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Resumen

La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad inmunomediada, multifactorial,
gue se desarrolla en individuos genéticamente susceptibles ante la ingesta de un grupo
de proteinas de trigo, cebada y centeno, que en forma colectiva y por simplicidad

llamaremos gluten.

En la EC se produce dafio en la mucosa del intestino delgado caracterizado por
pérdida de la estructura de las vellosidades, hiperplasia de criptas y un marcado
infiltrado linfocitario, tanto a nivel de la lamina propria como en el compartimento
intraepitelial. Estos cambios conducen a la pérdida de la funcionalidad del intestino
delgado y a un sindrome de malabsorcion asociado a diversos signos clinicos que varian

entre pacientes.

El dafio histoldgico es causado por células citotdxicas, que generan muerte
celular por apoptosis, principalmente inducida por citotoxicidad mediada por los
linfocitos intraepiteliales. Los linfocitos T CD4* especificos de péptidos de gluten
restringidos a los alelos de susceptibilidad HLA-DQ2/DQS8, presentes en la lamina
propria que producen IFNy, potencian la actividad citotoxica y amplifican los

mecanismos inflamatorios y de dafio.

Aungue es claro que la apoptosis es un mecanismo relevante en la eliminacion
masiva de estas células, tanto en situaciones homeostaticas como en el contexto de la
enteropatia, no se han realizado estudios detallados de la contribucién de otras vias de

muerte celular programada en EC.

La activacién, regulacion y entrecruzamiento entre estas vias se vuelve de
extremo interés tanto en condiciones fisioldgicas como en respuesta a una infeccion o
inflamacion local, donde la muerte de los enterocitos puede potenciarse como
consecuencia directa de un patégeno o producto de la respuesta inflamatoria,
causando la pérdida de la integridad de la barrera y consecuentemente la exposicion a
MAMPs que potencian el reclutamiento y la activacién de células inmunes

inflamatorias.
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Con el aporte de nuestro modelo murino de enteropatia, que nos permitid
estudiar las vias de muerte proinflamatorias en el intestino delgado en condiciones no
infecciosas, en este trabajo de tesis doctoral confirmamos que la via de la apoptosis,
descripta como la via fundamental de eliminacién masiva de células en el epitelio, se
encuentra activa. De manera llamativa, observamos que existe un alto numero de
células muertas en la lamina propria, hallazgo que condujo a estudiar vias de muerte

celular proinflamatoria.

De esta forma, demostramos el rol de la piroptosis en el modelo mediante el
estudio de moléculas centrales de esta via (caspasa-1, IL-1B y GSDMD) y probamos que
el bloqueo in vivo de la piroptosis, mediante inhibicion farmacoldgica o inmunoquimica
(inhibidor de caspasa-1, NLRP3 o anticuerpo anti-IL-1B, respectivamente) impide la
induccion de dafio mediante el estimulo inflamatorio. A su vez, confirmamos la

implicancia de la necroptosis en este modelo.

Evaluando secciones de piezas de biopsias duodenales demostramos que la
apoptosis es un tipo de muerte celular activa en la mucosa de los pacientes con
enfermedad celiaca y que existe un elevado nimero de células TUNEL* en la lamina
propria. Los hallazgos en el modelo murino nos impulsaron a estudiar la implicancia de
los distintos mecanismos de muerte celular en la mucosa y a su vez a profundizar en
otras vias de muerte celular no abordadas hasta el momento, como la necroptosis y

piroptosis.

Estos estudios permiten mejorar nuestra comprension sobre la inmunobiologia
de la mucosa del intestino delgado, tanto en situaciones normales como en el contexto
de la enteropatia. El conocimiento generado tiene un alto impacto ya que podria ser
utilizado en la prevencion y la implementacién de estrategias terapéuticas combinadas,
gue aumenten la eficiencia de los tratamientos convencionales y reduzcan la progresion
o severidad de las complicaciones a largo plazo de la enfermedad celiaca y la induccion

de enfermedades asociadas.
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Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
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Enfermedad celiaca
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Introduccion general

1. Tracto gastrointestinal y sistema inmune

El cuerpo humano posee diversos epitelios en las superficies de las mucosas que forman
barreras entre el medio ambiente y el medio interno. En particular, el tracto
gastrointestinal alberga una de las areas de interaccion mas grandes de estas barreras
(aproximadamente 250 m?) y desempefia un papel fundamental en la regulacién del
sistema inmune vy, por tanto, en la salud (Greenwood-Van Meerveld et al., 2017; Turner,
2009).

La mucosa intestinal constituye uno de los sitios con mayor actividad inmunoldgica de
nuestro organismo, por ser un punto de permanente contacto con microorganismos y
antigenos alimentarios, actuando como una barrera selectiva a la vez que permite la
absorcién de nutrientes (Artis, 2008). Gracias al sistema inmune de mucosas la homeostasis
intestinal, a pesar de su dinamismo y complejidad, se mantiene bajo control ya que se
establece un estado altamente especializado permitiéndole reconocer y montar una
respuesta regulada al enfrentarse a antigenos provenientes de la microbiota comensal o de
la dieta (induciendo complejos mecanismos de tolerancia) o responder eficientemente a la
presencia de microorganismos patégenos (generando potentes y efectivos mecanismos de
proteccion) (Pabst & Mowat, 2012).

La mucosa intestinal estd compuesta por varios elementos que ayudan en su funcion como
barrera de defensa. Estos incluyen principalmente la capa externa de mucus junto con la
microbiota intestinal, los péptidos antimicrobianos (AMPs) y la IgA secretada (slgA).
Ademds, presenta una capa de células epiteliales especializadas producto de la
diferenciaciéon de las “stem cells” en el fondo de las criptas que incluyen enterocitos, células
caliciformes, células enteroendocrinas, células de Paneth y células M (Salim & Séderholm,
2011), las cuales forman una monocapa continua y polarizada que separa el lumen de la
lamina propria (Muniz et al., 2012; Turner, 2009).

La capa de mucus es la primera linea de defensa que las moléculas y microorganismos
encuentran cuando llegan a la luz intestinal, siendo responsable de evitar el contacto
directo con las células epiteliales (Turner, 2009). Esta compuesta por proteinas de mucina
altamente glicosiladas que forman una estructura de tamiz similar a un gel que recubre el
epitelio intestinal (Pelaseyed et al., 2014). En el intestino delgado y grueso, la mucina 2 es la
proteina mas abundante secretada por las células caliciformes. El mucus, ademas,
concentra AMPs producidos por las células de Paneth, e slgA secretada por las células
plasmaticas locales. Estos efectores son transportados por el enterocito hacia la luz
intestinal y actlan sobre los microorganismos promoviendo su eliminacién o bloqueando su
adhesion y posterior invasién al epitelio (Johansson & Hansson, 2016). A su vez, el
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transporte de moléculas a través del epitelio estd muy regulado mediante estructuras
multiproteicas que conforman las uniones estrechas (UE), uniones de anclaje y uniones
comunicantes, principales miembros de la barrera intestinal (Ghosh et al., 2020; Turner,
2009) (Ver mds adelante en Seccion 2.5).

El tejido linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal estd formado por foliculos linfoides,
Placas de Peyer (conjunto de foliculos linfoides, concentrados principalmente en la porcién
terminal del ileon), nddulos linfaticos mesentéricos y la lamina propria que alberga el
sistema nervioso entérico, tejido conectivo, células del sistema inmune innato que incluyen
células dendriticas, macrdéfagos, mastocitos, entre otras que determinan el control de la
respuesta efectora o regulatoria y células de la inmunidad adaptativa tales como linfocitos T
CD4* o CD8&, linfocitos B, en su mayoria diferenciadas a células plasmaticas productoras de
IgA, vy células regulatorias. El ingreso y egreso de las células del sistema inmune hacia el
interior o exterior de la lamina propria se realiza a través de los numerosos vasos
sanguineos y linfaticos que alcanzan la mucosa, los cuales a su vez permiten la
comunicacién con otros sitios inductivos y efectores, manteniendo asi la inmunidad local y
sistémica (Ahluwalia et al., 2017).

En los foliculos linfoides se inicia la respuesta inmune frente a los antigenos (Ags) que llegan
principalmente a través de las células epiteliales o de las células M, estas ultimas conforman
el epitelio asociado al foliculo y tienen la capacidad de traslocar eficientemente Ags sin
degradarlos. Esas moléculas pueden ser captadas por células dendriticas que se encuentran
en el domo de la placa de Peyer, pudiendo iniciar una respuesta local o migrar hacia un
organo linfoide, dependiendo del contexto de la respuesta. En condiciones homeostaticas,
se favorecera la induccidn de la activacion de linfocitos B para producir IgA, mientras que en
condiciones inflamatorias o infecciosas se promoverd la respuesta efectora tanto local
como en los érganos linfoides secundarios (Pietrzak et al., 2020).
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llustracion 1. Anatomia y componentes de la mucosa intestinal

La mucosa intestinal se compone de una monocapa de células epiteliales polarizadas, asi
como de la region subepitelial, la lamina propria, que contiene numerosos elementos del
sistema inmune. En el epitelio estdn presente enterocitos, células de Goblet (que sintetizan y
liberan mucina), células de Paneth (que sintetizan péptidos antimicrobianos), células
enterocromdfines, (que producen ciertas hormonas), y las “stem cells” (encargadas de
repoblar las diferentes poblaciones epiteliales). Por encima de la barrera epitelial se
encuentra la capa de mucus que contiene microbiota, IgA secretora, mucinas y péptidos
antimicrobianos. Los linfocitos intraepiteliales (IELs) se encuentran por encima de la
membrana basal, dispuestos entre los enterocitos. La lamina propria contiene el tejido
linfoide difuso compuesto de macrofagos, células dendriticas, células plasmdticas, linfocitos
By T, también neutrdfilos, mastocitos y eosindfilos.

El tejido conectivo es el tejido adyacente al epitelio, en el que residen células del sistema
inmune, neuronas, vasos sanguineos y fibroblastos. Los fibroblastos mantienen la matriz
extracelular, principalmente mediante la secrecién de coldgeno y metaloproteinasas, y
ejercen un papel fundamental en la proliferaciéon del epitelio intestinal.

Por ultimo, el sistema nervioso central y el sistema nervioso entérico coordinan las
funciones digestivas y el mantenimiento de la homeostasis intestinal directamente a través
de la liberacion de neurotransmisores e, indirectamente, a través de la interaccién neuro-
inmunoldgica.

2. Enfermedad celiaca. Caracteristicas clinicas, diagndstico y bases

moleculares de su patogenia

Las proteinas de trigo constituyen una de las fuentes mas empleadas en alimentacion
humana por su utilidad en la formacién de una masa panificable y otros alimentos basicos
de nuestra dieta. Sus caracteristicas bioquimicas le brindan propiedades uUnicas en la
formaciéon de una estructura viscoelastica, denominada gluten, obtenida por el amasado de
la harina de trigo. En la estructura del gluten se encuentran las proteinas gliadinas y
gluteninas, que en conjunto se denominan prolaminas, éstas son las responsables de
conferir viscosidad, elasticidad y cohesividad a la masa (Wieser, 2007). A pesar de estar
ampliamente distribuido el consumo de trigo, existe un alto nimero de personas, para las
cuales estas proteinas, y sus homdlogas de cereales relacionados evolutivamente (cebada,
centeno y avena) son toxicas.

La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad inmunomediada, multifactorial, que se
desarrolla en individuos genéticamente susceptibles ante la ingesta de este grupo de
proteinas que forman el gluten. Es altamente prevalente y se estima que aproximadamente
el 1% de la poblacién general presenta la patologia (Abadie et al., 2011; Singh et al., 2018
Lebwohl and Rubio-Tapia, 2021). De todas maneras, esta prevalencia es variable,
probablemente debido a factores étnicos (composicion genética), culturales (habitos
alimenticios) y ambientales (infecciones) (Abadie et al., 2011). En particular, en Argentina la

19



Introduccion

prevalencia dentro de la poblacién pediatrica fue estimada en un 1,26% (Mora et al., 2012)
y en la poblacién adulta en un 0,6% (Gomez et al., 2001). Sin embargo, debe considerarse
que, a pesar de los avances en cuanto a las estrategias de deteccion y conocimiento de la
enfermedad, existe un elevado subdiagndstico de la misma considerando que solo 1 de
cada 5/7 pacientes son diagnosticados (Lindfors et al., 2019).

En la EC se produce dafio en la mucosa del intestino delgado, caracterizado por la pérdida
de la estructura de las vellosidades (que, en los cambios histolégicos mas severos, conduce
a atrofia vellositaria), hiperplasia de criptas y un marcado infiltrado linfocitario, tanto a nivel
de la lamina propria como en el compartimento intraepitelial (Marsh, 1992)(llustracién 2).

Estos cambios conducen a la pérdida de la funcionalidad del intestino delgado y a un
sindrome de malabsorcién asociado a diversos signos clinicos que varian entre pacientes y,
en especial, segin el momento de presentacion de la enfermedad.

Mucosa duodenal Normal
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llustracion 2. Histologia de la mucosa duodenal

Se muestra una ilustracion y cortes histologicos de biopsias duodenales con tincion
hematoxilina y eosina para una mucosa normal y con enteropatia severa, donde se
evidencia la atrofia de vellosidades, engrosamiento de la lamina propria, incremento del
infiltrado celular e hiperplasia de criptas. (Adaptada de Fasano et al, 2017).
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En la mayoria de los casos, los cambios histoldgicos, y la sintomatologia revierten cuando se
establece una dieta de exclusién de las proteinas derivadas de gluten (dieta libre de gluten),
que debe ser seguida en forma estricta y de por vida, siendo el Unico tratamiento efectivo.
Solo una pequefia proporcion de los pacientes no muestran una mejoria frente a la dieta,
estando relacionado con una fuerte sospecha de una patologia preneopldsica denominada
EC refractaria (Ludvigsson & Murray, 2019).

2.1 Genética de la enfermedad celiaca

Como hemos mencionado el componente genético tiene un alto impacto en la prevalencia
de la enfermedad. El locus de HLA es el principal factor de susceptibilidad genética en EC,
en especial los alelos de susceptibilidad HLA-DQ2 y DQ8 poseen la mayor asociacion
encontrada en una patologia de base inmune vy casi la totalidad de los pacientes celiacos
expresan uno u otro de ellos. Existen diferentes haplotipos asociados a diferentes grados de
riesgo relativo. Los 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 observa una menor predisposicion para los haplotipos codificantes del HLA-
DQ8: “DR4-DQ8”: DQB1*0302, DQA1*03. Finalmente, 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 (Abadie et al., 2011; Sollid
et al., 1989) (llustracién 3).
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llustracion 3. Factores genéticos HLA-DQA1 y HLA-DQB1 asociados con la EC

A la izquierda se muestran los posibles haplotipos asociados con la EC. A su lado, se
muestran los heterodimeros resultantes, y a la derecha, el correspondiente grado relativo de
predisposicion con la enfermedad. (Modificado de Abadie et al., 2011).

Diferentes estudios revelaron que el HLA contribuye aproximadamente en un 30% a la
predisposicion genética total (Abadie et al., 2011). Por esta razén se han buscado otras
regiones que se asocien con la patologia puesto que es evidente la presencia de factores
genéticos extra.

Debido al desarrollo de métodos de genotipificacion masiva mas econdémicos (GWAS e
InmunoChip) se han encontrado un total de 40 regiones asociadas a la enfermedad, tanto
fuera como dentro de la regién HLA. La gran mayoria de estos genes, asociados a multiples
loci en diferentes cromosomas, estan relacionados con diversas funciones del sistema
inmune tanto adaptativo como del innato, lo que apoya la idea de que la EC es producto de
la interaccién de una gran variedad de genes con bajo peso individual (Dieli-Crimi et al,,
2015). Se debe destacar que un gran numero de los genes implicados se encuentran
relacionados con otras enfermedades autoinmunes o inflamatorias (Abadie et al., 2011).

2.2 Diagnéstico

El diagndstico de EC se basa en la observacion clinica, estudios de serologia y la evaluacién
histoldgica de piezas de intestino delgado. Si bien, en algunos casos, la sintomatologia es
muy sugestiva de la presencia de EC, en muchos otros es difusa, principalmente en adultos,
dificultando el protocolo diagndstico.

2.2.1 Sintomatologia en la enfermedad celiaca

La sintomatologia clasica, es la mas frecuente (especialmente en nifios) e incluye sintomas

gastrointestinales asociados con un sindrome de malabsorcion, ocasionado por la
progresion de la enfermedad. Los pacientes presentan diarrea cronica, distension
abdominal, flatos fétidos, constipacién, vémitos recurrentes, desnutricidn, retraso en el
crecimiento, baja talla y pérdida de peso.

En cambio, la sintomatologia no cldsica se presenta con manifestaciones extraintestinales

secundarias a la malabsorcién como anemia cronica (por deficiencia de hierro),
hipocalemia, atrofia muscular, problemas relacionados con la piel, higado, las
articulaciones, alteraciones del esmalte dental, coagulopatias, problemas cardiacos,
neuropatias periféricas. En el caso de pacientes adultos se agrega, ademas, osteoporosis
(por deficiencia de Ca?*) e infertilidad, que se cree estaria relacionada con problemas en la
concentracién de hierro, folatos, y zinc en sangre.
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Es muy frecuente encontrar, ademas, pacientes asintomaticos o pacientes que cursan con

signos subclinicos (cansancio, irritabilidad, depresion, cambios de humor, déficit de
atencién) que, como mencionamos, lleva a un gran nimero de pacientes sin diagnosticar
(Husby & Murray, 2014; Ludvigsson et al., 2013; Parzanese et al., 2017).

2.2.2 Serologia

Los ensayos seroldgicos consisten en la deteccidon de un panel anticuerpos en sangre

periférica altamente selectivo para EC. Se emplea la evaluacion por inmunofluorescencia de
anticuerpos anti-endomisio (EMA) (isotipo IgA), mientras que por ELISA se evallan
anticuerpos anti-transglutaminasa 2 (TG2) (isotipo IgA o 1gG), y anticuerpos anti-péptidos
de gliadinas deamidados (DPG) (isotipos IgA o IgG). Entre los ensayos seroldgicos, los mas
utilizados son la deteccion de IgA anti-TG2 y lgG anti-DGP, que evaluados de manera
conjunta son de muy alto nivel de predictividad, especialmente al ser aplicados a una
poblacién preseleccionada (por sospecha clinica o por familiaridad en primer grado de un
caso diagnosticado) (Husby et al., 2019; Rashid & Lee, 2016).

Dado que la EC estd asociada a la deficiencia de IgA, presentandose en el 1,3% de los
pacientes celiacos, y siendo de 10 a 15 veces mas comun que en la poblacién general
(Kumar et al., 2002; Parzanese et al.,, 2017), en los estudios seroldgicos basados en la
determinacién de anticuerpos de isotipo IgA se debe considerar la posibilidad de resultados
falsos negativos. Por ello, el protocolo diagndstico incluye el dosaje de IgA total, para que
en los casos con deficiencia se ponderen los resultados obtenidos con las determinaciones
de anticuerpos de isotipo IgG (Villalta et al., 2010).

2.2.3 Evaluacion histoldgica

El diagndstico confirmatorio de EC requiere la evaluacién histolégica de piezas de la mucosa
duodenal ya que la presencia de enteropatia en el intestino delgado es considerada “gold
standard” para el diagndstico definitivo de la patologia (Ludvigsson et al., 2013). Con este
fin, se realiza una endoscopia alta para la toma de al menos 4 piezas de mucosa de intestino
delgado correctamente orientadas procedentes de bulbo y segunda porcién del intestino
delgado. Durante la endoscopia se analiza la presencia de diferentes signos sugestivos de
EC como disminucidon en nimero y altura de los pliegues duodenales, aspecto festoneado y
patron “en mosaico” o aspecto nodular de la mucosa (laniro et al., 2013).

La observacién de atrofia de vellosidades, hiperplasia de criptas y aumento en el nimero de
linfocitos intraepiteliales (IELs) en las secciones histopatoldgicas de tejido constituyen la
base del diagndstico definitivo de EC. Para ello existen diversos sistemas de clasificacién de
las observaciones histoldgicas, uno de los mas aceptados es el de Marsh - Oberhuber en la
que se definen categorias de lesiones asociadas a EC: Pre-infiltrativa (Tipo 0); infiltrativa
(Tipo 1); infiltrativa-hiperplasica (Tipo 2); atrofia leve (Tipo 3a), atrofia marcada (Tipo 3b) y
atrofia total de las vellosidades (tipo 3c) (llustracidn 4).
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Infiltrado leucocitario

Mucosa Aumento Aumento IELs Aumento |[ELs VIC<3
MNormal de IELs VIC<3 Artrofia vellositaria

llustracion 4. Histologia en la enfermedad celiaca
Esquema simplificado del score de enteropatia de Marsh-Oberhuber (Pefia, 2015) que

muestra la relacion altura vellosidades/cripta (V/C) y el infiltrado linfocitario en todos los
estados de la clasificacion.

2.2.4 Tipificacion de alelos de susceptibilidad HLA

Dado que EC es la enfermedad de base inmune que presenta el mayor riesgo relativo
asociadoa los alelos HLA de susceptibilidad (HLA-DQ2/DQS8), se ha sugerido la
tipificacion HLA como informacidon complementaria en el protocolo diagndstico. Estos
alelos son muy frecuentes encontrandose aproximadamente en el 30% de la poblacién
general (Brown et al., 2019), por lo tanto, el mayor impacto en el diagndstico son los casos
HLA-DQ2/DQ8 negativos, ya que este es un fuerte criterio de exclusién de EC.

2.3 Patogenia en la enfermedad celiaca

La EC se desencadena, en individuos genéticamente susceptibles, por una respuesta
inmune exacerbada en el intestino delgado a un grupo de péptidos derivados del gluten. El
rol central en el mecanismo de patogenia lo tienen los linfocitos T CD4* especificos de
péptidos derivados de gluten restringidos a los alelos de susceptibilidad HLA-DQ2/DQS8 que
producen abundantemente IFNy. Esta citoquina es responsable de multiples efectos que
conducen al dafio de la mucosa del intestino delgado (Sollid & Jabri, 2013). (llustracién 5).

Normalmente, las proteinas dietarias son digeridas por las enzimas del tracto
gastrointestinal generando péptidos cortos que son absorbidos por los enterocitos
mediante diversos mecanismos de transporte. Sin embargo, a diferencia de otras proteinas,
los péptidos del gluten poseen secuencias muy particulares con alto contenido de
aminoacidos glutamina y prolina que los hacen dificilmente digeribles por las enzimas

24



Introduccion

gastrointestinales y pancreaticas. Como consecuencia, se generan fragmentos largos que
permanecen en el lumen del intestino y pueden ser transportados a través de la barrera
intestinal (Ménard et al., 2010)(llustracién 5—@).

El ingreso es facilitado por un mecanismo de pasaje selectivo mediado por CD71, molécula
que une y transporta complejos gliadinas/anticuerpos IgA anti-gliadinas, que se forman en
el lumen intestinal. CD71, se encuentra sobre-expresado en la superficie apical de los
enterocitos en pacientes celiacos y media la internalizacién de estos complejos por via
endocitica. Estos complejos inmunes son transportados, con escasa degradacion, para
finalmente ser liberados en la lamina propria (Heyman et al., 2012).

La enzima transglutaminasa 2 (TG2), es capaz de deamidar selectivamente residuos de
glutamina en determinadas posiciones de los péptidos derivados de gluten convirtiéndolos
a acido glutamico (llustracidn 5-@). Esta reaccién genera un residuo con carga negativa
gue aumenta la afinidad de unién de los péptidos a las moléculas de HLA-DQ2 o DQS,
modificacién que incrementa la capacidad de estimulacion de los linfocitos T CD4*
especificos por las células dendriticas en la lamina propria. Recientes estudios evidenciaron
que la TG2 puede encontrarse en la luz intestinal de pacientes con EC y que deriva de
enterocitos que son desprendidos del epitelio. En la luz del intestino, estas células se
desintegran y liberan componentes, entre ellos TG2, la que podria actuar tanto deamidando
péptidos de gluten en el mismo lumen o, mas probablemente, formando complejos por
entrecruzamiento con los péptidos de gluten y favoreciendo de esta manera su captacion
por los enterocitos o las células M. Este mecanismo podria contribuir al desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa en la EC (lversen et al., 2020).

Los fragmentos peptidicos que atravesaron el epitelio son fagocitados y procesados por
células dendriticas especializadas que los presentan en las moléculas de HLA-DQ2 o DQS.
Estas células se localizan en la lamina propria y migran a los érganos linfoides secundarios
mas cercanos (llustracion 5-@).

En condiciones homeostaticas, las células dendriticas captan y procesan antigenos
provenientes del lumen intestinal, migran a los ganglios mesentéricos donde activan
linfocitos T CD4* virgenes, diferenciandolos a linfocitos T regulatorios inducidos (células T
CD4* Foxp3*). Estas células recirculan hacia la lamina propria y alli, luego de ser reactivadas
en forma especifica, liberan citoquinas regulatorias (principalmente IL-10) con el fin de
mantener la respuesta regulatoria frente a los antigenos luminales, dietarios o
componentes de la microbiota (Pabst & Mowat, 2012).

En el intestino delgado de pacientes con enfermedad celiaca activa, las células dendriticas
de la mucosa intestinal presentan un perfil proinflamatorio, e inducen la diferenciacién de
linfocitos T virgenes hacia el perfil Th1 (llustracién 5—@). La expansion clonal consecuente
dard lugar a un conjunto de clones T especificos contra péptidos del gluten que migraran a
la mucosa intestinal donde al encontrar sus péptidos afines en un contexto de HLA
adecuado, liberaran grandes cantidades de citoquinas inflamatorias, principalmente IFNy
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(llustraciéon 5—@). AlUn no se comprende completamente por qué los pacientes con EC
desarrollan una respuesta Th1l contra péptidos derivados de gluten, pero se ha propuesto
que la activacién de la inmunidad innata promueve la diferenciacion de las células
dendriticas hacia dicho perfil.

El IFNy es la citoquina dominante en el proceso inflamatorio crénico y genera diferentes
mecanismos efectores criticos en el dafio del intestino delgado, entre ellos la activacion de
células citotoxicas presentes en la lamina propria y en el epitelio. También, incrementa la
produccién de metaloproteinasas, enzimas con fuerte actividad degradadora de proteinas
de la matriz extracelular, que contribuyen al dafio en la estructura del tejido (Abadie et al.,
2011).

Los IELs, que estan compuestos por linfocitos T CD8* TCRa/B*, linfocitos T TCRy/&*, y células
NK, tienen como funcién mantener la integridad del epitelio induciendo muerte celular
programada de enterocitos dafiados o infectados mediante la via de FAS o la degranulacion
de granzimas y perforinas. Estos expresan receptores de activacion de células NK (NKRs),
tales como NKG2D y CD94/NKG2C, que reconocen moléculas de MHC | no clasicas (MICA/B
y HLA-E) inducidas por estrés e inflamacion (Jabri & Abadie, 2015), moléculas sobre-
expresadas en los enterocitos de pacientes con EC (Allegretti et al., 2013), especialmente
inducidas por IL-15. Esta citoquina, aumentada en duodeno de pacientes celiacos,
incrementa la expresion de los NKRs en los |ELs y su actividad citotdxica, vy a la vez, bloquea
la funcion regulatoria de linfocitos Tregs interfiriendo la sefializacién de la via de TGF-f
(Benahmed et al., 2007)(llustracion 5—@).

Las infecciones virales (Bouziat et al., 2017), disbiosis, algunos componentes de la harina de
trigo (como los inhibidores de tripsina) (Bellinghausen et al., 2019), o el péptido de gliadinas
p31-43 (Chirdo et al., 2021) han mostrado tener la capacidad de activar mediadores como:
IL-15, TNF-a y los IFNs tipo | (Sollid & Jabri, 2013). Aunque IFNy e IL-15 son potentes
activadores de la actividad citotoxica de los IELs, los mecanismos de induccion de muerte de
enterocitos no son completamente comprendidos (Sollid & Jabri, 2013). Ademas, otros
mediadores inflamatorios, como los IFNs de tipo | (di Sabatino et al., 2007) e IL-21 (van
Leeuwen et al., 2013), por vias directas o indirectas, potencian la citotoxicidad.

En paralelo, en los centros germinales de los érganos linfoides secundarios, las células T
CD4* especificas del gluten activan y diferencian linfocitos B productores de anticuerpos
anti-péptidos derivados de gluten y anticuerpos anti-TG2 (llustracién 5-@). La formacion
de autoanticuerpos anti-TG2 es la primera demostracion molecular del efecto carrier-
hapteno en humanos. Este mecanismo se basa en la formacién de complejos entre gliadinas
y TG2 unidos covalentemente que son endocitados por linfocitos B especificos de TG2, los
que procesaran y presentaran los péptidos de gliadinas en moléculas de HLA-DQ2/DQ8
permitiendo la activacién de linfocitos T CD4* especificos que, a su vez, colaboraran en la
activacion del linfocito B para la diferenciaciéon a células plasmaticas productoras de
anticuerpos anti-TG2 altamente selectivos de los pacientes celiacos (llustracién 5-), alos
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cuales hasta el presente no se les ha encontrado un rol patogénico en la enteropatia
(Abadie et al.,, 2011; Jabri & Abadie, 2015; Sollid & Jabri, 2013).

Una vez iniciada la respuesta adaptativa, se producird una respuesta especifica en la
mucosa duodenal del paciente celiaco en respuesta al gluten derivado de la dieta. Dicha
respuesta se desencadenard cada vez que el paciente consuma proteinas de trigo, siendo
esta la base de la dieta de exclusién completa como Unico tratamiento efectivo.
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'l

°\¥ IEL Célula

v }‘3 apoptotica

IL-15

J— Célula plasmadtica

@ [  ; TGF-B A Generacion de la
v < IL-10 ! respuesta humoral

Linfocito T activado

| Linfocito T
= /"J .y ~ ‘ regulatoria
{ P~ @ 5 Linfocito B
. __||/_“\\\J ;
et
? i 1 T T T T T T T LT PRS- -
Linfocito T virgen Linfocito T CD4™ especifico de gluten

llustracion 5. Modelo resumido de la inmunopatogenia en enfermedad celiaca

Los péptidos derivados del gluten activan vias proinflamatorias en el epitelio, e inducen la
expresion de IL-15, MICA y HLA-E. En forma directa o indirecta los péptidos derivados del
gluten activan células dendriticas, las que luego migran al ganglio linfdtico mesentérico y
presentan péptidos de gluten a linfocitos T CD4™ especificos restringidos a HLA-DQ2 o DQ8.
La TG2 genera péptidos deamidados de mayor afinidad por estas moléculas del HLA. Los
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linfocitos T CD4* activados son fuertes secretores de IFNyy proveen sefiales de cooperacion
a linfocitos B especificos de TG2 o de péptidos de gluten y favorecen su diferenciacion a
células plasmdticas productoras de anticuerpos. La presencia de IFNy favorece el
microambiente proinflamatorio y sensibiliza a los enterocitos ante la accion de IELs
citotdxicos. Ademds los T CD4* activados potencian directamente la actividad citotoxica de
IELs por IFNy, y tambien a través de la secrecidn de IL-21 y su accion sinérgica con IL-15 (no
mostrado). La IL-15 incrementada inhibiria la accion de células T reguladoras (Treg)
favoreciendo la activacion de las células Th1.

2.4 Desestabilizacion de las uniones estrechas en enfermedad celiaca

Como hemos discutido anteriormente, los fragmentos de gluten parcialmente digeridos
deben pasar la barrera epitelial y asi llegar a la lamina propria, para ello existen diferentes
maneras que incluyen el transporte paracelular a través de la barrera intestinal.

Los defectos de la barrera intestinal se han asociado con una amplia gama de
enfermedades, que incluyen enfermedad celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell),
carcinoma de colon, alergias alimentarias, pero también trastornos extraintestinales como
enfermedad hepatica crénica, diabetes mellitus tipo 1 y obesidad (Honda & Takeda, 2009;
lzcue et al., 2009). Para todas estas enfermedades, cominmente se plantea como hipotesis
que la disfuncion de la barrera intestinal provoca un flujo descontrolado de moléculas a
través del epitelio, que pueden provocar una respuesta inmune exacerbada en individuos
susceptibles y afectar el equilibrio microbiota-hospedador, iniciando mecanismos
inflamatorios en el intestino o en tejidos distantes (Vancamelbeke & Vermeire, 2017).

2.4.1 Complejos de union intercelulares

El transporte de moléculas a través del epitelio estd muy regulado, mediante estructuras
multiprotéicas que conforman las uniones estrechas (UE), uniones de anclaje y uniones
comunicantes, principales miembros de la barrera intestinal (Ghosh et al., 2020; Groschwitz
& Hogan, 2009; Turner, 2009) (llustracién 6).

Las uniones estrechas son complejos adhesivos apicales que sellan el espacio intercelular y

consisten en proteinas transmembrana (claudinas, ocludinas), proteinas adaptadoras
(zonula occludens) y moléculas de adhesion (JAMs).

Aungue la mayoria de las proteinas que forman las UE sellan el espacio entre células y
evitan el pasaje paracelular de solutos y agua (Quiros & Nusrat, 2014; Turner, 2009),
algunas, en diferentes tejidos epiteliales, forman canales paracelulares con preferencia por
cationes (claudin-2, -10b, -15), aniones (claudin-10a, - 17) y agua (claudin-2) (Rosenthal et
al., 2010).
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Las claudinas son el principal factor que determina la funcion de barrera de las UE,
controlando el paso de iones a través del espacio paracelular. Estas proteinas forman
canales con propiedades biofisicas similares a los canales idnicos (Hartsock & Nelson, 2008).

Las ocludinas participan en el ensamblaje y desensamblaje de las UE. Su localizacién en la
membrana estd regulada por un proceso de fosforilacion, desfosforilacién de residuos
especificos de Ser, Thr y Tyr. Cuando se encuentran fosforiladas establecen la UE, mientras
gue desfosforiladas se distribuyen en el citoplasma, por lo que la alteracion en el patron de
fosforilacion puede llevar a la desestabilizacién de las UE e incrementar la permeabilidad
paracelular (Dorfel & Huber, 2012; Rao, 2009).

Las proteinas JAM son una superfamilia de inmunoglobulinas, las cuales se asocian
lateralmente a otras proteinas en los contactos intercelulares para facilitar el ensamblaje y
la formacion de UE funcionales y polarizadas (Alizadeh et al., 2021).

Las proteinas transmembrana de las UE se vinculan a las fibras de actomiosina del
citoesqueleto a través de miembros de la familia de proteinas adaptadoras zonula
occludens (Z0-1, ZO-2 y Z0-3) que cumplen un papel relevante en la permeabilidad celular,
asi como en la regulacién de la adhesién, en la formacion y estabilizacion de las UE y en la
transmision de sefiales desde las uniones intercelulares hacia el interior de la célula para la
regulacion de procesos celulares, como la migracién celular (Umeda et al., 2006).

