
Periolo, Natalia

Identificación de marcadores moleculares y
celulares que puedan contribuir al pronóstico,
diagnóstico y tratamiento de la enfermedad
celíaca

Esta obra está bajo una Licencia Creative Commons Argentina.
Atribución - No Comercial - Sin Obra Derivada 2.5
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ar/

Documento descargado de RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad
Nacional de Quilmes  de la Universidad Nacional de Quilmes

Cita recomendada:
Periolo, N. (2017). Identificación de marcadores moleculares y celulares que puedan contribuir al pronóstico,
diagnóstico y tratamiento de la enfermedad celíaca. (Tesis de doctorado). Universidad Nacional de Quilmes,
Bernal, Argentina. Disponible en RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la
Universidad Nacional de Quilmes  http://ridaa.unq.edu.ar/handle/20.500.11807/288

Puede encontrar éste y otros documentos en: https://ridaa.unq.edu.ar



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

Periolo, Natalia, Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, 
 agosto de 2010, 137 p. , 

http://ridaa.unq.edu.ar,  
Universidad Nacional de Quilmes, Secretaría de Posgrado, 

 Doctorado en Ciencias Básicas y Aplicadas 

 

Identificación de marcadores moleculares y celulares que puedan 

contribuir al pronóstico, diagnóstico y tratamiento de la enfermedad 

celíaca 

TESIS DOCTORAL 

Natalia Periolo 

nataliaperiolo@hotmail.com 
 
Resumen 

La Enfermedad Celíaca (EC) es una enteropatía inducida por intolerancia al gluten, en individuos 
genéticamente susceptibles. Tras la activación de los linfocitos T del intestino delgado en respuesta a la 
gliadina, se ponen en marcha mecanismos inflamatorios que desregulan el balance entre citoquinas 
inflamatorias y citoquinas anti-inflamatorias como TGF-β e IL10. El resultado final es un predominio de la 
respuesta inmune de perfil Th1 mediado principalmente por la producción de INF- γ, y como se evidenció 
en los últimos años, con participación concomitante de una respuesta de tipo Th17. La gliadina, por otra 
parte, dispara la producción local de IL-15, que desempeña un papel central en el desencadenamiento de 
la respuesta inmune innata y adaptativa. 
En la presente tesis investigamos una serie de moléculas de activación expresadas en los linfocitos T e 
indagamos principalmente el papel de CD30 y OX40, dos moléculas coestimulatorias que integran la 
súperfamilia del receptor de TNF (TNF-R). Evaluamos su modulación por citoquinas así como la 
capacidad de las  subpoblaciones  de  LT  periféricas,  positivas  para  la  expresión  de  dichas 
moléculas, de producir citoquinas relacionadas con el perfil Th1/Th2. Con el objetivo de comparar el 
comportamiento de estas moléculas en dos compartimientos diferentes, (periférico y local), como así 
también en niños y adultos se ha incluido en este estudio, sangre y biopsias de pacientes pediátricos y 
adultos con sus respectivos controles. 
Nuestros resultados demuestran que la modulación de CD30 y OX40 está sujeta a la acción de IL-15 en 
blastos T, especialmente en pacientes celíacos. Observamos además, que la producción de INF-γ por 
parte de los blastos CD3+CD30+ es mayor que la producción de IL-4 en pacientes celíacos adultos con 
respecto  a  individuos  control,  y  que  estos  últimos  no  presentan  diferencias  en cuanto a la 
producción de ambas citoquinas. Estos hallazgos nos indicarían que las células CD3+CD30+ periféricas 
podrían formar parte del proceso inflamatorio instaurado en esta patología, mediante su capacidad para 
producir INF-γ. 
 En lo que respecta a las biopsias duodenales, la estimulación con gliadina indujo un aumento en el 
número de células CD3+ que expresan CD30 en LPLs (Linfocitos de lámina propia) en pacientes celíacos 
pediátricos, pero no en adultos. 
En cuanto a OX40, IL-15 no indujo la expresión de OX40 en blastos T; por el contrario, la expresión de 
esta molécula disminuyó en respuesta a la incorporación de esta citoquina. No hemos registrado 
diferencias en cuanto a la expresión de esta molécula ni en LIEs (Linfocitos intraepiteliales) ni LPLs, frente 
a la estimulación con gliadina en ninguno de los grupo de pacientes estudiados. 
Por otro lado, hemos incorporado en este trabajo el estudio prospectivo de pacientes con Enfermedad 
Celíaca Refractaria (ECR), provenientes de una única institución. En ellos se llevaron a cabo una serie de 
estudios relacionados con aspectos clínicos, moleculares y celulares con el fin de establecer posibles 
correlaciones entre esos estudios y la incidencia al desarrollo de un curso más severo de esta 
enfermedad, como lo es el linfoma T asociado a Enteropatía (EATL). Respecto a los estudios 
convencionales, moleculares y celulares efectuados en los pacientes con ECR, cabe destacar que no 
hemos encontrado correlación entre la expresión de CD30 y el desarrollo de EATL, quizás debido al 
escaso número de pacientes que presentaron características severas de ECR. 
En conclusión, en esta tesis se aportan los primeros datos que contribuyen a dilucidar  la  posible  
implicancia  de  CD30  y  OX40  en  el  proceso  inflamatorio asociado con la EC. 
Futuras investigaciones deberán profundizar la comprensión de sus funciones biológicas a fin de 
asignar a dichas moléculas un papel concreto como marcadores moleculares asociados a la EC. 
 
Lugar de trabajo: Laboratorio de Inmunogenética. Hospital de Clínicas “José de San Martín”. 
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Introducción 

1- ENFERMEDAD CELÍACA 

1.1 Definición y características generales 

La enfermedad celíaca (EC) es una patología autoinmune que se desencadena por la 

ingestión de gluten y sus proteínas homólogas en avena (avenina), trigo (gliadina), cebada 

(hordeina) y centeno (secalina). La fracción responsable de la acción deletérea del gluten 

es la  prolamina,  gliadina,  la  cual  conduce  a  una  intolerancia  intestinal  permanente  

en individuos genéticamente susceptibles portadores de los genes HLA-DQ2 y en menor 

medida de HLA-DQ8 (Sollid LM y Thorsby, 1993). 

La EC se caracteriza por la presencia de lesiones en la mucosa del intestito delgado 

(ID) desencadenadas por péptidos de gliadina, acompañadas por al aumento de LIEs (80-

100 LIEs / 100 enterocitos, unas cuatro veces más que en la mucosa no celíaca). 

En lo que respecta al seguimiento de aquellas personas que padecen la enfermedad, 

el único tratamiento es mantener una dieta libre de gluten (DLG) de por vida. En la mayoría 

de los pacientes celíacos, el cumplimiento estricto de la DLG conduce, en pocos meses, a 

la recuperación de la función y arquitectura normal de la mucosa del ID, así como a la 

remisión de los síntomas y la normalización de los parámetros serológicos. En caso 

contrario, se incrementa el riesgo de aparición de linfomas y mortalidad. Con frecuencia la 

enfermedad se asocia con alteraciones óseas, gineco-obstétricas y otras enfermedades 

autoinmunes que afectan aproximadamente al 20 por ciento de los pacientes adultos 

(Cosnes y col., 2008), y neoplasias malignas como los EATL. Estos linfomas se 

desarrollan como consecuencia de la activación descontrolada de los LIEs y provocan una 

enteropatía grave refractaria a la DLG (Cellier y col., 2000; Spencer y col., 1988). 

Todavía no está claro por qué sólo algunos individuos portadores de las moléculas 

HLA de riesgo desarrollan la enfermedad, y por qué algunos lo hacen en la infancia cerca 

de su primer exposición al gluten, mientras que otros la desarrollan mucho más tarde en la 

edad adulta, como tampoco cuáles son los mecanismos que conducen a complicaciones 

extra- digestivas. 

Los enterocitos de la mucosa duodenal humana expresan un receptor para 

quimioquinas,  CXCR3,  que  a  su  vez  funciona  como  receptor  para  la  gliadina.  La 

interacción entre la gliadina y CXCR3 promueve un aumento de la permeabilidad de la 

barrera intestinal y favorece el ingreso masivo de esta proteína desde el lumen del ID. Este 

ingreso masivo de gliadina contribuye a exacerbar tanto la respuesta innata como a 

disparar una respuesta adaptativa (Lammers KM y col., 2008). 

La respuesta a gliadina involucra linfocitos T (LT) y B (LB), células natural killer (NK), 

monocitos, células dendríticas, como así también, la producción de citoquinas, factores de 
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crecimiento y quimioquinas que potencian la respuesta y conducen al aplanamiento y 

reducción de la superficie de absorción del ID. Los primeros eventos se inician  en  la  

lámina  propia  (LP)  luego  que  los  péptidos  de  gliadina  incrementan  su capacidad 

antigénica por acción de la tTG, producida por fibroblastos, células inflamatorias y 

endoteliales tras un daño tisular. Se identificó a la transglutaminasa tisular (tTG) como el 

autoantígeno más importante, aunque no el único que es reconocido por los anticuerpos 

antiendomisio (EMA) (Dieterich W y col., 1997). 

 

1.2 Prevalencia de la EC 

 

El descubrimiento de métodos para de detección de anticuerpos serológicos 

específicos y los de biopsia intestinal desempeñaron un papel fundamental en la 

estimación de la incidencia y prevalencia de la celiaquía. Se estima que la misma, a nivel 

mundial, es de 1:3.300 según el diagnóstico clínico, y de 1:266 según los marcadores 

serológicos (González L, 2004). Dadas las diversas manifestaciones de esta enfermedad, 

es muy difícil precisar los valores reales de incidencia y prevalencia. La EC se describe 

casi exclusivamente en sujetos de raza blanca siendo rara su presencia en raza amarilla o 

negra. Es mucho más frecuente en Caucásicos del Norte y Sur de Europa. 

Un estudio realizado en adultos de la provincia de Buenos Aires y sus alrededores 

indica que la prevalencia de la EC es de 1 de cada 167 individuos sanos, de los cuales el 

70 % no había presentado sintomatología previa (Gomez JC y col., 2001). 

 

1.3 Manifestaciones clínicas en niños y adultos 

 

Todavía no está claro por qué algunos individuos desarrollan la enfermedad en la 

infancia, después de su primer exposición al gluten, mientras que otros la desarrollan 

mucho más tarde en la edad adulta. 

  

En Niños: 

 

La EC se manifiesta principalmente entre los 4 y los 24 meses de edad, al suspender la 

lactancia materna e incorporar la dieta con gluten. Los síntomas clínicos más comunes son 

diarreas, distensión abdominal, vómitos y retraso en el crecimiento. La enfermedad puede 

incluir anemias por deficiencia en ácido fólico, osteoporosis, deficiencias de vitamina K. 

También existen formas denominadas atípicas, de menor expresividad clínica en la que las 

manifestaciones digestivas están ausentes u ocupan un segundo lugar. 

 

En Adultos: 
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La EC se diagnostica en una proporción de 1 niño: 9 adultos. El diagnóstico en adultos 

se realiza entre los 30 y los 50 años, con un 20% de casos presentes en mayores de 65 

años (van Heel DA y West J, 2006), probablemente en relación con una mayor prevalencia 

de enfermedades autoinmunes tales como osteosporosis o anemia ferropénica. 

Trabajos publicados en los últimos veinte años demuestran que las manifestaciones 

clínicas de la EC han cambiado. Las manifestaciones intestinales clásicas o típicas 

(malabsorción y diarreas) ya no son tan frecuentes  (Dewar DH y Ciclitira 2005; Hernández 

L y Green PH, 2005; Sanders DS y col., 2003; Riesta S y col., 1999; Sanders DS y col., 

2002). Los síntomas gastrointestinales atípicos, como el dolor abdominal, flatulencia o el 

síndrome de intestino irritable (Sanders DS y col., 2001; Wahnschaffe U y col., 2001) se 

describen cada vez con mayor frecuencia. En los últimos años, se han demostrado formas 

ocultas de la enfermedad tanto para los pacientes pediátricos como adultos que han dado 

lugar a la comparación de esta enfermedad con un iceberg. En esta representación, las 

formas sintomáticas (tanto típicas como atípicas) serían solo la parte visible del iceberg. 

En la figura 1 se esquematiza las formas sintomáticas tanto típicas como atípicas que 

serían solo la parte visible del iceberg, y aparecen definiciones nuevas, constituyendo un 

nuevo espectro clínico de esta enfermedad, que incluye la EC silente, latente y potencial 

(Ferguson y col. , 1993). 

 

 
 
 
 
 
 

              EC sintomática 

 
                                                                          EC silente 

 

 
                                                                           EC latente 

 

 
 

                                                                           EC potencial 

 
 

 

Figura 1. Las formas sintomáticas (tanto típicas como atípicas) serían 

sólo la parte visible del iceberg. 
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Formas silentes: Son pacientes asintomáticos en los que la atrofia de las vellosidades y/o 

la serología positiva se demuestran a partir de un familiar diagnosticado o en estudios 

poblacionales (Troncone R, 1995). Estos individuos suelen presentar también el marcador 

de histocompatibiliadad HLA-DQ2/8. Esta forma corresponde a gran parte de los adultos 

con diagnóstico de EC en la infancia que no sigue la DLG (Tursi A y col., 2001; Matysiak- 

Budnik T y col., 2007). 

Formas latentes: Pacientes celíacos que a pesar de estar ingiriendo gluten no presentan 

sintomatología clínica y tienen una biopsia yeyunal normal o solo aumento de los LIEs. 

Presentan atrofia de las vellosidades intestinales, con normalización histológica tras la 

eliminación del gluten de la dieta, y reaparición de la lesión al reintroducirlo nuevamente. 

Formas potenciales: Pacientes sin alteraciones histológicas en la biopsia intestinal, pero 

presentan algún marcador positivo propio de la EC o un aumento de los LIEs (Eiras P y 

col., 2002). En ocasiones también son HLA-DQ2/8. Se especula que pueden desarrollar 

potencialmente EC, que podría estar inducida por factores ambientales no identificados 

hasta el momento (Kemppainen T y col., 1999; Arranz y col. , 1994). 

1.4 Enfermedades Asociadas 

Se ha observado que los pacientes con EC tienen una especial predisposición a 

padecer otras enfermedades de base inmunológica. Una posible explicación es que la EC 

y otros trastornos compartieran algún mecanismo patogénico aunque éstos todavía no han 

sido completamente aclarados. Se ha demostrado la importancia de la duración de la 

exposición  al  gluten  en  los  individuos  susceptibles,  observando  que  en  niños  con 

diagnóstico tardío, el riesgo de manifestar una enfermedad autoinmune aumentaba de 

3,3% en los diagnosticados antes del año de vida, hasta el 26,3% en aquellos 

diagnosticados después  del  tercer  año  de  vida  (Ventura  A,  1999).  Es  posible  que  la  

estimulación linfocitaria crónica durante la EC actúe como detonante de otras 

enfermedades autoinmunes graves. Una de las enfermedades más comunes relacionadas 

con la EC es la dermatitis herpetiforme que cursa con lesiones dérmicas y encefalopatía 

progresiva. La tabla 1 resumen las enfermedades asociadas a la EC (autoinmunes, 

neurológicas y otras). 
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Enfermedades Asociadas 
 
Enfermedades  Autoinmunes 

Dermatitis herpetiforme 

Diabetes tipo I 

Déficit selectivo de IgA 

Tiroiditis 

Enfermedad inflamatoria intestinal 

Síndrome de Sjögren 

Lupus eritematoso diseminado 

Enfermedad de Addison 

Nefropatía de IgA 

Hepatitis crónica 

Cirrosis biliar primaria 

Artritis rematoidea 

 

Trastornos neurológicos y psiquiátricos 

 

Encefalopatía progresiva 

Síndromes cerebelosos 

Demencia con atrofia cerebral 

Leucoencefalopatía 

Epilepsia y calcificaciones  

 

Otras asociaciones 

Síndrome de Down 

Fibrosis quística 

Síndrome de Turner 

Síndrome de Williams 

Enfermedad de Hartnup 

Cistinuria 

 

 
 

 

Tabla 1: Enfermedades asociadas a la EC. 

 

1.5 Diagnóstico: Criterios Serológicos y Histológicos 

 

El diagnóstico de la EC se establece mediante análisis clínicos, serológicos e 

histopatológicos, sumados a una buena respuesta a la DLG. No obstante, la biopsia 

endoscópica sigue constituyendo la clave diagnóstica de la enfermedad (Trier JS, 1998; 

Murray  JA  y  Green,  1999).  En  el  pasado,  la  EC  era  diagnosticada  mayoritariamente 

después de su presentación clínica. Hoy en día, muchos más pacientes son referidos en 

base a la positividad de pruebas serológicas. La endoscopia y biopsia duodenal (sin 

sospecha previa de enfermedad celíaca) también llevan al diagnóstico. 

 

Criterios Histológicos. 

 

La clasificación de Marsh es una clasificación precisa de la lesión intestinal tanto en el 

diagnóstico inicial como en el seguimiento (Marsh, 1986; Marsh, 1989 y Marsh 1990). 

Según su esta clasificación se distinguen distintos estadíos de daño en el ID, figura 2. 

La clasificación se divide en: 

 

Marsh 1 (estadio infiltrativo): se caracteriza por una mucosa con arquitectura normal 

que presenta un incremento significativo de LIEs. Esta fase no es diagnóstica de la 

enfermedad. 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Marsh 2 (estadio hiperplásico): presenta una arquitectura vellositaria normal, con 

incremento de LIEs y con hiperplasia críptica. 

Marsh 3 (estadio destructivo): son lesiones diagnósticas de EC. 

 

- Tipo 3a: atrofia vellositaria leve. 

- Tipo 3b: atrofia vellositaria marcada. 

- Tipo 3c: Mucosa plana (atrofia vellositaria total). 

IInnffiillttrraattiivvoo Destructivo 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pre- Infiltrativo 
 

Figura 2: Diferentes estadíos del daño 
en la mucosa intestinal. 

 

 

Híperplásico 

 

Criterios Serológicos. 

 

La presencia de diferentes tipos de anticuerpos séricos en el momento del diagnóstico 

y su desaparición concomitante con la DLG complementan el análisis de la biopsia. Estos 

anticuerpos son específicos de gliadina, reticulina, endomisio o tTG.  

 

Anticuerpos anti-gliadina (AGA). 

 

Las gliadinas son proteínas (del grupo de las prolaminas) presentes en el gluten 

(Paulley JW, 1954). En 1958 se describe, por primera vez, la presencia de anticuerpos 

aglutinantes de gluten en suero de pacientes celíacos (Berger, 1958). La determinación de 

AGA se adoptó en el año 1981 y actualmente se realiza mediante ELISA. Si bien estos 

anticuerpos (de isotipos IgA o IgG) son moderadamente sensibles, no son específicos de 

la enfermedad e incluso se pueden detectar a bajos niveles en suero normal. En la 

actualidad se utilizan para monitorear transgresiones de la dieta y en pacientes menores 

de 2 años, IgA-AGA  sigue siendo utilizado como marcador serológico (Peter JS, 1996). 

 

Anticuerpos anti-reticulina (ARA). 
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Los ARA son anticuerpos no-órgano específicos que pueden ser asociados a múltiples 

patologías. Según el patrón de reconocimiento de tejido conectivo sobre secciones de 

tejido congelado de riñón e hígado de  rata, los ARA se clasifican en 5 subtipos (R1, R2, 

Rs, R3 y R4).El patrón de reconocimiento de las fibras del tejido conectivo peritubular y 

periglomerular de los anticuerpos ARA IgA R1es el específico de la EC y de la DH. Éstos 

tienen una especificidad cercana a 100%, pero la complicada interpretación de los 

patrones y su baja sensibilidad hacen inadecuada su utilización. 

 

Anticuerpos (EMA). 

 

La presencia de anticuerpos séricos IgA EMA en enfermos celíacos se observó por 

primera vez en 1983. Su determinación se hace por inmunofluorescencia indirecta sobre 

cortes de tejido de esófago de mono o de cordón umbilical humano. Superan a los AGA en 

sensibilidad (85-98%) y especificidad (97-100%). 

 

Anticuerpos anti- tTG. 

 

En 1997 se encontró que el autoantígeno reconocido por los anticuerpos EMA es la 

tTG (Dieterich W y col., 1997). Los niveles de ac anti-tTG pueden ser muy bajos o 

indetectables en caso de que la atrofia sea muy leve. Si bien es difícil obtener falsos 

negativos, estos pueden presentarse en pacientes con menos de 2 años o con déficit de 

IgA. Pacientes con una deficiencia en IgA tienen un riesgo 10 veces superior de tener la 

enfermedad (Maki M y Collin P, 1997). Ocasionalmente pueden aparecer casos de 

celiaquía en pacientes con hipogamaglobulinemia y/o asociados a una deficiencia de IgA. 

En estos casos se deben determinar anticuerpos de isotipo IgG. Estos anticuerpos 

desaparecen cuando se suspende la ingesta de gluten. 

 

1.6 Factores Genéticos y Ambientales 

 

Factores Genéticos. 

 

La EC es una alteración condicionada genéticamente por la presencia del 

héterodímero DQ2 del sistema  HLA clase II (Solid LM, 1989; Sollid LM y Thorsby, 1993) 

constituída por los alelos DQA1* 05 y DQB1* 02, o por la proteína DQ8 (5-10 % de los 

pacientes), codificada por los alelos DQA1 * 0301 y DQB1 *0302. Estos alelos están 

ubicados en cis dentro del haplotipo DR3-DQ2 (DQB1* 0201/ DQA1* 0501/ DRB1* 0301) o 

en trans, en el genotipo héterocigota DR5-DQ7 / DR7-DQ2, figura 3. El héterodímero DQ2 

está presente en la cuarta parte de la población general, que concentra más del 90% de 
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los pacientes con EC. 

 

 

Figura 3: HLA-DQ2 asociado a la EC. 

 

Existen otros genes fuera del sistema HLA que también ejercen una importante 

contribución a la carga genética asociada a la enfermedad (Diosdado B y col., 2005). 

 

Factores Ambientales. 

 

El gluten es el principal factor desencadenante de la EC, especialmente cuando la 

introducción de estas proteínas se realiza muy pronto en la vida del niño, y la cantidad 

ingerida durante en primer año de vida podría tener un valor determinante (Ivarsson A y 

col., 2000). Otros factores incluyen infecciones y duración de la lactancia materna. La 

contribución de las infecciones podría reflejarse en las variaciones estacionales 

observadas respecto a la aparición de la enfermedad, quizá debido a que la suspensión de 

la lactancia materna se realiza en invierno, cuando es más frecuente sufrir infecciones 

(Ivarsson A y col. , 2003).La lactancia materna tiene ventajas de tipo inmunológico, 

además de prevenir frente a las infecciones. El consumo temprano de gluten es un factor 

de riesgo importante. Se determinó tanto una introducción muy precoz de los cereales que 

contienen gluten en la dieta (inferior a 3 meses) como muy tardía (superior a los 7 meses) 

incrementan el riesgo de EC, y el desarrollo de autoinmunidad relacionada con la EC 

(Norris JM y col. , 2005). 

 

2- CARACTERÍSTICAS DEL SISTEMA INMUNE DE MUCOSAS EN LA EC 

 

2.1 Características generales de los tejidos linfoides asociados a intestino 

 

El sistema inmunológico de mucosas está compuesto por los tejidos linfoides 

asociados con las superficies mucosas (MALT) y comprende los tejidos linfoides asociados 
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al intestino (GALT) a bronquios (BALT), a la mucosa nasofaríngea (NALT), a las glándulas 

mamarias y salivales, y a los órganos génito-urinarios (Kelsall y Strober 1996). 

Particularmente, el GALT es extremadamente complejo ya que además de enfrentarse 

con la mayor cantidad y variedad de antígenos, debe discriminar a los microorganismos 

patógenos, diferenciándolos de la abundante flora comensal y antígenos inocuos propios 

de las proteínas de la dieta. Por lo tanto la mucosa intestinal constituye un sitio de altísima 

actividad inmunitaria que comprende el mayor número de LT, LB y macrófagos del 

organismo (McGhee y col., 1992). En la mucosa intestinal se establece una modulación 

fina de la respuesta inmune, cuyo principal objetivo es la inducción de tolerancia local y 

sistémica contra antígenos inocuos y la vigilancia frente a microorganismos patógenos. 

El GALT está integrado por las Placas de Peyer (PP), agregados linfoides 

macroscópicos que se encuentran en la submucosa a lo largo de todo el ID, los nódulos 

linfáticos mesentéricos (NLM), los LIEs y los LPLs. Estos componentes definen dos 

compartimientos funcionales diferentes según su papel dentro de la respuesta inmune: uno 

de inducción de la respuesta (PP y NLM) y otro constituído por el epitelio y en la lámina 

propia (LP) donde se lleva a cabo la respuesta efectora mediada por los LPLs y LIEs 

(Mowat AM, 2003).La conexión entre sitios y inductores y efectores se describe en la figura 

4. 

