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F]esumen

La  enfermedad  celiaca  es   una  patologfa  de  base   inmune  desencadenada  por  la

ingesti6n  de  la  gliadina  -uno  de  los  componentes  proteicos  del  gluten-  en  sujetos

gen6ticamente susceptibles.

Los antl'genos que alcanzan el corion de la mucosa intestinal entran en contacto con un

sistema   inmune   capaz   de   montar   respuestas   adecuadas   a   las   propiedades   del

antfgeno.       Este   sistema   debe   tener   la   capacidad   de   distinguir   entre   aquellas

situaciones en las que no es necesario montar una respuesta inmune (tolerancia oral) y

aquellas en las que el sistema inmune del organismo debe reaccionar.

En  el  caso  de  la  enfermedad  celi'aca,  los fragmentos  pepti'dicos  de  la  gliadina,  al  ser

desamidados  por la tTG  (transglutaminasa de origen tisular)  quedan  unidos  a su  sitio

activo,  generando  un  nuevo  epi'tope  que  es  reconocido  por  el  organismo  como  un

antl'geno,  el  que  es  presentado  a  las  c6lulas  T dando  lugar a  una  respuesta  inmune

que desencadena el proceso patol6gico.

El  dafio  en  la  EC  presenta  es  mss  intenso  en  la  mucosa  intestinal  de  la  porci6n

duodeno-yeyunal,  aqul' se produce  un dafio que se caracteriza por la desaparici6n  de

las vellosidades,  resultando una mucosa con superficie plana cuyas criptas alcanzan el

lumen  intestinal  (hiperplasia),  intenso  dafio  de  los  enterocitos  e  infiltraci6n  del  corjon

por linfocitos,  c6lulas plasmaticas y eosin6filos.   Estas alteraciones histol6gicas son el

sustrato   morfol6gico   para   la   malabsorci6n   de   nutrientes   que   alcanza   diversas

magnitudes  y depende  de  la  duraci6n  de  la  exposici6n  al  gluten  y de  caracteri'sticas

propias del  paciente,  pudiendo en algunos casos provocar su  desnutrici6n y si'ntomas

de deficiencias nutricionales especifjcas.
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Como  parte  de  la  complejidad  de  la  mucosa  intestinal,   se  distinguen  varios  tipos

celulares caracteristicos.   Los enterocitos o c6Iulas epiteliales estan encargados de las

funciones  de  absorci6n  y  se  distribuyen  en  unidades  estructurales  compuestas  por

vellosidades  y  criptas;  el  tejido  conectivo  de  la  mucosa,  esta  ubicado  por  debajo  de

esta  monocapa  de  enterocitos  a  la  que  presta  sopor[e  mecanico,  vascularizaci6n  e

inmunidad.   En la base de la mucosa se ubica la musou/ar/.s muoosae que la separa de

la submucosa.

En  la  uni6n  del  epitelio y  el tejido conectivo del  corion  existe  una  poblaci6n  de  c6lulas

estrelladas,     los     miofibroblastos     (MF).         Estos     cumplen    funciones    paracrinas

relacionadas  con   la  sintesis  y  secreci6n   de  factores   de   crecimiento,   citoquinas   y

quimioquinas,  que regulan su propio crecimiento y difer.enciaci6n, asl' como el de otros

tipos celulares.   A trav6s de la secreci6n de estas mol6culas los MF modulan f unciones

y contribuyen a la organizaci6n de los componentes de las unidades cripta -vellosidad

regulando la homeostasis del epitelio intestinal, y a trav6s de 6[, de todo el organismo.

Se  estudi6  el  comportamiento  /.n  v/.fro  de  poblaciones  de  MF  cultivadas  a  partir  de

biopsias  intestinales  obtenidas por endoscopfa de  individuos con  EC y se  lo compar6

con   los   MF  de   individuos  controles  en   lo  referente  a  la  expresi6n  y  actividad  de

mol6culas   involucradas   en   el   proceso   de   remodelaci6n   de   la   membrana   basal.

Especfficamente,   este   estudio  se   enfoc6  sobre  3   proteinas   de   la  familia  de   las

metaloproteinasas  degradadoras  de  matriz  (MMPs):     MMP1,  MMP2  y  MMP3.     Esto

debido  a  que  se  teni'a  conocimiento  del  efecto  de  estas  tres  mol6culas  sobre  los

principales  componentes  de  la  matriz  del  tejido  conectivo  de  la  mucosa  (colageno,

laminina, fibronectina, entre otros).

La expresi6n de MMpl  y MMP3 fue estudiada mediante m6todos inmunohistoqui'micos

en cortes histol6gicos de mucosa intestinal.   Para ambas metaloproteinasas se observ6
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una  sobreexpresi6n  en  los  pacientes  con  EC  en  comparacj6n  con  los  controles.    La

secreci6n  de  MMP3 en  cultivos  de  MF fue cuantificada mediante  la t6cnica de  ELISA

en medios condicionados obtenidos de los cultivos de MF de pacientes y controles.

Respecto de MMP2, se observ6 que en condiciones basales, los medios condicionados

obtenidos  a  partir  de  cultivos  de  MF  de  pacientes  con  EC  mostraron  una  actividad

enzimatica  de  gelatinasa  significativamente  mayor  que  los  MF  obtenidos  a  partir  de

controles.   Esta tendencia se repite en el caso de los cultivos estimulados con TNF-or,

IFN-y y  p6ptidos  de  gliadina;  sin  embargo,  esta diferencia  no  fue  tan  pronunciada ya

que  el  alto  nivel  de  actividad  MMP2  mostrado  por  MF  de  los  controles  sometidos  a

esti'mulos se acerca mucho al de los pacientes celfacos.

A  partir  de  los  resultados  obtenidos,   inferimos  que  el  sistema  MMP  de  la  mucosa

intestinal  de  pacientes  con  EC  estarl'a  alterado  significativamente,  resultando  en  una

mayor degradaci6n de la matriz y colaborando en la desorganizaci6n de la arquitectura

normal de la mucosa intestinal.

En este contexto,  esta investigaci6n es una aproximaci6n para explicar el papel de los

MF subepiteliales de la mucosa  intestinal  en  e]  desarrollo de  la  lesi6n  histo]6gica de la

EC.    El  enfoque  experimental  utilizado  nos  permiti6  inferir que  ciertas  propiedades  de

los  MF  estarl'an  alteradas  en  esta  enfermedad.     Especificamente,  este  tipo  celular

tendria su  patr6n de actividad y/o expresi6n  de MMPs desregulado en  la EC, tanto en

condiciones basales como al responder a esti'mulos con citoquinas proinflamatorias, de

tal  manera que  provoca  un  desequilibrio  en  el  recambio  de  la  matriz  extracelular que

llevari'a a la transformaci6n de la arquitectura de la mucosa,



Abstract

Celiac disease is an immune-based pathology triggered by the ingestion of gliadin  (one

of the main proteins of wheat)  in genetically susceptible individuals.

Antigens that  reach the  lamina proprja of the  intestinal  mucosa come into contact with

an immune system capable of generating adequate responses whose quality depends

in  part on  its nature.   This system  has the capacity to discern between those antigens

for which  an  immune  response  is  not  required  (oral  tolerance)  and  those  for  wich  a

response must be produced.

In  the  specific  situation  of celiac disease,  when  peptidic fragments  of  gliadin,  the  main

protein   of   wheat,   are   deamidated   by   tisular   transglutaminase   (tTG)   they   remain

attached  to  the  active  site  of  this  enzyme  and  this  generates  a  new  epitope  that  is

recognized  as  an  antigen  by the  organism;  in  this  condition  it  is  presented  to T cells,

initiating an immune response that results in the pathological process.

In  celiac  disease  the  damage  is  most  intense  in  the  mucosa  of  the  duodeno-jejunal

loops  of  the  small  bowel:  it  is  characterized  by  effacement  of  villi  and  an  apparent

hyperplasia   of   crypts,   resulting   in   a   flat   mucosa   with   extensive   damage   to   the

enterocytes and infiltration of lymphocytes,  plasma cells and eosinophiles jn the lamina

propria.     These  histo[ogical  alterations  are  the  morphological  substrate  for  nutrient

malabsorption of varying  intensity depending  on the duration of the exposure to gluten

and  on  the  particular,  genetic  characteristics  of  the  patient.    In  some  critical  cases,

these   celiac   patients   may   become   severely   malnourished   and   exhibit   signs   and

symptoms of specific nutrient clef iciencies.

As a part of the histological complexity of the  intestinal  mucosa,  several  cell types can

be  identified.   The  enterocytes  or epithelial  cells  are  responsible for the absorption  of
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nutrients and are distributed in structural units formed  by crypts and vjlli; the connective

tissue of the mucosa,  beneath the enterocyte monolayer provides mechanical support,

vascularization   and   immunity  to  the   epithelium.      In   the   base   of  the   mucosa  the

muscu/a#.s mucosae separates it from the sub-mucosa.

At the junction of the epithelium and the connective tissue of the lamina propria there is

a  population  of  stellate  cells,  the  myofibroblasts  (MF),  which  have auto  and  paracrine

functions   related  to  the  synthesis   and   secretion   of  growth   factors,   cytokines   and

chemokines  that  regulate their own  growth  and  differentiation  as well  as  that  of other

cell   types.      By   secreting   these   molecules,   MF   modulate   mucosal   functions   and

contribute  to  the  organization  of  the  components  of  the  villous  -  crypt  unit,  regulating

intestinal  epithelium  homeostasis  and  in  consequence,  the  homeostasis  of  the  whole

organism.

