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Resumen

La Enfermedad Celiaca (EC) es una enteropatia inducida por intolerancia al gluten, en individuos
genéticamente susceptibles. Tras la activacion 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-$ e IL10. El resultado final es un predominio de la
respuesta inmune de perfil Thl mediado principalmente por la produccién de INF-y, y como se evidencié
en los ultimos afios, con participacién concomitante de una respuesta de tipo Th17. La gliadina, por otra
parte, dispara la produccion local de IL-15, que desempefia un papel central en el desencadenamiento de
la respuesta inmune innata y adaptativa.

En la presente tesis investigamos una serie de moléculas de activacion expresadas en los linfocitos T e
indagamos principalmente el papel de CD30 y OX40, dos moléculas coestimulatorias que integran la
superfamilia del receptor de TNF (TNF-R). Evaluamos su modulaciéon por citoquinas asi como la
capacidad de las subpoblaciones de LT periféricas, positivas para la expresion 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 asi
también en nifios y adultos se ha incluido en este estudio, sangre y biopsias de pacientes pediatricos y
adultos con sus respectivos controles.

Nuestros resultados demuestran que la modulacion de CD30 y OX40 esta sujeta a la accion de IL-15 en
blastos T, especialmente en pacientes celiacos. Observamos ademas, que la produccion de INF-y por
parte de los blastos CD3+CD30+ es mayor que la produccion de IL-4 en pacientes celiacos adultos con
respecto a individuos control, y que estos Ultimos no presentan diferencias en cuanto a la
produccién de ambas citoquinas. Estos hallazgos nos indicarian que las células CD3+CD30+ periféricas
podrian formar parte del proceso inflamatorio instaurado en esta patologia, mediante su capacidad para
producir INF-y.

En lo que respecta a las biopsias duodenales, la estimulacién con gliadina indujo un aumento en el
namero de células CD3+ que expresan CD30 en LPLs (Linfocitos de lamina propia) en pacientes celiacos
pediatricos, pero no en adultos.

En cuanto a OX40, IL-15 no indujo la expresién de OX40 en blastos T; por el contrario, la expresion de
esta molécula disminuyé en respuesta a la incorporacion de esta citoquina. No hemos registrado
diferencias en cuanto a la expresion de esta molécula ni en LIEs (Linfocitos intraepiteliales) ni LPLs, frente
a la estimulacion 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
Celiaca Refractaria (ECR), provenientes de una Unica institucion. En ellos se llevaron a cabo una serie de
estudios relacionados con aspectos clinicos, moleculares y celulares con el fin de establecer posibles
correlaciones entre esos estudios y la incidencia al desarrollo de un curso mas severo de esta
enfermedad, como lo es el linfoma T asociado a Enteropatia (EATL). Respecto a los estudios
convencionales, moleculares y celulares efectuados en los pacientes con ECR, cabe destacar que no
hemos encontrado correlacion entre la expresion de CD30 y el desarrollo de EATL, quizas debido al
escaso numero de pacientes que presentaron caracteristicas severas de ECR.

En conclusién, 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 deberan profundizar la comprensién de sus funciones bioldgicas 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 Clinicas “José de San Martin”.
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Introduccidn
1- ENFERMEDAD CELIACA
1.1 Definicion y caracteristicas generales

La enfermedad celiaca (EC) es una patologia autoinmune que se desencadena por la
ingestion de gluten y sus proteinas homologas en avena (avenina), trigo (gliadina), cebada
(hordeina) y centeno (secalina). La fraccion responsable de la accion 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, acompafiadas por al aumento de LIEs (80-
100 LIEs / 100 enterocitos, unas cuatro veces mas que en la mucosa no celiaca).

En lo que respecta al seguimiento de aquellas personas que padecen la enfermedad,
el Unico tratamiento es mantener una dieta libre de gluten (DLG) de por vida. En la mayoria
de los pacientes celiacos, el cumplimiento estricto de la DLG conduce, en pocos meses, a
la recuperacién de la funcién y arquitectura normal de la mucosa del ID, asi como a la
remision de los sintomas y la normalizacién de los parametros seroldgicos. En caso
contrario, se incrementa el riesgo de aparicién de linfomas y mortalidad. Con frecuencia la
enfermedad se asocia con alteraciones 6seas, 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 activacion descontrolada de los LIEs y provocan una
enteropatia grave refractaria a la DLG (Cellier y col., 2000; Spencer y col., 1988).

Todavia no esta claro por qué sélo 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 exposicion al gluten, mientras que otros la desarrollan mucho mas tarde en la
edad adulta, como tampoco cuales son los mecanismos que conducen a complicaciones
extra- digestivas.

Los enterocitos de la mucosa duodenal humana expresan un receptor para
qguimioquinas, CXCR3, que a su vez funciona como receptor para la gliadina. La
interaccion entre la gliadina y CXCR3 promueve un aumento de la permeabilidad de la
barrera intestinal y favorece el ingreso masivo de esta proteina 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 dendriticas, como asi también, la produccién de citoquinas, factores de
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crecimiento y quimioquinas que potencian la respuesta y conducen al aplanamiento y
reduccion de la superficie de absorcion del ID. Los primeros eventos se inician en la
lamina propia (LP) luego que los péptidos de gliadina incrementan su capacidad
antigénica por accion de la tTG, producida por fibroblastos, células inflamatorias y
endoteliales tras un dafio tisular. Se identificé a la transglutaminasa tisular (tTG) como el
autoantigeno mas importante, aunque no el tnico 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 deteccion de anticuerpos seroldgicos
especificos y los de biopsia intestinal desempefiaron un papel fundamental en la
estimacion de la incidencia y prevalencia de la celiaguia. Se estima que la misma, a nivel
mundial, es de 1:3.300 segun el diagnéstico clinico, y de 1:266 segun los marcadores
serologicos (Gonzdalez L, 2004). Dadas las diversas manifestaciones de esta enfermedad,
es muy dificil 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 mas frecuente en Caucasicos 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 habia presentado sintomatologia previa (Gomez JC y col., 2001).

1.3 Manifestaciones clinicas en nifios y adultos

Todavia no esta claro por qué algunos individuos desarrollan la enfermedad en la
infancia, después de su primer exposicién al gluten, mientras que otros la desarrollan

mucho mas tarde en la edad adulta.

En Nifios:

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 sintomas clinicos mas comunes son
diarreas, distension abdominal, vémitos y retraso en el crecimiento. La enfermedad puede
incluir anemias por deficiencia en acido félico, osteoporosis, deficiencias de vitamina K.
También existen formas denominadas atipicas, de menor expresividad clinica en la que las

manifestaciones digestivas estan ausentes u ocupan un segundo lugar.

En Adultos:
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La EC se diagnostica en una proporcion de 1 nifio: 9 adultos. El diagndstico en adultos
se realiza entre los 30 y los 50 afios, con un 20% de casos presentes en mayores de 65
afios (van Heel DA y West J, 2006), probablemente en relacion con una mayor prevalencia
de enfermedades autoinmunes tales como osteosporosis 0 anemia ferropénica.

Trabajos publicados en los Ultimos veinte afios demuestran que las manifestaciones
clinicas de la EC han cambiado. Las manifestaciones intestinales clasicas o tipicas
(malabsorcién y diarreas) ya no son tan frecuentes (Dewar DH y Ciclitira 2005; Hernandez
L y Green PH, 2005; Sanders DS y col., 2003; Riesta S y col., 1999; Sanders DS y col.,
2002). Los sintomas gastrointestinales atipicos, como el dolor abdominal, flatulencia o el
sindrome de intestino irritable (Sanders DS y col., 2001; Wahnschaffe U y col., 2001) se
describen cada vez con mayor frecuencia. En los ultimos afios, se han demostrado formas
ocultas de la enfermedad tanto para los pacientes pediatricos como adultos que han dado
lugar a la comparacion de esta enfermedad con un iceberg. En esta representacion, las
formas sintomaticas (tanto tipicas como atipicas) serian solo la parte visible del iceberg.

En la figura 1 se esquematiza las formas sintomaticas tanto tipicas como atipicas que
serian solo la parte visible del iceberg, y aparecen definiciones nuevas, constituyendo un
nuevo espectro clinico de esta enfermedad, que incluye la EC silente, latente y potencial

(Ferguson y col. , 1993).

EC sintomatica

EC latente

EC potencial

Figura 1. Las formas sintomaticas (tanto tipicas como atipicas) serian
solo la parte visible del iceberg.
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Formas silentes: Son pacientes asintomaticos en los que la atrofia de las vellosidades y/o

la serologia 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 diagnéstico de EC en la infancia que no sigue la DLG (Tursi A y col., 2001; Matysiak-
Budnik T y col., 2007).

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

sintomatologia clinica y tienen una biopsia yeyunal normal o solo aumento de los LIEs.
Presentan atrofia de las vellosidades intestinales, con normalizacion histologica tras la
eliminacion del gluten de la dieta, y reaparicion de la lesién al reintroducirlo nuevamente.
Formas potenciales: Pacientes sin alteraciones histoldgicas en la biopsia intestinal, pero
presentan algun 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 podria 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 predisposicion a
padecer otras enfermedades de base inmunolégica. Una posible explicacion es que la EC
y otros trastornos compartieran algin mecanismo patogénico aunque éstos todavia no han
sido completamente aclarados. Se ha demostrado la importancia de la duracion de la
exposicion al gluten en los individuos susceptibles, observando que en nifios con
diagnostico tardio, el riesgo de manifestar una enfermedad autoinmune aumentaba de
3,3% en los diagnosticados antes del afio de vida, hasta el 26,3% en aquellos
diagnosticados después del tercer afio de vida (Ventura A, 1999). Es posible que la
estimulacion linfocitaria cronica durante la EC actie como detonante de otras
enfermedades autoinmunes graves. Una de las enfermedades mas comunes relacionadas
con la EC es la dermatitis herpetiforme que cursa con lesiones dérmicas y encefalopatia
progresiva. La tabla 1 resumen las enfermedades asociadas a la EC (autoinmunes,

neurologicas y otras).
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Enfermedades Asociadas Trastornos neuroldgicos y psiquiatricos

Enfermedades Autoinmunes

Dermatitis herpetiforme Encefalopatia progresiva
Diabetes tipo | Sindromes cerebelosos
Déficit selectivo de IgA Demencia con atrofia cerebral
Tiroiditis Leucoencefalopatia
Enfermedad inflamatoria intestinal Epilepsia y calcificaciones
Sindrome de Sjogren
Lupus eritematoso diseminado Otras asociaciones
Enfermedad de Addison Sindrome de Down
Nefropatia de IgA Fibrosis quistica
Hepatitis crénica Sindrome de Turner
Cirrosis biliar primaria Sindrome de Williams
Artritis rematoidea Enfermedad de Hartnup
Cistinuria

Tabla 1: Enfermedades asociadas a la EC.

1.5 Diagnéstico: Criterios Seroldgicos y Histoldgicos

El diagnoéstico de la EC se establece mediante analisis clinicos, serolégicos e
histopatolégicos, sumados a una buena respuesta a la DLG. No obstante, la biopsia
endoscopica sigue constituyendo la clave diagndstica de la enfermedad (Trier JS, 1998;
Murray JA y Green, 1999). En el pasado, la EC era diagnosticada mayoritariamente
después de su presentacion clinica. Hoy en dia, muchos mas pacientes son referidos en
base a la positividad de pruebas seroldgicas. La endoscopia y biopsia duodenal (sin

sospecha previa de enfermedad celiaca) también llevan al diagndstico.

Criterios Histoldgicos.

La clasificacion de Marsh es una clasificacion precisa de la lesion intestinal tanto en el
diagnostico inicial como en el seguimiento (Marsh, 1986; Marsh, 1989 y Marsh 1990).
Segun su esta clasificacion se distinguen distintos estadios de dafio en el ID, figura 2.

La clasificacién 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 diagnoéstica de la

enfermedad.
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Marsh 2 (estadio hiperplasico): presenta una arquitectura vellositaria normal, con
incremento de LIEs y con hiperplasia criptica.

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

- Tipo 3a: atrofia vellositaria leve.
- Tipo 3b: atrofia vellositaria marcada.

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

Infiltrativo Destructivo

Pre- Infiltrativo Hiperplasico

Figura 2: Diferentes estadios del dafio
en la mucosa intestinal.

Criterios Seroldgicos.

La presencia de diferentes tipos de anticuerpos séricos en el momento del diagnéstico
y su desaparicion concomitante con la DLG complementan el analisis de la biopsia. Estos

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

Anticuerpos anti-gliadina (AGA).

Las gliadinas son proteinas (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 celiacos (Berger, 1958). La determinacion de
AGA se adoptd en el afio 1981 y actualmente se realiza mediante ELISA. Si bien estos
anticuerpos (de isotipos IgA o IgG) son moderadamente sensibles, no son especificos 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 afios, IgA-AGA sigue siendo utilizado como marcador seroldgico (Peter JS, 1996).

Anticuerpos anti-reticulina (ARA).
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Los ARA son anticuerpos no-0rgano especificos que pueden ser asociados a multiples
patologias. Segun el patrén de reconocimiento de tejido conectivo sobre secciones de
tejido congelado de rifion e higado de rata, los ARA se clasifican en 5 subtipos (R1, R2,
Rs, R3 y R4).El patrén de reconocimiento de las fibras del tejido conectivo peritubular y
periglomerular de los anticuerpos ARA IgA Riles el especifico de la EC y de la DH. Estos
tienen una especificidad cercana a 100%, pero la complicada interpretacion de los

patrones y su baja sensibilidad hacen inadecuada su utilizacion.

Anticuerpos (EMA).

La presencia de anticuerpos séricos IgA EMA en enfermos celiacos se observo por
primera vez en 1983. Su determinacién se hace por inmunofluorescencia indirecta sobre
cortes de tejido de eséfago de mono o de cordén umbilical humano. Superan a los AGA en
sensibilidad (85-98%) y especificidad (97-100%).

Anticuerpos anti- tTG.

En 1997 se encontré6 que el autoantigeno 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 dificil obtener falsos
negativos, estos pueden presentarse en pacientes con menos de 2 afios 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
celiaquia 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 alteracion condicionada genéticamente por la presencia del
héterodimero DQ2 del sistema HLA clase Il (Solid LM, 1989; Sollid LM y Thorshy, 1993)
constituida por los alelos DQAL1* 05 y DQB1* 02, o por la proteina DQ8 (5-10 % de los
pacientes), codificada por los alelos DQAL * 0301 y DQB1 *0302. Estos alelos estan
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 héterodimero DQ2

estd presente en la cuarta parte de la poblacion general, que concentra mas del 90% de
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los pacientes con EC.
HLA-DQZ heterodimer encoded in cis HLA-DQZ heterodimer encoded i frans

DR3-DA2 — 0201 [ 0501 — 0301 — DR5-DQ7 — 0301 — 0506 = 11/12 —

— - H — DRV-DAZ — 0202 0201 H 07 —

DOBT* DQAT* DRBT* DABT  DRAT  DRBT”

Figura 3: HLA-DQ?2 asociado a la EC.

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

contribucion 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
introduccion de estas proteinas se realiza muy pronto en la vida del nifio, y la cantidad
ingerida durante en primer afio de vida podria tener un valor determinante (lvarsson Ay
col., 2000). Otros factores incluyen infecciones y duracién de la lactancia materna. La
contribucion de las infecciones podria reflejarse en las variaciones estacionales
observadas respecto a la aparicion de la enfermedad, quiza debido a que la suspension de
la lactancia materna se realiza en invierno, cuando es mas frecuente sufrir infecciones
(lvarsson A y col. , 2003).La lactancia materna tiene ventajas de tipo inmunoldgico,
ademas de prevenir frente a las infecciones. El consumo temprano de gluten es un factor
de riesgo importante. Se determiné tanto una introduccidon muy precoz de los cereales que
contienen gluten en la dieta (inferior a 3 meses) como muy tardia (superior a los 7 meses)
incrementan el riesgo de EC, y el desarrollo de autoinmunidad relacionada con la EC
(Norris IM y col. , 2005).

2- CARACTERISTICAS DEL SISTEMA INMUNE DE MUCOSAS EN LA EC

2.1 Caracteristicas generales de los tejidos linfoides asociados a intestino

El sistema inmunolégico de mucosas estd 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 nasofaringea (NALT), a las glandulas
mamarias y salivales, y a los drganos génito-urinarios (Kelsall y Strober 1996).

Particularmente, el GALT es extremadamente complejo ya que ademas de enfrentarse
con la mayor cantidad y variedad de antigenos, debe discriminar a los microorganismos
patogenos, diferenciandolos de la abundante flora comensal y antigenos inocuos propios
de las proteinas de la dieta. Por lo tanto la mucosa intestinal constituye un sitio de altisima
actividad inmunitaria que comprende el mayor numero de LT, LB y macréfagos del
organismo (McGhee vy col., 1992). En la mucosa intestinal se establece una modulacion
fina de la respuesta inmune, cuyo principal objetivo es la induccién de tolerancia local y
sistémica contra antigenos inocuos Y la vigilancia frente a microorganismos patégenos.

El GALT estd integrado por las Placas de Peyer (PP), agregados linfoides
macroscépicos que se encuentran en la submucosa a lo largo de todo el ID, los nddulos
linfaticos mesentéricos (NLM), los LIEs y los LPLs. Estos componentes definen dos
compartimientos funcionales diferentes segun su papel dentro de la respuesta inmune: uno
de induccién de la respuesta (PP y NLM) y otro constituido por el epitelio y en la lamina
propia (LP) donde se lleva a cabo la respuesta efectora mediada por los LPLs y LIEs
(Mowat AM, 2003).La conexion 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 acumulacion de grandes foliculos de células B y areas intermedias de
células T. Estas se diferencian del resto de los nodulos linfaticos en que no tienen vasos
linfaticos aferentes. Esta caracteristica se corresponde con el hecho de que el antigeno se

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

2.3 N6dulos linfaticos mesentéricos

Los NLM son los nédulos linfaticos mas grandes del organismo. La acumulacion de
linfocitos en los NLM requiere L-selectina e integrina a437, moléculas de adhesion que
normalmente estan implicadas en la migracion de los linfocitos a tejidos periféricos y a
mucosa respectivamente. Debido a estas caracteristicas, se puede considerar a los NLM

como un cruce entre las vias de recirculacion periférica y de mucosas (Mowat, 2003).
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Figura 4. Sitios Inductores y efectores en la mucosa.

El primer paso en la induccion de una respuesta inmunolégica de mucosas es el
transporte de antigenos a través de la barrera epitelial. Después del procesamiento y
presentacién de antigenos en los sitios de induccién, los blastos B especificos de
antigeno proliferan localmente y migran via sanguinea hacia tejidos secretores y mucosas
locales y distantes. La IgA, dimérica o polimerica, es transportada a través de las células
epiteliales en secreciones glandulares y mucosas via 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 poblacion de células T adheridas a la superficie basolateral de los
enterocitos, delimitada por el nucleo de la célula epitelial y la lAmina basal. El papel de los
LIEs ha sido asociado a una funcién supresora y de vigilancia inmunoldgica frente a
células infectadas y/o tumorales. Algunos subtipos de LIEs participarian ademas en la
homeostasis y en la reparacion del epitelio mediante la secrecién del factor de crecimiento
de queratinocitos. Ademas de este papel funcional, casi todos los LIEs, sea cual fuese su

fenotipo de superficie expresan la integrina aER7 (CD103), cuyo ligando es la E-cadherina
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epitelial. Las interacciones entre aER7 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 mas
sensible hallazgo inducido por el gluten en la mucosa del intestino y constituye por si solo
la caracteristica histopatolégica 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 relacion 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
proliferacién de LIEs aff y y® (Halstensen TS y Brandtzaeg, 1993) y en parte a una
reduccion de las células epiteliales en el estadio de acortaminto vellositario (Camarero C y
col., 2000). Mientras que el aumento de los LIEs a3 se correlaciona con la actividad de la
EC y se normaliza con una dieta en DLG, el aumento de los LIEs yd 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 celiaca en
todas las fases de la enfermedad. Ademas, el aumento de LIEs yd se observa en todas las
fases de la enfermedad, lo que hace que este parametro sea muy Util 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 enteropatias crénicas asociadas a infecciones virales o
bacterianas. Sin embargo, en la mayoria de los pacientes con estos procesos el aumento
de LIEs yd suele ser transitorio y moderado. Los LIEs presentan una subpoblacion
heterogénea de LT (Chott A y col.,, 1992) que se encuentran en contacto con células
epiteliales y tiene importancia en la respuesta a antigenos en la mucosa del ID (Mahadeva
S y col 2002). Mas 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 mayoria expresa CD69 y
CD45RO0O (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
constituida por células de musculo liso, fibroblastos, vasos sanguineos y vasos linfaticos
(MacDonald y Spencer, 1994). La LP del ID y del intestino grueso humano estan infiltradas
por células linfoides y mieloides. El elevado nimero de macrofagos, células dendriticas y
células T en la LP posibilitan el procesamiento y la presentacion de los antigenos que
cruzan el epitelio a los T CD4+ alli presentes. Las células plasméaticas (las IgA+ mas
abundantes que las IgM+ e IgG+) constituyen un 30-40% de las células mononucleares de
la LP humanay los LB virgenes un 15-45%.