 

2.2 Placas de Peyer 

 

Las PP se encuentran en la submucosa a lo largo de todo ID. Las PP maduras 

consisten en la acumulación de grandes folículos de células B y áreas intermedias de 

células T. Éstas se diferencian del resto de los nódulos linfáticos en que no tienen vasos 

linfáticos aferentes. Esta característica se corresponde con el hecho de que el antígeno se 

toma del lumen intestinal a través del epitelio (Croitoru y Bienenstock, 1994). 

 

2.3 Nódulos linfáticos mesentéricos 

 

Los NLM son los nódulos linfáticos más grandes del organismo. La acumulación de 

linfocitos en los NLM requiere L-selectina e integrina α4β7, moléculas de adhesión que 

normalmente están implicadas en la migración de los linfocitos a tejidos periféricos y a 

mucosa respectivamente. Debido a estas características, se puede considerar a los NLM 

como un cruce entre las vías de recirculación periférica y de mucosas (Mowat, 2003). 

 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

Figura 4. Sitios Inductores y efectores en la mucosa. 

 

El primer paso en la inducción de una respuesta inmunológica de mucosas es el 

transporte de antígenos a través de la barrera epitelial. Después del procesamiento y 

presentación de antígenos en los  sitios  de inducción, los blastos B específicos de 

antígeno proliferan localmente y migran vía sanguínea hacia tejidos secretores y mucosas 

locales y distantes. La IgA, dimérica o polímerica, es transportada a través de las células 

epiteliales en secreciones glandulares y mucosas vía transcitosis mediada por receptor 

(Apodaca y col., 1991). 

 

2.4 Poblaciones linfocitarias presentes en la mucosa del ID 

 

Los elementos linfoides menos organizados asociados con la mucosa intestinal, 

incluyen los LIEs como los LPLs, figura 5.  

 

LIEs 

 

Los LIEs son una población de células T adheridas a la superficie basolateral de los 

enterocitos, delimitada por el núcleo de la célula epitelial y la lámina basal. El papel de los 

LIEs ha sido asociado a una función supresora y de vigilancia inmunológica frente a 

células infectadas y/o tumorales. Algunos subtipos de LIEs participarían además en la 

homeostasis y en la reparación del epitelio mediante la secreción del factor de crecimiento 

de queratinocitos. Además de este papel funcional, casi todos los LIEs, sea cual fuese su 

fenotipo de superficie expresan la integrina αEβ7 (CD103), cuyo ligando es la E-cadherina 
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epitelial. Las interacciones entre αEβ7 y E-cadherina ayudan a anclar los LIEs al epitelio 

(Farstad y col., 1996, MacDonald, 2003). El incremento de los LIEs es el primer y más 

sensible hallazgo inducido por el gluten en la mucosa del intestino y constituye por sí solo 

la característica histopatológica mas revelante (Maki M y Collin P, 1997). Este incremento 

es de 80 LIEs por cada 100 células epiteliales mientras que en condiciones normales se 

encuentran en una relación de 10 - 30 LIEs / 100 enterocitos (Ferguson A, 1977). El 

aumento en el porcentaje de LIEs en el epitelio se debe en parte a un aumento en la 

proliferación de LIEs αβ y γδ (Halstensen TS y Brandtzaeg, 1993) y en parte a una 

reducción de las células epiteliales en el estadio de acortaminto vellositario (Camarero C y 

col., 2000). Mientras que el aumento de los LIEs αβ se correlaciona con la actividad de la 

EC y se normaliza con una dieta en DLG, el aumento de los LIEs γδ permanece constante 

en términos relativos: mientras estas células suponen un 10% de todos los LIEs en la 

mucosa intestinal sana, representan aproximadamente un 25% en la mucosa celíaca en 

todas las fases de la enfermedad. Además, el aumento de LIEs γδ se observa en todas las 

fases de la enfermedad, lo que hace que este parámetro sea muy útil en el diagnostico de 

las formas potenciales y latentes. La mayor densidad de LIEs no es exclusiva de la EC, ya 

que también se observa incrementado en la mucosa de pacientes con Dermatitis 

Herpetiforme y distintas enteropatías crónicas asociadas a infecciones virales o 

bacterianas. Sin embargo, en la mayoría de los pacientes con estos procesos el aumento 

de LIEs γδ suele ser transitorio y moderado. Los LIEs presentan una subpoblación 

heterogénea de LT (Chott A y col., 1992) que se encuentran en contacto con células 

epiteliales y tiene importancia en la respuesta a antígenos en la mucosa del ID (Mahadeva 

S y col 2002). Más del 95% de lo LIEs son CD3+CD2+ y proximadamente un 70-80% son 

CD8+. Los LIEs expresan aproximadamente un 3% de CD25 y la mayoría expresa CD69 y 

CD45RO (Eiras P y col., 1998) y no expresan HLA-DR (Halstensen TS y Brandtzaeg, 

1993). 

 

LPLs 

 

La LP es la capa de tejido conjuntivo existente entre el epitelio y la muscularis mucosa 

constituída por células de músculo liso, fibroblastos, vasos sanguíneos y vasos linfáticos 

(MacDonald y Spencer, 1994). La LP del ID y del intestino grueso humano están infiltradas 

por células linfoides y mieloides. El elevado número de macrófagos, células dendríticas y 

células T en la LP posibilitan el procesamiento y la presentación de los antígenos que 

cruzan el epitelio a los T CD4+ allí presentes. Las células plasmáticas (las IgA+ más 

abundantes que las IgM+  e IgG+) constituyen un 30-40% de las células mononucleares de 

la LP humana y los LB vírgenes un 15-45%. 

Los LPLs, de particular importancia para la regulación de la respuesta inmunológica 
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local, son principalmente CD4+ (60-70%) y la gran mayoría expresa TcRαβ (95%). Cerca 

de un 10% de ellas expresa CD25+ y la mayoría CD45RO (Halstensen TS y col., 1990), lo 

que indica un fenotipo de memoria. Generalmente son insensibles a señales de 

proliferación mediadas por el TCR pero, en humanos, se puede inducir su proliferación a 

través de CD2. Estas células producen naturalmente gran cantidad de citoquinas con 

funciones homeostáticas, particularmente IFN-γ, pero también IL-4 e IL-10. Algunos LPLs 

CD45RO+ colaboran con los LB locales para producir IgA. Finalmente los LPLs como 

células reguladoras son responsables del mantenimiento de la tolerancia local a los 

antígenos ambientales (MacDonald y Spencer, 1994). 

 

 

 

Figura 5: Poblaciones linfocitarias presentes en la mucosa del ID. 

 

Se indican los distintos tipos celulares (enterocitos, células dendríticas, etc). Esquema 

adaptado de Brandtzaeg 

 

P y Pabst R, 2004. 

 

La inducción de la respuesta inmune requiere que los antígenos presentes en la luz 

intestinal puedan ser reconocidos por LT y LB, y esto se realiza mediante diferentes 

mecanismos activos a través de los cuales los antígenos son capturados en la luz y 

transportados al área subepitelial por medio de las células M, células dendríticas y células 

epiteliales. Los mecanismos transcelulares mediados por receptor son predominantemente 

degradativos y transportan macromoléculas en compartimentos endosomales. 
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Existen bajos niveles de antígenos HLA II en la superficie de las células epiteliales 

normales, que aumentan en condiciones patológicas como en EC. Estas observaciones 

sugieren que el epitelio intestinal puede funcionar en la captura de antígenos y o en la 

regulación de la respuesta de las células TCD4 en la mucosa. En una mucosa que 

presenta alteraciones de las vellosidades suele existir además un incremento de las 

células de la LP, a  expensas  predominantemente  de  linfocitos  y  células  plasmáticas.  

Puede  observarse también un aumento de eosinófilos y neutrófilos como parte del 

infiltrado inflamatorio (Trier JS, 1998; Oberhuber G y col., 1999). Los pacientes con EC e 

inmunodeficiencia de IgA muestran un incremento menor de las células inflamatorias en la 

LP. Aunque el estudio a nivel de la LP es útil, vale aclarar que ninguno de estos hallazgos 

es específico de la EC. 

 

3- RESPUESTA INMUNE FRENTE A ANTÍGENOS DIETARIOS 

 

El sistema inmune está expuesto a múltiples patógenos tales como, virus, bacterias y 

parásitos, frente a los que usa distintas estrategias de defensa. Además, sobre todo a 

través del tracto gastrointestinal, está en contacto con abundantes cantidades de 

antígenos alimentarios, a quienes tiene que "tolerar" como nutrientes y frente a los que no 

debe desarrollar respuesta alguna. 

 

3.1 Mecanismos de Tolerancia Oral 

 

La tolerancia es un proceso activo que lleva a un linfocito a no reaccionar frente a un 

antígeno. En condiciones normales, la respuesta frente a las proteínas de la dieta es 

denominada tolerancia oral, que se define como la falta de respuesta inmune frente a 

determinados antígenos ingeridos, tras su administración por vía sistémica (Chehade M y 

Mayer L, 2005). El mecanismo exacto de la tolerancia oral no es bien conocido, pero 

existen dos caminos diferentes dependientes de la dosis del antígeno. A dosis bajas, se 

generarían LT productores de cantidades importantes de INF-γ, TGF-β y anticuerpos anti 

INF-γ o IL-12 en las PP (Strober y col., 2004). A dosis elevadas se induce sólo la 

persistencia de los LT productores de TGF-β 1 denominados Th3 y responsables de la 

tolerancia oral. TGF-β 1 es capaz de disminuir las citoquinas inflamatorias y promover la 

producción de IgA.Un defecto de regulación llevaría a la inducción de células Th2 

responsable de la alergia a alimentos, mientras que la inducción de Th1, en el otro extremo 

podría inducir un estado de hipersensibilidad, como es ocurre en la EC. 

 

3.2 Síntesis de inmunoglobulina A 

La respuesta humoral que predomina en la mucosa se caracteriza por la alta 
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producción de inmunoglobulina A (IgA). Los LB productores de IgA se activan 

principalmente en las PP. Desde las PP, los LB se dirigen a los NLM, donde terminan de 

proliferar y de diferenciarse en células plasmáticas (LB efectores). Luego se distribuyen a 

lo largo de la LP. 

En la mucosa celíaca no tratada, el número de células plasmáticas secretoras de IgA 

está significativamente incrementada, con una alta expresión de cadenas J (Lundin KE y 

col., 1993). Esta observación se correlaciona con el incremento en la generación de IgA 

observada en cultivo de mucosa celíaca no tratada (O’Mahony S y col., 1990). 

La carencia selectiva de IgA es una de las inmunodeficiencias humorales más 

comunes en humanos. La producción de autoanticuerpos contra la tTG de isotipo IgG e 

IgA es característica de la EC y es un indicio para que la enfermedad se considere de tipo 

autoinmune. Es de gran interés este patrón peculiar de inmunidad secretora intestinal en 

pacientes celíacos que persiste después que la mucosa se recobra luego de la DLG ( Fais 

S y col., 1992). 

 

3.3 Reactividad frente al gluten 

 

Dado que el gluten (gliadina) es el factor inductor de la EC y que existe una asociación 

entre la EC y alelos HLADQ2, era previsible encontrar LT capaces de reconocer péptidos 

derivados de gliadina en el contexto de esas moléculas de HLA. Estas células específicas 

se identificaron en CMSP (Gjertsen HA y col., 1994) y también en la mucosa duodenal 

(Lundin KE y col., 1993). 

 

3.4 Gliadina: Pépidos tóxicos y péptidos inmunogénicos 

 

El gluten es una mezcla heterogénea de proteínas, cuyas dos familias principales, las 

gliadinas y las gluteninas, contienen péptidos deletéreos para los enfermos celíacos. Estas 

proteínas reciben el nombre genérico de prolaminas, debido a que comparten una 

secuencia de aminoácidos similar y un alto contenido de aminoácidos hidrofóbicos 

glutamina y prolina (Sturgess RP y col., 1991; Shewry PR y col., 2003). Las gliadinas son 

las que más se han estudiado y contienen dos tipos de péptidos. Los denominados tóxicos 

que inducen daño intestinal al ser añadidos en cultivo de biopsias de duodeno (Howdle PD 

y col., 1981) o tras su administración in vivo sobre el intestino proximal o distal (Elis y 

Ciclitita, 2001) y los péptidos inmunogéneticos (epítopos) que estimulan líneas célulares T 

obtenidas del intestino o de sangre periférica de pacientes con EC, con restricción HLA-

DQ2 o DQ8 (Anderson y col. , 2000; Mazzarella y col. , 2003). 

 

Los péptidos tóxicos o innatos incluyen los fragmentos p31-49 ó 31-43 de la α- 
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gliadina, producen un efecto temprano sobre el epitelio y no son reconocidos por los LT 

(Maiuri L y col., 2005; Maiuri L y col., 2010; Zimmer KP y col., 2010). 

Algunos péptidos inmunogénicos son inmunodominantes, como los de la región 57-75 

de la α- gliadina, e inducen respuestas inmunes específicas en casi todos los pacientes 

(Anderson RP y col., 2000; Vader W y col., 2002; Arentz-Hansen H y col., 2002). La 

inmunogenicidad de los péptidos depende de la riqueza de glutamina y prolina, así como 

de su localización en la estructura primaria, que determina la conformación molecular y 

sirve como residuo de anclaje a la molécula HLA-DQ. Fundamentalmente, estos 

aminoácidos dirigen la especificidad de la tTG. Los principales epítopes han sido 

identificados en las α y γ gliadinas, pero también en las gluteninas, una gran parte se une a 

la molécula HLA-DQ2 y otros a DQ8. La deaminación por la tTG aumenta la afinidad por 

las moléculas HLA- DQ2/DQ8. 

 

3.5 Transglutaminasa tisular: Implicancias en la EC 

 

La tTG es una enzima de amplia distribución en el organismo, cuya principal función es 

catalizar modificaciones de proteínas mediante reacciones de transaminación o 

deaminación. Además de su función como principal autoantígeno, participa del mecanismo 

patogénico de la EC mediante la modificación de los péptidos inmunodominantes de 

gliadina que aumenta su afinidad por la molécula. HLA-DQ (Arentz-Hansen y col., 2000). 

Recientemente se demostró que además de participar en la respuesta adaptativa, esta 

enzima tiene un papel activo durante la respuesta innata a gliadina (Maiuri L y col., 2010). 

 

3.6 Perdida de la tolerancia oral al gluten en la EC 

 

Varios mecanismos podrían ser responsables de la pérdida de tolerancia oral frente al 

gluten, entre ellos, la mencionada modificación enzimática de los péptidos de gliadina 

inducida por la tTG, que daría lugar a nuevos complejos proteicos, o las infecciones 

gastrointestinales virales. Estas situaciones inducen las vías pro-inflamatorias Th1 y Th17 

(Monteleone I y col., 2010) y la generación de células dendríticas que activan LT reactivos 

al gluten. La homeostasis local puede ser alterada también por alteraciones locales que 

afectan al balance de citoquinas (INF-γ / TGF-β), debidas a la acción de la tTG o la IL-15, 

que pueden reducir o bloquear la síntesis de TGF-β (León AJ y col., 2006, Bernahmed M y 

col., 2007). 

 

4- MECANISMOS INMUNOLÓGICOS DE LA EC 

 

En la actualidad la teoría inmunológica es la que mejor explica la patogenia de la EC. 
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La misma comienza tras la ingestión de alimentos que contienen gliadina. Esta proteína 

desencadena efectos mediados, por un lado, por la inmunidad innata a través de su acción 

tóxica directa sobre el epitelio; y por el otro, por la inmunidad adaptativa, a traves de los LT 

CD4+ de la LP o del tejido subyacente (Jabri B y Sollid LD, 2006; Jabri B y col., 2005; 

Koning F, 2005). 

Este modelo inmunopatogénico integra una serie de procesos que se llevan a cabo en 

la mucosa del ID, figura 6. 

 

4.1 Respuesta inmune innata 

 

El principal mediador de la respuesta innata frente al gluten es la IL-15 expresada tanto 

por los enterocitos del epitelio superficial como por las células mononucleares de la LP 

(Maiuri L y col., 2003; Di Sabatino A y col., 2006). La IL-15 favorecería la activación y 

proliferación de los LIEs (Ebert EC, 1998), independientemente de la interacción vía TCR, 

además de controlar la expansión clonal de LIEs TCRγδ y de células con receptores 

NKG2D (Meresse y col., 2004; Hüe S y col., 2004), cuyos ligandos son las moléculas 

MICA (MHC de clase I- no clásica) expresadas por los enterocitos (Meresse y col., 2004; 

Jabri B, Sollid LM, 2006). 

El resultado es la activación de fenómenos de citotoxicidad en el epitelio que, junto al 

debilitamiento de las uniones estrechas entre enterocitos, contribuye al aumento de la 

permeabilidad intestinal y al paso del gluten hasta la LP, donde se desencadenará la 

respuesta adaptativa. La IL-15 podría actuar como mediador de la respuesta innata y la 

lesión epitelial, además de promover la supervivenvia de los LT específicos y el 

mantenimiento de la respuesta inflamatoria (Fehniger TA y Caligiuri MA, 2001). 

 

4.2 Respuesta inmune adaptativa 

 

La inmunidad adaptativa está mediada por LT específicos que requieren la 

presentación antigénica. Las moléculas HLA-DQ2/DQ8 confieren susceptibilidad mediante 

la presentación de pequeños péptidos de gluten a los LTCD4+ del intestino aunque 

también podrían modular el desarrollo del repertorio de los linfocitos T en el timo (Faria AM 

y Weiner HL, 2006). Tras su estimulación, los LT dan lugar a una respuesta dominada por 

citoquinas de perfil Th1, con predominio de INF-γ, así como citoquinas pro-inflamatorias 

(TNF-α, IL-18), en ausencia de IL-12, junto con un descenso proporcional de citoquinas 

reguladoras o anti-inflamatorias (IL-10, TGF-β). Este patrón desaparece en los pacientes 

en remisión (Nilsen y col., 1998; Forsberg G y col., 2002; León y col., 2006). 
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El aumento de la permeabilidad facilita el ingreso de gliadina a la LP. Una vez allí las 

CPA son las encargadas de realizar la presentación antigénica a los LTCD4+. Estos 

reconocen péptidos de gluten que fueron modificados por la tTG en el contexto de 

moléculas HLA-DQ2 o DQ8. La activación de los LT CD4+  específicos desencadena 

una respuesta Th1, en la que predomina el INF-γ y otros mediadores locales tales como 

TNF-α, entre otros. El TNF-α induce, por un lado al aumento de la síntesis de tTG e 

interviene en la liberación de exacerbada de metaloproteasas (MMPs) por parte de los 

fibroblastos. Estas MMPs son responsables de la degradación de la matrix extracelular. 

Los anticuerpos anti-tTG pueden bloquear la activación de TGF-β impidiendo la 

maduración de las células epiteliales. 

Por otro lado, IL-15 producida por los enterocitos, induce apoptosis de los mismos 

mediante la activación del sistema Fas- FasL, como así también induce la expresión de 

MICA sobre los enterocitors y NKG2D en LIEs, lo que conduce a fenómenos de 

citotoxicidad sobre los enterocitos. IL-15 también ejerce un efecto inhibitorio sobre las 

células regulatorias. La producción de citoquinas Th2, conduce a la activación y expansión 

clonal de las células B, la cual se diferencia a célula plasmática y lleva a la producción de 

anticuerpos anti-AGA y anti- tTG. 

 

4.3 Características y funciones de IL-15 y su receptor 

 

La IL-15 es una proteína de 114 aa, con un peso molecular aparente de 14 a 15 kDa, 

glicosilada en dos sitios en la región C-terminal: N79 y N112. Pertenece a la familia de 

citoquinas tipo I, que presenta una estructura común de 4 alfa hélices antiparalelas (Bazan 

JF, 1990) que también comprende a IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL- 13 e IL-21. La IL-15 ejerce su 

efecto de forma autócrina o parácrina, mediado por  receptor trimérico compuesto por una 

subunidad α, una subunidad β (compartida con la IL-2), y la subunidad γ común a varias 

citoquinas de la familia que actúa como receptor específico de gran afinidad. El complejo 

IL-15 con su receptor (IL-15/IL-15Rα) puede actuar en orientación cis o trans. IL-15 

asociada a IL-15Rα en la superficie de una célula puede estimular en trans a células 

vecinas que sólo expresan IL-15Rβγ, y permitir la acción de IL-15 (Dubois S y col., 2002). 

La IL-15 es producida por monocitos, macrófagos y LT (Miranda-Carús ME y col., 2005; 

Azimi N y col., 1998). Su función principal es favorecer la proliferación y activación de 

células asesinas naturales (NK) (Mrózek E y col., 1996) y LT, especialmente LT CD8+ de 
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memoria (Kanegane H y Tosato G, 1996). La expresión descontrolada de IL-15 se 

relacionó  con  enfermedades  autoinmunes  e  inflamatorias  como  artritis  reumatoide, 

esclerosis múltiple, psoriasis, sarcoidosis y hepatitis C. 

 

4.4 El papel de IL-15 en la EC 

 

La IL-15 es uno de los mediadores responsables de que la activación en la LP de la 

mucosa  repercuta  sobre  el  epitelio.  Ésto  lo  demuestra  el  hecho  de  que  los  cambios 

epiteliales producidos en las biopsias de pacientes celíacos estimuladas con péptidos de 

gliadina puedan ser bloqueados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-15, y que la 

estimulación con IL-15 sólo tenga efecto sobre las biopsias de estos pacientes y no sobre 

el tejido normal (Maiuri L y col., 2000). Entre dichos efectos, la IL-15 promueve la 

proliferación y funciones efectoras de los LIEs, la secreción de INF-γ y la actividad 

citotóxica sobre enterocitos en pacientes con EC y ECR (Di Sabatino A y col., 2006; 

Mention J y col., 2003). La neutralización de IL-15 en cultivo de biopsias duodenales de 

pacientes celíacos inhibe la producción de INF-γ y la apoptosis de las células epiteliales 

demostrando su importante contribución en la injuria de la mucosa (Benahmed M y col., 

2007;  Maiuri  L  y  col.,  2000).  El  papel  inmunopatogénico  central  de  IL-15  cobra 

importancia también en el curso de la respuesta adaptativa. In vitro y bajo la influencia de 

IL-15, los  monocitos  se diferencian  en  un  tipo  celular  que  adquiere  características  de 

células dendríticas. Estas células promueven la diferenciación Th1 y Th17 en respuesta a 

gliadina. Dado que la gliadina promueve la síntesis de IL-15 en la mucosa duodenal, IL-15 

podría favorecer la diferenciación de células dendríticas una vez que los monocitos 

periféricos son reclutados dentro de la mucosa intestinal (Harris KH y col., 2010). Cabe 

volver a mencionar que IL-15 es capaz de contrarrestar señales anti-inflamatorias 

mediadas por TGF-β en LPLs, una función regulatoria probablemente implicada en el 

mantenimiento de la condición inflamatoria crónica. 

 

4.5 Otras citoquinas involucradas en la EC 

 

Los efectos de diversas citoquinas y de su concentración local (Mac Donald TT y col., 

1999).explican gran parte de las alteraciones características de la mucosa intestinal tales 

como, el aumento en la proliferación de las criptas y la apoptosis de los enterocitos. La 

estimulación in vitro de biopsias de ID de pacientes celíacos con péptidos de gliadina 

induce una respuesta de tipo Th1, en la que predomina el IFNγ, cuyos niveles se 
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normalizan en la fase de remisión del daño tisular (Nilsen EM y col., 1998). La síntesis de 

IFNγ dependería de factores como IFNα (Monteleone G, y col., 2001) y otras citoquinas de 

la familia del receptor de IL-2R tales como IL-18, IL-7, IL-15 (Salvati VM y col., 2002; Maiuri 

y col., 2000) e IL-21 (Fina D y col., 2008). 

La IL-10 cumple un importante papel como regulador de la respuesta inmune en la 

mucosa y, en particular, se ha sugerido que podría inhibir las respuestas Th1 frente al 

gluten (Salvati VM y col., 2005). La mucosa intestinal produce IL-10, cuyo origen serían los 

LT de la LP (Beckett CG y col., 1996) o los LIEs (Forsberg y col., 2002), aunque existen 

estudios que paradójicamente no han detectado transcriptos de IL-10 en el intestino de 

pacientes con EC (Nilsen EM y col., 1998).En la mucosa intestinal de pacientes con EC 

activa también se ha observado el aumento de transcriptos de IL-27 e IL-21 (Garrote JA y 

col., 2008). 

 

5- ENFERMEDAD CELIACA REFRACTARIA (ECR) 

 

5.1 Definición, Clasificación y Tratamiento 

 

Aproximadamente el 5% de los pacientes celíacos presenta persistencia de los 

síntomas asociados a la EC clásica, con atrofia de las vellosidades a pesar del consumo 

de una dieta estricta sin gluten (Trier JS 1991). Los síntomas más comunes en estos 

pacientes que desarrollan enfermedad celíaca refractaria (ECR) son diarrea, pérdida de 

peso, recurrencia de malabsorción, dolor abdominal, sangrado, anemia y yeyunitis 

ulcerosa (YU). Este síndrome también es conocido como sprue refractario y originalmente 

concebido para clasificar aquellos pacientes con diarrea y atrofia vellositaria que no 

mejoraban con la DLG (Trier  JS  y  col.,  1978).  De  acuerdo  con  lo  establecido  por  el  

grupo  de  trabajo  de Enfermedad Celíaca Europea, la ECR se clasifica en: 

ECR Tipo I (ECR I): con presencia de LIEs normales. 