The   expression   and   activity   of   some   of   the   molecules   which   participate   in   the

remodeling  process  of the  basal  membrane of the  intestinal  mucosa was assessed  in

MF  populations  cultured  from  intestinal  biopsies  obtained  by  endoscopy  from  celiac

patients and controls.   Specifically,  this study focused on three members of the  matrix

metalloproteinase family (MMPs): MMP1, MMP2 and MMP3.   This choice was made on

the  basis  of  their  effects  on  the  main  components  of  the  extracellular  matrix  of  the

connective  tissue  in  the  intestinal  mucosa  (collagen,   laminin  and  fibronectin  among

Others).

The expression of MMpl  and  MMP3 was assessed  by immunohistochemical  methods

in histological sections of intestinal mucosa.  An over-expression of both molecules was

observed   in   celiac  patients  compared  to  the  controls.     Secretion  of  MMP3   in   MF

cultures was measured with an ELISA assay on conditioned media obtained from these

cultures.
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Regarding  MMP2  (gelatinase),  it was  observed that the  conditionated  media obtained

from  MF cultures from  celiac patients showed a significantly higher level  of gelatinase

activity than the media obtained from the controls under basal conditions.   This pattern

was  also  observed  when  MF  cultures  were  stimulated  with  TNF-cx,  IFN-y and  gliadin

peptides.    However,  the difference  between  MF f rom  celiac patients  and controls was

not  as  marked  since the  MMP2  activity  levels  of  stimulated  MF  cultures from  controls

were already high.

We propose that the function of the MMPs in the intestinal mucosa in celiac patients  is

significantly altered,  resulting  in  a  more  intense  matrix degradation,  and contributing to

the alteration of the normal mucosal architecture.

ln   this   context,   this   study   is   an   approximation   to   the   role   of   the   sub-epithelial

myofibroblasts of the small  intestinal mucosa in the development of the mucosal lesion

in celiac disease.   The experimental approach used in this study allowed us to infer that

some properties of the MF population become altered in this disease.   Specifically,  MFs

express a pattern of MMPs activity that is miss-regulated in such a way that it provokes

a  strong  disequilibrium  in  the  extrace[[u[ar  matrix turn-over  process  and  is  probably  a

factor in the transformation of the mucosal architecture.



INTRODUCCION

Estructura y fisiologl'a de la mucosa del intestino delgado

EI tubo digestivo humano presenta una anatoml'a, histologi'a y ultraestructura complei.as

y   adaptadas   para   la   absorci6n   de   nutrientes,   pero   tambi6n   para   cumplir   otras

funciones.   La  comprensi6n   de   la   importancia  funcional   del  tracto  digestivo,   y   en

especial del  intestino delgado,  requiere tener en  cuenta que 6ste  representa la mayor

superficie  del  organismo  que  se  relaciona  con  el  medio  externo,  y  que  su   lumen

representari'a una invaginaci6n de 6ste hacia el  interior del organismo. A Ia capacidad

de digesti6n-absorci6n  hay que agregar que la suma de las placas  linfaticas de  Peyer

del  I'Ieon terminal,  [os folieulos  linfaticos solitarios y las c6lulas  plasmaticas,  linfocitos y

macr6fagos  del  corion  representan  el  6rgano  linfatico  mas voluminoso y que  la suma

de las c6lulas del aparato neuroenteroendocrino la transforman en la principal glandula

de secreci6n interna, con sus respectivas funciones.   Como el intestino delgado no esta

compartimentalizado sino que los distintos mecanismos presentes en 61  interactuan,  la

digesti6n  de  las  protei'nas  de  la dieta no s6lo  resulta  en  su  hidr6lisis  hasta  p5ptidos y

aminoacidos sino que al mismo tiempo este proceso destruye identidades antig6nicas y

capacidades  alerg6nicas;   los  mecanismos  que  contribuyen  al  mantenimiento  de  la

homeostasis,   tales   como   la   integridad   de   la   cubjerta   epitelial   y   de   sus   uniones

estrechas  (tight junctions)  regu]an  el  movimiento  de  agua  y  contribuyen  a  jmpedir  la

translocaci6n  de  bacterias  y  virus  (MacDonald  y  Monteleone,  2005).    La  microbiota

residente   del   colon   estimula   al   sistema   inmune   local   y   sist6mico,   pero   tambi6n

fermenta nutrientes no asimilables y recupera parte de su contenido energ6tico, genera

acidos  libres  de  cadena corta y favorece  la sintesis de   acido f6lico;  compite  ademas



con  enteropat6genos  y sintetiza  sustancias  con  actividad  antibi6tica.    La  cubierta  de

c6lulas epiteliales del tubo digestivo "muestrea" el contenido del lumen,  especialmente

a  trav6s  de  sitios  especializados  en  las  placas  de  Peyer  generando  una  respuesta

inmune  normal  (tolerancia)  o  anormal  sin  que  se  conozca  con  precisi6n  qu6  inclina

dicha respuesta hacia uno  u  otro tipo  (James,  2003).   La coordinaci6n  de todas  estas

actividades  es  extraordinariamente compleja y  requiere  del concurso  de  neuronas  del

sistema  nervios  aut6nomo  y  de   las  c6lulas   neuroenteroendocrinas  que  estimulan,

inhiben  o  modulan  segon  las  diversas y variables  necesidades  de  la fisiologi'a  local y

del    organismo    (Badman    y    Flier,    2005).    En    resumen,    una    de    las    funciones

fundamentales  del  aparato  digestivo  es  servir  de  barrera  selectiva  entre  el  medio

externo  y  el   medio   interno,   entendi6ndose   por  medio   externo   el   lumen   del   tubo

digestivo. Como parte de esta barrera, el tubo digestivo simplifica [a estructura qui'mica

e inmunol6gica de las mol6culas que llegan como parte de los alimentos a trav6s de la

digesti6n,   impidiendo   la   entrada  de   secuencias   con   capacidad   inmunog6nica;   sin

embargo,  no  es  una barrera absoluta  porque  muestrea  constantemente  el  contenido

del  lumen  para  generar y/o  mantener  respuestas  inmunes  adecuadas  (Alpers,1994).

Esta flexibilidad funcional es  necesarja frente a la variabilidad de la cantidad y calidad

de  las   mol6culas  provenientes   de   los  alimentos  y  del   mundo   exterior  en   general

(farmacos, elementos t6xicos del ambiente, mol6culas inertes, etc).

Desde  el  punto  de  vista  histol6gico,  el  intestino  delgado  tambi6n  es  una  estructura

compleja,  formada  por diversos tipos  de c6lulas  especializadas.  La  arquitectura de  la

mucosa  intestinal  con  pliegues  semilunares  de  la  superficie,  visibles  a  simple  vista  y

mss  numeroso§  en  los  segmentos  proximales  (duodeno  y  yeyuno)  que  en  el  ileon,

impide el flujo  laminar del contenido y genera turbulencias que maximjzan  el  contacto

entre el contenido del lumen y la mucosa.



La  mucosa  misma,  esfa formada  por una  monocapa de  c6lulas epiteliales  prismaticas

altas y por tejido conectivo.   EI  epitelio se distribuye  a su  vez en  dos compartimientos

continuos entre  si:  las vellosidades,  formadas por enterocitos maduros,  cuya funci6n

mss  evidente   es   la   absorci6n   de   nutrientes,   y   las  criptas   de   Lieberkuhn,   que

representan   el   compartjmiento   germinativo   inmaduro   que   da   origen   por   division

mit6tica,  migraci6n  y diferenciaci6n  a  las celulas epiteliales de  las  vellosidades.    Esta

arquitectura aumenta entre 7 y 14 veces la superficie del lumen  (Madara y Trier,  1994).
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Figura 1.   Esquema de la unidad cripta-veNosidad qiie ilustra la organizaci6n histol6giea de la mucosa del
intestino delgado.  (Adaptada de Madara & Trier,1994.  Pp  1578)

Por debajo  del  epitelio  se  encuentra el  corion,  un  tejido conectivo que  presta  soporte,

irrigaci6n y mecanismos de  inmunidad al epitelio intestinal.  Separando a la  mucosa de



la  submucosa  hay  una  capa  delgada  de  tejido  muscular  liso  de  3  a  10  c6lulas  de

espesor  denominada  muscu/ar/.s  mucosae;  que  participa  en  la  contracci6n  de  las

vellosidades  intestinales que acelera el transporte de los nutrientes absorbidos  por los

enterocitos hacia los capilares sanguineos y linfaticos.

Las vellosidades intestinales son prolongaciones digitiformes, de unos 350 - 500 Hm de

alto,  que  tienen  una cubierta formada  por enterocjtos  y  un  eje  de  tejido  conectivo,  el

corion.   Los   enterocitos  forman   la   monocapa  que   separa  al   organismo   del   medio

externo.    Las  criptas  de  Lieberkt]hn  son  estructuras  tubulares,  revestidas  por  c6lulas

inmaduras con  actividad  mit6tica  localizada en  su tercio   medio y ocho  o  diez c6lulas

de  Paneth  en  su fondo  (Toner y cols,1971).   Los  enterocitos  de  las vellosidades son

prismaticos  altos,  polarizados  en  relaci6n  con  el  lumen  al  que  presentan  el  rtbefe

esf„.ac/o,  formado  por  microvellosidades  tambi6n  digitiformes,  de  1  urn  de  largo,  con

una ultraestructura filamentosa compleja que tiene capacidad contfactil;  a trav6s de su

membrana  plasmatica  difunden  y/o  se  transportan  activamente  los  productos  de  la

digesti6n   luminal   y  de  aquella  que   realizan   los  enzimas  anclados   en   su   espesor

(Brunser y  Luft,  1970).    El  citoplasma  contiene  los  organelos  clasicos  de toda  c6lula,

mitocondrias,  retfoulo endoplasmico rugoso y liso, aparato de Golgi, microcuerpos y un

nucleo,   de   forma   ovoide.       El   ntlcleo   divide   al   citoplasma   en   dos   regiones:   la

supranuclear,  que  esta  mss  relacionada  con  el  proceso  de  digesti6n  y  absorci6n  de

nutrientes, y la infranuclear con gran cantidad de mitocondrias y elementos del retl'culo

endoplasmico rugoso.    Los enterocitos estan sometidos a un rapido recambio y su vida

media  en  el  adulto  sano  es  de  unos  cinco  di'as;  la  extrusi6n  de  las  c6lulas  que  han

cumplido  su  ciclo  se  realiza  principalmente  en  el  Spice  de  las  vellosidades  aunque

algunas son eliminadas por apoptosis en sus paredes laterales (Madara y Trier,1994).