Los LPLs, de particular importancia para la regulacién de la respuesta inmunoldgica
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local, son principalmente CD4+ (60-70%) y la gran mayoria expresa TcRap (95%). Cerca
de un 10% de ellas expresa CD25+ y la mayoria CD45R0O (Halstensen TS y col., 1990), lo
que indica un fenotipo de memoria. Generalmente son insensibles a sefales de
proliferacién mediadas por el TCR pero, en humanos, se puede inducir su proliferacion a
través de CD2. Estas células producen naturalmente gran cantidad de citoquinas con
funciones homeostaticas, particularmente IFN-y, 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

antigenos ambientales (MacDonald y Spencer, 1994).
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Figura 5: Poblaciones linfocitarias presentes en la mucosa del ID.

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

adaptado de Brandtzaeg

Py Pabst R, 2004.

La induccién de la respuesta inmune requiere que los antigenos 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 antigenos son capturados en la luz y
transportados al area subepitelial por medio de las células M, células dendriticas 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 antigenos HLA Il en la superficie de las células epiteliales
normales, que aumentan en condiciones patoldgicas como en EC. Estas observaciones
sugieren que el epitelio intestinal puede funcionar en la captura de antigenos y o en la
regulacién de la respuesta de las células TCD4 en la mucosa. En una mucosa que
presenta alteraciones de las vellosidades suele existir ademas un incremento de las
células de la LP, a expensas predominantemente de linfocitos y células plasmaticas.
Puede observarse también un aumento de eosindfilos y neutréfilos 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 (til, vale aclarar que ninguno de estos hallazgos

es especifico de la EC.

3- RESPUESTA INMUNE FRENTE A ANTIGENOS DIETARIOS

El sistema inmune esta expuesto a multiples patégenos tales como, virus, bacterias y
parasitos, frente a los que usa distintas estrategias de defensa. Ademas, sobre todo a
través del tracto gastrointestinal, estd en contacto con abundantes cantidades de
antigenos 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
antigeno. En condiciones normales, la respuesta frente a las proteinas de la dieta es
denominada tolerancia oral, que se define como la falta de respuesta inmune frente a
determinados antigenos ingeridos, tras su administracioén por via 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 antigeno. A dosis bajas, se
generarian LT productores de cantidades importantes de INF-y, TGF-B y anticuerpos anti
INF-y o IL-12 en las PP (Strober y col., 2004). A dosis elevadas se induce sélo la
persistencia de los LT productores de TGF-B 1 denominados Th3 y responsables de la
tolerancia oral. TGF- 1 es capaz de disminuir las citoquinas inflamatorias y promover la
produccién de IgA.Un defecto de regulacién llevaria a la induccién de células Th2
responsable de la alergia a alimentos, mientras que la induccién de Thl, en el otro extremo

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

3.2 Sintesis de inmunoglobulina A

La respuesta humoral que predomina en la mucosa se caracteriza por la alta
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produccién 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 plasmaticas (LB efectores). Luego se distribuyen a
lo largo de la LP.

En la mucosa celiaca no tratada, el nimero de células plasméticas secretoras de IgA
esta significativamente incrementada, con una alta expresion de cadenas J (Lundin KE y
col., 1993). Esta observacion se correlaciona con el incremento en la generacion de IgA
observada en cultivo de mucosa celiaca no tratada (O’Mahony Sy col., 1990).

La carencia selectiva de IgA es una de las inmunodeficiencias humorales mas
comunes en humanos. La produccién de autoanticuerpos contra la tTG de isotipo IgG e
IgA es caracteristica de la EC y es un indicio para que la enfermedad se considere de tipo
autoinmune. Es de gran interés este patrén peculiar de inmunidad secretora intestinal en
pacientes celiacos que persiste después que la mucosa se recobra luego de la DLG ( Fais
Sycol., 1992).

3.3 Reactividad frente al gluten

Dado que el gluten (gliadina) es el factor inductor de la EC y que existe una asociacion
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 especificas
se identificaron en CMSP (Gjertsen HA y col., 1994) y también en la mucosa duodenal
(Lundin KE y col., 1993).

3.4 Gliadina: Pépidos téxicos y péptidos inmunogénicos

El gluten es una mezcla heterogénea de proteinas, cuyas dos familias principales, las
gliadinas y las gluteninas, contienen péptidos deletéreos para los enfermos celiacos. Estas
proteinas reciben el nombre genérico de prolaminas, debido a que comparten una
secuencia de aminoacidos similar y un alto contenido de aminoacidos hidrofobicos
glutamina y prolina (Sturgess RP y col., 1991; Shewry PR y col., 2003). Las gliadinas son
las que més se han estudiado y contienen dos tipos de péptidos. Los denominados toxicos
que inducen dafio intestinal al ser afiadidos en cultivo de biopsias de duodeno (Howdle PD
y col., 1981) o tras su administracion in vivo sobre el intestino proximal o distal (Elis y
Ciclitita, 2001) y los péptidos inmunogéneticos (epitopos) que estimulan lineas célulares T
obtenidas del intestino o de sangre periférica de pacientes con EC, con restriccion HLA-
DQ2 o DQ8 (Anderson y col. , 2000; Mazzarella y col. , 2003).

Los péptidos toxicos o innatos incluyen los fragmentos p31-49 6 31-43 de la a-
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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 regién 57-75
de la a- gliadina, e inducen respuestas inmunes especificas 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, asi como
de su localizacién en la estructura primaria, que determina la conformacion molecular y
sirve como residuo de anclaje a la molécula HLA-DQ. Fundamentalmente, estos
aminodcidos dirigen la especificidad de la tTG. Los principales epitopes han sido
identificados en las a y y gliadinas, pero también en las gluteninas, una gran parte se une a
la molécula HLA-DQ?2 y otros a DQ8. La deaminacién 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 distribucion en el organismo, cuya principal funcion es
catalizar modificaciones de proteinas mediante reacciones de transaminacion o
deaminacion. Ademas de su funcidbn como principal autoantigeno, participa del mecanismo
patogénico de la EC mediantela modificacion de los péptidos inmunodominantes de
gliadina que aumenta su afinidad por la molécula. HLA-DQ (Arentz-Hansen y col., 2000).
Recientemente se demostrd que ademas 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 podrian ser responsables de la pérdida de tolerancia oral frente al
gluten, entre ellos, la mencionada modificacion enzimética de los péptidos de gliadina
inducida por la tTG, que daria lugar a nuevos complejos proteicos, o las infecciones
gastrointestinales virales. Estas situaciones inducen las vias pro-inflamatorias Thl y Th17
(Monteleone 1y col., 2010) y la generacién de células dendriticas que activan LT reactivos
al gluten. La homeostasis local puede ser alterada también por alteraciones locales que
afectan al balance de citoquinas (INF-y / TGF-[3), debidas a la accion de la tTG o la IL-15,
gue pueden reducir o bloquear la sintesis de TGF-B (Ledn AJ y col., 2006, Bernahmed M y
col., 2007).

4- MECANISMOS INMUNOLOGICOS DE LA EC

En la actualidad la teoria inmunoldgica es la que mejor explica la patogenia de la EC.
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La misma comienza tras la ingestion de alimentos que contienen gliadina. Esta proteina
desencadena efectos mediados, por un lado, por la inmunidad innata a través de su accién
toxica directa sobre el epitelio; y por el otro, por la inmunidad adaptativa, a traves de los LT
CDA4+ 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 favoreceria la activacion y
proliferaciéon de los LIEs (Ebert EC, 1998), independientemente de la interaccién via TCR,
ademas de controlar la expansion clonal de LIEs TCRy® y de células con receptores
NKG2D (Meresse y col., 2004; Hie S y col., 2004), cuyos ligandos son las moléculas
MICA (MHC de clase I- no clasica) expresadas por los enterocitos (Meresse y col., 2004;
Jabri B, Sollid LM, 2006).

El resultado es la activacién de fendmenos 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 desencadenara la
respuesta adaptativa. La IL-15 podria actuar como mediador de la respuesta innata y la
lesién epitelial, ademas de promover la supervivenvia de los LT especificos y el

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

4.2 Respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa esta mediada por LT especificos que requieren la
presentacion antigénica. Las moléculas HLA-DQ2/DQ8 confieren susceptibilidad mediante
la presentacién de pequefios péptidos de gluten a los LTCD4+ del intestino aunque
también podrian modular el desarrollo del repertorio de los linfocitos T en el timo (Faria AM
y Weiner HL, 2006). Tras su estimulacion, los LT dan lugar a una respuesta dominada por
citoquinas de perfil Thl, con predominio de INF-y, asi como citoquinas pro-inflamatorias
(TNF-q, IL-18), en ausencia de IL-12, junto con un descenso proporcional de citoquinas
reguladoras o anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B). Este patron desaparece en los pacientes

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

CPA son las encargadas de realizar la presentacion 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 activacion de los LT cpa* especificos desencadena
una respuesta Thl, en la que predomina el INF-y y otros mediadores locales tales como
TNF-a, entre otros. El TNF-a induce, por un lado al aumento de la sintesis de {TG e
interviene en la liberacion de exacerbada de metaloproteasas (MMPs) por parte de los
fibroblastos. Estas MMPs son responsables de la degradacion de la matrix extracelular.
Los anticuerpos anti-tTG pueden bloquear la activacion de TGF-f impidiendo la
maduracion de las células epiteliales.

Por otro lado, IL-15 producida por los enterocitos, induce apoptosis de los mismos
mediante la activacion del sistema Fas- FasL, como asi también induce la expresién de
MICA sobre los enterocitors y NKG2D en LIEs, lo que conduce a fendmenos de
citotoxicidad sobre los enterocitos. IL-15 también ejerce un efecto inhibitorio sobre las
células regulatorias. La produccion de citoquinas Th2, conduce a la activacion y expansion
clonal de las células B, la cual se diferencia a célula plasmatica y lleva a la produccién de

anticuerpos anti-AGA y anti- tTG.

4.3 Caracteristicas y funciones de IL-15 y su receptor

La IL-15 es una proteina de 114 aa, con un peso molecular aparente de 14 a 15 kDa,
glicosilada en dos sitios en la region C-terminal: N79 y N112. Pertenece a la familia de
citoquinas tipo I, que presenta una estructura comun 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 aut6crina o paracrina, mediado por receptor trimérico compuesto por una
subunidad a, una subunidad B (compartida con la IL-2), y la subunidad y comun a varias
citoquinas de la familia que actia como receptor especifico de gran afinidad. El complejo
IL-15 con su receptor (IL-15/IL-15Ra) puede actuar en orientacién cis o trans. IL-15
asociada a IL-15Ra en la superficie de una célula puede estimular en trans a células
vecinas que solo expresan IL-15RBy, y permitir la accion de IL-15 (Dubois S y col., 2002).
La IL-15 es producida por monocitos, macrofagos y LT (Miranda-Caras ME y col., 2005;
Azimi N y col., 1998). Su funcién principal es favorecer la proliferacién y activacion de

células asesinas naturales (NK) (Mrézek E y col., 1996) y LT, especialmente LT CD8+ de
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memoria (Kanegane H y Tosato G, 1996). La expresion descontrolada de IL-15 se
relacion6 con enfermedades autoinmunes e inflamatorias como artritis reumatoide,

esclerosis multiple, psoriasis, sarcoidosis y hepatitis C.

4.4 El papel de IL-15en laEC

La IL-15 es uno de los mediadores responsables de que la activacion en la LP de la
mucosa repercuta sobre el epitelio. Esto lo demuestra el hecho de que los cambios
epiteliales producidos en las biopsias de pacientes celiacos estimuladas con péptidos de
gliadina puedan ser bloqueados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-15, y que la
estimulacion con IL-15 sélo 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
proliferacién y funciones efectoras de los LIEs, la secrecion de INF-y y la actividad
citotoxica sobre enterocitos en pacientes con EC y ECR (Di Sabatino A y col., 2006;
Mention J y col., 2003). La neutralizacién de IL-15 en cultivo de biopsias duodenales de
pacientes celiacos inhibe la produccion de INF-y y la apoptosis de las células epiteliales
demostrando su importante contribucion 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 caracteristicas de
células dendriticas. Estas células promueven la diferenciacién Thl y Th1l7 en respuesta a
gliadina. Dado que la gliadina promueve la sintesis de IL-15 en la mucosa duodenal, IL-15
podria favorecer la diferenciacion de células dendriticas 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 sefiales anti-inflamatorias
mediadas por TGF-B en LPLs, una funcion regulatoria probablemente implicada en el

mantenimiento de la condicién inflamatoria crénica.

4.5 Otras citoquinas involucradas en la EC

Los efectos de diversas citoquinas y de su concentracion local (Mac Donald TT vy col.,
1999).explican gran parte de las alteraciones caracteristicas de la mucosa intestinal tales
como, el aumento en la proliferacién de las criptas y la apoptosis de los enterocitos. La
estimulacion in vitro de biopsias de ID de pacientes celiacos con péptidos de gliadina

induce una respuesta de tipo Th1, en la que predomina el IFNy, cuyos niveles se
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normalizan en la fase de remision del dafio tisular (Nilsen EM y col., 1998). La sintesis de
IFNy dependeria de factores como IFNa (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 Yy, en particular, se ha sugerido que podria inhibir las respuestas Thl frente al
gluten (Salvati VM y col., 2005). La mucosa intestinal produce IL-10, cuyo origen serian los
LT de la LP (Beckett CG y col., 1996) o los LIEs (Forsberg y col., 2002), aunque existen
estudios que paradojicamente 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 Definicién, Clasificaciéon y Tratamiento

Aproximadamente el 5% de los pacientes celiacos presenta persistencia de los
sintomas asociados a la EC clasica, con atrofia de las vellosidades a pesar del consumo
de una dieta estricta sin gluten (Trier JS 1991). Los sintomas mas comunes en estos
pacientes que desarrollan enfermedad celiaca refractaria (ECR) son diarrea, pérdida de
peso, recurrencia de malabsorcion, dolor abdominal, sangrado, anemia y yeyunitis
ulcerosa (YU). Este sindrome 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 Celiaca Europea, la ECR se clasifica en:

ECR Tipo | (ECR 1): con presencia de LIEs normales.

ECR Tipo Il (ECR Il): expansion clonal de més 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 vy los receptores de células T a3 o yd (TCRs) en superficie; mientras que los LIEs
aberrantes contindan expresando CD3 en el citoplasma pero carecen de CD8, CD3,
TCRap y TCRyd en superficie (Cellier C y col., 1998; Bagdi E y col., 1999; Carbonnel F y
col., 1998). La pérdida de expresion de estas moléculas en superficie fue asociada a fallas

en la sintesis de las cadenas polipeptidicas 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 esta asociada con
la presencia de una subpoblacién de LIEs aberrantes. El andlisis inmunohistoquimico en
piezas de biopsia duodenal permite diferenciar la ECR Il 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 I
Presencia de LIEs aberrantes < 20% > 20%
Serologia compatible con EC No No
Atrofia vellositaria Si Si
Monoclonalidad generalmente generalmente
Desarrollo de EATL en los .
primeros 5 afios de evolucion No 31, 50-60%
Sobrevida > 5 afios > 95% 40-60%

Tabla 3: Caracteristicas distintivas de la ECR Tipo | y ECR Tipo Il. (Tomado devan de Water Jolanda
M.W., y col., 2010).

Teniendo en cuenta el hecho de que los pacientes que presentan ECR Il padecen un
riesgo elevado de desarrollo de EATL, la precisa discriminacion entre ambos tipos de la
ECR es de suma importancia para establecer los criterios de diagndstico (Al toma y col.,
2007).Como se menciond anteriormente, la expansién de los LIEs puede estar provocada
por la sobreexpresion de IL-15 en el epitelio (Di Sabatino A y col., 2006; Mention JJ y col.,
2003).

La identificacién de una poblacion clonal de fenotipo aberrante tiene valor pronéstico,
dado que se asocia con un riesgo elevado de YU y EATL (Daum Sy col 2001; Al-Toma Ay
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 Il es considerada un linfoma criptico
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 mejoria clinica, (Maurifio 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

farmacos no impiden la persistencia de clones de LIEs aberrantes ni la progresién a
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linfoma, por lo que no curan la enfermedad. El trasplante autélogo 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 mas

extensamente investigadas.

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

inmunofenotipo

Los LT sufren rearreglos tempranos durante su ontogenia, tanto en las cadenas a/3
como en las y/d 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 y y
O promueven el posterior reordenamiento de la cadena a. Dado que la cadena B se
rearregla tempranamente, si a y B son funcionales, el LT se diferencia en a+ y en un
80% de las células se conservan las cadenas y y & previamente reordenadas pero fuera
del marco de lectura (Allison JP y Lanier LL, 1987). En este estudio se evalua la cadena y
del TCR que, en base a lo expuesto, pueden ser detectadas aun cuando los clones
expandidos reconocieran su origen en LIEsap ya que ademas, los genes variables de esta

cadena son de bajo polimorfismo.

5.3 Linfoma T Asociado a Enteropatia (EATL): Definicidn y Clasificacion

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 denominacion, una gran parte
de los pacientes no tiene historia previa de enteropatia clinica. Son tumores escasos,
propios del adulto y de naturaleza agresiva. Aparecen como un tumor ulcerado de yeyuno
o ileon, con areas vecinas de atrofia vellositaria (Amer MH y el-Akkad SM, 1994). La
clasificacion de tumores EATL de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (World
Health Organization WHO) describe dos tipos de EATL (Tipo | y Tipo Il) en base a la forma
de presentacion, al inmunofenotipo de LIEs, al perfil genético, entre otros (Issacson y col.,
2008), tabla 4.

EATL tipo I: es el tipo mas comun, se asocia con EC iniciada en el adulto.

EATL tipo Il: puede ocurrir en forma esporadica.

EATL Tipo | EATL Tipo Il
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Frecuencia 80-90% de los EATL 10-20% de los EATL

Presentacion L Obstruccion del intestino
Malabsorcion, pérdida de peso »
delgado/perforacion

Inmunofenotipo N N . N
CD3"; CD8-/+;CD30 +/-,CD 56" | CD3"; CD8"; CD30",CD56

de los LIEs

HLA DQ2/8 98% 30-40%
Tratamiento CHOP + TSC alogénico CHOP + TSC alogénico
Sobrevida > 2 afios 10-15% 20%

Tabla 4: Caracteristicas distintivas de EATL tipo | y EATL tipo Il. (Tomado de van de Water Jolanda MW y
col.,, 2010). EATL: Enteropatia asociada a linfoma de células T; CHOP: Ciclofosfamida, doxorubicina,

vincristina, prednisona. TSC: Transplante de stem cells.