ECR Tipo II (ECR II): expansión clonal de más de un 20% de LIEs con inmunofenotipo 

aberrante (Cellier CC y col., 1998; Patey-Mariaud DE y col., 2000) (Tabla 3). 

Los LIEs normales de la mucosa intestinal en pacientes con EC activa expresan CD3, 

CD8 y los receptores de células T αβ o γδ (TCRs) en superficie; mientras que los LIEs 

aberrantes  continúan expresando CD3 en el citoplasma pero carecen de CD8, CD3, 

TCRαβ y TCRγδ en superficie (Cellier C y col., 1998; Bagdi E y col., 1999; Carbonnel F y 

col., 1998). La pérdida de expresión de estas moléculas en superficie fue asociada a fallas 

en la síntesis de las cadenas polipeptídicas del receptor antigénico de CD3 (Tjon JM y col., 
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2008). Cellier y col., 1998, fueron los primeros en demostrar que la ECR está asociada con 

la presencia de una subpoblación de LIEs aberrantes. El análisis inmunohistoquímico en 

piezas de biopsia duodenal permite diferenciar la ECR II en base al fenotipo aberrante 

(LIEs CD3superficial+ CD8-), respecto del fenotipo normal (LIEs CD3superficial +CD8+) 

(Patey-Mariaud De Serre y col., 2000). 

 

ECR I ECR II 

Presencia de LIEs aberrantes < 20% > 20% 

Serología compatible con EC No No 

Atrofia vellositaria Sí Sí 

Monoclonalidad generalmente generalmente 

Desarrollo de EATL en los 
 

primeros 5 años de evolución 

 

No 
 

Sí, 50-60% 

Sobrevida > 5 años > 95% 40-60% 

 

Tabla 3: Características distintivas de la ECR Tipo I y ECR Tipo II.  (Tomado devan de Water Jolanda 

M.W., y col., 2010). 

 

Teniendo en cuenta el hecho de que los pacientes que presentan ECR II padecen un 

riesgo elevado de desarrollo de EATL, la precisa discriminación entre ambos tipos de la 

ECR es de suma importancia para establecer los criterios de diagnóstico (Al toma y col., 

2007).Como se mencionó anteriormente, la expansión de los LIEs puede estar provocada 

por la sobreexpresión de IL-15 en el epitelio (Di Sabatino A y col., 2006; Mention JJ y col., 

2003). 

La identificación de una población clonal de fenotipo aberrante tiene valor pronóstico, 

dado que se asocia con un riesgo elevado de YU y EATL (Daum S y col 2001; Al-Toma A y 

col., 2007). La YU a menudo presente en el curso de la ECR, puede indicar la fase inicial 

de un EATL. (Bagdi E y col., 1999; Carbonnel F y col., 1998; Ashton-Key y col., 1997). El 

riesgo de padecer EATL es tan elevado que la ECR II es considerada un linfoma críptico 

de células T (Verkarre V y col., 2003). 

El tratamiento de la ECR incluye el suplemento de vitaminas y minerales junto con una 

DLG. En algunas series de pacientes los corticosteroides (Cellier y col., 2000) e 

inmunosupresores indujeron mejoría clínica, (Mauriño E y col., 2002; Wahab PJ y col., 

2000); sin embargo pueden promover el desarrollo no deseado de EATL (Goerres MS y 

col., 2003). Se han obtenido buenos resultados con el uso de infliximab el anticuerpo 

monoclonal anti-CD52 y la 2-clorodesoxiadenosina (Gillett y col., 2002). Sin embargo éstos 

fármacos no impiden la persistencia de clones de LIEs aberrantes ni la progresión a 
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linfoma, por lo que no curan la enfermedad. El trasplante autólogo de células madre 

hematopoyéticas también ha dado buenos resultados (Vivas y col., 2006; Al toma y col., 

2006).  Nuevas  estrategias  terapéuticas  como  el  bloqueo  de  la  IL-15  deben  ser  más 

extensamente investigadas. 

 

5.2 La cadena γ del receptor antigénico de los LT (TCR-γ) y su relación con el 

inmunofenotipo 

 

Los LT sufren rearreglos tempranos durante su ontogenia, tanto en las cadenas α/β 

como en las γ/δ de su receptor (TCR) que les confieren variabilidad y especificidad de 

reconocimiento antigénico. A pesar de que no se conocen completamente los factores que 

regulan  este  proceso,  se  cree  que  un  rearreglo  no  productivo  de  las  cadenas  γ  y  

δ promueven el posterior reordenamiento de la cadena α. Dado que la cadena β se 

rearregla tempranamente, si α y β son funcionales, el LT se diferencia en αβ+  y en un 

80% de las células se conservan las cadenas γ y δ previamente reordenadas pero fuera 

del marco de lectura (Allison JP y Lanier LL, 1987). En este estudio se evalúa la cadena γ 

del TCR que, en  base  a  lo  expuesto,  pueden  ser  detectadas  aún  cuando  los  clones  

expandidos reconocieran su origen en LIEsαβ ya que además, los genes variables de esta 

cadena son de bajo polimorfismo. 

 

5.3 Linfoma T Asociado a Enteropatía (EATL): Definición y Clasificación 

 

Un alto grado de linfomas asociados con la EC son derivados de células T (Isaacson 

PG y col., 1985) y han sido designados EATL. Este término fue untilizado por primera vez 

por O’Farrelly y col., 1986. El EATL es un tumor intestinal de LIEs, que usualmente se 

presenta como un linfoma de células grandes con atrofia de las vellosidades e hiperplasia 

de las criptas del ID (Catassi C y col., 2005). A pesar de su denominación, una gran parte 

de los pacientes no tiene historia previa de enteropatía clínica. Son tumores escasos, 

propios del adulto y de naturaleza agresiva. Aparecen como un tumor ulcerado de yeyuno 

o íleon, con áreas vecinas de atrofia vellositaria (Amer MH y el-Akkad SM, 1994). La 

clasificación de tumores EATL de la Organización Mundial de la Salud (OMS) (World 

Health Organization WHO) describe dos tipos de EATL (Tipo I y Tipo II) en base a la forma 

de presentación, al inmunofenotipo de LIEs, al perfil genético, entre otros (Issacson y col., 

2008), tabla 4. 

EATL tipo I: es el tipo más común, se asocia con EC iniciada en el adulto.  

EATL tipo II: puede ocurrir en forma esporádica. 

 

EATL Tipo I EATL Tipo II 
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Frecuencia 80-90% de los EATL 10-20% de los EATL 

Presentación  

Malabsorción, pérdida de peso 
Obstrucción del intestino 

 

delgado/perforación 

Inmunofenotipo 
 

de los LIEs 

 

CD3
+ 

; CD8-/+ ; CD30 +/- , CD 56
- 

 

CD3
+
; CD8

+
; CD30

- 
,CD56

+ 

HLA DQ2/8 98% 30-40% 

Tratamiento CHOP + TSC alogénico CHOP + TSC alogénico 

Sobrevida > 2 años 10-15% 20% 

 

Tabla 4: Características distintivas de EATL tipo I y EATL tipo II. (Tomado de van de Water Jolanda MW y 

col., 2010). EATL: Enteropatía asociada a linfoma de células T; CHOP: Ciclofosfamida, doxorubicina, 

vincristina, prednisona. TSC: Transplante de stem cells. 

 

5.4 ECR: como puente entre la EC clásica y EATL 

 

La EC generalemente suele ser la manifestación inicial durante para el desarrollo de 

EATL. Se ha descripto que aquellos pacientes que presentan ECR II, poseen un mayor 

riesgo de desarrollar procesos malignos, en particular asociados a EATL (Celier C y col., 

2000; Gale J y col., 2000; Meijer JW y col., 2004; Howdle PD y col., 2003). Se cree que los 

EATL surgen en el compartimiento epitelial a partir de LIEs (Isaacson PG y col., 2001; 

Bagdi E y col., 1999), y como consecuencia de una severa alteración homeostática 

(Koning F y col., 2005). La YU, a menudo presente en el curso de la ECR, pueden indicar 

la fase inicial de un EATL. (Bagdi E y col., 1999; Carbonnel F y col., 1998; Ashton-Key y 

col., 1997). 

Alrededor de un 50-60% de los pacientes con enfermedad celíaca refractaria (ECR) de 

tipo II puede desarrollar EATL en un plazo de 5 años (Al toma A y col., 2007; Di Sabatino A 

y col., 2009; Daum A y col., 2003). Si bien es una complicación rara, el EATL constituye 

una de las principales causas de muerte en pacientes adultos con EC sintomática. 

  

6- DESCRIPCIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LAS SÚPERFAMILIAS DEL FACTOR DE 

NECROSIS TUMORAL (TNF) Y SUS RECEPTORES (TNF-R) 

 

6.1 Súperfamilia del TNF 

 

La súperfamilia del TNF está formada por no menos de 19 genes que codifican 

proteínas de membrana de tipo II. La región extracelular carboxiterminal de la mayoría de 

estos  ligandos  se  procesan  proteolíticamente  dando  lugar  a  proteínas  solubles  que  

es liberada al espacio extracelular. 
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Los ligandos de la superfamilia del TNF ejercen su acción principalmente, aunque no 

exclusivamente, dentro del sistema inmune y modulan tanto la inmunidad innata como la 

adaptativa (Locksley y col., 2001). Cada miembro de esta súperfamilia une al menos a un 

receptor miembro de la súperfamilia de TNF-R. Las interacciones entre proteínas de la 

familia del TNF y sus receptores están involucradas en procesos inflamatorios (Kollias G y 

Kontoyiannis, 2002), en la organización linfoide (Pfeffer K, 2003), en la activación de las 

células presentadoras de antígenos (CPA) (Josien R, 2000; Bachmann MF y col., 1999 y 

Quezada SA y col., 2004) y en la diferenciación/activación de LT (Croft M, 2003). 

Algunos   de   los   ligandos,   por   ejemplo   el   TNF-α,   promueven   la   respuesta 

inflamatoria a las infecciones microbianas. Otros, como el LT-β, CD40L, LIGHT, RANKL 

and BAFF, regulan aspectos específicos de la inmunidad humoral y celular, como la 

formación de órganos linfoides, la activación de las células dendríticas y la estimulación o 

la supervivencia de las células T o las células B. Sin embargo, otros ligandos como el 

FASL (también llamado APO1L/CD95) y APO2L/ TRAIL, regulan la apoptosis inducida por 

activación de los linfocitos periféricos y median las actividades inductoras de apoptosis de 

las células asesinas naturales (NK) y los linfocitos citotóxicos. Varios de sus miembros 

desempeñan un papel importante en la diferenciación y desarrollo de tejidos y órganos que 

no pertenecen al sistema inmune como piel (ED1) y huesos (RANKLy TNF-α), (Mackay y 

Kalled SL, 2002). 

  

6.2 Súperfamilia de TNF-R 

 

La súperfamilia de TNF-R está formada por un amplio número de proteínas de 

membrana, la mayoría de tipo I. Entre los miembros de la súperfamilia del TNF-R la región 

aminoterminal extracelular es la más similar, llegando a tener hasta un 65% de identidad 

en la secuencia aminoacídica. La homología se encuentra principalmente en los dominios 

ricos en cisteínas (DRCs). 

Estudios cristalográficos muestran que la región extracelular presenta una forma 

elongada con los DRCs en tándem. Cada DRC tiene una estructura en helice-α que se 

estabiliza mediante 1-3 puentes disulfuro entre cisteínas internas. La unidad de 

señalización básica de la súperfamilia de los receptores de TNF está formada por 3 

receptores unidos mediante una molécula de ligando trimérico, figura 7. 

La mayoría de los miembros de la súperfamilia de los receptores de TNF funcionan 

como transductores de señalización transmembrana que responden a la unión de ligando. 

Algunos de los receptores, sin embargo, como son OPG y DcR3 no señalizan. En su lugar, 

actúan como receptores que compiten por la interacción de ligandos similares con sus 

receptores de señalización. Los miembros de la súperfamilia de TNF-R que sí señalizan se 

pueden dividir en dos subgrupos principales en base a su región citoplasmática, según 
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posean o no un dominio de muerte (DD). El subgrupo de receptores que posee el dominio 

de muerte se denomina receptores de muerte (DR) (Ashkenazi, 2002). 

 

 

 

Figura 7: Súperfamilia de TNF-R y sus ligandos (familia del TNF). Adaptada de: Watts TH, 2005. 

 

Los dominios citoplasmáticos de las moléculas coestimulatorias de la familia del TNF-R 

contienen motivos de unión a las proteínas TRAFs (factores asociados al receptor del 

TNF). Se detallan las interacciones entre las proteínas TRAF con cada familia del TNF-R. 

 

6.3 Vías de señalización a través de la súperfamilia de TNF-R 

 

La región citoplasmática de los miembros de la súperfamilia del TNF-R no presenta 

secuencias con actividad catalítica, pero se ha comprobado que para la transducción de 

señales son necesarias las proteínas citoplasmáticas denominadas (TRAFs). Estas 

proteínas forman complejos multimoleculares e interaccionan con las regiones 

citoplasmáticas de los receptores conduciendo a la activación del factor nuclear de 

transcripción kapa-beta (NF) KB que se transloca al núcleo y media la transcripción de una 

gran variedad de proteínas implicadas en la supervivencia, proliferación celular, la 

respuesta inflamatoria y inibidores de la apoptosis celular como Bcl-XL, entre otros (Karin 

M y Lin A, 2003). 

Los miembros de la súperfamilia de TNF-R se dividen en tres grupos: los que 

contienen DD, receptores “decoy” (TRAIL-R3/DcR1 y TRAIL-R4/DcR2) y los factores 

asociados al receptor de TNF (TRAFs) (Wallach D y col., 1999). Los receptores que 

contienen DD, como  FAS,  TNFRI  y  DR3  pueden  activar  la  cascada  de  caspasas  

conduciendo  a  la apoptosis. Los receptores que unen proteínas TRAF, como TNFRII, 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

contiene entre 4 -6 aminoácidos que permiten reclutar las proteínas TRAF (Chung JY y 

col., 2002). 

Las proteínas TRAF están asociadas con activación celular, diferenciación y señales 

de supervivencia. Han sido identificadas seis tipos de proteínas TRAF (Dempsey PW y 

col., 2003).Todas las moléculas costimulatorias miembros de la súperfamilia del TNF-R 

pueden reclutar  TRAF2  pero  difieren  en  recluar  otras  proteínas  de  la  familia  de  las  

TRAF (Aggarwal BB, 2003 y  Arch RH y col., 1998). 

TRAF2 activa también otras cascadas de transducción de señales a través de las 

proteínas JNK/SAPK (Dempsey PW y col., 2003; Aggarwal BB, 2003). Estas son proteínas 

que responden a los estímulos de estrés (citocinas, radiación ultravioleta, etc) y están 

implicadas en diferenciación de LT, también se ha demostrado que éstas proteínas pueden 

activar la vía de la MAPK quinasas y p38 (Cannons JL y col., 2000). 

 En resumen, las moléculas coestimulatorias miembros de la súperfamilia del TNF-R 

que unen proteínas TRAF activan la vía de señaliación a travéz de NF-KB promoviendo 

señales de supervivencia, producción de citoquinas y proliferación celular. 

 

6.4 Moléculas coestimulatorias CD30 y OX40 

 

CD30 y OX40 son moléculas coestimulatorias de la súperfamilia del TNF-R. Regulan la 

supervivencia celular y la producción de citoquinas (Del Prete G y col., 1995; Ohshima Y y 

col., 1998). Estas moléculas no se expresan en LT en condición basal pero se regulan 

positivamente frente a la activación mitogénica y su expresión es controlada por distintos 

mecanismos regulatorios (Toennies HM y col., 2004). 

Una publicación reciente de Withers DR y col., 2009, demuestra, aunque en ratón, que 

señales a través de CD30 y OX40 son necesarias para la supervivencia de los LTCD4+ 

dentro de la LP de la mucosa intestinal y de hecho, deficiencias en CD30 u/o OX40 

conducen a la reducción de las células CD4+ de la LP. 

 

CD30: Características, funciones y vías de señalización intracelular 

 

El antígeno CD30 fue originalmente identificado en las células de Reed Sternberg de 

linfoma de Hodgkin's (Schwab U y col., 1982). Se expresa en LT (αβ  y γδ), LB activados, 

NK (Horie y Watanabe, 1998; Biswas P y col., 2000) y eosinófilos (Matsumoto K, 2004). 

CD30 es una proteína transmembrana glicosilada de 120/105 kDa, derivada de un 

precursor no glicosilado de 90 kDa (Nawrocki JF y col., 1988). La molécula CD30 humana 

consta de 595 aminoácidos, mientras que en ratón y rata es de 498 y 492 aminoácidos 

respectivamente (Bowen MA y col., 1996; Aizawa S y col., 1996). El dominio extracelular 

de  CD30  humana  consta  de  362  aminoácidos  organizados  en  seis  dominios  ricos  
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en cisteínas figura 8. 

 

 

Figure 8: Organización esquemática de la molécula CD30 en humanos, murinos y rata. N: extremo NH2- 

terminal C: C- extremo COOH terminal. 

 

El dominio extracelular de CD30 es clivado proteolíticamente por acción de una 

metaloproteasa dependiente de Zinc (Hansen HP y col., 1995), originando la forma soluble 

de CD30 (CD30s) de 85-90 kDa (Josimovic- Alasevic O y col., 1989). CD30 se expresa en 

LT activados, una característica que es compartida con otros miembros de la súperfamilia 

de TNF-R. Los linfocitos de sangre periférica no expresan CD30 constitutivamente sino 

que éste se induce a través del TCR mediante estímulos antigénicos tanto específicos 

como inespecíficos (Ellis TM y col., 1993, Tarkowski M y col., 2002; Horie y Watanabe, 

1998; Gilfillan MC y col., 1998 y Toennies HM y col., 2004) y en respuesta a citoquinas 

como IL-2, IL-12, IL-4 e IL-15 (Alzona M y col 1995; Nakamura T y col., 1997 y Periolo N y 

col., 2010). La expresión de CD30 en LT de sangre periférica activados por PHA, conduce 

a la producción de IL-2, TNF e INF-γ, (Gruss HJ y Herrmann F; 1996). CD30 estimula la 

proliferación de LT de sangre periférica y regula la sobrevida de los mismos en presencia 

de la estimulación a través del TCR (Smith CA y col., 1993). En respuesta al mitógeno anti- 

CD3, 15 - 20% de los LT activados expresan CD30, todos éstos pertenecen 

exclusivamente a la población CD45RO+ (Ellis TM y col., 1993). Los primeros estudios 

sobre la expresión de CD30 indicaban su presencia en LT con perfil Th2 (Romagnani S y 

col., 1995), sin embargo, también se expresa en LT con perfil Th0 y Th1 (Tarkowsky M y 

col., 2003; Nakamura T y col., 1997) y de hecho los LTCD30+  producen INF-γ (Alzona M y 

col., 1994). Ésto indica que la expresión de CD30 está asociada con la regulación del 

balance fisiológico Th1/Th2 (Pellegrini P y col., 2003) Se ha descripto que la molécula 

CD30 interacciona sobre su C-terminal con las proteínas TRAF 1, 2, 3 y 5 (Horie R y 
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Watanabe T, 1998). 

La vía de señalización intracelular a traves de CD30 involucra la activación del factor 

de trascripción nuclear kappa (NF-kB) a travéz de la vía de las MAP kinasas (como la 

quinasa regulada por señales extracelulares [ERK], la Jun quinasa N-terminal [JNK] y p38) 

(Harlin H y col 2002; Zheng B y col., 2003), figura 9. 

 

 

Figura 9: Vías  de señalización de CD30.  El  esquema detalla  las proteínas involucradas en mediar  la 

señalización celular a travéz de CD30. Adaptado de Current Opinion in Pharmacology. 

 

 

La proteína asociada al receptor (RIP) se une a MAP3K / MEKK3 y juntas con TRAF2  

activa  el  complejo  quinasa  inhibidor  (IkB).  Esto  conduce  a  la  fosforilación  y consigo 

degradacion del IkB. Una vez libre el NF-kB sé trasloca al núcleo en donde se une a la 

región promotora de los genes que median la síntesis de las diferentes citoquinas, entre 

otros factores. CD30 también puede actican a NF-kB por otros mecanismos 

independientes de las proteínas TRAF1/2/3/5, aún no dilucidados. 

 

OX40: Características, funciones y vías de señalización intracelular 

 

El antígeno OX40 fue identificado inicialmente en LT (Paterson D y col., 1987) y ha 

sido demostrada su función como molécula coestimulatoria (Calderhead, D. M y col., 1993 

y Godfrey WR y col., 1994). Se expresa en LT CD4 y CD8 activados, pero no LT vírgenes 

(Mallett S y col., 1990). También se expresa en NK, LT regulatorios (Treg) (So T y col.,  

2008), y neutrófilos (Baumann R y col., 2004). La expresión de OX40 en LT es inducida vía 

TCR y el pico de expresión se observa entre las 24 y 48 h (Calderhead DM y col 1993; 

Gramaglia, I y col., 1998). 

OX40 (CD134) es una proteína de 50 kDa (Paterson DJ, 1987), presenta un dominio N-  

terminal  caracterizado  por  tres  DRCs  en  el  cual  los  enlaces  disulfuro  crean  una 
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estructura terciaria que se cree que es importante para la unión del su ligando (OX40L), 

figura  7.  OX40-L  se  expresa  en  LB  activados  (Stüber  E,  1995),  células  dendríticas 

(Ohshima Y y col., 1997) y macrófagos (Weinberg AD y col., 1999) y también puede 

expresarse en LT activados. La interacción entre OX40-OX40L, es  indispensable para una 

apropiada interacción entre células dendríticas y LT (Murata K y col. , 2000). Por otro lado, 

esta interacción media la adhesión entre los LT activados y las células endoteliales (Imura 

A y col., 1996), habiéndose demostrado además, que la misma juega un importante rol en 

la migración de los LT hacia los sitios inflamatorios (Nohara C y col. , 2001). 

En la mucosa intestinal de ratón se ha observado que OX40 es inducible por anti- CD3 

en LIEs CD8+ y se encuentra asociada con su función citotóxica (Wang HC, y Klein JR. , 

2001). 

Muchos estudios revelan la participación de OX40 en respuestas de tipo Th2 (Akiba H 

y col., 2000; Ohshima Y y col., 1998; Ishii N y col., 2003) sin embargo, es claro que OX40 

también se encuentra implicada en la respuesta Th1 (Gramaglia I y col., 1998; Yoshioka T 

y col., 2000, Wan HC y Klein JR, 2001), en consecuencia OX40 no parece tener un papel 

exclusivo sobre una u otra respuesta (Arestides RS y col., 2002; Chen AI y col., 1999). La 

activación vía OX40 regula positivamente la expresión de moléculas anti- apoptóticas de la 

familia de Bcl-2 (Bcl-Xl, Bcl-2 y Bfl-1; como así también moléculas que regulan la división 

celular (Rogers PR y col., 2001; Song J, Salek-Ardakani S y col. , 2004; Song J y col. , 

2008). OX40 utiliza los dominios ricos en cisteínas (figura 7) para unir a la molécula OX40L 

(Compaan DM y Hymowitz SG, 2006), de esta manera OX40 puede reclutar las proteínas 

TRAF 2, 3 y 5. Mientras que TRAF 2 parece jugar un papel preponderante en mediar los 

efectos funcionales de OX40, tales como expansión y supervivencia de LT (Prell RA y col. , 

2003) , no se ha evaluado si TRAF3 y TRAF5 son requeridos para estos procesos. La 

señalización intracelular a través de OX40 involucra la activación de fosfoinositol 3-kinasa 

(PI3K)/ proteína quinasa B (PKB/Akt) y NF-kB. La figura 10 resume la cascada de 

señalización a través de OX40. 
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Figura 10: Vías de señalización de OX40. OX40 activa las vías de la PI3K / PKB, el N-kB1, NFAT para 

permitir la señalización tanto dependiente como independiente de antígeno. La unión OX40L/ OX40 

recluta a TRAF 2 y desencadena señales que convergen en la activación del complejo IKK (inhibitor of 

NF-κB kinase), complejo que incluye a las moléculas IKKα/β, así como PI3K y PKB. Este complejo, es 

suficiente para activar el NF-κB de una manera Ag-independiente.  La IκBα es fosforilada por IKKβ, lo que 

conduce a la degradación de IκBα por el proteosoma y esto permite la entrada de p50 y RelA al 

núcleo.Por otro lado, OX40 coopera con señales a través del TCR provocada por el reconocimiento 

antigénico (Ag- dependiente) para aumentar la activación de PKB, posiblemente como reflejo de un 

requisito para reclutar y activar la PDK1 (quinasa dependiente de fosfoinositol-1). OX40 también sinergiza 

a través de señales con el TCR para aumentar la concentración de Ca2+  intracelular, a través de un 

mecanismo desconocido, lo que conlleva a la traslocación de NFAT (factor nuclear de LT activadas) hacia 

el núcleo.La señalización río abajo de todas estas vías  incluyen  la  regulación  positiva  de  una  serie  de  

genes  que  controlan  la  división  de  los  LT,  la supervivencia, y promueve la transcripción de 

citoquinas, así como la expresión de receptores de citoquinas. La señalización a través de OX40 

promueve la regulación negativa de CTLA-4 y Foxp3. Esquema adaptado Croft M y col., 2009). 
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6.5 Implicancias de CD30 y OX40 en la EC y la ECR 

 

Con  respecto  a  CD30,  se  ha  descripto  un  aumento  de  CD30  soluble  (CD30s) 

asociado a neoplasias, infeciones virales y diversos desórdenes autoinmunes (Nadali G y 

col., 1995; Caligaris-Cappio F y col., 1995; Fattovich G y col., 1996; Okumura M y col., 

1997;), entre los cuales se encuentra la EC. Se ha demostrado una correlacion positiva 

entre el aumento de CD30s y el incremento de LIEs CD3+ αβ y γδ, sugiriendo que los 

niveles séricos de CD30 estarían relacionados con la activación de éstas células de la 

mucosa intestinal (Augustin MT y col., 2005). Ha sido reportado que la expresión de CD30 

en LIEs de pacientes que padecen ECR, indica un peor pronóstico para los mismos, ya 

que se asocia fuertemente con la posibilidad de desarrollar EATL. Por este motivo fue 

sugerido el análisis de CD30 dentro de los estudios predictivos para el desarrollo de EATL 

(Farstad IN, y col., 2002). La mayoría de los EATLs se presentan como linfomas de células 

grandes con fenotipo CD3+, CD8-, CD30+ ; sin embargo, también pueden encontrarse 

como linfomas de células pequeñas con fenotipo CD3+  CD8+  CD30- (Chott A y col., 

1992; Daum S y col., 2003). 