El  tejido  conectivo  de  la  mucosa  intestinal  se  denomina  corion  o  /ant.na propr/.a y

constituye  el  soporte  mecanico  del  epitelio  de  las  vellosidades;  forma  el  eje  de  cada

una  de  6stas  y  rodea  a  las  criptas;  el  corion  intercambia  con  el  epitelio  nutrientes  y

otras  mol6culas funcionalmente activas tales  como factores de crecimjento,  hormonas

y   citoquinas   entre   las   cuales   podemos   mencionar   TGF-or,   TGF-P,    FGF,    HGF,

somatostatina,  secretina,  lL-1  y  lFNry,  entre otras  (Walsh,1994;  Powell y cols,1999b).

Desde    el    punto    de    vista    histol6gico,     el    corion    tiene    estructuras    estables:

miofibroblastos, fibras musculares lisas, vasos sanguineos y linfaticos, y elementos del

sistema nervioso aut6nomo.   Ademas tiene una poblaci6n considerable de c6lulas con

capacidad  migratoria  que  participa  en  los  procesos  inmunes  de  la  mucosa  intestinal:

linfocitos,   c6lulas   plasmaticas,    macr6fagos   y   eosin6filos   que   se   encuentran   en

proporci6n variable dependiendo del  estado funcional  (normal vs.  patol6gico)  (Madara

y Trier,  1994).

La interfase entre el epitelio intestinal y su corion permite no s6lo intercambio constante

de  nutrientes  y  sefiales  sino  tambien  el  tfansito  de  linfocitos,  eosin6filos  y  algunos

neutr6filos,     hacia    los    espacios    entre    los    enterocitos;    estos    dltimos    envi'an

prolongaciones  citoplasmaticas  por  debajo  de  la  membrana  basal  y  que  penetran  al

corion (Madara y Trier,1994).

Entre  el  epite[io  y  la  /am/.na  prap//.a  existe  una  poblaci6n  de  miofibroblastos  (MF),

c6lulas  con  capacidad  contfactil  porque  contienen  filamentos  citoplasmaticos  de  or-

actina,  que  forman  una  red  inmediatamente  por debajo  de  la  membrana  basal.    Los

miofibroblastos tienen forma estrellada en las vellosidades y redondeada en las criptas

y sintetizan  algunos  de  los  componentes de  la membrana  basal  en forma  exclusiva y

i          otros  en  conjunto con  los enterocitos  (Powell  y cols,1999a).    Los componentes de  la



membrana basal  no se distribuyen  en forma pareja a  lo  largo del  eje cripta-vellosidad

sino estableciendo gradientes que probablemente intervienen  en  la organizaci6n  de  la

arquitectura y en  la diferenciaci6n  normal  de  la mucosa del  intestino delgado.  Los  MF

ejercen  funciones  paracrinas  relacionadas  con  la  si'ntesis  y secreci6n  de  factores  de

crecimiento,    citoquinas    y    quimioquinas    que    regulan    su    propio    crecimiento    y

diferenciaci6n y el de otros tipos celulares; esto subraya el papel de estas c6lulas en el

control de las funciones de los enterocitos,  incluyendo su  recambio en las vellosidades

(Powell  y  cols,  1999a).  Este  aspecto  sera  discutido  mss  en  detalle  en  una  secci6n

dedicada a este tipo celular.

Durante  los  primeros  aFios  de  vida  se  produce  la  maduraci6n  de  la  capacidad  para

digerir y absorber nutrientes  del  aparato digestivo  en  relaci6n  con  el  desarrollo  de  un

complejo  sistema de enzimas.  El  proceso de digesti6n  representa  una  exposici6n  del

epitelio  intestinal  a  biomoleculas  (proteinas,  carbohidratos  y  lipidos,  entre  otros)  que

estimulan  el  sistema  inmunol6gico  y  establece  la  producci6n  de  respuestas  inmunes

normales y el fen6meno de ausencia de respuesta§  (tolerancia) frente a componentes

potencialmente  inmunog6nicos  de  la  dieta  (Dewar y  cols,  2003).  Las  alteraciones  de

estos procesos pueden desencadenar procesos de intolerancia, alergias alimentarias y

otros trastornos que por afectar a un aparato tan importante, derivan en consecuencias

para  el  crecimiento,  el  desarrollo  y  el  estado  nutricional,  especialmente  durante  la

infancia e inc[uso en la edad adulta (lsolauri y Salminen, 2005).

Dado   que   la   enfermedad   celi'aca   representa   un   verdadero   paradigma   de   las

consecuencias de la alteraci6n de todas las funciones y la estructura del tubo digestivo,

su estudio permite evaluar las relaciones de cada uno de sus componentes, incluyendo

los diversos tipos celulares que componen el epitelio del intestino delgado.



La enfermedad cell'aca

La  enfermedad  cell'aca  (EC)  es  una  patologfa  con  base  inmune  desencadenada  en

sujetos susceptibles por la ingesti6n de gliadina,  uno de los componentes proteicos del

gluten.   La gliadina esta presente en el trigo,  pero ademas hay proteinas analogas en

otros  cereales:  la  hordeina  en  la  cebada y  la  secalina  en  el  centeno;  respecto  de  la

capacidad  de   la  avena  de  desencadenar  esta  enfermedad,   el  consenso   es  que

probablemente no tiene efectos delet6reos (Green y Jabri, 2003).

La EC tiene un componente gen6tico, aunque 6ste no esta completamente dilucidado.

Dado que la mayori'a de los pacientes celi'acos (90%) son portadores de los haplotipos

HLA-DQ2  y  HLA-DQ8,  la  expresi6n  de  estas  mol6culas  parecerfa  necesaria  para  su

expresi6n;   sin   embargo   probablemente   participan   otros   genes,   por   ejemplo,   uno

situado  en  la regi6n 5q31-33  (brazo  largo del  cromosoma 5),  que  no esta  relacionado

con  los  factores  HLA,  por lo  que  el  desarrollo  de  la  EC  no  esta  ligado  a  un  conjunto

definido de genes defectuosos (Dewar y cols, 2003).

A  pesar de  ser desencadenada  por  un  anti'geno  externo,  el  gluten  de  la  dieta,  la  EC

presenta rasgos ti'picos  de  una patologi'a autoinmune,  con  aumentos significativos  del

ntimero de los linfocitos intraepiteliales con el marcador T-y8,  un aumento considerable

de   los   linfocitos,   c6Iulas  plasmaticas  y  eosin6fi[os  en   el   corion  y  con   un   perfi[   de

citoquinas  de  tipo  Thl   (Stephen,   2003).   Como  otra  manifestaci6n   de  su   caracter

autoinmune,  la  EC  muestra  una  marcada  asociaci6n  con  cuadros  de  este  tipo  en

6rganos lejanos, aspecto que se discute mss adelante.

Teniendo  en  cuenta  estas  caracteri'sticas  de  la  inmunidad  en  la  EC,  la  btisqueda  de

m6todos de diagn6stico se orient6 a la detecci6n de autoantfgenos y   autoanticuerpos;

como  resultado  se  observ6  una  alta  producci6n  de  anticuerpos  anti-endomisio,  que

reconocen  como anti'geno a  la transglutaminasa tisular (tTG);  la prueba de  laboratorjo



resultante  tiene  una  especificidad  diagn6stica  de  98  -  100°/a  (Hill  y  cols,  2005).     EI

hallazgo  de  estos  anticuerpos  permite  realizar  el  cribado  de  poblaciones,  orienta  el

diagn6stico y estimula su  confirmaci6n  mediante  la biopsia peroral o endosc6pica y la

demostraci6n  de  la  lesi6n  de  la  mucosa  del  intestino  delgado  (Stephen,  2003).     El

estudio  histol6gico  revela  una  lesi6n  de  la  mucosa del  intestino delgado  caracterl`stica

pero  inespeci'fjca,  con  desaparici6n  de  las vellosidades,  lo que  resulta en  una  mucosa

con  superficie  plana,  con  criptas  que  parecen  llegar  hasta  el  lumen  intestinal,  dafio

intenso   de   los  enterocitos  de   la  superficie   e   infiltraci6n   de   la   /am/.r)a  propr/.a  por

numerosos linfocitos,  celulas plasmatjcas y eosin6filos  (Trier,1998).   La consecuencia

funcional   de   toda  esta  alteraci6n   es   la   malabsorci6n   de   nutrientes  de   intensidad

variable, que depende en parte de la duraci6n de la exposici6n al gluten y que causa la

depleci6n  de  los dep6sitos del organismo;  en  sus formas clasicas,  Ia  EC  remata en  la

aparici6n de desnutrici6n,  incluso en adultos (Mearin y Mulder,  1991 ).