Las uniones adherentes (UA) se encuentran debajo de las UE y son necesarias para su
correcta estructura. Se generan a través de moléculas de adhesién transmembrana de la
superfamilia de las cadherinas y cateninas. Los dominios extracelulares de las cadherinas
median interacciones homofilicas, dependientes de calcio extracelular con cadherinas de
células adyacentes mientras que el dominio citoplasmatico interacciona con el
citoesqueleto a través de su unién con a y B cateninas (Nagafuchi, 2001).

Las UA junto con los desmosomas, proporcionan fuertes enlaces adhesivos célula-célula
para mantener la integridad del epitelio formando las uniones de anclaje.

Tanto las UE como las uniones adherentes estan vinculados al anillo de actina y miosina que
permite la regulacién de las uniones a través del citoesqueleto (Groschwitz & Hogan, 2009).
Varias proteinas reguladoras pueden afectar este componente estructural, como factores
de crecimiento y proteinas reguladoras de la actina (Rho, GTPasas, miosina).

Finalmente, las uniones comunicantes permiten la comunicacion entre los citoplasmas de

las células vecinas a través de la formacion de un canal que atraviesa las membranas. Estan
formados por 6 proteinas transmembrana llamadas conexinas, que median el intercambio
reciproco de iones y moléculas pequefias de menos de 1 kDa.
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llustracion 6. Representacion de las uniones intercelulares en el epitelio intestinal
Los complejos de unidn intercelulares, compuestos por uniones estrechas, uniones

fe

adherentes, uniones comunicantes y desmosomas, son estructuras dindmicas que restringen
el paso de macromoléculas. La integridad y la estructura de la célula epitelial es modulada,
en gran parte por el citoesqueleto, principalmente por actina, miosina y filamentos
intermedios. Se indica en detalle el complejo de union apical: las uniones estrechas se
componen principalmente de claudinas, ocludinas y proteinas JAM, las cuales se asocian a
las zonula ocludens que las conectan con el citoesqueleto. Las uniones adherentes se
componen de cadherinas, como la E-cadherina, la cual se une a las cateninas (a y 8
cateninas) que también, las conectan con el citoesqueleto.

2.4.2 Contribucion al Ingreso de los fragmentos de gluten

En condiciones fisioldgicas, el transporte de proteinas o componentes de gran tamano,
como los péptidos derivados del gluten, a la lamina propria es limitado. Esto no sucede en
pacientes con EC activa donde la alteracion de las uniones estrechas conduce a una mayor
permeabilidad (Heyman et al., 2012). No es sencillo definir si esta alteracion contribuye al
desarrollo de la enfermedad o si es simplemente un fenédmeno secundario a la respuesta
inflamatoria crénica (Schumann et al., 2017).

En diversas condiciones patoldgicas, el transporte paracelular selectivo de solutos puede
incrementarse como resultado de la desregulacidn en la expresién de moléculas asociadas a
la funcion de barrera, como la disminucién de las claudinas que estabilizan las uniones vy el
aumento de las formadoras de canales (Krug et al., 2014). Es por ello que la barrera
intestinal no debe considerarse como una estructura estatica, sino que es muy dindmica, y
estimulos tanto internos como exdgenos (por ejemplo, citoquinas, bacterias, factores de la
dieta) modifican la expresién y estructura de sus componentes (Turner, 2009).

En la mucosa del intestino delgado de pacientes celiacos, se evidencidé una regulacidon
negativa de las claudinas formadoras de las barreras como claudina-3, -5y -7 y en paralelo,
un incremento de claudina-2 y -15, formadoras de poros (Schumann et al., 2017). Se ha
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observado, ademas, que los péptidos derivados de gluten aumentan la permeabilidad
intestinal mediante la liberacidon de zonulina que produce una alteracién estructural en las
uniones estrechas (Fasano, 2011). A su vez, proteinas que participan en la reparacion del
epitelio durante eventos apoptéticos masivos, como E-Cadherina, se encuentran
disminuidas en el epitelio de pacientes celiacos no tratados, por efecto de citoquinas
inflamatorias como IFNy y TNF-a (Ciccocioppo et al., 2006; Lubkov & Bar-Sagi, 2014).

Siguiendo esta linea, un estudio genético en pacientes celiacos de Holanda y Reino Unido,
mostré que los genes PARD3 y MAGI2, relevantes en la polarizacién de las células
epiteliales, la estructura de las uniones estrechas, y la reorganizacion de la F-actina en el
citoesqueleto de los enterocitos, estaban asociados a la patologia (Wapenaar et al., 2008;
Schumann et al.,, 2017). Estos hallazgos demostraron que no solo el aumento de la
permeabilidad intestinal de los celiacos se debia a los efectos de la respuesta inmune contra
el gluten, a cargo de IFNy y el TNF-a sino que también genes con roles importantes en el
armado de las uniones estrechas estarian involucrados en la patogenia de la enfermedad.

Esta alteracién de la barrera epitelial puede asociarse también a la amplificacién de la
respuesta inflamatoria, por aumentar el ingreso de microorganismos y componentes
proinflamatorios, como LPS, flagelina, y otros MAMPs a la mucosa.

3. Mecanismos de muerte celular programada

Apoptosis, piroptosis, y necroptosis conforman los principales mecanismos de muerte
celular programada (PCD) que determinan la muerte o supervivencia de las células de
nuestro organismo. Cuando el equilibrio se altera, estas vias juegan un papel clave en la
decision final al momento de determinar el destino de las células.

En el caso del intestino delgado, los enterocitos envejecidos sufren procesos de PCD,
controlados de manera estricta para mantener la integridad de la barrera epitelial, siendo
extruidos hacia la luz intestinal. La activacion, regulacién y entrecruzamiento entre estas
vias se vuelve de extremo interés tanto en condiciones fisiolégicas como en respuesta a una
infeccion o inflamacién local, donde la muerte de los enterocitos puede potenciarse como
consecuencia directa de un patégeno o producto de la respuesta inflamatoria, causando la
pérdida de la integridad de la barrera y consecuentemente la exposicion a MAMPs
potenciando el reclutamiento y la activacion de células inmunes inflamatorias. En relacion
con este Ultimo punto, alin no se conocen completamente los mecanismos responsables de
la PCD durante la inflamacion, mientras que, por el contrario, los mecanismos que operan
en condiciones fisioldgicas estan ampliamente descriptos.

La apoptosis, representa la forma mas estudiada de PCD y es el mecanismo de eleccidn
cuando se deben eliminar células en forma masiva ya que no induce inflamacién debido a
gue no se produce liberacién del contenido celular al medio. Por estas caracteristicas es el
principal mecanismo por el cual los enterocitos dafiados mueren en el intestino sano
(Potten, 1997). Sin embargo, en otros mecanismos de PCD como piroptosis y necroptosis,
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se producen poros en la membrana celular por medio de los cuales el material
citoplasmatico puede salir al medio y provocar una respuesta inflamatoria (Kesavardhana et
al., 2020). Este material liberado, contiene DAMPs y alarminas que, por ejemplo, activan
respuestas inflamatorias en el intestino grueso y estdn implicadas en la patogenia de la
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (Tartey & Kanneganti, 2020).

Los diferentes mecanismos de PCD: apoptosis (PCD mediada por el apoptosoma y caspasas
ejecutoras), piroptosis (PCD dependiente del inflamasoma y ejecutada por miembros de la
familia de gasdermina) y necroptosis (PCD mediada por RIPK3 y el efector aguas abajo
MLKL), tienen elementos reguladores y efectores Unicos, que median el control de estas
vias (Kesavardhana et al., 2020).

De hecho, se ha planteado que, debido a las redundancias encontradas, estas podrian estar
interrelacionadas, conservadas evolutivamente, y ser originadas en una sefial comun,
denominada PANoptosis, que luego mediaria el disparo de las distintas vias. Este modelo
propone el rol de un complejo multiproteico, llamado PANoptosoma, en el que participa
ZBP1 junto con otras proteinas como: RIPK1, RIPK3, ASC, NLRP3, Caspasa-8, Caspasa-1, A20,
TAK1, entre otras (Samir et al., 2020). El control de estas vias seria diferente en cada
situacién y podria depender de distintos mecanismos reguladores, proteinas inhibidoras,
predisposicion genética, contexto celular especifico y factores ambientales. El
PANoptosoma, modelo propuesto recientemente, seria critico en diferentes situaciones,
como enfermedades neurodegenerativas, cancer, inflamaciéon provocada por infecciones,
inflamacion de las articulaciones e inflamacion metabdlica (Kesavardhana & Kanneganti,
2017; Kuriakose & Kanneganti, 2018; Samir et al., 2020).

3.1 Muerte celular en mucosa intestinal en enfermedad celiaca

Las células epiteliales tienen la mayor tasa de renovacion del organismo. Este proceso
permite la rdpida remocion y reemplazo de las células dafladas para mantener la integridad
del epitelio.

Los enterocitos mueren por apoptosis y se eliminan por un proceso de extrusién celular
hacia el lumen, denominado anoikis, inducido por esfingosina 1 fosfato que, mediante su
receptor, activa el citoesqueleto y genera un anillo de miosina en la regién basal
conduciendo a la pérdida de adherencia del enterocito a la membrana basal. Este proceso
ocurre en simultaneo con un mecanismo de relocalizacién de células vecinas que mantiene
sellada la barrera epitelial, permitiendo el mantenimiento de la integridad y debe ser
estrictamente regulado ya que la alteracion de la eliminacién de células muertas conduce a
fallas en la remodelacion del epitelio, y confiere un mayor riesgo de infeccién, o aparicion
de patologias inflamatorias crénicas o tumores (Gudipaty & Rosenblatt, 2017).

En la patogenia de EC el dafio histoldgico causado por células citotoxicas, y la presencia de
mediadores inflamatorios se asocia a un incremento de la muerte celular programada
(Perez et al., 2021; Shalimar et al., 2013).
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Como ya hemos mencionado, en EC, existe una activa remodelacién de la mucosa intestinal
acompafiada por un aumento de la tasa de muerte de los enterocitos (Abadie et al., 2011,
Ludvigsson et al., 2013). Diferentes estudios han mostrado que esta muerte ocurre por
apoptosis inducida por citotoxicidad mediada por los IELs, siendo los linfocitos T CD4*
especificos de péptidos de gluten presentes en lamina propria, los que producen IFNy que
potencian la actividad citotdxica (Pietz et al., 2017; Sabatino et al., 2001). Aunque es claro
que la apoptosis es un mecanismo relevante en la eliminacién masiva de estas células, no se
han realizado estudios detallados de la contribucion de otras vias de muerte celular
programada en EC.

Este aspecto es de relevancia en la comprension de los mecanismos que se encuentran
activos en el intestino delgado, donde existe una inflamacion crénica y se observa estrés
bioldgico (oxidativo, y de reticulo) (Barone et al.,, 2014). Nuestro grupo de investigacién
evidencié el estrés celular al demostrar un aumento en la expresion de moléculas MICA/B
(moléculas de HLA clase | no convencional) en epitelio, células plasmaticas y linfocitos T
tanto del compartimiento intraepitelial como de la lamina propria en el intestino delgado
de pacientes con EC (Allegretti et al., 2013).

Cuando la inflamacién no esta controlada, como sucede en EC, puede provocar la pérdida
de la integridad de la barrera y la exposicién a patrones moleculares asociados a microbios
(MAMPs), lo que potencia el reclutamiento y la activaciéon de células inmune inflamatorias
(Thoo et al., 2019). Por lo tanto, seria importante comprender cédmo mueren las células
epiteliales en respuesta a la inflamacion y explorar si este proceso varia de las vias no
inflamatorias, que caracterizan al intestino sano, a vias proinflamatorias (Kesavardhana et
al., 2020).

Diversas vias inflamatorias estan involucradas en la patogenia de EC, en especial, la via de
los interferones IFNs/JAK/STATs (Jarry et al., 2017). Estas vias, participan en la regulacién de
las vias de muerte celular proinflamatorias involucradas enla liberacional medio
extracelular de alarminas (Sarhan et al.,, 2018) que se han demostrado relevantes en
patologias intestinales como enfermedad de Crohn (Glnther et al., 2019).

Se ha mostrado que los IFNs tipo | participan en el control de la muerte celular por
apoptosis y piroptosis en enterocitos de pacientes celiacos (Jarry et al., 2017) pero, a pesar
de estas observaciones, se ignoran las consecuencias funcionales de la liberacién
de alarminas como IL-33 (Perez et al., 2020), HMGB1 (Manti et al., 2017), o IL-1B (K. Harris
et al., 2008) que se han encontrado aumentadas en EC activa. Estos mediadores, amplifican
la respuesta inflamatoria inicial, estimulando la respuesta inmune Tipo 1 y/o la respuesta
citotdxica. La respuesta citotdxica induce apoptosis de las células estresadas debido al
ambiente inflamatorio y el conjunto de estas respuestas inducidas conduce al dafio
histoldgico del intestino delgado de los pacientes celiacos activos.
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Como ya se ha mencionado, la patogenia de la EC se basa en la generacion de células T, de
perfil Thl, especificas de péptidos derivados de gliadinas en el intestino delgado de
individuos con susceptibilidad genética. Dicha respuesta inmune conduce a la produccion
local de IFNs tipo | y I, junto con IL-21, y TNF-o (Abadie et al., 2011), moléculas capaces de
generar un ambiente inflamatorio con induccion de vias de muerte celular proinflamatoria
como piroptosis y necroptosis. De esta forma, se generan entonces respuestas antagodnicas,
la apoptosis por un lado produciria respuestas tolerogénicas, mientras que los eventos
derivados de muerte por necroptosis y piroptosis inducirian respuestas proinflamatorias.

Todos estos aspectos son centrales a este trabajo de tesis y serdn desarrollados en forma
detallada en los capitulos especificos.

4. Modelos murinos para el estudio de enfermedad celiaca

Con la finalidad de comprender la patogenia de la enfermedad celiaca y el desarrollo de
terapias farmacoldgicas se han utilizado diversos modelos experimentales incluyendo
ensayos in-vitro, in-vivo y ex-vivo.

A pesar de los esfuerzos realizados, hasta el momento no se ha logrado desarrollar un
modelo animal que reproduzca en su totalidad los cambios histolégicos, moleculares y
celulares observados en la enfermedad celiaca. Los modelos animales descriptos, detallados
en la Tabla I, permiten estudiar solo algunas de las etapas de la patologia, en particular la
respuesta adaptativa, contribuyendo de manera parcial a entender el rol de distintas
moléculas y células claves en la patogenia de la enfermedad (Stoven et al., 2013).

Entre los modelos existentes debemos destacar el basado en el uso de ratones C57BL/6
transgénicos: HLA-DQ8-Dd-villin-IL-15tg, por ser 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 en ratones alimentados con una dieta
rica en gluten, presentandose una enteropatia limitada a la administracién de gluten, con
respuesta celular y humoral contra péptidos de gluten y contra la enzima TG2 (Abadie et al.,
2020).

También es de importancia hacer hincapié en el modelo experimental en ratdn,
desarrollado por nuestro grupo de trabajo, que se utilizara en el desarrollo de esta tesis, el
cual, ha demostrado representar un buen modelo in vivo para estudiar los efectos
generados por la respuesta innata inducida por péptidos de gliadinas (Ruera et al., 2021) y
que desarrollaremos mas adelante (ver seccion 4.2).
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Tabla I. Modelos animales utilizados para el estudio de la enfermedad celiaca

Descripcién Aspecto a modelar Comentario Referencias
Enteropatia (Relacion El  péptido  p31-43 induce @ (Araya et al,,
Modelo inducido, desafio V/C, aumento de IELs) enteropatia leve caracterizada 2016;
oral con p31-43 en induccion de la via de por incremento de IFNy, IFNB, IL- = Gdmez
ratones C57BL/6 IFNs por péptido 1B, aumento de IELs y reduccién @ Castro et al.,
derivado de gliadina. de la relacién V/C. 2019)
Lo ) La infeccidn intestinal con la cepa
. . Pérdida de tolerancia . .
Modelo inducido, o T1L de rotavirus induce una )
. ., . oral a péptidos o ) (Bouziat et
infeccién con Rotavirus ) ] pérdida de tolerancia a
derivados de alimentos L . al.,, 2017)
TiL en C57BL/6 (OVA) ovoalbimina con dafio a la
' mucosa intestinal.
Modelo espontdneo en Enteropatia debido al La enteropatia no esta asociada a = (Garden et
perro consumo de gluten. un haplotipo MHC II. al., 2000)

Modelo espontdneo en

Modelo de sensibilidad

Desarrollan enteropatia no

dependiente de MHC II, y en

(Bethune et

primate (Rhesus) al gluten en primates. otros casos dermatitis, pero sin | al., 2008)
enteropatia.
Enteropatia Las ratas recién nacidas de madre
3 (disminucién de la en dieta libre de gluten
Modelo espontdneo en L , (Stepankova
. relacion V/Cy aumento = desarrollan enteropatia al
Ratas Wistar AVN . . . et al., 1996)
de IELs) debido al consumir gluten en los primeros
consumo de gluten. dias de vida.
. Inflamacién  intestinal
Cepas de bacteria de P. : ) ) .
. . por  presencia de | La bacteria P. geruginosa induce,
geruginosa, o de enzimas ) ) ) o, )
. bacterias aisladas de | mediante su colonizacién y | (Caminero,
provenientes de esta ) , ) g ) ) .
. pacientes celiacos o | liberacién de enzimas tipo | McCarville,
bacteria en  ratones ) N
sus subproductos en | elastasa (LasB), inflamacion | etal., 2019)

C57BL/6 transgénico para
DQ8

ratones  transgénicos
para el HLA DQ8.

intestinal severa.

Microbiota en ratones
C57BL/6 transgénicos @Pérdida de tolerancia Modelo que apoya la teorfa de un (Bouziat et
ouziat e
para la HLA-DQ8 oral al gluten post posible inicio de la EC por 1, 2017)
al.,
infectados con rotavirus infeccidn con rotavirus. | infecciones virales intestinales.
TiL
Implica un modelo de triple
transgénico, para el MHC DQS, e
IL-15 en células epiteliales vy
, células de lamina  propria.
Enteropatia con )
L. B Reproduce la enteropatia con )
Ratones transgénicos | generacion de ) o o (Abadie et
- ) atrofia vellositaria e infiltrado en
DQ8-Dd-villin-IL-15tg respuesta  adaptativa al., 2020)

contra el gluten.

epitelio 'y lamina  propria,

inmune celular vy

de

respuesta

humoral contra péptidos

gluteny TG2.
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Disponer de modelos animales representa una ventaja a la hora de estudiar etapas
tempranas de la patogenia que no pueden ser evaluadas sobre muestras humanas debido a
gue al momento del diagndstico el paciente ya ha desarrollado por un periodo prolongado y
variable la patologia. Se propone que los mecanismos desarrollados en las etapas iniciales
condicionarian no solo el desencadenamiento de la EC, sino que determinarian las formas
de presentacién clinica, asi como el disparo de enfermedades inflamatorias crénicas vy
autoinmunes.

4.1 Estudios de mecanismos de la inmunidad innata en enfermedad
celiaca

Los mecanismos de la respuesta inmune adaptativa involucrados en la patogenia de EC han
sido intensamente estudiados. Se conocen con gran detalle desde las secuencias que
constituyen los epitopes T presentados por las moléculas de HLA-DQ2/-DQS8, el rol de la
enzima TG2, y los clones T dominantes (Sollid et al., 1989). Entre los péptidos
inmunogénicos mas estudiados se destaca el denominado 33mer (p58-82), que se genera a
partir de a2-gliadinas por la digestion de enzimas gastro-pancreadticas, esta secuencia
contiene 6 epitopes T superpuestos y es resistente a la digestion de las enzimas del ribete
en cepillo de la membrana del enterocito (Shan et al. 2005).

Ademas de actuar en la inmunidad adaptativa, los péptidos de gliadinas son capaces de
generar una respuesta innata en la que pueden participar tanto el epitelio como células
presentes en la lamina propria: monocitos/macréfagos y células dendriticas. Esta respuesta
inflamatoria conduce a la activacion de linfocitos intraepiteliales, entre otros fenémenos.

Los fragmentos de gliadinas pueden también tener funciones no asociadas a la respuesta
especifica de linfocitos T, pero inducir diferentes tipos de efectos toxicos (Chirdo et al,,
2021). De hecho, el p31-43 (LGQQQPFPPQQPY) de a-gliadinas no se une a las moléculas de
los alelos de susceptibilidad clase Il (HLA-DQ2/DQ8) (Calvanese et al., 2019). Los primeros
estudios realizados empleando piezas de biopsias duodenales de pacientes celiacos en
tratamiento estimuladas con p31-43 mostraron la induccién de diferentes mediadores
inflamatorios y dafio a la mucosa (Maiuri, 2003).

A partir de la digestién enzimatica de a-gliadinas en el tracto digestivo, se genera el péptido
p31-55 que contiene al p31-43. Este ultimo sdlo se libera cuando ademas de las enzimas
pancreaticas también actlan las del ribete en cepillo (Ferranti et al., 2007).

El p31-43 representa un péptido modelo de interés para el estudio de los mecanismos de la
respuesta innata de EC. Mediante ensayos ex vivo, incubando biopsias duodenales, se
observd que el p31-43 induce la expresion de IL-15 y genera apoptosis de enterocitos
(Maiuri L, 2003). Ademas, produce aumento de la permeabilidad intestinal, dependiente de
la molécula MyD88 en un modelo experimental empleando ratones C57BL/6 (Thomas et al,,
2006) y se acumula en lisosomas tempranos de enterocitos, generando un persistente
estrés oxidativo (Luciani et al. 2010).
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Multiples efectos bioldgicos han sido descriptos para este péptido (Chirdo et al., 2021), sin
embargo, no se ha podido identificar un receptor responsable de su ingreso a la célula. Se
demostrd que se une a una subunidad del canal del anién CI- (CFTR) e inhibe su funcién,
dado que promueve la conformacion cerrada del canal (Maiuri et al., 2019). Esta inhibicién
tiene implicancias directas sobre la funcion de las células epiteliales, promoviendo una
respuesta inflamatoria que involucra la activacién de la via NF-kB, induccién de TG2,
produccién de IL-15 y liberacion de IL-1.

Con el fin de estudiar los mecanismos inflamatorios generados por p31-43, en trabajos
previos de nuestro grupo, se desarrollé un modelo experimental de enteropatia en ratones
C57BL/6. Para asegurar que el p31-43 interaccionara con la mucosa del intestino delgado
proximal, se optimizd una técnica de administracion intraluminal por microcirugia donde se
observd que el p31-43 produce dafio en la mucosa intestinal dependiente de MyD88,
acompafiado por induccion de IFNy, IFNs tipo | y CXCL10, muerte celular y aumento de la
proliferacion celular en las criptas (Araya et al., 2016). Ademads, como se estima que en la
patogenia de EC varios factores ambientales como las infecciones virales podrian tener su
efecto, se incluyd también en el estudio un estimulo combinado con poly I:C como agonista
de TLR3 buscando imitar los mecanismos tempranos en la induccidon de enteropatia por
infecciones virales que podrian predisponer a una respuesta exacerbada a un antigeno
dietario.

Este modelo con p31-43 fue refinado logrando evidenciar dafio mediante la administracion
intragdstrica (Gomez Castro et al., 2019), la cual solo requiere un buen manejo técnico por
parte del operador v si es realizada de manera correcta es indolora para el animal. Ademas,
no requiere el uso de un equipamiento complejo por lo que facilita su traslado a distintos
laboratorios de investigacion.

Empleando péptidos de sintesis con secuencia invertida o al azar, demostramos que los
efectos del p31-43 son especificos de secuencia. Se evidencid que el dafio en la mucosa
intestinal producido por p31-43 administrado en forma intragastrica, depende de MyD88 y
de la via de IFNs tipo I, pero no de TLR4 y que caspasa-1 es necesaria en los mecanismos
inflamatorios sugiriendo que el inflamasoma NLRP3 estaria involucrado (Gémez Castro et
al., 2019) (llustracién 7).

Este modelo, en definitiva, constituye una herramienta util para el estudio de los
mecanismos inflamatorios que pueden asociarse a la generacion de procesos cronicos en la
mucosa del intestino delgado y finalmente conducir al desencadenamiento de EC en
individuos genéticamente susceptibles.
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Modelo murino de enteropatia

Formas de inoculacidon Estimulos empleados
Intraluminal / Intragastrica PBS (vehiculo) / p31-43

Relacion
Vv/C

.

Observaciones

Daio en la mucosa intestinal dependiente de MyD88

Induccién de IFNy, IFNs tipo | y CXCL10

Muerte celular y aumento de la proliferacion celular en las criptas
Mecanismos inflamatorios dependientes de caspasa-1

llustracion 7. Modelo murino de enteropatia por la administracion de p31-43
En la ilustracion se observa la evolucion del modelo de una administracion intraluminal a

una intragdstrica, los estimulos empleados para simular la enteropatia y las principales
observaciones documentadas en el modelo.
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Hipotesis

La apoptosis, y vias proinflamatorias de muerte celular como piroptosis y necroptosis, estan
sobre-activadas en la mucosa duodenal de pacientes celiacos siendo responsables de la
respuesta inflamatoria y el dafio tisular.

Objetivos

Los mecanismos de la inmunidad adaptativa, que participan en la patogenia de EC, han sido
extensamente estudiados y descriptos con detalle (Sollid & Jabri, 2013). Sin embargo, aun
existen aspectos esenciales asociados a las etapas tempranas, los factores que la
desencadenan y los mecanismos de dafio de la mucosa intestinal que se desconocen.

El objetivo de este trabajo es establecer si existe muerte celular incrementada en la
mucosa intestinal en EC, cudles son los tipos celulares mas afectados y qué mecanismos
estan involucrados. Para ello, ademds de contar con biopsias duodenales de
pacientes celiacos y controles, emplearemos un modelo murino de inflamacion intestinal
inducida por la administracion intragdstrica de un péptido de gliadinas.

Objetivos especificos

e Estudiar los mecanismos de muerte celular programada en la mucosa del intestino
delgado humano en el contexto de la enfermedad celiaca.

e Analizar las vias de muerte celular programada en la mucosa intestinal inducidas por
el péptido p31-43 en un modelo experimental de enteropatia.

e Evaluar similitudes entre los procesos observados en intestino delgado humano y en
el modelo experimental en raton.

Estos estudios permitirdn avanzar en el conocimiento de la biologia de la mucosa del
intestino delgado, pudiendo ser utilizados en la prevencién de la EC o bien en la
implementacién de estrategias terapéuticas que reduzcan la progresion o severidad de las
complicaciones a largo plazo y el desencadenamiento de las enfermedades asociadas.
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1. Obtencion de Muestras Humanas

Las biopsias duodenales tanto de pacientes pediatricos como adultos se obtuvieron durante
el procedimiento diagndstico de rutina para enfermedades gastro-intestinales. Las mismas

|//

fueron provistas por los servicios de gastroenterologia del “Hospital Interzonal de Agudos

Ill

Especializado en Pediatria Sor Maria Ludovica” y el “Hospital Interzonal de Agudos General

José de San Martin” respectivamente, ambos ubicados en la ciudad de La Plata.

El estudio fue aprobado por los Comités Eticos de ambas Instituciones de salud publica y se
realizé de acuerdo con las pautas experimentales en humanos. La investigacion clinica se
llevd a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki, los participantes
dieron su consentimiento informado y se identificaron solo por nimero.

Las muestras de biopsias duodenales se obtuvieron por la técnica de desgarre de la mucosa
de la segunda porcién de duodeno mediante una endoscopia realizada por el personal
médico de los servicios mencionados. Durante la toma de las muestras, aquellas destinadas
al anadlisis de expresion génica se conservaron en RNAlater (Ambion, cat AM7020),
transportaron en frio y fueron almacenadas a -802C hasta su procesamiento. Las que se
utilizarian para la técnica de western blot fueron colocadas inmediatamente en hielo seco
dentro de un criotubo vacio y pasadas a nitrogeno liquido una vez en el laboratorio hasta el
momento de procesarse. Los cuidados en la manipulacion debieron extremarse en estas
muestras debido a que era necesario reducir al maximo los procesos de muerte
desencadenados al momento de extraer la biopsia. Para cada paciente se obtuvo una
biopsia adicional que fue fijada en formol y posteriormente incluida en parafina para el
andlisis por inmunofluorescencia o la realizacion de técnicas como TUNEL.

El diagndstico de EC se realizd considerando el examen histolégico de biopsias duodenales,
el andlisis seroldgico y la evaluacién de la presentacion clinica.

Siendo la poblacién celiaca (EC) positiva para anticuerpos TG2 (tipo IgA) o DPG (lgG), con
signos endoscépicos relacionados con la enfermedad y presentando una histologia con
enteropatia superior al Marsh |. Los individuos pertenecientes a la poblacion control (NC)
fueron sometidos al estudio endoscdpico por razones ajenas a la EC (principalmente por
ingesta de cuerpos extrafios, dispepsia o diarrea). Todos ellos presentaron al momento de
la toma de muestra endoscdpica, serologia negativa para marcadores de EC e histologia
duodenal normal.
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2. Obtencion de Muestras Murinas

2.1 Ratones

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de siete semanas de edad provistos por la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Se alojaron en condiciones
especificas libres de patégenos y se les dio acceso a alimentos esterilizados en autoclave y
agua a demanda. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las
directrices éticas locales y los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité
Institucional de Uso y Cuidado Animal de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional La Plata (Protocolo 009-27-17).

2.2 Modelo experimental de enteropatia

Por via intragastrica se administraron 20 pg de p31-43 (LGQQQPFPPQQPY), con una
pureza> 95% (GeneCust, Luxemburgo) en 200 ul de solucién salina tamponada con fosfato
(PBS), o 200 pl de PBS como vehiculo, usando una sonda oral curva (22G, 3,8 cm). Los
ratones se sacrificaron 2, 4 o 16hs después de la alimentacion por sonda y se tomaron
muestras del intestino delgado proximal, 2 cm por debajo del piloro para analisis
histoldogico, gPCR, western blot, citometria de flujo, reaccion de TUNEL e
inmunofluorescencia indirecta.

\ ———— SACRIFICIOS ————
2Hs 4Hs 16Hs
INOCULACION HISTOLOGIA a #
INTRAGASTRICA 4PCR o |
2143 200t WESTERN BLOT AYA"A
PBS 200pl/ratén CITOMETRIA DE FLUJO

llustracion 8. Disefio experimental de enteropatia por administracion de p31-43
Esquema de disefio experimental para la administracion intragdstrica del p31-43 o vehiculo
(PBS) en ratones C57BL/6 y protocolo de toma de muestras.
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2.3 Inhibicion farmacoldgica
2.3.1 Inhibicion de caspasa-1

Se administré por via intraperitoneal 8 mg/kg de Ac-YVAD-cmk (InvivoGen, EE.UU.) en
DMSO (5% v/v) o vehiculo solo (DMSO), 30 min antes de la administracidn intragastrica de
p31-43 o PBS. Se tomaron muestras de intestino delgado proximal 2 cm por debajo del
piloro para analisis histoldgico, western blot y citometria de flujo 16hs post estimulo.

2.3.2 Inhibicion de NLRP3

Se administré por via intraperitoneal 50 mg/kg de MCC950 (InvivoGen, EE.UU.) en DMSO o
vehiculo solo (DMSO), 30 min antes de la administracion intragastrica de p31-43 o PBS. Se
tomaron muestras de intestino delgado proximal 2 cm por debajo del piloro para analisis
histoldgico, western blot y citometria de flujo 16hs post estimulo.

\ SACRIFICIO
%
30 Min 16Hs
INOCULACION INOCULACION l _
INTRAPERITONEAL INTRAGASTRICA HISTOLOGIA
Ac-YVAD-cmk 8mg/kg p31-43 20ug/raton "-"'-'ESTEI:'EN BLOT
MCC950 50ma/kg PBS 200pl/ratén CITOMETRIA DE FLUJO

llustracion 9. Disefio experimental de enteropatia por p31-43 e inhibidores
Esquema del disefio experimental para la administracion de inhibidores de caspasa-1 o
NLRP3 y posterior administracion de p31-43 o PBS y protocolo de toma de muestras.

2.3.3 Inhibidor de IL-18

Se administrd por via intraperitoneal 10 pg/g de anticuerpo inhibidor de IL-1B (BSRUO1) o
un control de isotipo 1gG 2 de ratdn, ambos provistos por la Empresa Novartis, una hora
antes de la administracién intragastrica de p31-43 (20u g de p31-43 en 200 ul de PBS) o PBS
(200 pl). Se tomaron muestras de intestino delgado proximal 2 cm por debajo del piloro
para analisis histolégico, western blot, gPCR y citometria de flujo 16hs post estimulo.
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2.4 Aislamiento de epitelio intestinal y lamina propria a partir de
muestras de intestino delgado de ratdén

Segmentos de 10 cm de intestino delgado proximal se lavaron con HBSS (Gibco,
Gaithersburg, Md) conteniendo suero fetal bovino (FBS) al 2% v/v, 100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina. Los intestinos se cortaron en segmentos de 1 cm y se
incubaron durante 30 min a 37°C en una plataforma agitadora en HBSS que contenia 1,4-
ditiotreitol 0,1 mM (DTT, Sigma) y acido etilendiaminotetraacético 0,5 mM (EDTA, Sigma). El
material resultante se filtré usando filtros de malla plastica de 80 um (BD, Bioscience),
obteniéndose las células epiteliales intestinales. A continuacién, estas células se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 200 pl de buffer lisis
(Hepes 0,93 M, pH 7,9, EDTA 0,5 M, KCI 1 M, NonidetP40 al 10% v/v) suplementado con un
coctel inhibidor de proteasas (Roche, Castle Hill, NSW, Australia) cuando se usa para
western blot, o en PBS cuando se usa para citometria de flujo.

Las células de lamina propria que habian quedado atrapadas en el filtro se recogieron en
400 pl de buffer lisis suplementado con coctel inhibidor de proteasas, se disgregaron
mecdanicamente y se congelaron-descongelaron a -20°C durante 30 min, antes de
centrifugarlas a 17000 g durante 30 min y luego analizarlas mediante western blot.

3. Analisis de western blot

Las biopsias duodenales de pacientes se congelaron en hielo seco inmediatamente después
de su obtencidn y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su extraccién. Las muestras de
intestino delgado entero pertenecientes al modelo murino se colocaron inmediatamente
en nitrogeno liquido luego de su extraccion. Ambos tipos de muestra se resuspendieron en
200 pl de buffer lisis (Hepes 0,93 M, pH 7,9, EDTA 0,5 M, KCI 1 M, Nonidet P40 al 10% v/v),
suplementado con 50 ul de cdctel inhibidor de proteasas (Roche, Castle Hill, Nueva Gales
del Sur, Australia), se disgregaron mecanicamente mediante el instrumento de dispersion
Ultraturrax® y se congelaron-descongelaron a -20°C durante 30 min para luego
centrifugarlas a 17000 g durante 30 min quedandose con el sobrenadante y se guardaron a
-80°C hasta su utilizacién. El nivel de proteina total se evalud utilizando el método del acido
bicinconinico kit comercial Micro BCA™ Thermo-Fisher siguiendo las instrucciones del
fabricante.