Los factores que inducen el desarrollo de linfoma en la EC son aún desconocidos. Un 

estudio sugiere que los individuos héterocigotas para DRB1 * 0304 son particularmente 

propensos a desarrollar EATL (Howell WM y col., 1995). Por otro lado, se ha sugerido 

también, que pacientes con EC latente y exposición contínua al gluten representan un 

grupo de riesgo para el desarrollo de EATL (Murray y col., 1995). 

En cuanto a OX40, sólo encontramos un único reporte en literatura que demuestra la 

expresión de OX40 en LPLs LTCD4+ en pacientes celíacos adultos al diagnóstico (Stüber 

E y col., 2000), mientras que no se encuentran reportes que relacionen la expresión de 

OX40 con la ECR. 
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Hipótesis y objetivos 

 

Los  eventos desencadenados  en  la  mucosa del  ID  luego  de  la  ingestión  de 

gliadina, en individuos genéticamente susceptibles de padecer la EC,  involucran ambas 

ramas de la respuesta inmune: innata y adaptativa. Dichos eventos son parcialmente 

dependientes de la activación de los LT intraepiteliales y de los de la lámina propia. Las 

diferentes fases de maduración / diferenciación de los LT se encuentran finamente 

reguladas en todos sus estadios: desde su menor madurez como células vírgenes hasta la 

adquisición de sus características efectoras, la transformación en células de memoria e 

inclusive su posterior reactivación. Los miembros de la súperfamilia del receptor del factor 

de crecimiento tumoral (TNF-R) son moduladores de dichos procesos de diferenciación, y 

su expresión está regulada por diferentes citoquinas locales. 

Con cierta frecuencia una proporción de pacientes pediátricos adquiere “tolerancia” 

natural a la gliadina, mientras que una proporción de pacientes adultos desarrolla 

complicaciones de la EC clásica y pérdida de la tolerancia a la DLG. Tal diversidad en la 

forma de presentación de la EC entre pacientes adultos y pediátricos nos permite inferir la 

existencia de probables diferencias de la respuesta inmunológica, respecto a las moléculas 

de activación y a las moléculas coestimulatorias, entre ambos grupos etarios. 

En ECR, por otro lado, los reportes de la literatura son aún escasos y heterogéneos en 

relación a la definición de criterios de diagnóstico y pronóstico, así como a los mecanismos 

inmunopatogénicos involucrados. 

Nuestra hipótesis consiste en que el análisis de moléculas coestimulatorias de la 

familia de TNF-R (CD30, OX40) y moléculas de activación podría develar aspectos 

diferenciales en cuanto a la activación y función de los LT en el compartimiento local, y/o 

en el compartimiento periférico (considerado como un modelo in vitro y sólo 

potencialmente ligado al compartimiento mucoso) entre individuos control y pacientes 

celíacos. Dichos aspectos podrían, además, diferir entre pacientes pediátricos y adultos en 

la EC clásica. Finalmente y con respecto a la ECR, los hallazgos derivados de un análisis  

de  correlación entre parámetros  celulares / moleculares,  con  parámetros clínicos, 

bioquímicos, histopatológicos o de su evolución (tiempo de evolución, causa de defunción) 

podrían arrojar novedosas informaciones que pudiera posteriormente ser transferida al 

ámbito asistencial. 

Nuestro objetivo general es identificar diferencias en expresión, modulación y función 

de moléculas coestimulatorias de los LT en el curso de la EC clásica y la probable 

correlación entre los compartimientos local y periférico. Dados el diferente modo de 

presentación y evolución de la EC en pacientes pediátricos y adultos, nos proponemos 

analizar pacientes de ambos grupos etarios por medio de un análisis de casos versus 

controles. 
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Por otro lado, examinar parámetros celulares / moleculares complementarios a los 

habitualmente utilizados para el seguimiento de pacientes con ECR y su posible 

asociación con el desarrollo de EATL. Integrar y correlacionar dichos estudios con los 

parámetros convencionalmente descriptos en pacientes con ECR. 

Para poner en práctica nuestro objetivo general, nos planteamos los siguientes 

objetivos específicos: 

 

 Analizar  la  expresión  de  marcadores  de  activación  CD25, CD69,  

CD45RO, CD30 y OX40 en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

en presencia o ausencia de estímulo mitogénico policlonal, y en subpoblaciones 

de LIEs y LPLs de biopsias duodenales en condición basal. 

 

 Estudiar la modulación de la expresión de CD30 y OX40 por IL-15 e IL-2 en 

CMSP, y luego de una breve estimulación con gliadina o IL-15 en LIEs y LPLs. 

 

 Caracterizar  funcionalmente  las  subpoblaciones  CD30+   y  OX40+   a  

través  del análisis del perfil de citoquinas Th1/Th2 en blastos T, y la posible 

influencia de IL-15 e IL-2 sobre las mismas. 

 

 Analizar la expresión de citoquinas centrales de la EC clásica (IL-15, IL-18 

e INF-γ) en biopsias intestinales de pacientes con ECR. 

 

 Estudiar la naturaleza clonal del infiltrado linfocitario en biopsias intestinales 

de pacientes con ECR. 

 

 Integrar y correlacionar los parámetros convencionalmente descriptos en 

pacientes con ECR, con estudios moleculares, celulares y desarrollo de EATL. 
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Materiales y métodos 

 

1 PACIENTES 

 

En este trabajo se incluyeron 38 pacientes adultos y 33 pacientes pediátricos con EC 

activa. La edad promedio para los adultos fue 47 años (76-19 años), 30 fueron de sexo 

femenino y 7 masculino. Para los pacientes pediátricos, la edad promedio fue 12 años (2-

18 años), 20 fueron de sexo femenino y 13 masculino. Se incluyó un grupo de 37 

pacientes con ECR, 23 de sexo femenino y 14 de sexo masculino, de edad promedio 47 

años (25-57 en sexo femenino; 31-61 en sexo masculino). Todos los pacientes con ECR 

fueron tipificados como HLA-DQ2/DQ8.  

Con respecto a los controles, se incluyeron 40 individuos adultos y 24 pediátricos que 

asistieron a los centros médicos debido a distintos síntomas abdominales, y en los cuales 

de descartó la presencia de EC en base a criterios serológicos e histológicos. 

Las muestras provinieron del Hospital Municipal de Gastroenterología “Dr. B. 

Udaondo”, de la Unidad de Gastroenterología del Hospital de niños “Ricardo Gutiérrez” y 

del Servicio de Gastroenterología del Hospital de Niños de San Justo; las mismas fueron 

obtenidas al momento del diagnóstico de la EC. 

La tablas A y B, C muestran las características epidemiológicas, serológicas e 

histológicas en pacientes celíacos adultos, pediátricos y refractarios, respectivamente. 
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Tabla A: Datos Epidemiológicos, histológicos y de laboratorio de los pacientes celíacos adultos. 

F= femenino, M= masculino. Clasificación histológica de Marsh (Marsh MN y Hinde J, 1986). Anti-tTG = 

anticuerpos IgG anti-transglutaminasa tisular. EmA = anticuerpos IgG anti-endomisio. Un porcentaje de 

LIEs mayor a 22% constituye un adecuado umbral para discriminar EC y controles (Cabanne, A y col. , 

2007). ND= no determinado. 

 

 

Paciente 
Sexo/Edad 

(años) 
Clasificación 

histológica 
Número  de 

LIEs/ 100 enterocitos 
 

Anti-tTg 
 

Ema 

1  F/55  III b + III c  70  +  + 

2  F/44  III c  52  -  + 

3  F/38  III c  70  +  + 

4  F/40  III c  34  +  + 

5  M/25  III c  38  ND  + 

6  F/39  III c  59  +  + 

7  F/31  III c  39  +  + 

8  F/30  III c  45  +  + 

9  F/29  III b + III c  32  +  + 

10  F/45  III b + III c  30  ND  + 

11  F/19  III b + III c  24  +  - 

12  F/23  III c  36  +  + 

13  F/35  III b  30  -  - 

14  F/28  III a + III b  28  +  ND 

15  F/24  III a  39  +  + 

16  F/55  III a  38  +  + 

17  F/60  III a  30  +  + 

18  F/69  III c  45  +  - 

19  F/33  III c  44  +  ND 

20  F/56  III c  ND  +  - 

21  F/47  III c  ND  -  + 

22  F/31  III c  40  +  - 

23  F/37  III a  36  +  + 

24  F/45  III c  40  +  + 

25  M/43  III c  27  +  + 

26  F/76  III c  40  +  + 

27  M/56  III c  40  +  + 

28  M/59  III b + III c  41  +  ND 

29  F/42  III a  35  +  - 

30  M/54  III b  28  -  + 

31  F/61  III c  63  +  + 

32  F/67  III c  54  +  + 

33  F/59  III c  52  +  + 

34  M/33  III c  ND  +  + 

35  F/40  III c  ND  +  + 

36  F/40  III c  ND  +  + 

37  F/42  III c  64  +  + 

38  M/44  III c  44  +  + 
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Paciente 

Sexo/Edad 

(años) 

Clasificación 

histológica 

 

 

Anti-tTg 

 

 

Ema 

1 F/5 III c + ND 

2 F/7 III c ND  + 

3 F/6 III c + + 

4 F/9 III c + + 

5 M/12 III c + + 

6 F/3 III c + + 

7 F/5 III c + + 

8 F/10 III c ND  + 

9 F/3 III c + + 

10 F/4 III c + + 

11 F/7 III c + - 

12 F/3 III c ND  + 

13 F/8 III c + - 

14 F/9 III c + ND 

15  F/12  III c + ND 

16 F/7 III c + + 

17 F/5 III c ND  + 

18 F/4 III c + + 

19 F/6 III c + + 

20 F/9 III c ND  ND 

21 F/6 III c + + 

22 F/4 III c + - 

23 F/7 III c + + 

24  F/11  III c + ND 

25 M/10 III c + + 

26 F/8 III c ND  + 

27 M/3 III c + + 

28 M/5 III c + + 

29 F/4 III c + + 

30 M/7 III c + + 

31  F/10  III c + + 

32 F/7 III c + ND 

33 F/5 III c + + 

 

Tabla B: Datos Epidemiológicos, histológicos y de laboratorio de los pacientes celíacos 

pediátricos incluidos. F= femenino, M= masculino. Clasificación histológica de Marsh (Marsh MN y 

Hinde J, 1986. Anti-tTG = anticuerpos IgG anti-transglutaminasa tisular. EmA = anticuerpos IgG  anti-

endomisio. ND= no determinado. 
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Tabla C. Características epidemiológicas de los pacientes con ECR. 

Anticuerpos  IgA  e  IgG  anti-gliadina  respectivamente.  EmA  =  anticuerpos  IgG anti-endomisio.  ND: no 

determinado, a: años,  m: meses. M: Masculino, F: Femenino. 

  

1. Obtención de Muestras Biológicas 

 

 
Paciente 

Sexo/Edad 
(años) 

Anti-gliadina 
(IgA) 

Anti-gliadina 
(IgG) 

 
Ema 

1 F/29  − ₊ ₊ 

2 F/50  − ₊ − 

3 F/46  − ₊ − 

4 M/31  − ₊ ₊ 

5 F/58  − − − 

6 F/38  ₊ ₊ − 

7 F/53  ₊ ₊ − 

8 F/54  − − ₊ 

9 M/45  − − − 

10 F/63 ₊ ₊ − 

11 M/50 − − ₊ 

12 M/39 ₊ ₊ − 

13 M/53  ND  ND  ND 

14 M/33  ND  ND  ND 

15 F/25  ND  ND  ND 

16 M/46  ND  ND  ND 

17 F/43  ND  ND  ND 

18 F/55  ND  ND  ND 

19 F/54 − − − 

20 M/44 ₊ ₊ − 

21 F/41 ₊ ₊ ₊ 

22 M/52 ₊ ₊ ₊ 

23 F/54 ₊ ₊ − 

24 M/60 ₊ ₊ ₊ 

25 F/53 ₊ ₊ − 

26 F/43 ₊ ₊ ₊ 

27 F/53 − ₊ ₊ 

28 M/50 ₊ − ₊ 

29 M/61 − ₊ ₊ 

30 F/57 ₊ ₊ − 

31 F/45 ₊ − − 

32 F/37  ND  ND  ND 

33 F/47  ND  ND  ND 

34 F/51  ND  ND  ND 

35 F/46  ND  ND  ND 

36 M/39  ND  ND  ND 

37 M/52  ND  ND  ND 
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En pacientes pediátricos, las biopsias duodenales se obtuvieron utilizando cápsula de 

Crosby-Kugler modelo pediátrico de doble boca. Las biopsias de los pacientes adultos se 

obtuvieron por medio de video- endoscopía. La sangre de todos los pacientes se extrajo 

luego de la recuperación del efecto provocado por la anestesia utilizada para la toma de 

biopsia. 

 

Sangre 

 

Aproximadamente 20 ml de sangre de los pacientes adultos y 10 ml de los pacientes 

pediátricos se fraccionaron en dos tubos según su uso (I) en heparina para el aislamiento 

de las células mononucleares de sangre periférica (CMPS), a temperatura ambiente y (II) 

con EDTA (ácido etildiaminotetraacético) para estudios de HLA, conservada a -20Co. 

 

Biopsias duodenales 

 

Las biopsias duodenales fueron divididas y conservadas de acuerdo con su uso: (I) en 

solución fisiológica a 4oC hasta el aislamiento de las subpoblaciones celulares (LIEs y 

LPLs), (II) en solución fisiológica a -20oC, para la extracción de ADN, para los ensayos 

moleculares correspondientes al estudio de TCR- γ, (III) en Trizol®Reagent (GIBCO BRL) 

a -70oC para la obtención de ARN, al fin de determinar la expresión de transcriptos de 

citoquinas por RT- PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction), (IV) en formol 

para su posterior inclusión en parafina y obtención de cortes histológico para 

inmunohistoquímica. 

  

2. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA CELULAR 

 

2.1 Obtención de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

 

A partir de 10 ml de sangre heparinizada se aíslan CMSP mediante centrifugación en 

gradiente de Ficoll-Hypaque. La sangre diluida 1:1 con PBS (1X) (tampón fosfato salino) se 

añadió sobre 7 ml de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suiza). Tras la 

centrifugación a 2000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA), se recogió la 

“nube” de CMSP que contiene linfocitos y monocitos. 

Se lavaron las células dos veces con PBS (1X), se centrifugaron dos ciclos de 5` cada 

uno a 2000 rpm y se resuspendieron en medio RPMI 1640, (Gibco) suplementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB), 2mmol/L-glutamina (Sigma Chemical Co, Saint Louis, 

Mo, USA) y 50ug/ml de gentamicina. 
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Cultivo y estimulación mitogénica de CMSP 

 

Las CMSP fueron cultivadas (1.106 células/ml) en microplacas de 24 pocillos (Costar, 

Cambridge, MA, USA), pre-activadas con anti-CD3 (1µg/ml) en RPMI-1640 (Gibco), 10% 

SFB y antibióticos por 2h a 37 Co  en estufa gaseada (CO2  5%). Las células 

permanecieron entre 3 y 5 días en cultivo a fin de realizar una cinética de expresión de 

diferentes moléculas de activación (CD25, CD69, etc) en blastos T. Las CMSP fueron 

cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco) sin estímulo mitogénico como control 

experimental. 

 

Estimulación de CMSP utilizando citoquinas 

 

Una vez obtenidos los blastos T éstos se incubaron con las citoquinas recombinantes 

humanas rIL-15 (50ng/ml) e rIL-2 humana 10ng/ml por 3 días en placas de 24 pocillos 

conteniendo medio RPMI suplementado como se mencionó previamente. 

Como se indica en las respectivas secciones, las CMSP de cada paciente fueron 

cultivadas en diferentes condiciones (I) sin estimulación mitogénica o utilizando control de 

isotipo  (MOPC-21,  γ1,  kappa,  Sigma  Chemical,  St.  Louis,  Mo),  (II)  en  presencia  de 

anticuerpo  monoclonal  anti-CD3  (III)  en  presencia  de  anti-CD3  y  citoquinas,  iv)  con 

citoquinas y v) con anticuerpo neutralizante anti-IL-15 (IgG1, clon 34505, R&D). 

 

Ensayo de proliferación celular 

 

La  proliferación  celular  fue  evaluada  a  través  de  la  técnica  de  incorporación  de 

timidina tritiada. Para ello, los blastos obtenidos se recogieron (aproximadamente 2.105 

células/pocillo)  a  una  concentración de 1.106  células/ml  y  se  pulsaron  con  1μCi  [3H]- 

timidina (Amersham) en placa de 96 pocillos durante 14 h. Cumplido ese tiempo se filtraron 

las células en un recipiente recolector adecuado y luego se evaluó la incorporación de 

radioactividad al ADN utilizando un contador de centelleo líquido. Los resultados se 

expresaron en cuentas por minuto (cpm). 

 

1.5 Inmunomarcación para Citometría de flujo (CF) 

 

Se evaluó el inmunofenotipo de las CMSP y subpoblaciones de LIEs y LPLs 

provenientes de biopsia intestinal. . 

 

Antígenos de superficie 
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Las células frescas extraídas de sangre o tejido fueron lavadas dos veces por 

centrifugación a 2000 rpm durante 5´ a 4ºC con PBS 1X, 10% de SFB y 1 g/l de azida 

sódica (Sigma). A continuación, se incubaron 2.105 – 1.106 células con los anticuerpos 

monoclonales respectivos (Tabla C) durante 30´, a 4ºC y en oscuridad. Posteriormente, las 

células fueron lavadas nuevamente dos veces y analizadas en el citómetro de flujo (FACS 

Calibur, BD). Los análisis se realizaron utilizando el software WinMDI versión 2.9. En todos 

los casos se utilizaron anticuerpos inespecíficos del mismo isotipo e igual fluoróforo que 

cada  anticuerpo específico como control negativo. La Tabla C muestra el listado de los 

anticuerpos monoclonales utilizados en los experimentos de CF. 

 

Tabla C. Anticuerpos monoclonales utilizados para CF. 

FITC:   Isotiocianato   de   fluoresceína,   PE:   Ficoeritrina,   PerCP:   proteína   clorofila   peridinina.   IgG: 

Inmunoglobulina G. 

 

Antígenos intracitoplasmáticos 

 

El porcentaje de blastos productores de INF γ o IL-4 se obtuvieron luego de 

implementar los pasos recomendados por el fabricante (R&D) en cultivos sometidos a 

estimulación mitógenica o luego de la incorporación de citoquinas (IL-15 e IL-2). 

 

Producción de INF-γ e IL-4 mediante el ensayo de ELISA 

 

La cuantificación de INF-γ e IL-4 en sobrenadantes de cultivo se determinó siguiendo 

los protocolos recomendados por el fabricante (R&D). El rango de detección para INF- γ es 

4,7 - 300 pg/ml, para IL-4 es 7,8 -500 pg/ml. Se realizaron diluciones seriadas y 

determinaciones por duplicado de cada muestra. Se midió la absorbancia (450nm) en 

espectrofotómetro Labsystems Multiskan (MS, Argentina). 

 
ANTICUERPO 

 
CONJUGADO 

 
ISOTIPO 

 
CLON 

 
CASA COMERCIAL 

anti-CD3 PerCP IgG1 SK7 Becton Dickinson (BD) 

anti-CD25  PE  IgG1   2A3 Dako 

anti-CD45RO  PE  IgG1   UCHL1 Dako 

anti-CD69  FITC  IgG1  FN50  BD 

anti-CD103  FITC IgG1 Ber-ACT8  BD 

anti-CD30  FITC  IgG1   Ber-H8  BD 

anti-OX40  FITC  IgG1   ACT 35  BD 

anti-INF-γ  PE IgG2A    4S.B3  R&D 

anti-IL-4  PE  IgG1    8D4-8  BD 

Control  PE  IgG1   X40  BD 

Control  PE IgG2A   X39  BD 

Control PerCP  IgG1   X39  BD 

Control  FITC  IgG1   X39  BD 
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2.2 Estudios en biopsias duodenales 

 

Comprenden  cultivos  de  explantos  de  biopsias  intestinales, extracción de las 

subpoblaciones linfocitarias, estudios de inmunohistoquímica, producción de citoquinas y 

análisis de los rearreglos de TCR-γ y niveles de transcriptos de citoquinas,   estos últimos 

evaluados por PCR-semi cuantitativa. 

 

2.1. Cultivo de biopsias duodenales con gliadina e IL-15 

 

Las biopsias fueron lavadas en el buffer HBSS sin Ca++ Mg++ (solución salina 

equilibrada de Hanks, libre de Ca++ y Mg++) con  gentamicina (50ug/ml ) y cultivadas por 

3 h en medio RPMI 1640 (Gibco) solo (como control intra-paciente) o con gliadina 

(0,1mg/ml, Sigma) en estufa gaseada (5% CO2). Una vez finalizado el cultivo, las biopsias 

fueron colocadas en buffer HBSS a fin de comenzar el aislamiento de LIEs y LPLs. En 

algunos experimentos las biopsias fueron incubadas con IL15 (50ng/ml) por 3h. 

 

Obtención de LIES y LPLs 

 

Luego de la estimulación, las biopsias recolectardas en tubo falcon de 15 ml se 

incubaron en buffer HBSS sin Ca2+y Mg2+, EDTA (1mM) y DTT (Dicloro Difenil 

Tricloroetano) (1mM) durante 1 h a 37 oC con agitación (200 rpm). 

La suspensión de células obtenidas (LIEs y enterocitos) fue transferida a un nuevo 

falcon y conservada a 40C, hasta obtener la fracción celular enriquecida en LPLs. A la 

biopsia que permaneció en el falcon original se le agregó 25ml de RPMI conteniendo 

colagenasa A (10mg/ml). Se incubó por 1h30´ a 37 0C con agitación a 200 rpm. Luego se 

recuperó la suspensión celular conteniendo los LPLs y se guardó la biopsia remanente en 

trizol (para futuros ensayos moleculares). Las fracciones de LIEs y LPLs fueron 

centrifugadas a 1500 rpm por 5` a 4oC. El pellet obtenido fue lavado una vez en PBS 1X, 

10% SFB, y finalmente resuspendido en PBS 1X. Se contaron las células y se procedió a 

la inmunomarcación utilizando los anticuerpos específicos y controles correspondientes. 

Las células marcadas fueron lavadas dos veces con PBS 1X 10 SFB y analizadas por CF. 