Flgura 2.  Mucosa de intestlno delgado humano.  a)  Corte histol6gico de mucosa normal.  b)   Corte
histol6gico de mucosa de paciente cell'aco.  (Tomada de Sollid  L.   Nature  Fteviews  lmmunology, Vol 2,  Sept

2002)



El cuadro clinico de la EC se comienza a manifestar con la introducci6n de cereales a

la dieta,  lo  que  ocurre  generalmente  a  partir de  los  6  meses  de  edad.  Los  sintomas

mss frecuentes son diarrea, p6rdida de peso y a veces v6mitos, aunque el espectro de

la  sintomatologfa   es   amplio   e   incluye   con   el   correr  del   tiempo   la   detenci6n   del

crecimjento,    baja   estatura,    retraso   del   desarrollo   puberal,   anemia,   alteraciones

cutaneas y trastornos neurol6gicos (Polanco y Esteban, 2003).

Aunque  la EC ha sido considerada generalmente  una enfermedad pediatrica,  con  una

incidencia  promedio de 3  casos  por cada mil  habitantes,  el  diagn6stico  en  adultos  ha

aumentado significativamente,  llegando a mostrar tasas cercanas al 7-10 por cada mil

habitantes en algunas poblaciones (Jennings y Howdle, 2003).   Para el caso puntual de

nuestro  pai's,  la  prevalencia de  EC  ha sido  estimada en  1  caso  cada 200  habitantes;

como  en  Chile  se  producen  unos  250.000  nacimientos  al  afro,  esto  significa  que  se

acumulan  1.000 a i.200 enfermos todos los afros, pero la cifra de diagnosticados es de

aproximadamente 100 (Brunser 0, comunicaci6n personal).   Esto coincide con calculos

en otros pal'ses segt]n los cuales s6lo uno de cada diez casos de EC es diagnosticado

mientras que el  90% restante,  si consulta,  lo hace muchas veces por cuadros vagos o

son   reconocidos   en  forma  tardfa.      En   los  adultos,   los   sfntomas   mas  f recuentes

incluyen,  ademas  de  la  p6rdida  de  peso  y  episodios  recurrentes  de  diarrea  cr6nica,

abortos   espontaneos,   infertilidad,   anemia   persistente,   osteopenia   y   osteomalacia,

depresi6.n   y   tumores   malignos   del   tracto   digestivo   entre   otros   (Verbeke,   2000)

(Ludvigsson y cols, 2005).

Existen  ademas  patologl'as asociadas  cuya prevalencia es  alta  en  los  pacientes  con

EC   en   comparaci6n   con   la   poblaci6n   general:   dermatitis   herpetiforme,   diabetes

mellitus tipo I y tiroiditis y hepatitis autoinmunes, La asociaci6n de estas enfermedades
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con  la  EC  podri'a  estar directamente  relacionada  con  la  duraci6n  de  la  exposici6n  al

gluten,  lo que subraya la importancia del diagn6stico oportuno y del mantenjmiento de

una dieta libre de gluten por el resto de la vida (Ventura y cols,1999; Toscano y cols,

2000)

E[ sistema immune de la mucosa intestinal y la enfermedad ce]i'aca

El  sistema  inmune  de  las  mucosas  debe  responder  adecuadamente  a  los  estinulos

potencialmente   antig6nicos   que   ingresan   al   organismo;   como   se   ha   manifestado

anteriormente el tubo digestivo es  la superficie mas  extensa en  contacto  con  el  medio

externo   y   funciona   como   una   barrera   muy   eficiente   frente   a   microorganismos,

nutrientes y cualquier anti'geno del exterior.   Para mantener la integridad de la mucosa

intestinal, el sistema inmune utiliza dos tipos de respuestas: una innata o inespeci'fica y

la otra adaptativa o anti'geno-especffica (Maiuri y cols, 2003).

En  el  primer tipo  participan  elementos que eliminan  de  manera general y sin tener en

cuenta  su  identidad  o  especif icidad  a  los  elementos  foraneos,  Sean  macromol6culas,

virus,   bacterias   o   pafasitos.      Entre   estos   mecanismos   innatos   se   encuentran   la

secreci6n de mucinas,  el glicocalix del  ribete estriado,  la membrana plasmatica de las

microvellosidades y el complejo de uni6n de los enterocitos (tight junctions) que forman

una  barrera  fi'sica  entre  la  monocapa  de  enterocitos  y  el  lumen  intestinal.    Las  sales

biliares  son  detergentes  que  acttian  sobre  lipidos,  denaturan  mol6culas  o  impiden  su

adherencia  a  las  membranas  celulares.     Por  otra  parte,   los  enzimas   proteoliticos

pancreaticos y aquellos del  ribete estriado y del citoplasma de los enterocitos digieren

macromol6culas   de   los  alimentos  y  de   microorganismos   que   pasan   por  el  tracto

intestinal, minimizando asi' la carga antig6nica (Walker, 2002).
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En  cuanto  a  los  mecanismos  adaptativos,  el  sistema  inmune  opera  a  trav6s  de  dos

tipos de procesos:

•       Exclusi6n  immune,  que  involucra anticuerpos  secretorios  especl'ficos  (IgAs

e    lgMs)    que    inhiben    la   colonizaci6n   de    la   superficie   del   tracto    intestinal    por

microorganismos  pat6genos  asi' como  el  contacto  de  los  antfgenos  con  la  membrana

plasmatica  y  penetraci6n  a  la   mucosa.   EI  sistema  de   lgA  secretora   (lgAs)   es   el

componente    mejor   definido    de    la    inmunidad    adaptativa;    son    anticuerpos    que

interacttian    con    los    respectivos    antfgenos    en    la   superficie    de    la    mucosa   y

probablemente  tambi6n  dentro  de  los  enterocitos  e  incluso  en  el  corion  en  aquellos

casos en que el antl'geno logra traspasar la barrera epiteljal; esta serfa [a etapa final de

la  exclusi6n  inmune.     La  defensa  de  las  mucosas  que  proporciona  el  sistema  lgA

polim6rica/lgA  secretora  probablemente  es  mss  eficiente  que  el  representado  por  el

sistema  lgM  porque:    (i)  la  lgA  llega  mss  facilmente  al  receptor de  1g  polim6rica y  es

transportada  en  forma  mas  eficiente  al  lumen  intestinal;    (ii)  lgAs  es  particularmente

estable y resiste incluso la digesti6n por los enzimas del lumen intestinal,  lo que facilita

su   participaci6n   en   el   proceso   de   exclusi6n   inmune   y,   (iii)   IgAs   no   estimula   la

inflamaci6n y puede par[icipar en  la eliminaci6n de antigenos solubles presentes en  la

mucosa  (Brandtzaeg,  1995).    Por  otra  parte,  es  la  1g  que  el  organismo  sintetiza  en

mayor cantidad (3 g por dia) (Shanahan,1994).

•      Tolerancia oral: toda vez que un antfgeno penetra al organismo,  el sistema

inmune  produce  una  respuesta;  despu6s  de  esta  primera  respuesta  el  organismo

puede    reaccionar   de    dos    maneras:    a)    mantener   dicha    respuesta    e    incluso,

incrementarla f rente a  nuevos  contactos  con  el  antl'geno  o,  b)  despu6s  de  la  primera

respuesta,   suprimir   las   respuestas   subsiguientes.      Este   fen6meno   impide   que   el

organismo  est6 montando  continuamente  respuestas  inmunes frente a mol6culas que
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no tienen  capacidad antig6nica o  que  no tienen  efectos  nocivos,  y evita  la posibilidad

de  errores  que  generen   reacciones  de  hipersensibilidad  hacia  sustancias   inocuas.

Este   fen6meno   se   denomina   tolerancia   oral   y   es   de   gran   importancia   en   el

funcionamiento  del  sistema  inmune  del  tubo  digestivo   (Murch,  2004).     Durante   la

inducci6n  de  este  proceso  hay  una  importante  reducci6n  de  la  respuesta  normal  Thl

(celular) mss que de Th2 (anticuerpos).   Hay tres mecanismos que desencadenan este

fen6meno:    la  supresi6n,  en  que  bajas  dosis  de  anti'geno  suministradas  por vi'a  oral

induciri'an  la  secreci6n  de  citoquinas  (principalmente  TGF-P)  por  parte  de  un  subtipo

77}3  de  c6lulas  T  especializadas  en  regular  la  respuesta  inmune  frente  a  antfgenos

propios.     Los   otros  dos   mecanismos   de  desarrollo   de  tolerancia   oral   se   dan   en

presencia   de   alias   dosis   de   antfgeno,   estos   son:   la   anergia   clonal   donde   las

poblaciones  de  c6lulas  T  se  encuentran  imposibilitadas  de  secretar  IL-2  y  pro[iferar,

entrando  en  una fase  de  latencia  y  la  deleci6n  clonal  en  que  tanto  las  c6lulas  Thl

como Th2 son eliminadas en el bazo (por apoptosis)  despu6§ de su activaci6n.  (Kraus

y cols, 2004).

El sistema efector de estos mecanismos es el tejido linfoide asociado con las mucosas,

MALT.   De acuerdo con  el  6rgano donde se efecttia esta defensa podemos  hablar de

GALT,   NALT  o   BALT  dependiendo  si  se  refiere  a  tejido   linfoide  asociado  con  el

intestino, mucosa nasal o bronquial. (Brandtzaeg,  1998; Walter, 2002)

Cuando  los  antfgenos  que  ingresan  por  vi'a  oral  alcanzan  la  /am/.na  prapr/.a  de  la

mucosa  intestinal  se  encuentran  con  un  aparato  inmunol6gico  con  la  capacidad  de

montar   respuestas.   Este   tejido   debe   tener   la   propiedad   de   poder   generar   un

reconocimiento  efectivo  de  los  antfgenos  peligrosos  y  por  otra  parte  decidir  cuando

producir las seiiales apropiadas que  llevafan  a establecer un  estado de tolerancia,  de

manera de no generar respuestas y crear memoria para estl'mulos  benignos,  de esta
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manera permitir que frente a un nuevo contacto se genere un estado de no respuesta

(Murch, 2004).