5.4 ECR: como puente entre la EC clasicay EATL

La EC generalemente suele ser la manifestacion inicial durante para el desarrollo de
EATL. Se ha descripto que aquellos pacientes que presentan ECR Il, poseen un mayor
riesgo de desarrollar procesos malignos, en particular asociados a EATL (Celier C y col.,
2000; Gale Jy 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 alteracion homeostatica
(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 celiaca refractaria (ECR) de
tipo 1l puede desarrollar EATL en un plazo de 5 afios (Al toma Ay col., 2007; Di Sabatino A
y col., 2009; Daum A y col., 2003). Si bien es una complicacién rara, el EATL constituye

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

6- DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS DE LAS SUPERFAMILIAS DEL FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL (TNF) Y SUS RECEPTORES (TNF-R)

6.1 Superfamilia del TNF
La superfamilia del TNF esta formada por no menos de 19 genes que codifican
proteinas de membrana de tipo Il. La region extracelular carboxiterminal de la mayoria de

estos ligandos se procesan proteoliticamente dando lugar a proteinas solubles que

es liberada al espacio extracelular.
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Los ligandos de la superfamilia del TNF ejercen su accion 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 superfamilia une al menos a un
receptor miembro de la sUperfamilia de TNF-R. Las interacciones entre proteinas de la
familia del TNF y sus receptores estan involucradas en procesos inflamatorios (Kollias G y
Kontoyiannis, 2002), en la organizacion linfoide (Pfeffer K, 2003), en la activacion de las
células presentadoras de antigenos (CPA) (Josien R, 2000; Bachmann MF y col., 1999 y
Quezada SA 'y col., 2004) y en la diferenciacién/activacion de LT (Croft M, 2003).

Algunos de los ligandos, por ejemplo el TNF-a, promueven la respuesta
inflamatoria a las infecciones microbianas. Otros, como el LT-B, CD40L, LIGHT, RANKL
and BAFF, regulan aspectos especificos de la inmunidad humoral y celular, como la
formacion de érganos linfoides, la activacion de las células dendriticas y la estimulacién 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
activacion de los linfocitos periféricos y median las actividades inductoras de apoptosis de
las células asesinas naturales (NK) y los linfocitos citotdxicos. Varios de sus miembros
desempefian un papel importante en la diferenciacion y desarrollo de tejidos y 6rganos que
no pertenecen al sistema inmune como piel (ED1) y huesos (RANKLy TNF-a), (Mackay y
Kalled SL, 2002).

6.2 Superfamilia de TNF-R

La suUperfamilia de TNF-R esta formada por un amplio nimero de proteinas de
membrana, la mayoria de tipo |. Entre los miembros de la superfamilia del TNF-R la regién
aminoterminal extracelular es la mas similar, llegando a tener hasta un 65% de identidad
en la secuencia aminoacidica. La homologia se encuentra principalmente en los dominios
ricos en cisteinas (DRCs).

Estudios cristalograficos muestran que la regién extracelular presenta una forma
elongada con los DRCs en tdndem. Cada DRC tiene una estructura en helice-a que se
estabiliza mediante 1-3 puentes disulfuro entre cisteinas internas. La unidad de
sefializacion bésica de la superfamilia de los receptores de TNF est4 formada por 3
receptores unidos mediante una molécula de ligando trimérico, figura 7.

La mayoria de los miembros de la superfamilia de los receptores de TNF funcionan
como transductores de sefializacién transmembrana que responden a la unién de ligando.
Algunos de los receptores, sin embargo, como son OPG y DcR3 no sefializan. En su lugar,
actian como receptores que compiten por la interaccion de ligandos similares con sus
receptores de sefializacion. Los miembros de la stuperfamilia de TNF-R que si sefializan se

pueden dividir en dos subgrupos principales en base a su regidn citoplasmatica, segun
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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).

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

Los dominios citoplasmaticos de las moléculas coestimulatorias de la familia del TNF-R
contienen motivos de union a las proteinas TRAFs (factores asociados al receptor del

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

6.3 Vias de sefializacion a través de la superfamilia de TNF-R

La regién citoplasmatica de los miembros de la superfamilia del TNF-R no presenta
secuencias con actividad catalitica, pero se ha comprobado que para la transduccion de
sefiales son necesarias las proteinas citoplasmaticas denominadas (TRAFs). Estas
proteinas forman complejos multimoleculares e interaccionan con las regiones
citoplasmaticas de los receptores conduciendo a la activacion del factor nuclear de
transcripcion kapa-beta (NF) KB que se transloca al nicleo y media la transcripcion de una
gran variedad de proteinas implicadas en la supervivencia, proliferaciéon celular, la
respuesta inflamatoria y inibidores de la apoptosis celular como Bcl-XL, entre otros (Karin
My Lin A, 2003).

Los miembros de la superfamilia 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 proteinas TRAF, como TNFRII,
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contiene entre 4 -6 aminoacidos que permiten reclutar las proteinas TRAF (Chung JY vy
col., 2002).

Las proteinas TRAF estan asociadas con activacion celular, diferenciacion y sefiales
de supervivencia. Han sido identificadas seis tipos de proteinas TRAF (Dempsey PW y
col., 2003).Todas las moléculas costimulatorias miembros de la superfamilia del TNF-R
pueden reclutar TRAF2 pero difieren en recluar otras proteinas de la familia de las
TRAF (Aggarwal BB, 2003y Arch RHy col., 1998).

TRAF2 activa también otras cascadas de transduccion de sefiales a través de las
proteinas JNK/SAPK (Dempsey PW y col., 2003; Aggarwal BB, 2003). Estas son proteinas
que responden a los estimulos de estrés (citocinas, radiacion ultravioleta, etc) y estan
implicadas en diferenciacion de LT, también se ha demostrado que éstas proteinas pueden
activar la via de la MAPK quinasas y p38 (Cannons JL y col., 2000).

En resumen, las moléculas coestimulatorias miembros de la superfamilia del TNF-R
que unen proteinas TRAF activan la via de sefialiacion a travéz de NF-KB promoviendo

sefiales de supervivencia, produccion de citoquinas y proliferacion celular.

6.4 Moléculas coestimulatorias CD30 y OX40

CD30 y OX40 son moléculas coestimulatorias de la superfamilia del TNF-R. Regulan la
supervivencia celular y la produccion de citoquinas (Del Prete G y col., 1995; Ohshima Y y
col., 1998). Estas moléculas no se expresan en LT en condicion basal pero se regulan
positivamente frente a la activacién mitogénica y su expresion es controlada por distintos
mecanismos regulatorios (Toennies HM y col., 2004).

Una publicacién reciente de Withers DR y col., 2009, demuestra, aunque en raton, que
sefiales 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 reduccion de las células CD4+ de la LP.

CD30: Caracteristicas, funciones y vias de sefializacién intracelular

El antigeno CD30 fue originalmente identificado en las células de Reed Sternberg de
linfoma de Hodgkin's (Schwab U y col., 1982). Se expresa en LT (a3 y yd), LB activados,
NK (Horie y Watanabe, 1998; Biswas P y col., 2000) y eosindéfilos (Matsumoto K, 2004).
CD30 es una proteina 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 aminoacidos, mientras que en raton y rata es de 498 y 492 aminoacidos
respectivamente (Bowen MA y col., 1996; Aizawa S y col., 1996). El dominio extracelular

de CD30 humana consta de 362 aminoacidos organizados en seis dominios ricos

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



en cisteinas figura 8.
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Figure 8: Organizacion esquematica 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 proteoliticamente por acciéon 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 caracteristica que es compartida con otros miembros de la stuperfamilia
de TNF-R. Los linfocitos de sangre periférica no expresan CD30 constitutivamente sino
que éste se induce a través del TCR mediante estimulos antigénicos tanto especificos
como inespecificos (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 expresion de CD30 en LT de sangre periférica activados por PHA, conduce
a la produccion de IL-2, TNF e INF-y, (Gruss HJ y Herrmann F; 1996). CD30 estimula la
proliferacién de LT de sangre periférica y regula la sobrevida de los mismos en presencia
de la estimulacion a través del TCR (Smith CA y col., 1993). En respuesta al mitégeno anti-
CD3, 15 - 20% de los LT activados expresan CD30, todos éstos pertenecen
exclusivamente a la poblacion CD45RO+ (Ellis TM y col., 1993). Los primeros estudios
sobre la expresion de CD30 indicaban su presencia en LT con perfil Th2 (Romagnani S y
col., 1995), sin embargo, también se expresa en LT con perfil ThO y Thl (Tarkowsky My
col., 2003; Nakamura T y col., 1997) y de hecho los LTCD30+ producen INF-y (Alzona My
col., 1994). Esto indica que la expresion de CD30 esta asociada con la regulacion del
balance fisiologico Th1/Th2 (Pellegrini P y col., 2003) Se ha descripto que la molécula

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

La via de sefializacion intracelular a traves de CD30 involucra la activacion del factor
de trascripcion nuclear kappa (NF-kB) a travéz de la via de las MAP kinasas (como la
quinasa regulada por sefiales extracelulares [ERK], la Jun quinasa N-terminal [JNK] y p38)
(Harlin H y col 2002; Zheng B y col., 2003), figura 9.
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MEKK2
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Cunrant Opinian In Pharmacology

Figura 9: Vias de sefializacion de CD30. El esquema detalla las proteinas involucradas en mediar la
sefalizacion celular a travéz de CD30. Adaptado de Current Opinion in Pharmacology.

La proteina asociada al receptor (RIP) se une a MAP3K / MEKK3 y juntas con TRAF2
activa el complejo quinasa inhibidor (IkB). Esto conduce a la fosforilaciéon y consigo
degradacion del IkB. Una vez libre el NF-kB sé trasloca al nlcleo en donde se une a la
region promotora de los genes que median la sintesis de las diferentes citoquinas, entre
otros factores. CD30 también puede actican a NF-kB por otros mecanismos

independientes de las proteinas TRAF1/2/3/5, aun no dilucidados.

OX40: Caracteristicas, funciones y vias de sefializacion intracelular

El antigeno OX40 fue identificado inicialmente en LT (Paterson D y col., 1987) y ha
sido demostrada su funcion 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 virgenes
(Mallett S y col., 1990). También se expresa en NK, LT regulatorios (Treg) (So T y col.,
2008), y neutrofilos (Baumann R y col., 2004). La expresion de OX40 en LT es inducida via
TCR y el pico de expresién se observa entre las 24 y 48 h (Calderhead DM y col 1993;
Gramaglia, | y col., 1998).

0OX40 (CD134) es una proteina 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 gque es importante para la union del su ligando (OX40L),
figura 7. OX40-L se expresa en LB activados (Stuber E, 1995), células dendriticas
(Ohshima Y y col., 1997) y macrofagos (Weinberg AD y col., 1999) y también puede
expresarse en LT activados. La interaccion entre OX40-OX40L, es indispensable para una
apropiada interaccion entre células dendriticas y LT (Murata K y col. , 2000). Por otro lado,
esta interaccion media la adhesion entre los LT activados y las células endoteliales (Imura
Ay col., 1996), habiéndose demostrado ademas, que la misma juega un importante rol en
la migracion de los LT hacia los sitios inflamatorios (Nohara C y col. , 2001).

En la mucosa intestinal de raton se ha observado que OX40 es inducible por anti- CD3
en LIEs CD8+ y se encuentra asociada con su funcidn citotdxica (Wang HC, y Klein JR. ,
2001).

Muchos estudios revelan la participacién 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 Thl (Gramaglia | 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 Al y col., 1999). La
activacion via OX40 regula positivamente la expresion de moléculas anti- apoptoticas de la
familia de Bcl-2 (Bcl-XI, Bcl-2 y Bfl-1; como asi también moléculas que regulan la division
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 cisteinas (figura 7) para unir a la molécula OX40L
(Compaan DM y Hymowitz SG, 2006), de esta manera OX40 puede reclutar las proteinas
TRAF 2, 3 y 5. Mientras que TRAF 2 parece jugar un papel preponderante en mediar los
efectos funcionales de OX40, tales como expansion y supervivencia de LT (Prell RAy col. ,
2003) , no se ha evaluado si TRAF3 y TRAF5 son requeridos para estos procesos. La
sefializacién intracelular a través de OX40 involucra la activacion de fosfoinositol 3-kinasa
(PI3K)/ proteina quinasa B (PKB/Akt) y NF-kB. La figura 10 resume la cascada de
sefializacién a través de OX40.
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Figura 10: Vias de sefializacion de OX40. OX40 activa las vias de la PI3K / PKB, el N-kB1, NFAT para
permitir la sefializacion tanto dependiente como independiente de antigeno. La unién OX40L/ OX40
recluta a TRAF 2 y desencadena sefiales que convergen en la activacion del complejo IKK (inhibitor of
NF-kB kinase), complejo que incluye a las moléculas IKKa/B, asi como PI3K y PKB. Este complejo, es
suficiente para activar el NF-kB de una manera Ag-independiente. La IkBa es fosforilada por IKKB, lo que
conduce a la degradacion de IkBa por el proteosoma y esto permite la entrada de p50 y RelA al
nucleo.Por otro lado, OX40 coopera con sefiales a través del TCR provocada por el reconocimiento
antigénico (Ag- dependiente) para aumentar la activacion 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 sefiales con el TCR para aumentar la concentracion de Ca2+ intracelular, a través de un
mecanismo desconocido, lo que conlleva a la traslocacion de NFAT (factor nuclear de LT activadas) hacia
el nacleo.La sefializacion rio abajo de todas estas vias incluyen la regulacién positiva de una serie de
genes que controlan la division de los LT, la supervivencia, y promueve la transcripcién de
citoquinas, asi como la expresién de receptores de citoquinas. La sefializacién a través de OX40
promueve la regulacion negativa de CTLA-4 y Foxp3. Esquema adaptado Croft M y col., 2009).
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6.5 Implicancias de CD30y OX40 en laECy la ECR

Con respecto a CD30, se ha descripto un aumento de CD30 soluble (CD30s)
asociado a neoplasias, infeciones virales y diversos desérdenes 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+ aff y y0, sugiriendo que los
niveles séricos de CD30 estarian relacionados con la activacion de éstas células de la
mucosa intestinal (Augustin MT y col., 2005). Ha sido reportado que la expresiéon de CD30
en LIEs de pacientes que padecen ECR, indica un peor prondstico para los mismos, ya
que se asocia fuertemente con la posibilidad de desarrollar EATL. Por este motivo fue
sugerido el analisis de CD30 dentro de los estudios predictivos para el desarrollo de EATL
(Farstad IN, y col., 2002). La mayoria de los EATLs se presentan como linfomas de células
grandes con fenotipo CD3+, CD8-, CD30+ ; sin embargo, también pueden encontrarse
como linfomas de células pequefias con fenotipo CD3+ CD8+ CD30- (Chott A y col.,
1992; Daum Sy col., 2003).

Los factores que inducen el desarrollo de linfoma en la EC son auin desconocidos. Un
estudio sugiere que los individuos héterocigotas para DRB1 * 0304 son particularmente
propensos a desarrollar EATL (Howell WM vy col., 1995). Por otro lado, se ha sugerido
también, que pacientes con EC latente y exposicién continua al gluten representan un
grupo de riesgo para el desarrollo de EATL (Murray y col., 1995).

En cuanto a OX40, sélo encontramos un Unico reporte en literatura que demuestra la
expresion de OX40 en LPLs LTCD4+ en pacientes celiacos adultos al diagndstico (Stuber
E y col., 2000), mientras que no se encuentran reportes que relacionen la expresion de
OX40 con la ECR.
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Hipotesis y objetivos

Los eventos desencadenados en la mucosa del ID luego de la ingestion 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 activacion de los LT intraepiteliales y de los de la ldmina propia. Las
diferentes fases de maduracion / diferenciacion de los LT se encuentran finamente
reguladas en todos sus estadios: desde su menor madurez como células virgenes hasta la
adquisicion de sus caracteristicas efectoras, la transformacion en células de memoria e
inclusive su posterior reactivacion. Los miembros de la superfamilia del receptor del factor
de crecimiento tumoral (TNF-R) son moduladores de dichos procesos de diferenciacion, y
su expresion esta regulada por diferentes citoquinas locales.

Con cierta frecuencia una proporcion de pacientes pediatricos adquiere “tolerancia”
natural a la gliadina, mientras que una proporcién de pacientes adultos desarrolla
complicaciones de la EC clasica y pérdida de la tolerancia a la DLG. Tal diversidad en la
forma de presentacion de la EC entre pacientes adultos y pediatricos nos permite inferir la
existencia de probables diferencias de la respuesta inmunoldgica, respecto a las moléculas
de activacion y a las moléculas coestimulatorias, entre ambos grupos etarios.

En ECR, por otro lado, los reportes de la literatura son aun escasos y heterogéneos en
relacion a la definiciéon de criterios de diagndstico y prondstico, asi como a los mecanismos
inmunopatogénicos involucrados.

Nuestra hipoétesis consiste en que el analisis de moléculas coestimulatorias de la
familia de TNF-R (CD30, OX40) y moléculas de activacién podria develar aspectos
diferenciales en cuanto a la activacion y funcion de los LT en el compartimiento local, y/o
en el compartimiento periférico (considerado como un modelo in vitro y soélo
potencialmente ligado al compartimiento mucoso) entre individuos control y pacientes
celiacos. Dichos aspectos podrian, ademas, diferir entre pacientes pediatricos y adultos en
la EC clasica. Finalmente y con respecto a la ECR, los hallazgos derivados de un analisis
de correlacion entre pardmetros celulares / moleculares, con parametros clinicos,
bioguimicos, histopatol6gicos o de su evolucién (tiempo de evolucion, causa de defuncion)
podrian arrojar novedosas informaciones que pudiera posteriormente ser transferida al
ambito asistencial.

Nuestro objetivo general es identificar diferencias en expresién, modulacion y funcién
de moléculas coestimulatorias de los LT en el curso de la EC clasica y la probable
correlacion entre los compartimientos local y periférico. Dados el diferente modo de
presentacién y evolucion de la EC en pacientes pediatricos y adultos, nos proponemos
analizar pacientes de ambos grupos etarios por medio de un analisis de casos versus

controles.
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Por otro lado, examinar pardmetros celulares / moleculares complementarios a los
habitualmente utilizados para el seguimiento de pacientes con ECR y su posible
asociacion con el desarrollo de EATL. Integrar y correlacionar dichos estudios con los
parametros convencionalmente descriptos en pacientes con ECR.

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

objetivos especificos:

e Analizar la expresibn de marcadores de activacion CD25, CDG69,
CD45R0, CD30 y OX40 en células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
en presencia o ausencia de estimulo mitogénico policlonal, y en subpoblaciones

de LIEs y LPLs de biopsias duodenales en condicion basal.

e Estudiar la modulacion de la expresion de CD30 y OX40 por IL-15 e IL-2 en
CMSP, y luego de una breve estimulacion con gliadina o IL-15 en LIEs y LPLs.

e Caracterizar funcionalmente las subpoblaciones CD30+ y OX40+ a
través del andlisis del perfil de citoquinas Th1/Th2 en blastos T, y la posible

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

e Analizar la expresion de citoquinas centrales de la EC clasica (IL-15, IL-18

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

e Estudiar la naturaleza clonal del infiltrado linfocitario en biopsias intestinales

de pacientes con ECR.

e Integrar y correlacionar los parametros 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 pediatricos con EC
activa. La edad promedio para los adultos fue 47 afios (76-19 afios), 30 fueron de sexo
femenino y 7 masculino. Para los pacientes pediatricos, la edad promedio fue 12 afios (2-
18 afios), 20 fueron de sexo femenino y 13 masculino. Se incluyé un grupo de 37
pacientes con ECR, 23 de sexo femenino y 14 de sexo masculino, de edad promedio 47
afios (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 pediatricos que
asistieron a los centros médicos debido a distintos sintomas abdominales, y en los cuales
de descart6 la presencia de EC en base a criterios serolégicos e histolégicos.