  

Estudio Inmunohistoquímico 

 

Los tejidos fueron fijados en formol neutro 10%, incluidos en parafina, y cortados en 

secciones finas de 3-5 micrómetros. Las secciones fueron desparafinizadas, re-hidratadas 

y se bloqueó la actividad peroxidasa con metanol 3% en H2O2. Se realizó un  tratamiento 

estándar con  citrato  de  sodio  0.1M  pH=6,  con  el  fin  de  facilitar  la  exposición  
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antigénica  y seguidamente se realizó una pre-incubación con suero de caballo (Vector 

Laboratories, USA) por 1h. Se realizó la marcación con anti-CD30 (IgG1 clon Ber-H2, 

Dako) 1:10 en PBS 1X y se incubó durante 24h a 4ºC en cámara húmeda. Cumplido el 

tiempo se efectuaron lavados en PBS1X para quitar el exceso del anticuerpo y se añadió 

un complejo avidina-biotina- peroxidasa al anticuerpo secundario biotinilado (Vectastain® 

Universal Elite®, Vector Laboratories). Como sustrato de revelado se utilizó 3,3` 

diaminobenzidina (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle Upon Tyne, UK). 

La reacción de revelado (1` aproximadamente) se detuvo por inmersión de los vidrios 

en agua destilada. Se incubaron las secciones en hematoxilina de Harris 10% durante 3´, 

se lavaron con agua corriente para obtener el viraje del colorante, y luego con agua 

destilada. Finalmente se deshidrataron los tejidos mediante sucesivos pasajes en mezclas 

de etanol/agua de concentración etanólica creciente, seguidas por dos incubaciones con 

xilol y se incluyeron en medio de montaje permanente (VectaMount, Vector). La 

observación se realizó bajo microscopio óptico. Se obtuvieron fotografías a 100x, 400x y 

1000x. 

 

3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

3.1 Obtención de ADN de sangre periférica 

 

Se procedió al aislamiento de ADN a partir de sangre entera recolectada con EDTA de 

acuerdo el protocolo comercial establecido por QUIAGEN (Flexi Gene DNA Kit). 

La tipificación HLA-DQ2/DQ8 fue realizada en el Servicio de Inmunogenética del 

Hospital de Clínicas “José de San Martín”. 

 

3.2 Purificación de ARN a partir de tejidos 

 

Se purificó ARN según las instrucciones del catálogo de Trizol®Reagent (Gibco BRL). 

El tejido fue disgregado por homogeneización mecánica en 1 ml de Trizol e incubados 5´ a 

TA. Se agregaron 200ul de cloroformo, se agitó vigorosamente el tubo por 15´´, luego se 

incubó 2-3´ a TA y se centrifugó a 12000g durante 15´ a 4 Co.  Se recuperó el ARN de la 

fase acuosa luego del agregado de 500ul de isopropanol, se incubó 10´ a TA y se 

centrifugó a 12000g por 10´a 4 Co. El sobrenadante fue removido y el pellet fue lavado con 

1ml de etanol 75%, sedimentado por centrifugación a 7500 g durante 5 min a 4Co  y, 

secado a TA durante 10-15´ y se resuspendió en 15-20 µl de agua (libre de RNAsas) pre-

tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC) 1/1000. 

Cuantificación relativa de ARN: Se partió de biopsias de 0,5-2mg y se obtuvieron entre 

5 y 10 µg ARN total/mg de tejido procesado. Esta baja recuperación no permitió cuantificar 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

dicho ARN espectrofotométricamente, por lo cual se estimaron las concentraciones de 

ARN mediante su visualización en geles desnaturalizantes de agarosa 1.2% preparado en 

buffer ácido 3-N-morfolino-propanosulfónico (MOPS 1X); 1.20µl de formaldehido 37% y 

bromuro de etidio 10mg/ml). 

Se obtuvieron CMSP a partir de 10ml de sangre de un individuo control y se extrajo 

ARN (3,5 µg de ARN/106 CMSP y 37µg de ARN total) con el que construyó una curva de 

concentraciones decrecientes: 900, 600 y 300 ng/ μl. Seguidamente se corroboró la masa 

de ARN en las muestras incógnita por comparación con dicha curva en geles de agarosa 

1.2%. Se estimó la concentración aproximada de las preparaciones de ARN provenientes 

de las biopsias intestinales por dilución de las mismas a fin de que su masa estuviera 

comprendida dentro de las masas de nuestra curva de ARN patrón. 

 

3.3 Aislamiento de ADN plasmídico 

 

Se realizó una extracción de ADN plasmídico a partir de un cultivo de bacterias E.coli 

transformadas con el plásmido pMBEK que fue gentilmente cedido por la Dra. V. Salvatti 

como stock en agar 0,8%. Se partió de varios clones aislados en placa con medio de 

cultivo sólido (LB-agar con ampicilina concentración como medio selectivo). Se realizó una 

preparación en pequeña escala mediante la lisis alcalina del cultivo y posterior 

precipitación del ADN plasmídico con etanol. Se resuspendió el ADN plasmídico en 90µl 

de buffer TE pH 8,0 (10mMTris –HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8,0). Se  lo trató con RNAsa 

(1µl RNAsa 100x en 90 µl stock, 20 minutos a 45o  C). Se corroboró su tamaño (4 Kb) e 

integridad por electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE (45mM Tris, 44 mM ácido 

bórico, 1 mM EDTA pH 8,0). Luego se realizó la cuantificación espectrofotométrica del 

ADN por lectura de la densidad óptica a 260/280nm. 

 

3.4 Retrotranscripción 

 

La síntesis de ADN copia (cADN) total (utilizando fragmentos de oligo-dT) o específico 

(utilizando un primer 3’para INF-γ, IL-18 o IL-15) fue realizada como indica el catálogo de 

Promega: el ARN total fue calentado a 65 oC durante 4´, centrifugado e incubado a 42oC 

durante 1h con 625µM dNTP´s (dinucleótidos trifosfato) 15 unidades de RNAsin (Promega, 

Madison WI), 30-45 pmoles del primers y 0,1 unidad de transcriptasa reversa del virus de 

la leucemia aviar murina (MMLV, Promega) en Tris-HCl 10 mM, KCl 15 mM , MgCl2  0,6 

mM, DTT 2 mM. Posteriormente se calentó la mezcla de reacción a 95oC por 10´para 

inactivar la enzima. Como control negativo se realizó una retrotranscripción en ausencia de 

ARN. 
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3.5 Amplificación de citoquinas IL-15, INF-γ e IL-18 por RT-PCR semi- cuantitativa 

 

Se diseñaron oligonucleótidos para la semi-cuantificación de transcriptos (tabla D). A 

continuación se determinaron las condiciones de amplificación, corroborándose los 

tamaños esperados para cada producto de PCR. 

 

mRNA Primer 5` (5` 3`) Primer 3` (5` 3`) 

 

β-actina 

 
IL-15 

 
IL-18 

 
INF-γ 

 
TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CTA 

GCA GGG CTT CCT AAA ACA GAA GCC CAT 

GTC CTG GGA CAC TTC TC 

AAG ATG ACC AGA GCA TCC AA 

 
TAG AAG CAT TTG CGG ACG ATG GAG GG 

GCA TCC AGA TTC TGT TAC ATT CC GCT 

GCT GAA CCA GTA GAA GA 

TCC TTT TTC GCT TCC CTG TT 

 

 

Tabla D: Secuencia de los oligonucleótidos utilizados en el ensayo de PCR. 

 

El control de amplificación exógeno se llevó a cabo sobre el plámido pMBEK. Se 

realizaron reacciones de PCR incubando los respectivos cADNs en 25 µM (micromoles) de 

cada uno de los primers, utilizando una mezcla de reacción  conteniendo MgCl 2mM, 

dNTPs 250 µM, 1 U (unidades) de Taq polimerasa (Highway),  KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM 

pH 7,0 y Tritón X-100 0,1% en un volumen final de 50 µl. La amplificación se llevó a cabo 

en un termociclador PTC-100 TMMJ Reserch (MJ Reserch Inc, Watertown, CT). 

 

3.6 Cuantificación de β-actina 

 

Se  llevó  a  cabo  por  PCR  semi-cuantitativa  utilizando  el  plásmido  pQB1/3  que 

contiene dos secuencias cortas del gen de la β-actina, y un par de primers que reconocen 

dichas secuencias en el plásmido y en los transcriptos endógenos. En el caso del plámido, 

el producto de PCR para β-actina es un amplicón de 238pb. Se determinó la concentración 

del plásmido (5x104  pg/µl) y se ensayaron diferentes diluciones de pQB1/3 hasta construir 

una curva con diluciones comprendidas entre 2 hasta 0,0625pg/µl. Con 1µl del cADN 

producto de la misma RT utilizada previamente para analizar IL-15, IL-18 e INF-γ en las 

diferentes muestras y 5µl de cada dilución de la curva, se llevaron a cabo las reacciones 

de PCR para β-actina. Se utilizó el siguiente programa de amplificación: desnaturalización  

1´ a 94 oC, annealing 1´ a 55 oC, extensión 1´a 72 oC, repetición del ciclo anterior 29 

veces y luego una extensión final de 2.5´ a 72 oC. 

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1,5% 
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en TBE y visualizados por tinción con bromuro de etidio. Se obtuvieron bandas de β-actina 

endógena (218pb) de intensidades variables entre las diferentes muestras. Las bandas de 

las muestras y de la curva se cuantificaron por densitometría óptica. Luego se graficó una 

curva de β-actina utilizando los valores de densidad óptica en función de los pg/µl de las 

diluciones respectivas. Se realizó la cuantificación de β-actina en las diferentes muestras 

por interpolación y se expresaron las concentraciones en pg β-actina/ µl cADN. Con 

aquellas muestras cuya banda de β-actina no entró en curva, se procedió a repetir el 

procedimiento modificando el volumen de cADN utilizado en la reacción de PCR hasta 

obtener valores de DO adecuados. 

 

3.7 Normalización de resultados 

 

Por un lado, se cuantificó el número de transcriptos de IL-15, IL-18 e INF-γ presente en 

un volumen dado de cADN para cada muestra. Por otro lado, los pg β-actina/µl del mismo 

cADN. Con estos valores, se procedió a calcular los pg de β-actina presentes en el 

volumen de cADN utilizado para amplificar las citoquinas correspondientes. Finalmente, se 

expresó el número de transcriptos como el número de moléculas de transcriptos de 

citoquinas/pg de β- actina. 

 

3.8 Obtención de ADN para estudios de clonalidad en biopsias 

 

Las secciones de tejido intestinal fresco provenientes de pacientes refractarios fueron 

homogeneizadas en 500 μl de buffer WCLB (10 mM Tris pH 7,6; 10 mM EDTA pH 8; 

50mM NaCl; 0,2 % SDS) y 15 μl de Proteinasa K. Se incubó ON (over night) a 42ºC con 

agitación  y  luego  se  realizó  una  extracción  utilizando  como  solventes  orgánicos  

fenol saturado en agua (pH: 7,5) y cloroformo. Se precipitó el ADN con etanol puro frío y se 

resuspendió en 100 μl de buffer TE (10mMTris –HCl pH 8,0 / 1 mM EDTA pH 8,0). La 

obtención de ADN  se verificó mediante electroforesis en geles de agarosa 1% teñidos con 

Bromuro de etidio visualizados a través de un transiluminador de luz ultravioleta. 

 

3.9 Análisis del TCR γ por PCR 

 

El ADN purificado a partir de biopsias de pacientes refractarios se utilizó para el 

análisis de clonalidad del infiltrado linfocitario (Mc Carthy KP y col., 2002,  Diss T y col., 

1995). Éste está basado en la amplificación de la cadena γ del TCR (TCR- γ). Se 

realizaron reacciones de PCR múltiples (“múltiplex”) utilizando un conjunto de primers 5’ 

homólogos a las regiones variables (V) y primers 3’ homólogos a los segmentos de unión o 

joining (J) del TCR γ que abarcan en conjunto todos los posibles reordenamientos de la 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

región V-J de estas cadenas, figura E. 

 

 

 

 

Figura E. Estrategia para la detección de poblaciones clonales. 

 

El conjunto de primers permite detectar todos los posible rearreglos de la cadena y del 

TCR. Esta PCR multiplex   permite inferir la expansión de uno o unos pocos clones de LT 

predominantes.Las puntas de las flechas indican la ubicación de los “ primers”. 

La reacción de PCR se realizó en un volumen de 50 μl que contiene sulfato de amonio 

16,6  mM, Tris-HCl 67 mM pH8,8;  β-mercaptoetanol 10 mM,  MgCl2  2  mM,  gelatina 

200μg/ml, dNTPs 200 μM cada uno, primers 0,5 μM cada uno y 1 U de Taq Polimerasa 

(Promega). Las condiciones de temperatura fueron 90´´a 94ºC, 90´´ a 54ºC y 2´ a 72ºC, en 

un termociclador PTC-100 TMMJ Reserch (MJ reserch Inc, Watertown, CT). Los productos 

de amplificación fueron analizados en geles de agarosa 2,5 % o en geles de poliacrilamida 

6% teñidos con Bromuro de Etidio (10mg/ml), luego de su separación electroforética en 

buffer TBE1X durante 30´ a 50V ó 1-2 h a 50V, respectivamente. Las reacciones de PCR 

se realizaron con concentraciones crecientes de ADN en un rango de 1-16 μg. 

Se utilizó ADN de la línea celular Molt-4, proveniente de una leucemia aguda 

linfoblástica T humana como control positivo de amplificación. Como control negativo se 

realizaron reacciones de PCR sin templado. En todos los casos se realizó la amplificación 

del gen HLA- DRβ1 previa al análisis del TCR-γ como control de calidad del ADN obtenido 

a partir de las biopsias y de la sangre analizada. Los resultados de este control permitieron 

validar los resultados obtenidos específicamente para la amplificación del TCR-γ. 

Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en los ensayos de PCR se listan en la 

tabla E. 
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Primer  Secuencia 5’→ 3’ 

1. V2, V8 ACTCCTACAACTCCAG/AGGTTG 

2.V3 ACGTCTCCACCGCAAGGGATG 

3. V4 ACTCCTACACCTCCAGCGTTG 

4. J1.3, J2.3 AAGTGTTGTTCCACTGCCAAA 

5. J1.1, J2.1 AGTTACTATGAGCT/CTAGTCCC 

6. J1.2 TGTAATGATAAGCTTTGTTCC 

7. PSP-49  GCCGCTGCACTGTGAAGCTCTC 

8. Amp-A  CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG 
 

 
TABLA E. Secuencia de primers utilizados para la amplificación del TCR-γ (1-6) y del gen DRß1 

(secuencias 7-8). (Algara P y col., 1994) 

  

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

El GraphPad Prism© software (GraphPad, San Diego, CA, USA) fue utilizado para 

todos los análisis estadísticos. Los resultados fueron expresados como el promedio ± el 

error estándar de la media (SEM). Para comparar los valores obtenidos entre dos grupos 

se realizó (siempre y cuando los datos se ajustaran a la distribución Gaussiana) el test 

paramétrico de Student´s a dos colas, no pareado o pareado, según corresponda. Cuando 

los valores no seguían  la  distribución  de  Gauss, se  realizó el  test  Mann-Whitney  U  a  

dos  colas  (para muestras no pareadas) o el test Wilcoxon (para muestras pareadas). 

Para las comparaciones entre tres grupos se realizó un test de ANOVA con mediciones 

repetidas (muestras pareadas) y post test de Bonferroni´s. Se consideraron significativos 

los valores de p < 0,05. 

 

5. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

El estudio fue aprobado por los Comités de Ética de los respectivos hospitales y se 

obtuvieron los consentimientos informados de todos los pacientes. 
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RESULTADOS  

 

1- Marcadores de activación celular en células mononucleares de sangre periférica 

  

1.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMPS) 

 

A partir de 10 ml  aproximadamente de sangre de cada grupo de pacientes, se aislaron  

las  CMPS  utilizando  gradientes  de  Ficoll  Hypaque  (Ver  Metodología).  Se estudiaron 

20 individuos control adultos (Controles Ad), 6 controles pediátricos (Controles Ped), 20 

pacientes celíacos adultos (Cel Ad) y 10 pacientes celíacos pediátricos (Cel Ped) para el 

análisis de inmunofenotípico de moléculas de activación en CMPS en condición basal, 

frente a la estimulación con anti-CD3 así como el análisis de la modulación de las mismas 

por medio de la incorporación de citoquinas. 

 

1.2 Expresión marcadores de activación CD45RO, CD25, CD30 y OX40 en CMSP en 

condición basal 

 

Para el análisis fenotípico se eligió la población linfoide, en base a las características 

celulares de tamaño y complejidad observada por CF, figura 1. Una vez escogida la 

población linfocitaria, se seleccionó una región correspondiente a la LT CD3+, donde se 

hizo el estudio de los marcadores de activación celular, figura 2. El estudio de los 

marcadores de activación celular se realizó en la población linfoide y dentro de los LT 

CD3+. 

 

 

 

 

Figura 1: Gráfico de dot plot.  Se indican las de diferentes 

regiones en base al tamaño  y la de granularidad celular. 

 Figura 2: Gráfico de dot plot.  Se indica la  

región LT CD3
+ 

considerada para el análisis 

de marcadores activación 

 

En la Tabla A se muestran los resultados obtenidos luego del análisis de los siguientes 

grupos experimentales: Controles Ad, Cel Ad y Cel Ped. Se expresan los porcentajes de 
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cada subpoblación celular relativos al total de LTCD3+. No hemos podido realizar este 

análisis en controles Ped. Se observó una diferencia significativa en el porcentaje basal de 

células de CD3+CD45RO+  entre pacientes Cel Ad y controles, pero no así entre Cel Ped 

y Cel Ad. Los porcentajes de células CD3+CD25+  y CD3+CD69+    no difirieron entre los 

tres grupos en estudio. En ningún caso se observaron células positivas CD3+CD30+ ni 

CD30+OX40+ en condición basal. 

 

 

 

Subpoblación           Controles Ad (n)         Cel Ad (n)         Cel Ped (n) 
 

  CD3+CD45RO+                                  40,6 ± 1,2 (20)                  47,5 ± 1,7 (20)*          45,0 ± 1,0 (10) 
 

CD3+CD25+ 18,0 ± 3,0 (20) 14,0 ± 2,0 (20) 15,0 ± 1,5 (10) 

CD3+CD69+ 5,0 ± 1,2 (10) 4,0 ± 0,7 (10) 6,0 ± 1,3 (5) 

CD3+CD30+ - - - 

CD3+OX40+ - - - 

 

Tabla A: Expresión basal de CD45RO, CD25, CD69, CD30 y OX40 en CMPS en 

individuos controles y pacientes celíacos. 

Los porcentajes son expresados como la media ± SEM. (n): número de  muestras analizadas. 
El análisis estadístico se determinó mediante el test- t de Student´s  a dos colas.* p<0.05, vs. 
controles. 

 

 

1.3 Expresión de los marcadores de activación CD45RO, CD25, CD30 y OX40 luego 

de la activación mitogénica con anti-CD3 

 

Se estudió la expresión de cada una de estas moléculas en función de tiempo luego de 

la activación mitogénica de CMSP provenientes de pacientes Cel Ad y controles Ad con el 

mitógeno anti-CD3, figura 3. 
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Figura 3: Cinética de expresión de las moléculas CD45RO (A), CD25 (B), CD30 (C) y OX40 (D ) en LTCD3
+ 

estimulados 

con anti-CD3. Los porcentajes son expresados como la media ± (SEM),n: número de muestras analizadas. El análisis 

estadístico se determinó mediante el test- t de Student´s a dos colas. 

Figura 3A: *p= 0,0035; Cel vs. Co. 
#
p= 0,043 Cel vs. Co 

 

Figura 3C: *p= 0,0063; Cel vs. Co. 
 
 

 

 

La cinética correspondiente a las subpoblaciones CD3+CD25+ y CD3+OX40+ generadas en 

respuesta a anti-CD3 no difirió entre controles y pacientes Cel Ad durante el período de tiempo 

evaluado (figura B y D). Al quinto día de estimulación se observó el máximo porcentaje para las 

subpoblaciones CD3+CD25+ y CD3+CD45RO+, encontrándose además un aumento significativo 

sólo en el caso de la subpoblación CD3+CD45RO+  en los pacientes Cel, figura 3 A. Estas 

subpoblaciones comienzan a disminuir en ambos grupos luego del sexto día de cultivo (datos no 

mostrados). 

 La subpoblación CD3+CD30+ difirió entre controles y Cel al quinto día post- estimulación. En 

ese punto, el porcentaje de células CD3+CD30+ mantuvo el nivel alcanzado al tercer día post-
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estimulación en CMSP provenientes de pacientes Cel, pero no en los controles. Dada la cinética 

de expresión de las subpoblaciones CD3+CD25+  y D3+CD45RO+, debe destacarse que 

la disminución de la subpoblación CD3+CD30+ en los controles no sería debida a una reducción 

en la población de células activadas. 

Los porcentajes alcanzados por las respectivas subpoblaciones analizadas luego de cinco 

días de estimulación se detallan en la tabla B. 

 

Subpoblación Controles Ad (n:20) CelAd (n:20) 

CD3+CD45RO+ 55,8 ± 6,5 79,9 ± 5,3* 

CD3+CD25+ 75,0 ± 5,0 73,0 ± 3,0 

CD3+CD30+ 1,4 ± 0,5 10,8 ± 2,3 * 

CD3+OX40+ 20,0 ± 3,0 22,0 ± 2,0 

 

 

Tabla B: Expresión de CD45RO, CD25, CD30 y OX40 en blastos T luego de 5 días de estimulación con anti- CD3. 

Porcentajes expresados como la media ± SEM. n: número de muestras analizadas. El análisis estadístico se determinó 
mediante  el test- t de Student´s a dos colas.* p<0.05 vs. controles. 

 

 
 

 

 

1.4 Caracterización fenotípica de las subpoblaciones CD3+CD30+ y CD3+OX40+ 

 

A fin de caracterizar estas subpoblaciones celulares, analizamos su fenotipo con respecto a la 

expresión de dos marcadores de activación, CD45R0 y CD25. Aunque no se ha podido realizar la 

marcación triple CD30/ CD25/ CD45RO, observamos una ajustada correlación entre los 

porcentajes de células CD45RO+CD30+ y CD25+CD30+. Los resultados obtenidos nos permiten 

inferir que la subpoblación CD3+CD30+ expresaría tanto CD45RO como CD25. La figura 4 

muestra el análisis representativo a un paciente Cel Ad y un control. 
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Figura 4: Análisis de la expresión de CD30 en las subpoblaciones CD45RO
+ 

y CD25
+

. 

Expresión de CD30 dentro de la subpoblación de blastos CD3
+

CD45RO
+  

(A y B), o CD3+CD25
+  

(C y D) obtenidos 

luego de 5 días de estimulación con el mitógeno. Los gráficos corresponden a un individuo control y a un paciente Cel Ad 

representativos respectivamente. 

 
 

 

Por otro lado, la expresión de OX40, evaluada luego de 3 días de estimulación mitogénica, 

también se observa dentro de la subpoblación de células activadas CD3+CD25+, figura 5. La 

molécula OX40 se expresa dentro de la subpoblación CD3+CD45RO+ (datos no mostrados). 
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Figura 5: Análisis de la expresión de OX40 en la subpoblación CD25 luego de 3 días de estimulación con anti-CD3. 

Expresión de OX40 dentro de la subpoblación de blastos CD3+CD25+ obtenidos luego de 3 días de estimulación. 

Los gráficos corresponden a un individuo control (A) y a un paciente Cel Ad (B) representativos. 

 

 

1.5 Estudios de proliferación celular 

 

El estudio de proliferación celular luego de 3 y 5 días de estimulación con el mitógeno anti-

CD3 en CMSP fue realizado en individuos control y pacientes adultos, figura 6. No se han 

encontrado diferencias significativas entre ambos grupos al tercer día de estimulación.  Al  quinto  

día,  la  proliferación  desciende  en  ambos  grupos  (datos  no mostrados). 

 

 

20000 p <0,05 p <0,05 
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anti-CD3 
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                                  Controles                           Cel Ad 

 (n=5)                         (n=5) 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

Figura 6: Proliferación celular de CMPS en respuesta a la estimulación mitogénica. 

Respuesta proliferativa expresadas en cuentas por minuto (cpm) de blastos procedentes de pacientes Cel 

Ad e individuos control al tercer día de estimulación. Las barras indican la media ± SEM. n: número de 

muestras analizadas. El análisis estadístico se determinó mediante el test- t de Student´s pareado a dos 

colas. 

 

1.6 Modulación de CD30 y OX40 por IL-15  en blastos T activados 

 

Una vez obtenido los blastos CD3+CD30+ y CD3+OX40+ se decidió investigar el 

efecto modulatorio de IL-15 e IL-2 sobre las subpoblaciones de células CD3+CD30+  y 

CD3+ OX40+ independientemente. 

 

Modulación de CD30 por IL-15: 

 

Este estudio fue realizado en poblaciones pediátrica y adulta y sus resultados se 

observan en las figuras 7A y 7 B (población adulta) o 7C y 7D (población pediátrica). 

Las CMPS fueron evaluadas a tiempo “cero” en CMSP frescas (Basal), a día 3 post- 

estímulo mitogénico (Blastos) y a día 6 post-estímulo mitogénico pero en presencia de IL-

15 durante los últimos 3 días (Blastos + IL-15). Se observó un incremento en el número de 

células CD3+  CD30+  frente al estímulo con IL-15 en todos los grupos, sin embargo este 

incremento sólo fue significativo en controles y Cel Ad con respecto a los blastos obtenidos 

en ausenta de IL-15. 