En las muestras de proteina tanto provenientes de biopsias duodenales de pacientes, como
de intestino delgado entero de ratén o del aislamiento de epitelio intestinal y lamina
propria, se desnaturalizaron las proteinas mediante el uso de beta-mercaptotanol, SDS y
calor (incubacién por 10 min a 100-952C) y 30 pg/calle se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio en geles al 12,5% con un
mini-Protean Il Hercules (Bio-Rad, EE. UU.) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(45-004-113, GE Healthcare). Las membranas se bloquearon con leche en polvo
descremada al 5% p/v en TBS-T (solucion salina tamponada con tris, Tween 20 al 0,1% v/v,
pH 8) a 37°C durante 1 hora y se incubaron a 4°C durante la noche con los respectivos
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anticuerpos primarios (ver Tabla Il). Después de lavar con TBS-T, las membranas se
incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes a 37°C durante 1 hora, y se
visualizé utilizando el reactivo quimioluminiscente mejorado (GE Healthcare). Se revelarony
fijaron manualmente con reactivos fotograficos Romek (Gamaxa SRL, Avellaneda,
Argentina) segln indicaciones del fabricante. Los niveles relativos de la proteina se

determinaron utilizando el software Imagel. En todos los casos, se utilizd B-actina como

control de carga.

Tabla Il. Anticuerpos utilizados para la técnica de western blot y sus respectivas diluciones

Anticuerpos primarios Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-caspasa-3 Conejo 1/500 9662S Cell Signaling
anti-caspasa- 8 Conejo 1/700 NB10056116 | Novus Biologicals
anti-caspasa-1 Raton 1/150 SC-56036 Santa Cruz
anti-RIPK3 Conejo 1/80 ab56164 Abcam
anti-GSDMD Conejo 1/100 ab225867 Abcam
anti-GSDMD Conejo 1/100 ab210070 Abcam
anti-IL-1B Ratén 1/100 P420B Invitrogen
anti-pMLKL Conejo 1/200 91689S Cell Signaling
anti-B-actina Conejo 1/1500 ab8227 Abcam
anti-caspasa-4 Conejo 1/150 ab25898 Abcam
Anticuerpos secundarios | Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-lgG (raton)-HRP Cabra 1/2000 ab6789 Abcam
anti-lgG (conejo)-HRP Cabra 1/2000 1706515 BioRad

4. Analisis de fluorescencia por microscopia confocal

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia utilizando muestras incluidas en parafina
provenientes tanto de biopsias duodenales de pacientes como de intestino delgado de
ratones. Las muestras duodenales se fijaron con formol al 4% durante 24hs a temperatura
ambiente, se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol y se incluyeron en
parafina en moldes adecuados para su posterior seccionamiento.

Las muestras embebidas en tacos de parafina fueron cortadas en secciones de 5 micrones
de espesor y pegadas sobre vidrios positivados mediante la técnica de flotacion. Las
muestras fueron incubadas en estufa a 659C durante 45-60 min. A continuacion, se extrajo
la parafina con 3 pasajes por soluciones de Xilol, y luego se las pasd por un tren de
hidratacién.

La recuperacion antigénica se realizé mediante tratamiento térmico en una solucion
comercial de citrato de sodio 10 mM (Cat. HKO80-9K, Biogenex). Las muestras de tejidos se
bloquearon utilizando suero equino al 5% en PBS 1 hora a temperatura ambiente en una
camara humeda, y luego se incubaron durante 16hs en camara humeda a 42C con la
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dilucion del anticuerpo primario o el correspondiente control de isotipo (ver Tabla Ill). Se
realizaron lavados con Solucion Salina Tampdn de Fosfato (PBS) con 0.1% Polisorbato 20
(Tween-20) y se incubd con el anticuerpo secundario adecuado (ver Tabla Ill) durante una
hora a temperatura ambiente, en camara humeda. La tinciéon nuclear se realizé como paso
final, con una solucién de loduro de Propidio o 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) vy
posteriormente, se realizd el montaje del cubre con una solucién de montaje comercial
(53023, Dako Cytomation). Después del montaje, las muestras se visualizaron utilizando un
microscopio confocal TCS SP5 (Leica) y las imagenes se analizaron utilizando el software
Leica LAS AF.

Tabla lll. Anticuerpos utilizados para estudios por microscopia de fluorescencia y sus respectivas
diluciones

Anticuerpos primarios Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-caspasa-3 Conejo 1/100 9662S Cell Signaling
anti-caspasa- 8 Conejo 1/100 NB10056116 | Novus Biologicals
anti-caspasa-1 Raton 1/100 SC-56036 Santa Cruz
anti-RIPK3 Conejo 1/30 ab56164 Abcam
anti-GSDMD Conejo 1/80 ab210070 Abcam
anti-IL-1B Ratén 1/100 P420B Invitrogen
anti-pMLKL Conejo 1/100 91689S Cell Signaling
anti-caspasa-4 1/50 ab25898 Abcam
Controles de isotipo Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-lgG (ratén) - Segun el 1rio ab91353 Abcam
anti-lgG (conejo) - Segun el 1rio Ab6702 Abcam
Anticuerpos secundarios Huésped Dilucién Catalogo Fabricante
anti-IgG (raton)-Alexat47 Burro 1/600 ab150107 Abcam
anti-gG (conejo)-Alexa647 Burro 1/600 ab150075 Abcam
anti-IgG (raton)-Alexa488 Cabra 1/400 ab150105 Abcam
anti-gG (conejo)-Alexa488 Cabra 1/300 A11034 Invitrogen

5. Reaccion de TUNEL

Las muestras duodenales se fijaron con formol al 4% durante 24hs a temperatura ambiente,
se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol y se incluyeron en parafina en
moldes adecuados para su posterior corte en microtomo. Las muestras embebidas en tacos
de parafina fueron cortadas en secciones de 5 micrones de espesor y pegadas sobre vidrios
positivados mediante la técnica de flotacidén. Fueron incubadas en estufa a 652C durante
45-60 min y posteriormente se trataron con el sistema fluorométrico TUNEL DeadEnd ™
(G3250, Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, incluyendo tanto un
control positivo como uno negativo. Para la tincion nuclear se utilizé DAPI (ThermoFisher,
Cat # D3571, RRID: AB_2307445, EE. UU.) a 1 pg / ml. Después del montaje (S3023, Dako
Cytomation), las muestras se visualizaron usando un microscopio de fluorescencia Nikon
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Eclipse Ti (fuente de luz: X-Cites Serie 120 Q). Las imagenes se obtuvieron con una camara
Nikon (Nikon Digital Sight DS Ril), utilizando el software NIS-Elements y las células se
contaron utilizando el software Imagel, calibrando las imagenes para permitir la medicion
del area en la zona de lamina propria donde se realizé la cuantificacién de células. Los
resultados se expresaron como el nimero de células TUNEL* / um? de lamina propria.

Para Identificar las células TUNEL* visualizadas se llevé a cabo una marcacion combinada.
Después de tratar con el sistema Fluorométrico TUNEL DeadEnd ™ (G3250, Promega), las
muestras se bloguearon utilizando suero equino al 5% en PBS 1 hora a temperatura
ambiente en una cdmara humeda, y luego se incubaron con anticuerpos primarios
marcadores de linaje celular (Ver Tabla IV). Finalmente, el procedimiento continué como se
explicd en el analisis de microscopia de fluorescencia.

Tabla IV. Anticuerpos utilizados para comarcacion con reaccion de TUNEL y sus respectivas
diluciones

Anticuerpos primarios Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-CD45 Raton 1/50 SC-1178 Santa Cruz
anti-CD3 Conejo 1/50 A0452 Dako
anti-CD138 Ratén 1/30 M7228 Dako
anti-CD64 Raton 1/50 SC-1184 Santa Cruz
anti-CD20 Raton 1/50 17020942 Ebioscience
anti-CD95 Ratén 1/50 Bv421 BD
Controles de isotipo Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-lgG (ratén) - Segun el 1rio ab91353 Abcam
anti-lgG (conejo) - Segun el 1rio Ab6702 Abcam
Anticuerpos secundarios | Huésped Dilucién catalogo Fabricante
anti-IgG (ratén)-Alexa647 Burro 1/600 ab150107 Abcam
anti-gG (conejo)-Alexa647 Burro 1/600 ab150075 Abcam
anti-gG (raton)-Alexa488 Cabra 1/400 ab150105 Abcam
anti-gG (conejo)-Alexa488 Cabra 1/300 A11034 Invitrogen

6. Analisis de expresion genética

6.1 Extraccion ARN total y sintesis de ADN complementario (ADNc)

Las biopsias duodenales de pacientes y muestras de intestino delgado de ratones tratados
se conservaron en RNAlater (Invitrogen, CA, EE.UU.) a 4°C durante 4hs, se les descarté el
conservante y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

La extracciéon de ARN se realizé empleando el kit comercial IllustraRNAspin Mini RNA
Isolation Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) y la muestra se conservo a -80°C
hasta su utilizacién. Su cuantificacién y control de calidad se realizd por métodos
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espectrofotométricos utilizando un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU). Mas
tarde se procedid a realizar la reaccidn de reto-transcripcion con el uso del kit: Invitrogen™
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, CA, EE. UU), siguiendo el protocolo de
termociclado recomendado por el fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador Master cycler gradient (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).

6.2 Cuantificacion de la expresion génica por PCR en tiempo real

La PCR cuantitativa para cada uno de los genes de interés se realiz6 mediante el sistema
SYBR Green PCR Super Mix (Invitrogen, cat 11761-100, USA) utilizando un termociclador 1Q-
Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Las secuencias de los cebadores empleados fueron
disefiadas u obtenidas de bases de datos comerciales como la Origene® o procedentes de
publicaciones libres disponibles en la Web y se detallan en la Tabla V.

El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: 19 ciclo: 10 min a 959C; 22 ciclo: 15
seg a 952C, 30 seg a 609C, 1min a 729C; 32 ciclo: Rampa de temperaturas para deteccion de
punto de fusién desde 552C a 952C. El 22 ciclo se repitid 45-50 veces. El nivel de expresion
relativa de los de los genes de interés se calculd utilizando EEF1A1 como gen normalizador.

Tabla V. Listado de Secuencias de los cebadores utilizados en la técnica de RT-gPCR

GEN | Especie Secuencia FW Secuencia RV
EEF1A1[Humano| TCGGGCAAGTCCACCAC TAC CCAAGACCCAGGCATAC TTGA
IFI16 [Humano| GATGCCTCCATCAACACCAAGC | CTGTTGCGTTCAGCACCATCAC
ZBP1 [Humano| GCAAACTCCGAAGCCATCCAGA | CCAAGTTGAGGAATCACCTGGTG
NLRP3 [Humano| GGACTGAAGCACCTGTTGTGCA | TCCTGAGTCTCCCAAGGCATTC
AIM2 |Humano| GCTGCACCAAAAGTCTCTCCTC CTGCTTGCCTTCTTGGGTCTCA
GSDMD|Humano| ATGAGGTGCCTCCACAACTTCC | CCAGTTCCTTGGAGATGGTCTC
MLKL [Humano| TCACACTTGGCAAGCGCATGGT | GTAGCCTTGAGTTACCAGGAAGT
IL-1B |[Humano| AATCTGTACCTGTCCTGCGTGTT [TGGGTAATTTTTGGGATCTACACTCT
HPRT | Raton | GTTAAGCAGTACAGCCCCCAAA | AGGGCATATCCAACAACAAACTT
NLRP3 | Raton AGAGCCTACAGTTGGGTGAAATG| CCACGCCTACCAGGAAATCTC
IL-1B | Ratén | GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

7. Analisis de citometria de flujo

La apoptosis de células epiteliales intestinales (IEC) se evalué mediante la expresién de
Anexina V. Se tifieron suspensiones celulares de IEC con sonda de viabilidad (LIVE / DEAD
Fixable Violet Dead Cell Stain Kit, V34955, Thermo Fisher) o loduro de propidio (IP) y EPCAM
conjugado con APC (1/400, 563478, BD) en PBS durante 20 min a temperatura ambiente.
Luego, las células se lavaron con buffer binding (Tris-HCI 5mM, pH 8,0, EDTA 0,5mM, NaCl
1M) antes de marcar con Anexina V conjugada con FITC (1/100, 556419, BD) en buffer
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binding durante 20 min a temperatura ambiente. Las células se adquirieron utilizando un
FACSAria Fusion (BD Biosciences) y los datos se analizaron con el software FlowJo (Ashland,
Oregon). Se utilizaron células no tefiidas y células tefiidas con un Unico fluorocromo para
establecer la compensacion.

8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando el software “Prism 8” de GraphPad (San Diego,
Estados Unidos). Cuando las comparaciones se realizaron entre dos poblaciones, se utilizd
la prueba t-Student para datos no pareados, Mientras que cuando se compararon mas de
dos poblaciones se utilizd la prueba de ANOVA, post test de Tukey. Los valores de p se
detallan en cada grafico, un p <0,05 se considerd significativo. Los datos se muestran como
medias + 1 SEM.

9. llustraciones

Para la realizacién de todas las ilustraciones del presente trabajo de tesis doctoral se utilizd
el software de libre acceso BioRender. https://biorender.com/
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Capitulo 1: Apoptosis

Introduccion

1. Generalidades de la muerte celular por Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que, en condiciones homeostaticas,
permite eliminar células dafiadas, envejecidas o infectadas (Povea-Cabello et al., 2017).
Como no produce dafio a la membrana celular, sino que por el contrario la preserva, en
esta via no se libera material intracelular y, por lo tanto, no se induce una respuesta
inflamatoria (Bertheloot et al., 2021; Elmore, 2007)

Una célula que muere por apoptosis se caracteriza por presentar pérdida de volumen
celular, condensacién de la cromatina, fragmentacién del ADN y en etapas finales,
formacién vy liberacién de vesiculas con membrana intacta, conteniendo restos de
organelas, llamados cuerpos apoptoticos (Povea-Cabello et al., 2017), que son endocitados
por macrofagos reduciendo asi la induccidn de inflamacién en células y tejidos circundantes
(Battistelli & Falcieri, 2020). Dado que éste, es un proceso extremadamente rapido, la
observacion de cuerpos apoptoéticos en los tejidos se limita a condiciones donde existen
procesos de muerte masiva (Akers et al., 2013).

1.1 Moléculas implicadas en la apoptosis

Antes de explicar los mecanismos propios de esta via de muerte celular es relevante
describir a las caspasas, principales moléculas implicadas, que participan en diversas
cascadas de sefializacion con un papel central en la apoptosis, regulacion de la inflamacion,
proliferacion y diferenciacién celular.

Las caspasas son cistein-proteasas que ejercen su funcion de clivaje proteolitico después de
residuos de acido aspartico, corte que depende de un residuo de cisteina presente en su
sitio catalitico (van Opdenbosch & Lamkanfi, 2019). Se encuentran como zimdgenos
(procaspasas), es decir, como precursores enzimaticos inactivos que requieren de clivajes
en residuos aspartato para que se exponga su sitio activo y asi puedan adquirir actividad
catalitica. La estructura de las procaspasas contiene un prodominio N-terminal, que
contribuye a su conformacién tridimensional, seguido por una subunidad larga y una corta.

Las caspasas son las responsables de la mayoria de los clivajes proteoliticos que ocurren
durante la apoptosis y se dividen en “caspasas iniciadoras” de la cascada proteolitica
(caspasa-8, -9, entre otras) con prodominios de alrededor de 219 aminodcidos, y “caspasas
efectoras” (caspasa-3, -6, -7) con prodominios cortos de alrededor de 23 aminoacidos.
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Las caspasas iniciadoras, ademads, presentan dos regiones de interaccién proteina-proteina
con una secuencia de aminodcidos altamente conservada: el dominio efector de muerte
(DED) que aparentemente estd involucrado en la interaccién con otras proteinas que
sefializan muerte celular, como FADD y TRADD; y el dominio reclutador de caspasas (CARD),
importante para la interaccién de las caspasas maduras con otras enzimas, ademas de
proteinas adaptadoras y reguladoras (llustracién 10).

No Prodominio Subunidad Subunidad Funcién
larga corta

: I .
5 DS G icidoras
: R R —

efectoras
7 — N

llustracion 10. Estructura de las caspasas involucradas en la via apoptoética

Entre las caspasas que participan en la apoptosis podemos diferenciar iniciadoras y
efectoras. Estas caspasas presentan diferentes especificidades de sustrato y se diferencian
segun sus prodominios; DED: Dominio efector de muerte, CARD: dominio de reclutamiento
de caspasas.

Para que se activen las caspasas efectoras, sus zimogenos deben ser clivados
proteoliticamente por las iniciadoras u otras proteasas como Granzima B, mientras que la
activacion de las iniciadoras se dispara por la dimerizacion de los zimdgenos, a través de
una proteina adaptadora, resultando en la formacidon de un tetrdmero compuesto por dos
subunidades iguales que se unen en pares adquiriendo la capacidad de auto-procesamiento
que conlleva al clivaje de la union entre la subunidad larga y corta. Los nuevos extremos se
pliegan sobre los dimeros, promoviendo cambios conformacionales para crear dos sitios
activos con posterior liberacion del prodominio.

Tras la activacion de las caspasas, pueden ocurrir eventos proteoliticos adicionales sujetos a
regulacién que provocan una mayor estabilidad de la estructura (Cade & Clark, 2015)
(Hustracién 11).

50



Capitulo 1: Apoptosis
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llustracion 11. Mecanismos de activacion de las caspasas
Las caspasas iniciadoras son mondmeros que se activan por dimerizacion mediada por

prodominios adquiriendo la capacidad de auto-procesamiento que conlleva al clivaje de la
union entre la subunidad larga y corta y posterior liberacion del prodominio. Las caspasas
efectoras son dimeros que se activan por el clivaje de sus subunidades por parte de caspasas
iniciadoras u otras proteasas, como Granzima B, origindndose la enzima activa.

En este capitulo prestaremos especial atencién a las caspasas -8 y -3, elementos principales
de la apoptosis. La caspasa-8, es una proteina citosolica de 57 kDa que se sintetiza como
una proenzima inactiva. Por ser una caspasa iniciadora de la apoptosis se activa por
dimerizacién dentro de un complejo de receptor de muerte sufriendo un proceso de
autoprotedlisis para generar un fragmento de 12 kDa y uno de 43 kDa que contiene el sitio
activo el cual ejercera su funcion sobre sustratos como Bid o caspasa-3.

Por otro lado, la caspasa-3, es una proteina asociada con la inducciéon de apoptosis
sintetizada como proenzima inactiva de 32 kDa, la cual se procesa por clivaje proteolitico
por parte de las caspasas iniciadoras generando dos subunidades de 17 kDa y 15 kDa. Una
vez que se activa la caspasa-3, se ponen en marcha una serie de eventos irreversibles que
conducen a la muerte de la célula, como la activacidon de endonucleasas que degradan el
ADN dentro del ndcleo e inician la condensacién de la cromatina, ademas de la inactivacion
por clivaje de PARP-1, responsable de la reparacién del ADN.

1.2 Mecanismos de la apoptosis

La apoptosis puede ser desencadenada por dos mecanismos diferentes: extrinsecos e
intrinsecos, los que confluyen en una via de ejecucién comun, protagonizada
principalmente por la accidén de las caspasas. Se ha demostrado ademas que las dos vias
estan interconectadas y que las moléculas de una pueden influir en la otra (Elmore, 2007)
(llustraciéon 12). Se debe tener en cuenta que, aunque existe una amplia variedad de
estimulos y condiciones, tanto fisiolégicas como patoldgicas, que pueden desencadenar la
apoptosis, por ejemplo, deteccion de ligandos inductores de muerte, acidos nucleicos, ROS,
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mediadores inflamatorios, toxinas y farmacos, entre otras sustancias (Gordeziani et al,,
2017), no todas las células son necesariamente sensibles a los mismos estimulos (Battistelli
& Falcieri, 2020).

1.2.1 Via extrinseca de la apoptosis

La via apoptdtica extrinseca es disparada por sefiales del medio extracelular, en particular

por ligandos de la familia de TNF como TNF-a, FasL y TRAIL, que interaccionan con sus
receptores TNFR1, TNFRS10AyB, receptor de muerte 3 (DR3) y la proteina de membrana
CD95 (también conocida como FAS) en la membrana de la célula blanco. Una vez que se
produce la interaccidon ligando-receptor se gatilla la trimerizacién de los mismos y se inicia
el reclutamiento de moléculas de la via para formar diferentes complejos multiprotéicos
que finalmente regulan la activaciéon de la caspasa-8 (Micheau & Tschopp, 2003).

En el caso de TRAILR1/2, DR3 o Fas se recluta FADD, c-FLIP y procaspasa-8, recibiendo el
nombre de complejo DISC ("Death-Inducing Signaling Complex"). Mientas que en el caso de
TNFR1 se incluye ademas a TRADD y TRAF2 recibiendo el nombre de complejo | (Galluzzi et
al., 2018).

Estas vias de sefializacion estdn reguladas por factores anti-apoptdticos como c-IAP vy la
variante de corte y empalme de c-FLIP, un inhibidor por competicién de la caspasa-8 que
presenta un predominio DED a través del cual se une a FADD impidiendo asi la unién de la
procaspasa-8 al complejo DISCy, por lo tanto, su activacion. Ademas, se ha visto que activa
NF-kB, implicado en la supervivencia y proliferacion.

A continuacion, segun el tipo celular, caspasa-8 clivada sigue dos vias. En el caso de las
células tipo | (linfocitos), la sefial recibida por los receptores es suficiente para que la
caspasa-8 generada por esta via, clive a las procaspasas efectoras -3y -7. Sin embargo, en
las células de tipo Il (como los hepatocitos y las células beta pancreaticas), la via extrinseca
se vincula con la mitocondria a través del clivaje por caspasa-8 de la molécula Bid a t-BID,
promoviendo la permeabilizacién de la membrana externa de la mitocondria (MOMP),
evento que determina finalmente la apoptosis (Galluzzi et al., 2018; Long & Ryan, 2012).

Otra manera de inducir apoptosis es a través de la actividad citotéxica de las células NK y los
linfocitos T CD8*. Este mecanismo implica la activacién de receptores de muerte celular
programada, como PD-1, que inducen la liberacién por parte de las células citotdxicas de
granulos conteniendo Granzima B/ perforina mientras estdan en contacto con la célula
blanco, por ejemplo, células infectadas con virus o células tumorales. La perforina
permeabiliza la membrana plasmatica de la célula blanco, lo que provoca la entrada de
Granzima B al citoplasma, donde puede clivar y activar caspasa-8, 10, 3 y 7 o Bid,
induciendo apoptosis (Bertheloot et al., 2021). Por el contrario, Granzima A ejerceria su
accién a nivel de la mitocondria aumentando la generacién de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y el dafio celular generado podria ser independiente de caspasas. A su vez,
Granzima B y también Granzima A, pueden clivar directamente sustratos compartidos con
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caspasa-3, como PARP-1 (Ewen et al.,, 2012; Zhu et al., 2009). PARP-1 es una enzima
nuclear involucrada en procesos de reparacién del ADN, de gran relevancia para el
mantenimiento de la integridad gendmica en respuesta al dafio, que al ser clivada por
caspasa-3 o -7, pierde su funcion (Chaitanya et al., 2010).

1.2.2 Via intrinseca de la apoptosis

La via intrinseca o mitocondrial es sumamente compleja y puede ser disparada por

estimulos intracelulares como dafio del ADN o estrés oxidativo. Implica la permeabilizacion
de la membrana externa de la mitocondria debido a la activacion de las proteinas
formadoras de poros (Bak, Bax). Este poro facilita |a liberacion del citocromo-c, que se uney
activa Apaf-1 y caspasa-9 conformando el apoptosoma, que promueve finalmente la
activacién de caspasa-3.

La caspasa-3 activa otras procaspasas (caspasa-2, -6, -8 y -10), creando una cascada de
amplificacién de la apoptosis. A su vez, se liberan factores como Smac y OMI que atenuan la
actividad de XIAPs (proteinas inhibidoras de caspasas) promoviendo asi la actividad de las
caspasas, culminando en la alteracién de la membrana nuclear, la escision de proteinas
intracelulares (por ejemplo, PARP), formacién de ampollas en la membrana vy
desestructuracion del ADN gendmico.

El proceso que lleva a la permeabilizacién de la membrana mitocondrial es complejo y
altamente regulado. Resulta del balance entre proteinas de la familia de Bcl-2 con funciones
pro- y anti-apoptéticas. Los factores pro-apoptotico mas relevantes son el dominio BH3, t-
Bid, Bim y PUMA, mientras Bad, BIK, BMF, Hrk, NOXA y proteina-1 inducida por PMA,
presentarian menor actividad. Estas proteinas interactlan con Bak y Bax promoviendo su
acciéon de permeabilizacién de la membrana, mientras que los anti-apoptdticos son Bcl-2,
BCL-XL, BCL-W, BFL1, MCL1 e inhiben la apoptosis compitiendo con la uniéon de los
miembros de la familia BH3 a Bax y Bak. El equilibrio entre estos dos grupos de factores
determina si las células sobrevivirdn o seguirdn un proceso de muerte por apoptosis
(Bertheloot et al., 2021). A su vez, uno de los mediadores centrales de la apoptosis
intrinseca es la proteina p53, que se activa tras el dafio del ADN inducido por oxidantes,
agentes alquilantes o radiacion, y promueve la expresidon de los factores pro-apoptoticos,
mientras induce la disminucion de la expresion de Bcl-2. La liberacion de AIF vy
Endonucleasa G desde la mitocondria puede generar, ademas, apoptosis independiente de
caspasas.

Uno de los desencadenantes inmunoldgicos mas potentes de la apoptosis intrinseca es
consecuencia de la accion de linfocitos T citotéxicos y las células NK. Estas células liberan
granulos que contienen Granzima B y perforina que, como hemos mencionado, comunica
las vias extrinseca e intrinseca (Long & Ryan, 2012).
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llustracion 12. Via extrinseca e intrinseca de la apoptosis

Mecanismos extrinsecos e intrinsecos de la apoptosis. En el lado izquierdo se esquematiza la
apoptosis extrinseca activada por ligandos de la superfamilia de TNF como FasL que lleva a
la activacion de la caspasa-8 (iniciadora), y finalmente la efectora, caspasa-3. A su vez las
granzimas liberadas por linfocitos T citotoxicos o células NK pueden disparar apoptosis en la
célula blanco clivando y activando caspasa-3 directamente o también por la via mitocondrial
clivando Bid. En el lado derecho se esquematiza la via intrinseca donde la permeabilizacion
de la membrana mitocondrial puede estar disparada por estimulos como ROS y estd
requlada por proteinas pro- y anti-apoptoticas (Bax/Bad y Bcl-2; respectivamente). Su
activacion provoca liberacion del citocromo ¢, formacion del apoptosoma (cit ¢, APAF-1,
caspasa-9) y activacion de caspasa-3.

2. Apoptosis en el intestino delgado

Como ya se ha mencionado en la introduccién general, las células epiteliales del intestino
delgado tienen un rapido recambio, renovandose completamente cada 5-7 dias (Potten,
1997). Esto implica una pérdida masiva y constante de células dafiadas, con reemplazo
continuo por enterocitos recién diferenciados que surgen de células precursoras (stems)
localizadas en las criptas.
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En homeostasis, las células epiteliales migran desde la base de la cripta hasta la punta de las
vellosidades. Esto se logra mediante el movimiento de las células epiteliales a través de
interacciones epitelio-membrana basal entre integrinas, proteoglicanos de sulfato de
heparina y matriz extracelular. Después de migrar hacia las puntas de las vellosidades, se
produce el desprendimiento de los enterocitos envejecidos asociado a la redistribucién de
las proteinas de unidn estrecha en un proceso de PCD denominado anoikis (Hall et al,,
1994; F. Wang et al., 2011).

En estas condiciones, el citoesqueleto de los enterocitos vecinos se reorganiza rapidamente
para completar el espacio generado por la célula extruida y restaurar la integridad de la
barrera, sin provocar inflamacién (F. Wang et al.,, 2011; Williams et al.,, 2015), estos
procesos deben controlarse estrictamente en el intestino para mantener la integridad de la
barrera epitelial.

Solo unos pocos estudios se centran en la regulacion del desprendimiento de células
epiteliales. Se ha planteado la posible implicancia de los IELs en este proceso ya que pueden
migrar a lo largo del epitelio mediante un mecanismo dependiente de ocludina y dado que
esta se redistribuye para rodear las células durante la expulsion, es una hipdtesis atractiva
que los IELs podrian participar en la regulacién a través de mecanismos dependientes de
ocludina, iniciando la restitucion de células epiteliales al estimular la migracién de células
hacia el espacio creado por el desprendimiento. También podrian enviar sefiales a las
células epiteliales adyacentes a las células que se desprenden para estimular la
reorganizacion citoesquelética (Edelblum et al., 2012).

En condiciones no homeostaticas, se observa desprendimiento de multiples células de un
solo sitio que conduce a la pérdida de la barrera y posterior exposicion a patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMPs), que por medio del reconocimiento de
receptores de la inmunidad innata potencia el reclutamiento y la activacion de células
inmunes inflamatorias (Thoo et al., 2019).

En esas condiciones el TNF-a liberado por IELs, macréfagos vy células epiteliales intestinales
da como resultado el desprendimiento de células, mientras que se ha demostrado un papel
fundamental de las células T regulatorias, las cuales mediante la secrecién de IL-10 y TGF-
suprimen la respuestas a estas citocinas proinflamatorias. Se ha demostrado ademas que IL-
13 modula las uniones estrechas del epitelio intestinal, la claudina-2 y la apoptosis y, por lo
tanto, potencialmente el desprendimiento de células (Patterson & Watson, 2017)
(llustracién 13).
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llustracion 13. Desprendimiento de células epiteliales intestinales

En condiciones no homeostdticas, el TNF-a es liberado por IELs, macréfagos (MJ) y células
epiteliales intestinales (representado con flechas rojas), resultando en un desprendimiento
desregulado de células. Las vias de las citoquinas secretadas, en condiciones homeostdticas,
por las células epiteliales intestinales, los linfocitos T, las células T reguladoras (Tregs) y las
células dendriticas (CD) involucradas en la integridad de la barrera epitelial intestinal estdn
representadas por flechas negras. Adaptada de Patterson & Watson, 2017.

2.1 La apoptosis en enfermedad celiaca

El rasgo histoldgico caracteristico de EC es la reduccién de la altura de las vellosidades en el
intestino delgado proximal. Esto es consecuencia de una tasa de muerte de enterocitos
incrementada y una pérdida de estructura del tejido por exceso de actividad de enzimas
degradativas de la matriz extracelular (metaloproteinasas) (Ciccocioppo et al., 2005).
Tradicionalmente, la muerte de enterocitos se ha explicado por una induccién de apoptosis
no controlada debido a la sobre-activacion de los IELs por la presencia de IFNy e IL-15 (Pietz
et al.,, 2017). Los IELs comprenden una poblacién heterogénea de linfocitos T compuesta
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por tres poblaciones mayoritarias de células: linfocitos T TCRa/B* CD8*, linfocitos T TCRy/&*
y células NK. Estas células producen IFNy, y liberan Granzimas y perforinas (Olaussen et al.,
2002).

Ademads de la induccién de muerte celular por degranulacion, el sistema Fas-FasL también
participa en la induccién de apoptosis de los enterocitos por IELs (Di Sabatino et al., 2001).
Mientras que Fas se expresa constitutivamente en diferentes tejidos y también puede ser
inducido por citoquinas proinflamatorias, FasL se expresa principalmente en células T
activadas y células NK. En este sentido, se ha demostrado un incremento en la expresién de
FasL en linfocitos T, en pacientes celiacos al diagndstico, y también un aumento en la
expresion de Fas en el epitelio (Maiuri et al., 2001).

Ademas de los mecanismos cldsicos mencionados, observaciones tanto de nuestro grupo
como de otros, mostraron un mecanismo de muerte de células epiteliales basado en el
reconocimiento por el receptor activador (NKG2D), presente en los IELs, de sefiales de
estrés (moléculas de MHC de clase | no clasica, MICA) expresadas en la superficie de los
enterocitos (Allegretti et al., 2013). Siendo IL-15 critica en esta via, dado que induce la
expresion de MICA y potencia la actividad citotdxica de los IELs (James et al., 2021)
(llustracion 14).

Incremento de expresion de y o
IL-15, HLA-E, MIC .,  Estrés epitelial
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llustracion 14. Esquema de las seiiales de muerte de enterocitos por receptors NK de IELs

En el intestino delgado de los pacientes celiacos, los IELs citotoxicos podrian desencadenar
apoptosis directamente al reconocer proteinas de membrana relacionadas con el estrés
(MICA, HLA-E) mediante receptores NK especificos (NKG2D, CD94:NKG2C). Los péptidos
derivados del gluten y/o el accionar de virus y bacterias activan vias proinflamatorias en el
epitelio, e inducen la expresion de IL-15, MICA y HLA-E. EI IFNy favorece el microambiente
proinflamatorio y sensibiliza a los enterocitos ante la accion de IELs citotdxicos. Ademds, los
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T CD4* activados potencian directamente la actividad citotoxica de IELs, probablemente a
través de la secrecion de IFNy e IL-21 y su accidn sinérgica con IL-15. La IL-15 incrementada
inhibiria la accion de linfocitos T regulatorios (Treg) favoreciendo la activacidn de las células
Th1. Adaptada de Sollid & Jabri, 2013.

Otros estudios mostraron que la muerte celular, en especial la apoptosis, esta implicada en
la patogenia de EC. Se ha demostrado que, en el intestino delgado de pacientes celiacos al
diagndstico, el estrés oxidativo puede inducir apoptosis, asi como diferenciacion alterada
del epitelio, mientras que, por inmunohistoquimica, se encontrd expresion aumentada de
marcadores de apoptosis como caspasa-3 (Shalimar et al., 2013).

2.2 Apoptosis en el modelo de enteropatia

Se ha corroborado en numerosos estudios, a lo largo de los afios, que el p31-43 induce
apoptosis tanto in vitro, como in vivo (Chirdo et al., 2021).

Existen multiples evidencias in vitro que relacionan a las gliadinas con la muerte celular. Por
ejemplo, utilizando una linea epitelial intestinal (Caco-2), se mostrd que el tratamiento con
una fraccion de gliadinas digeridas con pepsina-tripsina (PT-gliadinas) induce apoptosis y
gue la misma es mediada por la via de Fas-FasL (Giovannini et al., 2003).

Se ha probado ademds que in vitro el p31-43 induce efectos téxicos en lineas celulares
epiteliales, asi como también es capaz de ingresar a la célula, localizarse en vesiculas
tempranas y demorar su trafico hacia vesiculas tardias (Barone et al., 2014) provocando
estrés celular y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Frossi et al., 2017) e
induciendo apoptosis con aumento de permeabilidad y modificacion de filamentos de
actina (Clemente et al., 2003; lacomino et al., 2013; Maiuri L et al., 2003).