En  el caso de la EC,  los fragmentos peptidicos de la gliadina,  al ser desamidados  por

la tTG -un enzima que normalmente actda en numerosas  reacciones en el organismo-

quedan  unidos  a su  sitio  activo,  de  manera  que  se  genera  un  nuevo  epftope  que  es

reconocido  por el  organismo  como  un  antfgeno que  es  presentado  a  las  c6lulas T,  lo

que  da  lugar  a  una  respuesta  inmune  que  desencadena  el  proceso  patol6gico.  El

resultado  es  un  subtipo  de  c6lulas T sensibles  al  gluten  que  guiaran todo  el  proceso

inmune,  incluyendo  la producci6n de anticuerpos,  el  reclutamiento de c6lulas  inmunes

adicionales   y   la   degradaci6n   de   la   matriz   extracelular   (Dewar  y   cols,   2003).   La

sensibilidad  al  gluten  que  se  observa  en  esta  patologfa  produce  un  aumento  de  la

reactividad de  linfocitos T y  8 contra  los peptidos  antigenicos  de  la gliadina  o  de  sus

analogos de la cebada y el centeno (Schuppan, 2000).

En   la   EC   la   respuesta   inmune   es   mediada   principalmente   por   linfocitos   T,   con

activaci6n  de  respuestas  tipo  Thl  y  Th2,  aunque  con  predominio  de  la  primera.    La

respuesta inmune tipo Thl  es  generada por linfocitos T  CD4+.    El  mecanismo Thl  se

asocia  con   un   perfil  de  producci6n  de  interleuquinas  que  induce   la  activaci6n  de

macr6fagos  (con  liberaci6n  de  lFNry y TNF-or);  es  decir,  la  respuesta  inmune  que  se

genera  es  mediada  por  c6lulas   (Monteleone  y  cols,   2001).   La   respuesta  Th2,   en

cambio,  estimula la activaci6n de linfocitos  8 y aumenta la producci6n  no diferenciada

de   anticuerpos   del   isotipo   lgA   secretor   y   ademas   la   de   anticuerpos   anti'geno-

especi'ficos, de los isotipos lgA e lgG (Schuppan, 2000).
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A  nivel  de  las  mucosas,  la  respuesta  inmune  Th2  es  activada  cuando  un  anti'geno

traspasa la barrera epitelial por la vi'a paracelular.  El paso del anti'geno es clave para el

desarrollo de la EC puesto que una vez que los p6ptidos de gliadina penetran al cori.on

esto  hace  posible  la  acci6n  sobre  ellos  de  la  tTG.    Normalmente  la  tTG  cataliza  el

enlace  lateral  entre cadenas  pepti'dicas  contiguas  (cross-linking)  mediante  un  proceso

de desamidaci6n  de aminoacidos,  especialmente  gln  y  lys,  con  formaci6n  de  enlaces

entre  ellos.    Este fen6meno  ocurre  normalmente  en  procesos  muy  importantes  en  el

organismo  tales  como  la  coagulaci6n  de  la  sangre,  la  sintesis  de  colageno  para  la

cicatrizaci6n,  etc (Esposito y cols, 2003).   En el caso particular de la EC,  al desamidar

los  residuos  de  Gln  de  la  gliadina,  se  genera  una  avidez  y afinidad  mayores  por  las

mol6culas del  MHC presentes en  la membrana de las APCs  (antigen  presenting cells)

(macr6fagos  y  enterocitos,  entre  otros).    Esto  probablemente  hace  que  la  respuesta

generada  por las  c6Iulas  T activadas  sea  mss  intensa y  persistente y  resulte  en  una

mayor  secreci6n   de  IFNry  y  TNF-or,   las  que  iniciafan   el   proceso  que  dafia  a  los

enterocitos.   La presentaci6n de antfgenos en  la superficie de los enterocitos amplifica

]as respuestas de los [infocitos ya sensibilizados (Farrel y Kelly, 2002).

Clasicamente,  Ia patogenia de la [esi6n  intestinal en  la EC ha sido atribuida al sistema

inmune  adaptativo.    Sin  embargo,  Maiuri  y  cols.  sostienen  que  la  inmunidad  innata

tambi6n   estarfa   involucrada.      Estos   autores   describen   en   los   pacientes   con   EC

asociaciones  entre  respuestas  del  sistema  inmune  innato  y  la  ingesta  de  gliadina

(2003).

El sistema inmune innato provee un reconocimiento temprano a los anti'genos llamado

tambi6n reconocimiento por patr6n, en una escala de tiempo en la que la actuaci6n del

sistema   inmune   adaptativo   (dependiente   de   pre§entaci6n   de   antrgenos   por   HLA,
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estimulaci6n y expansi6n de c6ls. T) serfa demasiado lenta para evitar una destrucci6n

masiva de tejido.   Para el caso de la superficie de la mucosa intestinal,  continuamente

expuesta a toda clase de potenciales toxinas y/o pat6genos, este tipo de inmunidad es

muy  importante.      Un   desequilibrjo  en  este  sistema  generari'a   reacciones   inmunes

inapropiadas f rente a anti'genos dietarios generalmente inocuos.   En el caso de la EC,

hay autores que postulan que el sistema inmune adaptativo y el innato se estimulan a

partir de distintos epi'topes de p6ptidos de gliadina (Matysiak-Budnik y cols, 2003).

Esto  explicari'a  no  s6lo  la  activaci6n  de  linfocitos  T  como  respuesta  al  estrmulo  con

gliadina  (sistema  inmune  adaptativo)  sino  tambi6n  la  presencia  de  una  respuesta  en

base  a  linfocitos  T  antl'geno-independiente y  regulada  por  IL-15,  caracterfstica  de  las

respuestas    inmunes    innatas    (Maiuri,   2000).    Este    patr6n    de    respuesta   estari'a

relacionado con  la existencia de zonas no-inmunodominantes e inmunodominantes en

la   mol6cula   de   gliadina,   las   que   activari'an   a   los   sistemas   inmunes   innato   y   al

adaptativo  respectivamente.   Segtln  estos autores,  al  estimular cultivos  de c6lulas  del

epitelio  intestinal  de  pacientes  con  EC,  se  observa  que  se  producen  niveles  altos  de

expresi6n  tanto  de  mol6culas  ti'picas  de  las  respuestas  innatas   (lL-15,     p38  MAP

kinasa,   CD83,   COX-2   y  CD25   entre   otras)   como   de   las   respuestas   adaptativas

(secreci6n   de   anticuerpos   por   linfocitos   a  y  activaci6n   de   linfocitos  T   citot6xicos

(Catassi y cols, 2002;  Maiuri y cols, 2003).

Miofjbrob]astos y enfermedad celfaca

Los  MF  son  un  grupo  especial  de  fibroblastos  semejantes  morfol6gicamente  a  las

fibras  musculares  lisas,  que  estan  ampliamente  distribuidos  en  e]  organismo  y  se

caracterizan  por tener apariencia y funci6n similares cualquiera sea el tejido  u  6rgano
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en   que  se   encuentren;   sin   embargo,   en   un  determinado  tejido   pueden   expresar

apariencias  y  funciones  especfficas,  es  decir,  existiri'a  en  ellos  un  cierto  grado  de

heterogeneidad fenoti'pica y funcional.   Los MF tienden a localizarse en  la vecindad de

c6Iulas   epite]iales   o   parenquimatosas;   en   el   intestino   delgado   estan   loca[izados

inmediatamente subyacentes a las c6lulas epiteliales de las criptas y a los enterocitos,

de  los  que  estan  separados  por  la  membrana  basal.    Los  MF  modulan  funciones  de

estas   c6Iulas   y   contribuyen   a   la   organizaci6n   de   la   unidad   cripta   -   vellosidad

precisamente  a trav6s  de  la  si'ntesis  de  proteinas  de  la  membrana  basal  del  epitelio

que   se   distribuyen   en   gradientes   que   representan   sefiales   especificas   para   la

organizaci6n morfol6gica y funcional de la mucosa.     En condiciones normales,  los MF

tienen  tambi6n  capacidad  de  regular  la  proliferaci6n  y/o  diferenciaci6n  de  las  c6lulas

epiteliales  intestinales;  frente  a  un  mismo  estfmulo  y  en  diferentes  segmentos  del

intestino   delgado,   serian   capaces   de   generar   distintas   "calidades   de   respuesta"

histol6gica y funcional (Powell y cols,1999 a y b).

Los   MF   subepiteliales   del   intestino   delgado  juegan   un   papel   fundamental   en   la

diferenciaci6n    de    la    unidad    cripta-vellosidad;    las    c6Iu]as    epitelia]es    intestina[es

cultivadas  en  forma  aislada  tienden  a  formar  monocapas,  pero  en  presencia  de  MF

tienden a organizarse en estructuras semejantes a vellosidades si los MF se originaron

de  vellosidades  o  en  forma  de  criptas  si  proveni'an  del  nivel  de  las  criptas  (Powell  y

cols,  1999b).    Los    MF  entonces  no  s6lo  participan  en  la  dinamica  de  diferenciaci6n

estructural de los tejidos sino que participan tambi6n en funciones tales como el control

del transporte  de electrolitos y por ende,  en  la  homeostasis  del  epitelio  intestinal  y de

todo el organismo (Sanders y Basson, 2003; Sumiyoshi y cols, 2004).
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Las lesiones de la mucosa intestinal en la enfermedad cell'aca son mss intensas en los

segmentos  proximales  que  en  los  distales  y  esto  ha  sido  atribuido  a  las  diferentes

concentraciones  de  gluten  a  lo  largo  del  lumen;  sin  embargo,  tambi6n  es  posible que

factores tales  como  la "calidad" de  las  mol6culas sintetizadas  por los  MF  en  distintos

segmentos  del  intestino  sea  quien  realmente  module  la  intensidad  y  calidad  de  las

respuestas a esta protei'na de la dieta (Powell y cols,  1999a).