En los controles Ped la tendencia no pudo ser analizada estadísticamente debido al 

escaso número de pacientes evaluados. 
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Figura 7: Efecto modulatorio de IL-15 sobre la subpoblación de blastos T CD30
+  

en   individuos adultos y 

pediátricos. 

Porcentaje  de  células  CD3
+

CD30
+   

en  condición  basal  y  en  blastos  con  o  sin  IL-15.  Las  barras  horizontales 
 
representan los valores promedio ± SEM; n: número de muestras. A y B. Gráficos correspondientes a grupo control y 

Cel Ad, respectivamente.  C y D. Gráficos correspondientes a grupo control y Cel Ped, respectivamente. 

El análisis estadístico se determinó utilizando el test de Anova de medidas repetidas con post-test de Bonferroni. 

 

 

 

Seguidamente, comparamos el % de blastos T CD30+ generados en presencia de IL-

15 en controles y Cel (3er  columna, figura 7A y 7B) Sorprendentemente, se observó un 

mayor porcentaje de células CD3+ CD30+ luego de la estimulación con IL-15 en blastos 

provenientes de pacientes Cel Ad respecto de los respectivos individuos control, figura 8A. 

Tales diferencias no fueron observadas en la población pediátrica (figura 8B). 
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Figura 8: Expresión de CD30 en blastos estimulados con IL-15 en pacientes Cel Ad y Ped. 

Se indican los valores promedio  ± SEM; n: número de muestras. A: Adultos;  B: Pediátricos. El análisis estadístico se 

realizó mediante el test- t de Student´s a dos colas.

 

 

Las figuras 9 A y B ilustran los resultados comparativos del análisis por CF del 

porcentaje de blastos T CD30+ obtenidos luego del cultivo en presencia o ausencia de IL-

15 para un individuo control (A) y un paciente Cel Ad (B) representativos. 

A B 

  

 

 

Figura 9: Análisis comparativo de la expresión de CD30 en blastos T en presencia o ausencia de 

IL-15. Los gráficos corresponden a (A) control adulto y (B) paciente Cel Ad. 

 

 

Mediante el análisis individual del incremento de blastos T CD30+ se pudo evaluar la 

magnitud del efecto modulatorio de IL-15 sobre la expresión de CD30. Este análisis 

consistió en el cálculo de un índice de estimulación (IE) para cada paciente:
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IE (Índice de Estimulación): % de blastos T CD30+ post- estimulación con anti-CD3 + IL-15 

--------------------------------------------------------------------------------------------- 

  % de blastos T CD30+ post-estimulación con anti-CD3 

 

La figura 10 muestra los IE en controles y pacientes Cel Ad (A) y en controles y 

pacientes Cel Ped (B). El incremento en el porcentaje de células CD3+CD30+ en 

pacientes Cel Ad es mayor que en el grupo control, pero no así en la población pediátrica. 

El análisis individual dentro de cada grupo de pacientes demostró que IL-15 modula la 

expresión de CD30 en ambos grupos, pero el efecto es de igual magnitud en pacientes y 

controles pediátricos, figura 10B. 
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Figura 10: Índice de estimulación por IL-15 en blastos T CD30+.  

Se indican los valores promedio ± SEM, n= número de muestras. La  línea horizontal trazada  a la   altura   

del valor “1” (sobre el eje de las ordenadas) permite visualizar el incremento (por encima de la línea 

auxiliar) o la disminución (por debajo de la línea auxiliar) en cada muestra independientemente evaluada 

antes y después del agregado de IL-15 a los blastos T. 

A: Pacientes adultos; B: Pacientes pediátricos. El análisis estadístico se determinó mediante el test- t de 

Student´s a dos colas. 

 

 

Modulación de OX40 por IL-15: 

 

Los efectos modulatorios de IL-15 sobre OX40 difieren de los efectos descriptos para 

esta misma citoquina sobre CD30. Para  todos los grupos analizados se encontró una 

disminución en la subpoblación de blastos CD3+ OX40+ como consecuencia del agregado 

de IL-15. Los resultados para los grupos de: Controles Ad (A), Cel Ad (B), Controles Ped 

(C) y Cel Ped (D) se describen en la figura 11. 
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Figura 11: Efecto modulatorio de IL-15 sobre la subpoblación de blastos T OX40+ en  individuos 
adultos y pediátricos. 

Porcentaje de células CD3+OX40+ en condición basal y en blastos con o sin IL-15. 
Las barras horizontales representan los valores promedio ± SEM; n: número de muestras.  
A y B: Gráficos correspondientes a los grupos control y Cel Ad, respectivamente. 
C y D: Gráficos correspondientes a los grupos control y Cel Ped, respectivamente. 
El análisis estadístico se determinó utilizando un test de Anova de medidas repetidas con post-test de 
Bonferroni. 
 

 

 

Cuando se comparó el efecto de IL-15 sobre blastos CD3+OX40+  en Cel Ad y 

controles, se observó una disminución significativa en el porcentaje de células 

CD3+OX40+ en el grupo de pacientes Cel, figura 12 A. Sin embargo, al analizar la 

población pediátrica no encontramos un efecto modulatorio diferencial para IL-15 sobre la 

expresión de OX40 en blastos, figura 12 B. 
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Figura 12: Expresión de OX40 en blastos estimulados con IL-15 en pacientes adultos y 

pediátricos. 

Se indican los valores promedio ± SEM; n= número de muestras. 

A.: Adultos;  B: Pediátricos. El análisis estadístico se determinó por el test- t de Student´s a dos colas. 

 

 

Las figuras 13 A y B ilustran los resultados comparativos del análisis por CF del 

porcentaje de blastos T OX40+ obtenidos luego del cultivo en presencia o ausencia de IL-

15 para un individuo control Ad (A) y un paciente Cel Ad (B) representativos. 

 

  

 

Figura 13: Análisis comparativo de la expresión de OX40 en blastos T en presencia o ausencia de 

IL-15. Los gráficos corresponden a (A) control adulto y (B) paciente Cel Ad. 

 

 

 

Los IE calculados en este caso se detallan en las figuras 14A (pacientes adultos) y 14B 

(pacientes pediátricos), respectivamente y reflejan la disminución observada para la 

subpoblación CD3+OX40+  luego del estímulo con IL-15. 
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Figura 14: Índice de estimulación por IL-15 en blastos T OX40+. 

Se indican los valores promedio ± SEM, n: número de muestras. 

La línea horizontal trazada a la altura del valor “1” (sobre el eje de las ordenadas) permite visualizar el 

incremento (por encima de la línea auxiliar) o la disminución (por debajo de la línea auxiliar) en cada 

muestra independientemente evaluada antes y después del agregado de IL-15 a los blastos T. 

A: Pacientes adultos; B: Pacientes pediátricos. El análisis estadístico se determinó  mediante  el  test-  t  

de Student´s a dos colas. 

 

 

Con el fin de determinar el requerimiento de IL-15 como intermediario en la modulación 

de CD30 y OX40 durante la activación mitogénica, repetimos los ensayos en presencia de 

un anticuerpo neutralizante anti-IL-15. Las CMPS provenientes de cuatro individuos control 

Ad fueron estimuladas con anti-CD3 por tres días en presencia de anti- IL-15 con el fin de 

bloquear la producción de IL-15 endógena que pudiera ocurrir durante el cultivo. Los 

resultados obtenidos demostraron una reducción en el número de los blastos CD3+CD30+ 

en  presencia  del  mitógeno  y  el  anticuerpo  neutralizante  (3,00  ±  0,54) comparado 

tanto con el control de isotipo MOPC-21 (11,00 ± 2,30), como con blastos obtenidos solo 

en presencia del mitógeno anti-CD3 (10,75 ± 1,90) o en presencia de  rIL-15 (18,25 ± 

5,60), figura 15A. En el caso de OX40 la presencia simultánea del anticuerpo anti- IL15  y  

el  anticuerpo  anti-CD3  impidió  la  disminución  del  porcentaje  de  blastos CD3+OX40+   

inducida  por  IL-15,  demostrando  entonces  que  IL-15  contribuye  a  la disminución de 

la subpoblación de blastos OX40+, figura 15 B. 
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1.7 Modulación de CD30 y OX40 por IL-2 en blastos T activados 

 

Debido a que la citoquina IL-2 comparte funciones biológicas con IL-15, y además 

modula positivamente a la molécula CD30 (Ver Introducción) se ha querido comparar los 

efectos modulatorios de ambas citoquinas sobre las moléculas CD30 y OX40. Para ello se 

utilizaron cultivos de blastos T (obtenidos mediante el mismo esquema experimental 

mencionado para IL-15), provenientes de individuos control. Obtuvimos un similar 

porcentaje de blastos CD3+CD30+  luego de la estimulación con IL-2 o con IL-15 durante 

tres días. Así también, observamos que IL-2 posee los mismos efectos que IL-15 sobre la 

subpoblación de blastos CD3+OX40+, figura 16. 
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Figura 16: Análisis comparativo de los efectos modulatorios de IL-15 e IL-2 en  blastos CD3+  

CD30+  y CD3+ OX40+ provenientes de individuos control. 

Se evaluaron blastos CD3+CD30+ (A), y blastos CD3+OX40+ (B). n: número de muestras. 

 

1.8 Cuantificación de citoquinas INF- γ e IL-4 en sobrenadantes de cultivo de blastos 

T activados 

 

Mediante la técnica de ELISA se detectó y cuantificó la secreción de estas dos 

citoquinas en los sobrenadantes de cultivo de blastos, provenientes de individuos control y 

pacientes Cel Ad, figuras 17 y 18, respectivamente. Tanto en controles como en pacientes 

Cel Ad, la producción de INF-γ aumenta como consecuencia de la activación mitogénica, 

siendo despreciable la producción de esta citoquina en condiciones basales. La IL-15 no 

afectó la producción de IFN-γ. Debe destacarse que en este caso, la citoquina detectada 

en los sobrenadantes proviene tanto de blastos T CD30+/-  como de blastos OX40+/-, 

siendo técnicamente imposible en este caso determinar el origen del IFN-γ, figura 17. 

 

 

 
Figura 17: Producción de INF-γ en sobrenadantes de cultivo. 

Se expresan los valores de INF- γ obtenidos en sobrenadantes de cultivo de CMPS en condición basal y 
en cultivo de blastos con o en ausencia de IL-15. 
Se indican los valores promedio ± SEM, n: número de muestras. *p<0.05 Controles: blastos vs. basal. 
# p<0.05 Cel: blastos vs. basal. El análisis estadístico se determinó mediante el test t de Student´s a dos 
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Como en el caso de IFN-γ, tanto en controles como en pacientes Cel Ad, la producción 

de IL-4 aumenta como consecuencia de la activación de blastos T, siendo despreciable la 

producción de esta citoquina en condiciones basales. IL-15 tampoco afectó la producción 

de IL-4 en los blastos T, figura 18. 

 

 

 

 
Figura 18: Producción de IL-4 en sobrenadantes de cultivo. 

Se expresan los valores de IL-4 obtenidos en sobrenadantes de cultivo de CMPS en condición basal (sin 
estímulo) y en cultivo de blastos con o en ausencia de IL-15. 
Se indican los valores promedio ± SEM; n= número de muestras. El análisis estadístico se determinó 
mediante el test t de Student´s a dos colas. 
 

 

1.9 Detección intra-citoplasmática (i.c.) de citoquinas (INF-γ e IL-4) en blastos 

CD3+CD30+ y CD3+OX40+ 

 

Se evaluó la presenciade INF- γ e IL-4 en blastos CD3+CD30+  y CD3+  OX40+ 

respectivamente, procedentes de pacientes Cel y Controles Ad. La figura 19 muestra el 

procedimiento seguido en un paciente Cel Ad representativo, donde se detallan los 

porcentajes de células positivas para la expresión de INF-γ e IL-4 relativos al porcentaje 

total de células CD30 y OX40 que se han obtenido respectivamente. 
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Figura 19: Perfil de producción de citoquinas intracitoplasmáticas en blastos T CD30+ y OX40+. 

Se muestra el análisis correspondiente a un paciente Cel Ad representativo indicando los porcentajes de 
blastos productores de INF γ o IL-4 respectivamente. 
A: Se seleccionó una primer ventana R1 según características de tamaño (FSC) y complejidad (SSC) 
celular y a partir de ésta se escogió la población SSC vs CD3+ (región R2) 
B y C: Porcentaje de células totales CD3+CD30+ y CD3+OX40+, respectivamente. 
D: Porcentaje de células CD3+CD30+   que expresan INF γ (izq arriba) e IL-4 (izq abajo). E: Porcentaje 
de células CD3+OX40+ que expresan INF γ (der arriba) e IL-4 (der abajo). 

 

 

En la figura 20 se grafican los datos compilados del análisis de expresión i.c de 

citoquinas en controles y Cel Ad. Se compara la proporción de blastos T CD30+ y OX40+ 

productores de INF- γ e IL-4 dentro del grupo control. Cómo se observa, estas 

proporciones son similares, figura 20A. La misma comparación fue realizada en el grupo 

Cel en el que, sin embargo, la proporción de blastos T CD30+ productores de INF- γ es 

mayor a la de blastos T productores de IL-4, figura 20 B. 
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Figura 20 A y B: Perfil de citoquinas i.c en blastos CD3+CD30+ y CD3+OX4O+. 

Porcentaje de blastos productores de INF- γ e IL-4 relativos al porcentaje total de blastos CD3+CD30+  y 
CD3+OX40+ (tomados como el 100%) en individuos control Ad (A) y pacientes Cel Ad (B). 
Se indican los valores promedio para cada conjunto de datos correspondientes a IFN-γ o IL-4 según se 
corresponda como el promedio ± SEM, n: número de muestras. El análisis estadístico se determinó 
mediante el test- t de Student´s a dos colas. 

 

 

Realizamos a continuación un análisis comparativo del porcentaje de blastos T CD30+ 

INF-γ+  y blastos T CD30+  IL-4+  entre los mismos grupos de individuos control y 

pacientes Cel Ad, figura 21 A. Observamos un mayor porcentaje de blastos T CD30+ 

productores de IFN-γ (44,04 ± 15,11 vs 5,29 ± 1,90) en el grupo de pacientes Cel, sin 

embargo no hubo diferencias en el porcentaje de blastos T CD30+ productores de IL-4. No 

encontramos diferencias en cuanto a la producción de INF-γ+  ni de IL-4+  en blastos T 

OX40+ entre los pacientes Cel y los individuos control, figura 21 B. 
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Figura 21: Estudio comparativo de la producción i.c de INF-γ e IL-4 en pacientes Cel Ad e 
individuos control. 

Datos compilados de los porcentajes de blastos T CD3+CD30+ (A) y CD3+OX40+ (B) que expresan INF-
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γ o IL-4. Se indican los valores promedio ± SEM, n: número de muestras. El análisis estadístico se 
determinó mediante el test- t de Student´s a dos colas. 

 

 

Luego se determinó el efecto de IL-15 sobre las subpoblaciones de blastos T CD30+ 

INF-γ+  y de blastos T OX40+  INF-γ+, respectivamente. Para esto, se incorporó IL-15 a 

blastos obtenidos al tercer día de estimulación (siguiendo el mismo esquema experimental 

con que se analizaron anteriormente las subpoblaciones de blastos T), y se compararon 

los porcentajes de células INF γ+ obtenidos antes y después del agregado de esta 

citoquina. En la figura 22 se observa que ninguna de dichas subpoblaciones fueron 

moduladas por IL-15. La producción de IL-4 en blastos T CD30+ y T OX40+ como tampoco 

fue modificada por IL-15 (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 
Figura 22: Efecto modulatorio de IL-15 sobre la expresión de INF- γ en la subpoblación de blastos 
T CD30+ u OX40+. Porcentajes de blastos T CD30+ (A) y OX40+ (B) que expresan INF- γ en ausencia o 

presencia de IL-15. Se indican los valores promedio ± SEM, n: número de muestras. 
El análisis estadístico se determinó mediante el test- t de Student´s pareado a dos colas. 

 

 

 

En un escaso número de pacientes Cel Ped (n= 4) estudiados, tampoco encontramos 

diferencias en la producción de INF-γ ni de IL-4 en ninguna de las dos subpoblaciones de 

blastos (datos no mostrados). 

 

Resumen de Resultados 

 

¾  Observamos un mayor porcentaje basal de células CD3+CD45RO+  en Cel Ad, 

pero no así en los porcentajes de células CD3+CD25+ y CD3+CD69+ en ninguno de los 

grupos (Tabla A). 
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¾  La fracción de blastos que expresa CD30 al quinto día post-estimulación con el 

mitógeno anti-CD3 es mayor en pacientes Cel Ad respecto a controles, figura 3. 

 

¾  IL-15 indujo un incremento diferencial en la subpoblación de blastos T CD30+  en 

pacientes Cel Ad, pero no en los Cel Ped (figura 8 y 10). La subpoblación de blastos T 

OX40+ disminuyó diferencialmente, luego de la estimulación con IL-15 en Cel Ad, pero no 

en Cel Ped (figura 12 y 14). Atribuimos a IL-15 la modulación tanto de blastos T 

CD3+CD30+ como de CD3+OX40+ (figura 15). 

 

¾  No se modificó la producción de IFN-γ ni de IL-4 en los sobrenadantes de cultivos 

de blastos en presencia de IL-15 en ninguno de los grupos (figura 17 y 18). 

 

¾  La proporción de blastos T CD30+ productores de INF- γ es mayor a la de blastos T 

CD30+ productores de IL-4 en el grupo de pacientes Cel Ad (figura 20 B), y estas 

proporciones no difieren entre sí en los individuos control (figura 20 A). Por otro lado, los 

pacientes Cel Ad evidenciaron mayor porcentaje de blastos productores de INF-γ en la 

subpoblación CD3+CD30+ que los individuos control (figura 21 A). La expresión de INF-γ e 

IL-4 en blastos T CD3+OX40+ fue similar entre pacientes Cel y controles (figura 21 B). 

 

¾  La producción de INF-γ e IL-4 en blastos CD3+CD30+  como CD3+OX40+  no fue 

modulada por IL-15 (figura 22). 

  

Discusión de resultados 

 

En este capítulo hemos analizado las características fenotípicas de CMSP en cuanto a 

la expresión de distintos marcadores de activación celular. Hemos focalizado nuestro 

estudio en CD30 y OX40, dos moléculas pertenecientes a la familia del receptor de TNF 

(TNF−R). Investigamos su modulación por IL-15 e IL-2, y caracterizamos el perfil de 

citoquinas producidas por subpoblaciones celulares que expresan dichas moléculas bajo 

diferentes condiciones experimentales. 

En primer lugar hemos observado, en población adulta, que el porcentaje de LT 

periféricos que expresan CD45RO en condiciones basales es mayor en pacientes Cel 

respecto a individuos control, resultados que concuerdan con datos previamente 

publicados en la literatura (Kerttula y col., 1995; Di Sabatino y col., 1998). Las células T de 

memoria poseen una larga vida media y permanecen arrestadas en un estado de interfase 

por períodos prolongados. Estas células manifiestan una rápida activación frente a la 

reiterada estimulación tanto con antígenos propios como no propios, lo que les confiere un 
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estado de activación crónica (Tough y Sprent 1994). Por lo tanto el incremento observado 

en la subpoblación de células CD45RO+ en condiciones basales, en pacientes celíacos 

tanto adultos como pediátricos, podría reflejar un estado de mayor activación linfocitaria 

sistémica que podría ser resultado de la estímulación antigénica continua inducida por la 

dieta no restringida en  gluten. A diferencia de los datos reportados en la literatura (Di 

Sabatino y col. , 1998), no hemos observado que tal estado de activación crónica se 

reflejase similarmente en un mayor porcentaje de células CD3+CD25+ en el grupo de 

pacientes celíacos respecto de los individuos control. 

Como se mencionó en la Introducción, la expresión de las moléculas CD30 y OX40 

requiere la activación previa de los LT periféricos, y es modulada positivamente en 

respuesta al mitógeno anti-CD3 entre otros estímulos (Ellis T M y col., 1993, Tarkowski M y 

col., 2002.). Sin embargo, observamos diferencias entre la regulación de la expresión de 

ambas moléculas por mitógenos durante la activación de los LT. Si bien ambas registraron 

su máxima expresión al tercer día post-estimulación de CMSP con anti-CD3, el porcentaje 

de células OX40+  observado superó al de los blastos T CD30+ generados  durante los 

cinco días post-estimulación evaluados. Las subpoblaciones de blastos T CD30+  y OX40+  

alcanzaron su máxima expansión en el momento de máxima proliferación del cultivo, sin 

embargo la subpoblación de blastos T CD30+ persiste al quinto día post-estimulación en 

las CMSP provenientes de los pacientes celíacos, simultáneamente con la disminución 

observada de su actividad proliferativa. Esto proveería a las CMSP de pacientes celíacos 

de una subpoblación de LT CD30+, con una capacidad adicional de respuesta frente a 

estímulos regulatorios. 

Aunque el análisis de la producción de IFN-γ e IL-4 por las diferentes subpoblaciones 

no nos permite determinar una posible producción intracitoplasmática simultánea de 

ambas citoquinas, éste arroja algunas diferencias interesantes entre pacientes y controles 

en cuanto al perfil Th1/Th2 de las subpoblaciones CD3+CD30+ y CD3+OX40+    

respectivamente.  Así,  observamos  un  mayor  porcentaje  de  células productoras de 

INF- γ con respecto a las productoras de IL-4 en blastos CD3+CD30+ (no así en blastos 

CD3+OX40+) en pacientes celíacos pero no en controles, lo que coincide, a nivel de esta 

subpoblación, con el desarrollo de la respuesta inflamatoria predominantemente Th1 

demostrada en el contexto de esta patología. 

A   través del análisis comparativo de las subpoblaciones de  blastos  T CD3+OX40+  

provenientes de pacientes celíacos y controles, por el contrario, observamos proporciones 

similares tanto de células productoras de INF-γ como de IL-4. Esto significaría que la 

subpoblación identificada como CD3+OX40+ está similarmente sujeta a ambas vías de 

diferenciación en pacientes e individuos control, sin predominio neto de los perfiles 

Th1/Th2 evaluados. 

Hemos descripto que una subpoblación de blastos T CD30+ persiste aumentada en los 
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cultivos de CMSP provenientes de pacientes celíacos luego de 5 días de estimulación 

mitogénica in vitro. Por un lado este efecto podría ser una consecuencia de la mayor 

producción de IFN-γ en CMSP, observada tanto en condición basal (Hansson A y col. , 

1999) como por nosotros, en la subpoblación de blastos CD3+CD30+  en respuesta a la 

activación mitogénica. Por otro lado, este efecto persistente podría ser reflejo (in vitro) de 

una posible contribución al desarrollo de la patología celíaca in vivo. El hipotético efecto 

indirecto del IFN-γ sobre la persistencia de blastos T CD30+ en los cultivos provenientes 

de pacientes celíacos, podría estar mediado por IL-2 y/o IL-15. El IFN-γ no estimula 

directamente la proliferación de células T in vitro, pero induce la producción de IL-2 e IL-15 

(Grabstien y col., 1994; Waldmann y Tagaya 1999; Ma y Boone,  2000).  Esta  última  

citoquina  comparte  con  IL-2  algunas  cadenas  de  sus receptores, así como su función 

estimuladora de la proliferación in vitro de células T. Dentro de los mecanismos 

probablemente involucrados en el papel de IFN-γ como promotor indirecto de la 

persistencia de blastos T CD3+CD30+ en pacientes celíacos, se han mencionado en la 

Introducción, el efecto de IL-2 sobre la activación de células CD45RO+CD30+ (Ellis T M y 

col., 1993) y la generación de células CD30+ a través de un mecanismo autócrino mediado 

por IL-15 en blastos activados (Alzona y col. , 1995; Periolo y col. , 2010). Debido a ello 

sugerimos entonces, que la posible liberación de IL-2 y/o IL-15 por células CD30+INF-γ +  

en respuesta a la estimulación mitogénica, podría favorecer la persistencia de las células 

CD3+CD30+ observada en cultivos de CMSP provenientes de pacientes celíacos. 

Al estudiar si efectivamente  IL-2 e IL-15 pueden contribuir a la expansión de células 

CD3+CD30+, observamos que tanto IL-15 como IL-2 modulan positivamente el porcentaje 

de células CD3+CD30+  en pacientes y controles de población pediátrica y adulta. La IL-15 

no sólo estimula y promueve la activación de células de memoria CD45RO+  (Kanegane y 

Tosato 1996) sino que de acuerdo con nuestros resultados, también induce la expresión 

de CD30 en lo blastos activados. Más aún, este efecto se encuentra diferencialmente 

incrementado en el grupo de pacientes celíacos activos (Periolo y col., 2010). Sin 

embargo, resulta difícil determinar la función biológica mediada a través de CD30 en LT 

debido a que la interacción CD30/CD30L dispara múltiples funciones tales como la 

disminución de la función T efectora, el direccionamiento de los LT hacia nódulos linfáticos, 

y el aumento de la susceptibilidad a apoptosis, entre otros (Muta H y col., 2000). 