A su vez, ensayos empleando piezas de biopsias duodenales en cultivo mostraron que el
tratamiento con péptidos no inmunogénicos como el p31-43, genera una expresion rapida
de IL-15 y apoptosis de enterocitos (Maiuri L et al., 2003).

Se propone a los IELs como los principales inductores de muerte celular en los enterocitos y
que las gliadinas pueden estar potenciando esa actividad citotdxica, en ese sentido se ha
demostrado la induccién de una clara respuesta innata cuando se incuban biopsias
provenientes de pacientes con enfermedad celiaca con el péptido.

Como mencionamos anteriormente, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un modelo
experimental en ratéon donde la administracién de una Unica dosis de p31-43 por via
intraluminal mediante microcirugia, es capaz de inducir una respuesta inflamatoria y dafio
en la mucosa de intestino delgado proximal, caracterizada por aumento del nimero de IELs
y reduccion de la relacién V/C (Araya et al.,, 2016; Gomez Castro et al., 2019). En este
modelo, mostramos que el dafio se relaciona con aumento del cociente pro-apoptdtico
Bax/Bcl-2, aumento del nimero de células TUNEL*, y del nimero de células epiteliales
Anexina V*/loduro de propidio* (Araya et al., 2016) sugiriendo que los mecanismos de
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muerte celular estan activados y que la apoptosis podria explicar en parte la muerte celular
en intestino delgado. Este protocolo ha mostrado representar un buen modelo in vivo para
estudiar los efectos generados por la respuesta innata inducida por péptidos de gliadinas
(Ruera et al., 2021). A raiz del refinamiento del modelo, se vuelve interesante profundizar
en estos conocimientos ya que los mismos sugieren que los mecanismos de muerte celular
estan activados y que la apoptosis podria explicar en parte la muerte celular en intestino
delgado. A su vez, estos hallazgos podrian correlacionar con lo observado en muestras de
pacientes celiacos. Por esta razdn, consideramos de gran utilidad el empleo de este modelo
animal que posibilita el estudio de los eventos tempranos que ocurren en un entorno
inflamatorio, condicidon que no es posible investigar en el caso de las biopsias duodenales
de pacientes celiacos donde el tejido ya se encuentra en un proceso de dafio cronico.

Por otro lado, dados los efectos proinflamatorios descriptos para p31-43, se establecid su
capacidad de generar estrés celular y produccion de ROS, la cual se relaciona con un
incremento de la via intrinseca de la apoptosis.

La produccidon de ROS ocurre durante procesos homeostaticos de metabolismo celular, sin
embargo, si esta produccién es mayor a la capacidad antioxidante de la célula, se producira
estrés oxidativo. En condiciones inflamatorias, se produce un reclutamiento de células
activadas (neutréfilos y macrofagos) que pueden producir “estallido respiratorio”
aumentando los niveles de ROS (Monguzzi et al., 2019). En intestino delgado de pacientes
con EC activa, se encontraron altos niveles plasmaticos de ROS (Moretti et al., 2018)
evidenciando que el estrés oxidativo media multiples efectos como la apoptosis vy
diferenciacion alterada del epitelio, ademas de un marcado descenso en los niveles de
expresion de enzimas anti-oxidantes y anti-inflamatorias (Rothem et al., 2007).

Los resultados de los ensayos in vitro con células epiteliales adherentes (Caco-2) mostraron
que la incubacién con PT-gliadinas culmina en un incremento del estrés oxidativo (Maiuri L,
et al. 2003).

En la misma linea de estas observaciones, estudios previos de nuestro grupo pusieron en
evidencia que en la mucosa duodenal de pacientes celiacos no tratados presentan signos de
estrés celular, en particular incremento de la expresidén de BIP, proteina asociada a estrés
de reticulo endoplasmatico (Allegretti et al., 2013). En nuestro modelo de enteropatia
experimental observamos que la expresién de BIP se encuentra incrementada en el
citoplasma de células de animales tratados con p31-43, indicando que la sola presencia de
p31-43 es capaz de generar respuesta de estrés a tiempos cortos.
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Justificacion

Entre las vias de muerte celular programada, la apoptosis es el mecanismo mas aceptado
como responsable de la muerte celular masiva en el epitelio del intestino delgado proximal
de pacientes celiacos. Sin embargo, existe escasa evidencia experimental sobre los
mecanismos de muerte celular que operan en estas condiciones inflamatorias persistentes
(no infecciosas). Es por ello, que en el presente capitulo nos centraremos en el estudio de la
apoptosis en muestras de biopsias duodenales obtenidas mediante endoscopia,
comparando los hallazgos con los observados en intestino delgado proximal obtenidos en
nuestro modelo experimental de enteropatia.

Objetivos especificos

e Analizar los eventos de muerte celular en mucosa duodenal de pacientes con
enfermedad celiaca, en particular los mediadores centrales de la via de la apoptosis.

e Determinar las células que sufren procesos de muerte celular programada en la
mucosa duodenal de pacientes celiacos.

e Evaluarsi el p31-43 induce apoptosis en el intestino delgado proximal en un modelo
experimental de enteropatia.
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Resultados

1. Muerte celular en el intestino delgado proximal

En condiciones fisioldgicas, la mucosa intestinal tiene una renovacion permanente de su
epitelio, pero también muestra enorme plasticidad para la reparacién del tejido cuando
existen situaciones de dafio. En ambos casos, los mecanismos de muerte puestos en juego
deben ser controlados y en este sentido, la apoptosis es el mecanismo de eleccién para
lograr la eliminacion de un ndmero elevado de células sin provocar inflamacién. Si bien se
encuentran en bibliografia evidencias de la actividad de elementos de esta via en mucosa
de intestino delgado de pacientes celiacos (Hakim & Abd El-Kareem, 2021; Shalimar et al,,
2013), no se encuentran estudios detallados. Por este motivo, en este capitulo,
evaluaremos la via de apoptosis en la mucosa duodenal humana y en intestino delgado
proximal en nuestro modelo de enteropatia.

1.1 Analisis de la muerte celular en la mucosa duodenal

Como hemos mencionado, aunque es conocido que los epitelios, y en especial el epitelio
intestinal, tienen una rapida renovacion, la informacién sobre la muerte celular en intestino
delgado de pacientes celiacos es muy limitada, por lo que decidimos comenzar nuestro
estudio empleando la técnica de TUNEL, que nos permite identificar aquellas células en
estadio avanzado de muerte celular.

Con este fin, evaluamos la presencia de células TUNEL" en secciones de biopsias duodenales
de pacientes celiacos (EC) y poblacién control (NC), tanto adultos como pedidtricos. Ambos
grupos etarios fueron analizados de manera conjunta, ya que no se observaron diferencias
al analizarlos en forma separada (Figura 1. A-B).

Encontramos un incremento significativo en el nimero de células TUNEL® en la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos en comparacién con los pacientes pertenecientes a la
poblacion control. Llamativamente, las células TUNEL" fueron encontradas en la lamina
propria y muy ocasionalmente encontramos células TUNEL" en el epitelio.

Aungue es aceptado que la muerte celular masiva ocurre en los enterocitos, en nuestros
ensayos ha sido dificil encontrar enterocitos TUNEL* observandose ocasionalmente en una
pequefia proporcién de todos los pacientes celiacos analizados (Figura 1.C). Dado que la
reaccion de TUNEL detecta estadios avanzados en la muerte celular, este hallazgo ocasional
puede ser consecuencia de la rapida extrusién de los enterocitos muertos en el lumen
intestinal en una etapa anterior a la detectable por la reaccién de TUNEL.

61



Capitulo 1: Apoptosis

DAPI TUNEL

100 m

w

Células TUNEL */ area (um?)

Figura 1. Aumento de la muerte celular en la mucosa duodenal de pacientes celiacos

A. Imdgenes representativas de reaccion de TUNEL en cortes histoldgicos de biopsias
duodenales de pacientes celiacos (EC) y controles (NC). DAP! marca los nucleos (azul) y las
células TUNEL* se observan en verde. B. Recuento de células TUNEL* en cortes histoldgicos
de biopsias duodenales. Los datos se expresan como el nimero de células TUNEL* por um?
de lamina propria # 1 SEM. (NC =6, EC = 8). **** p <0,0001. Prueba t-Student para datos no
pareados. C. Imagen representativa de una célula TUNEL positiva en la punta de la
vellosidad.

1.2 Caracterizacion de las poblaciones de células TUNEL" en lamina
propria de pacientes celiacos

Dado el aumento del nimero de células TUNEL" observado en la lamina propria de la
mucosa duodenal de pacientes celiacos, nuestro objetivo fue determinar su linaje. Con este
fin, realizamos una serie de estudios por inmunofluorescencia indirecta de doble marcacién
para evidenciar células TUNEL" y en forma simultdnea, marcadores caracteristicos de
células plasmaticas (CD138), macréfagos / neutréfilos (CD64), linfocitos B (CD20), linfocitos
T (CD3) y marcador pan-leucocitario (CD45).

Observamos que las células TUNEL* expresan en su totalidad CD45, indicando que son
células derivadas de la médula ésea y no del estroma, estando distribuidas de la siguiente
manera: 73,2% CD138*, 27,5% CD20%, 8,2% CD64* y 4,9% células CD3* (Figura 2.A-B). Por lo
tanto, mayoritariamente la poblacion de células TUNEL* correspondié a células plasmaticas
(CD138%).

62



Capitulo 1: Apoptosis

Analizando las imagenes de fluorescencia, observamos que, en forma llamativa, las células
TUNEL* se encontraban préximas a linfocitos T (CD3*). Dado, que se ha descripto que la via
extrinseca de la apoptosis estaria activa en la enteropatia (di Sabatino, et al., 2001; Perez et
al.,, 2021), decidimos estudiar el sistema Fas/FasL. El andlisis por microscopia de
fluorescencia en los cortes de biopsias duodenales mostré que la mayoria de las células
TUNEL* expresaban CD95 y tenian un CD3* préximo en contacto estrecho (Figura 2.C). Esto

sugeriria, al menos en algunas de las células, un efecto citotodxico directo mediado por el eje
Fas/FasL.
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Figura 2. Caracterizacion de poblaciones de células TUNEL* en lamina propria de
intestino delgado de pacientes celiacos

A. Imdgenes representativas de reaccion de TUNEL e inmunofluorescencia indirecta de
marcadores de linaje, en cortes histoldgicos de biopsias duodenales de pacientes celiacos.
DAPI marca los nucleos (azul) y las células TUNEL* se observan en verde. Marcadores de
linaje: CD45, CD138, CD20, CD64, CD3 (se observan en rojo). B. Recuento de células doble
positivas en lamina propria. Los datos se expresan como % del numero de células doble
positivas por um? de lamina propria + 1 SEM. (CD45 =5, CD138 =5, CD20 = 7, CD64 = 3, CD3
= 7). C. Imdgenes representativas de la marcacion para TUNEL, CD3 y CD95 en secciones de
biopsias duodenales de pacientes celiacos. Nucleos (azul), células TUNEL* (verde), CD3 (rojo)
y CD95 (violeta).

1.3 Citotoxicidad mediada por Granzima B

Al momento son pocos los trabajos que han estudiado los mecanismos de dafio existentes
en la mucosa intestinal durante la EC. Es claro que el nimero de IELs (linfocitos T CD8&?,
linfocitos T 6, y células NK) estd aumentado y serian responsables del incremento de IFNy,
Granzimas y perforinas en el compartimiento epitelial, con la consecuente apoptosis de
enterocitos. Como mencionamos, algunas Granzimas (serina proteasas presentes en los
granulos de linfocitos T citotoxicos y células NK) son capaces de clivar caspasas en la célula
blanco y de esa manera, provocar su muerte por apoptosis.

Debido al gran numero de células TUNEL" en la lamina propria con células CD3*
estrechamente relacionadas, decidimos estudiar, ademas del sistema Fas/FasL, la induccion
de muerte a través de Granzima B.
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Se han documentado niveles séricos elevados de Granzima B y una mayor expresion en los
IELs en el intestino delgado en la EC (Augustin et al., 2005). A su vez, en enterocitos de
pacientes celiacos se demostré que la expresion del inhibidor de proteasa 9, encargada de
la regulacion de la expresidon de Granzima B, se encuentra disminuida (Pohjanen et al,,
2013).

Se realizd entonces una tincién conjunta de Granzima B con TUNEL, observdndose que
algunas células TUNEL* se encontraban cercanas a células Granzima B*, sin embargo, el
fendmeno no fue tan frecuente como en el caso del eje Fas/FasL. (Figura 3).

A

Figura 3. Estudio de células Granzima B* en lamina propria de intestino delgado proximal
de pacientes con EC

A. Imdgenes representativas de colocalizacion de células muertas (TUNEL*) y marcacion de
Granzima B por inmunofluorescencia indirecta en cortes histologicos de intestino delgado
proveniente de pacientes con EC. Marcacion con DAP! para nucleos (azul). células TUNEL*
(verde). Células Granzima B* (rojas).

2. Evaluacion de muerte celular por apoptosis en la mucosa duodenal

2.1 Anadlisis de la expresidon de componentes claves de la via apoptética
en la mucosa duodenal

Teniendo en cuenta la elevada tasa de muerte celular observada en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos, nos propusimos evidenciar si los factores criticos de la via de la
apoptosis se encontraban activados.

Dado que el eje Fas/FasL, vinculado a la via extrinseca de la apoptosis, ha sido observado en
la mucosa duodenal de pacientes celiacos (Cheravsky et al.,, 2002; Perez et al.,, 2021;
Shalimar et al., 2013) asi como en nuestro trabajo, y que hemos observado un alto nimero
de células TUNELY, comenzamos la evaluacion de los principales componentes de la via.

El analisis por inmunofluorescencia indirecta de cortes histoldgicos de biopsias duodenales
mostré un incremento significativo de caspasa-8 y -3 en el caso de pacientes celiacos (EC)
en comparacion con muestras provenientes de la poblacion no celiaca (NC) (Figura 4.A-B).
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Las imdagenes obtenidas revelaron que los pacientes celiacos presentan una expresion
aumentada de caspasa-8 y -3 tanto en el epitelio como en la lamina propria. En unos pocos
casos, se observd expresién de caspasa-8 en el epitelio, restringida a la punta de las
vellosidades, en duodeno proveniente de la poblacién control (Figura 4.A). Esto puede
corresponder al proceso fisioldgico propio de la renovacién de enterocitos.

Con el fin de determinar la actividad de la via apoptodtica, se realizd la evaluacién por
inmunofluorescencia indirecta de caspasa-3 clivada. En la Figura 4.C, se observa que en
duodeno de pacientes celiacos existe una expresion significativamente incrementada de
caspasa-3 clivada, principalmente en el epitelio, confirmando asi que estas células se

encuentran en proceso de muerte por apoptosis.
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Figura 4. Expresion aumentada de caspasa-8 y -3, en epitelio y lamina propria de
duodeno de pacientes celiacos

A. Izquierda: Imdgenes representativas de inmunofluorescencia indirecta de caspasa-8 en la
mucosa duodenal de pacientes celiacos (EC) y de poblacion control (NC). Caspasa-8 (rojo),
Ndcleos (azul). Derecha: Intensidad de fluorescencia media de la marcacion de caspasa-8 en
secciones de mucosa duodenal. (NC =4, EC =5). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no
pareados. B. lzquierda: imdgenes representativas de inmunofluorescencia indirecta de
caspasa-3 en la mucosa duodenal de poblacion EC y NC. Caspasa-3 (rojo), Nucleos (azul).
Derecha: Intensidad de fluorescencia media de la marcacion de caspasa-3 en secciones de
mucosa duodenal (NC =8, EC = 6). ** p <0,01,; Prueba t-Student para datos no pareados. C.
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Izquierda: Imdgenes representativas de inmunofluorescencia indirecta de caspasa-3 clivada
en la mucosa duodenal de poblacion EC y NC. Caspasa-3 clivada (rojo), Nucleos (azul).
Derecha: Intensidad de fluorescencia media de la marcacion de caspasa-3 clivada en
secciones de mucosa duodenal. (NC =5, EC = 6). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no
pareados.

Con el objetivo de determinar cuantitativamente las formas activas de caspasa-8 y -3,
factores criticos de la apoptosis, se realizaron estudios mediante western blot en extractos
de proteinas totales obtenidos de biopsias duodenales.

En la Figura 5.A-C, se observa que, en comparacion con muestras de la poblacién control, la
mucosa duodenal de pacientes celiacos tiene un significativo aumento de las formas
clivadas de caspasa-8 y -3 en relacion con las proformas. Se destaca también que las formas
activas de caspasa-8 y -3 estan aumentadas en muestras de la poblacién celiaca cuando se
comparan con la proteina de referencia (B-actina), indicando que ambas proteinas
aumentaron su expresion, asi como también se incrementd su procesamiento y activacion.

Estos resultados muestran que la via de la apoptosis estd activa en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos.
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Figura 5. Niveles aumentados de caspasa-8 y -3 clivadas en muestras duodenales de
pacientes con EC activa

A. Imdgenes representativas por western blot de fragmentos de caspasa-8 y -3 en pacientes
con EC y NC. Se utilizé B8-actina como proteina de control de carga. B. lzquierda: andlisis
cuantitativo de las bandas expresadas como la proporcion de caspasa-8 clivada:
procaspasa-8 en pacientes con EC (n = 12) o NC (n = 8). ** p <0,01; Prueba t-Student para
datos no pareados. Derecha: Andlisis cuantitativo de las expresadas como la proporcion de
caspasa-8 clivada: B-actina en pacientes con EC y NC. * p <0,05; Prueba t-Student para
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datos no pareados. C. Izquierda: andlisis cuantitativo de las bandas expresadas como la
proporcion de caspasa-3 clivada: procaspasa-3 en pacientes con EC (n = 12) o NC (n = 12).
*** p <0,001; Prueba t-Student para datos no pareados. Derecha: Andlisis cuantitativo de
las bandas expresadas como la proporcion de caspasa-3 clivada: 8-actina en pacientes con
ECy NC. *** p <0,001; Prueba t-Student para datos no pareados.

3. Evaluacion de los mecanismos de muerte celular apoptdética en un

modelo murino de enteropatia

Como hemos mencionado, el modelo experimental de enteropatia desarrollado en nuestro
laboratorio, basado en la administracion intragdstrica del péptido p31-43, evidencié dafio
histoldgico en intestino delgado proximal, evaluado como reduccién de la relacion V/C vy
aumento del nimero de IELs.

Estas observaciones sugieren que los mecanismos de muerte celular estan activos y que la
apoptosis podria explicar en parte la muerte celular en intestino delgado. A su vez, estos
hallazgos podrian correlacionar con lo observado en muestras de pacientes celiacos. Por
esta razon, consideramos de gran utilidad el empleo de este modelo animal que posibilita el
estudio de los eventos tempranos que ocurren en un entorno inflamatorio, condiciéon que
no es posible investigar en el caso de las biopsias duodenales de pacientes celiacos, donde
el tejido ya se encuentra en un proceso de dafio crénico.

3.1 Analisis de la muerte celular apoptética en el intestino delgado
proximal de animales tratados con el péptido p31-43

Con el fin de estudiar el proceso de muerte celular, usamos la reaccion de TUNEL para
determinar el nimero de células muertas en el intestino delgado de ratones C57BL/6, 2, 4y
16hs después de la administracion intragastrica de 20 ug de p31-43. Se observé un mayor
numero de células TUNEL* en la lamina propria de los ratones tratados con p31-43 en
comparacién con los controles tratados con PBS. Este aumento en la tasa de muerte se
observé muy tempranamente, siendo estadisticamente significativo a las 4hs después del
tratamiento y aumentando hasta las 16hs post tratamiento (Figura 6.A-B).

Al igual que lo observado en las muestras provenientes de pacientes celiacos, solo
ocasionalmente, luego de evaluar varias secciones de tejido, se observaron enterocitos
TUNEL* (Figura 6.C). Se documentd, ademas, en un hallazgo fortuito una célula TUNEL+
siendo expulsada de la linea de enterocitos en un proceso compatible con anoikis (Figura
6.D).

Por tanto, la administracion intragdstrica de p31-43 induce rapidamente la muerte celular
en la lamina propria del intestino delgado proximal, con un patrén similar al encontrado en
la mucosa duodenal de pacientes celiacos.
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Figura 6. Aumento de la muerte celular en el intestino delgado proximal de animales
tratados con p31-43

A. Imdgenes representativas de la marcacion de TUNEL en secciones de intestino delgado
proximal de ratones C57BL/6, 2, 4 o 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS
o0 20 ug de gliadina p31-43. Marcacion con DAPI para evidenciar nucleos (azul). Células
TUNEL* (verde). B. Recuento de células TUNEL* en la lamina propria del intestino delgado de
ratones C57BL/6, 2, 4 o 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de
gliadina p31-43. Los datos se expresan como el nimero de células TUNEL* por um? de
lamina propria + 1 SEM. PBS (n = 5), p31-43: 2hs (n = 5), 4hs (n = 7), 16hs (n = 6). **** p
<0,0001;, ANOVA. C. Imagen representativa de una célula TUNEL* en la punta de la
vellosidad del intestino delgado, 16hs después de la administracion intragdstrica de p31-43.
Marcacion con DAPI para nucleos (azul). TUNEL* (verde). D. Célula TUNEL* extruida de la
capa epitelial.

Con el fin de conocer los mecanismos de muerte es relevante también identificar las células
blanco. Para esto hemos seguido la misma estrategia que en el caso de muestras humanas,
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evaluando el linaje de las células TUNEL*. En la Figura 7.A, se muestra el analisis por
microscopia de fluorescencia donde se observa que las células TUNEL* pertenecen al
compartimento hematopoyético (CD45*). En ocasiones se encuentran células CD3* ubicadas
préximas a las células TUNEL* (Figura 7.B).

A

B TUNEL DAPI CD45 DAPI TUNEL CD45 DAPI

TUNEL DAPI CD3 DAPI TUNEL CD3 DAPI

Figura 7. Caracterizacion de células TUNEL* en lamina propria de intestino delgado
proximal de ratones tratados con p31-43

A. Imdgenes representativas de colocalizacion de células TUNEL* y marcacion de CD45 en
secciones de intestino delgado proximal de ratones C57BL/6, 16hs después de la
administracion intragdstrica de 20 ug de p31-43. Marcacion con DAPI para nucleos (azul).
Se muestra el panel del canal verde (TUNEL), canal rojo (CD45) y el solapamiento de ambas
adquisiciones. B. Imdgenes representativas de células TUNEL* y marcacion de CD3 en
secciones de intestino delgado proximal de ratones C57BL/6, 16hs después de la
administracion intragdstrica de 20 ug de p31-43. DAPI (azul), TUNEL* (verde), CD3* (rojo).

3.2 Apoptosis en epitelio y lamina propria de intestino delgado en el
modelo experimental de enteropatia

La alteracion histoldgica en la mucosa intestinal observada en la enteropatia causada por la
administracion intragastrica de p31-43 muestra dafio con pérdida estructural del tejido
conjuntamente con procesos de remodelamiento, e involucra tanto procesos de muerte
celular como de respuesta proliferativa incrementadas (Araya et al., 2016).
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Con el fin de caracterizar las vias de muerte, se analizé por PCR cuantitativa la expresion de
genes anti- y pro-apoptéticos, Bcl-2 y Bax, respectivamente. Encontramos un incremento en
la relaciéon Bax/Bcl2 en intestino delgado de ratones 4hs post-estimulacién con p31-43,
manteniendo una tendencia no significativa de aumento a las 16hs post tratamiento. Estos
hallazgos se relacionan con un perfil pro-apoptético inducido por la administracion de p31-
43 (Figura 8).

La relacién Bax/Bcl-2 aumentada, a expensas de una notable disminucién de Bcl-2, sugiere
que el p31-43 induce in vivo un proceso pro-apoptdtico activo y que esto podria ser parte
de los mecanismos de dafio en la mucosa intestinal llevados a cabo por este péptido.
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Figura 8. Andlisis de marcadores involucrados en rutas apoptoticas por PCR cuantitativa
Estudios de expresion a nivel de ARNm de Bax, Bcl-2 por gPCR en extractos de intestino

delgado de ratones 4 o 16hs después de la administracion de p31-43 o PBS. Niveles referidos
a HPRT como gen de referencia. Unidades relativas (UR). Se muestra también la expresion
de Bax y Bcl-2 como cociente pro-apoptdtico (expresion relativa Bax/Bcl-2). *p <0,05, ** p
<0,01; ANOVA.

Dado que en condiciones fisioldgicas la apoptosis es el principal mecanismo de muerte
celular en el epitelio del intestino delgado (Frisch & Francis, 1994), y habiendo
documentado un proceso pro-apoptoético activo evidenciado por el incremento de la
relacion Bax/Bcl-2, evaluamos la activacion de la caspasa-3, como un indicador de la via
intrinseca (dependiente de mitocondrias) y extrinseca (inducida por el receptor de muerte)
de la apoptosis.

Por analisis de inmunofluorescencia indirecta en secciones de intestino delgado de
animales tratados con p31-43 o vehiculo, se detectd la expresion de caspasa-3 en células
epiteliales y de la lamina propria (Figura 9.A-C). El analisis semicuantitativo de la intensidad
de la fluorescencia media mostré un aumento significativo de la expresion de caspasa-3 en
secciones del intestino delgado proximal, a las 4 y 16hs después de la administracion de
p31-43.
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Figura 9. Aumento de la expresion de caspasa-3 en células epiteliales y de la lamina
propria de intestino delgado proximal ratones tratados con p31-43

A. Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia da la marcacion de caspasa-3
en secciones de intestino delgado de ratones C57BL/6, 4 y 16hs después de la administracion
intragdstrica de PBS o 20 ug de gliadina p31-43. Region amplificada para evidenciar la
marcacion de caspasa-3 en epitelio (arriba) y lamina propria. Marcacion con DAPI para
nucleos (azul), caspasa-3 (rojo). B. Imdgenes representativas de inmunofluorescencia
indirecta de caspasa-3 del intestino delgado de ratones C57BL/6, 16hs después de la
administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de gliadina p31-43. C. Intensidad de
fluorescencia media de la expresion de caspasa-3 en las secciones de intestino delgado
proximal evaluadas en controles (n = 4) o a las 4hs (n = 3) y 16hs (n = 5) después de la
administracion de gliadina p31-43. **** p <0,0001, ** p <0,01, ANOVA.

Con interés en establecer cuantitativamente la relacién entre la caspasa-3 funcional y la
forma completa de caspasa-3, se realizaron estudios de extractos de proteinas totales de
intestino delgado de ratones tratados por western blot. En la Figura 10.A, observamos que,
en intestino delgado proximal, el tratamiento con p31-43 por via intragastrica generd un
aumento significativo en la relacion caspasa-3/ procaspasa-3 en comparacion con los
ratones tratados con PBS.
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Con el objetivo de obtener mas informacion sobre este proceso, decidimos procesar por
separado la fraccion epitelial (separada por tratamiento con una solucion de 1,4-ditiotreitol
0,1 mM (DTT, Sigma) y acido etilendiaminotetraacético 0,5 mM (EDTA, Sigma)) y la fraccion
lamina propria (obtenida por digestion enzimatica por colagenasa/DNasa del tejido
restante).

El andlisis por western blot mostré un incremento significativo en la relacion caspasa-
3/procaspasa-3 en ratones 16hs después de la administracion de p31-43, comparado con
los controles tratados con PBS, tanto en la fraccion epitelial como en la obtenida de la
lamina propria (Figura 10.B-C). Es de destacar que se evidencié un incremento significativo
de la activacion de caspasa-3 cuando se compara con la proteina de referencia B-actina,
tanto en la fraccién epitelial como en la de lamina propria (Figura 10.D).
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Figura 10. Activacion de caspasa-3 en células epiteliales y de la lamina propria de
intestino delgado de ratones tratados con gliadina p31-43

A. Derecha: Imdgenes representativas del andlisis por western blot de la expresion de
caspasa-3 en extractos proteicos de intestino delgado de ratones 16hs después de la
administracion de p31-43 o PBS. Izquierda: Andlisis cuantitativo de las bandas de western
blot expresadas como la proporcion de caspasa-3 clivada/procaspasa-3 en ratones tratados
con p31-43 (n =4) o PBS (n = 4). ** p <0,01, Prueba t-Student para datos no pareados. B.
Imdgenes representativas del andlisis por western blot de la expresion de caspasa-3 en
extractos proteicos de la fraccion epitelial o lamina propria del intestino delgado de ratones
C57BL/6, 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o p31-43. C. Andlisis
cuantitativo de las bandas de western blot expresadas como la proporcion de caspasa-3
clivada/ procaspasa-3, en la fraccion epitelial y de lamina propria de intestino delgado, 16 h
después de la administracion de p31-43 (n = 9) o PBS (n = 9). *** p <0,001, * p <0,05;
Prueba t-Student para datos no pareados. D. Andlisis cuantitativo de las bandas de western
blot expresadas como la relacion de procaspasa-3/8-actina o caspasa-3 clivada/B-actina en
la fraccion epitelial y de lamina propria de intestino, 16hs después de la administracion de
p31-43 0 PBS. * p <0,05; Prueba t-Student para datos no pareados.

Dado que caspasa-3 es comun a ambas vias (extrinseca e intrinseca), decidimos evaluar la
expresion de caspasa-8 como indicador de la apoptosis extrinseca. Los estudios de
inmunofluorescencia mostraron un aumento de la expresion de caspasa-8 en el epitelio
intestinal, en especial en la punta de la vellosidad, pero no en el resto de la mucosa, 16hs
después de la administracién de p31-43 (Figura 11).
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Figura 11. Activacion de caspasa-8 en células epiteliales de ratones tratados con gliadina
p31-43

Imdgenes representativas de inmunofluorescencia indirecta de la expresion de caspasa-8 de
la region epitelial del intestino delgado de ratones C57BL/6, 16hs después de la
administracion intragdstrica de PBS o p31-43. Marcacion con DAPI para nucleos (azul),
caspasa-8 (rojo). A. Punta de las vellosidades. B. mucosa.

El andlisis mediante western blot también mostré un aumento significativo en la relacion
caspasa-8/ procaspasa-8 en la fraccion epitelial de los ratones tratados con p31-43. En
forma concordante con las imagenes de microscopia de fluorescencia no se observaron
diferencias significativas en la expresion o clivaje de caspasa-8 en lamina propria (Figura
12.A-B). Cuando el analisis se realizd en funcion del control de carga, demostramos que el
incremento de la relacion encontrado en la fraccién epitelial resultaba ser producto de un
aumento de la versidn activa de caspasa-8, mientras que los valores de su precursor se
mantuvieron en valores comparables tanto en los ratones control como los tratados con
p31-43 (Figura 12.C).
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Figura 12. Aumento de la expresion de caspasa-8 activa en células epiteliales de ratones
tratados con gliadina p31-43

A. Imdgenes representativas del andlisis por western blot de la expresion de caspasa-8 en la
fraccion epitelial o de lamina propria del intestino delgado de ratones C57BL/6, 16hs
después de la administracion intragdstrica de PBS o p31-43. Arriba: Fraccidn epitelial. Abajo:
Fraccidn lamina propia B. Andlisis cuantitativo de las bandas de western blot expresadas
como la proporcion de caspasa-8 clivada/ procaspasa-8 en la fraccion epitelial (arriba) y de
lamina propria (abajo) de intestino, 16hs después de la administracion de p31-43 (n = 9) o
PBS (n = 9). **** p <0,0001; Prueba t-Student para datos no pareados. C. Andlisis
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cuantitativo de las bandas de western blot expresadas como la relacion de procaspasa-8/6-
actina o caspasa-8 clivada/B-actina en la fraccion epitelial (arriba) y de lamina propria
(abajo) de intestino delgado, 16hs después de la administracion de p31-43 o PBS. * p <0,05;
Prueba t-Student para datos no pareados.

Estos resultados muestran que el tratamiento con p31-43 induce apoptosis en el intestino
delgado, asociada con la activacién de caspasa-3 y caspasa-8 en el epitelio, mientras que en
la lamina propria solo se pudo evidenciar activacion de caspasa-3.

Dado que el epitelio mostrd la mayor induccion del proceso de muerte celular, nos interesé
evaluar mediante citometria de flujo, la induccién de muerte en células epiteliales (EpCAM)
aisladas de intestino delgado proximal de ratones C57BL/6 tratados con p31-43 o PBS. Para
ello, las células epiteliales aisladas fueron marcadas con Anexina V y una sonda de
viabilidad. La administracion intragdstrica de p31-43 indujo, luego de 16hs, un aumento
significativo del porcentaje de células epiteliales doble positivas (Anexina V*/sonda de
viabilidad*), que se corresponden con etapas tardias del proceso de muerte celular.
También indujo un incremento del porcentaje de células epiteliales Anexina V*/ sonda de
viabilidad", que representa etapas tempranas del proceso de muerte celular. Claramente la
proporcién de células viables (Anexina V/ sonda de viabilidad’), fue significativamente
menor en los animales tratados con p31-43 (Figura.13).
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Figura 13. Aumento de la muerte celular en el epitelio intestinal por administracion de
p31-43

Andlisis por citometria de flujo de la fraccion epitelial de secciones del intestino delgado de
ratones C57BL/6, 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o p31-43. Las
células epiteliales se identificaron como células EpCAM*. A. Se describe la estrategia de
gating. B. Porcentajes de células vivas (Anexina V- / sonda de viabilidad') (region 1), etapas
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tempranas en el proceso de muerte (Anexina V* / sonda de viabilidad’) (region 11), células
muertas (Anexina V* / sonda de viabilidad*) (regidn Ill) de la poblacion de células EPCAM™ en
ratones que recibieron PBS o p31-43. **** p <0,0001, * p <0,05; Prueba t-Student para
datos no pareados.
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Discusion

Como hemos mencionado anteriormente en la patogenia de la EC, por reestructuracion de
la mucosa, se produce pérdida de vellosidades y muerte de enterocitos proponiéndose a la
apoptosis exacerbada como principal responsable del proceso (Shalimar et al., 2013). En
este sentido, hemos observado un ndmero significativamente elevado de células TUNEL* en
la mucosa duodenal de pacientes celiacos. Sin embargo, solo ocasionalmente detectamos
enterocitos TUNEL*. Dado que la técnica de TUNEL detecta etapas tardias de la muerte
celular programada, es posible que la extrusién de enterocitos al lumen ocurra en una
etapa anterior a la detectable por esta metodologia.

Las células epiteliales extruidas mueren por anoikis, desencadenada por la falta de sefiales
de anclaje de las proteinas de la matriz extracelular (Rutering et al., 2015). Este es un
proceso extremadamente rapido en el que los enterocitos muertos se extruyen de la capa
epitelial en menos de 10 minutos (F. Wang et al., 2011). En el caso de EC, los enterocitos
son blanco de citotoxicidad de los IELs y aunque se desconoce la cinética del proceso, es
esperable que sea aln mas rapido que el fisiolégico, (Mayassi et al., 2019; Meresse et al.,
2006) y que por esta razén mediante la reaccion de TUNEL no podamos evidenciar la
muerte celular en la region epitelial de pacientes con enfermedad celiaca.