Las muestras provinieron del Hospital Municipal de Gastroenterologia “Dr. B.
Udaondo”, de la Unidad de Gastroenterologia del Hospital de nifios “Ricardo Gutiérrez” y
del Servicio de Gastroenterologia del Hospital de Nifios de San Justo; las mismas fueron
obtenidas al momento del diagndstico de la EC.

La tablas A y B, C muestran las caracteristicas epidemiolégicas, serolégicas e

histologicas en pacientes celiacos adultos, pediatricos y refractarios, respectivamente.
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Sexo/Edad | Clasificacion Numero de

Paciente (afnos) histologica |LIEs/ 100 enterocitos | Anti-tTg Ema
1 F/55 Mb+1lc 70 + +
2 Fl44 I c 52 - +
3 F/38 I c 70 + +
4 F/40 Il c 34 + +
5 M/25 I c 38 ND +
6 F/39 I c 59 + +
7 F/31 I c 39 + +
8 F/30 Il c 45 + +
9 F/29 Mb+1lc 32 + +
10 F/45 Mb+1lc 30 ND +
11 F/19 Mb+1lc 24 + -
12 F/23 I c 36 + +
13 F/35 b 30 - -
14 F/28 Ma+1llb 28 + ND
15 F/24 Il a 39 + +
16 F/55 Il a 38 + +
17 F/60 Il a 30 + +
18 F/69 I c 45 + -
19 F/33 Il c 44 + ND
20 F/56 I c ND + -
21 F/47 I c ND - +
22 F/31 I c 40 + -
23 F/37 Il a 36 + +
24 F/45 I c 40 + +
25 M/43 I c 27 + +
26 F/76 I c 40 + +
27 M/56 I c 40 + +
28 M/59 Mb+1lc 41 + ND
29 F/42 Il a 35 + -
30 M/54 b 28 - +
31 F/61 I c 63 + +
32 F/67 Il c 54 + +
33 F/59 I c 52 + +
34 M/33 Il c ND + +
35 F/40 Il c ND + +
36 F/40 Il c ND + +
37 F/42 Il c 64 + +
38 M/44 Il c 44 + +

Tabla A: Datos Epidemioldgicos, histolégicos y de laboratorio de los pacientes celiacos adultos.

F= femenino, M= masculino. Clasificacién histolégica 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, Ay col. ,

2007). ND= no determinado.
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Sexo/Edad | Clasificacion

Paciente (afos) histologica Anti-tTg Ema
1 F/5 I c + ND
2 F/7 Il c ND +
3 F/6 1] e + +
4 F/9 Il c + +
5 M/12 11 c + +
6 F/3 Il c + +
7 F/5 Il c + +
8 F/10 Il c ND +
9 F/3 Il c + +
10 F/4 Il c + +
11 F/7 11 c + -
12 F/3 Il c ND +
13 F/8 11 c + -
14 F/9 11 c + ND
15 F/12 11 c + ND
16 F/7 Il c + +
17 F/5 Il c ND +
18 F/4 11 c + +
19 F/6 11 c + +
20 F/9 11 c ND ND
21 F/6 11 c + +
22 F/4 11 c + -
23 F/7 11 c + +
24 F/11 11 c + ND
25 M/10 11 c + +
26 F/8 11 c ND +
27 M/3 11 c + +
28 M/5 Il c + +
29 F/4 11 c + +
30 M/7 Il c + +
31 F/10 11 c + +
32 F/7 11 c + ND
33 F/5 11 c + +

Tabla B: Datos Epidemioldgicos, histolégicos y de laboratorio de los pacientes celiacos
pediatricos incluidos. F= femenino, M= masculino. Clasificacion histolégica 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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Sexo/Edad | Anti-ghiadina | Anti-gliadina

Paciente (afios) (1gA) (1gG) Ema
1 F/29 — + +
2 F/50 — + —
3 F/46 — + —
4 M/31 — . N
5 F/58 — — —
6 F/38 + + -
7 F/53 + " —
8 F/54 — — N
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 N N —
21 F/41 . N N
22 M/52 N N N
23 F/54 . N —
24 M/60 . N N
25 F/53 . N —
26 F/43 + + "
27 F/53 — . N
28 M/50 . — N
29 M/61 — + "
30 F/57 + " -
31 F/45 N — —
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

Tabla C. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes con ECR.
Anticuerpos IgA e IgG anti-gliadina respectivamente. EmA = anticuerpos IgG anti-endomisio. ND: no
determinado, a: afios, m: meses. M: Masculino, F: Femenino.

1. Obtencién de Muestras Biolégicas
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En pacientes pediatricos, las biopsias duodenales se obtuvieron utilizando capsula de
Croshby-Kugler modelo pediatrico de doble boca. Las biopsias de los pacientes adultos se
obtuvieron por medio de video- endoscopia. La sangre de todos los pacientes se extrajo
luego de la recuperacion 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
pediatricos se fraccionaron en dos tubos segun su uso (l) en heparina para el aislamiento
de las células mononucleares de sangre periférica (CMPS), a temperatura ambiente y (I1)

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

Biopsias duodenales

Las biopsias duodenales fueron divididas y conservadas de acuerdo con su uso: (I) en
solucion fisiolégica a 40C hasta el aislamiento de las subpoblaciones celulares (LIES y
LPLs), (Il) en solucién fisiolégica a -200C, para la extraccion de ADN, para los ensayos
moleculares correspondientes al estudio de TCR- vy, (lll) en Trizol®Reagent (GIBCO BRL)
a -700C para la obtencion de ARN, al fin de determinar la expresién de transcriptos de
citoquinas por RT- PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction), (IV) en formol
para su posterior inclusion en parafina y obtencion de cortes histolégico para

inmunohistoquimica.

2. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

2.1 Obtencién de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

A partir de 10 ml de sangre heparinizada se aislan CMSP mediante centrifugaciéon en
gradiente de Ficoll-Hypaque. La sangre diluida 1:1 con PBS (1X) (tampén fosfato salino) se
afiadi6 sobre 7 ml de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suiza). Tras la
centrifugacion a 2000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA), se recogio 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 estimulacién 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 (1pg/ml) en RPMI-1640 (Gibco), 10%
SFB y antibidticos por 2h a 37 Co en estufa gaseada (CO2 5%). Las células
permanecieron entre 3 y 5 dias en cultivo a fin de realizar una cinética de expresién de
diferentes moléculas de activacion (CD25, CD69, etc) en blastos T. Las CMSP fueron
cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco) sin estimulo mitogénico como control

experimental.

Estimulacién de CMSP utilizando citoquinas

Una vez obtenidos los blastos T éstos se incubaron con las citoquinas recombinantes
humanas rlL-15 (50ng/ml) e rIL-2 humana 10ng/ml por 3 dias en placas de 24 pocillos
conteniendo medio RPMI suplementado como se mencioné previamente.

Como se indica en las respectivas secciones, las CMSP de cada paciente fueron
cultivadas en diferentes condiciones (l) sin estimulacion mitogénica o utilizando control de
isotipo (MOPC-21, y1, kappa, Sigma Chemical, St. Louis, Mo), (Il) en presencia de
anticuerpo monoclonal anti-CD3 (lll) en presencia de anti-CD3 y citoquinas, iv) con

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

Ensayo de proliferacion celular

La proliferacion celular fue evaluada a través de la técnica de incorporacion de
timidina tritiada. Para ello, los blastos obtenidos se recogieron (aproximadamente 2.105
células/pocillo) a una concentracion de 1.106 células/ml y se pulsaron con 1uCi [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 evalud la incorporacion de
radioactividad al ADN utilizando un contador de centelleo liquido. Los resultados se

expresaron en cuentas por minuto (cpm).

1.5 Inmunomarcacion para Citometria de flujo (CF)

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

provenientes de biopsia intestinal. .

Antigenos de superficie
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Las células frescas extraidas de sangre o tejido fueron lavadas dos veces por
centrifugacion a 2000 rpm durante 5" a 4°C con PBS 1X, 10% de SFB y 1 g/l de azida
sbdica (Sigma). A continuacion, se incubaron 2.105 — 1.106 células con los anticuerpos
monoclonales respectivos (Tabla C) durante 307, a 4°C y en oscuridad. Posteriormente, las
células fueron lavadas nuevamente dos veces y analizadas en el citbmetro de flujo (FACS
Calibur, BD). Los andlisis se realizaron utilizando el software WinMDI versién 2.9. En todos
los casos se utilizaron anticuerpos inespecificos del mismo isotipo e igual fluoréforo que
cada anticuerpo especifico como control negativo. La Tabla C muestra el listado de los

anticuerpos monoclonales utilizados en los experimentos de CF.

ANTICUERPO| CONJUGADO ISOTIPO CLON CASA COMERCIAL
anti-CD3 PerCP IgG1 SK7 Becton Dickinson (BD)
anti-CD25 PE lgG1 2A3 Dako
anti-CD45RO PE lgG1 UCHL1 Dako
anti-CD69 FITC lgG1 FN50 BD
anti-CD103 FITC lgG1 Ber-ACT8 BD
anti-CD30 FITC lgG1 Ber-H8 BD
anti-OX40 FITC lgG1 ACT 35 BD
anti-INF-y PE lgG2A 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

Tabla C. Anticuerpos monoclonales utilizados para CF.
FITC: Isotiocianato de fluoresceina, PE: Ficoeritrina, PerCP: proteina clorofila peridinina. IgG:

Inmunoglobulina G.

Antigenos intracitoplasmaticos

El porcentaje de blastos productores de INF y o IL-4 se obtuvieron luego de
implementar los pasos recomendados por el fabricante (R&D) en cultivos sometidos a

estimulacion mitégenica o luego de la incorporacion de citoquinas (IL-15 e IL-2).

Produccion de INF-y e IL-4 mediante el ensayo de ELISA

La cuantificacion de INF-y e IL-4 en sobrenadantes de cultivo se determiné siguiendo
los protocolos recomendados por el fabricante (R&D). El rango de deteccion para INF- y 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 midié la absorbancia (450nm) en

espectrofotémetro Labsystems Multiskan (MS, Argentina).
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2.2 Estudios en biopsias duodenales

Comprenden cultivos de explantos de biopsias intestinales, extraccion de las
subpoblaciones linfocitarias, estudios de inmunohistoquimica, produccion de citoquinas y
analisis de los rearreglos de TCR-y y niveles de transcriptos de citoquinas, estos ultimos

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++ (solucién 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.

Obtencion de LIESy LPLs

Luego de la estimulacién, las biopsias recolectardas en tubo falcon de 15 ml se
incubaron en buffer HBSS sin Ca2+y Mg2+, EDTA (ImM) y DTT (Dicloro Difenil
Tricloroetano) (1mM) durante 1 h a 37 oC con agitacién (200 rpm).

La suspension de células obtenidas (LIEs y enterocitos) fue transferida a un nuevo
falcon y conservada a 40C, hasta obtener la fraccién celular enriquecida en LPLs. A la
biopsia que permanecié en el falcon original se le agregé 25ml de RPMI conteniendo
colagenasa A (10mg/ml). Se incubé por 1h30" a 37 OC con agitacion a 200 rpm. Luego se
recupero la suspension celular conteniendo los LPLs y se guardé la biopsia remanente en
trizol (para futuros ensayos moleculares). Las fracciones de LIEs y LPLs fueron
centrifugadas a 1500 rpm por 5™ a 40C. El pellet obtenido fue lavado una vez en PBS 1X,
10% SFB, y finalmente resuspendido en PBS 1X. Se contaron las células y se procedi6 a
la inmunomarcacion utilizando los anticuerpos especificos y controles correspondientes.

Las células marcadas fueron lavadas dos veces con PBS 1X 10 SFB y analizadas por CF.
Estudio Inmunohistoquimico

Los tejidos fueron fijados en formol neutro 10%, incluidos en parafina, y cortados en
secciones finas de 3-5 micrémetros. Las secciones fueron desparafinizadas, re-hidratadas

y se bloqued la actividad peroxidasa con metanol 3% en H202. Se realizé un tratamiento

estdndar con citrato de sodio 0.1M pH=6, con el fin de facilitar la exposicion
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antigénica y seguidamente se realizdé una pre-incubacién con suero de caballo (Vector
Laboratories, USA) por 1h. Se realiz6 la marcacién con anti-CD30 (IgG1 clon Ber-H2,
Dako) 1:10 en PBS 1X y se incub6 durante 24h a 4°C en camara humeda. Cumplido el
tiempo se efectuaron lavados en PBS1X para quitar el exceso del anticuerpo y se afadio
un complejo avidina-biotina- peroxidasa al anticuerpo secundario biotinilado (Vectastain®
Universal Elite®, Vector Laboratories). Como sustrato de revelado se utiliz6 3,3
diaminobenzidina (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle Upon Tyne, UK).

La reaccion de revelado (1" aproximadamente) se detuvo por inmersidn 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 concentracion etandlica creciente, seguidas por dos incubaciones con
xilol y se incluyeron en medio de montaje permanente (VectaMount, Vector). La
observacion se realizG bajo microscopio Optico. Se obtuvieron fotografias a 100x, 400x y
1000x.

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1 Obtencion de ADN de sangre periférica

Se procedi6 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 tipificacion HLA-DQ2/DQ8 fue realizada en el Servicio de Inmunogenética del

Hospital de Clinicas “José de San Martin”.

3.2 Purificacién de ARN a partir de tejidos

Se purificé ARN segun las instrucciones del catalogo de Trizol®Reagent (Gibco BRL).
El tejido fue disgregado por homogeneizacion mecénica en 1 ml de Trizol e incubados 5" a
TA. Se agregaron 200ul de cloroformo, se agitoé vigorosamente el tubo por 15", luego se
incubo 2-3" a TA y se centrifugé a 12000g durante 15" a 4 Co. Se recuperd el ARN de la
fase acuosa luego del agregado de 500ul de isopropanol, se incubé 10" a TA y se
centrifugd a 12000g por 10"a 4 Co. El sobrenadante fue removido y el pellet fue lavado con
1ml de etanol 75%, sedimentado por centrifugacion a 7500 g durante 5 min a 4Co v,
secado a TA durante 10-15" y se resuspendi6 en 15-20 pl de agua (libre de RNAsas) pre-
tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC) 1/1000.

Cuantificacion relativa de ARN: Se partié de biopsias de 0,5-2mg y se obtuvieron entre

5y 10 pg ARN total/mg de tejido procesado. Esta baja recuperacidén no permitié 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 visualizacion en geles desnaturalizantes de agarosa 1.2% preparado en
buffer acido 3-N-morfolino-propanosulfénico (MOPS 1X); 1.20ul de formaldehido 37% y
bromuro de etidio 20mg/ml).

Se obtuvieron CMSP a partir de 10ml de sangre de un individuo control y se extrajo
ARN (3,5 ug de ARN/106 CMSP y 37ug de ARN total) con el que construyé una curva de
concentraciones decrecientes: 900, 600 y 300 ng/ yl. Seguidamente se corroboré la masa
de ARN en las muestras incAgnita por comparacion con dicha curva en geles de agarosa
1.2%. Se estimd la concentracion aproximada de las preparaciones de ARN provenientes
de las biopsias intestinales por diluciéon de las mismas a fin de que su masa estuviera

comprendida dentro de las masas de nuestra curva de ARN patron.

3.3 Aislamiento de ADN plasmidico

Se realizd una extraccion de ADN plasmidico a partir de un cultivo de bacterias E.coli
transformadas con el plasmido pMBEK que fue gentilmente cedido por la Dra. V. Salvatti
como stock en agar 0,8%. Se parti6 de varios clones aislados en placa con medio de
cultivo sélido (LB-agar con ampicilina concentracién como medio selectivo). Se realizd una
preparacion en pequefia escala mediante la lisis alcalina del cultivo y posterior
precipitacion del ADN plasmidico con etanol. Se resuspendié el ADN plasmidico en 90ul
de buffer TE pH 8,0 (10mMTris —HCI pH 8.0, 1mM EDTA pH 8,0). Se lo traté con RNAsa
(1ul RNAsa 100x en 90 pl stock, 20 minutos a 450 C). Se corrobord su tamafio (4 Kb) e
integridad por electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE (45mM Tris, 44 mM &cido
borico, 1 mM EDTA pH 8,0). Luego se realizé la cuantificaciéon espectrofotométrica del
ADN por lectura de la densidad 6ptica a 260/280nm.

3.4 Retrotranscripcion

La sintesis de ADN copia (CADN) total (utilizando fragmentos de oligo-dT) o especifico
(utilizando un primer 3’para INF-y, IL-18 o IL-15) fue realizada como indica el catélogo de
Promega: el ARN total fue calentado a 65 oC durante 4", centrifugado e incubado a 420C
durante 1h con 625uM dNTP’s (dinucleétidos trifosfato) 15 unidades de RNAsin (Promega,
Madison W1), 30-45 pmoles del primers y 0,1 unidad de transcriptasa reversa del virus de
la leucemia aviar murina (MMLV, Promega) en Tris-HCI 10 mM, KCI 15 mM , MgCI2 0,6
mM, DTT 2 mM. Posteriormente se calentd la mezcla de reacciéon a 950C por 10 para
inactivar la enzima. Como control negativo se realizé una retrotranscripcion en ausencia de
ARN.
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3.5 Amplificacion de citoquinas IL-15, INF-y e IL-18 por RT-PCR semi- cuantitativa

Se disefiaron oligonucledtidos para la semi-cuantificacion de transcriptos (tabla D). A
continuacién se determinaron las condiciones de amplificaciéon, corrobordndose los

tamafos esperados para cada producto de PCR.

MRNA Primer5 (5 3)) Primer3° (5° 3))

B-actina TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CTA TAG AAG CAT TTG CGG ACG ATG GAG GG
IL-15 GCA GGG CTT CCT AAA ACA GAA GCC CAT GCA TCC AGA TTC TGT TAC ATT CC GCT
IL-18 GTC CTG GGA CAC TTCTC GCT GAA CCA GTA GAA GA

INF-y AAG ATG ACC AGA GCA TCC AA TCCTTTTTC GCTTCC CTG TT

Tabla D: Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en el ensayo de PCR.

El control de amplificacién exdgeno se llevdé a cabo sobre el plamido pMBEK. Se
realizaron reacciones de PCR incubando los respectivos cADNs en 25 uM (micromoles) de
cada uno de los primers, utilizando una mezcla de reaccion conteniendo MgCl 2mM,
dNTPs 250 uM, 1 U (unidades) de Taq polimerasa (Highway), KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM
pH 7,0 y Triton X-100 0,1% en un volumen final de 50 ul. La amplificacién se llevé a cabo
en un termociclador PTC-100 TMMJ Reserch (MJ Reserch Inc, Watertown, CT).

3.6 Cuantificacion de B-actina

Se llevdo a cabo por PCR semi-cuantitativa utilizando el plasmido pQB1/3 que
contiene dos secuencias cortas del gen de la B-actina, y un par de primers que reconocen
dichas secuencias en el pldsmido y en los transcriptos enddgenos. En el caso del plamido,
el producto de PCR para B-actina es un amplicén de 238pb. Se determiné la concentracion
del plasmido (5x104 pg/ul) y se ensayaron diferentes diluciones de pQB1/3 hasta construir
una curva con diluciones comprendidas entre 2 hasta 0,0625pg/ul. Con 1ul del cADN
producto de la misma RT utilizada previamente para analizar IL-15, IL-18 e INF-y en las
diferentes muestras y 5pl de cada dilucién de la curva, se llevaron a cabo las reacciones
de PCR para 3-actina. Se utilizo el siguiente programa de amplificacion: desnaturalizacion
1" a 94 oC, annealing 1" a 55 oC, extension 1’a 72 oC, repeticion del ciclo anterior 29
veces y luego una extension 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 tincidon con bromuro de etidio. Se obtuvieron bandas de B-actina
enddgena (218pb) de intensidades variables entre las diferentes muestras. Las bandas de
las muestras y de la curva se cuantificaron por densitometria Optica. Luego se graficé una
curva de B-actina utilizando los valores de densidad 6ptica en funcién de los pg/ul de las
diluciones respectivas. Se realizé la cuantificacion de B-actina en las diferentes muestras
por interpolacion y se expresaron las concentraciones en pg [B-actina/ pul cADN. Con
aquellas muestras cuya banda de B-actina no entré en curva, se procedid a repetir el
procedimiento modificando el volumen de cADN utilizado en la reaccién de PCR hasta

obtener valores de DO adecuados.