El efecto modulatorio ejercido por IL-15 sobre CD30 cobra mayor relevancia ya que 

además de la expresión elevada de sus receptores (IL-15R) en células T de memoria y de 

su regulación positiva luego de la activación del TCR (Zhang y col., 1998), la interacción 

IL-15/ IL-15R retroalimenta positivamente su producción (Lodolce y col., 2001). Por otro 

lado, se ha propuesto la existencia de un menor umbral de respuesta inmune frente a IL-15 

en pacientes celíacos, en probable correlación con la mayor expresión  de  su  cadena  α,  

en  el  intestino  delgado  de  pacientes  celíacos  activos (Bernardo y col., 2008). Si bien 
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no hemos podido estudiar la expresión de IL-15R en los blastos T, el incremento en el 

porcentaje de células CD45RO+CD30+ inducido por IL-15 en cultivos de pacientes 

celíacos, podría atribuirse a un fenómeno similar al previamente observado para la 

expresión de IL-15R en el intestino delgado, o a una retroalimentación mediada por IL-15, 

y seguida por expansión celular de los blastos T. 

Contrariamente al comportamiento diferencial observado para blastos T CD30+ entre 

pacientes y controles, el porcentaje de blastos T OX40+ disminuyó luego de cinco días de 

estimulación con el mitógeno anti-CD3 tanto en muestras provenientes de pacientes como 

de controles. Esta disminución general en el porcentaje de blastos T OX40+  no  pudo  ser  

revertida  en  presencia de IL-15 ni de IL-2. Sin  embargo,  la magnitud del efecto inducido 

por IL-15 fue mayor en muestras de pacientes celíacos adultos en comparación con sus 

controles, sin evidenciarse diferencias dentro de la población pediátrica. Al utilizar un 

anticuerpo neutralizante anti-IL-15 durante la activación mitogénica se observó que IL-15 

contribuyó a la disminución de la subpoblación de blastos OX40+. 

Tanto en controles como en pacientes Cel, la activación de CMSP con el mitógeno 

anti-CD3 aumentó la producción de IFN-γ e IL-4 solubles. Específicamente en los 

pacientes celíacos, la proporción de blastos T CD30+  productores de INF- γ resultó mayor 

a la de blastos T productores de IL-4 en respuesta al mitógeno. A pesar del efecto 

estimulador de IL-15 sobre la transcripción de INF-γ pero no de IL-4 en LT activados 

reportado previamente (Borger y col. , 1999).,no observamos cambios en la producción de 

estas citoquinas en respuesta a IL-15 en ninguna de las subpoblaciones de blastos T. 

Se ha descripto que IL-7 regula positivamente la expresión de OX40 en LT (Gaspal y 

col.,  2005), y por otro lado se ha observado que la expresión de la cadena α del receptor 

de IL-7 (IL-7Rα) es menor en LT activados que en vírgenes (Schluns y col., 2000) y que 

tanto IL-2 como IL-15 son moduladores negativos del mismo (Park y col., 2004; Xue y col., 

2002). Podríamos postular entonces, que la disminución de la subpoblación de blastos T 

OX40+  observada, podría ser consecuencia de un efecto negativo  de  la  IL-15  exógena  

sobre  IL7Rα.  Una baja  expresión  de  IL-7Rα  podría conferir, además, una desventaja 

para IL-7R en su competencia con receptores para IL-2, IL-15, IL-4 e IL-21 por la 

subunidad γc. Esto redundaría en una disminución en la señal promotora de la expresión 

de OX40 en los blastos T impartida por IL-7. 

Por último, el hecho de que la magnitud de la disminución de blastos T OX40+ frente a 

IL-15 resultara mayor para los pacientes celíacos adultos en comparación con sus 

controles, reflejaría una interesante diferencia en la regulación de OX40 en el contexto de 

la patología celíaca, si se tiene en cuenta que OX40 está involucrada en el desarrollo y la 

homeostasis de los LT reguladores (Treg) (Takeda I y col., 2004). Si además 

consideramos que existe un efecto supresor de IL-15 sobre las Treg (Ruprecht CR y col., 

2005), podríamos inferir entonces un posible déficit tanto en el desarrollo como en la 
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función de las células Treg en el contexto de la EC. 

 

2- Marcadores de activación celular en biopsias de mucosa intestinal 

 

2.1 Análisis por inmunohistoquímica de la expresión de CD30 en la mucosa 

duodenal 

 

Se evaluó la expresión de CD30 mediante un análisis inmunohistoquímico 

retrospectivo utilizando tacos de biopsia de ID pertenecientes a 6 individuos control y 6 

pacientes Cel Ad. 

El  patrón de distribución observado  para  las  células  CD30+  observado  fue idéntico 

en ambos grupos, con predominio de células CD30+ en la LP, y escasas células CD30+ en 

el compartimiento epitelial, figura 24. 

 

 

Figura 24: Localización de la molécula CD30 en biopsias duodenales. 

Las células en marrón corresponden a LIEs CD30+  (A) y LPLs CD30+ (B) en un paciente Cel Ad 

representativo. Los cortes histológicos fueron examinados bajo microscopio óptico. Amplificación 1000X. 

 

2.2 Cultivo de biopsias duodenales. 

 

Todos   los   estudios   que   se   presentan   a   continuación   en   este   capítulo 

corresponden al análisis prospectivo utilizando material fresco obtenido por endoscopía, 

como se indicó en la sección de Materiales y Métodos. 

A continuación se presenta el análisis cuantitativo de un grupo de marcadores 

fenotípicos incluyendo marcadores de activación de LT en el epitelio y en la LP del ID, 

tanto en condición basal (sin estímulo antigénico) como frente al estímulo con gliadina o IL-

15. 
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Para ello se analizaron muestras provenientes de pacientes Cel Ad, (n=12), controles 

Ad (n=7), Cel Ped (n=11) y controles Ped (n=5). 

 

2.2.1 Expresión basal de moléculas de activación en LIEs y LPLs: CD25, CD69, 

CD45RO, CD30 y OX40. 

 

El análisis de las suspensiones celulares obtenidas a partir de biopsias intestinales se 

realizó mediante CF, el cual nos permitió identificar LIEs y LPLs. En primer lugar se 

determinó la localización intraepitelial de los linfocitos a través de la detección de CD103, 

intergrina αεβ7 que caracteriza los LIEs del ID, figura 25. 

 

A. B. 

 
 

 
Figura 25: Expresión de CD103 en una suspensión de LIEs en condición basal. 

 
A: Región seleccionada en la población celular según criterio de complejidad celular (SSC) vs CD3. Se 
obtuvieron 100.000 eventos totales. 
B: Expresión de CD103 en LIEs CD3+. 

 

 

Por otro lado, se realizó un análisis fenotípico de la suspensión de LPLs en una 

región previamente seleccionada en forma similar que para los LIEs. En la figura 26 se 

muestra el análisis de la expresión de los marcadores CD69, CD45RO y CD25 en una 

suspensión de LPLs representativa. 
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Figura 26: Expresión de marcadores de activación en una suspensión de LPLs proveniente de 
una biopsia control representativa. 

A: La región R1 corresponde a los LTCD3+ y fue obtenida en un gráfico de complejidad celular (SSC) vs. 
CD3. 

B: Porcentaje de células T CD3+  totales (obtenidas de la región R1) que expresan CD69, CD45RO y 
CD25 respectivamente. 

 

 

 

 

Expresión basal de CD25, CD69 y CD45RO en LIEs y LPLs. 

 

La tabla C compila los datos del análisis de suspensiones celulares de LIEs y LPLs 

provenientes de pacientes y controles pediátricos y adultos. 

 

 

 

Subpoblación 
Adultos Pediátricos 

Controles 
(n=7) 

Cel 
(n=12) 

Controles 
(n=3) 

Cel 
(n=11) 

LIEs 

CD3+CD45RO+ 
 

90,0 ± 2,1 
 

90,0± 6,3 
 

90,0± 6,3 
 

90,0± 7,0 

CD3+ CD25+ 
 

5,0 ± 1,3 
 

7,0 ± 4,3 
 

3,0± 4,1 
 

5,0± 2,1 

CD3+ CD69+ 
 

98,0 ± 2,1 
 

99,0± 4,0 
 

99,0± 5,0 
 

97,0± 7,0 
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LPLs 

CD3+CD45RO+ 
 

90,0 ± 1,5 
 

90,0± 2,0 
 

90,0± 3,2 
 

90,0± 8,0 

CD3+ CD25+ 
 

19,0± 3,0 
 

15,0± 3,0 
 

10,0± 4,5 
 

8,0± 4,2 

CD3+ CD69+ 
 

96,0± 5,2 
 

99,0± 4,0 
 

99,0± 5,6 
 

98,0± 6,0 

 

 
Tabla  C:  Expresión  de  CD45RO,  CD25  y  CD69  en  LIEs  y  LPLs  en  pacientes  adultos  y 
pediátricos. 

Se expresan los promedios ± SEM, n: número de muestras analizadas. El análisis estadístico se 
determinó mediante el test- t de Student´s a dos colas. 
 

 

Hemos observado que las moléculas CD45RO y CD69 se expresan en más del 90 % 

de los LPLs y LIEs en condición basal, mientras que la expresión de CD25 es entre 3 – 7% 

en LIEs y 8-19% en LPLs para todos los pacientes. No se observaron diferencias  

significativas  entre  pacientes  y  controles  para  ninguno  de  los  tres marcadores. 

 

Expresión basal de CD30 y OX40 en LIEs y LPLs 

 

A fin de poder identificar funciones relacionadas con la regulación de la homeostasis en 

LT, nos propusimos evaluar posibles diferencias en la expresión de CD30 y OX40 en las 

subpoblaciones linfocitarias de la mucosa intestinal (LIEs y LPLs) en Cel Ad y Cel Ped. Tal 

como ha sido descripto en el capítulo anterior para los blastosT periféricos, encontramos 

que la expresión de CD30 se encuentra asociada enteramente a células de memoria 

CD45RO+, figura 27. 
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Figura 27: Análisis de CF correspondiente a LPLs provenientes de un individuo control adulto 
representativo. 

A: CD3+ vs. CD30+ ; B: CD3+ vs. CD45RO+ ; C: CD45RO vs. CD30. 

 

 

Mediante el análisis de la región linfoide previamente seleccionada como se indicó  en  

la figura 26, establecimos la expresión basal  de CD30 y OX40 en suspensiones celulares 

de LIEs y LPLs en muestras provenientes de poblaciones pediátrica y adulta. El  

porcentaje  de  LIEs  CD3+CD30+   observado  fue  similar  en controles y Cel Ad así como 

en de controles y Cel Ped (figuras 28 A y C). La única diferencia observada en el análisis 

comparativo de la expresión de CD30 en la mucosa intestinal consistió en una disminución 

en el porcentaje de LPLs CD3+CD30+ en suspensiones celulares provenientes sólo de 

pacientes Cel Ped, (figuras 28 D). 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

LPLs Ad 
25 

 
20 

+ 
0 

CD3   
15

 
+ 

CD3   

10
 

5 

 
0 

Controles  Celiacos 

(n=7) (n=12) 

 

LIEs Ped 
8 

 

 

0  6
 + 

3 

CD 
+  4 

 

CD3 

%  2 
 

 
0 

 
Controles  Celiacos 

(n=4)  (n=10) 

 

LPLs Ped 
 

20 
p= 0,0116 

 
+  15 

 
CD30 

+  10 
 

CD3 

%  5 
 

 
0 

 
Controles  Celiacos 

(n=5)  (n=11) 

  

 

 

 

 

    

  

 

 

 

    

  

 

 

 

    

%
 C

D
3

+
C

D
3
0

+
 

%
 C

D
3

+
C

D
3
0

+
 

%
 C

D
3

+
  
C

D
3
0

+
 

C
D

3
+
C

D
3
0

+
 

A B 
 

 

LIEs Ad 
20 

LPLs Ad 
25 

 

15 20 

 
 

10 
 

 
5 

 

 
0 

 
Controles  Celiacos 

(n=6)  (n=11) 

15 

 
10 

 
5 

 
0 

Controles  Celiacos 
(n=7) (n=12) 

C D 

LIEs Ped 

 
 
LPLs Ped 

8  
20 

 
6  15 

 
p= 0,0116 

 
4  10 

 
2  5 

 
0  0 

 

Controles  Celiacos 
(n=4)  (n=10) 

Controles  Celiacos 

(n=5)  (n=11) 

 

 
Figura 28: Análisis comparativo de la expresión basal de CD30 en LIEs y LPLs. 

Porcentaje de LIEs y LPLs CD3+CD30+ en controles y Cel Ad (A y B) y controles y Cel Ped (C y D), 
respectivamente. Se indican los valores promedio ± SEM; n: número de muestras. El análisis estadístico 
se determinó mediante el test- t de Student´s a dos colas. 

 

 

Por otro lado, el porcentaje de LIEs CD3+OX40+ fue similar en controles Ad y Cel Ad 

(figura 29 A). Así también, el porcentaje de LPLs CD3+OX40+ fue similar entre controles y 

Cel tanto de población adulta como pediátrica (figuras 29 B y D). En suma, la única 

diferencia observada en el análisis comparativo de la expresión de OX40 en la mucosa 

intestinal de pacientes Cel y controles consistió en una disminución en el porcentaje basal 

de LIEs CD3+OX40+  en los pacientes Cel Ped frente a los controles respectivos (figura 29 

C). 
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Figura 29: Análisis comparativo de la expresión de OX40 en LIEs y LPLs entre individuos control 
y pacientes Cel. 

Porcentaje de LIEs y LPLs CD3+OX40+  en controles y pacientes Cel Ad (A y B) y Ped (C y D), 
respectivamente. Se indican los valores promedio ± SEM, n: número de muestras. El análisis estadístico 
se determinó mediante el test- t de Student´s a dos colas. 

 

 

Utilizando  los  datos  presentados  en  las  figuras  28  y  29  para  el  grupo  de 

pacientes Cel, comparamos los respectivos porcentajes de expresión de CD30 respecto a 

OX40 en LIEs (población adulta y pediátrica) y LPLs (población adulta y pediátrica) 

obteniendo los siguientes resultados, figura 30: 

 

¾  No  se  observaron  diferencias  entre  las  subpoblaciones  CD3+OX40+ y 

CD3+CD30+ ni para LIEs ni para LPLs de pacientes adultos, figura 30 A y B, 

respectivamente. 

¾  Por  el  contrario,  tanto  para  LIEs  como  para  LPLs  se  observó  que  la 

subpoblación CD3+ OX40+ es mayor a la CD3+CD30+ en pacientes pediátricos, figura 30 

C y D, respectivamente. 
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Figura 30: Estudio comparativo de las subpoblaciones CD3+CD30+ y CD3+OX40+. Se comparan 

los porcentaje de células CD3+CD30+ vs. CD3+OX40+ en LIEs y LPLs en pacientes Cel Ad (A y B) y 
Ped (C y D). 
Se indican los valores promedio ± SEM; n: número de muestras. El análisis estadístico se determinó 
mediante el test- t de Student´s a dos colas. 

 

 

En lo que respecta a los individuos control, tampoco hemos obtenido diferencias entre 

LIEs y LPLs (datos no mostrados). 

  

2.2.2  Efecto  de  la  gliadina  sobre  la  expresión  de  moléculas  de activación en 

LIEs y LPLs: CD25, CD69, CD45RO, CD30 y OX40 

 

Las biopsias intestinales provenientes de población adulta y pediátrica (según se indica 

en cada caso) fueron divididas en mitades. Se procedió a cultivar una mitad de la biopsia 

de cada paciente en medio de cultivo conteniendo gliadina, y otra en presencia de medio 

de cultivo solo, como control negativo intra-ensayo (y que a su vez representa la “condición 

basal”) durante un período de 3h (ver Materiales y Métodos). 

Los marcadores de activación CD25, CD45RO y CD69 fueron nuevamente analizados 

en las suspensiones de LIEs y LPLs luego de 3h de cultivo con gliadina. Los porcentajes 

respectivos para cada molécula, observados en presencia de gliadina, no difieren respecto 

a las condiciones basales (tabla C). 

Debido  a  la  disponibilidad  limitada  de  muestras,  el  marcador  de  activación CD30 
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fue evaluado en pacientes y controles adultos, (figura 31) y sólo en pacientes Cel Ped 

(figura 32). Llamativamente, el agregado de gliadina provocó un aumento en la proporción 

de LPLs CD30+ en biopsias provenientes de pacientes Ped (figura 32 B) en las cuales se 

había descripto un menor porcentaje de LPLs CD30+ en condición basal (figura 28D). 

 

 
 

 

 

 
Figura  31:  Modulación  de  la  expresión  de  CD30  frente  a  estímulo  con  gliadina  en  biopsias 
duodenales provenientes de individuos adultos. 

Se indican los porcentajes de células CD3+CD30+ en LIEs (A y B) y LPLs (C y D) antes y después de la 
estimulación con gliadina. Cada línea representa un resultado individual en controles Ad (A y C), y Cel Ad 
(B y D) respectivamente. El análisis estadístico se determinó mediante el test- t de Student´s pareado a 
dos colas. 
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Figura  32:  Modulación  de  la  expresión  de  CD30  frente  al  estímulo  con  gliadina  en  biopsias 
duodenales provenientes de individuos pediátricos. 

Se indican los porcentajes de LIEs (A) y LPLs (B) CD3+CD30+  obtenidos   antes y después de la 
estimulación con gliadina. El análisis estadístico se determinó mediante el test- t pareado a dos colas 

 

 

 Debido a la disponibilidad limitada de muestras de Controles Ad, OX40 fue evaluado 

sólo en pacientes Cel Ad (figuras 33) y en Controles Ped como en Cel Ped (figura 34). 

 

 

 

 

 

Figura 33: Modulación de la expresión de OX40 frente al estímulo con gliadina. 
 

Se  indican  mediante  líneas  los  resultados  individuales  correspondientes  al  porcentaje  de  

células CD3
+
OX40

+ 
en LIEs (A) y LPLs (B) antes y después de la estimulación con gliadina, en pacientes 

Cel Ad. El análisis estadístico se determinó mediante el test- t de Student`s pareado a dos colas. 
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Figura 34: Modulación de la expresión de OX40 frente al estímulo con gliadina en 

biopsias duodenales provenientes de individuos pediátricos. 

Se indican los porcentajes de CD3
+
CD30

+  
en LIEs (A y B) y LPLs (C y D) antes y 

después de la estimulación con gliadina. Las líneas representan resultados individuales 

correspondientes a individuos control (A y C), y pacientes Cel (B y D), respectivamente. 

El análisis estadístico se determinó mediante el test- t pareado a dos colas. 
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En el caso de OX40, la única diferencia que habíamos observado en biopsias de 

pacientes Cel Ped en condición basal es un menor porcentaje de LIEs OX40
+ 

en 

comparación con las respectivas muestras control (figura 29C). Sin embargo, dichos 

LIEs no responden diferencialmente frente a gliadina cuando se los compara con LIEs 

provenientes de las respectivas muestras control (figura 34 B). No encontramos diferencias 

frente al estímulo con gliadina en LIEs ni en LPLs OX40
+ 

en ninguna de las dos 

poblaciones etarias analizadas. 

 

2.2.3 Modulación de CD30 por IL-15 en LIEs y LPLs 

 

El siguiente estudio fue realizado solo en población pediátrica. Para evaluar el efecto 

de IL-15 sobre la expresión de CD30 u OX40 en LIEs y LPLs, cada biopsia duodenal  fue  

dividida  en  tres  fracciones.  Éstas  fueron  incubadas  durante  3  h,  en presencia de IL-

15, de gliadina, o en medio de cultivo (condición basal). Al cabo de la incubación, se 

prepararon suspensiones celulares de LIEs y LPLs por disgregación de las biopsias 

como se indicó en la sección de Materiales y Métodos. Observamos un incremento en el 

porcentaje de LIEs CD3
+

CD30
+    

frente al estímulo con IL-15 en el único individuo 

Control Ad y en uno de los dos pacientes Cel Ad estudiados, figura 35A. A su vez, se 

observó un incremento en el porcentaje de LPLs CD3
+

CD30
+ 

frente al estímulo de IL-

15 en muestras de dos pacientes y ambos controles, figura 35B. Debido al escaso 

número de biopsias disponibles para este estudio, sólo se presenta un análisis individual 

de resultados sin el correspondiente análisis estadístico. 
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Resumen de Resultados 

 

¾  La distribución de LIEs y LPLs CD30+ es idéntica en biopsias duodenales de 

pacientes y controles, con predominio en la LP. 

 

 

¾  En  la  población  adulta,  ni  LIEs  ni  LPLs  de  controles  o  Cel  difieren  en  la 

expresión de CD30 y OX40. Por otro lado, los porcentajes de dichas poblaciones tampoco 

se modifican por el agregado de gliadina. 

 

 

¾  En la población pediátrica, encontramos algunas diferencias entre los pacientes 

Cel y controles. El porcentaje de LPLs CD30+ basal es menor en pacientes Cel y la 

gliadina induce un incremento en esta supoblación celular. La subpoblación basal de LIEs 

OX40+  es menor en Cel respecto a controles pero la gliadina no modifica su porcentaje de 

expresión. 

 

 

¾ Al comparar la expresión basal de CD30 y OX40 en cada subpoblación linfocitaria, 

observamos un mayor porcentaje de OX40 que de CD30 tanto en LIEs como en LPLs de 

pacientes Cel Ped pero no adultos ni controles. 

 

¾  El estímulo con IL-15 no indujo incrementos en la expresión de CD30 ni OX40 en 

LIEs ni en LPLs. 

  

Discusión de resultados 

 

El análisis de CF nos ha permitido caracterizar fenotípicamente las distintas 

subpoblaciones linfocitarias de LIEs y LPLs presentes en la mucosa del ID en pacientes 

con EC, en cuanto a la expresión de diferentes moléculas de activación celular. Así, hemos 

observado que ni los porcentajes de LIEs ni los de LPLs CD69+  y CD45RO+ difieren entre 

los pacientes Cel y controles. La expresión de CD45RO mayor al 90% refleja el fenotipo de 

memoria característico de las poblaciones linfocitarias presentes en el ID. Nuestros 

resultados concuerdan con trabajos previos que habían demostrado la presencia de un 

pequeño porcentaje de LIEs CD3+CD25+ (Eiras P y col. , 1998; Sillett HK y col. , 1999). A 

diferencia de otros autores (Halstensen TS y Brandtzaeg, P 1993) que observaron 

mayores porcentajes de LPLs CD25+ en pacientes Cel que en controles, nosotros no 

encontramos diferencias (no sólo en LPLs sino tampoco en LIEs) entre individuos control y 
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pacientes. Se ha reportado además, que el desafío con gliadina en biopsias provenientes 

de pacientes celíacos en DLG, se caracterizó por un aumento en la expresión de CD25 

(Salvati VM y col. , 2005). Al no disponer de biopsias de pacientes en DLG, debido a que 

ante su buena evolución clínica de los pacientes no es aconsejado el control mediante 

biopsia duodenal (Walter-Smith JA y col. , 1990), en nuestros experimentos el desafío con 

gliadina fue realizado en todos los casos con material proveniente de pacientes celíacos 

activos. Bajo estas condiciones, la gliadina no disparó expresión de CD25 ni en LIEs ni en 

LPLs. Si bien sólo podemos especular acerca de las diferencias entre nuestros resultados 

y los de los autores citados (para la expresión de CD25), se deben tener en cuenta 

algunas consideraciones: 

En primer lugar dichas diferencias pueden deberse al uso de diferentes 

metodologías. Tanto el trabajo de Halstensen como el de Salvati utilizaron una técnica de 

análisis cualitativo (inmunohistoquímica); la CF, en cambio, arroja datos cuantitativos. En 

segundo lugar, las diferencias pueden atribuirse a la duración del estímulo ex-vivo con 

gliadina. Si bien no contamos con jarras anaeróbicas requeridas para  realizar  cultivos  

prolongados, la  evidencia  de  que  la  gliadina  induce  cambios tempranos en la 

expresión de diversos marcadores intestinales (Maiuri y col. , 1996; Maiuri y col. , 2003) 

nos impulsó a realizar la estimulación durante 3h. En tercer lugar a que nuestros pacientes 

no se encontraban en DLG, y probablemente esta condición haya determinado una menor 

posibilidad de evidenciar respuestas tempranas (3h) o de baja magnitud. 

En  cuanto  a  la  expresión  de  CD30  hemos  descripto  diferencias  entre  la 

población pediátrica y adulta. En los pacientes adultos, no encontramos diferencias ni en 

cuanto a su expresión basal ni en cuanto a la respuesta a gliadina en LIEs o LPLs. En 

niños, en cambio, observamos un menor porcentaje de LPLs CD30+ en  los pacientes con 

respecto a los controles en condición basal. Sorprendentemente, el incremento en el 

porcentaje de LPLs CD30+  luego de la estimulación con gliadina fue mayor en los 

pacientes celíacos que en controles. 