Semejante a los resultados obtenidos en muestras de biopsias duodenales, encontramos
que la administracion intragastrica del péptido p31-43 en ratones genera un incremento de
células TUNEL* en la lamina propria. Dicho aumento comienza a etapas tempranas 2-4hs
post estimulo continuando hasta las 16hs. Curiosamente, en este modelo animal,
obtuvimos imagenes que evidencian el fendmeno de anoikis epitelial. Esto refuerza la idea
qgue los enterocitos se extruyen al lumen mucho antes de las etapas detectables por la
técnica.

Para poner en evidencia la muerte de enterocitos en el caso del modelo murino, se empled
citometria de flujo de células epiteliales aisladas de intestino delgado de raton. En este
caso, observamos una disminucion significativa de células vivas acompafiada de un
aumento de células en diferentes estadios de muerte en los ratones tratados con p31-43. A
pesar de extremar los cuidados al momento del aislamiento de las células epiteliales para el
desarrollo de la técnica, no podemos obviar el hecho de que la muerte celular de
enterocitos es disparada inmediatamente después de la reseccién del tejido debido a la
pérdida de anclaje durante el aislamiento (Grossmann et al., 1998). En ese sentido, hemos
documentado un elevado basal de células muertas, sin embargo, concluimos que la muerte
celular debida al aislamiento de las células epiteliales afecta a todos los lotes por igual,
volviéndose estos resultados comparables.
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Por otro lado, fue llamativa la gran cantidad de células en la lamina propria de pacientes
celiacos que sufren un proceso de muerte celular, evidenciado con una reaccién de TUNEL
positiva. Al ser un hecho que no ha sido explorado en la patologia, nos propusimos
entonces, identificar el linaje de estas células por medio de estudios de microscopia de
fluorescencia indirecta.

Observamos que gran parte de las células TUNEL* expresaban CD138, correspondiendo a
células plasmaticas. Si tenemos en cuenta que, en condiciones normales en la mucosa
intestinal, las células plasmaticas son abundantes (X. Wang et al.,, 2019) y que se ha
demostrado que al igual que en otras patologias intestinales, como lo es la enfermedad
inflamatoria intestinal, el recuento de células plasmaticas se incrementa notablemente en
comparacién con pacientes sanos (Jinno et al., 2006; Scott et al., 1984; Tarlton et al., 2012),
podemos suponer que el elevado nimero de células TUNEL* se debe a que estas células
siguen un camino de diferenciacién normal, aunque por su elevada proporcion pareceria
ser un proceso mas relevante. Aungue no tenemos herramientas para profundizar en este
fendmeno, nos resulté muy llamativo que préximos a estas células se encontraron linfocitos
T CD3*, que podrian estar ejerciendo una accion citotdxica, sobre las células CD1387,
mecanismo que hasta el presente no ha sido evaluado.

Dado que esta es una observacion novedosa, y que los Unicos estudios disponibles hasta la
fecha se centran en la evaluacion de la citotoxicidad por parte de los IELs en la region
epitelial (Mayassi et al., 2019; Zorro et al., 2020), los proximos estudios se destinaron a
confirmar la actividad citotdxica de células en la lamina propria asi como en determinar cual
es el mecanismo de citotoxicidad.

Diversos trabajos han documentado la existencia e importancia de linfocitos citotdxicos
restringidos a HLA clase | A (A*0101 B*0801) especificos de gliadina en la lamina propria de
pacientes celiacos (Picascia et al., 2017). Estas células son capaces de inducir apoptosis en
células intestinales en modelos in vitro (Abadie et al., 2020). De todos modos, ha sido dificil
demostrar mecanismos de citotoxicidad y muerte celular que involucre a los linfocitos T
especificos contra péptidos de gluten. En cambio, si se ha observado que el sistema de
receptores NK tiene un rol en los mecanismos de citotoxicidad en la mucosa intestinal
(Mayassi et al., 2019).

Ademas, en la EC, se ha encontrado que un aumento de los enterocitos apoptdticos
correlaciona con una mayor actividad citotdxica de los IELs, que puede asociarse con niveles
mas altos de IFN de tipo | (Jarry et al., 2017).

Con el fin de evaluar si la proximidad de los linfocitos T era simple coincidencia, dada la
abundancia de células plasmaticas en la mucosa duodenal, o consecuencia de la actividad
citotoxica, analizamos la expresion de CD95 (Fas). La induccion de muerte celular por
contacto célula citotéxica/ célula blanco mediado por Fas ya habia sido propuesto como
uno de los ejes citotdxicos en EC (Di Sabatino, et al., 2001). Las imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia indirecta mostraron la expresion de CD95 en las células

79



Capitulo 1: Apoptosis

TUNEL* que poseian un linfocito CD3* cercano, sugiriendo que la apoptosis podia ser, en
parte, inducida en las células plasmaticas. Sin embargo, debido a la limitacidon técnica en el
nimero de canales (colores) que pueden ser adquiridos en el equipo de microscopia
confocal de fluorescencia disponible, no pudimos establecer en forma inequivoca la
induccion de muerte por el eje Fas/FaslL, ya que hubiéramos requerido adquirir cinco
marcas en simultdneo (CD138, CD3, CD95, CD95L, TUNEL).

Previamente mencionamos que el dafio directo al enterocito por parte de IELs podria estar
mediado por el sistema Fas/FasL, pero también por la accion de granzimas y perforinas,
(Ciccocioppo et al., 2001). Adentrandonos en el andlisis observamos que escasas veces se
encuentran células TUNEL* cercanas a células Granzima B*, sugiriendo que este mecanismo
no seria uno de los mas relevantes en la lamina propria.

Como hemos mencionado, la muerte de los enterocitos es consecuencia de la actividad
citotdxica de los IELs, potenciada por el aumento de IL-15, IFNs tipo | e IFNy, granzimas y
perforinas. Existen varias investigaciones que muestran la implicancia de factores pro-
apoptoticos asociados con la EC. En particular, se encontraron aumentadas las proteinas
CD95 y CD95L en intestino de pacientes celiacos (Ciccocioppo et al., 2001). A su vez, la
presencia de IFN tipo | e IFNy puede desempefiar un papel en la sensibilizacion de las
células a la via apoptdtica extrinseca al aumentar la expresion de receptores de muerte en
diferentes células (TNFR1, DR4, CD95), asi como aumentar algunos de los ligandos (TNF-q,
CD95, TRAIL). En este sentido, hemos demostrado que la via de la apoptosis extrinseca esta
activada en pacientes celiacos, evidenciada por el incremento de las formas bioactivas de
caspasa-8 y -3. Asimismo, pudimos verificar en individuos de la poblacién control, que la
apoptosis participa en el proceso normal de recambio de enterocitos. Es sabido que las
areas superpobladas del epitelio, especialmente las superficies convexas (como las puntas
de las vellosidades), son las regiones mas activas para el desprendimiento de células por
extrusion (Kai, 2021). Esto correlaciona con nuestra observacién de un aumento de la
expresion de caspasa-8 y -3 en la punta de las vellosidades de la poblacién control.

Por otro lado, se sugiere que la apoptosis intrinseca puede tener lugar en la EC debido a los
hallazgos de expresién disminuida de Bcl-2 y expresién aumentada de p53 citoplasmatico
en las criptas de tejido duodenal de pacientes con EC no tratados (Shalimar et al., 2013). En
este contexto, el incremento de caspasa-3 puede deberse ademds a la activacion de la via
intrinseca producto del dafio mitocondrial. Sin embargo, a pesar de que estudios previos de
nuestro equipo de trabajo demostraron un incremento del estrés del reticulo endopldsmico
(Allegretti et al., 2013), se requieren estudios adicionales que incluyan marcadores de las
diferentes vias de estrés y de dafio mitocondrial.

En el caso del modelo murino de enteropatia, pudimos evidenciar el incremento en la
relacion Bax/Bcl-2 en intestino delgado de ratones 4hs post estimulacion con p31-43,
relaciondandose con un perfil pro-apoptético inducido por el tratamiento.
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Los estudios realizados en el modelo in vivo mostraron que el aumento de muerte celular
en intestino de ratones tratados con p31-43 se asocia con mayor tasa de apoptosis, de
forma similar a lo encontrado en duodeno de los pacientes celiacos. La evaluacion por
microscopia de fluorescencia reveld un aumento de la expresion de caspasa-3 tanto en el
epitelio como en la lamina propria, mientras que el western blot mostrd un aumento en la
proporcién de caspasa-3 clivada/procaspasa-3 en ambos compartimentos. En cambio, se
observd un patron de expresion diferente cuando examinamos caspasa-8. Aunque sus
niveles en el epitelio aumentaron rapidamente con el tratamiento con p31-43, al igual que
la relacion caspasa-8 clivada/ procaspasa-8, no encontramos sobre-expresion o activacion
de caspasa-8 en la lamina propria.

En conjunto, estos resultados podrian indicar que la via extrinseca de la apoptosis estd
involucrada en la muerte celular en el epitelio inducida por p31-43, mientras que un
mecanismo intrinseco de apoptosis dependiente de caspasa-3, pero independiente de
caspasa-8, podria ocurrir en la lamina propria. Especulamos que podria ocurrir por accion
de la Granzima B liberada por células citotdxicas que clivan la caspasa-3 o Bid para iniciar la
via intrinseca de la apoptosis.

Es importante destacar que la activacion de la caspasa-3, precede a las etapas tardias de la
muerte celular detectadas por TUNEL. Por esto, la expresion de caspasa-3 se puede
detectar en el citoplasma de los enterocitos en las fases muy tempranas del proceso de
muerte celular. Sugiriendo que, al igual que sucedia en las muestras provenientes de
pacientes celiacos, a pesar de existir un fendmeno activo de muerte celular en el epitelio, la
rapida extrusiéon al lumen de los enterocitos por el fendmeno de anoikis, impide detectar
células epiteliales TUNEL".

Un factor importante a tener en cuenta es que, tal como hemos mencionado en la
introduccién general, los mecanismos que conducen a procesos de muerte celular en
nuestro modelo murino de enteropatia provocado por la administracion intragdstrica de
p31-43, no reproducen los mecanismos desencadenados en la mucosa duodenal de los
pacientes celiacos que consumen gluten. En el modelo animal, la muerte celular es solo
consecuencia directa del proceso inflamatorio temprano, mientras en los pacientes celiacos
se desarrollan mecanismos asociados al proceso crénico de la respuesta adaptativa a la
ingesta de péptidos de gluten donde pueden confluir ademas el rol de células citotdxicas
por mecanismos de deteccion de sefiales de estrés (MICA) o BTNL8 (Jabri & Abadie, 2015).
De esta forma, el recambio epitelial de IELs depende entre otros factores, de sefiales de
estrés local, como la disminucién de la expresién de la molécula BTNL8. Este evento,
demostrado en los pacientes celiacos, conlleva al incremento irreversible de ciertas
poblaciones de IELs de perfil inflamatorio. Sin embargo, queda por determinar cudnto
tiempo debe persistir este estado y qué otras sefiales deben estar presentes para
desencadenar el cambio en el perfil de los IELs (Mayassi et al., 2019).

Como comentario final, la llustracién 15 resume los resultados obtenidos en este capitulo.
En ella podemos observar en paralelo los hallazgos tanto en pacientes con enfermedad
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celiaca como en el modelo murino de enteropatia. En ambos casos, se observd un aumento
de la actividad de las caspasas -8 y -3 por diversas técnicas, acompafiados de un incremento
de la sefializacidn a través de la via Fas/FasL y en menor medida una contribucion de la via
de las granzimas. Finalmente, estos mecanismos demuestran un incremento de la apoptosis
que se refleja en un aumento de las células TUNEL positivas.

De todas maneras, a partir del gran nimero de células en proceso de muerte celular
observadas en la mucosa, surge una nueva incognita ésera la apoptosis la Unica fuente de
muerte celular que opera en el tejido? Interrogante que ampliaremos en los siguientes
capitulos.
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\ 8 *

L

™y

r A
o &

.
. s
.
. 0
P L
.

_ Granzima T

-
- -

g 4

]
1
|
v
/\ 1
: ‘\ Procaspasa-3
A Y
LY
pof 'NOOE . W
DA > Caspasa-8 -~ :
o ¥ Caspasa-3
-

Procaspasa-8
Beel 1

Reaccién de TUNELTTm(Zc " Sonoononox
e

llustracion 15. Resumen de resultados de la via apoptotica en la EC

En la ilustracion se resumen de manera esquemdtica los resultados obtenidos sobre la
activacion de la via apoptdtica tanto en el modelo de enteropatia aguda como en la
patogenia de EC. En ambos casos, se observd un aumento de la actividad de las caspasas-8
y -3 por diversas técnicas, acompafiados de un incremento de la sefializacion a través de la
via Fas/FaslL y en menor medida una contribucion de la via de las granzimas. Estos
mecanismos demuestran un incremento de la apoptosis que se refleja en un aumento de las
células TUNEL positivas.
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Conclusiones

Evidenciamos un elevado numero de células TUNEL® en lamina propria de la
mucosa duodenal de pacientes con enfermedad celiaca, mientras que fueron pocas
las ocasiones donde se hallaron enterocitos positivos para esta marca. Hallazgos
similares se obtuvieron en el modelo murino de enteropatia, acompafiados de un
incremento de las células epiteliales Anexina V*/ sonda de viabilidad* en los ratones
tratados con el p31-43.

Las células CD138* (células plasmaticas) explicaron la mayoria de las células TUNEL*
en lamina propria y presentaron una estrecha relacién con linfocitos CD3*
acompafiada por la presencia del eje Fas/FasL en la mucosa duodenal de los
pacientes celiacos.

Documentamos la presencia incrementada de las formas activas de caspasa-8 y -3
indicando que la via extrinseca de apoptosis se encuentra activada en la mucosa
duodenal de pacientes con enfermedad celiaca y en el modelo murino.

En base a los puntos detallados concluimos que se ha logrado confirmar que la via de la

apoptosis, descripta como via fundamental de eliminacidon masiva de células en el epitelio,

se encuentra activa tanto en la mucosa duodenal de pacientes con enfermedad celiaca

como en nuestro modelo murino de enteropatia.

Podemos argumentar que existe evidencia sustancial de un aumento de la apoptosis, cuyos

factores involucrados son el aumento en la actividad citotéxica de los linfocitos en el

epitelio y la lamina propria, con un incremento en la respuesta inflamatoria y en la

produccién de citoquinas (principalmente IFNy, TNF-a) que impulsan la expresion de

factores pro-apoptadticos.
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Introduccion

1. Generalidades de la muerte celular por piroptosis

1.1 Receptores de la inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo, y esta caracterizada por
su habilidad para reconocer un amplio espectro de microorganismos tales como virus,
bacterias y hongos, a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés
pattern-recognition receptors) (Medzhitov, 2001). Estos se expresan en todos los tipos
celulares incluyendo macroéfagos, monocitos, células dendriticas, neutréfilos y células
epiteliales, entre otros, permitiendo una deteccién temprana de patégenos directamente
en el sitio de infeccion. Los PRRs reconocen motivos microbianos conservados llamados
patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs, del inglés microorganisms-
associated molecular patterns), los cuales pueden ser de diversa naturaleza: glucidicos (B-
glucano), proteicos (flagelina) o componentes de la pared celular bacteriana tales como el
peptidoglicano o el lipopolisacarico (LPS) entre muchas otras estructuras.

La activacion del sistema inmune no se basa solamente en el reconocimiento de MAMPs,
sino también en la presencia de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, del inglés
danger-associated molecular patterns) que son liberados por las células infectadas o
dafiadas aun sin infeccién y que, al ser reconocidos, permiten el reclutamiento de células
inmunes para controlar la infeccién o el proceso de dafio en curso e iniciar el proceso de
reparacién del tejido (Amarante-Mendes et al., 2018).

Los PRRs pueden dividirse en tres grupos segun su localizacion. En el primer grupo se
encuentran algunos receptores tipo Toll (TLRs, del inglés Toll-like receptors) y los receptores
de lectina tipo-C (CLRs, del inglés C-type lectin receptors), los cuales son proteinas
transmembrana encontradas en la membrana plasmatica. En el segundo, existen otros que
se encuentran en vesiculas o endosomas como algunos TLRs (TLR3, 7, 8, 9) y finalmente, en
tercer lugar, se encuentran los receptores tipo RIG-I (RLRs, del inglés RIG-I-like receptors),
los receptores tipo AIM2 (ALRs, del inglés AIM2-like receptors) y los receptores tipo NOD
(NLRs, del inglés NOD (nucleotide-binding oligomerization domain -like receptors), que son
proteinas solubles que se encuentran en el citoplasma (Takeuchi & Akira, 2010; Walsh et
al., 2013). Estas familias difieren en su estructura, pero convergen en cascadas de
sefializacion que dan lugar a la activacion de factores proinflamatorios como el factor
nuclear kB (NF-kB), la proteina activadora-1 (AP-1) y factores de regulacién del interferdn
tipo 1 (IRFs).
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1.1.1 Receptores tipo Toll (TLRs)

Esta familia de receptores se expresa en diversos tipos celulares, incluyendo células
mononucleares, endoteliales y epiteliales. Desde el punto de vista de su estructura, los TLRs
son glicoproteinas transmembrana de tipo | que se localizan en la superficie celular (TLR 1,
2,4,5,6,10y 11) o en los endosomas (TLR 3, 7, 8 y 9).

Los TLRs estan compuestos por un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular. El extracelular posee un dominio rico en leucinas (LRR, del inglés:
leucine-rich repeat domain) que interviene en el reconocimiento de ligandos, y que induce
la dimerizacion del dominio intracelular y la activacién de las cascadas de sefializacion. El
dominio intracelular se denomina dominio TIR (del inglés Toll/IL-1 receptor), por ser
homalogo al receptor de la IL-1 (IL-1R), y es necesario para la activacion de las cascadas de
sefializacion (Medzhitov, 2001). Los ligandos de TLRs incluyen lipoproteinas, lipopéptidos vy
mananos (TLR2), ARN de doble cadena (ARNdc) (TLR3), LPS (TLR4), acidos grasos (TLR2 y
TLR4), flagelina (TLR5), ARN de cadena sencilla (ARNcs) (TLR7) y ADN rico en motivos CpG
(TLR9) (Jiménez-Dalmaroni et al., 2016).

Después de la union al ligando, los receptores forman homo- o heterodimeros y reclutan
moléculas adaptadoras como MyD88 (del inglés, myeloid differenciation primary response
gene 88), utilizada por todos los TLRs excepto TLR3 y TLR4, cuando es endocitado, quienes
emplean TRIF (del inglés, TIR-domaincontaining adaptor-inducing interferén (). Estas
moléculas adaptadoras desencadenan la activaciéon de quinasas (complejo IKK, MAPKs) y
factores de transcripcidon como factor nuclear-kB (NF-kB), la proteina activadora-1 (AP-1)y
factores reguladores de interferén (IRFs) (Jeong & Lee, 2011; Takeuchi & Akira, 2010). La
activacién de los TLRs resulta en la produccion de péptidos antimicrobianos, genes
proinflamatorios, entre los que destacan los que codifican para citoquinas inflamatorias e
interleuquinas, como IL-6, IL-1B, TNF-a, quimoquinas, moléculas de adhesién vy
coestimuladoras, asi como también un aumento de expresion de los complejos mayores de
histocompatibilidad (MHCs).

1.1.2 Receptores tipo NOD (NLRs)

Los NLRs son un grupo de proteinas de la inmunidad innata que, al encontrarse solubles en
el citoplasma, son capaces de detectar y responder a sefiales de peligro enddgenas o
provenientes de microorganismos exégenos, que han invadido el citosol (Kim et al., 2016;
Zhong et al., 2013).

Estos receptores, altamente conservados, estan formados por tres dominios: un dominio
central de unién a nucledtidos llamado NACHT (del inglés, neuronal apoptosis inhibitor
protein) que es también conocido como dominio NOD o NBD, un dominio efector N-
terminal y un dominio con repeticiones ricas en leucina (LRR) en la regién C-terminal, que
juega un papel principal en el reconocimiento de los ligandos (Kim et al., 2016).
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Existen diferentes NLRs implicados en la inflamacion dependiente de caspasa-1 como
NOD1, NOD2, NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, NLRP6, NLRP7 y NLRP12. De estos NLRs,
NLRP1, NLRP3, NLRC4, NLRP6 y NLRP7 son capaces de ensamblarse con otras proteinas y
formar inflamasomas, desempefiando un rol central en la respuesta inflamatoria
(Sutterwala et al., 2007).

Como ya hemos mencionado, existen ademads otro tipo de receptores no NLR, capaces de
desencadenar la activacion del inflamasoma dependiente de caspasa-1 como AIM2 e IFI16
(Hustracién 16).
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llustracion 16. Dominios estructurales de los receptores tipo NOD y ALR

Los receptores tipo NOD estdn compuestos por diferentes dominios, cada uno de los cuales
contribuye a la funcion bioldgica del receptor. Los miembros de la famila NLR poseen un
dominio NACHT sequido por varias LRRs, y segun el receptor NLR pueden llevar un dominio
PYD de union a ASC (NLRP3 y NLRP6), un dominio CARD de unién a caspasa (NLRC4) o
ambos dominios (NLRP1 humana ya que el NLRP1 murino carece del dominio PYD). La
proteina AIMZ2 contiene un dominio PYD seguido de un dominio de union a ADN, HIN200. Los
dominios PYD de AIMZ2, NLRP1, NLRP3 y NLRP6 reclutan a la proteina adaptadora ASC,
mientras que NLRP1 y NLRC4 pueden interaccionar directamente con la caspasa-1 a través
del dominio CARD o indirectamente a través de ASC. El dominio FIIND encontrado en NLRP1
tiene una funcion unica de activacion auto-proteolitica del inflamasoma. Adaptada de
Lamkanfi & Dixit, 2012.
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1.2 El inflamasoma NLRP3

El inflamasoma NLRP3 juega un papel esencial en la inmunidad innata (Watanabe et al.,
2021), pertenece a la familia del dominio de union a nucledtidos (NBD) y proteinas que
contienen repeticiones ricas en leucina (LRR) (NLR). Tiene un dominio pirina N-terminal, que
interactla con la proteina adaptadora ASC a través de interacciones entre dominios pirina;
un dominio central de adenosina trifosfatasa (ATPasa) conocido como NACHT y un dominio
LRR C-terminal (Zhen & Zhang, 2019). ASC también tiene un dominio de reclutamiento de
caspasa-1 para promover su dimerizacion y activacion.

NLRP3 es un sensor ampliamente estudiado ya que es activado por un gran espectro de
estimulos aparentemente no relacionados que, en distintos modelos, se asocian con el
eflujo de K (Xu et al.,, 2020). La activaciéon inapropiada del inflamasoma NLRP3 est3
implicada en muchas enfermedades, como tumores, enfermedades inflamatorias vy
autoinmunes. Las mutaciones autosémicas dominantes del gen NLRP3 estan relacionadas
con enfermedades autoinflamatorias que se conocen colectivamente como sindromes
periodicos asociados a criopirina (CAPS) (G. Liu et al., 2020).

El ensamblaje del inflamasoma NLRP3 puede activarse mediante una variedad de estimulos
exdgenos, que incluyen nigericina, gramicidina, ATP extracelular, toxinas proteicas
formadoras de poros o, también, puede ser inducido por el flujo de salida de K* (Xu et al,,
2020), aumento de Ca’* intracelular (Platt et al., 2022), disminuciéon de AMP ciclico celular
(Lee GS 2012), liberacién de ADN mitocondrial oxidado, desestabilizacion lisosémica,
disfuncion mitocondrial y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Rovira-Llopis
et al., 2018). Como puede apreciarse, estos estimulos son estructuralmente muy diferentes
y si bien el mecanismo molecular del inicio del ensamblado de la plataforma de NLRP3 no es
completamente conocido, se estima que NLRP3 no reconoce directamente estructuras
moleculares particulares. Por lo tanto, es probable que los MAMPs y DAMPs activen el
inflamasoma NLRP3 al inducir cambios en la homeostasis celular (Matikainen et al., 2020).

En respuesta al estimulo activador, la proteina NLRP3 se oligomeriza. Este proceso requiere
de la unién de ATP o deoxiATP a su elemento NBD o NOD, evento que estd altamente
regulado por la actividad ATPasa del elemento NBD y por la concentracién intracelular de
K*. Una vez que oligomeriza, la proteina NLRP3 recluta la proteina adaptadora ASC a través
de interacciones de los dominios PYD. La presencia de ASC en este inflamasoma, da lugar a
la formacion de agregados supramoleculares de un tamafio comprendido entre 1y 2 um,
llamados specks o piroptosomas (Fernandes-Alnemri et al., 2007). Durante esta activacion,
se forma un Unico agregado por célula, que es el encargado de reclutar y activar la caspasa-
1 a través de interacciones de los dominios CARD (Watanabe et al., 2021).

Como mencionamos, aun no es conocido en detalle el mecanismo molecular involucrado en
el inicio de la formacion de la plataforma del inflamasoma NLRP3. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que la quinasa Ser/Thr NEK7 puede regular directamente la
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activacion de este inflamasoma a través de la interaccion directa NLRP3-NEK7 (G. Liu et al,,
2020; Sharif et al., 2019). La regién N-terminal de NEK7 interactua con las repeticiones C-
terminales ricas en leucina (LRR) y el dominio de unién a nucledtidos (NOD) de NLRP3. NEK7
participa en la acetilacion de los microtubulos durante la activacion del inflamasoma NLRP3.
Se ha demostrado que NEK7 estd involucrado en varias vias relacionadas con la activacién
del inflamasoma NLRP3, como la sefializacién de ROS (Weinberg et al., 2015), la salida de
K*, la desestabilizacién lisosomal y la sefializacion de NF-kB. Los ratones con deficiencia de
NEK7 presentan una secrecion reducida de IL-1B y reclutamiento atenuado de células
inmunes (G. Liu et al., 2020; Sharif et al., 2019). A su vez, se ha demostrado que NEK7 estd
involucrado en enfermedades relacionadas con NLRP3 en humanos (G. Liu et al., 2020).

Posiblemente la activacion de NLRP3 implica modificaciones postraduccionales y/o cambios
conformacionales (Mangan et al., 2018; Song & Li, 2018). Humayun Sharif et al proponen
que, para la activacion del NLRP3, primero debe producirse la formaciéon del complejo
NLRP3-NEK7, y la conversion de NACHT de una conformacién inactiva a una activa, para
finalmente lograr la oligomerizacion de NLRP3 (Sharif et al.,, 2019). Esta transiciéon
conformacional puede requerir la unién de ATP ya que se ha demostrado previamente que
NLRP3 posee actividad ATPasa. En forma analoga, para la activacion de la proteina APAF-1,
gue contiene el dominio NACHT, se requiere la unién de ATP, aunque no la hidrolisis.

En la actualidad, se han utilizado inhibidores selectivos de la proteina NLRP3, como
MCC950, 3,4-metilendioxi-B-nitroestireno, CY-09, Tranilast y oridonina, tanto para
profundizar en el estudio de la via como para evaluar su potencial utilizacién terapéutica (G.
Liu et al., 2020).

El MCC950 es el inhibidor de NLRP3 mas especifico, mejor caracterizado y el mas empleado
tanto en investigacién basica como en una amplia gama de enfermedades inflamatorias
relacionadas con NLRP3. MCC950 es un potente inhibidor altamente especifico de la
activaciéon del inflamasoma NLRP3, debido a que bloquea la interaccién entre NEK7 y
NLRP3. Hasta el 2016 se contaba con el perfil farmacocinético detallado, pero el mecanismo
de accién aun no se conocia.

Se sabia que MCC950 no afectaba el flujo de K*, el flujo de Ca?*, las interacciones NLRP3-
NLRP3 o NLRP3-ASC y se habian descartado otros posibles objetivos como caspasa-1
(Primiano et al., 2016), finalmente el descubrimiento de NEK7 por dos grupos de
investigacion independientes permitié definir el mecanismo de inhibicion de MCC950 (Chen
et al.,, 2019). Ensayos en modelos experimentales mostraron que MCC950 inhibe la
activacion del inflamasoma NLRP3 y la secrecion de IL-1B en ratones con carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello, y mejora la inmunidad antitumoral. Ademas, MCC950
redujo la produccidon de IL-1B y atenud la gravedad de la encefalomielitis autoinmune
experimental (Coll et al., 2014).
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1.3 Bases moleculares de la muerte celular por Piroptosis

La piroptosis es una forma litica de muerte celular programada que conduce a una répida
eliminacién de las células dafiadas durante la infeccion. Se desencadena por una via
canonica que implica la activacién de inflamasomas que conduce a la activacion de caspasa-
1, 0 una via no candnica impulsada por la activacion de caspasa-4/5 (o caspasa-11 en ratdn)
(D. Tang, 2019) (llustracién 17).
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llustracion 17. Piroptosis en respuesta a la infeccion. Via canénica y no canénica

La piroptosis es iniciada por caspasa-1 o caspasa-11. La caspasa-1 es activada por uno de
los varios inflamasomas. NLRP3 responde a numerosos agonistas, pero para ello es
necesario que reciba un estimulo de cebado a través de receptores tipo Toll (TLR) o del
factor de necrosis tumoral (TNF). AIM2 detecta ADN citosdlico e IFI16 también detecta
dcidos nucleicos virales. NLRC4 es activada por flagelinas bacterianas o el sistema de
secrecion de tipo Ill (T3SS). Por el contrario, la caspasa-11 es, en si misma, el sensor de LPS
citosdlico. Similar a NLRP3, la caspasa-11 requiere cebado, pero esta vez por IFN de tipo | o
IFNy. Tanto la caspasa-1 como la caspasa-11 clivan independientemente la Gasdermina D, a
partir de la cual el fragmento amino-terminal liberado se asocia con la membrana celular y
oligomeriza para formar el poro piroptdtico. Ademds, la caspasa-1 convierte pro-IL-18 y la
pro-IL-18 a sus formas maduras (en cambio, la caspasa-11 no puede hacer este clivaje).
Adaptada de Jorgensen et al., 2017.
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1.3.1 Via candnica de la piroptosis

Como hemos mencionado, los inflamasomas son un complejo multiprotéico citosélico que
se forman en respuesta a infecciones y sefiales de dafio endégeno (Watanabe et al., 2021).
Estos comprenden receptores tipo NOD (NLR) (dominios pirinicos de la familia NLR que
contienen proteinas NLRP1, 2, 3, 6 y NLRC4) o no NLR (AIM2 e IFNy- proteina inducible 16
"IFI16") (Kesavardhana & Kanneganti, 2017).

La activacién del inflamasoma requiere dos sefiales. En primer lugar, se necesita una "sefial
|, de cebado" como aquellas inducidas por ligandos de TLRs, IFNs o alarminas, que
conducen a la activacion de la via intracelular de NF-kB. La segunda sefial puede producirse
mediante una amplia gama de estimulos, cuya naturaleza depende del sensor involucrado
(es decir, miembros de la familia NLR, AIM2 o IFI16). Estos pueden incluir MAMPs derivados
de patdgenos, materiales particulados (silice y asbesto) o DAMPs como ATP extracelular,
acido Urico vy cristales de colesterol, o pueden involucrar eventos celulares adicionales,
como eflujo de K*, dafio mitocondrial y generacién de ROS, o ruptura lisosomal
(Kesavardhana & Kanneganti, 2017).

Tras la activacidon del inflamasoma, estas proteinas se oligomerizan y ensamblan con la
proteina ASC que actla como una proteina adaptadora la cual se une e induce la activacion
de la caspasa-1, formandose entonces la plataforma activa del inflamasoma, cuya
estructura dependerd del sensor involucrado en la sefial inicial (Zmora et al.,, 2017)
(Hustracién 18).

Inflamasoma Inflamasoma Inflamasoma
NLRP3 NLRC4 AlM2

ASC

LRR
HIN-200

NACTH

pro-caspasa-1

pro-caspasa-1

pro-caspasa-1

llustracion 18. Ensamblaje de los inflamasomas

Las proteinas NLRP3 y NLRC4, asi como la proteina AIMZ2, son capaces de ensamblar
inflamasomas. Lo hacen reclutando y activando la pro-caspasa-1 directamente a través de
los dominios CARD (rosa) o indirectamente a través de la proteina ASC. Figura modificada de
Eitel et al. 2011.
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Cuando se activa, este complejo cliva a pro-IL-1B y pro-IL-18 generando sus formas activas y
a GSDMD, produciendo fragmentos N-terminales que se multimerizan y se unen a la
membrana celular interna, lo que lleva a la formacién de poros de ~20 nm de didmetro que
permiten la liberacion de IL-1B e IL-18 maduras, ademads de alarminas como IL-33, IL-1a vy
HMGB1 (Kesavardhana & Kanneganti, 2017; Tang et al., 2019; Zhen & Zhang, 2019).

Existe un equilibrio entre la formacion de poros y la reparacién de la membrana celular,
estableciéndose un balance que mantiene la viabilidad celular. Si el nimero de poros
excede la capacidad de la maquinaria de reparacion, la célula morira por un proceso litico
denominado piroptosis (Tang et al., 2019).

1.3.2 Via no canédnica de la piroptosis

Se ha demostrado que el LPS de las bacterias Gram negativas activa el inflamasoma de
manera no canonica al unirse directamente en el citosol a la caspasa-4/5 en humanos y la
caspasa-11 en ratén (Matikainen et al., 2020). Los fragmentos N-terminales de GSDMD se
pueden generar mediante un mecanismo dependiente de caspasas-4/5 o caspasa-11, en
presencia de LPS citosdlico. En este caso, la caspasa-4/5 (o caspasa-11) se oligomeriza y
activa, y este complejo genera la forma madura de GSDMD (Tang et al.,, 2019; Zhen &
Zhang, 2019).

En contraste con la capacidad de procesamiento de la Gasdermina D, las caspasas-4/5/11
no candnicas son menos eficientes en el procesamiento directo de las citocinas
proinflamatorias IL-1B e IL-18 en comparacion con la caspasa-1 (Qiu et al., 2017).

La activacidon no candnica del inflamasoma, mediada por caspasa-11, fue descubierta en
ratones en el 2011 (Kayagaki et al., 2011). Estudios posteriores demostraron que la caspasa-
4y la caspasa-5, ortdlogos de la caspasa-11 en ratdn, funcionan como un inflamasoma no
canodnico en las células humanas (Knodler et al., 2014; Schmid-Burgk et al., 2015). A pesar
de las similitudes entre caspasa-11 y caspasa-5, la mayoria de las publicaciones consideran
gue la caspasa-4 es el homodlogo funcional de la caspasa-11 (Matikainen et al., 2020).

Se ha demostrado que la caspasa-4 estd directamente involucrada en la deteccion de LPS
mientras que el papel de la caspasa-5 en la deteccién de LPS sigue siendo poco claro
(Casson et al., 2015). Ademas, la caspasa-5, pero no la caspasa-4, es inducible por LPS e
IFNs, lo que también sugiere una funcién diferencial para estas caspasas.