La  sintesis  de  la  membrana  basal  es  un  proceso  complejo y altamente  coordinado  a

cargo  de  la  diada formada  por  los  MF  y  las  c6lulas  epiteliales.    La  secreci6n  de  sus

principa]es   componentes   (colageno   tipo   lv,   laminina,   fibronectina   y   polinieros   de

hepafan sulfato, principalmente) provee no s6lo el soporte estructural necesario para la

organizaci6n de la arquitectura de la mucosa sino tambi6n sefiales para organizar este

proceso   (Verbeke  y  cols,   2002).     El   endomisio  es   una   lamina  delicada  de  fibras

reticulares  que  rodea  a  cada  una  de  las  fibras  del  tejido  muscular  liso  y  estrfado

(Gauthier,   1973).     En   la  EC,   los  anticuerpos  antiendomisio  pueden   interferir  en   la

interacci6n entre MF y enterocitos, alterando la sintesis y organizaci6n de la membrana

basal; esto podri'a estimular la remodelaci6n de la mucosa a trav6s de la producci6n de

MMPs  que degradan la membrana basal principalmente como parte de las actividades

de los MF y macr6fagos (Verbeke y cols, 2002).

Las  MMPs  son  una  familia  de  proteasas  presentes  en  todos  los  tejidos,  compuesta

hasta  ahora  por  28  enzimas  distintas,  que  acttian  sobre  mol6culas  filamentosas  que

forman parte del tejido conectivo.   En  la mucosa intestinal,  las MMPs mss importantes

son la MMpl  cuyo sustrato, el colageno tipo I predomina en la matriz; la MMP2,  uno de

cuyos   sustratos   es   el   colageno   tipo   lv,   y   la   MMP3   (estromelisina)   que   degrada

laminina,  fibronectina,  colageno  tipo  lv  y  diversos  proteoglicanos.  La  acci6n  de  las
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MMPs  es  regulada  a su  vez  por  inhjbidores  especi'ficos  de origen  tisular,  TIMPs  (por

sus   siglas  en   ingl6s,   Tissue   lnhibitor  of  Matrix  Metalloproteinases)   (Powell   y  cols,

1999b).

Lo  anterior  apoya  el  concepto  de  que  los  MF  participarl'an  en  procesos  normales  y

patol6gicos  del  tubo  digestivo,  incluyendo  la  EC,  y juegan  un  papel  importante  en  el

mantenimiento de  la integridad y la funci6n  de  la mucosa  intestinal.    Estudios con  MF

han   demostrado   que   estas   c6lulas   tienen   la   capacidad   de   sintetizar   citoquinas,

quimoquinas, factores de crecimiento y otros mediadores de los procesos inflamatorios,

entre  los  que  podemos  mencionar  lL-1,  lL-6,  TNF-or,  TGF-P,  PGE2,  prostaciclina,  NO,

ademas de las ya mencionadas MMPs y sus respectivos TIMPs (Powejl y cols,  1999b).

Se ha postulado que la localizaci6n de las MMPs, liberadas por los MF inmediatamente

por  debajo  del  epitelio  podrfa  explicar,  al  menos  en  parte,  el  acortamiento  de  las

vellosidades  y  la  elongaci6n  de  las  criptas  observadas  en   la  enfermedad  cell'aca

(Heuschkel  y  cols,  2000).    La discusi6n  anterior  pone  de  manifiesto  que  no  hay  una

explicaci6n  clara y satisfactoria para  la  patogenia de  la  lesi6n  de  la mucosa intestinal

en  la  EC,  pero  que  existen  numerosos  antecedentes  que  indican  que  las  c6lulas  del

corion,  y especialmente  los  MF y sus  productos,  deben jugar un  papel  importante  en

este proceso  (Daum y cols,1999).  La investigaci6n acerca de la expresi6n y actividad

de  las  MMPs,  de  sus  caracteristicas  funcionales  y  de  su  entorno  en  la  enfermedad

celiaca puede contribuir a resolver algunas de las inc6gnitas en esta enfermedad.

La  presente  tesis  pretende  investigar  el  papel  de  los  MF  subepiteliales  del  intestino

delgado en el desarrollo de la lesi6n en la EC y en la restituci6n de la arquitectura de la

mucosa al eliminar el gluten de la dieta.   Para esto,  se estudiafa el comportamiento /.n

v/fro de  poblaciones  de  MF  de  individuos  con  diagn6stico  de  EC  comparandolos  con

los  de  individuos  que  sirvieron  como  controles,  a  trav6s  de  la  expresi6n  de  genes
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involucrados en  la  respuesta inflamatoria y en  la remodelaci6n  de la membrana basal.

Dado  que  la  lesi6n  de  la  EC  involucra  un  cambio  dfastico  de  la  arquitectura  de  la

mucosa  intestinal  y  lesiones  del  epitelio  es  posible  suponer  que  deberi'a  haber  una

expresi6n  an6mala  de  productos  de  los  MF,  tales  como  MMPs  y TIMPs;  estos,  cuya

actividad  en  condiciones  normales  esta  en  equilibrio,  pueden  estar  alterados  en  el

proceso  de  reorganizaci6n y de  regeneraci6n  de tejido,  favoreciendo  el  cambio  de  su

organizaci6n  y alterando  la  estabilidad  de su  estructura  (papel  de  las  MMPs  y de  los

TIMPs), lo que no estarfa ocurriendo de manera normal en los sujetos con EC.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar  el  papel  de  los  miofibroblastos  en  la  patogenia  de  la  lesi6n  intestinal  y  sus

alteraciones funcionales en la enfermedad celi'aca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-        Obtener "in vitro" p6ptidos de la gliadina por digesti6n p6ptico-tri'ptica

2-       Caracterizar  y  comparar   el   efecto   de   citoquinas   y   de   p6ptidos   de   gliadina

adicionados  a  cultivos  de  miofibroblastos  de  pacientes  celi'acos  y  controles  a

trav6s de:

a.    La actividad de MMP2 y la expresi6n de MMP1,  MMP2 y MMP3.

b.    La distribuci6n de MMPs a trav6s de inmunohistoqui'mica
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IVIATERIALES Y IVIETODOS

2.1        Pacientes

La     poblaci6n     estudiada     fueron     pacientes     que     consultaron     al     Servjcio     de

Gastroenterologfa del  Hospital de  Nifios  Exequiel  Gonzalez Cort6s  para el  estudio  de

un  posible  sindrome de  malabsorci6n  y sospecha de  EC,  en  el  peri'odo  comprendido

entre   enero   de   2001   y   diciembre   de  2004.     Aquellos   individuos   en   quienes   los

examenes de laboratorio y las biopsias de mucosa intestinal descartaron  la EC y otras

patologi'as intestinales sirvieron de contro]es,

Otra  fuente  de  muestras  de  mucosa  intestinal  control  fue  el  Servicio  de  Cirugfa  del

Hospital  Clinico  de  la  Universidad  de  Chile  "Jos6  Joaquin  Aguirre"  que  proporcion6

pequeFios trozos de pared del duodeno de pacientes que requeri'an "by-pass" gastro -

duodenales o correcci6n de malformaciones intestinales.

El protocolo de este estudio fue aceptado tanto por el Comit6 de  Etica del  lnstituto de

Nutrici6n  y Tecnologi'a  de  los  Alimentos  (INTA),  de  la  Universidad  de  Chile  como  por

los centros de salud citados.

Durante  la  duraci6n  del  proyecto  FONDECYT  que  sustent6  a  la  pre§ente  tesis  se

recolectaron un total de 41  muestras de pacientes celi'acos y 34 muestras de pacientes

controles.
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2.2       0btenci6n "jn vilro" de p6ptidos de gliadina per digesti6n p6ptico-trl'ptica-

pancreatica (PTP)

Sefadex G-loo (Sigma, Suecia)

Sefarosa - sulfopropilo de flujo fapido (Amersham Pharmacia Biotech,  Uppsala,

Suecia)

Gljadina (Sigma, Suecia)

Columna  de vidrio,  dimensiones:  1,5  cm  diametro  interno x 30  cm  alto  (Sigma.

Saint Louis, Estados Unidos de Norteam6rica)

Colector  de  fracciones  eluidas   modelo  2110.   (Biopad.     California,   Estados

Unidos de Nor[eam6rica)

Bomba peristaltica "jimmy, junior cassette pump" (Manostat,  Estados Unidos de

Norteam6rica)

La digesti6n PTP de la gliadina fue efectuada segt]n Bronstein y cols;  loo g de gliadina

fueron digeridos con 2 g de pepsina purificada disuelta en  un litro de Hcl 0.2 N  (pH  1.8)

durante 2  horas a 37° C.   Del  producto de  esta digesti6n  se guardaron  10  ml  para su

analisis  posterior.    Al  producto  de  la  digesti6n  p6ptica  se  le  agreg6  2  g  de  tripsina

purificada  ajustando  el  pH  a  8.0  con  NaoH  2N,  agitando  vigorosamente  a  37  °C

durante 4 horas; nuevamente, una aliquota de 10 ml fue reservada para su analisis.