Como se ha comentado en la introducción los péptidos de gliadina inducen 

producción de IL-15 en la mucosa intestinal de pacientes celíacos y dicha citoquina 

desencadena efectos muy diversos (Maiuri L y col. , 2000). Si bien no hemos podido 

evaluar la producción de IL-15 en nuestros sobrenadantes de cultivo de biopsias 

estimuladas con gliadina, podemos inferir que su producción se induce luego de 3 h de 

estímulo, como fue previamente demostrado por Bernardo D y col. , 2007. Sumado a estos 

efectos, la mucosa intestinal de los pacientes celíacos pediátricos expresa altos niveles 

basales de IL-10 derivada de LT en comparación con pacientes celíacos en DLG y 

controles (Forsberg G y col. , 2002; Salvati VM y col. , 2005) y además, habiéndose 

demostrado  que  IL-10  inhibe  el  desarrollo  de  las  células  T  CD30+  y  con  ello  la 

producción de INF-γ (Alzona M y col. , 1995), proponemos que la expresión basal de CD30 
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en LPLs, observada en los pacientes pediátricos, se mantendría en un bajo nivel de 

expresión debido a la sobreproducción de IL-10 y que el aumento en el porcentaje de 

LTCD3+CD30+, producido luego de la estimulación antigénica, podría estar dado por la 

síntesis de IL-15 que induciría un desbalance a favor de la expresión de CD30. En  este  

escenario,  debe  asumirse  que  la  cantidad  IL-10  en  las  biopsias  sería insuficiente  

como  para  contrarrestar  la  respuesta  inmune  mediada  por  citoquinas principalmente 

de perfil Th1  desencadenadas en respuesta a gliadina. 

A fin de intentar una interpretación acerca del origen probable de las células 

identificadas en biopsias intestinales provenientes de pacientes y controles a nivel basal, 

podemos considerar dos alternativas no excluyentes. La primera consiste en que en los 

sitios inflamados (como la mucosa intestinal del paciente celíaco), IL-15 actuaría como 

quimioatractante de LT, una función mediada por la “activación” de los endotelios a través 

de la inducción de moléculas de adhesión (LFA-1/ICAM-1) (Wilkinson PC y Liew FY 1995, 

Sancho D y col. , 1999). En particular, IL-15 facilitaría el reclutamiento de LT CD45R0+  

periféricos (McInnes IB y col. , 1996), algunos de los cuales, como vimos, expresan CD30 

u OX40. 

La segunda alternativa se basa en que los LT expresan un ARNm específico para 

CD30 a pesar de ser LTCD30-. Este transcripto es capaz de traducirse, y la proteína ser 

expuesta en superficie luego del contacto del LT con endotelios activados (Gerli R. y col. , 

2000; Gerli, R y col. , 2001). Los LTCD30-  podrían entonces ingresar desde la periferia a 

la mucosa y expresar CD30 como consecuencia de la presencia de antígenos y factores 

coestimulatorios locales (Gilfillan MC y col 1998; Iannone F y col. , 1994). 

El estudio de una posible expresión de CD30L en células endoteliales del ID 

permitiría dilucidar la participación de CD30 en la migración desde la periferia hacia la 

mucosa intestinal. 

En lo que respecta a OX40, ha sido reportada la presencia de LPLs CD4+OX40+ en 

pacientes Cel, y no en individuos control (Stüeber E y col. , 2000). Sin embargo, de 

acuerdo con nuestros resultados, observamos que existen similares porcentajes de LPLs 

OX40+ tanto en pacientes como en controles de poblaciones adulta y pediátrica. 

Como se comentó en la Introducción, la supervivencia de los LTCD4+ dentro de la LP 

de la mucosa intestinal requiere señales mediadas por CD30 y OX40. De acuerdo con 

ésto, nuestros resultados indican que la expresión de OX40 también sería necesaria en los 

LT de la mucosa intestinal normal. Si bien no hay estudios en humanos, el sistema 

OX40/OX40-L en LIEs de ratón (Wang HC y Klein JR, 2001) tendría un papel central en el 

mantenimiento de la homeostasis local. En ese modelo, OX40 identificaría una 

subpoblación de LIEs efectores recientemente activados por antígeno, capaces de 

producir INF-γ y suprimir la expresión de IL-10. En nuestros experimentos observamos una 

disminución en el porcentaje de LIEs OX40+ sólo en pacientes celíacos pediátricos 
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respecto a las biopsias control. Una extrapolación del modelo murino al humano nos 

permite señalar, que esta disminución en el porcentaje de LIEs OX40+ en los pacientes 

celíacos pediátricos, es al menos coincidente con el incremento de IL-10 reportado 

previamente en la literatura (Forsberg y col. , 2002; Salvati V y col. , 2005). 

Los  LIEs  constituyen  una  población  celular  parcialmente  activada  como  lo 

denota la expresión de CD69 o su actividad citotóxica espontánea. Para adquirir un mayor 

grado de activación requieren señalización a través del receptor antigénico. El hecho de 

que la estimulación con gliadina no haya modificado la expresión de OX40 en LIEs (ni en 

LPLs) implica -en principio- que OX40 no estaría involucrada dentro de los efectos 

disparados por la gliadina en el ID. Se plantea así una aparente discordancia entre los 

resultados observados en condiciones basales (disminución del porcentaje de LIEs OX40+ 

en celíacos pediátricos vs. controles) y los observados luego del estímulo con gliadina 

(similares porcentajes de LIEs OX40+  antes y después del estímulo tanto en pacientes 

como en controles). Entre las posibles causas de dicha discordancia mencionamos la 

insuficiencia del estímulo antigénico en duración y/o concentración y/o la utilización en 

todos los casos de muestras provenientes de pacientes celíacos activos. 

Por último, los mayores porcentajes de LIEs y LPLs OX40+ observados en condición 

basal con respecto a LIEs y LPLs CD30+  en biopsias de pacientes celíacos pediátricos, 

pero no de adultos, nos permite inferir la existencia de diferentes señales que regulan la 

expresión de ambas moléculas en los LT, y que las mismas difieren entre ambos grupos 

etarios. 
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3- ECR: Parámetros clínicos, moleculares y celulares asociados con el pronóstico y 

su evolución 
 
 

3.1 Estudio molecular de TCR-γ y su relación con el inmunofenotipo 

 

Pudieron ser estudiados los reordenamientos del TCR-γ en 34 pacientes de un total 

de 37, que nos posibilitaron inferir la expansión local de uno/pocos clones de LT 

predominantes. Observamos rearreglos monoclonales en 18/34 pacientes (53%) y 

rearreglos policlonales en 16/34 pacientes (47%). 

Por otro lado, se estudió el inmunofenotipo de los LIEs mediante técnicas de 

imnunohistoquímica. De los 17 pacientes con LIEs de fenotipo aberrante, 11 presentaron 

un patrón de TCR-γ monoclonal (65%). Se observó una concordancia de 78% entre 

fenotipo aberrante y monoclonalidad (11/14), y un 54%  entre fenotipo aberrante y 

policlonalidad (6/11), tabla D. 
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3.2 Evolución de la ECR: Tasa de sobrevida y causas de muerte 

 

La tabla E indica el tiempo de evolución de la EC (considerado entre el diagnóstico 

inicial de EC y el posterior diagnóstico de ECR), los pacientes restantes debutaron con 

ECR. También se indica la presencia de yeyunitis ulcerativa (YU) (59 % de los pacientes), 

el tiempo de evolución de la ECR (considerado entre su diagnóstico y la actualidad), las 

causas de defunción y el estado actual de los pacientes que permanecen vivos. 
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El tiempo promedio de evolución de la ECR en 10/16 fallecidos fue de 2 años y 10 

meses. En aquellos pacientes que presentaron monoclonalidad el tiempo promedio fue de 

sólo 1 años y 5 meses, mientras que en pacientes que  presentaron  expansión  policlonal,  

el promedio de sobrevida fue mucho mayor, 5 años y tres meses. 

En cuanto a la mortalidad global, se registró un 43% (16/37 pacientes), 7 de los 

cuales pacientes presentaron monoclonalidad (44%), 6 presentaron policlonalidad (37%) y 

3 no pudieron ser determinados. Las causas de la mortalidad se asociaron a: 

EATL en seis pacientes de los cuales solo 1 presentó un patrón monoclonal (paciente 

2) e inmunofenotipo no determinado. Dos presentaron un patrón policlonal (paciente 22 y 

23) donde solo el paciente 23 presentó LIEs aberrantes. Por último, en los tres pacientes 

restantes no fue posible evaluar su inmunfenotipo. 

La mortalidad en los casos donde no hubo desarrollo de EATL se debió a falla 

vascular (n=3), sepsis en el marco de deterioro progresivo sin desarrollo de malignidad 

(n=6) y desnutrición progresiva (n=1). 

Los 17 pacientes que se encuentran con vida son asintomáticos, presentan diarreas 

persistentes (n=2) o bajo peso (n=2). 

 

3.3 Expresión de IL-15, IL-18 e INF-γ en biopsias duodenales 

 

Se evaluaron por RT-PCR semi-cuantitativa los niveles basales de transcriptos para 

las citoquinas IL-15, IL-18 e INF-γ en biopsias duodenales provenientes de pacientes 

refractarios libres de tratamiento farmacológico. 

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demostramos un incremento 

en la expresión de IL-15 e INF-γ, pero no de IL-18 en pacientes Cel Ad vs. controles (datos 

no mostrados). Utilizando el mismo grupo de pacientes celíacos (n=10) comparamos el 

nivel de expresión de estas citoquinas con un grupo de los pacientes refractarios (n=5), 

correspondientes a los pacientes: 2, 3, 6, 12 y 20. Los resultados se detallan en la figura 

36. 
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Observamos heterogeneidad en el número de transcriptos de IL-15 e INF-γ en los 

pacientes refractarios, con cierta tendencia hacia un mayor nivel de transcripción basal. En 

el caso de los transcriptos de IL-18, observamos homogeneidad en los resultados aunque 

sin diferencias con respecto a Cel. Estos aumentos fueron estadísticamente significativos 

cuando se compararon refractarios con el grupo control, como lo era también el grupo de 

los pacientes celíacos vs. controles (datos no mostrados). 

El análisis de TCR-γ para estos 5 pacientes refractarios determinó monoclonalidad 

en 4 pacientes (2, 3, 6 y 12) y policlonalidad en 1 (20) (tabla F). En la figura 37 se puede 

observar la presencia / ausencia de amplificación de un fragmento de aproximadamente 

200 pb (banda monoclonal) según se indica. 

 



Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

 

La tabla F reúne las características de los pacientes sometidos a análisis de 

expresión de citoquinas, el nivel de clonalidad, inmunofenotipo de los LIEs y las causas de 

defunción. 

 

 

 

Podemos destacar que el paciente que desarrolló EATL expresó altos niveles de IL-

15 e INF-γ. Por otro lado, los dos pacientes que presentaron los niveles más bajos de IL-

15, en asociación con monoclonalidad y presencia de LIEs aberrantes (Pac 6 y 12) 

continúan con vida y en buen estado de salud. Esto sugeriría que aún expresada, la IL-15 

podría ser localmente contrabalanceada por diferentes citoquinas o factores locales que 

podrían prevenir el curso más severo de la enfermedad. 
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3.4 Análisis de la expresión de CD30 en LIEs y LPLs en respuesta a IL-15 

 

Se  evaluó  la  expresión  y  la  modulación  de  CD30  por  IL-15  en  LIEs  y  LPLs 

provenientes de biopsias duodenales cultivadas durante 3h en presencia de IL-15, figura 

38. 

 

 

 

Los resultados obtenidos demostraron un incremento en la expresión de CD30 tanto 

en LIEs como en LPLs, luego del agregado de IL-15 en los cuatro pacientes analizados. 

No pudo realizarse el estudio estadístico por el escaso número de pacientes evaluados. 

La tabla G reúne los resultados obtenidos en los mismos cuatro pacientes en cuanto 

a los  índices  de  estimulación  para  la  expresión  de  CD30,  la  presencia  de  YU,  nivel  

de clonalidad, inmunofenotipo de LIEs y causas de defunción. 
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En el pequeño grupo de pacientes ECR disponible para el análisis de expresión de 

CD30, al igual que para el pequeño grupo disponible para la evaluación de citoquinas, 

resulta difícil concluir si existe correlación entre la regulación de la expresión de CD30 por 

IL-15 y demás parámetros especificados en la tabla G. El paciente 11, en que se registró 

un mayor incremento en la expresión de CD30 en LIEs y LPLs no evidencia EATL y la 

respuesta a IL-15 fue moderada, pero vale aclarar que este paciente continúa con diarrea 

persistente (Tabla E), con lo cual es esencial su seguimiento médico. 

 

3.5 EATL en pacientes con ECR 

 

El 16 % (6/37) de los pacientes refractarios desarrollaron EATL y todos ellos 

presentaron YU. La tabla H reúne los parámetros evaluados en estos pacientes. 
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Aunque hemos podido analizar muy pocos parámetros en estos pacientes, vale la 

pena destacar que el único paciente (número 2) presentó monoclonalidad, tuvo alta 

expresión de IL-15 (Tabla F), registró un índice de expresión de CD30 bajo en LIEs y LPLs 

(Tabla G) y el periodo de sobrevida posterior al diagnóstico de ECR fue solo de 1 mes. El 

análisis de este conjunto de parámetros en un mayor número de pacientes podría, en un 

futuro, tener utilidad para el pronóstico y/o seguimiento de la ECR. 
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Resumen de Resultados 

 

¾  Nuestro estudio comprendió 37 pacientes con ECR de los cuales el 60% 

presentaron complicaciones por YU, siendo la misma una condición latente de malignidad. 

 

¾  Encontramos un porcentaje similar de biopsias con infiltrado monoclonal y 

policlonal (53% y 47%, respectivamente), de acuerdo con el análisis de TCR-γ. 

 

¾  El inmunofenotipo aberrante en los LIEs coincidió con la presencia de 

monoclonalidad en un 78% de los pacientes y con la presencia de policlonalidad en un 

54%. 

 

¾  Se registró una mortalidad global de un 43% independientemente de la presencia 

de mono o policlonalidad. 

 

¾  El porcentaje de complicaciones y defunción por EATL fue de 16 %. 

 

¾  La expresión de IL-15, IL-18 e INF-γ no difiere respecto del grupo de pacientes 

celíacos. 

 

¾  La expresión de CD30 en LIEs y en LPLs incrementa luego de la incorporación de 

IL-15 a cultivos de biopsias ex vivo. Sin embargo sólo uno de los cuatro pacientes que 

fueron evaluados en este estudio, desarrolló EATL registrando moderados niveles de 

expresión de la molécula CD30. 

 

¾  No   pudimos   relacionar   los   estudios   de   clonalidad,   expresión   de   

citoquinas, inmunofenotipo de LIEs y expresión de CD30 con la progresión a EATL. 

  

Discusión de resultados 

 

Hemos reportado el estudio de 37 pacientes diagnosticados en la misma institución. 

Este hecho debe destacarse ya que determinó que la selección de pacientes que 

presentan ECR, una entidad clínica relativamente poco estudiada hasta el momento, haya 

sido efectuada por el mismo equipo médico y bajo los mismos criterios de diagnóstico. 

Todos  estos  pacientes  fueron  exhaustivamente  investigados  en  función  de 

excluir la presencia de linfomas al mismo tiempo que se realizaba el diagnostico de la 

ECR. Así también resulta de importancia para nuestra categorización de los pacientes su 

debut con la EC clásica, basado en estudios de anatomía patológica y diversos parámetros 
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clínico/serológicos (respuesta a la DLG, historia familiar de EC, presencia de anticuerpos 

específicos y HLA). 

De acuerdo con los análisis de TCR-γ obtuvimos un porcentaje similar de biopsias 

con patrón monoclonal (53%) y policlonal (47%). Esta similitud contrasta con un estudio 

previo (Cellier y col, 2000), donde se reportó una correlación mayor al 75% entre   ECR   y   

monoclonalidad.   Una   explicación   posible   para   comprender   esta discrepancia es 

que la misma pueda estar relacionada al hecho de haber observado una presentación más 

frecuente de ECR tipo I en nuestra población con respecto a estudios previos. Hemos 

observado una alta correlación (65%) entre presencia de inmunofenotipo aberrante en LIEs 

y monoclonalidad, mientras que sólo fue del 35% para la presencia de inmunnofenotipo 

aberrante en LIEs y policlonalidad. Estos resultados coinciden con trabajos previos (Cellier 

y col, 1998; Verkarre V y col, 2003). 

Entre las características observadas en los pacientes refractarios destacamos la alta 

frecuencia de YU así como de rearreglos monoclonales en su TCR-γ, en contraste con 

reportes previos que relacionan la YU con ECR tipo II (Cellier y col, 2003; Unidad Europea 

de gastroenterología, 2001), nuestro grupo de pacientes presentaron YU asociada con 

ambos tipos de refractariedad. Por otro lado la mortalidad fue similar entre los pacientes 

con ECR tipo I y tipo II. 

En analogía con reportes bibliográficos (Mulder CJ y col, 2000; Isaacson PG, 2000), 

el tiempo de sobrevida desde el diagnóstico de la ECR en los pacientes fallecidos con 

ECR II, fue menor que el registrado para los pacientes con ECR tipo I. 

 El  16%  de  nuestra  población  de  pacientes  desarrolló  EATL,  y  de  los  3 

individuos evaluados, uno presentó ECR tipo II, y dos presentaron ECR tipo I. A pesar de 

que la ECR tipo II se ha asociado con el desarrollo de EATL (Al- Toma y col, 2007), y es 

considerada como un estadío previo a la lesión de EATL tipo I (van de Water y col, 2010), 

nuestros resultados no indicaron tal correlación probablemente debido al escaso número 

de pacientes que desarrollaron EATL. Sin embargo vale destacar un interesante trabajo 

(Verbeek y col, 2008), en el que demuestra que el estudio inmunofenotípico de LIEs por 

CF tiene mayor valor predictivo para el desarrollo de EATL y mayor sensibilidad respecto 

al estudio de clonalidad de dichas células presente en las biopsias. En consecuencia, la  

posibilidad de adoptar este tipo de estudio, junto con los actualmente utilizados (clonalidad 

e inmunohistoquímica), permitiría distinguir con más exactitud no sólo el tipo de ECR sino 

el pronóstico respecto del desarrollo de EATL. 

Por otro lado, y como se ha comentado en la Introducción. la producción de IL-15 

favorece la activación de los LIEs, promueve su proliferación clonal por lo que favorecería 

el desarrollo de EATL. Sin embargo, nosotros no pudimos correlacionar la producción de 

IL-15 con el desarrollo de EATL probablemente también debido al escaso número de 

pacientes disponibles. Contrariamente a reportes que evidencian una sobreexpresión de 
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IL-15 en la mucosa intestinal de pacientes refractarios que perpetúa el daño epitelial y 

promueve la proliferación de clones T (Mention JJ y col, 2003) nosotros observamos 

similar nivel de expresión de IL-15 en EC y ECR. Esta diferencia podría deberse no sólo al 

tamaño de nuestra muestra sino a la metodología utilizada, hoy prácticamente desplazada 

por el uso de la PCR en tiempo real. 

Al evaluar el efecto de IL-15 sobre la expresión de CD30 en LIEs y LPLs, 

observamos un incremento en su expresión en los cuatro pacientes evaluados. En 

concordancia con los resultados relativos a los efectos de IL-15 sobre CD30 presentados 

en esta tesis (y recientemente publicados (Periolo y col, 2010), sería probable que el 

efecto local de IL-15 fuese amplificado en la mucosa intestinal de pacientes con ECR a 

diferencia de pacientes con EC. En estos últimos pacientes, mecanismos regulatorios aún 

no completamente dilucidados podrían contrarrestar la producción de IL-15, tal como se 

discutió en los capítulos previos. 

Aunque no podemos concluir que el aumento  de  CD30  coincide  con  el desarrollo 

de EATL en nuestros pacientes, ya que el paciente que desarrolló EATL no fue el paciente 

que registró mayor expresión de CD30, podemos sugerir sin embargo, que la expresión de 

CD30 indicaría un peor pronóstico para la ECR basado no sólo en la posibilidad de 

desarrollar EATL concomitantemente con la presencia de CD30, como sugiere el trabajo 

de (Farstad y col, 2002) sino también en las características funcionales descriptas para las 

células CD30+ en cuanto su modulación positiva por IL-15 y producción de INF-γ, tal como 

se demostró en la presente tesis. 
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 
 

 

Los resultados obtenidos en la presente Tesis nos han permitido identificar 

novedosas diferencias en cuanto a la expresión y modulación de moléculas 

coestimulatorias  de  la  familia  de  TNF-R  (CD30,  OX40)  y  demás  moléculas  de 

activación celular. Cabe destacar que muy pocos estudios han realizado comparaciones 

acerca de los mecanismos inmunológicos involucrados en la patología celíaca de niños y 

adultos. No sólo hemos encontrado diferencias entre pacientes celíacos y controles, sino 

también entre pacientes pediátricos y adultos; lo cual nos permite inferir la existencia de 

diferentes mecanismos inmunopatogénicos entre los dos grupos etarios. 

Si bien el intestino delgado es el principal órgano afectado, la enfermedad posee 

importantes manifestaciones a nivel sistémico, y son también escasos los estudios 

tendientes a identificar la probable correlación entre los compartimientos local y periférico. 

Esto nos motivó a indagar acerca de la identificación de nuevos marcadores inmunológicos 

en periferia que podrían ser extrapolados al compartimiento local. 

A continuación se destacan las principales conclusiones derivadas de este estudio: 

 

1-   En pacientes celíacos pudimos identificar mayor porcentaje de blastos T CD30+ 

en el compartimiento periférico tanto en células de memoria (CD45RO+) como 

activadas (CD25+). Estos blastos T se caracterizan por persistir luego de la 

estimulación mitogénica, ser modulados positivamente por IL-15 y ser en su 

mayor parte productores de INF-γ respecto de IL-4. 

La modulación positiva por gliadina en la subpoblación celular de LPLs 

(CD3+CD30+) en pacientes celíacos pediátricos, proveería a estas células una 

capacidad adicional de respuesta ante estímulos regulatorios, como así también, 

estaría asociada con el desarrollo de la respuesta inflamatoria 

predominantemente Th1 demostrada en el contexto de esta patología. 

2-  Identificamos, por otro lado, que la subpoblación de blastos T CD3+OX40+  en 

periferia también se encuentra presente en células de memoria y en células 

activadas. Esta subpoblación, en cambio, disminuye frente a IL-15 

preferentemente en pacientes celíacos adultos. La misma población se 

caracteriza por ser productora tanto de INF-γ como de IL-4 en igual magnitud. 

En el compartimiento local, por otro lado, observamos una disminución en el 

porcentaje de células CD3+OX40+ en condición basal (en LIEs de pacientes 

pediátricos vs. controles) sin verse modificada dicha subpoblación frente al 

estímulo con gliadina. En primera instancia, ésto implica que la modulación de 

OX40 no estaría influenciada directamente por gliadina. Sin embargo, dado que 

los blastos T CD3+OX40+ periféricos son modulados negativamente por IL-15, 
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nos encontramos ante una interesante diferencia regulatoria que merece ser 

evaluada en función de la participación de OX40 en el desarrollo y homeostasis 

de las células T regulatorias. 

 

3-  Por último, en los pacientes con ECR encontramos una alta correlación entre la 

presencia de LIEs con inmunofenotipo aberrante y ECR tipo II, pero no así entre 

ECR tipo II y desarrollo de EATL. La incorporación del análisis por CF para la 

detección de LIEs aberrantes nos proveería de una caracterización más 

exhaustiva conjuntamente con los estudios por inmunohistoquímica y de 

clonalidad con el propósito de distinguir no sólo el tipo de ECR sino también el 

pronóstico respecto del desarrollo de EATL. Si consideramos las características 

funcionales descriptas en células CD30+ (modulación por IL-15, producción de 

INF-γ), su presencia en el contexto de la ECR refuerza observaciones previas en 

cuanto a peor pronóstico, a pesar de no haber podido correlacionar un mayor 

porcentaje de células CD30+ con el desarrollo de EATL en nuestra población. 

 

PERSPECTIVAS 

 

Si bien desde el punto de vista clínico la EC se expresa de forma similar en adultos y 

en niños, algunas preguntas clave continúan siendo aún objeto de investigación, como por 

ejemplo, entre otras ¿qué factores determinan que en algunos pacientes pediátricos se 

instaure tolerancia espontánea al gluten (como es el caso entre el periodo que abarca la 

infancia y la adolescencia) y en otros no? , ¿por qué algunas individuos no evidencian la 

enfermedad hasta llegada la adultez? y ¿qué determina que un porcentaje de pacientes 

adultos, pero no pediátricos, desarrolle ECR?. 

Los resultados de la presente Tesis constituyen estudios iniciales que podrían 

colaborar en un futuro con el diagnóstico y seguimiento de la EC y la ECR como así 

también contribuir a la planificación de estrategias terapéuticas adecuadas a cada grupo 

particular de pacientes que padecen esta enfermedad y sus complicaciones derivadas. 
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