El LPS bacteriano, un componente inmunogénico principal de la pared celular de las
bacterias Gram negativas, es el MAMP esencial responsable del desarrollo de la inflamacion
durante estas infecciones bacterianas. El LPS es reconocido en el espacio extracelular por
TLR4, tras la activacion, dimeriza y recluta MyD88, que inicia la cascada de sefializacién por
NF-kB, induciendo la transcripcidn de las citoquinas proinflamatorias como IL-1pB, IL-6 y TNF-
o (Mazgaeen & Gurung, 2020).
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Esta sefializacién dependiente de MyD88 también sirve como un paso de cebado para la
activacion candnica del inflamasoma, al inducir la expresidn del gen NLRP3 (Bauernfeind et
al., 2009). Durante el reconocimiento de LPS, el TLR4 también es endocitado, y en el
compartimiento endosémico, envia sefiales a través de TRIF (IFN-B inductor de adaptador
gue contiene el dominio TIR), lo que induce la produccién de IFN tipo | (Kagan et al., 2008).
En 2011, Kayagaki et al. (Kayagaki et al., 2011) demostraron por primera vez que la caspasa-
11 es necesaria para el procesamiento proteolitico y la secrecion de IL-18 en macréfagos de
ratén infectados con bacterias Gram-negativas, pero prescindible cuando las mismas células
fueron infectadas con bacterias Gram-positivas o tratados con activadores del inflamasoma
no bacterianos.

2. Piroptosis en la mucosa intestinal y posible asociacion con la

enfermedad celiaca

Si bien se ha avanzado en el conocimiento de las vias de activacién del inflamasoma, es
importante destacar que los mecanismos de regulacidn, asi como sus consecuencias
bioldgicas en los tejidos son dificiles de establecer debido a la simultaneidad de sefiales. En
este sentido, la informacion que se dispone sobre la piroptosis en el intestino delgado es
muy limitada. Siendo ampliamente estudiado el inicio de esta via debido a infecciones, pero
poco abordado en condiciones no infecciosas (Christgen et al., 2020; Gong et al., 2020).

Como se menciond, la informacion sobre procesos de muerte celular distintos a la
apoptosis, asociados a la mucosa de pacientes celiacos es escasa. A su vez, dado que las
diferentes vias inflamatorias y de muerte celular programada comparten factores, es dificil
identificar el papel de una via en particular.

La caspasa-1, por ejemplo, comparte sustratos con elementos de otras vias, como la
caspasa-3 y Bid y, de esta forma, se conecta con la via de muerte celular por apoptosis
(Samir et al., 2020). A su vez, la activacion de caspasa-8 podria contribuir a producir formas
activas de caspasa-1 e IL-1B en el epitelio y clivar GSDMD amplificando la inflamacién y la
muerte celular programada (Xu et al., 2020).

Se encontré que IL-1B se libera activamente en los sobrenadantes de PBMC de pacientes
con EC incubadas con gliadinas tratadas con pepsina-tripsina (K. M. Harris et al., 2008) y que
los niveles séricos de IL-1B disminuyen en pacientes con EC después de 1 afio con dieta libre
de gluten (Manavalan et al., 2010), sugiriendo una activaciéon del inflamasoma inducida por
gliadinas que se revierte en los pacientes en tratamiento.

De manera similar, otro estudio utilizando PBMCs, mostré una mayor produccion de IL-1B e
IL-18 luego del tratamiento con gliadinas digeridas con pepsina cuando se usaron células de
pacientes celiacos en comparacion con controles sanos. Es importante destacar que la
liberacion de estas citoquinas fue inhibida al bloquear la salida de K*, lo que sugiere que la
activacion del inflamasoma es necesaria (Palova-Jelinkova et al., 2013).
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Ensayos in vitro mostraron que el IFNy estimula la activacion del inflamasoma dependiente
de caspasa-1 y la produccidon de IL-18 en biopsias duodenales de pacientes celiacos. A su
vez, IL-18 induce la produccién de IFNa que expande el circuito proinflamatorio (Jarry et al.,
2017).

A su vez, otros elementos criticos en la patogenia de EC tienen relacion directa con el eje
del inflamasoma, por ejemplo, se ha demostrado que el propio IFNy induce un aumento de
la expresion de NLRP6, caspasa-1y -5 en enterocitos aislados de pacientes celiacos (Pietz et
al., 2017). También en estos pacientes se encontraron niveles elevados de ROS (Moretti et
al., 2018) y DAMPs como IL-33 (Perez et al., 2020) o HMGB1 (Manti et al., 2017) quien
curiosamente puede promover la activacion de la piroptosis mediante la liberacién de LPS
en el citosol celular induciendo la activacion de las caspasa-4/5 (Deng et al., 2018).

Por otro lado, empleando el modelo experimental de enteropatia hemos demostrado que
el péptido gliadina p31-43 forma oligdmeros (Herrera et al., 2019) e induce la formacién del
complejo ASC, en una linea reportera que evidencia la activacion del inflamasoma in vitro
(Gémez Castro et al., 2019).

La administracién por via intragdstrica causa dafio a la mucosa de intestino delgado
proximal de ratones C57BL/6, mediante la induccién de una respuesta inflamatoria asociada
con la produccién de IFN tipo | e IL-1B, de una manera dependiente de MyD88 (Araya et al.,
2016), NLRP3 vy caspasa-1 (Gémez Castro et al., 2019). Empleando ratones C3H-Hel
(deficiente en la sefializacion de TLR4), mostramos que este efecto, cuando el péptido se
administra intraluminalmente, no es dependiente de TLR4, lo que nos permitié descartar
que los resultados observados fuesen artefactos, debidos a contaminacién por LPS (Araya
et al., 2016).

Por otro lado, estudios realizados por el grupo del Dr. Maiuri, muestran que este péptido
también puede inducir inflamacién al unirse e inhibir la subunidad del regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), que en las células epiteliales
intestinales llevaria a estrés epitelial, activacién del inflamasoma vy liberacion de IL-1B
(Maiuri et al., 2019).

Por lo tanto, el empleo del péptido p31-43 parece ser un buen modelo para caracterizar la
respuesta inflamatoria mediada por el inflamasoma en intestino delgado.
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Justificacion

En el capitulo anterior, demostramos que la apoptosis efectivamente juega un papel clave
en los procesos de muerte celular programada que ocurren en la mucosa intestinal de
pacientes con enfermedad celiaca. Sin embargo, los procesos inflamatorios persistentes en
la mucosa sugieren que otras vias de muerte celular programada podrian estar
involucradas.

Debido a que tanto las vias inflamatorias como de muerte celular comparten factores, es
posible que estos mecanismos presenten solapamiento de mediadores, mds aun cuando se
estudia un tejido completo, como la mucosa duodenal de pacientes con enfermedad
celiaca, donde ocurre un proceso crénico de dafio tisular. Por lo tanto, en este capitulo nos
centraremos en el estudio de la activacién del inflamasoma y la consecuente muerte
proinflamatoria por piroptosis.

Objetivos especificos

e Analizar la implicancia de la induccion de piroptosis en la muerte celular en la
mucosa duodenal de pacientes con enfermedad celiaca.

e Determinar la participacion de los mediadores centrales de la muerte celular por
piroptosis.

e FEvaluar si el p31-43 induce activacién del inflamasoma en intestino delgado
proximal en un modelo experimental de enteropatia.

e Confirmar, mediante un modelo in vivo, la activacion del inflamasoma NLRP3 en los
mecanismos de dafio en la mucosa intestinal, mediados por p31-43, empleando
inhibidores selectivos de la via.
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Resultados

1. Analisis de la expresion de componentes claves de la piroptosis en la

mucosa duodenal de pacientes celiacos

1.1 Inflamasomas y su implicancia en la activacion de la via candnica en
enfermedad celiaca

Como principales miembros de la activacién candnica de la piroptosis hemos decidido
estudiar la expresion de diversos inflamasomas claves a nivel del intestino delgado como
AIM2, NLRP3 e IFI16 (Kim et al., 2016; Zmora et al., 2017).

Los resultados de los estudios mediante gPCR mostraron un incremento de la expresién de
AIM2 y NLRP3 en pacientes celiacos respecto de los controles, mientras que IFI16, aunque
mostré la misma tendencia, no presentd diferencias significativas entre ambos grupos
estudiados (Figura 14.A-C). Estos resultados sugieren que la mayor expresion de AIM2 vy
NLRP3 podria relacionarse con un aumento de su actividad y potencialmente, con la
activacion de la via de la piroptosis en duodeno de pacientes celiacos.
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Figura 14. Expresion de inflamasomas en mucosa duodenal

Resultados de qPCR para el gen A. AIM2(NC =5, EC = 9). * p <0,05; Prueba t-Student para
datos no pareados B. NLRP3 (NC = 6, EC = 5). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no
pareados C. IFI16 (NC = 5, EC = 9). ns; Prueba t-Student para datos no pareados. Todos
referidos a EEF1A1 como gen de referencia.

1.2 Estudio de la expresion de caspasa-1 en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos

Para comenzar el anadlisis sobre el rol de la via candnica de la piroptosis en el intestino
delgado evaluamos la expresidon de caspasa-1, como elemento central en esta via. Ademas,
como es posible determinar su estado activo mediante diversas técnicas, nos permitiod
caracterizar funcionalmente la actividad del inflamasoma, en especial, considerando que
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AIM2 y NLRP3 mostraron induccion de su expresion en el duodeno de los pacientes
celiacos.

La evaluacién por inmunofluorescencia indirecta mostrd un incremento en la expresion de
caspasa-1 en cortes histologicos de la mucosa duodenal de pacientes celiacos (EC) en
comparacién con los individuos no celiacos (NC) (Figura 15.A-B). Las imagenes obtenidas
revelaron que los pacientes celiacos presentan una expresion aumentada de caspasa-1
principalmente en la region del fondo las criptas, patrén de distribucién muy llamativo que
requerira de futuros estudios (Figura 15.A).

El andlisis del extracto de proteinas obtenido de las piezas de biopsias duodenales mediante
western blot confirmdé que este aumento se debia a la presencia de una mayor cantidad de
caspasa-1 clivada, es decir de su versidon activa, evidenciada tanto cuando se estudia la
relacién de caspasa-1 clivada: procaspasa-1, como cuando se analiza cada una respecto del
control de carga que en este caso es B-actina (Figura 15.C-D).
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Figura 15. Mayor expresion de caspasa-1 en la mucosa duodenal de pacientes celiacos

A. Imdgenes representativas de inmunofluorescencia indirecta de caspasa-1 en la mucosa
duodenal de pacientes con EC y NC. Caspasa-1 (rojo), Nucleos (azul). B. Intensidad de
fluorescencia media de la marcacion de caspasa-1 en secciones de mucosa duodenal (NC =
5, EC=8). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no pareados. C. Imdgenes representativas
por western blot de fragmentos de caspasa-1 en pacientes celiacos (EC) y no celiacos (NC).
Se utilizé B-actina como proteina de control de carga. D. Izquierda: andlisis cuantitativo de
las bandas expresadas como la proporcion de caspasa-1 clivada: procaspasa-1 en pacientes
celiacos (EC = 8) y no celiacos (NC = 8). *** p <0,001; Prueba t-Student para datos no
pareados. Derecha: Andlisis cuantitativo de las bandas expresadas como la proporcion de
caspasa-1 clivada: f-actina en pacientes con EC y NC. * p <0,05; Prueba t-Student para
datos no pareados.
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1.3 Estudio de la expresion de GSDMD en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos

Dado que hemos encontrado un aumento de la forma activa de caspasa-1 en el duodeno de
pacientes celiacos, nos propusimos evaluar si la via del inflamasoma conducia a la
generacion de fragmentos formadores de poros de GSDMD por los que se liberan
citoquinas y DAMPs, y como mencionamos, en situaciéon de desbalance del sistema de
reparacién de membranas, conducen a la lisis de la célula.

La evaluacion por inmunofluorescencia indirecta mostrd expresidon incrementada de
GSDMD en cortes histolégicos de biopsias duodenales de pacientes celiacos en
comparacioén con individuos de la poblacion control (Figura 16.A-B). Esto correlaciond con
niveles mas altos de ARNm, determinado mediante gPCR, en extractos de ARN total
obtenido de las piezas de biopsias duodenales (Figura 16.C).

Las imdagenes obtenidas revelaron que los pacientes celiacos presentan una expresion
aumentada de GSDMD en el epitelio y la lamina propria (Figura 16.A). En unos pocos casos,
se observd un patron similar en la expresidon epitelial de GSDMD en las muestras de
pacientes control, sin embargo, estos presentaron una menor intensidad de fluorescencia.
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Figura 16. Mayor expresion de GSDMD en epitelio y lamina propria de intestino delgado
de pacientes celiacos

A. Imdgenes representativas de ensayos de inmunofluorescencia indirecta de GSDMD en la
mucosa duodenal de pacientes celiacos (EC) y no celiacos (NC). GSDMD (rojo), Nucleos
(azul). B. Intensidad de fluorescencia media de GSDMD en secciones de mucosa duodenal.
(NC =9, EC=7). ** p <0,01; Prueba t-Student para datos no pareados. C. Andlisis por gPCR
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de los niveles de ARNm de GSDMD (NC = 7, EC = 12). * p <0,05; Prueba t-Student para datos
no pareados.

Con el fin de realizar una evaluacion cuantitativa de la expresién de GSDMD vy sus
fragmentos, se analizd mediante western blot, la fraccion de proteinas totales obtenidas a
partir de biopsias duodenales de pacientes celiacos y controles.

En primer lugar, utilizamos un anticuerpo anti-GSDMD humana (ab210070, Abcam) que no
permitié evidenciar los fragmentos de GSDMD a pesar de aumentar considerablemente la
cantidad de proteina empleada en el desarrollo de la técnica (Figura 17.A-B). Por esa razon,
empleando este anticuerpo basamos nuestro analisis en la disminucion de la cantidad de
GSDMD completa (Full GSDMD). Para nuestra sorpresa, al analizar las mismas muestras
utilizando un anticuerpo anti-GSDMD de ratén (ab225867, Abcam) pudimos evidenciar un
incremento de la fraccion N-terminal de GSDMD. Este anticuerpo es muy Util en el analisis
de muestras de intestino en el modelo murino, sin embargo, esta reactividad compartida no
estaba descripta en el instructivo del proveedor (Figura 17.C).

Estos hallazgos sugieren la activacién de GSDMD en pacientes celiacos y confirma la
activacion del inflamasoma y posible rol de la piroptosis en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos.
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Figura 17. Mayor expresion de fragmento N-terminal de GSDMD en pacientes celiacos

A. Imdgenes representativas por western blot de Full GSDMD en pacientes celiacos (EC) y de
poblacidn control (NC), empleando el anticuerpo ab210070, Abcam sembrando 30 y 50ug
de proteina por linea. Se utilizd [-actina como proteina de control de carga. B. Andlisis
cuantitativo de las bandas expresadas como la proporcion de Full GSDMD: f-actina (EC = 6)
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o (NC = 6). *** p <0,001; Prueba t-Student para datos no pareados. C. Izquierda: Imdgenes
representativas por western blot de fragmento N-terminal de GSDMD en EC y NC. Cuando se
utilizé el anticuerpo primario ab225867, Abcam. Se utilizé -actina como proteina de control
de carga. Derecha: andlisis cuantitativo de las bandas expresadas como la proporcion de N-
terminal GSDMD: Full GSDMD (EC =4) o (NC = 4). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no
pareados.

1.4 Estudio de la expresion de IL-1B en mucosa duodenal de pacientes
celiacos

El ensamblado del inflamasoma conduce a la activacién de caspasa-1 la que, a su vez, a
partir de pro-IL-1p genera la forma activa de la citoquina que es liberada a través de los
poros formados en la membrana plasmatica por la oligomerizacién del dominio N-terminal
de GSDMD.

Por lo tanto, dado que el evento final en la activacion del inflamasoma es la liberacién de IL-
1B, estudiamos su expresion en cortes de biopsias duodenales de pacientes celiacos y de la
poblacién control. Los estudios por inmunofluorescencia indirecta mostraron un aumento
de expresién tanto en epitelio como en células de la lamina propria de pacientes celiacos
(Figura 18.A). En el analisis por gPCR del ARNm total obtenido de las piezas de biopsias
duodenales, se observéd un aumento significativo de los niveles de ARNm de IL-1p en
pacientes celiacos comparados con la poblacién control (Figura 18.B). Para evaluar la forma
activa de IL-1B, se realizd un analisis mediante western blot donde la cuantificacion de la
intensidad de las bandas mostrd un aumento significativo en la expresion de la forma activa
de IL-1P en los pacientes con enfermedad celiaca (Figura 18.C).

A EC
50 >
(Y 40 i
3 a °
= 30
= =
& E 20 °,
o = ——
10 °®
NC EC
B C
2.0 *kkk
*
0.0020-
kDa NC EC .g 1.59 ® : h]
S < 0.0015 °
o IL-18 3 =
— - @& 1.0 [} o
Madura ; M o000l _
42 e —— P-Actina - ﬁ__L
= 054 N 0.00054
- °®
3 - —=— :
0.0- .0000 - r
NC EC NC EC

99



Capitulo 2: Piroptosis

Figura 18. Mayor expresion de IL-18 en el duodeno de pacientes celiacos

A. Izquierda: Imdgenes representativas del andlisis por inmunofluorescencia indirecta de IL-
1B en la mucosa duodenal de pacientes celiacos (EC) y de poblacion control (NC). 1L-18
(rojo), Nucleos (azul). Derecha: Intensidad de fluorescencia media de la marcacidn de IL-1(
en secciones de mucosa duodenal. (NC =5, EC = 5). * p <0,05; Prueba t-Student para datos
no pareados. B. Izquierda: Imdgenes representativas del andlisis por western blot de
fragmentos de IL-1B. Se utilizd [-actina como proteina de control de carga. Derecha: andlisis
cuantitativo de las bandas expresadas como la proporcion de IL-1f madura: f-actina (NC =
7, EC = 7). **** p <0,0001; Prueba t-Student para datos no pareados. C. Andlisis por gPCR
de la expresion del gen de IL-1B, empleando EEF1AI1 como gen de referencia (NC = 5, EC =
7). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no pareados.

1.5 Activacion de caspasa-4 en la mucosa duodenal de pacientes con
enfermedad celiaca

Finalmente, luego de haber documentado la induccion de la via candnica de la piroptosis
mediante la demostracion del aumento en la expresion de los inflamasomas estudiados,
sumado a la activacion de caspasa-1 y GSDMD, con la consecuente liberacion de IL-1B,
decidimos evaluar caspasa-4 como representante de la activacion no candnica de la
piroptosis.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se demostro la existencia de una mayor expresion
de esta caspasa en la mucosa de los pacientes celiacos respecto de los controles. La mayor
intensidad de fluorescencia se encontrd principalmente en la regién epitelial y del fondo de
las criptas, aungue también se encontré un aumento a nivel de la lamina propria (Figura
19.A).

Para estudiar si ese incremento era producto de la version activa de la caspasa-4 se
procediod a analizar, mediante la técnica de western blot, homogenatos proteicos obtenidos
a partir de piezas de biopsias intestinales (Figura 19.B). Evidenciamos que, efectivamente, el
incremento de expresion de caspasa-4 se debia a un aumento de su versidon activa,
pudiendo sugerir entonces una implicancia de la via no candnica de la piroptosis.
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Figura 19. Mayor expresion de caspasa-4 en el intestino delgado de pacientes celiacos

A. lzquierda: Imdgenes representativas de marcacion para caspasa-4 en el intestino delgado
de pacientes celiacos y controles. Tincion DAPI para nucleos (azul), caspasa-4 en rojo.
Derecha: Intensidad de fluorescencia media de la marcacion de caspasa-4 en secciones de
mucosa duodenal de EC (n = 4) y NC (n = 4). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no
pareados B. Imagen de western blot representativo y andlisis cuantificacion de la activacion
de caspasa-4 expresada como la relacion de caspasa-4 clivada: Procaspasa-4 en EC (n=9)y
NC (n=9). * p <0,05; Prueba t de Student para datos no apareados.

2. Evaluacion de muerte celular por piroptosis en un modelo murino de
enteropatia

Dado que en nuestro grupo de trabajo hemos desarrollado un modelo de enteropatia en
ratones wild type (C57BL/6), donde se observd que el dafio a la mucosa del intestino
proximal, inducido mediante la administracién intragastrica del péptido de gliadinas p31-43,
es dependiente de NLRP3 y caspasa-1 (Gdmez Castro et al., 2019), consideramos que
resulta un excelente modelo para estudiar la activacién del inflamasoma NLRP3 in vivo y
evaluar si la muerte celular por piroptosis participa en este modelo experimental de
enteropatia. Es importante destacar que este modelo nos permite estudiar por separado la
fraccion epitelial y de lamina propria, aspecto que no nos fue posible evaluar en las
muestras provenientes de pacientes.
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2.1 Analisis de la induccidn de piroptosis en el epitelio y lamina propria
intestinal tras la administracion intragastrica de p31-43 en un modelo
murino de enteropatia

Con el fin de evaluar el rol de la activacion del inflamasoma en el dafio a la mucosa
intestinal inducido por la administracion intragastrica de p31-43, nos intereso estudiar si se
encuentran sobre-expesadas las formas activas de caspasa-1, IL-13 y GSDMD, como
elementos centrales de la via.

Para ello, mediante western blot de extractos de proteinas totales obtenidos de la fraccién
epitelial y de lamina propria de intestino delgado proximal de ratones luego de 16hs del
tratamiento por via intragdstrica con p31-43 o vehiculo (PBS), se evaluaron los niveles de
caspasa-1. Como se muestra en la Figura 20.A-B, la administracién de p31-43 generd un
aumento significativo de la relacion caspasa-1 activa/pro:caspasa-1 tanto en la fraccion
epitelial como en la de lamina propria de intestino delgado proximal.
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Figura 20. Aumento de la expresion de caspasa-1 activa en ratones tratados con p31-43
A. Imdgenes representativas de western blot y andlisis cuantitativo de la activacion de
caspasa-1 expresada como la proporcion de caspasa-1 clivada: procaspasa-1 en fracciones
epiteliales 16hs después de la administracion de p31-43 (20 ug/ratén) (n = 8) o PBS (n = 8).
** p <0,01; Prueba t de Student para datos no apareados. B. Imdgenes representativas de
western blot y andlisis cuantitativo de la activacion de caspasa-1 expresada como la
proporcion de caspasa-1 clivada: pro:caspasa-1 en fraccion lamina propria después de la
administracion de p31-43 (n =8) o PBS (n = 8). ** p <0,01; Prueba t de Student para datos
no apareados.

Siguiendo con el esquema de trabajo planteado, mediante inmunofluorescencia indirecta
en cortes histolégicos de intestino delgado proximal de ratones tratados con p31-43 o
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vehiculo (PBS), se evaluaron los niveles de IL-1B. El analisis semicuantitativo de la intensidad
de la fluorescencia mostré un aumento significativo de la expresion de IL-1B en ratones
tratados con p31-43 (Figura 21.A). Con interés en establecer cuantitativamente la relacién
entre la IL-1B funcional y su precursor, se realizaron estudios sobre extractos de proteinas
totales de intestino delgado de ratones tratados mediante la técnica de western blot. En la
Figura 21.B, observamos que, en el intestino delgado proximal, el tratamiento con p31-43
por via intragdstrica generd un aumento significativo en la relacion IL-1f madura: pro-IL-1B
en comparacion con los ratones tratados con PBS. Sin embargo, no observamos un
incremento en la expresion del mensajero (Figura 21.C).

Para profundizar en el andlisis se realizaron estudios mediante la técnica de western blot,
sobre las fracciones separadas de proteinas extraidas de intestino delgado de animales
tratados, y se demostré un aumento en la relacién IL-18 madura: pro-IL-1B en el epitelio y
una tendencia positiva pero no significativa, para la fraccién de lamina propria (Figura 22).
Estos hallazgos sugieren que la piroptosis contribuye a la muerte celular programada en el
intestino delgado en este modelo.
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Figura 21. Induccidn de piroptosis en ratones tratados con p31-43

A. Izquierda: Imdgenes representativas de la marcacion para IL-16 de secciones de intestino
delgado de ratones C57BL/6, 16 h después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug
de p31-43. Tincion DAPI para nucleos (azul), IL-18 en rojo. Derecha: Intensidad de
fluorescencia de IL-18 en secciones histoldgicas de intestino delgado 16 h después de la
administracion de p31-43 (n = 4) y en controles (n = 6). * p <0,05; Prueba t de Student para
datos no apareados. B. Imdgenes representativas de western blot y andlisis cuantitativo de
la activacion de IL-16 expresada como la proporcion de IL-18 madura: pro-IL-18 en
porciones de tejido entero de ratones 16 h después de la administracion de p31-43 (n=7) o
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PBS (n=7). * p <0,05; Prueba t de Student para datos no apareados. C. Andlisis por gPCR de
la expresion del gen de IL-1B, empleando HPRT como gen de referencia en muestras de
intestino delgado de ratones tratados con p31-43 (n = 6) o con PBS (n = 8). ns; Prueba t-
Student para datos no pareados.
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Figura 22. Aumento de la expresion de IL-18 activa en ratones tratados con p31-43

A. Imdgenes representativas de western blot y andlisis cuantitativo de la activacion de IL-16
expresada como la proporcion de IL-18 madura: pro-IL-16 en la fraccion epitelial 16h
después de la administracion de p31-43 (n =8) o PBS (n = 8). * p <0,05; Prueba t de Student
para datos no apareados. B. Imdgenes representativas de western blot y andlisis
cuantitativo de la activacion de IL-18 expresada como la proporcion de IL-18 madura: pro-IL-
16 en la fraccion lamina propria 16h después de la administracion de p31-43 (n =8) o PBS (n
=8). ns; Prueba t de Student para datos no apareados.

Como mencionamos, la activacién del inflamasoma conduce a la protedlisis de GSDMD vy a
la liberacion de su fragmento N-terminal, cuyo autoensamblado forma poros en la
membrana celular, siendo el evento distintivo de la piroptosis (Kesavardhana et al., 2020).

El analisis por inmunofluorescencia indirecta sobre secciones de intestino delgado proximal
de ratones tratados con p31-43 o PBS, mostré un aumento de la expresiéon de GSDMD en la
lamina propria de los ratones tratados, asi como en las células epiteliales. También
observamos expresion de GSDMD en algunas células de las criptas (Figura 23.A). El analisis
por western blot mostré niveles aumentados del fragmento N-terminal de GSDMD tanto en
células del epitelio como de la lamina propria de los ratones tratados con p31-43 (Figura
23.B).
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Figura 23. Activacién de GSDMD en ratones tratados con p31-43

A. Imdgenes representativas de marcacion para GSDMD de la region epitelial del intestino
delgado de ratones C57BL/6, 16 h después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug
de gliadina p31-43. (Izquierda: seccion completa, Derecha: drea alrededor de las criptas).
Tincion DAPI para nucleos (azul), GSDMD en rojo. B. Imdgenes de western blot
representativo y andlisis cuantificacion de la activacion de GSDMD expresada como la
relacion de N-terminal: GSDMD en la fraccion epitelial, 16 h después de la administracion de
p31-43 (n = 6) o PBS (n = 6). * p <0,05; Prueba t de Student para datos no apareados. C.
Imdgenes representativas de marcacion para GSDMD de la region de la lamina propria del
intestino delgado. Tincidn DAPI para nucleos (azul), GSDMD en rojo. D. Imdgenes de western
blot representativo y andlisis cuantitativo de la activacion de GSDMD expresada como la
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relacion de N-terminal: GSDMD en lamina propria, 16 hs después de la administracion de
p31-43 (n=6) 0 PBS (n=6). * p <0,05; Prueba t de Student para datos no apareados.

En conjunto, el aumento de caspasa-1 activa, IL-1B y los fragmentos N-terminales de
GSDMD, indican que la piroptosis puede contribuir a la muerte celular programada en el
dafio al intestino delgado inducido por la administracion intragdstrica de p31-43.

2.2 Empleo de inhibidores en ensayos in vivo para la evaluacion de la
actividad del inflamasoma en intestino delgado murino

En ensayos previos, hemos demostrado que la administracion intragastrica del p31-43 en
ratones deficientes para caspasa-1/11 o NLRP3 no induce dafio en la mucosa del intestino
delgado, ya que no se evidencié una modificacion de los pardmetros altura de la
vellosidad/profundidad de la cripta (V/C) o recuento del nimero de linfocitos
intraepiteliales (IELs) al compararlos con ratones control. Es importante destacar que,
aunque no fue significativo, el nimero de IELs permanecia un poco mds elevado en los
NLRP3” en comparacién con los caspasa-17- (Gémez Castro et al., 2019).

En base a estos resultados, se pudo inferir que NLRP3 y caspasa-1, serian moléculas
necesarias en la induccién del dafio causado por p31-43, y dado que los animales
deficientes NLRP3”" y caspasa-17" seguramente tienen alteraciones en la fisiologia de la
respuesta inmune del intestino, especialmente considerando la interaccion con la
microbiota, nos propusimos estudiar el rol in vivo del inflamasoma en animales wild type
con bloqueos selectivos mediante inhibidores farmacolégicos para NLRP3, caspasa-1 e IL-

1p.

2.2.1 La inhibicion de caspasa-1 in vivo previene la muerte de células epiteliales
inducida por p31-43

Para evaluar el rol de caspasa-1 en el intestino delgado se empled el inhibidor selectivo Ac-
YVAD-cmk (InvivoGen, EE. UU). Los animales fueron tratados con el inhibidor o el vehiculo
(DMSO), por via intraperitoneal, 30 minutos antes de la administracién intragastrica de p31-
43 o PBS.

Se empled la reaccién de TUNEL para determinar el nimero de células muertas en el
intestino delgado. Se observé una disminucion significativa del nimero de células TUNEL*
en lamina propria de los ratones tratados con el inhibidor de caspasa-1y p31-43 cuando se
compara con el lote que recibid p31-43 y DMSO (vehiculo), siendo el nimero de células
muertas similar al encontrado en los ratones tratados con la combinacion PBS/ inhibidor de
caspasa-1 o el lote control del experimento, tratado con PBS y DMSO (Figura 24.A-B).
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Figura 24. Disminucion de la muerte celular en el intestino delgado proximal en ratones
tratados con inhibidor de caspasa -1 previo a la administracion de p31-43
A. Imdgenes representativas de la reaccion de TUNEL en intestino delgado proximal de

ratones C57BL / 6 Arriba: Animales que recibieron vehiculo (DMSO) 30min antes de la
administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de p31-43 Abajo: Animales tratados con
inhibidor de caspasa-1, Ac-YVAD-cmk, 30min antes de la administracion intragdstrica de PBS
0 p31-43. Tincion DAPI para nucleos (azul). Células TUNEL* (verde). Ambos lotes sacrificados
16hS después de la administracion intragdstrica. B. Recuento de células TUNEL* en lamina
propia del intestino delgado de ratones C57BL/6. Los datos se expresan como el nimero de
células TUNEL* por um2 de lamina propria + 1 SEM. PBS (n = 5), p31-43(n = 6), PBS +
inhibidor (n=5), p31-43 + inhibidor (n = 6). **** p <0,0001; ANOVA.

A su vez, de los animales tratados, se obtuvieron los intestinos delgados de los que se
aislaron las células del compartimiento epitelial. Para el analisis de la muerte celular por
citometria de flujo, se realizé un estudio similar al ya comentado en el Capitulo 1 Seccidn
3.2. Las células epiteliales se identificaron con el marcador EpCAM vy la muerte celular se
evalud mediante marcacién con ioduro de propidio (IP) y Anexina V.

En la Figura 25, se observa que las células EpCAM* de ratones tratados con p31-43/DMSO,
en comparacién con las del grupo que recibid una combinacion PBS/DMSO, presentaron un
aumento en las proporciones de células tanto de Anexina V* / IP N8 (etapa temprana en el
proceso de muerte celular) (Region 1), como de Anexina V* / IP* (etapa tardia del proceso
de muerte celular) (Region Ill). Estos resultados indican que el tratamiento con p31-43
induce muerte celular en enterocitos, tal como se evidencioé en el Capitulo 1 Seccidn 3.2.
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Por otro lado, los animales tratados con p31-43 que recibieron ademas el inhibidor de
caspasa-1 no mostraron aumento en la tasa de muerte de enterocitos. Estos resultados
sugieren que se requiere caspasa-1 funcional para la induccién de muerte por p31-43, y que

la piroptosis seria uno de los mecanismos de muerte celular programada operando en este
sistema.
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Figura 25. Efecto de la inhibicion de caspasa-1 en la muerte células epiteliales
intestinales de animales tratados con p31-43

Andlisis por citometria de flujo de la fraccion epitelial de secciones del intestino delgado de
ratones C57BL/6 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de p31-43.
Los animales se trataron con el inhibidor de caspasa-1, Ac-YVAD-cmk o con su vehiculo
(DMSO), 30min antes de la administracion de p31-43 o PBS. Las células epiteliales se
identificaron como células EpCAM+, analizdndose la muerte celular mediante marcacion con
IP y Anexina V. A. Estrategia de gating. B. Porcentajes de células vivas (Anexina V/ N9 / |p Ned)
C. etapas tempranas del proceso de muerte (Anexina V* / IP N¢9) D. células muertas (Anexina
V' / IP *) entre las células positivas de EPCAM en ratones que recibieron PBS o p31-43 y
tratado con inhibidor o vehiculo de caspasa-1. *p <0,05; ANOVA.

Con el fin de continuar con la caracterizacién de la activacion del inflamasoma, realizamos
ensayos cuantitativos mediante western blot, de proteinas claves en la via de muerte
celular, a partir de aislados de epitelio de ratones tratados con una combinacion de
inhibidor de caspasa-1 / PBS o p31-43. Estas determinaciones se compararon a su vez con

muestras provenientes de animales que recibieron solamente DMSO (vehiculo) y PBS o
p31-43.
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El inhibidor de caspasa-1, Ac-YVAD-cmk, es un inhibidor funcional de la actividad
enzimatica, se une en forma irreversible al sitio activo y no interfiere con su clivaje. En el
analisis por western blot de proteinas extraidas del epitelio, no se encontraron diferencias
significativas, aunque si una tendencia a la disminucion, en la relacién caspasa-1 clivada:
procaspasa-1 entre los ratones tratados con DMSO/ p31-43 y aquellos que recibieron
inhibidor/p31-43. Dado que el inhibidor se une al sitio activo de la enzima y bloguea su
actividad, es posible que el clivaje de procaspasa-1 a la forma madura se realice de manera
similar a la situacién en ausencia del inhibidor. Ademas, los ratones que recibieron la
combinacién inhibidor/ PBS no mostraron una diferencia significativa en comparacién con
los que recibieron DMSO/PBS, demostrando que la administracion de Ac-YVAD-cmk no
afecta la proporcién de caspasa-1 (Figura 26.A).