El  producto  resultante  se  trat6  con  2  g  de  pancreatina  purificada  agitando  durante  2

horas,  manteniendo constante el  pH  8.0.   Al  igual que  en  los  pasos  anteriores,10  ml

del producto de esta digesti6n final fueron conservados para su analisis.
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Cromatograffa de exclusi6n molecular

En la primera fase, con el fin de aislar el p6ptido antig6nico buscado,  el producto de la

digesti6n  PTP  fue  sometido  a  cromatografia  de  exclusi6n  molecular.     Para  ello  se

utiliz6  una columna Sephadex a-100 con  un  rango de fraccionamiento  para proteinas

globulares  entre  4  kDa  y  150  kDa  y  para  dextranos  entre  1   kDa  y  loo  kDa;  para

preparar la fase  estatica,  37  g  de  la  resina fueron  hidratados  durante 2-3  dfas,  hasta

obtener un volumen final de 550 ml de cama cromatografica (h=93 cm).

Una vez hidratada y estabilizada la resina se procedi6 a estimar el volumen  muerto Vo

de  la  columna  montada  a  trav6s  de  la  eluci6n  de  azul  dextrano  y  la  medici6n  de  la

absorbancia  de  los  eluyentes  recolectados  a  550  nm;  finalmente  Vo fue  estimado  en

150 ml  (ver resu/fados).   Una vez determinado Vo se procedi6 a  realizar una segunda

curva de calibraci6n con un grupo de estandares de pesos moleculares conocidos

Los   datos  de  estas  dos  curvas  permitieron   determinar  el   peso   molecular  de   las

muestras problemas con un alto grado de certeza.   Las protei'nas que se utilizaron para

la calibraci6n fueron albt]mina de suero  bovino,  (66  kDa);  a-lactoglobulina  (18.5  kDa) y

citocromo C (12.4 kDa).

Las  muestras  se  recolectaron  a  raz6n  de  30  ml/h  en  un  colector  de  fracciones  de

manera de obtener 4 ml de eluyente en cada tubo.  La concentraci6n  de proteinas fue

determinada mediante el m6todo Bradford y se construy6 una curva de calibraci6n que

permiti6 obtener el peso molecular de las proteinas a eluir.  Posteriormente se procedi6

a eluir el producto de la digesti6n PTP y se midi6 su absorbancia a 595 nm para elegir

la fracci6n en  la cual se encontraban  los peptidos de inter6s.   Estas fracciones fueron

[iofilizadas para su utilizaci6n posterior.
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Cromatografl'a de intercambio i6nico

Los  p6ptidos  correspondientes  al  grupo  2  obtenido  por  cromatografi'a  de  exclusi6n

molecular (Fig 6) fueron resuspendidos y luego separados mediante una cromatografi'a

de intercambio  i6nico para la cual se utiliz6 una  resina sefarosa - sulfopropilo de f lujo

fapido segtin el protocolo establecido por De Bitis y cols.

Se   procedi6   a   equilibrar   la   resina   en   buffer  fosfato   s6dico   5mM,   pH   =   3,1   y   a

depositarla en  una columna de  1,5 cm de diametro y 60 cm de alto.   De este volumen

total,  la  resina  alcanz6  un  volumen  hidratado  igual  a  35,34  ml  (h  =  20  cm  aprox).

Posteriormente, y utilizando una bomba peristaltica para mantener un f lujo constante e

ininterrumpido de buffer de equilibrio por al menos 7 dfas, se mantuvo la columna hasta

verificar que el pH de entrada de flujo equiparaba al  pH de salida en  un valor de pH =

3,1  (± 0,1  unidades).

Posteriormente   el   liofilizado   del   grupo  2   obtenido   por  cromatografl'a  de   exclusi6n

molecular fue  resuspendido y mezclado  (1,5 g  de digerido  PTP aproximadamente)  en

buffer fosfato s6dico 5mM,  pH = 3,1, a una concentraci6n  de 6°/a  p/v y se eluy6 en  un

gradiente de fuerza i6nica y pH en el orden que se indica a continuaci6n:

Buffer utiljzado pH Voliimen [ml]

Fosfato, 5 mM 3,1 50

Fosfato, 20mM 5,7 32,5

Fosfato, 20 mM 5,9 32,5

Fosfato, 20 mM 6,1 32,5

Fosfato, 20 mM 6,3 32,5

Fosfato, 20 mM 8 50

Fosfato, 20 mM; NacI 8 90
0,5M

*   La eluci6n se efectu6 a una velocidad promedio de 15 -20 ml / hora.

Tabla 1.  Parametros de eluci6n para la cromatograffa de intercambio i6nico (sefarosa SP)
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Finalmente,  se midi6 la absorbancia de los  p6ptidos a 280  nm   y se  realiz6  un  gfafico

de Abs28o en funci6n del volumen eluido.   A partir de este grafico se determin6 el grupo

de  p6ptidos  eluidos  que  se  utiliz6  para  la  estimulaci6n  de  los  cultivos  de  MF.    Nos

referiremos a dichos p6ptidos en adelante como "pp-gliadina".

2.3       Aislamiento y cultivo de miofibroblastos (MF)

•             EDTA lmM (Sigma.   Saint Louis, Estados unidos de Norteam6rica)

•             Ditiotreitol  l% en PBS

•             Medio    de    cultivo    DMEM    F12    (Gibco.        New   York,    Estados    Unidos    de

Norteam6rica)

Suero fetal bovino, SFB (Gibco.   New York.   Estados Unidos de Norteam6rica)

Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina 8 en soluci6n  (Gibco.   New York,  Estados

Unidos de Norteam6rica)

Las muestras de mucosa duodeno-yeyunal,  de aproximadamente 2 mg de peso cada

una,     fueron     obtenidas     mediante     biopsia     endosc6pica     y     fueron     colocadas

inmediatamente en  medio de transporte  DMEM-F12 a temperatura ambiente hasta su

procesamiento.  En  el  mismo  procedimiento  endosc6pico se obtuvieron  otras muestras

que fueron fijadas  en  soluci6n de  Bouin y procesadas  histol6gicamente para certificar

el  diagn6stico.  A  partir  de  41   biopsias  de  pacientes  celfacos  y  34  de  controles  se

aislaron   los   MF  utilizando  la  t6cnica  de   Mahida  y  cols,   por  lo  que  en  condiciones

est6riles  y  dentro  de  los  30  minutos  posteriores  a  la  obtenci6n,  fueron  lavadas  dos

veces con  PBS agitando suavemente y se incubaron durante  10 minutos en  PBS -1°/o

de  ditiotreitol  para  extraer el  mucus  superficial.  Posteriormente,  y con  el  prop6sito  de
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eliminar la monocapa de c6lulas epiteliales dejando al desnudo la membrana basal,  las

biopsias fueron  incubadas por 30 minutos en EDTA 1 mM en una atm6sfera controlada

a  37°C  y  con  5°/o  de  C02;  posteriormente  el  tejido  fue  lavado  2  veces  con  PBS,

agitando  fuertemente  para  desprender  las  c6lulas  epiteliales.    Finalmente  se  coloc6

cada trozo  de  tejido  en  un  pocillo  de  placa  de  cultivo  (12-24  pocillos  por  placa)  que

contenfa  medio  DMEM-F12  con  5°/o  de  SFB  con  1°/o  de  una  soluci6n  de  penicilina,

estreptomicina y anfotericina  8.  El  tejido fue  mantenido  en  una estufa a 37°C  en  5°/o

C02 renovando diariamente el medio de cultivo en condiciones est6riles. A los  14 -20

dfas se comenz6 a detectar la migraci6n de MF desde los trozos de tejido.

Dentro de las 4-6 semanas siguientes, una vez alcanzada la confluencia en los pocillos

del  cultivo  primario,  se  procedi6  a  levantar  los   MF  del   pocillo  de  cultivo  mediante

incubaci6n por 10 min con una soluci6n de tripsina -EDTA (Gibco,  New York,  Estados

Unidos  de  Nor[eam6rica)  y  se  los  traspas6  a  botellas  de  cultivo  de  25-75  cm2  para

subcultivo y utilizaci6n  en  los experimentos correspondientes;  otra porci6n se congel6

en nitr6geno liquido con el fin de mantener un stock de estas c6lulas.

2.4       Producci6n de medios condicionados por MF

Medio   de   cultivo   DMEM   -   F12   (Gibco.       New   York,    Estados   Unidos   de

Norteam6rica)

Suero fetal bovino, SFB (Gibco.   New York,  Estados Unidos de Norteam6rica)

Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina 8 en soluci6n  (Gibco.   New York,  Estados

Unidos de Norteam6rica)

IFN-y, TNF-ci (SIC"A.   Saint Louis, Estados Unidos de Norteam6rica)

p6ptidos obtenidos de acuerdo con lo detallado en la secci6n I
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Se  procedi6 a cultivar los  MF de  pacientes  cell'acos y controles en  botellas de cultivo

de   25-75   cm2   con   medio   DMEM   F-12   5%   SFB   y   1%   penicilina-estreptomicina-

anfotericina  a  hasta alcanzar  un  75-80°/o de confluencia.    Los cultivos  se  lavaron  dos

veces con medio sin  SFB y posteriormente se agreg610  ml de medio de cultivo y las

c6lulas  se  incubaron  durante 24  horas  en  el  mismo  medio,  con  o sin  interfer6n  gama

(INFry), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-c*)  en concentraciones de 10 y loo ng/Hl o

pp-gliadina, segt]n se muestra en tabla 2.

Los    medios    condicionados    (MC)    se   filtraron,    se   dividieron    en    alieuotas   y   se

conservaron  a  -80°C  hasta  su  utilizaci6n.  El  ntlmero  de  c6lulas  en  cada  botella  se

determin6  por  recuento con  camara  de  Neubauer a fin  de expresar los  resultados  en

funci6n de dicho nthmero.