3.7 Normalizacion de resultados

Por un lado, se cuantificé el nUmero de transcriptos de IL-15, IL-18 e INF-y presente en
un volumen dado de cADN para cada muestra. Por otro lado, los pg B-actina/pl del mismo
cADN. Con estos valores, se procedid a calcular los pg de B-actina presentes en el
volumen de cADN utilizado para amplificar las citoquinas correspondientes. Finalmente, se
expresd el namero de transcriptos como el nimero de moléculas de transcriptos de

citoquinas/pg de B- actina.

3.8 Obtencion de ADN para estudios de clonalidad en biopsias

Las secciones de tejido intestinal fresco provenientes de pacientes refractarios fueron
homogeneizadas en 500 ul de buffer WCLB (10 mM Tris pH 7,6; 10 mM EDTA pH 8;
50mM NaCl; 0,2 % SDS) y 15 pl de Proteinasa K. Se incubd ON (over night) a 42°C con
agitacion y luego se realiz6 una extraccion utilizando como solventes organicos
fenol saturado en agua (pH: 7,5) y cloroformo. Se precipité el ADN con etanol puro frio y se
resuspendié en 100 pl de buffer TE (10mMTris —HCI pH 8,0 / 1 mM EDTA pH 8,0). La
obtencion de ADN se verificd mediante electroforesis en geles de agarosa 1% tefiidos con

Bromuro de etidio visualizados a través de un transiluminador de luz ultravioleta.

3.9 Analisis del TCR y por PCR

El ADN purificado a partir de biopsias de pacientes refractarios se utilizé6 para el
analisis de clonalidad del infiltrado linfocitario (Mc Carthy KP y col., 2002, Diss T y col.,
1995). Este esta basado en la amplificacion de la cadena y del TCR (TCR- y). Se
realizaron reacciones de PCR multiples (“multiplex”) utilizando un conjunto de primers &’
homodlogos a las regiones variables (V) y primers 3° homdlogos a los segmentos de unién o

joining (J) del TCR y que abarcan en conjunto todos los posibles reordenamientos de la
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region V-J de estas cadenas, figura E.
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Figura E. Estrategia para la deteccién 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 expansion de uno o unos pocos clones de LT
predominantes.Las puntas de las flechas indican la ubicacién de los “ primers”.

La reaccion de PCR se realizé en un volumen de 50 ul que contiene sulfato de amonio
16,6 mM, Tris-HCI 67 mM pH8,8; B-mercaptoetanol 10 mM, MgCI2 2 mM, gelatina
200ug/ml, dNTPs 200 uM cada uno, primers 0,5 yM cada uno y 1 U de Taq Polimerasa
(Promega). Las condiciones de temperatura fueron 90""a 94°C, 90" a 54°C y 2" a 72°C, en
un termociclador PTC-100 TMMJ Reserch (MJ reserch Inc, Watertown, CT). Los productos
de amplificacién fueron analizados en geles de agarosa 2,5 % o en geles de poliacrilamida
6% tefiidos con Bromuro de Etidio (10mg/ml), luego de su separacion electroforética en
buffer TBE1X durante 30" a 50V 6 1-2 h a 50V, respectivamente. Las reacciones de PCR
se realizaron con concentraciones crecientes de ADN en un rango de 1-16 pg.

Se utilizo6 ADN de la linea celular Molt-4, proveniente de una leucemia aguda
linfoblastica T humana como control positivo de amplificacion. Como control negativo se
realizaron reacciones de PCR sin templado. En todos los casos se realizé la amplificacion
del gen HLA- DRpB1 previa al analisis del TCR-y 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 especificamente para la amplificacion del TCR-y.

Las secuencias de los oligonucleétidos 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 amplificacion del TCR-y (1-6) y del gen DRR1
(secuencias 7-8). (Algara P y col., 1994)

4. ANALISIS ESTADISTICOS

El GraphPad Prism®© software (GraphPad, San Diego, CA, USA) fue utilizado para
todos los andlisis estadisticos. Los resultados fueron expresados como el promedio * el
error estandar de la media (SEM). Para comparar los valores obtenidos entre dos grupos
se realizd (siempre y cuando los datos se ajustaran a la distribucion Gaussiana) el test
paramétrico de Student’s a dos colas, no pareado o pareado, segun corresponda. Cuando
los valores no seguian la distribucion de Gauss, se realiz6 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 realiz6 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 ETICAS

El estudio fue aprobado por los Comités de Etica de los respectivos hospitales y se

obtuvieron los consentimientos informados de todos los pacientes.
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RESULTADOS

1- Marcadores de activacion 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 Metodologia). Se estudiaron
20 individuos control adultos (Controles Ad), 6 controles pediatricos (Controles Ped), 20
pacientes celiacos adultos (Cel Ad) y 10 pacientes celiacos pediatricos (Cel Ped) para el
andlisis de inmunofenotipico de moléculas de activacibon en CMPS en condicién basal,
frente a la estimulacion con anti-CD3 asi como el andlisis de la modulacion de las mismas

por medio de la incorporacién de citoquinas.

1.2 Expresidon marcadores de activacion CD45R0O, CD25, CD30 y OX40 en CMSP en

condicién basal

Para el andlisis fenotipico se eligio la poblacion linfoide, en base a las caracteristicas
celulares de tamafo y complejidad observada por CF, figura 1. Una vez escogida la
poblacion linfocitaria, se selecciond una regién correspondiente a la LT CD3+, donde se
hizo el estudio de los marcadores de activacion celular, figura 2. El estudio de los
marcadores de activacion celular se realiz6 en la poblacién linfoide y dentro de los LT
CD3+.

1000
g
800 —
600 — 5
T g
) 1
& 400 —_
200 - 10
CD3 ParCP
S T s ——
200 400 600 800 1000
FSC-H
Figura 1: Gréafico de dot plot. Se indican las de diferentes Figura 2: Gréafico de dot plot. Se indica la

regiones en base al tamafio y la de granularidad celular. L. + . P
9 y 9 region LT CD3  considerada para el andlisis

de marcadores activacion

En la Tabla A se muestran los resultados obtenidos luego del andlisis de los siguientes

grupos experimentales: Controles Ad, Cel Ad y Cel Ped. Se expresan los porcentajes de
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cada subpoblacion celular relativos al total de LTCD3+. No hemos podido realizar este
analisis en controles Ped. Se observd una diferencia significativa en el porcentaje basal de
células de CD3+CD45R0O+ entre pacientes Cel Ad y controles, pero no asi entre Cel Ped
y Cel Ad. Los porcentajes de células CD3+CD25+ y CD3+CD69+ no difirieron entre los
tres grupos en estudio. En ningln caso se observaron células positivas CD3+CD30+ ni
CD30+0X40+ en condicion basal.

Subpoblacion Controles Ad (n) Cel Ad (n) Cel Ped (n)
CD3'CD45RO" 40,6 + 1,2 (20) 475+ 1,7 (200 45,0 + 1,0 (10)
CD3'CD25* 18,0 + 3,0 (20) 140+2020) 150 % 1,5 (10)
CD3'CD69* 5,0 + 1,2 (10) 40+0,7(10)  60%1,3(5)
CD3'CD30" - - -
CD3"'0X40" = - ;

Tabla A: Expresion basal de CD45R0O, CD25, CD69, CD30 y OX40 en CMPS en
individuos controles y pacientes celiacos.

Los porcentajes son expresados como la media + SEM. (n): nimero de muestras analizadas.
El andlisis estadistico se determiné mediante el test- t de Student’s a dos colas.* p<0.05, vs.
controles.

1.3 Expresién de los marcadores de activacion CD45R0, CD25, CD30 y OX40 luego

de la activacién mitogénica con anti-CD3
Se estudio la expresion de cada una de estas moléculas en funciéon de tiempo luego de

la activacion mitogénica de CMSP provenientes de pacientes Cel Ad y controles Ad con el

mitdgeno anti-CD3, figura 3.
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Figura 3: Cinética de expresion de las moléculas CD45R0O (A), CD25 (B), CD30 (C) y OX40 (D) en LTCD3Jr estimulados
con anti-CD3. Los porcentajes son expresados como la media + (SEM),n: nimero de muestras analizadas. El analisis
estadistico se determiné 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+0X40+ generadas en
respuesta a anti-CD3 no difirié entre controles y pacientes Cel Ad durante el periodo de tiempo
evaluado (figura B y D). Al quinto dia de estimulacion se observé el maximo porcentaje para las
subpoblaciones CD3+CD25+ y CD3+CD45R0O+, encontrandose ademas un aumento significativo
s6lo en el caso de la subpoblacién CD3+CD45RO+ en los pacientes Cel, figura 3 A. Estas
subpoblaciones comienzan a disminuir en ambos grupos luego del sexto dia de cultivo (datos no
mostrados).

La subpoblacién CD3+CD30+ difirié entre controles y Cel al quinto dia post- estimulacion. En

ese punto, el porcentaje de células CD3+CD30+ mantuvo el nivel alcanzado al tercer dia post-
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estimulacion en CMSP provenientes de pacientes Cel, pero no en los controles. Dada la cinética
de expresion de las subpoblaciones CD3+CD25+ y D3+CD45R0+, debe destacarse que
la disminucion de la subpoblacion CD3+CD30+ en los controles no seria debida a una reduccion
en la poblacién de células activadas.

Los porcentajes alcanzados por las respectivas subpoblaciones analizadas luego de cinco

dias de estimulacion se detallan en la tabla B.

Subpoblacion Controles Ad (n:20) CelAd (n:20)
CD3*CD45RO" 55,8 + 6,5 79,9 + 53"
CD3'CD25" 75,0 + 5,0 73,0 + 3.0
CD3'CD30* 1,4+05 10,8 £ 23"
CD3'0X40* 20,0 + 3,0 220+ 2,0

Tabla B: Expresion de CD45R0, CD25, CD30 y OX40 en blastos T luego de 5 dias de estimulacién con anti- CD3.

Porcentajes expresados como la media + SEM. n: nimero de muestras analizadas. El andlisis estadistico se determind
mediante el test- t de Student’s a dos colas.* p<0.05 vs. controles.

1.4 Caracterizacion fenotipica de las subpoblaciones CD3+CD30+ y CD3+0X40+

A fin de caracterizar estas subpoblaciones celulares, analizamos su fenotipo con respecto a la
expresion de dos marcadores de activacién, CD45R0 y CD25. Aungue no se ha podido realizar la
marcacion triple CD30/ CD25/ CD45RO, observamos una ajustada correlacion entre los
porcentajes de células CD45R0O+CD30+ y CD25+CD30+. Los resultados obtenidos nos permiten
inferir que la subpoblacion CD3+CD30+ expresaria tanto CD45RO como CD25. La figura 4

muestra el analisis representativo a un paciente Cel Ad y un control.
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Figura 4: Andlisis de la expresiéon de CD30 en las subpoblaciones CD45RO+ y CD25+.

Expresion de CD30 dentro de la subpoblaciéon de blastos CD3+CD45RO+ (AyB), o CD3+CD25Jr (C y D) obtenidos
luego de 5 dias de estimulacion con el mitégeno. Los gréaficos corresponden a un individuo control y a un paciente Cel Ad
representativos respectivamente.

Por otro lado, la expresion de OX40, evaluada luego de 3 dias de estimulacién mitogénica,
también se observa dentro de la subpoblacién de células activadas CD3+CD25+, figura 5. La

molécula OX40 se expresa dentro de la subpoblacién CD3+CD45R0O+ (datos no mostrados).
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Figura 5: Andlisis de la expresion de OX40 en la subpoblaciéon CD25 luego de 3 dias de estimulaciéon con anti-CD3.
Expresion de OX40 dentro de la subpoblacién de blastos CD3+CD25+ obtenidos luego de 3 dias de estimulacién.

Los gréficos corresponden a un individuo control (A) y a un paciente Cel Ad (B) representativos.

1.5 Estudios de proliferacion celular

El estudio de proliferacion celular luego de 3 y 5 dias de estimulacion con el mitdgeno 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 dia de estimulacién. Al quinto

dia, la proliferacion desciende en ambos grupos (datos no mostrados).
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15000
€
o 10000 4
o
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0
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Figura 6: Proliferacion celular de CMPS en respuesta a la estimulacion mitogénica.

Respuesta proliferativa expresadas en cuentas por minuto (cpm) de blastos procedentes de pacientes Cel
Ad e individuos control al tercer dia de estimulacion. Las barras indican la media + SEM. n: nimero de
muestras analizadas. El analisis estadistico se determind mediante el test- t de Student’s pareado a dos
colas.

1.6 Modulacion de CD30 y OX40 por IL-15 en blastos T activados

Una vez obtenido los blastos CD3+CD30+ y CD3+0OX40+ se decidié investigar el
efecto modulatorio de IL-15 e IL-2 sobre las subpoblaciones de células CD3+CD30+ y
CD3+ OX40+ independientemente.

Modulacién de CD30 por IL-15:

Este estudio fue realizado en poblaciones pediatrica y adulta y sus resultados se
observan en las figuras 7A y 7 B (poblacién adulta) o 7C y 7D (poblacion pediétrica).

Las CMPS fueron evaluadas a tiempo “cero” en CMSP frescas (Basal), a dia 3 post-
estimulo mitogénico (Blastos) y a dia 6 post-estimulo mitogénico pero en presencia de IL-
15 durante los ultimos 3 dias (Blastos + IL-15). Se observé un incremento en el nimero de
células CD3+ CD30+ frente al estimulo con IL-15 en todos los grupos, sin embargo este
incremento solo 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 estadisticamente debido al

escaso numero de pacientes evaluados.
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Figura 7: Efecto modulatorio de IL-15 sobre la subpoblaciéon de blastos T CD30Jr en individuos adultos y
pediatricos.

Porcentaje de células CD3+CD30+ en condicién basal y en blastos con o sin IL-15. Las barras horizontales
representan los valores promedio + SEM; n: nimero de muestras. A y B. Gréficos correspondientes a grupo control y
Cel Ad, respectivamente. C y D. Graficos correspondientes a grupo control y Cel Ped, respectivamente.

El andlisis estadistico se determind 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 observo un
mayor porcentaje de células CD3+ CD30+ luego de la estimulacion 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 poblacion pediatrica (figura 8B).
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Figura 8: Expresién de CD30 en blastos estimulados con IL-15 en pacientes Cel Ad y Ped.
Se indican los valores promedio + SEM; n: nimero de muestras. A: Adultos; B: Pediatricos. El andlisis estadistico se

realizé mediante el test- t de Student’s a dos colas.

Las figuras 9 A y B ilustran los resultados comparativos del analisis 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.
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Figura 9: Analisis comparativo de la expresion de CD30 en blastos T en presencia o ausencia de

IL-15. Los gréficos corresponden a (A) control adulto y (B) paciente Cel Ad.

Mediante el analisis individual del incremento de blastos T CD30+ se pudo evaluar la
magnitud del efecto modulatorio de IL-15 sobre la expresion de CD30. Este analisis

consisti6 en el calculo de un indice de estimulacidon (IE) para cada paciente:
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IE (indice de Estimulacién): % de blastos T CD30+ post- estimulacion con anti-CD3 + IL-15

% de blastos T CD30+ post-estimulacion 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 asi en la poblacién pediétrica.
El analisis individual dentro de cada grupo de pacientes demostré que IL-15 modula la
expresion de CD30 en ambos grupos, pero el efecto es de igual magnitud en pacientes y

controles pediétricos, figura 10B.
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Figura 10: indice de estimulacion por IL-15 en blastos T CD30+.

Se indican los valores promedio + SEM, n= nimero de muestras. La linea horizontal trazada ala altura
del valor “1” (sobre el eje de las ordenadas) permite visualizar el incremento (por encima de la linea
auxiliar) o la disminucion (por debajo de la linea auxiliar) en cada muestra independientemente evaluada
antes y después del agregado de IL-15 a los blastos T.

A: Pacientes adultos; B: Pacientes pediatricos. El andlisis estadistico se determiné mediante el test- t de
Student’s a dos colas.

Modulacién 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 encontré una
disminucion en la subpoblacién 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 subpoblacién de blastos T OX40+ en individuos
adultos y pediatricos.

Porcentaje de células CD3+OX40+ en condicion basal y en blastos con o sin IL-15.

Las barras horizontales representan los valores promedio + SEM; n: nimero de muestras.

Ay B: Gréficos correspondientes a los grupos control y Cel Ad, respectivamente.

C y D: Gréficos correspondientes a los grupos control y Cel Ped, respectivamente.

El andlisis estadistico se determiné utilizando un test de Anova de medidas repetidas con post-test de
Bonferroni.

Cuando se compar6 el efecto de IL-15 sobre blastos CD3+OX40+ en Cel Ad y
controles, se observd una disminucion significativa en el porcentaje de células
CD3+0X40+ en el grupo de pacientes Cel, figura 12 A. Sin embargo, al analizar la
poblacién pediatrica no encontramos un efecto modulatorio diferencial para IL-15 sobre la
expresion de OX40 en blastos, figura 12 B.
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Figura 12: Expresion de OX40 en blastos estimulados con IL-15 en pacientes adultos y
pediatricos.

Se indican los valores promedio + SEM; n= nimero de muestras.

A.: Adultos; B: Pediatricos. El andlisis estadistico se determiné por el test- t de Student’s a dos colas.

Las figuras 13 A y B ilustran los resultados comparativos del andlisis 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.
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Figura 13: Andlisis comparativo de la expresion de OX40 en blastos T en presencia o ausencia de

IL-15. Los graficos 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 pediatricos), respectivamente y reflejan la disminucién observada para la
subpoblacién CD3+0X40+ luego del estimulo con IL-15.
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Figura 14: indice de estimulacion por IL-15 en blastos T OX40+.

Se indican los valores promedio £ SEM, n: numero de muestras.

La linea horizontal trazada a la altura del valor “1” (sobre el eje de las ordenadas) permite visualizar el
incremento (por encima de la linea auxiliar) o la disminucion (por debajo de la linea auxiliar) en cada
muestra independientemente evaluada antes y después del agregado de IL-15 a los blastos T.

A: Pacientes adultos; B: Pacientes pediatricos. El andlisis estadistico se determind mediante el test- t
de Student’s a dos colas.

Con el fin de determinar el requerimiento de IL-15 como intermediario en la modulacién
de CD30 y OX40 durante la activacion 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 dias en presencia de anti- IL-15 con el fin de
bloguear la produccion de IL-15 endégena que pudiera ocurrir durante el cultivo. Los
resultados obtenidos demostraron una reduccion en el niumero de los blastos CD3+CD30+
en presencia del mitdégeno 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 mitdégeno anti-CD3 (10,75 + 1,90) o en presencia de rlL-15 (18,25 +
5,60), figura 15A. En el caso de OX40 la presencia simultanea del anticuerpo anti- IL15 vy
el anticuerpo anti-CD3 impidié la disminucién del porcentaje de blastos CD3+0OX40+
inducida por IL-15, demostrando entonces que IL-15 contribuye a la disminucién de
la subpoblacion de blastos OX40+, figura 15 B.
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1.7 Modulacién de CD30 y OX40 por IL-2 en blastos T activados

Debido a que la citoquina IL-2 comparte funciones biolégicas con IL-15, y ademas
modula positivamente a la molécula CD30 (Ver Introduccién) 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 estimulacién con IL-2 o con IL-15 durante
tres dias. Asi también, observamos que IL-2 posee los mismos efectos que IL-15 sobre la
subpoblacién de blastos CD3+0X40+, figura 16.
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Figura 16: Andlisis 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+0X40+ (B). n: nimero de muestras.