Siguiendo un analisis similar, se observéd una disminucion significativa de la expresion de
componentes clave de la piroptosis, GSDMD (Figura 26.C) e IL-13 (Figura 26.D), en los
ratones tratados con una combinacién de inhibidor/ p31-43 respecto de los que recibieron
vehiculo/ p31-43. La expresion de las versiones activas de estas moléculas determinadas
como una relacion respecto a su precursor, en los ratones que recibieron el inhibidor de
caspasa-1y p31-43 o PBS, alcanzd niveles muy similares a los observados en ratones que
representan al grupo control del ensayo, quienes recibieron el vehiculo y PBS.
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Figura 26. Efecto de la inhibicién de caspasa-1 en la activacion del inflamasoma inducida
por p31-43

A. Arriba: imdgenes representativas de western blot. Abajo: Andlisis cuantitativo de la
activacion de caspasa-1 expresada como la relacion de caspasa-1 clivada: Procaspasa-1 en
epitelio de ratones tratados con inhibidor de caspasa-1, o con vehiculo (DMSO), y p31-43 (n
=4) o PBS (n = 4). B. Arriba: imdgenes representativas de western blot. Abajo: Andlisis
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cuantitativo de la activacion de GSDMD expresada como la relacion de N-terminal: GSDMD
en epitelio de ratones tratados con inhibidor de caspasa-1 o vehiculo (DMSO) y p31-43 (n =
3) o PBS (n = 5). C. Arriba: imdgenes representativas de western blot. Abajo: Andlisis
cuantitativo de la activacion de IL-18 expresada como la relacion de IL-18: Pro IL-18 en
epitelio de ratones tratados con inhibidor de caspasa-1 o vehiculo (DMSO) y p31-43 (n=6) o
PBS (n = 6). p<0,05; Prueba t de Student para datos no apareados.

2.2.2 La inhibicién de NLRP3 no previene la muerte de células epiteliales inducida por
p31-43 in vivo

Como hemos mencionado, el p31-43 ejerce efectos bioldgicos in vivo a tiempos muy cortos
luego de su administracion. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos, hasta la fecha no se ha
identificado un receptor para este péptido (Paolella et al.,, 2018) y tampoco han sido
caracterizados los mecanismos de pasaje del péptido a través de la membrana celular.

Considerando los hallazgos de nuestro grupo, que sugieren que el péptido de gliadina p31-
43 forma oligémeros (Herrera et al.,, 2019) y que el inflamasoma NLRP3 ademas de
expresarse en el intestino delgado es un sensor de estructuras morfoldgicamente diversas
como asbestos, silica, o sefiales de dafio de vesiculas, RE o mitocondrias (Swanson et al.,
2019) sea en forma directa o bien como una sefial derivada del dafio celular (Zmora et al,,
2017), sumado a las evidencias de que la piroptosis podria estar involucrada en el
mecanismo de dafio, ya que demostramos la participacion de caspasa-1 en el proceso,
decidimos estudiar si p31-43 podria inducir piroptosis a través de la activacién del
inflamasoma NLRP3. Con este fin evaluamos la posible modificacion de la induccion de
muerte celular en el epitelio intestinal cuando se bloquea NLRP3 in vivo con el inhibidor
MCC950.

De los distintos grupos de animales tratados, se obtuvieron los intestinos delgados de los
gue se aislaron las células del compartimiento epitelial. Para el andlisis de la muerte celular
por citometria de flujo las células epiteliales, al igual que como se estudidé con el inhibidor
de caspasa-1, se identificaron con el marcador EpCAM vy la muerte celular se evalud con
Anexina Vy, en este caso, sonda de viabilidad.

Aqui se observd que las células EpCAM™* de ratones tratados con p31-43 combinado con el
inhibidor MCC950, en comparacion con las del grupo con PBS e inhibidor, presentaron una
disminucién en la proporcién de células Anexina V* / sonda de viabilidad N8 (etapa
temprana en el proceso de muerte celular) (Regidn II), tal como se habia observado en el
caso del inhibidor de caspasa-1. En cuanto a las células Anexina V*/ sonda de viabilidad*
(etapa tardia del proceso de muerte celular) (Regidn ) pudimos observar que el nimero es
mayor con la combinacion p31-43/inhibidor que cuando se utiliza el inhibidor/PBS
concordando con lo observado en la region | (Anexina V N8 / sonda de viabilidad N¢8) que
muestra una clara disminucion de las células vivas cuando se administra el péptido p31-43y
el inhibidor MCC950.
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Estos hallazgos indican que el tratamiento con p31-43 e inhibidor de NLRP3, induce muerte
celular en enterocitos a diferencia de lo observado con el inhibidor de caspasa-1, donde la
tasa de muerte de enterocitos se encuentra disminuida. De todas maneras, cabe destacar
que, si nos centramos en la proporcién de células vivas, se aprecia que es realmente baja en
los ratones con una combinacién péptido/ inhibidor en comparacion con los otros grupos,
sugiriendo que el bloqueo de NLRP3 puede tener consecuencias negativas en la
homeostasis de la mucosa, a pesar de que en la bibliografia no se reporten
comportamientos similares al utilizar MCC950 (Figura 27).
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Figura 27. Papel de NLRP3 en la induccion de muerte celular por p31-43

Andlisis de citometria de flujo de la fraccidn epitelial de secciones del intestino delgado de
ratones C57BL / 6 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de p31-
43. Los animales se trataron con el inhibidor de NLRP3, MCC950, o vehiculo (DMSO), 30min
antes de la administracion de p31-43. Las células epiteliales se identificaron como células
EpCAM?, analizandose la muerte celular mediante marcacion con Anexina V' y sonda de
viabilidad A. Porcentajes de células vivas (Anexina V"9 / sonda de viabilidad™d) B. etapas
tempranas del proceso de muerte (Anexina V* / sonda de viabilidad™®9) C. células muertas
(Anexina V* / sonda de viabilidad®) entre las células EpCAM* en ratones que recibieron PBS o
p31-43, inhibidor NLRP3 o vehiculo. *p <0,05; ANOVA.
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Mediante la técnica de western blot, estudiamos la activaciéon de proteinas claves en la via
de muerte celular por piroptosis a partir de aislados de epitelio de ratones tratados con una
combinacién de inhibidor de NLRP3 (MCC950) y PBS o p31-43. Estas determinaciones se
compararon a su vez, con muestras provenientes de animales que solo recibieron PBS o
p31-43 y vehiculo (DMSO).

Evidenciamos que cuando se administra el inhibidor de NLRP3 y p31-43, la relacién caspasa-
1 clivada: procaspasa-1 en la region epitelial es estadisticamente menor con respecto a
quienes solo fueron tratados con p31-43 y vehiculo. Esos ratones, a su vez, no mostraron
una diferencia significativa en comparacién con los que recibieron inhibidor/PBS, por lo que
se demostré que MCC950 fue capaz de inhibir la activacion de caspasa-1 inducida por p31-
43. Finalmente, al comparar los ratones que recibieron PBS y vehiculo o la combinacién
inhibidor/PBS observamos que no existen diferencias significativas entre grupos, mostrando
que por si solo MCC950 no genera un efecto en la activacién de la caspasa-1 (Figura 28.A).

A diferencia de lo observado con caspasa-1, al estudiar la activacion de componentes como
GSDMD o IL-1B en los ratones que recibieron una combinaciéon de inhibidor /p31-43 no
documentamos una disminucién significativa de su activacién. De hecho, en el caso de
GSDMD si comparamos los valores encontrados en ratones control del ensayo, que
recibieron PBS y vehiculo, con los tratados con inhibidor/PBS observamos que son
significativamente mayores. Estos hallazgos sugieren que la activacién de GSDMD no
depende Unicamente de NLRP3, si no que podrian participar vias alternativas que
contribuyan al clivaje de GSDMD (Figura 28.B- C).

Demostramos entonces que la inhibicion del inflamasoma NLRP3 aguas arriba de la
activacion de la caspasa-1, GSDMD e IL-1B genera efectos en la activacién de la via. Por un
lado, influye en la activacion de caspasa-1 disminuyéndola, pero no afecta
significativamente la activacién de GSDMD e IL-1B, moléculas que como ya hemos
comentado pueden ser activadas por distintas sefiales. Estos hallazgos coinciden con el
aumento de la muerte celular documentado mediante citometria de flujo.
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Figura 28. Modificacion de la expresion de mediadores de muerte celular por piroptosis
en ratones tratados con inhibidor de NLRP3

A. Andlisis cuantitativo de la activacion de caspasa-1 expresada como la relacion de
caspasa-1 clivada: procaspasa-1 en epitelio de ratones tratados con inhibidor de NLRP3 o
vehiculo (DMSQO) y p31-43 (n =5) o PBS (n = 6). *p<0,05; ns; Prueba t de Student para datos
no apareados. B. Andlisis cuantitativo de la activacion de GSDMD expresada como la
relacion de N-terminal: GSDMD en epitelio de ratones tratados con inhibidor de NLRP3 o
vehiculo (DMSO) y p31-43 (n = 5) o PBS (n = 5). ns; Prueba t de Student para datos no
apareados. C. Andlisis cuantitativo de la activacion de IL-16 expresada como la relacion de
IL-18: Pro IL-18 en epitelio de ratones tratados con inhibidor de NLRP3 o vehiculo (DMSO) y
p31-43 (n =6) 0 PBS (n = 6). ns; Prueba t de Student para datos no apareados.

2.2.3 La inhibicion de IL-18 previene la muerte de células epiteliales inducida por p31-
43 in vivo

Para finalizar con nuestra caracterizacién optamos por utilizar, en un ensayo in vivo, un
anticuerpo bloqueante funcional de IL-1B. Este anticuerpo y su control isotipo fueron
provistos por la Empresa Novartis.

De los animales tratados por via intraperitoneal con el anticuerpo anti-IL-1f y su control
isotipo, y luego por via intragdstrica con p31-43 o PBS, se obtuvieron los intestinos delgados
de los que se aislaron las células del compartimiento epitelial. Para el andlisis de la muerte
celular por citometria de flujo las células epiteliales, al igual que en procedimientos
anteriores, se identificaron con el marcador EpCAM vy la muerte celular se evalué con
Anexina Vy el uso de IP.

Las células EpCAM™* de ratones tratados con el anticuerpo anti-IL-1B y luego con p31-43, no
mostraron diferencias significativas con respecto a las provenientes de ratones tratados con
el anticuerpo anti-IL-1f y PBS en las tres regiones analizadas. Esto sugeriria que la
administracion del anticuerpo anti-IL-1p fue capaz de bloquear la induccién de muerte
producida por p31-43.

Cabe destacar que, aunque el niumero de células vivas tanto en los ratones tratados con
anticuerpo anti-IL.-1B y p31-43 como con anticuerpo y PBS no mostrd diferencias
significativas en la Region | (Anexina V Né& / |P Ne8) encontramos una clara disminucién de las
células vivas cuando se comparan las células provenientes de ratones control del ensayo
que recibieron control de isotipo y PBS. De esta forma, a pesar de disminuir la tasa de
muerte celular de los enterocitos al incorporar el anticuerpo anti-IL-1B, ésta no llega a
igualarse a la de los ratones control, por lo que la simple inhibicion de IL-1B no seria
suficiente para la reversién del dafio provocado (Figura 29).
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Figura 29. Papel de IL-18 en la induccion de muerte celular por p31-43

Andlisis de citometria de flujo de la fraccion epitelial de secciones del intestino delgado de
ratones C57BL/6 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de p31-43.
Los animales se trataron con anticuerpo anti-IL-16 y su control isotipo, 60 min antes de la
administracion de p31-43. Las células epiteliales se identificaron como células EpCAM,
analizandose la muerte celular mediante marcacion con IP 'y Anexina V' A. Porcentajes de
células vivas (Anexina VV Ne9 / |p Ned) B, etapas tempranas del proceso de muerte (Anexina V */
IP Ned) C. células muertas (Anexina V' * / IP *) entre las células positivas de EPCAM en ratones
que recibieron PBS o p31-43, anticuerpo o vehiculo de IL-18. *p <0,05 se consideraron
significativos; ANOVA

A continuacion, mediante la técnica de western blot, estudiamos la activacion de proteinas
claves en la via a partir de aislados de epitelio de ratones tratados con una combinacién
anticuerpo anti-IL-1p y PBS o p31-43. Estas determinaciones se compararon a su vez con
muestras provenientes de animales que solo recibieron PBS o p31-43 y control de isotipo.

Evidenciamos que cuando se administra una combinacion de anticuerpo y p31-43 la
relacion caspasa-1 clivada: procaspasa-1 en la regidn epitelial no registra diferencias
significativas respecto a quienes solo fueron tratados con p31-43 y control de isotipo. Esos
ratones, a su vez, no mostraron una diferencia significativa en comparacion con los que
recibieron anticuerpo /PBS. Al comparar los ratones que recibieron solo PBS o una
combinacién anticuerpo/PBS observamos que no existen diferencias significativas entre
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grupos. De esta forma, se demostrd que el agregado por si solo del anticuerpo no genera
un efecto en la activacion de la caspasa-1 (Figura 30.A).

Al estudiar la activacién de componentes como GSDMD o la propia IL-1B, en los ratones que
recibieron una combinacién de anticuerpo anti-IL-18/p31-34 no documentamos una
disminucion significativa de su activacién. De hecho, en el caso de GSDMD, si comparamos
los valores encontrados en ratones que solo recibieron p31-43 y control de isotipo con los
tratados con anticuerpo anti-IL-18/p31-43, podemos observar que en estos uUltimos la
expresion de los fragmentos N-terminales de GSDMD son significativamente mayores. Es
asi, que el agregado del anticuerpo genera un efecto en la activacion de GSDMD por si solo
gue no depende Unicamente del agregado de p31-43, pudiendo deberse dicho incremento
a la activacién de vias alternativas que pueden influir en el clivaje de GSDMD (Figura 30.C-
D).

Es importante destacar que no se observa un mecanismo de retroalimentacion de la IL-18
en la activacién de la via, puesto que los niveles de caspasa-1, GSDMD vy la propia IL-18
activada se encuentran elevados durante la inhibicion con el anticuerpo en los ratones que
también reciben p31-43. Sin embargo, podria influir en el dafio a la mucosa intestinal en el
modelo, donde se observd disminucién de la tasa de muerte de los enterocitos y reversion
del dafio histoldgico registrado en los ratones mediante mediciones de relacién V/C vy el
recuento de IELs/100 a partir de imagenes de hematoxilina-eosina.
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Figura 30. Modificacién de la expresion de marcadores de muerte celular por piroptosis
en ratones tratados con anticuerpo anti-IL-18

A. Arriba: imdgenes representativas de western blot. Abajo: Andlisis cuantitativo de la
activacion de caspasa-1 expresada como la relacion de caspasa-1 clivada: procaspasa-1 en
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epitelio de ratones tratados con anticuerpo anti-IL-16 o el control isotipo (Cl) y p31-43 (n =5)
o PBS (n =5). ns; Prueba t de Student para datos no apareados. B. Arriba: imdgenes
representativas de western blot. Abajo: Andlisis cuantitativo de la activacion de GSDMD
expresada como la relacion de N-terminal: GSDMD en epitelio de ratones tratados con
anticuerpo anti-IL-18 o el control isotipo y p31-43 (n =5) o PBS (n =7). *p <0,05 se
consideraron significativos;, Prueba t de Student para datos no apareados. C. Arriba:
imdgenes representativas de western blot. Abajo: Andlisis cuantitativo de la activacion de IL-
16 expresada como la relacion de IL-18: Pro IL-18 en epitelio de ratones tratados con
anticuerpo anti-IL16 o el control isotipo y p31-43 (n =4) o PBS (n = 4). *p <0,05 se
consideraron significativos; Prueba t de Student para datos no apareados.

Con el fin de terminar de caracterizar el rol de IL-1B en nuestro modelo de enteropatia y dar
contexto a los resultados obtenidos con la utilizacion del anticuerpo inhibidor, se empled la
reaccion de TUNEL para determinar el nimero de células muertas en el tejido. Mediante
esta técnica se observd una disminucidn significativa del nimero de células TUNEL" en
lamina propria de los ratones tratados con el anticuerpo y el péptido cuando se compara
con el lote que solo recibié p31-43 y control de isotipo, siendo el nimero de células
muertas similar al encontrado en los ratones tratados solamente con PBS o con la
combinacién PBS/ anticuerpo (Figura 31.A-B).
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Figura 31. Disminucion de la muerte celular en el intestino delgado proximal después del
tratamiento con un anticuerpo inhibidor de IL-16 y p31-43

A. Imdgenes representativas de TUNEL del intestino delgado proximal de ratones C57BL / 6
Arriba: 16hs después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de p31-43, ambos
tratados con el control de isotipo (Cl). Abajo: Animales tratados con anticuerpo inhibidor de
IL-16, 60 minutos antes de la administracion intragdstrica de PBS o p31-43, sacrificados
16hs post estimulo. Tincion DAPI para ntcleos (azul). Células TUNEL* (verde). B. Recuento de
células TUNEL" en la lamina propria del intestino delgado de ratones C57BL/6. Los datos se
expresan como el numero de células TUNEL* por um? de lamina propria + 1 SEM. PBS (n = 4),
p31-43(n =4), PBS + inhibidor (n=4), p31-43 + inhibidor (n = 4). *p <0,05; ANOVA.
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Este resultado nos lleva a plantearnos la posibilidad de que la IL-1f posea alguna funcion
sobre otros mediadores clave de vias de muerte celular alternativas como lo es la apoptosis,
gue ya hemos demostrado en el capitulo anterior se encuentra sobre-activada tanto en
nuestro modelo como en la patogenia de la EC. Para ello, decidimos estudiar al principal
efector de la via, la caspasa-3, en los tejidos que han recibido el anticuerpo inhibidor o el
control de isotipo. En forma llamativa, se observd una disminucién significativa en la
relacion caspasa-3/ procaspasa-3 en comparacion con los ratones tratados solamente con
p31-43, reforzando nuestra hipdtesis de que existe una estrecha relacion y corregulacion
entre las distintas vias de muerte celular (Figura 32.A-B).

Con el fin de profundizar en la caracterizacion de la via de muerte celular por apoptosis, se
analizd por gPCR la expresiéon de genes anti- y pro-apoptoéticos, Bcl-2 y Bax,
respectivamente. Aunque en el Capitulo 1 Seccidon 3.2 demostramos que el incremento en
la relacién Bax/Bcl2 en intestino delgado de ratones post estimulacién con p31-43 se
reflejaba a las 4hs, solo se contaba con muestras tomadas a las 16hs post estimulacién para
el andlisis y ante la imposibilidad de repetir el ensayo se decidid proceder a la
determinacién de todas maneras, sabiendo que no nos encontrdbamos en el tiempo
adecuado para la medicién. Teniendo dicha premisa en cuenta, no encontramos diferencias
entre los grupos estudiados a las 16hs post tratamiento (Figura 32.C).
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Figura 32. Modificacion de la expresion de mediadores de la via apoptdética, en ratones
tratados con anticuerpo anti-IL-18 y p31-43
A. imdgenes representativas de western blot. B. Andlisis cuantitativo de la activacion de

caspasa-3 expresada como la relacion de caspasa-3 clivada: procaspasa-3 en epitelio de
ratones tratados con anticuerpo anti-IL18 (60 min) o control de isotipo (Cl) antes de la
administracion de p31-43 (n =6) o PBS (n =6). *** p <0,001, **** p <0,0001; Prueba t de
Student para datos no apareados. C. Estudios de expresion a nivel de ARNm de Bax y Bcl-2
como cociente pro-apoptdtico (expresion relativa Bax/Bcl-2) por PCR cuantitativa en
extractos de intestino delgado de ratones tratados con anticuerpo anti-IL18 (60 min) o
control de isotipo (Cl) antes de la administracion de p31-43 (n =5) o PBS (n =5), el sacrificio
se efectud 16hs después de la administracion. Unidades relativas (UR).
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Discusion

Si bien hemos demostrado la implicancia de la apoptosis en la muerte celular en la mucosa
intestinal en la patogenia de EC, no debe pasarse por alto que existen otros tipos de muerte
celular que pueden estar operando en el tejido y que han sido relacionadas a distintas
patologias, algunas asociadas al intestino (Tang et al., 2021; Yuan et al., 2018).

Con esa premisa en mente y habiendo demostrado, mediante la técnica de TUNEL, que
existe una gran cantidad de células en lamina propria que estan sufriendo procesos de
muerte celular, sumado a que se ha documentado que los niveles séricos de IL-1B
disminuyen en pacientes con EC después de 1 afio con dieta libre de gluten (Manavalan et
al. 2010), es posible sugerir una activacion del inflamasoma con consecuente disparo de
vias, como la piroptosis, inducidas por gliadinas en intestino delgado de pacientes celiacos.

Se corrobord la implicancia de distintos inflamasomas importantes a nivel del intestino
delgado, los cuales se encuentran sobre-expresados en otras patologias relacionadas como
la Enfermedad de Crohn (Zhang et al., 2021). Observamos que tanto NLRP3, sensor activado
por un gran espectro de estimulos aparentemente no relacionados que se asocian con el
flujo de K*, como AIM2, sensor de ADN citosélico, estan sobre-expresados en la mucosa
duodenal de pacientes celiacos y podrian desempefiar un papel fundamental en la cascada
de activacion de la piroptosis.

Siguiendo la misma linea, los estudios por microscopia de fluorescencia y western blot
mostraron un aumento de la forma activa de caspasa-1, asi como de GSDMD, en muestras
duodenales de los pacientes celiacos respecto a muestras provenientes de la poblacién
control. Debe recordarse que GSDMD, puede activarse también por accién de la caspasa-8,
un componente iniciador de la via de la apoptosis que hemos demostrado se encuentra
sobre-activado en el Capitulo 1 Seccion 2.

Como ya hemos mencionado, la piroptosis culmina con la liberacién de factores
inflamatorios (IL-1pB, IL-18 y alarminas). Hemos demostrado un aumento en la liberacién de
IL-1B en pacientes con EC mediante imagenes de inmunofluorescencia indirecta y también
por western blot, que es consistente con la activacién de la piroptosis y con el hallazgo de
niveles séricos elevados de esta citoquina en la patologia (Manavalan et al., 2010). De la
mano de estas observaciones, recientemente, nuestro equipo de trabajo ha documentado
un incremento en la liberacién de alaminas como IL-33, HMGB1 y proponemos que la
piroptosis puede ser el mecanismo responsable de liberar estas moléculas de forma activa
al ambiente extracelular (Manti et al., 2017; Perez et al., 2020, 2021).

Llamativamente, también hemos observado que la via no candnica de la piroptosis, que
depende de la activacion de caspasa-4/5 (Tang et al., 2019), podria ser funcional en el
duodeno de pacientes celiacos, dado el aumento en la expresién de la forma activa de
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caspasa-4. Los mecanismos que gatillan esta activacién se asocian a infecciones por
bacterias con LPS en su superficie. En el caso de EC, una posible interpretacion seria
considerar que al verse afectadas las uniones estrechas entre los enterocitos y por
consiguiente existir un aumento de permeabilidad, se permitiria el ingreso de LPS, para su
posterior endocitosis (Vancamelbeke & Vermeire, 2017). En relacién con esto ultimo,
HMGB1, alarmina que es liberada en mayor concentracién en suero y heces de pacientes
con EC (Manti et al., 2017), puede promover la activacion de la piroptosis mediante la
liberacién de LPS en el citosol induciendo la activacién de las caspasa-4/5 (Cheung et al,,
2017).

Si bien la activacién del inflamasoma y la muerte celular inflamatoria son procesos criticos
para la proteccion frente a patégenos, debe tenerse en cuenta que su activacién excesiva
puede potenciar la aparicion de enfermedades inflamatorias o autoinmunidad, mediante la
liberacién descontrolada de sefiales de dafio, hecho que podria asociarse a los fenémenos
gue ocurren en la mucosa duodenal de pacientes con EC.

En forma andloga, en nuestro modelo murino de enteropatia, observamos aumento de las
formas activas de caspasa-1 y GSDMD cuando se analizaron en forma separada, mediante
técnicas como inmunofluorescencia y western blot, células del compartimiento epitelial o
de lamina propria de animales tratados con p31-43 comparado con ratones control. Por
otro lado, solo la fraccién epitelial de los ratones tratados con p31-43 mostrd un
incremento en IL-1B activa. Esto sugiere que, en distintos tipos celulares, diferentes formas
de respuesta inflamatoria pueden provocar la muerte celular en estos compartimientos.

La falta de dafio histolégico y muerte celular en los animales tratados con el p31-43 en
presencia de un inhibidor in vivo de caspasa-1, confirmé la importancia de esta caspasa en
el proceso inflamatorio. A su vez, estos resultados son respaldados por estudios previos de
nuestro equipo, donde ratones caspasa-1/117" no presentaron alteraciones histoldgicas al
tratarlos con el p31-43 (Gomez Castro et al.,, 2019). En resumen, esto refuerza la idea de
que la piroptosis también puede ser inducida en células epiteliales mediante un dafio estéril
resultante a la administracion intragdstrica del p31-43 (llustracién 19.A).

En linea con nuestras observaciones, recientemente se ha descripto que en células
epiteliales intestinales existen eventos esporadicos de muerte por piroptosis. En este
mecanismo, la activacién de caspasa-1 conduce a la muerte por piroptosis y extrusion
celular, acompafiada de una pérdida de la funcién de barrera por un cierre defectuoso del
espacio liberado por la célula extruida. Sin embargo, se establecen sefiales (aun no
determinadas) en las células vecinas, que inducen la extensién de prolongaciones que
cubren el espacio generado y mantienen la integridad de la barrera epitelial. Este evento de
cierre demora unos minutos y genera un aumento de permeabilidad transitoria.
(Alexis Bonfim-Melo, 2022)

Habiendo demostrado la importancia de la caspasa-1 en el modelo, decidimos estudiar los
fendmenos implicados en su activacién aguas arriba. Como ya hemos mencionado, el
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inflamasoma NLRP3 cobrd suma importancia en nuestro estudio puesto que no solo abunda
en el intestino delgado, sino que, al ser un sensor de estructuras morfoldgicamente
diversas, sea en forma directa o bien como una sefial derivada del dafio celular (Zmora et
al., 2017), podria estar respondiendo a la formaciéon de oligémeros del péptido de gliadina
p31-43 (Herrera et al., 2019).

Como parte de la caracterizacion del efecto in vivo de la inhibicién de NLRP3, se observd
gue la administracion de MCC950 previo al tratamiento con p31-43, previene el incremento
en el nimero de IELs, pero no normaliza la relacion V/C (Miculdn E, trabajo de tesis en
realizacién). Estos resultados sugieren que los fendmenos que ocurren en la mucosa
responden a diferentes vias, probablemente porque las células o mediadores involucrados
en cada mecanismo difieren (llustracién 19.B).

En este sentido, la inhibicion de NLRP3 no redujo la muerte de las células epiteliales, a pesar
de que el bloqueo de caspasa-1 mostrd una inhibicidn significativa de la muerte celular.
Esto sugiere que tal vez otros inflamasomas estén involucrados en el desencadenamiento
de la piroptosis en este modelo, como por ejemplo NLRC4, sensor de diversos ligandos
bacterianos (Watanabe et al., 2021), NLRC6, inflamasoma asociado con el mantenimiento
de la homeostasis del tracto gastrointestinal cuya desregulacion resulta en disbiosis
(Venuprasad & Theiss, 2021) o incluso AIM2, que ya hemos demostrado se encuentra
sobre-expresado en enfermedad celiaca y ademas recientemente se ha publicado su
importancia en el ensamblaje del PANoptosoma junto con ZBP1, el cual comprende
multiples sensores de inflamasoma y reguladores de muerte celular (S. J. Lee et al., 2021).

También, es llamativo que se incremente el nimero de células muertas en los ratones con
el inhibidor respecto al tratamiento exclusivo con p31-43, sugiriendo que el bloqueo de la
activacion de esta plataforma desencadena otros mecanismos de muerte alternativos, que
requieren estudios adicionales. Debe considerarse que todos estos estudios han sido
realizados a nivel epitelial y deberia evaluarse el aporte de la lamina propria. Proyecto que
continla en curso.

Finalmente, el bloqueo de IL-1p mediante el uso de un anticuerpo especifico ocasiond una
marcada disminucién de la apoptosis en los animales tratados con el péptido. Con el
objetivo de profundizar en este hallazgo, se evalué la relacidon Bax/Bcl2. Debe recalcarse
gue solo se disponia de muestras a las 16hs post estimulo para la medida de la expresion a
nivel de ARNm, cuando sabemos que esta determinacién debe realizarse a las 4hs (como
evidenciamos en el Capitulo 1 Seccion 3.2). Por lo tanto, no se encontraron diferencias
significativas. De todas maneras, estos resultados son similares a los descriptos por
Friedlander RM et al., (1996) que mostraron que la IL-1B promueve la apoptosis, y que su
bloqueo con un anticuerpo policlonal especifico inhibid la muerte celular. Sin embargo, el
blogueo de IL-1B no evité la persistente activacién de la via piroptodtica, ni la muerte de
enterocitos en respuesta al p31-43. Por ende, los resultados sugieren la posible
participacion no solo de otros inflamasomas, sino también de otros componentes liberados
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por las células piroptdticas, los cuales podrian intervenir en el procesos de muerte en el
epitelio inducidos por el p31-43. (llustracién 19.C)

En conjunto, estos hallazgos refuerzan nuestra hipotesis de que existe una estrecha relacion
y corregulacion entre las distintas vias de muerte celular. De igual manera, que con el
inhibidor de NLRP3, deben continuarse los estudios sobre la fraccion correspondiente a la
lamina propria para establecer una conclusién definitiva sobre el aporte de la IL-1B en los
mecanismos de dafio en la mucosa y en la muerte celular.
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llustracion 19. Resumen de resultados del empleo de inhibidores de componentes claves
de la via piroptotica

En la ilustracion se resumen de manera esquemdtica los resultados obtenidos con la
utilizacion de inhibidores claves de la via piroptdtica en enterocitos provenientes del modelo
murino de enteropatia. A. Empleando inhibidor de caspasa-1. B. Empleando inhibidor de
NLRP3. C. Empleando anticuerpo anti-IL18. En todos los casos flechas ascendentes indican
incremento de la expresion, flechas descendentes disminucion de la misma y signos = igual
expresion con respecto a los ratones control del ensayo. Estos mecanismos demuestran la
implicancia de la via piroptotica en los mecanismos de dafio en la mucosa intestinal
mediados por p31-43.

Como comentario final, la llustraciéon 20 resume los resultados obtenidos en este capitulo.
En ella podemos observar en paralelo los hallazgos tanto en pacientes con enfermedad
celiaca como en el modelo murino de enteropatia. En ambos casos, se observé un aumento
de la actividad de caspasa-1 por diversas técnicas, acompafiados de un incremento de las
formas bioactivas de GSDMD e IL-1B, desencadenando piroptosis que contribuiria a un
aumento del nimero de células TUNEL positivas.

El hecho de que una via de muerte celular proinflamatoria se encuentre claramente
involucrada en la progresién del dafio en la mucosa intestinal abre las puertas a pensar que
otros tipos de muerte celular programada semejantes también podrian estar involucrados.
Hipdtesis que ampliaremos en el siguiente capitulo.
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llustracion 20. Resumen de resultados de la via piroptética en la EC
En la ilustracion se resumen de manera esquemdtica los resultados obtenidos sobre la

activacion de la via piroptotica tanto en el modelo de enteropatia como en la patogenia de
EC.
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Conclusiones

e Documentamos el incremento de las formas activas de caspasa-1, GSDMD e IL-1B,
tanto en pacientes con EC como en nuestro modelo de enteropatia. Esto demuestra
la participacion de la piroptosis en los mecanismos de dafio en la mucosa del
intestino delgado proximal.

e Demostramos el rol crucial de caspasa-1 en el proceso proinflamatorio ocasionado
por el p31-43 mediante la utilizacion de un inhibidor especifico in vivo. Los
resultados mostraron una disminucién de la activacién de moléculas claves de la via
piroptotica y del nimero de células TUNEL* en la lamina propria.

e Corroboramos que la inhibicidn in vivo de NLRP3 es capaz de disminuir la activacion
de caspasa-1 en un modelo murino de enteropatia, estos resultados no se ven
reflejados en la activacién de GSDMD o IL-1B demostrando que existe contribucién
de otras vias ademas de NLRP3.

e Probamos que la inhibicion de IL-1B in vivo en el modelo murino de enteropatia no
es capaz de bloquear la activacién del inflamasoma, pero participa activamente en
la induccién de apoptosis reflejada con una disminucién de la activacion de caspasa-
3 y del nimero de células TUNEL* en la lamina propria.

Nuestros hallazgos revelan una conexién entre la inflamacién y otra vias de muerte celular
programada, la piroptosis. En este proceso tanto en la mucosa duodenal de pacientes con
enfermedad celiaca como en nuestro modelo murino de enteropatia, caspasa-1 cumple un
rol fundamental y al menos el inflamasoma NLRP3 se encuentra involucrado.

Ademas de la apoptosis inducida por la administracion oral de p31-43 documentada en el

capitulo anterior, ahora puede agregarse el p31-43 a la lista de agentes externos capaces de
inducir piroptosis in vivo.
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Introduccion

1. Generalidades de la muerte celular programada por necroptosis

La necroptosis es un tipo de muerte celular programada, independiente de caspasas, que
muestra caracteristicas morfoldgicas similares a los que se encuentran en la necrosis, pero
gue se activa por ligandos diferentes y estd regulada por proteinas especificas (Johansson &
Hansson, 2016). Anteriormente se pensaba que la necroptosis solo era un proceso
alternativo de muerte celular en caso de inhibicién de la apoptosis, sin embargo,
actualmente se reconoce que la necroptosis desempefia un papel fundamental en la
regulacion de varios procesos fisioldgicos, como durante el desarrollo embrionario, la
homeostasis tisular y la respuesta inmune innata (Y. Liu et al., 2019).

De todas maneras, la necroptosis se considera principalmente una muerte celular
proinflamatoria que puede ser desencadenada durante la infeccién, con el objetivo de
asegurar la eliminaciéon de células infectadas por patdgenos, promover un estado
inflamatorio mediante la liberacién de DAMPs e inducir el reclutamiento de células
fagociticas al sitio de dafio (Gong et al., 2020; Negroni et al., 2020).

La necroptosis es ejecutada por la activacién de los receptores de muerte, incluidos el
receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1), el receptor Fas (Fas), el ligando inductor
de apoptosis relacionado con el TNF-receptor de muerte 1 (TRAILR1), el receptor de
interferéon (IFNR) y también receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), como los
receptores tipo Toll. Cuando se inactiva caspasa-8, se genera el disparo de necroptosis en
lugar de apoptosis, dejando en evidencia que ambas vias de muerte celular pueden ser
iniciadas por los mismos estimulos, y que parte de las moléculas mediadoras de ambos
procesos son compartidas (Khan et al., 2021; Negroni et al., 2020).

La activacion de los receptores mencionados induce la activacion de quinasas que fosforilan
residuos de serina o treonina que interactlan con otros receptores. RIPK1 y RIPK3 son
moléculas de sefializacién criticas en la necroptosis y estan reguladas por procesos de
ubiquitinacién. La ubiquitinacién de RIPK1 activa NF-kB y las proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPK), lo que conduce a la supervivencia celular, mientras que la RIPK1
deubiquitinada induce la via de apoptosis mediada por caspasa-8. Sin embargo, cuando la
apoptosis estd bloqueada, es decir cuando caspasa-8 estd en presencia de inhibidores, o
cuando su activaciéon se impide mediante la inhibicion de la proteina adaptadora FADD (Y.
Tsuchiya 2015, Imran Khan 2020), la fosfo-RIPK1 se combina con RIPK3 a través del dominio
RHIM (motivo de interaccion homotipica) de RIP para formar el complejo, denominado
necrosoma, que inicia la transduccién de sefiales aguas abajo y desencadena la necroptosis
(llustracién 21).
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A continuacién, RIPK1 y RIPK3 desempefian funciones clave en la fosforilacién y activacién
de MLKL (Tang et al, 2019), que conducen al transporte posterior de p-MLKL a la
membrana plasmatica por vesiculas que se unen a la membrana celular interna y forman un
poro que permite la salida de moléculas (Samson et al., 2020). Estas iniciaran una respuesta
inflamatoria en forma andloga a la funcién descripta para Gasdermina D en el capitulo
anterior. Por esta razon, al igual que la piroptosis, la necroptosis es una muerte celular
proinflamatoria, en la que se libera parte del contenido celular al medio (Newton et al,,
2019).

RIPK3 es indispensable para la necroptosis, mientras que RIPK1 no estd constantemente
involucrado en la transduccion de sefiales, de hecho, existe un tipo de necroptosis
independiente de RIPK1 (Y. Liu et al., 2019). Esta tiene lugar cuando RIPK3 es activado por la
via TLR3-TRIM mediada por dsRNA viral o por la activaciéon de ZBP1 (Z-DNA Binding Protein
1)(Zhen & Zhang, 2019). La proteina ZBP1, que detecta Z-DNA formado por la répida
replicacién de los virus, usualmente se encuentra unida a RIPK1, forma parte de un
complejo multimolecular que determinaria la activacién de la necroptosis.

La necroptosis estd asociada con diversas enfermedades, incluidas el proceso de isquemia/
reperfusién, enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas, infecciosas, autoinmunes y
cancer, por lo que su inhibicién se considera actualmente una estrategia terapéutica
prometedora (Negroni et al., 2020).
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llustracion 21. Via de muerte celular por necroptosis

Los estimulos que conducen a la necroptosis dependientes de RIPK1 incluyen TNF-a, FasL,
TRAIL e IFN-a/B8. Después de la union al receptor, existe un cambio conformacional y se
reclutan mdultiples proteinas para formar un complejo formado por TRADD, TRAF2, RIPKI,
clAPs, FADD y caspasa-8. Cuando predomina caspasa-8 activa, hay inhibicion de RIPK1 y
RIPK3 y se forma el complejo Ila. Cuando RIPK1 es desubiquitinado, hay sobre-activacion de
RIPK3, o predomina c-FLIPs, quien inhibe a caspasa-8, se forma el complejo IIb. Cuando la
caspasa-8 es inhibida, RIPK1 y RIPK3 se fosforilan reclutando y fosforilando a MLKL para
formar el necrosoma. La oligomerizacion de MLKL da como resultado la formacion de poros
en la membrana, con liberacion de DAMPs y finalmente la necroptosis. A su vez, los IFN
estimulan la expresion de factores necroptdticos como MLKL y ZBP1. ZBP1 es fundamental
para la activacion directa de la necroptosis por IFNs cuando se inhibe la caspasa-8, por un
mecanismo IFNs/STAT1/ZBP1/RIPK3.

2. Necroptosis en el intestino delgado

La necroptosis es un mecanismo de muerte celular relevante en el epitelio intestinal. Los
estudios han demostrado que la necroptosis descontrolada de las células epiteliales
intestinales puede provocar inflamacion intestinal y, en Ultima instancia, producir una
fisiopatologia similar a la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). Esto se hizo mediante la
creacion de ratones knockout condicionales con eliminacién de FADD o caspasa-8 en células
epiteliales intestinales. Curiosamente, ademds de la induccion de necroptosis, esta
inactivacion también resultd en inflamacién espontanea y ausencia de células de Paneth,
gue son excepcionalmente sensibles a la necroptosis probablemente por su alta expresion
de RIP3, modulador clave de la necroptosis tanto en humanos como en ratones (Glnther et
al., 2013; Lueschow & McElroy, 2020; Welz et al., 2011).

Uno de los mediadores proinflamatorios mas relevantes en la expresion de proteinas
relacionadas con la necroptosis son los IFNs (tipo |, [l y lll). Estos tres tipos de IFNs pueden
regular positivamente la expresion de ZBP1 y MLKL en una variedad de células como
fibroblastos, células epiteliales, monocitos, entre otras (Fritsch et al., 2019; GUnther et al.,
2013; Kuriakose & Kanneganti, 2018).

Los IFNs inducen necroptosis por una via independiente de RIPK1, a través de la activacién
de ZBP1 donde intervienen las moléculas JAK / STAT1 (Yang 2019). En este sentido, se ha
postulado que los IFNs contribuyen a la induccién de apoptosis y necroptosis en diferentes
células del epitelio intestinal de pacientes con Enfermedad de Crohn (GUnther et al., 2011,
2019), observacién que sugiere que la necroptosis podria contribuir al desarrollo de
desordenes inflamatorios en el intestino.

El mecanismo de necroptosis no se evalud en la enteropatia presente en pacientes con
enfermedad celiaca; sin embargo, muchos de los factores pro-necroptoéticos y moduladores
positivos de este proceso ya se ha demostrado que estan involucrados en esta patologia.
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En este contexto, en estudios realizados sobre nuestro modelo animal demostramos que la
administracién intraluminal de p31-43 genera aumento de la expresidon de TNFa, IFNs tipo |
e IFNy en intestino delgado (Araya et al., 2016) y en conjunto, estos mediadores pueden
participar como promotores de la induccién de muerte celular por necroptosis.

La molécula p-MLKL se transporta a la membrana plasmatica dentro de las vesiculas en
forma conjunta con otras proteinas, entre ellas algunas que forman parte de las uniones
estrechas. En particular, se observd que ZO-1 inhibe la formacién de poros por parte de
MLKL (Samson et al., 2020) y debemos destacar que ZO-1 estad disminuida en las células
epiteliales intestinales de pacientes celiacos, contribuyendo entonces a un aumento de
permeabilidad por falta de integridad de las uniones estrechas (Montalto et al., 2002;
Pizzuti et al., 2004). Asi, la falta del control de la actividad de p-MLKL puede generar una
sensibilidad aumentada a la muerte celular por necroptosis.

En resumen, podria existir una corregulacién entre proteinas de las uniones estrechas y la
sefializacion necroptodtica. Las uniones estrechas, como ya hemos mencionado en la
introduccién general, son complejos que unen fisicamente las membranas plasmaticas de
células vecinas, limitan el transporte paracelular y, por tanto, son fundamentales para la
funcion de barrera epitelial (Zihni et al., 2016).
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Justificacion

En el capitulo anterior demostramos que ademas de la apoptosis, la piroptosis juega un
papel clave en la progresién del dafio a la mucosa intestinal tanto en la patogenia de EC
como en el modelo murino de enteropatia. Teniendo en cuenta que dentro de las vias de
muerte celular programada proinflamatorias tanto la piroptosis como la necroptosis
comparten caracteristicas morfoldgicas, incluida la formacién de poros en la membrana
plasmatica y la ruptura de la misma, desencadenando en ambos casos, una respuesta
inflamatoria con la liberacidon de una serie de patrones moleculares asociados al dafio
(DAMP), estudiar la posibilidad de que la necroptosis también tome un papel fundamental
en el proceso se vuelve cada vez mas interesante.

Nuestras observaciones en el duodeno humano y el modelo animal sugieren que los
mediadores presentes en condiciones inflamatorias pueden promover la induccién de
muerte celular por necroptosis. En este capitulo nos centraremos en el estudio de la
implicancia de la necroptosis como muerte celular programada proinflamatoria
contribuyente al dafio a la mucosa duodenal.

Objetivos especificos

e Determinar la implicancia de la necroptosis en la progresiéon y desarrollo del dafio a
la mucosa duodenal de pacientes con enfermedad celiaca, haciendo hincapié en
mediadores claves de la via de muerte celular como lo son ZBP1, RIPK3, MLKL.

e Evaluar si la necroptosis se encuentra activa en el modelo murino de enteropatia
por administraciéon de p31-43.

e Realizar una evaluacién conjunta de las vias de muerte celular en la mucosa

intestinal, la posible corregulacién entre apoptosis, piroptosis y necroptosis y sus
papeles en el desarrollo y progresion de la patologia.
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Resultados

1. Evaluacion de muerte celular por necroptosis

1.1 Anadlisis de la expresion de componentes claves de la necroptosis en
la mucosa duodenal de pacientes celiacos

Aungue en la patogenia de EC existen varios mediadores directamente relacionados con la
induccién de necroptosis (TNF-a, IFNs tipo | e IFNY), esta via de muerte celular ha sido poco
estudiada en el intestino delgado en condiciones no infecciosas y en especial, en pacientes
celiacos.

Con el interés de evidenciar si la necroptosis se encuentra activa en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos, en primer lugar, evaluamos la expresiéon de ZBP1, mediador que
actualmente es sefialado como elemento relevante en el control de la via. En la Figura 33,
se observa que la expresién a nivel de ARNm de ZBP1 se encuentra aumentada
significativamente en la mucosa duodenal de pacientes celiacos respecto a muestras de la
poblacion control.
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Figura 33. Mayor expresion de ZBP1 en mucosa duodenal de pacientes celiacos
Resultados de gPCR para el gen ZBP1 referidos a EEF1A1 como gen de referencia (NC =9, EC
=5). *p <0,05; Prueba t-Student para datos no pareados.

Luego, estudiamos por inmunofluorescencia indirecta la expresion de RIPK3 en secciones
de duodeno. Se observé un incremento significativo en la expresién de RIPK3 en la mucosa
duodenal de pacientes celiacos en comparacién con las muestras provenientes de
individuos de la poblaciéon control (Figura 34.A). Este aumento correlaciond con el
incremento de la expresion de RIPK3 observado mediante la técnica de western blot en
extractos de proteinas de piezas de biopsias duodenales (Figura 34.B).
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Figura 34. Mayor expresion de RIPK3 en el intestino delgado de pacientes celiacos

A. Izquierda: Imdgenes representativas de marcacion con RIPK3 en el intestino delgado de
pacientes con enfermedad celiaca y controles. Tincion DAPI para ntcleos (azul), RIPK3 en
rojo. Derecha: Intensidad de fluorescencia media de la marcacion de RIPK3 en secciones de
mucosa duodenal de EC (n = 4) y NC (n = 4). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no
pareados B. Imdgenes representativas por western blot de RIPK3 en pacientes celiacos (EC) y no
celiacos (NC) y cuantificacion de la activacion de RIPK3 expresada como la relacion de RIPK3:
B- actina en EC (n =6) y NC (n = 6). Se utilizé beta actina como proteina de control de carga. *
p <0,05; Prueba t de Student para datos no apareados.

Como indicador final de la activacion de la via de necroptosis, estudiamos la versién de
MLKL fosforilada que corresponde a su forma biolégicamente activa. En primer lugar, se
realizaron imagenes mediante inmunofluorescencia indirecta, en cortes de biopsias
duodenales, que sugirieron un incremento de p-MLKL en los pacientes con enfermedad
celiaca respecto de los pacientes control. Se pudo observar una distribucién particular de la
marca a nivel de las criptas (Figura 35.A). Al evaluar por gPCR el nivel de transcripto, se
observd que los niveles de ARNm de MLKL se encontraban significativamente elevados en la
mucosa duodenal de pacientes celiacos comparados con los pertenecientes a la poblacién
control (Figura 35.B). De manera relevante, el andlisis por western blot de proteinas totales
extraidas de biopsias duodenales, mostrd que la forma bioldgicamente activa y formadora
de poros en la membrana celular, se encuentra significativamente aumentada en muestras
de biopsias duodenales de pacientes celiacos comparados con los controles sanos (Figura
35.C).
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Figura 35. Mayor expresion de p-MLKL en el intestino delgado de pacientes celiacos

A. Imdgenes representativas de inmunofluorescencia indirecta para p-MLKL en la mucosa
duodenal de pacientes con EC y NC. p-MLKL (rojo), Nucleos (azul). B. Resultados de qPCR
para el gen p-MLKL referidos a EEF1IA1 como gen de referencia (NC =5, EC = 9). * p <0,05;
Prueba t-Student para datos no pareados C. lzquierda: Imdgenes representativas por
western blot de fragmentos de p-MLKL en pacientes con EC y NC. Se utilizo beta actina como
proteina de control de carga. Derecha: Andlisis cuantitativo de las bandas expresadas como
la proporcidn de p-MLKL: f-actina en pacientes con EC (n=10) y NC (n=11). * p <0,05; Prueba
t-Student para datos no pareados.

1.2 Caracterizacion de las poblaciones de células p-MLKL" en lamina
propria y fondo de criptas de pacientes celiacos

Dado el patron de marca para p-MLKL observado en el analisis por microscopia de
fluorescencia indirecta, decidimos caracterizar qué células de la lamina propria expresaban
en mayor proporcion p-MLKL. Para ello se realizaron ensayos de marca combinada con
CD45, para evidenciar células de origen hematopoyético (Figura 36.A).

Con las imagenes obtenidas se pudo concluir que la mayoria de las células p-MLKL*
encontradas en la lamina propria eran CD45*. Con esos hallazgos decidimos caracterizar el
linaje de dichas células doble positivas, debido a que se ha documentado que ciertos
linfocitos T al activarse su TCR expresan p-MLKL (Ch’en et al.,, 2011) realizamos una
marcacion combinada de p-MLKL y CD3.
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Esta inmunofluorescencia indirecta demostré que la mayoria de las células p-MLKL* en la
lamina propria duodenal de los pacientes con enfermedad celiaca activa, resultaron ser a su
vez CD3* (Figura 36.B). No debe pasarse por alto que, previamente mediante la técnica de
TUNEL demostramos que muy pocas células CD3* se encuentran en eventos avanzados de
muerte celular, reflejados por una reaccién de TUNEL positiva (Figura 36.C).
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Figura 36. Caracterizacion de células p-MLKL* en la lamina propria del intestino delgado
de pacientes celiacos

Imdgenes representativas de inmunofluorescencia en cortes histoldgicos de biopsias
duodenales de pacientes celiacos. A. DAPI marca los nicleos en azul, las células p-MLKL* se
observan en rojo y el marcador de linaje: CD45 se observan en verde. B. DAPI (marca los
nucleos en azul, las células p-MLKL* se observan en verde y el marcador de linaje: CD3 se
observa en rojo. C. DAPI marca los nucleos en azul, las células TUNEL* se observan en verde
y CD3* se observan en rojo. En todos los casos las flechas blancas indican células doble
positivas.

132



Capitulo 3: Necroptosis

La proporcion de células doble positivas para p-MLKL y CD45 respecto del total de células
CD45* en la lamina propria de pacientes celiacos no demostrd una diferencia significativa
respecto de los pertenecientes a la poblacion control (Figura 37.A), sin embargo, si
presentd una tendencia al aumento que fue de la mano con la densidad de células doble
positivas en el drea total de la biopsia estudiada (Figura 37.B).
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Figura 37. Recuento de células CD45* que expresan p-MLKL en lamina propia de
pacientes celiacos

Recuentos de células doble positivas (CD45%, p-MLKL) en cortes histoldgicos de biopsias
duodenales de pacientes celiacos (n=4) y poblacion control (n=3) expresados como: A.
porcentaje de células CD45* p-MLKL* respecto al numero total de células CD45*. B. Densidad
de células CD45* p-MLKL* por drea (um?). ns; Prueba t-Student para datos no pareados.

La observacion del patron de marca de p-MLKL a nivel epitelial, también fue llamativa, en
especial en las células del fondo de la cripta (Figura 38.A). La expresidn en esta region de la
mucosa intestinal de pacientes con enfermedad celiaca activa nos recordd un patrén similar
observado en las inmunofluorescencias indirectas para caspasa-1, como se muestra en la
Figura 38.B. Esa observacién no pudo evaluarse en el Capitulo 2 Seccién 1.2 debido a una
incompatibilidad para realizar la técnica de los anticuerpos que disponiamos. En el caso de
p-MLKL pudimos realizar una marca combinada con B-defensina, que identifica células de
Paneth, para caracterizar las células positivas observadas en el fondo de las criptas, vy
confirmamos que en las células de Paneth, los procesos de muerte celular proinflamatoria,
como necroptosis o piroptosis, estan activos (Figura 38. C).
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Figura 38. Caracterizacion de poblaciones de células p-MLKL* en las criptas del intestino
delgado de pacientes celiacos

Imdgenes representativas de la marcacion de p-MLKL en criptas duodenales de pacientes
celiacos. En todas ellas se observan los ntcleos en azul. A. Inmunofluorescencia indirecta
para p-MLKL (verde). B. Inmunofluorescencia indirecta para la marca combinada de p-MLKL
(rojo) y células B-defensina (verde). C. Inmunofluorescencia indirecta para caspasa-1 (rojo).

2. Evaluacion de muerte celular por necroptosis en un modelo murino de
enteropatia

Como mencionamos, nuestro modelo experimental de enteropatia mostré que p31-43
genera aumento de la expresion de TNF-qa, IFNs tipo | e IFNy en el intestino delgado (Araya
2016). En conjunto, estos mediadores sugieren que, al menos en parte, la muerte celular
observada podria vincularse a la necroptosis. Por esta razén, estudiamos la expresién de
RIPK3, como elemento critico en el punto de decision de las vias de apoptosis y necroptosis.

El andlisis por inmunofluorescencia en cortes histolégicos de segmentos de intestino
delgado mostré un aumento de la expresion de RIPK3, 16hs después de la administracién
intragdstrica de p31-43, particularmente en células epiteliales de las criptas. La expresion
de RIPK3 fue claramente citoplasmatica (Figura 39.A). El andlisis de densidad de
fluorescencia media mostré en forma semicuantitativa, un aumento significativo en
intestino delgado proximal de animales tratados con p31-43 comparados con los controles.
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El incremento de la expresidon de RIPK3 fue confirmado por western blot donde analizamos
la fraccién de proteinas totales de segmentos de intestino delgado proximal (Figura 39.B).

Encontramos que el tratamiento con p31-43 fue capaz de inducir un aumento significativo
de RIPK3, sugiriendo que la necroptosis podria ser inducida en estas condiciones.
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Figura 39. Mayor expresion de RIPK3 en el intestino delgado de ratones tratados con
p31-43

A. Izquierda: Imdgenes representativas de la marcacion de RIPK3 en el intestino delgado de
ratones C57BL/6 16 h después de la administracion intragdstrica de PBS o 20 ug de gliadina
p31-43. Tincion DAPI para nucleos (azul), RIPK3 (rojo). Derecha: Intensidad de fluorescencia
media de la marcacidn de RIPK3 en secciones de mucosa de intestino delgado proximal (PBS
=4, p31-43 =4). * p <0,05; Prueba t-Student para datos no pareados B. Andlisis de western
blot representativo y andlisis cuantificacion de la activacion de RIPK3 expresada como la
relacion de RIPK3: 6- actina 16 hs después de la administracion de p31-43 (n=7) o PBS (n =
7). **** p <0,0001; Prueba t de Student para datos no apareados.
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Discusion

Como queda en evidencia en los capitulos anteriores, la muerte celular programada ha sido
un area de importante interés y en constante crecimiento durante las Ultimas décadas.
Junto a la apoptosis y la piroptosis se encuentran otras vias de muerte celular programada y
entre ellas, podemos destacar a la necroptosis dado que ha sido estudiada en el contexto
de la mucosa del intestino delgado en situaciones no infecciosas (Gunther et al., 2011; S. H.
Lee et al., 2020; Negroni et al., 2015, 2020; Welz et al., 2011). A su vez, esta via es inducida
por los mismos ligandos de receptores de muerte que desencadenan la apoptosis
extrinseca (TNF-a, CD95L, TRAIL) que ya hemos demostrado se encuentran sobre-activados
en la patogenia de EC (Khan et al., 2021; Tsuchiya et al., 2015).

En este capitulo, hemos evidenciado un incremento de RIPK3 en la mucosa duodenal de los
pacientes con EC y en intestino delgado proximal de ratones con nuestro modelo de
enteropatia. Es importante recalcar que con la metodologia que contamos para el
desarrollo de nuestros experimentos no tuvimos la posibilidad de determinar p-RIPK3,
forma activa de la proteina. En la bibliografia se describe que los niveles de la forma
biolégicamente activa suelen ser muy bajos (Xie et al., 2020), y que posiblemente se
requiera de condiciones mas severas de induccion de necroptosis para ponerlo en
evidencia, como por ejemplo modelos de infecciéon. Debe tenerse en cuenta que no
estamos utilizando ningun activador de la via y el solo hecho de documentar un incremento
de la versién precursora, simplemente con la utilizacién del péptido p31-43 para inducir una
enteropatia estéril, es de suma relevancia.

La posibilidad de que se produzca necroptosis en el intestino esta respaldada por el hecho
de que la inhibicion o la delecién genética de la caspasa-8 puede provocar la activacion
tanto de RIPK3 como de MLKL y desencadenar disfuncion de la barrera e inflamacién en el
intestino delgado (Newton et al., 2019; Schwarzer et al., 2020). En el Capitulo 1 Seccidn 3.2
del presente trabajo encontramos que caspasa-8 activa es significativamente mas elevada
en células epiteliales de ratones tratados con p31-43, pero no en la lamina propria, donde
los resultados provenientes del western blot fueron no significativos, sugiriendo que los
niveles mas bajos de caspasa-8 pueden conducir a la aparicion de células necroptdticas en
la lamina propia y la regién de las criptas, tal como lo hemos observado en el patrén de
marcacion para RIPK3 y p-MLKL.

Los complejos de sefializacién RIP1/RIP3 o RIP3/TRIF reclutan y fosforilan aguas abajo MLKL,
provocando la ruptura de la membrana plasmatica, y la liberacion de DAMPs que amplifican
la respuesta inflamatoria (Tang et al., 2019). Siguiendo esta linea hemos demostrado un
incremento de la expresion de p-MLKL en la mucosa duodenal de pacientes con
enfermedad celiaca. Como hemos mencionado, esta marca en particular presenté un
patron de expresién llamativo tanto a nivel de la lamina propria como en el fondo de las
criptas, expresion que nos recordd un patrén similar de marca que ya habiamos observado
en las inmunofluorescencias indirectas para caspasa-1 (Capitulo 2 Seccion 1.2).
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Las células del fondo de la cripta positivas para p-MLKL resultaron ser células de Paneth,
confirmando que, en estas células, los procesos de muerte celular proinflamatoria, como
necroptosis o piroptosis, estdn activos. Este hallazgo va de la mano con el hecho de que en
la patogenia de EC se demostrd que estas células estan sujetas a estrés, por lo que su
fisiologia puede verse alteradas por este tipo de procesos (Di Sabatino et al., 2008). Un
hecho similar fue reportado en otra patologia intestinal, la Enfermedad de Crohn, donde se
ha demostrado el incremento de la expresion de RIPK3 en estas células, sugiriendo un papel
potencial de la necroptosis en su patogenia. Se considera que la liberacién crénica de IFN
tipo Il induciria necroptosis en células de Paneth mientras que los enterocitos moririan
principalmente por apoptosis, mostrando una coexistencia entre el proceso de apoptosis y
necroptosis en el intestino (Glnther et al., 2019).

La caracterizacion de células p-MLKL* en la lamina propria de pacientes con enfermedad
celiaca determind que principalmente representaban a células CD3*. En este sentido se ha
documentado que la necroptosis estd implicada en la regulacion de la proliferacion y
supervivencia de células T activadas por antigeno (Negroni et al., 2020). Debemos tener
presente que el analisis por la técnica de TUNEL mostrd que solo el 5% de las células
TUNEL* fueron también positivas para CD3. Estos hallazgos sugieren que las células CD3* en
lamina propria pueden sufrir la induccién de procesos de muerte por necroptosis,
demostrados por el incremento de la expresién de p-MLKL, sin llegar a superar el umbral de
formacion de poros en la membrana plasmatica necesario para alcanzar eventos avanzados
de muerte celular con fragmentacion del ADN, lo que se refleja en una reaccion de TUNEL
negativa (Ch’en et al., 2008).

Es interesante considerar que los linfocitos T activados deben sufrir una fase de contraccion
qgue limita la expansion descontrolada de linfocitos por activacion especifica. Aunque el
mecanismo de muerte es apoptosis, se observd que la necroptosis podia explicar parte de
la muerte de linfocitos T activados (Ch’en et al.,, 2008, 2011). Este es un aspecto
sumamente interesante para analizar, especialmente en un tejido como el intestino
delgado en EC que se encuentra continuamente sometido a activacién T especifica por los
péptidos de gluten. Y a su vez, donde la sefial local derivada de IFNy y TNF-a puede
promover muerte celular.

Recientemente, se observé que la sefializacién conjunta IFNy y TNF-a puede inducir muerte
en células epiteliales en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal,
independientemente de las vias canodnicas (Woznicki et al., 2021). De esta manera los
circuitos de control de muerte pueden ser aun mas complejos en los tejidos con
inflamacion cronica. De forma similar, el analisis de muestras de colon de pacientes con
colitis ulcerosa, o en muestras de colon de ratones de un modelo de DSS, también
mostraron la presencia de linfocitos T que expresaban MLKL (S. H. Lee et al., 2020).
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Los resultados de este capitulo, que se encuentran resumidos en la llustracién 22, sugieren
que la necroptosis puede desempefiar un papel importante en la patogenia de la
enfermedad celiaca. Asi como también puede participar en la activacién simultdnea de
otras vias de muerte celular programada.
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llustracion 22. Resumen de resultados de la via necroptética en la enfermedad celiaca

En la ilustracion se resumen de manera esquemdtica los resultados obtenidos sobre la
activacion de la via necroptotica tanto en el modelo de enteropatia (flecha azul) como en la
patogenia de EC (flechas rojas). En ambos casos, se observo un aumento en la expresion de
RIPK3 por diversas técnicas, acompafiado en el caso de los pacientes celiacos con un
incremento de la sefializacion a través de ZBP1 y un aumento de la activacion del
componente clave de la via p-MLKL. Estos mecanismos demuestran la implicancia de la via
en la progresion del dafio a la mucosa.

Ademds de su estrecha relacién con la apoptosis, la activacion de MLKL durante la
necroptosis demostrada en la mucosa duodenal de pacientes con enfermedad celiaca,
podria ser suficiente para inducir el procesamiento y la liberacion de IL-1B activa
independiente de GSDMD, ademas de desencadenar la salida de potasio y el ensamblaje del
inflamasoma NLRP3 (Gutierrez et al., 2018), mostrando un claro ejemplo de la conexién
entre ambas vias. La necroptosis conduce a la liberacidon de moléculas enddgenas que
amplifican la respuesta inflamatoria (Kearney & Martin, 2017). En forma similar a la
piroptosis, la liberacién de DAMPs puede activar los inflamasomas, facilitar el reclutamiento
de células inflamatorias y promover respuestas posteriores que conducen a la activacion de
la piroptosis, demostrando asi la estrecha conexion de estas vias de muerte celular
programada (Christgen et al., 2020; Kesavardhana et al., 2020; Tang et al., 2019).
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Finalmente, el hecho de que tanto necroptosis como apoptosis y piroptosis pueden ser
iniciados por los mismos estimulos, y que parte de las moléculas mediadoras de estos
procesos se ven solapadas, hace muy dificil el estudio de cada via en particular y mas aun
en los distintos modelos experimentales que manejamos, donde trabajamos con un tejido
complejo como lo es la mucosa intestinal de pacientes celiacos o la proveniente de nuestro
modelo murino.

El mayor interrogante ahora es comprender si estas vias se gatillan en simultdaneo en una
misma célula y existe un control propio que determina la via seguida, o si el fendmeno
observado es debido a la activacién de una via particular en una determinada célula que se
desdibuja al estudiar el tejido como un todo.

Intentando arrojar luz a este interrogante, como hemos mencionado en la introduccion
general, recientemente se ha planteado la existencia de un fendmeno denominado
PANoptosis que se define como el resultado de vias de muerte celular interrelacionadas y
conservadas evolutivamente, que conducen a diferentes resultados (apoptosis, necroptosis
y piroptosis) (Samir et al., 2020). Ademas, se sugiere que este proceso involucra una via
Unica controlada por un complejo multiproteico llamado “PANoptosoma” basado en ZBP1,
y particularmente aqui hemos demostrado que ZBP1 se encuentra sobre-expresado en
pacientes con enfermedad celiaca. Las respuestas inflamatorias impulsadas por la
activacion del PANoptosoma se han postulado en variadas enfermedades entre las que,
basados en nuestras observaciones, podriamos agregar a la enfermedad celiaca.

Ya que la coexistencia de multiples vias de muerte celular se ha encontrado en otras
afecciones inflamatorias como la enfermedad de Crohn (Glnther et al, 2019). Es
importante plantearnos la posibilidad de que muchas de las vias de muerte celular
descriptas en la actualidad pueden también estar involucradas de alguna u otra manera. Sin
ir mas lejos la autofagia se ha asociado a la enfermedad celiaca (Comincini et al., 2017) y
existen otros fendmenos como la ferroptosis que no han sido abordados aln, pero que
también podrian participar en la patogenia, ya que cambios en la peroxidacion lipidica
asociados con la ferroptosis pueden ocurrir en enfermedad celiaca y se ha demostrado que
estos mediadores pueden inducir la apoptosis en presencia de un sistema antioxidante
competente (Glutation y sistemas de tiorredoxina) o en situaciones de deficiencia donde las
condiciones oxidativas activan factores como MLKL, RIPK1/3, NLRP3, caspasa-1 y GSDMD
dando lugar a la progresién de vias proinflamatorias (Perez et al., 2021).

Los hallazgos mostrados en este capitulo indican que la necroptosis se encuentra activa en
la mucosa duodenal de pacientes con enfermedad celiaca, y también presentan elementos
gue sugieren que es posible evidenciarla en el intestino delgado proximal de ratones en
nuestro modelo de enteropatia. En este Ultimo aspecto tenemos la ventaja de profundizar
los estudios sobre esta via empleando bloqueos funcionales para determinar el rol de la
necroptosis en el dafio a la mucosa intestinal. Esto es de especial interés ya que no se han
realizado estudios en un modelo de inflamacién estéril hasta el presente.
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Conclusiones

e Determinamos que mediadores claves de la via de la necroptosis estan activos en
enfermedad celiaca, evidenciado por un incremento en la expresién y activacién de
ZBP1, RIPK3 y p-MLKL.

e El andlisis de expresion de p-MLKL indicod que las células CD3* explicaron la mayoria
de las células p-MLKL* en la lamina propria, mientras que las células B-defensina*
(células de Paneth) explicaron las p-MLKL* en el fondo de las criptas de la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos.

e La evaluacién en el modelo murino de enteropatia mostré un incremento de la
expresion de RIPK3, indicando que la via de la necroptosis también puede ser
inducida en este modelo. Esto permitird el avance en la caracterizaciéon de la
necroptosis realizando estudios funcionales con bloqueos in vivo de elementos
criticos de la via.

e Los pacientes con enfermedad celiaca no tratados tienen un mayor nimero de
células que mueren por apoptosis y por otras vias de muerte celular programada
proinflamatorias, como piroptosis y necroptosis. Estas vias de muerte celular
podrian estar interconectadas y modularse entre si.

En base a los puntos detallados concluimos que se ha logrado confirmar que la via de la
necroptosis se encuentra activa en la mucosa duodenal de pacientes con EC. En el caso de
nuestro modelo murino de enteropatia se requiere extender los estudios mediante el
empleo de inhibidores de la via con el fin de esclarecer su participacion. Sin embargo, es
destacable el incremento de la versidon precursora de RIPK3 documentado, como un
marcador de activacion de la via, simplemente por administracion del péptido p31-43.
Finalmente, el empleo de este modelo de inflamacion estéril permitira el desarrollo de una
estrategia novedosa para avanzar en el conocimiento del rol de la necroptosis en el
intestino delgado.
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Conclusion General

En este trabajo, hemos demostrado la implicancia en la progresion del dafio a la mucosa del
intestino delgado de multiples vias de muerte celular programada en condiciones
inflamatorias que coexisten en un mismo tejido, evaluadas tanto en muestras humanas
como en un modelo experimental en ratdn (llustracién 23).

Confirmamos que la via de la apoptosis, descripta como la via fundamental de eliminacion
masiva de células en el epitelio, se encuentra activa. De manera llamativa, observamos que
existe un alto niumero de células muertas en la lamina propria, hallazgo que nos impulsd a
estudiar otras posibles vias de muerte celular proinflamatoria. De esta forma, demostramos
el rol de la piroptosis en la mucosa del intestino delgado tanto en una situacién inflamatoria
cronica (duodeno de pacientes celiacos) como en el modelo de enteropatia, al probar que
las formas activas de moléculas centrales en esta via (caspasa-1, IL-1B y GSDMD) se
encuentran activadas. Empleando el modelo experimental, evidenciamos que el bloqueo in
vivo de la via de la piroptosis, mediante inhibicion farmacoldgica o inmunoquimica
(inhibidores de NLRP3, caspasa-1 o anticuerpo anti-IL-1B, respectivamente) impide la
induccién de dafio mediante el estimulo inflamatorio. Ademas, la observacién de la
expresion de RIPK3 y p-MLKL permitié demostrar la actividad de la via de la necroptosis en
intestino delgado de ratoén.
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Conclusidn general

llustracion 23. Resumen integral de las vias de muerte celular programada involucradas
en la patogenia de EC

En la ilustracion se resumen de manera esquemdtica los resultados obtenidos en el
desarrollo de este trabajo de tesis doctoral. Demostramos el papel de la apoptosis en la
progresion del dafio a la mucosa intestinal en la enfermedad celiaca, ademds de la
implicancia de vias de muerte celular proinflamatorias como la piroptosis y la necroptosis,
mecanismos que no habian sido estudiados en condiciones no infecciosas.

En el desarrollo de la tesis doctoral se han estudiado, por primera vez, las vias de muerte
proinflamatorias en intestino delgado en condiciones no infecciosas, y en el contexto de la
enfermedad celiaca. La amplificacion de los mecanismos inflamatorios y de dafio tisular por
liberacion de DAMPS, como consecuencia de la piroptosis y necroptosis, constituyen
mecanismos no descriptos en la enteropatia del intestino delgado. A su vez, la liberacién de
alarminas no solo amplificaria la inflamacién local si no que podria potenciar el desarrollo
de mecanismos de dafio en tejidos distantes.

La relevancia de estos resultados yace en la descripcion por primera vez del rol de ejes
proinflamatorios en la mucosa del intestino delgado, permitiendo profundizar el
conocimiento de la biologia de la mucosa intestinal, pudiendo ser utilizados en
la prevenciéon de la EC o bien en la implementacién de estrategias terapéuticas que
reduzcan la progresion o severidad de las complicaciones a largo plazo vy el
desencadenamiento de las enfermedades asociadas.
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