1.8 Cuantificacion de citoquinas INF- y e IL-4 en sobrenadantes de cultivo de blastos

T activados

Mediante la técnica de ELISA se detectd y cuantificd la secrecidon 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 produccion de INF-y aumenta como consecuencia de la activacion mitogénica,
siendo despreciable la produccion de esta citoquina en condiciones basales. La IL-15 no
afect6 la produccién de IFN-y. 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-y, figura 17.
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Figura 17: Produccion de INF-y en sobrenadantes de cultivo.

Se expresan los valores de INF- y obtenidos en sobrenadantes de cultivo de CMPS en condicion basal y
en cultivo de blastos con o en ausencia de IL-15.

Se indican los valores promedio + SEM, n: nimero de muestras. *p<0.05 Controles: blastos vs. basal.

# p<0.05 Cel: blastos vs. basal. El analisis estadistico se determind mediante el test t de Student’s a dos
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Como en el caso de IFN-y, tanto en controles como en pacientes Cel Ad, la produccién
de IL-4 aumenta como consecuencia de la activacion de blastos T, siendo despreciable la
produccion de esta citoquina en condiciones basales. IL-15 tampoco afect6 la produccion

de IL-4 en los blastos T, figura 18.
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Figura 18: Produccion de IL-4 en sobrenadantes de cultivo.
Se expresan los valores de IL-4 obtenidos en sobrenadantes de cultivo de CMPS en condicion basal (sin

estimulo) y en cultivo de blastos con o en ausencia de IL-15.
Se indican los valores promedio + SEM; n= nimero de muestras. El analisis estadistico se determino

mediante el test t de Student’s a dos colas.

1.9 Deteccién intra-citoplasmatica (i.c.) de citoquinas (INF-y e IL-4) en blastos

CD3+CD30+y CD3+0X40+

Se evalud la presenciade INF- y e IL-4 en blastos CD3+CD30+ y CD3+ 0OX40+
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 expresion de INF-y 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 produccién de citoquinas intracitoplasmaticas en blastos T CD30+ y OX40+.
Se muestra el andlisis correspondiente a un paciente Cel Ad representativo indicando los porcentajes de
blastos productores de INF y o IL-4 respectivamente.

A: Se seleccion6 una primer ventana R1 segun caracteristicas de tamafio (FSC) y complejidad (SSC)
celular y a partir de ésta se escogio la poblacion SSC vs CD3+ (region R2)

B y C: Porcentaje de células totales CD3+CD30+ y CD3+0X40+, respectivamente.

D: Porcentaje de células CD3+CD30+ que expresan INF y (izq arriba) e IL-4 (izq abajo). E: Porcentaje
de células CD3+0X40+ que expresan INF y (der arriba) e IL-4 (der abajo).

En la figura 20 se grafican los datos compilados del andlisis de expresion i.c de
citoquinas en controles y Cel Ad. Se compara la proporcion de blastos T CD30+ y OX40+
productores de INF- y e IL-4 dentro del grupo control. Cémo se observa, estas
proporciones son similares, figura 20A. La misma comparacion fue realizada en el grupo
Cel en el que, sin embargo, la proporcién de blastos T CD30+ productores de INF- y es

mayor a la de blastos T productores de IL-4, figura 20 B.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes




Cel Ad Controles Ad
CD30 0OX40 CD30 OX40
1007 _o 100,
LS ® INFy ¢ INF-y
804 _p<005 u L4 8o n L4

601

40

Blastos
5 8
Blastos

201 % [ . . 201 .
¥ [
| e e - R T
0- o
n=8 n=6 n=6 n=3 n=7  n=5 n=6 n=5

Figura 20 A y B: Perfil de citoquinas i.c en blastos CD3+CD30+ y CD3+0OX40+.

Porcentaje de blastos productores de INF- y e IL-4 relativos al porcentaje total de blastos CD3+CD30+ y
CD3+0X40+ (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-y o IL-4 segun se
corresponda como el promedio + SEM, n: nimero de muestras. El analisis estadistico se determind
mediante el test- t de Student’s a dos colas.

Realizamos a continuacién un analisis comparativo del porcentaje de blastos T CD30+
INF-y+ vy 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-y (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 produccion de INF-y+ 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 produccion i.c de INF-y e IL-4 en pacientes Cel Ad e
individuos control.
Datos compilados de los porcentajes de blastos T CD3+CD30+ (A) y CD3+0X40+ (B) que expresan INF-
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y o IL-4. Se indican los valores promedio + SEM, n: nimero de muestras. El analisis estadistico se
determin6 mediante el test- t de Student’s a dos colas.

Luego se determiné el efecto de IL-15 sobre las subpoblaciones de blastos T CD30+
INF-y+ vy de blastos T OX40+ INF-y+, respectivamente. Para esto, se incorporo IL-15 a
blastos obtenidos al tercer dia de estimulacion (siguiendo el mismo esquema experimental
con que se analizaron anteriormente las subpoblaciones de blastos T), y se compararon
los porcentajes de células INF y+ 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 produccion de IL-4 en blastos T CD30+y T OX40+ como tampoco

fue modificada por IL-15 (datos no mostrados).
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Figura 22: Efecto modulatorio de IL-15 sobre la expresion de INF- y en la subpoblacion de blastos
T CD30+ u OX40+. Porcentajes de blastos T CD30+ (A) y OX40+ (B) que expresan INF- y en ausencia o
presencia de IL-15. Se indican los valores promedio £ SEM, n: nimero de muestras.

El andlisis estadistico se determiné mediante el test- t de Student’s pareado a dos colas.

En un escaso numero de pacientes Cel Ped (n= 4) estudiados, tampoco encontramos
diferencias en la produccion de INF-y ni de IL-4 en ninguna de las dos subpoblaciones de

blastos (datos no mostrados).
Resumen de Resultados

¥ Observamos un mayor porcentaje basal de células CD3+CD45RO+ en Cel Ad,
pero no asi en los porcentajes de células CD3+CD25+ y CD3+CD69+ en ninguno de los

grupos (Tabla A).
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¥ La fraccion de blastos que expresa CD30 al quinto dia post-estimulacién con el

mitdgeno anti-CD3 es mayor en pacientes Cel Ad respecto a controles, figura 3.

% IL-15 indujo un incremento diferencial en la subpoblacion de blastos T CD30+ en
pacientes Cel Ad, pero no en los Cel Ped (figura 8 y 10). La subpoblacion de blastos T
0OX40+ disminuyo diferencialmente, luego de la estimulacion con IL-15 en Cel Ad, pero no
en Cel Ped (figura 12 y 14). Atribuimos a IL-15 la modulacion tanto de blastos T
CD3+CD30+ como de CD3+0X40+ (figura 15).

% No se modificé la produccion de IFN-y 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).

% La proporcion de blastos T CD30+ productores de INF- y 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 si en los individuos control (figura 20 A). Por otro lado, los
pacientes Cel Ad evidenciaron mayor porcentaje de blastos productores de INF-y en la
subpoblacién CD3+CD30+ que los individuos control (figura 21 A). La expresion de INF-y e

IL-4 en blastos T CD3+0X40+ fue similar entre pacientes Cel y controles (figura 21 B).

¥ La produccion de INF-y e IL-4 en blastos CD3+CD30+ como CD3+0OX40+ no fue
modulada por IL-15 (figura 22).

Discusioén de resultados

En este capitulo hemos analizado las caracteristicas fenotipicas de CMSP en cuanto a
la expresién de distintos marcadores de activacion celular. Hemos focalizado nuestro
estudio en CD30 y OX40, dos moléculas pertenecientes a la familia del receptor de TNF
(TNF-R). Investigamos su modulacion 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 poblaciéon 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 periodos prolongados. Estas células manifiestan una rapida activacién frente a la

reiterada estimulacion tanto con antigenos propios como no propios, lo que les confiere un
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estado de activacion crénica (Tough y Sprent 1994). Por lo tanto el incremento observado
en la subpoblacién de células CD45RO+ en condiciones basales, en pacientes celiacos
tanto adultos como pediatricos, podria reflejar un estado de mayor activacion linfocitaria
sistémica que podria ser resultado de la estimulacién 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 activacion crénica se
reflejase similarmente en un mayor porcentaje de células CD3+CD25+ en el grupo de
pacientes celiacos respecto de los individuos control.

Como se menciond en la Introduccion, la expresion de las moléculas CD30 y OX40
requiere la activacion previa de los LT periféricos, y es modulada positivamente en
respuesta al mitdbgeno anti-CD3 entre otros estimulos (Ellis T M y col., 1993, Tarkowski M y
col., 2002.). Sin embargo, observamos diferencias entre la regulacion de la expresion de
ambas moléculas por mitbgenos durante la activacion de los LT. Si bien ambas registraron
su maxima expresion al tercer dia post-estimulacion de CMSP con anti-CD3, el porcentaje
de células OX40+ observado superé al de los blastos T CD30+ generados durante los
cinco dias post-estimulacion evaluados. Las subpoblaciones de blastos T CD30+ y OX40+
alcanzaron su maxima expansion en el momento de maxima proliferacién del cultivo, sin
embargo la subpoblacién de blastos T CD30+ persiste al quinto dia post-estimulacién en
las CMSP provenientes de los pacientes celiacos, simultaneamente con la disminucion
observada de su actividad proliferativa. Esto proveeria a las CMSP de pacientes celiacos
de una subpoblacion de LT CD30+, con una capacidad adicional de respuesta frente a
estimulos regulatorios.

Aungue el analisis de la produccion de IFN-y e IL-4 por las diferentes subpoblaciones
no nos permite determinar una posible produccion intracitoplasmatica simultanea de
ambas citoquinas, éste arroja algunas diferencias interesantes entre pacientes y controles
en cuanto al perfil Thl/Th2 de las subpoblaciones CD3+CD30+ y CD3+0X40+
respectivamente. Asi, observamos un mayor porcentaje de células productoras de
INF- y con respecto a las productoras de IL-4 en blastos CD3+CD30+ (no asi en blastos
CD3+0X40+) en pacientes celiacos pero no en controles, lo que coincide, a nivel de esta
subpoblacién, con el desarrollo de la respuesta inflamatoria predominantemente Thil
demostrada en el contexto de esta patologia.

A través del andlisis comparativo de las subpoblaciones de blastos T CD3+0X40+
provenientes de pacientes celiacos y controles, por el contrario, observamos proporciones
similares tanto de células productoras de INF-y como de IL-4. Esto significaria que la
subpoblacién identificada como CD3+0OX40+ estd similarmente sujeta a ambas vias de
diferenciacién en pacientes e individuos control, sin predominio neto de los perfiles
Th1/Th2 evaluados.

Hemos descripto que una subpoblacion de blastos T CD30+ persiste aumentada en los
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cultivos de CMSP provenientes de pacientes celiacos luego de 5 dias de estimulacion
mitogénica in vitro. Por un lado este efecto podria ser una consecuencia de la mayor
produccion de IFN-y en CMSP, observada tanto en condicién basal (Hansson A y col. ,
1999) como por nosotros, en la subpoblacién de blastos CD3+CD30+ en respuesta a la
activacion mitogénica. Por otro lado, este efecto persistente podria ser reflejo (in vitro) de
una posible contribucién al desarrollo de la patologia celiaca in vivo. El hipotético efecto
indirecto del IFN-y sobre la persistencia de blastos T CD30+ en los cultivos provenientes
de pacientes celiacos, podria estar mediado por IL-2 y/o IL-15. El IFN-y no estimula
directamente la proliferacion de células T in vitro, pero induce la produccion de IL-2 e IL-15
(Grabstien y col., 1994; Waldmann y Tagaya 1999; Ma y Boone, 2000). Esta Ultima
citoquina comparte con IL-2 algunas cadenas de sus receptores, asi como su funcién
estimuladora de la proliferacién in vitro de células T. Dentro de los mecanismos
probablemente involucrados en el papel de IFN-y como promotor indirecto de la
persistencia de blastos T CD3+CD30+ en pacientes celiacos, se han mencionado en la
Introduccion, el efecto de IL-2 sobre la activacion de células CD45RO+CD30+ (Elis T My
col., 1993) y la generacion de células CD30+ a través de un mecanismo autécrino mediado
por IL-15 en blastos activados (Alzona y col. , 1995; Periolo y col. , 2010). Debido a ello
sugerimos entonces, que la posible liberacion de IL-2 y/o IL-15 por células CD30+INF-y +
en respuesta a la estimulacion mitogénica, podria favorecer la persistencia de las células
CD3+CD30+ observada en cultivos de CMSP provenientes de pacientes celiacos.

Al estudiar si efectivamente IL-2 e IL-15 pueden contribuir a la expansiéon 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 poblacion pediatrica y adulta. La IL-15
no solo estimula y promueve la activacion de células de memoria CD45R0O+ (Kanegane y
Tosato 1996) sino que de acuerdo con nuestros resultados, también induce la expresion
de CD30 en lo blastos activados. Mas aun, este efecto se encuentra diferencialmente
incrementado en el grupo de pacientes celiacos activos (Periolo y col., 2010). Sin
embargo, resulta dificil determinar la funcién biolégica mediada a través de CD30 en LT
debido a que la interaccion CD30/CD30L dispara multiples funciones tales como la
disminucion de la funcién T efectora, el direccionamiento de los LT hacia ndédulos linfaticos,
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
ademéas de la expresion elevada de sus receptores (IL-15R) en células T de memoria y de
su regulacion positiva luego de la activacion del TCR (Zhang y col., 1998), la interaccion
IL-15/ IL-15R retroalimenta positivamente su produccién (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 celiacos, en probable correlacién con la mayor expresién de su cadena aq,

en el intestino delgado de pacientes celiacos activos (Bernardo y col., 2008). Si bien

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



no hemos podido estudiar la expresion de IL-15R en los blastos T, el incremento en el
porcentaje de células CD45RO+CD30+ inducido por IL-15 en cultivos de pacientes
celiacos, podria atribuirse a un fendmeno similar al previamente observado para la
expresion de IL-15R en el intestino delgado, o a una retroalimentacion mediada por IL-15,
y seguida por expansion celular de los blastos T.

Contrariamente al comportamiento diferencial observado para blastos T CD30+ entre
pacientes y controles, el porcentaje de blastos T OX40+ disminuy6 luego de cinco dias de
estimulacion con el mitégeno anti-CD3 tanto en muestras provenientes de pacientes como
de controles. Esta disminucién 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 celiacos adultos en comparacién con sus
controles, sin evidenciarse diferencias dentro de la poblacion pediatrica. Al utilizar un
anticuerpo neutralizante anti-IL-15 durante la activacion mitogénica se observé que IL-15
contribuy6 a la disminucién de la subpoblacion de blastos OX40+.

Tanto en controles como en pacientes Cel, la activacion de CMSP con el mitdgeno
anti-CD3 aumentd la produccion de IFN-y e IL-4 solubles. Especificamente en los
pacientes celiacos, la proporcion de blastos T CD30+ productores de INF- y resulté mayor
a la de blastos T productores de IL-4 en respuesta al mitdbgeno. A pesar del efecto
estimulador de IL-15 sobre la transcripcién de INF-y pero no de IL-4 en LT activados
reportado previamente (Borger y col. , 1999).,no observamos cambios en la produccién 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 expresion de OX40 en LT (Gaspal y
col., 2005), y por otro lado se ha observado que la expresion de la cadena a del receptor
de IL-7 (IL-7Ra) es menor en LT activados que en virgenes (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). Podriamos postular entonces, que la disminucién de la subpoblacion de blastos T
OX40+ observada, podria ser consecuencia de un efecto negativo de la IL-15 exdgena
sobre IL7Ra. Una baja expresion de IL-7Ra podria conferir, ademas, una desventaja
para IL-7R en su competencia con receptores para IL-2, IL-15, IL-4 e IL-21 por la
subunidad yc. Esto redundaria en una disminucion en la sefal promotora de la expresion
de OX40 en los blastos T impartida por IL-7.

Por ultimo, el hecho de que la magnitud de la disminucion de blastos T OX40+ frente a
IL-15 resultara mayor para los pacientes celiacos adultos en comparacién con sus
controles, reflejaria una interesante diferencia en la regulacion de OX40 en el contexto de
la patologia celiaca, si se tiene en cuenta que OX40 esta involucrada en el desarrollo y la
homeostasis de los LT reguladores (Treg) (Takeda | y col., 2004). Si ademas
consideramos que existe un efecto supresor de IL-15 sobre las Treg (Ruprecht CR y col.,

2005), podriamos inferir entonces un posible déficit tanto en el desarrollo como en la
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funcion de las células Treg en el contexto de la EC.

2- Marcadores de activacion celular en biopsias de mucosa intestinal

2.1 Analisis por inmunohistoquimica de la expresién de CD30 en la mucosa

duodenal

Se evalu6 la expresibn de CD30 mediante un andlisis inmunohistoquimico
retrospectivo utilizando tacos de biopsia de ID pertenecientes a 6 individuos control y 6
pacientes Cel Ad.

El patrén de distribucion 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: Localizacién de la molécula CD30 en biopsias duodenales.
Las células en marrén corresponden a LIEs CD30+ (A) y LPLs CD30+ (B) en un paciente Cel Ad
representativo. Los cortes histolgicos fueron examinados bajo microscopio dptico. Amplificacion 1000X.

2.2 Cultivo de biopsias duodenales.

Todos los estudios que se presentan a continuacion en este capitulo
corresponden al analisis prospectivo utilizando material fresco obtenido por endoscopia,
como se indic6 en la seccidn de Materiales y Métodos.

A continuacion se presenta el analisis cuantitativo de un grupo de marcadores
fenotipicos incluyendo marcadores de activacion de LT en el epitelio y en la LP del ID,
tanto en condicion basal (sin estimulo antigénico) como frente al estimulo 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 Expresion basal de moléculas de activacion en LIEs y LPLs: CD25, CDG69,
CD45R0, CD30 y OX40.

El analisis de las suspensiones celulares obtenidas a partir de biopsias intestinales se
realiz6 mediante CF, el cual nos permiti6 identificar LIEs y LPLs. En primer lugar se
determind la localizacion intraepitelial de los linfocitos a través de la deteccion de CD103,

intergrina agB7 que caracteriza los LIEs del ID, figura 25.
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Figura 25: Expresion de CD103 en una suspension de LIEs en condicion basal.

A: Region seleccionada en la poblacion celular segun criterio de complejidad celular (SSC) vs CD3. Se
obtuvieron 100.000 eventos totales.
B: Expresion de CD103 en LIEs CD3+.

Por otro lado, se realizé un analisis fenotipico de la suspensiéon de LPLs en una
regién previamente seleccionada en forma similar que para los LIEs. En la figura 26 se
muestra el andlisis de la expresion de los marcadores CD69, CD45R0O y CD25 en una

suspension de LPLs representativa.
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Figura 26: Expresidon de marcadores de activacion en una suspension de LPLs proveniente de

una biopsia control representativa.

A: Laregién R1 corresponde a los LTCD3+ y fue obtenida en un gréafico de complejidad celular (SSC) vs.

CDs.

B: Porcentaje de células T CD3+ totales (obtenidas de la region R1) que expresan CD69, CD45R0O y

CD25 respectivamente.

Expresion basal de CD25, CD69 y CD45R0O en LIEs y LPLs.

La tabla C compila los datos del analisis de suspensiones celulares de LIEs y LPLs

provenientes de pacientes y controles pediatricos y adultos.

Adultos Pediatricos
Subpoblacién Controles Cel Controles Cel
(n=7) (n=12) (n=3) (n=11)
LIEs
CD3"CD45RO" 90,0 £ 2.1 90,0+ 6,3 90,0t 6,3 90,0+ 7,0
CD3" CD25" 50£13 701473 3,0f 4,1 50t 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+ 42
CD3' CD69" 96,0+ 5,2 99,0+ 4,0 99,0+ 5,6 98,0+ 6,0

Tabla C: Expresién de CD45RO, CD25 y CD69 en LIEs y LPLs en pacientes adultos y
pediatricos.

Se expresan los promedios + SEM, n: nimero de muestras analizadas. El analisis estadistico se
determin6 mediante el test- t de Student’s a dos colas.

Hemos observado que las moléculas CD45R0O y CD69 se expresan en mas del 90 %
de los LPLs y LIEs en condicion basal, mientras que la expresion 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.

Expresion basal de CD30y OX40 en LIEsy LPLs

A fin de poder identificar funciones relacionadas con la regulacion de la homeostasis en
LT, nos propusimos evaluar posibles diferencias en la expresién 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 capitulo anterior para los blastosT periféricos, encontramos
que la expresion de CD30 se encuentra asociada enteramente a células de memoria
CD45RO0+, figura 27.
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Figura 27: Analisis de CF correspondiente a LPLs provenientes de un individuo control adulto
representativo.
A: CD3+ vs. CD30+ ; B: CD3+ vs. CD45R0O+ ; C: CD45R0 vs. CD30.

Mediante el andlisis de la region linfoide previamente seleccionada como se indicé en
la figura 26, establecimos la expresion basal de CD30 y OX40 en suspensiones celulares
de LIEs y LPLs en muestras provenientes de poblaciones pediatrica y adulta. El
porcentaje de LIEs CD3+CD30+ observado fue similar en controles y Cel Ad asi como
en de controles y Cel Ped (figuras 28 A y C). La Unica diferencia observada en el analisis
comparativo de la expresion de CD30 en la mucosa intestinal consistié en una disminucién
en el porcentaje de LPLs CD3+CD30+ en suspensiones celulares provenientes sélo de

pacientes Cel Ped, (figuras 28 D).
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Figura 28: Andlisis comparativo de la expresion 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: nimero de muestras. El andlisis estadistico
se determiné mediante el test- t de Student’s a dos colas.

Por otro lado, el porcentaje de LIEs CD3+0X40+ fue similar en controles Ad y Cel Ad
(figura 29 A). Asi también, el porcentaje de LPLs CD3+0X40+ fue similar entre controles y
Cel tanto de poblacién adulta como pediatrica (figuras 29 B y D). En suma, la Unica
diferencia observada en el analisis comparativo de la expresién de OX40 en la mucosa
intestinal de pacientes Cel y controles consistié en una disminucion en el porcentaje basal
de LIEs CD3+0OX40+ en los pacientes Cel Ped frente a los controles respectivos (figura 29
C).
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Figura 29: Andlisis comparativo de la expresién 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: nimero de muestras. El andlisis estadistico
se determind 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 expresion de CD30 respecto a
OX40 en LIEs (poblacion adulta y pediatrica) y LPLs (poblacion adulta y pediatrica)
obteniendo los siguientes resultados, figura 30:

% No se observaron diferencias entre las subpoblaciones CD3+OX40+ vy
CD3+CD30+ ni para LIEs ni para LPLs de pacientes adultos, figura 30 A y B,
respectivamente.

% Por el contrario, tanto para LIEs como para LPLs se observd que la
subpoblacién CD3+ OX40+ es mayor a la CD3+CD30+ en pacientes pediatricos, 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+0OX40+ en LIEs y LPLs en pacientes Cel Ad (Ay B) y
Ped (Cy D).

Se indican los valores promedio + SEM; n: numero de muestras. El andlisis estadistico se determin6
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 expresion de moléculas de activacion en
LIEs y LPLs: CD25, CD69, CD45R0O, CD30y OX40

Las biopsias intestinales provenientes de poblacion adulta y pediatrica (segun se indica
en cada caso) fueron divididas en mitades. Se procedié 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 “condicion
basal”) durante un periodo de 3h (ver Materiales y Métodos).

Los marcadores de activacion CD25, CD45R0O 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 activaciéon CD30
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fue evaluado en pacientes y controles adultos, (figura 31) y s6lo en pacientes Cel Ped
(figura 32). Llamativamente, el agregado de gliadina provocé un aumento en la proporcién
de LPLs CD30+ en biopsias provenientes de pacientes Ped (figura 32 B) en las cuales se
habia descripto un menor porcentaje de LPLs CD30+ en condicién basal (figura 28D).
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Figura 31: Modulacion de la expresion de CD30 frente a estimulo con gliadina en biopsias
duodenales provenientes de individuos adultos.

Se indican los porcentajes de células CD3+CD30+ en LIEs (Ay B) y LPLs (C y D) antes y después de la
estimulacion con gliadina. Cada linea representa un resultado individual en controles Ad (Ay C), y Cel Ad
(B y D) respectivamente. El analisis estadistico se determiné mediante el test- t de Student’s pareado a

dos colas.
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Figura 32: Modulacién de la expresion de CD30 frente al estimulo con gliadina en biopsias
duodenales provenientes de individuos pediatricos.

Se indican los porcentajes de LIEs (A) y LPLs (B) CD3+CD30+ obtenidos antes y después de la
estimulacion con gliadina. El analisis estadistico se determind mediante el test- t pareado a dos colas

Debido a la disponibilidad limitada de muestras de Controles Ad, OX40 fue evaluado
s6lo en pacientes Cel Ad (figuras 33) y en Controles Ped como en Cel Ped (figura 34).
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Figura 33: Modulacién de la expresion de OX40 frente al estimulo con gliadina.

Se indican mediante lineas los resultados individuales correspondientes al porcentaje de

células CD3'0X40" en LIEs (A) y LPLs (B) antes y después de la estimulacion con gliadina, en pacientes
Cel Ad. El analisis estadistico se determiné mediante el test- t de Student’s pareado a dos colas.
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Figura 34: Modulacion de la expresion de OX40 frente al estimulo con gliadina en
biopsias duodenales provenientes de individuos pediatricos.

Se indican los porcentajes de CD3"CD30" en LIEs (A y B) y LPLs (C y D) antes y
después de la estimulacion con gliadina. Las lineas representan resultados individuales
correspondientes a individuos control (A y C), y pacientes Cel (B y D), respectivamente.
El analisis estadistico se determiné mediante el test- t pareado a dos colas.
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En el caso de OX40, la unica diferencia que habiamos observado en biopsias de

pacientes Cel Ped en condicion basal es un menor porcentaje de LIEs ox40" en
comparacion 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 estimulo con gliadina en LIEs ni en LPLs ox40" en ninguna de las dos

poblaciones etarias analizadas.
2.2.3 Modulacion de CD30 por IL-15en LIEsy LPLs

El siguiente estudio fue realizado solo en poblacién pediatrica. Para evaluar el efecto
de IL-15 sobre la expresiéon de CD30 u OX40 en LIEs y LPLs, cada biopsia duodenal fue
dividida en tres fracciones. Estas fueron incubadas durante 3 h, en presencia de IL-
15, de gliadina, o en medio de cultivo (condiciéon basal). Al cabo de la incubacién, se
prepararon suspensiones celulares de LIEs y LPLs por disgregacién de las biopsias

como se indicé en la seccién de Materiales y Métodos. Observamos un incremento en el

porcentaje de LIEs CD3"CD30"  frente al estimulo con IL-15 en el Gnico individuo

Control Ad y en uno de los dos pacientes Cel Ad estudiados, figura 35A. A su vez, se

observé un incremento en el porcentaje de LPLs CcD3"CcD30" frente al estimulo de IL-
15 en muestras de dos pacientes y ambos controles, figura 35B. Debido al escaso
numero de biopsias disponibles para este estudio, s6lo se presenta un analisis individual

de resultados sin el correspondiente analisis estadistico.
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Figura 35: Efecto de gliadina e I1.-15 sobre la expresion de CD30 en LIEs v LPLs de Cel Ad v
Contro Ad. Porcentajes de CD37CD30” en LIEs (A) v LPLs (B), luego de la estimulacién con gliadina

o con IL-15. Las barras representan valores individuales.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Resumen de Resultados

¥ La distribucién de LIEs y LPLs CD30+ es idéntica en biopsias duodenales de

pacientes y controles, con predominio en la LP.

¥% En la poblacién adulta, ni LIEs ni LPLs de controles o Cel difieren en la
expresion de CD30 y OX40. Por otro lado, los porcentajes de dichas poblaciones tampoco

se modifican por el agregado de gliadina.

¥ En la poblacion pediatrica, 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 supoblacién celular. La subpoblacién basal de LIEs
OX40+ es menor en Cel respecto a controles pero la gliadina no modifica su porcentaje de

expresion.

¥ Al comparar la expresion basal de CD30 y OX40 en cada subpoblacién 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.

¥ El estimulo con IL-15 no indujo incrementos en la expresion de CD30 ni OX40 en
LIEs nien LPLs.

Discusioén de resultados

El analisis de CF nos ha permitido caracterizar fenotipicamente las distintas
subpoblaciones linfocitarias de LIEs y LPLs presentes en la mucosa del ID en pacientes
con EC, en cuanto a la expresion de diferentes moléculas de activacién celular. Asi, hemos
observado que ni los porcentajes de LIEs ni los de LPLs CD69+ y CD45RO+ difieren entre
los pacientes Cel y controles. La expresion de CD45R0O mayor al 90% refleja el fenotipo de
memoria caracteristico de las poblaciones linfocitarias presentes en el ID. Nuestros
resultados concuerdan con trabajos previos que habian demostrado la presencia de un
pequefio 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 sélo en LPLs sino tampoco en LIES) entre individuos control y
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pacientes. Se ha reportado ademas, que el desafio con gliadina en biopsias provenientes
de pacientes celiacos en DLG, se caracterizd por un aumento en la expresion de CD25
(Salvati VM y col. , 2005). Al no disponer de biopsias de pacientes en DLG, debido a que
ante su buena evolucién clinica de los pacientes no es aconsejado el control mediante
biopsia duodenal (Walter-Smith JA y col. , 1990), en nuestros experimentos el desafio con
gliadina fue realizado en todos los casos con material proveniente de pacientes celiacos
activos. Bajo estas condiciones, la gliadina no dispar6 expresion de CD25 ni en LIES ni en
LPLs. Si bien s6lo podemos especular acerca de las diferencias entre nuestros resultados
y los de los autores citados (para la expresion de CD25), se deben tener en cuenta
algunas consideraciones:

En primer lugar dichas diferencias pueden deberse al uso de diferentes
metodologias. Tanto el trabajo de Halstensen como el de Salvati utilizaron una técnica de
analisis cualitativo (inmunohistoquimica); la CF, en cambio, arroja datos cuantitativos. En
segundo lugar, las diferencias pueden atribuirse a la duracién del estimulo ex-vivo con
gliadina. Si bien no contamos con jarras anaerébicas requeridas para realizar cultivos
prolongados, la evidencia de que la gliadina induce cambios tempranos en la
expresion de diversos marcadores intestinales (Maiuri y col. , 1996; Maiuri y col. , 2003)
nos impulso a realizar la estimulacion durante 3h. En tercer lugar a que nuestros pacientes
no se encontraban en DLG, y probablemente esta condicién haya determinado una menor
posibilidad de evidenciar respuestas tempranas (3h) o de baja magnitud.

En cuanto a la expresibn de CD30 hemos descripto diferencias entre la
poblacion pediatrica y adulta. En los pacientes adultos, no encontramos diferencias ni en
cuanto a su expresion basal ni en cuanto a la respuesta a gliadina en LIEs o LPLs. En
nifios, en cambio, observamos un menor porcentaje de LPLs CD30+ en los pacientes con
respecto a los controles en condicion basal. Sorprendentemente, el incremento en el
porcentaje de LPLs CD30+ Iluego de la estimulacion con gliadina fue mayor en los
pacientes celiacos que en controles.

Como se ha comentado en la introduccion los péptidos de gliadina inducen
produccion de IL-15 en la mucosa intestinal de pacientes celiacos y dicha citoquina
desencadena efectos muy diversos (Maiuri L y col. , 2000). Si bien no hemos podido
evaluar la produccién de IL-15 en nuestros sobrenadantes de cultivo de biopsias
estimuladas con gliadina, podemos inferir que su produccién se induce luego de 3 h de
estimulo, como fue previamente demostrado por Bernardo D y col. , 2007. Sumado a estos
efectos, la mucosa intestinal de los pacientes celiacos pediatricos expresa altos niveles
basales de IL-10 derivada de LT en comparacion con pacientes celiacos en DLG y
controles (Forsberg G y col. , 2002; Salvati VM y col. , 2005) y ademas, habiéndose
demostrado que IL-10 inhibe el desarrollo de las células T CD30+ y con ello la

produccion de INF-y (Alzona M y col. , 1995), proponemos que la expresion basal de CD30
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en LPLs, observada en los pacientes pediatricos, se mantendria en un bajo nivel de
expresion debido a la sobreproduccion de IL-10 y que el aumento en el porcentaje de
LTCD3+CD30+, producido luego de la estimulacién antigénica, podria estar dado por la
sintesis de IL-15 que induciria un desbalance a favor de la expresion de CD30. En este
escenario, debe asumirse que la cantidad IL-10 en las biopsias seria insuficiente
como para contrarrestar la respuesta inmune mediada por citoquinas principalmente
de perfil Thl desencadenadas en respuesta a gliadina.

A fin de intentar una interpretacion 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 celiaco), IL-15 actuaria como
quimioatractante de LT, una funcién mediada por la “activacién” de los endotelios a través
de la induccion de moléculas de adhesion (LFA-1/ICAM-1) (Wilkinson PC y Liew FY 1995,
Sancho D y col. , 1999). En particular, IL-15 facilitaria el reclutamiento de LT CD45R0+
periféricos (Mclnnes 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 especifico para
CD30 a pesar de ser LTCD30-. Este transcripto es capaz de traducirse, y la proteina ser
expuesta en superficie luego del contacto del LT con endotelios activados (Gerli R. y col. ,
2000; Gerli, Ry col. , 2001). Los LTCD30- podrian entonces ingresar desde la periferia a
la mucosa y expresar CD30 como consecuencia de la presencia de antigenos y factores
coestimulatorios locales (Gilfillan MC y col 1998; lannone F y col. , 1994).

El estudio de una posible expresion de CD30L en células endoteliales del ID
permitiria dilucidar la participacion de CD30 en la migracion desde la periferia hacia la
mucosa intestinal.

En lo que respecta a OX40, ha sido reportada la presencia de LPLs CD4+0X40+ en
pacientes Cel, y no en individuos control (Stlieber 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 pediétrica.

Como se comentd en la Introduccién, la supervivencia de los LTCD4+ dentro de la LP
de la mucosa intestinal requiere sefiales mediadas por CD30 y OX40. De acuerdo con
ésto, nuestros resultados indican que la expresion de OX40 también seria necesaria en los
LT de la mucosa intestinal normal. Si bien no hay estudios en humanos, el sistema
0OX40/0X40-L en LIEs de ratén (Wang HC y Klein JR, 2001) tendria un papel central en el
mantenimiento de la homeostasis local. En ese modelo, OX40 identificaria una
subpoblacién de LIEs efectores recientemente activados por antigeno, capaces de
producir INF-y y suprimir la expresién de IL-10. En nuestros experimentos observamos una

disminucion en el porcentaje de LIEs OX40+ so6lo en pacientes celiacos pediatricos
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respecto a las biopsias control. Una extrapolacion del modelo murino al humano nos
permite sefialar, que esta disminucién en el porcentaje de LIEs OX40+ en los pacientes
celiacos pediatricos, 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 poblacion celular parcialmente activada como lo
denota la expresion de CD69 o su actividad citotdxica espontanea. Para adquirir un mayor
grado de activacion requieren sefalizacion a través del receptor antigénico. El hecho de
gue la estimulacion con gliadina no haya modificado la expresion de OX40 en LIEs (ni en
LPLs) implica -en principio- que OX40 no estaria involucrada dentro de los efectos
disparados por la gliadina en el ID. Se plantea asi una aparente discordancia entre los
resultados observados en condiciones basales (disminucion del porcentaje de LIEs OX40+
en celiacos pediatricos vs. controles) y los observados luego del estimulo con gliadina
(similares porcentajes de LIEs OX40+ antes y después del estimulo tanto en pacientes
como en controles). Entre las posibles causas de dicha discordancia mencionamos la
insuficiencia del estimulo antigénico en duracion y/o concentraciéon y/o la utilizacién en
todos los casos de muestras provenientes de pacientes celiacos activos.

Por ultimo, los mayores porcentajes de LIEs y LPLs OX40+ observados en condiciéon
basal con respecto a LIEs y LPLs CD30+ en biopsias de pacientes celiacos pediatricos,
pero no de adultos, nos permite inferir la existencia de diferentes sefiales que regulan la
expresion de ambas moléculas en los LT, y que las mismas difieren entre ambos grupos
etarios.
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3- ECR: Parametros clinicos, moleculares y celulares asociados con el prondstico y
su evolucion

3.1 Estudio molecular de TCR-y y su relaciéon con el inmunofenotipo

Pudieron ser estudiados los reordenamientos del TCR-y en 34 pacientes de un total
de 37, que nos posibilitaron inferir la expansion local de uno/pocos clones de LT
predominantes. Observamos rearreglos monoclonales en 18/34 pacientes (53%) vy
rearreglos policlonales en 16/34 pacientes (47%).

Por otro lado, se estudid el inmunofenotipo de los LIEs mediante técnicas de
imnunohistoquimica. De los 17 pacientes con LIEs de fenotipo aberrante, 11 presentaron
un patréon de TCR-y monoclonal (65%). Se observé una concordancia de 78% entre
fenotipo aberrante y monoclonalidad (11/14), y un 54% entre fenotipo aberrante y
policlonalidad (6/11), tabla D.

Tnaonnneienolne
Paciente Sexo/Fdad TR - LIE=s
1 F 20 ™ A
2 E/S0 v ND
3 F 46 I ND
4 M3 1 ™ D
5 F/58 M A
& F/38 v A
7 Fr53 ™ A
2 Fr54 M ND
o MLAS M A
10 F/63 v A
11 NS0 ™ A
12 ML/ZO M A
13 NS 3 v A
14 N33 ™ P
15 F/25 M r
15 ML S v I
17 Fra3 ™ A
12 F/55 M A
10 F o4 =] T
20 oy R P A
21 Fral p=3 P
22 MLS2 D P
23 Fr54 D A
24 NS0 P A
25 Fr53 p=3 A
265 Fr43 =] D
27 F/53 D MDD
28 NSO P ND
20 NS 1 =] r
30 F/57 D A
31 Er45 j=] A
32 Fr37 p=3 P
33 Fr47 =] D
34 Fr5l D MDD
35 F 46 ND ND
38 ML/ZO MDD ND
37 NS 2 ND ND
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Tabla D: Estudio de glonalidad de TCR-y e inmunofengtipo de los LIEs.

Los pacientes refractarios se categonzan en base al analisis de TCE- v, M: Monoclonal, P: Policlonal v al

mmunofenotipo delosLTEs (A): Aberrante, (N): Normal, ND: no determinado.

3.2 Evolucion de la ECR: Tasa de sobreviday causas de muerte

La tabla E indica el tiempo de evolucién de la EC (considerado entre el diagnostico
inicial de EC vy el posterior diagnostico de ECR), los pacientes restantes debutaron con
ECR. También se indica la presencia de yeyunitis ulcerativa (YU) (59 % de los pacientes),
el tiempo de evolucién de la ECR (considerado entre su diagnéstico y la actualidad), las

causas de defuncién y el estado actual de los pacientes que permanecen Vvivos.

Dhagnostico Tiempo de Evolocion
e SR desde ECR YU Causa de defancién  Estado Actual
1 lm KD a1 KD Busno
2 2m 1m 51 EATL ND
3 debuts ECE. 227m 51 Semis ND
4 2m D s ¥D Euamo
3 3a la 51 Isquemia intsstinal D
& la D s ¥D Euamo
l debts ECE. la 51 Bamais- Mermonia D
g 2a 6m la7m 51 Infarto XD
o laim KD KD KD DHarr=a
10 Sm 221m D Tremhaembelisme. pulmonsr ND
11 Tadm D D ¥D Dizrras
12 4m 2a Im KD KD Busno
13 dabuta ECF. D D ¥D Euane
14 lm D D Semeis D
15 la Tm KD KD KD Busno
16 %a D 51 ¥D Euane
17 lm ¥D s ¥D Euamo
18 la KD KD KD Busno
18 23a D 51 ¥D Euano
20 lm 3afm 51 Samsis ND
a1 10a ¥D s ¥D Euamo
2 om lalm 51 EATL XD
23 5afm 10m 51 EATL ND
24 3m D s ¥D Euamo
25 4m D s ¥D Euamo
26 D D D Samis D
7 D XD XD Disteriorn proeresive D
28 D D D D Busno
20 22 8m D D ¥D Buamo
an 12a 152 5m D Samsis ND
31 Sm D s ¥D Euamo
32 debts ECE. D 51 ¥D Ragrlar
33 dabuta ECF. D D ¥D Euano
34 D D D D Busno
35 D D s EATL ND
36 D D 51 EATL D
7 ND D s EATL ND
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Tabla E: Progresion de la ECE.
Sedetzllan las cansas de defuncidn v el estado acmal de sz2lud de los pacientes refractarios que se encuentran

convida. EATL: Linfoma T asoctzdo 2 Enteropatia. a- afios, m: meses.

El tiempo promedio de evolucién de la ECR en 10/16 fallecidos fue de 2 afios y 10
meses. En aquellos pacientes que presentaron monoclonalidad el tiempo promedio fue de
s6lo 1 afios y 5 meses, mientras que en pacientes que presentaron expansion policlonal,
el promedio de sobrevida fue mucho mayor, 5 afios y tres meses.

En cuanto a la mortalidad global, se registrd6 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 presentd un patrén monoclonal (paciente
2) e inmunofenotipo no determinado. Dos presentaron un patrén policlonal (paciente 22 y
23) donde solo el paciente 23 presentd LIEs aberrantes. Por dltimo, en los tres pacientes
restantes no fue posible evaluar su inmunfenotipo.

La mortalidad en los casos donde no hubo desarrollo de EATL se debio a falla
vascular (n=3), sepsis en el marco de deterioro progresivo sin desarrollo de malignidad
(n=6) vy desnutricién progresiva (n=1).

Los 17 pacientes que se encuentran con vida son asintomaticos, presentan diarreas

persistentes (n=2) o bajo peso (n=2).

3.3 Expresion de IL-15, IL-18 e INF-y en biopsias duodenales

Se evaluaron por RT-PCR semi-cuantitativa los niveles basales de transcriptos para
las citoquinas IL-15, IL-18 e INF-y en biopsias duodenales provenientes de pacientes
refractarios libres de tratamiento farmacolégico.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demostramos un incremento
en la expresion de IL-15 e INF-y, pero no de IL-18 en pacientes Cel Ad vs. controles (datos
no mostrados). Utilizando el mismo grupo de pacientes celiacos (n=10) comparamos el
nivel de expresion 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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Figura 36: Determinacion de transcriptos para IL-15, IL-18 e INF-y mediante RT-PCR semi-

cuantitativa.
Las barras horizontales indican &l nimeto promedic normalizado de transcriptos = SEM. n= nimere de

mu=stras. El analizsiz estadistico se determine mediante &l test- tde Smdent’z 2 dos colas.

Observamos heterogeneidad en el nimero de transcriptos de IL-15 e INF-y en los
pacientes refractarios, con cierta tendencia hacia un mayor nivel de transcripcion 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 estadisticamente significativos
cuando se compararon refractarios con el grupo control, como lo era también el grupo de
los pacientes celiacos vs. controles (datos no mostrados).

El andlisis de TCR-y para estos 5 pacientes refractarios determind 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 amplificacion de un fragmento de aproximadamente

200 pb (banda monoclonal) seguln se indica.
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Figura 37: Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos amplificados mediante el analisis de
clonalidad en biopsias duodenales de pacientes con ECR. Czlle 1: marcador de pese melecular, calle 3 - 6
pacient=s (Pac) con amplificacion moneclonal, czlle 7: P 20 con patron de amplificacion policlona] (zusencia

dz banda d= amplificacion). (+): control positive (células MOLT-4). (-): control nagativo.

La tabla F relne las caracteristicas de los pacientes sometidos a analisis de

expresion de citoquinas, el nivel de clonalidad, inmunofenotipo de los LIEs y las causas de

defuncién.

Inmunofenotipo  Causa de |
Paciente IL-13 INF-y TCR- 7 LIEs defuncion

2 R . M ND EATL

3 . R M ND Sepsis

6 ' : M / ND

12 ' ; M A ND

20 R . P / Sepsis

Tabla F: Caracteristicas de los pacientes refractarios disponibles para el estudio de expresion de
IL-15: (+): piransenntng./ bR B-acima < 11002, (+): 1.10" < n° transcriptos / pg B-aeiima < 1,1.10"; (++):
n° transeriptos / pg P-actime = 1101

INF- v (+):n° transcriptos / pg -actina < 1.10% (++): 1.10° < n° transcriptos / pg P-actina < 1.10°% (++H):n°
tramseriptos, g P-astina = 1.10°

M:Monoclonal. P: Boliclonsl A: Aberrante. ND: No determinado

Podemos destacar que el paciente que desarrollé6 EATL expreso altos niveles de IL-
15 e INF-y. Por otro lado, los dos pacientes que presentaron los niveles mas bajos de IL-
15, en asociaciéon con monoclonalidad y presencia de LIEs aberrantes (Pac 6 y 12)
contindan con vida y en buen estado de salud. Esto sugeriria que aln expresada, la IL-15
podria ser localmente contrabalanceada por diferentes citoquinas o factores locales que

podrian prevenir el curso mas severo de la enfermedad.
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3.4 Analisis de la expresion de CD30 en LIEs y LPLs en respuesta a IL-15
Se evalud la expresion y la modulacion de CD30 por IL-15 en LIEs y LPLs

provenientes de biopsias duodenales cultivadas durante 3h en presencia de IL-15, figura
38.

Pacientes refractarios

(n=4)
201 LIEs LPLs
- Pac 2
15 Pac 9
- Pac 11
~¥-  Pag 31

% cD3*'cD30*
=

L]
1

=

Basal IL-15 Basal IL-15

Figura 38: Modulacion de la expresion de CD30 por IL-15 en biopsias duodenales provenientes de
pacientes refractarios.

Se indican los porcentajes de LJEs (izg) v LPLs (der) CD3*CD30" en condicion basal v frents 2 estimulo
conll-15 por 3 h. Las lineas representan resultados mdrvidnales de cada paciente con ECEL

n:niumere de pacientes.
=

Los resultados obtenidos demostraron un incremento en la expresion de CD30 tanto
en LIEs como en LPLs, luego del agregado de IL-15 en los cuatro pacientes analizados.
No pudo realizarse el estudio estadistico por el escaso nimero de pacientes evaluados.

La tabla G reune los resultados obtenidos en los mismos cuatro pacientes en cuanto
alos indices de estimulaciéon para la expresion de CD30, la presencia de YU, nivel
de clonalidad, inmunofenotipo de LIEs y causas de defuncién.
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Tmumofenotipo Causa de

TCR- ¢ LIFs fefincion
{ XD EATL
{ A ND
| A ND
P A ND

Incremento de (D30 por IL-15
LIES LPLS

del apregado d= 1115 de 12 signient= manera:
LIEs:(+):10<IE<15;++IE= 13

LPLs:(+): 10 <IE<15;(H)iIE=13

ND:No determinado: M:hIonoclonsl. P: Boliclonsl A: Aberrante. N Normal

Tabla G: Caracteristicas de los pacientes refractarios utilizados para el estudio de la expresion de CD30.

Seestzblecio un mdice de estimulacion (IE) segin los niveles de expresion delz melécula CD30 antes v luego

En el pequefio grupo de pacientes ECR disponible para el analisis de expresion de

CD30, al igual que para el pequefio grupo disponible para la evaluacion de citoquinas,

resulta dificil concluir si existe correlacion entre la regulacion de la expresion de CD30 por

IL-15 y demas parametros especificados en la tabla G. El paciente 11, en que se registré

un mayor incremento en la expresion de CD30 en LIEs y LPLs no evidencia EATL y la

respuesta a IL-15 fue moderada, pero vale aclarar que este paciente continlla 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 relne los parametros evaluados en estos pacientes.

4

Paciente

Inmunofenotips  Causade

TCR-7 LIEs defuncion ~ IL-15
M ND EATL -
P N EATL ND
P A EATL ND
ND ND EATL ND
ND ND EATL ND
ND ND EATL ND

Evolucion desde
D30 ECR
lm

KD lalm

KD 10m

KD KD

KD KD

KD KD
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Tabla H: Caracteristicas de los pacientes refractarios que desarrollaron EATL.
ND: No determinado; M: Monodonal, P: Policlonal. A: Aberrante, N: Normal. EATL: Linfoma T aseciade 2

Enteropatia. 2 afios. m: mases.

Aungque hemos podido analizar muy pocos parametros en estos pacientes, vale la
pena destacar que el Unico paciente (numero 2) presentdé monoclonalidad, tuvo alta
expresion de IL-15 (Tabla F), registré un indice de expresion de CD30 bajo en LIEs y LPLs
(Tabla G) y el periodo de sobrevida posterior al diagndstico de ECR fue solo de 1 mes. El
analisis de este conjunto de parametros en un mayor nimero de pacientes podria, en un

futuro, tener utilidad para el pronéstico y/o seguimiento de la ECR.
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Resumen de Resultados

% Nuestro estudio comprendié 37 pacientes con ECR de los cuales el 60%

presentaron complicaciones por YU, siendo la misma una condicion latente de malignidad.

% Encontramos un porcentaje similar de biopsias con infiltrado monoclonal y

policlonal (53% y 47%, respectivamente), de acuerdo con el andlisis de TCR-y.

¥%  El inmunofenotipo aberrante en los LIEs coincidi6 con la presencia de
monoclonalidad en un 78% de los pacientes y con la presencia de policlonalidad en un
54%.

¥ Se registré una mortalidad global de un 43% independientemente de la presencia
de mono o policlonalidad.

¥ El porcentaje de complicaciones y defuncion por EATL fue de 16 %.

¥ La expresion de IL-15, IL-18 e INF-y no difiere respecto del grupo de pacientes

celiacos.

¥ La expresion de CD30 en LIEs y en LPLs incrementa luego de la incorporacion de
IL-15 a cultivos de biopsias ex vivo. Sin embargo sélo uno de los cuatro pacientes que
fueron evaluados en este estudio, desarroll6 EATL registrando moderados niveles de

expresion de la molécula CD30.

¥% No pudimos relacionar los estudios de clonalidad, expresiébn de

citoquinas, inmunofenotipo de LIEs y expresién de CD30 con la progresion a EATL.

Discusién de resultados

Hemos reportado el estudio de 37 pacientes diagnosticados en la misma institucion.
Este hecho debe destacarse ya que determind que la seleccion de pacientes que
presentan ECR, una entidad clinica relativamente poco estudiada hasta el momento, haya
sido efectuada por el mismo equipo médico y bajo los mismos criterios de diagndstico.

Todos estos pacientes fueron exhaustivamente investigados en funcion de
excluir la presencia de linfomas al mismo tiempo que se realizaba el diagnostico de la
ECR. Asi también resulta de importancia para nuestra categorizacion de los pacientes su

debut con la EC clasica, basado en estudios de anatomia patoldgica y diversos pardmetros
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clinico/serologicos (respuesta a la DLG, historia familiar de EC, presencia de anticuerpos
especificos y HLA).

De acuerdo con los andlisis de TCR-y obtuvimos un porcentaje similar de biopsias
con patrén monoclonal (53%) y policlonal (47%). Esta similitud contrasta con un estudio
previo (Cellier y col, 2000), donde se report6é una correlacion mayor al 75% entre ECR vy
monoclonalidad. Una explicacion posible para comprender esta discrepancia es
gue la misma pueda estar relacionada al hecho de haber observado una presentacion mas
frecuente de ECR tipo | en nuestra poblacidon con respecto a estudios previos. Hemos
observado una alta correlacion (65%) entre presencia de inmunofenotipo aberrante en LIEs
y monoclonalidad, mientras que soélo 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 caracteristicas observadas en los pacientes refractarios destacamos la alta
frecuencia de YU asi como de rearreglos monoclonales en su TCR-y, en contraste con
reportes previos que relacionan la YU con ECR tipo Il (Cellier y col, 2003; Unidad Europea
de gastroenterologia, 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 | y tipo II.

En analogia con reportes bibliograficos (Mulder CJ y col, 2000; Isaacson PG, 2000),
el tiempo de sobrevida desde el diagnéstico de la ECR en los pacientes fallecidos con
ECR II, fue menor que el registrado para los pacientes con ECR tipo |.

El 16% de nuestra poblacibn de pacientes desarroll6 EATL, y de los 3
individuos evaluados, uno presenté ECR tipo Il, y dos presentaron ECR tipo |. A pesar de
que la ECR tipo Il se ha asociado con el desarrollo de EATL (Al- Toma y col, 2007), y es
considerada como un estadio previo a la lesion de EATL tipo | (van de Water y col, 2010),
nuestros resultados no indicaron tal correlacién probablemente debido al escaso nimero
de pacientes que desarrollaron EATL. Sin embargo vale destacar un interesante trabajo
(Verbeek y col, 2008), en el que demuestra que el estudio inmunofenotipico 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 inmunohistoquimica), permitiria distinguir con mas exactitud no sélo el tipo de ECR sino
el pronéstico respecto del desarrollo de EATL.

Por otro lado, y como se ha comentado en la Introduccion. la produccién de IL-15
favorece la activacion de los LIEs, promueve su proliferacion clonal por lo que favoreceria
el desarrollo de EATL. Sin embargo, nosotros no pudimos correlacionar la produccion de
IL-15 con el desarrollo de EATL probablemente también debido al escaso numero de

pacientes disponibles. Contrariamente a reportes que evidencian una sobreexpresion de
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IL-15 en la mucosa intestinal de pacientes refractarios que perpetda el dafio epitelial y
promueve la proliferaciéon de clones T (Mention JJ y col, 2003) nosotros observamos
similar nivel de expresion de IL-15 en EC y ECR. Esta diferencia podria deberse no sélo al
tamafo de nuestra muestra sino a la metodologia utilizada, hoy practicamente desplazada
por el uso de la PCR en tiempo real.

Al evaluar el efecto de IL-15 sobre la expresion de CD30 en LIEs y LPLs,
observamos un incremento en su expresion 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), seria 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 Ultimos pacientes, mecanismos regulatorios aun
no completamente dilucidados podrian contrarrestar la produccion de IL-15, tal como se
discutio en los capitulos previos.

Aungue no podemos concluir que el aumento de CD30 coincide con el desarrollo
de EATL en nuestros pacientes, ya que el paciente que desarrollé EATL no fue el paciente
que registré mayor expresion de CD30, podemos sugerir sin embargo, que la expresion de
CD30 indicaria un peor pronéstico para la ECR basado no sélo 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 caracteristicas funcionales descriptas para las
células CD30+ en cuanto su modulacién positiva por IL-15 y produccién de INF-y, tal como

se demostrod 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 expresion y modulacibn de moléculas
coestimulatorias de la familia de TNF-R (CD30, OX40) y demas moléculas de
activacion celular. Cabe destacar que muy pocos estudios han realizado comparaciones
acerca de los mecanismos inmunologicos involucrados en la patologia celiaca de nifios y
adultos. No s6lo hemos encontrado diferencias entre pacientes celiacos y controles, sino
también entre pacientes pediatricos 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 érgano afectado, la enfermedad posee
importantes manifestaciones a nivel sistémico, y son también escasos los estudios
tendientes a identificar la probable correlacion entre los compartimientos local y periférico.
Esto nos motivé a indagar acerca de la identificacion de nuevos marcadores inmunolégicos
en periferia que podrian ser extrapolados al compartimiento local.

A continuacion se destacan las principales conclusiones derivadas de este estudio:

1- En pacientes celiacos pudimos identificar mayor porcentaje de blastos T CD30+

en el compartimiento periférico tanto en células de memoria (CD45R0O+) como
activadas (CD25+). Estos blastos T se caracterizan por persistir luego de la
estimulacion mitogénica, ser modulados positivamente por IL-15 y ser en su
mayor parte productores de INF-y respecto de IL-4.
La modulacién positiva por gliadina en la subpoblaciéon celular de LPLs
(CD3+CD30+) en pacientes celiacos pediatricos, proveeria a estas células una
capacidad adicional de respuesta ante estimulos regulatorios, como asi también,
estaria asociada conel desarrollo de la respuesta inflamatoria
predominantemente Th1l demostrada en el contexto de esta patologia.

2- ldentificamos, por otro lado, que la subpoblacion de blastos T CD3+0X40+ en
periferia también se encuentra presente en células de memoria y en células
activadas. Esta subpoblacion, en cambio, disminuye frente a IL-15
preferentemente en pacientes celiacos adultos. La misma poblacién se
caracteriza por ser productora tanto de INF-y como de IL-4 en igual magnitud.

En el compartimiento local, por otro lado, observamos una disminucién en el
porcentaje de células CD3+0OX40+ en condicion basal (en LIEs de pacientes
pediatricos vs. controles) sin verse modificada dicha subpoblacién frente al
estimulo con gliadina. En primera instancia, ésto implica que la modulacion de
0OX40 no estaria influenciada directamente por gliadina. Sin embargo, dado que

los blastos T CD3+0OX40+ periféricos son modulados negativamente por IL-15,
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nos encontramos ante una interesante diferencia regulatoria que merece ser
evaluada en funcién de la participacién de OX40 en el desarrollo y homeostasis

de las células T regulatorias.

3- Por ultimo, en los pacientes con ECR encontramos una alta correlacién entre la
presencia de LIEs con inmunofenotipo aberrante y ECR tipo Il, pero no asi entre
ECR tipo Il y desarrollo de EATL. La incorporacion del analisis por CF para la
deteccién de LIEs aberrantes nos proveeria de una caracterizacion mas
exhaustiva conjuntamente con los estudios por inmunohistoquimica y de
clonalidad con el propdésito de distinguir no sélo el tipo de ECR sino también el
prondstico respecto del desarrollo de EATL. Si consideramos las caracteristicas
funcionales descriptas en células CD30+ (modulacion por IL-15, produccién de
INF-y), su presencia en el contexto de la ECR refuerza observaciones previas en
cuanto a peor pronéstico, a pesar de no haber podido correlacionar un mayor

porcentaje de células CD30+ con el desarrollo de EATL en nuestra poblacion.

PERSPECTIVAS

Si bien desde el punto de vista clinico la EC se expresa de forma similar en adultos y
en nifios, algunas preguntas clave contintan siendo aun objeto de investigacién, como por
ejemplo, entre otras ¢qué factores determinan que en algunos pacientes pediatricos se
instaure tolerancia espontanea 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 pediatricos, desarrolle ECR?.

Los resultados de la presente Tesis constituyen estudios iniciales que podrian
colaborar en un futuro con el diagnéstico y seguimiento de la EC y la ECR como asi
también contribuir a la planificacion de estrategias terapéuticas adecuadas a cada grupo

particular de pacientes que padecen esta enfermedad y sus complicaciones derivadas.
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