R6tuloBotella A 8 C D

MF normal Basal 1 00 pg/ul TNF-or + 100 pg/Hl lFN y + 100 Pg/HI TNF-or y
(n = 8) 20 ppm de 20 ppm de lFN-T + 20 ppm de

pp-gliadina pp-gliadina pp-gliadina

MFceliaco(n=6)
Basal 1 oO pg/prl TNF-c* + loo pg/H IFN y+ 100 pg/pl TNF-a y

20 ppm de 20 ppm de lFN-y + 20 ppm de
pp-gliadina pp-gliadina pp-gliadina

Tab[a 2.  Esquema de estimu]aci6n de [os cultivos de lv]F de individuos normales y celfacos.
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2.5        Actividad de la lvIMP2 por zimografl'aL

.Acrilamida (Vvinkler.   Alemania)

N`N`  bis -metilenrdcrilamida (Sigma.   Saint Louis, Estados Unidos de

Norteam6rica)

Dodecil sulfato de sodio (Sigma.  Jap6n)

Gelatina (Sigma.   Saint Louis, Estados Unidos de Norteam6rica)

TRIzma base (Sigma.   Saint Louis, Estados Unidos de Norteam6rica)

Hcl i umante (Merck.   Darmstadt, Alemania)

Azul de Coomasie (Sigma.   Saint Louis, Estados Unidos de Norteam6rica)

Se  evalu6  la  presencia  de  MMP2  indirectamente  a  trav6s  de  su  actividad  gelatinasa,

cuantificada mediante "zimograf l'a en ge]atina".   Para esto se realiz6 una e[ectroforesis

de   los   medios   condicionados   por   MF  de   cell'acos   al   momento   del   diagn6stico   y

controles  en  condiciones  no  reductoras  en  gel  de  acrilamida-dodecil  sulfato  de  sodio

(SDS-PAGE)  en  presencia  de  1   mg/ml  de  gelatina.  Este  gel  fue  preparado  en  dos

etapas:  en  la  primera  se  prepara  la  zona  de  resoluci6n  que  consiste  en  un  gel  de

acrilamida en una concentraci6n de 7.5°/a y que es la que contiene 1  mg/ml de gelatina.

La segunda etapa es la de apilamiento o concentraci6n de las muestras: se ubica en la

parte   inmediatamente  superior  a   la  zona  de   resoluci6n   y  consiste  en   un   gel   de

acri]amida  al  4%   sin   gelatina  que  cumple   la  funci6n   de   concentrar  en   el   mi'nimo

volumen posible el total de la muestra al momento de ingresar al gel de resoluci6n.

La  cantidad  de  muestra  sembrada  se  estandariz6  en  base  a  la  concentraci6n  de

protel'na/prl  presente en  cada  medio  condicionado y en  todos  los  casos  se  inyect6  un

volumen  final  de  15  prl.  De  manera complementaria,  al  momento  de  la  recolecci6n  de
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los medios condicionados, se realiz6 un conteo de las c6Iulas en confluencia para cada

caso,   siendo   los   valores   promedios   del   orden   de   106   c6ls.      EI   gel   fue   resuelto

someti6ndolo a  una carga de  100V y amperaje variable  entre  15 a 20  rnA durante  60

min.  El  gel  fue  lavado  dos veces  con  una  soluci6n  de  Triton  X-100  al  2,5°/a  en  agua

destilada duranl:e 30 min. y a continuaci6n fue incubado durante toda la noche a 37°C

en buffer Tris - Cac12 25 mM pH 8.5; despu6s fue tefiido con azul de Coomassie al 1 a/o

en  acido  ac6tico/isopropanol/agua  durante  60  a  90  min.  y finalmente  se  destiFi6  con

una soluci6n de metanovacido ac6tico/agua.   Las zonas donde se detect6  la actividad

enzimatica    para    cada    condici6n    se    midieron    con    un    micr6mctro    ocular    con

graduaciones  de  0,1   mm.       Adicionalmente,  los  geles  fueron  fotografiados  para  su

posterior analisis.

2.6        Inmunohistoqui'mica para MIV]Pl  y MMP3

•             Anticuerpos:

/        Anti    MMpl    humana.        (Sigma.        Saint    Louis,    Estados    Unidos    de

Norteam6rica)

/        Anti    MMP3   humana.           (Sigma.       Saint   Louis,    Estados   Unidos   de

Norteam6rica)

/        Anti  cadena  gamma  conjugado  con  FITC.    (Gibco.    New  York,  Estados

Unidos de Norteam6rica)

•             Microscopio  BX40  con  sistema  de  fluorescencia  BX-FLA y  sistema fotogratico

PM20.   (Olympus, Jap6n)

Biopsias de 6 pacientes celiacos obtenidas al momento de diagn6stico y de 4 controles

fueron  fijadas  en  formol  al  loo/o  en  buffer fosfato  (pH  =  7)  con  30°/a  de  sacarosa  e

incluidas  en  parafina  y  seccionadas  en  forma  seriada.  Los  cortes  fueron  incubados

primeramente  con  anticuerpos  especificos  para  ambas  MMPs  durante  una  hora  a
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temperatura   ambiente   y   posteriormente   con   un   segundo   anticuerpo   anti   cadena

gamma  conjugado  con  isotiocianato  de  fluoresceina  (FITC)  durante  30  minutos.    La

tinci6n  fue  efectuada  sin  conocimiento  previo  del  diagn6stico  correspondiente  a  los

enfermos de los cuales proveni'an las biopsias.   Sin embargo hay que hacer notar que

la   observaci6n   al   microscopio   permite   diferenciar  facilmente   la  arquitectura  de   la

mucosa de  los controles  respecto de la de  los  pacientes  celi'acos.   Las  preparaciones

fueron  evaluadas  por microscopi'a de fluorescencia por al  menos  dos  observadores y

poste rio rm ente fotog rafiadas.

2.7       Detecci6n de MMP3 par enzjmoinmunoensayo (EL]SA)

•             Kit  ELISA MMP3 assay (OncoGene,  San  Diego,  California,  Estados  unidos  de

Norteam6rica) compuesto por:

/    Pocillos  recubiertos  de anticuerpo  anti  MMP3  humana  (placas  de  96  pocillos,

strip individuales)

/    Estandar liof ilizado de MMP3 recombinante humana

/    Anticuerpo monoclonal biotinilado anti MMP3 humana

/   Conjugado estreptavidina -peroxidasa

/    Sustrato cromog6nico:  tetrametilbenzidina (TMB)

•             Espectrofot6metro para placas (Automatizador Triturus, Griffols)

En  los  medios condicionados obtenidos en  la secci6n  lv se cuantific6 la presencia de

MMP3    mediante    un    ensayo    por    ELISA.        Brevemente,    este    consiste    en    un

inmunoensayo   enzimatico   para   cuantificar   la   presencia   de   MMP3   en   muestras
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biol6gicas.   Para este prop6sito, el primer paso fue construir una curva de calibraci6n a

partir de  estandares  de  MMP3  recombinante  humana  en  concentraciones  conocidas,

provistos  por  el  fabricante  del  kit.  Las  muestras  f ueron  preparadas  centrifugando  los

medios condicionados a 1000G durante 10 min a 4° C, conservando el sobrenandante.

En   las   placas   de   96   pocillos   se   depositaron   50   Hl   del   anticuerpo   detector   e

inmediatamente 50 ul de cada muestra de sobrenadante  por duplicado,  incubando  las

mezclas durante 2 horas a temperatura ambiente.   Las placas fueron lavadas 3 veces

con   buffer   lx  y  se   agreg6   a  cada  pocillo   100  prl   del   conjugado   estreptavidina  -

peroxidasa incubando durante 30 min a temperatura ambiente.   A continuaci6n, se lav6

3  veces  la  placa  con  buffer  de  lavado  lx  y  posteriormente  con  agua  bidestilada,

llenando  completamente  los  pocillos  para  despu6s  escurrirlos  suavemente.    El  tiltimo

paso consisti6 en  agregar 100 Hl del sustrato e  incubar en  la oscuridad por 30 min,  al

cabo de los cuales se agreg6 a cada pocillo 100 Hl de una soluci6n 2,5N de H2S04 que

detiene  la  reacci6n  de  la  peroxidasa.     La  placa  fue  leida  antes  de  30  minutos  de

agregada  la  soluci6n  de  acido  en  un  espectrofot6metro  lector  de  placas  con  una

longitud de onda de 540 nm.
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RESULTADOS

3.1        0btenci6n /.n v/.fro de p6ptidos de gliadina por digestl6n p6ptico-triptica -

pancreatica (PTP)

Los  resultados  de  los  procesos  utilizados  pare  la  obtenci6n  de  p6ptidos  de  gliadina,

segdn  protocolo  de  De  Flitis  y  cols.  se  describen  en  las  Figuras  3  a  8,    La  Figura  3

muestra los productos obtenidos en  las distintas etapas de la digesti6n  PTP en  un gel

de  SDS -  PAGE.   Se observa que a  medida que se suceden  las digestiones con  las

distintas  enzimas  utilizadas  (pepsina,  tripsina  y  pancreatina),  se  obtienen  fragmentos

de  diferentes  pesos   moleculares  en   un   rango  cada  vez  mss  amplio  y  a  su   vez

sucesivamente menores (carriles 3 al 5).

1            2          3      ng        5          6          7         8                ¥easrocamd:,reecsubdre

ffid*.aLA- `          BSA 66 kDahAh,d

-,           ,'+\7`,`T`|`,•.4<iy\

`,%

q,,

n     ragacarb6nica29kDaELc[tocromo c

12,4 kDa

CAFtF]lL CONTENIDO
1 Contro Neciativo.   Caraa sin muestra de diae§tk5n
2 Marcadores de Peso inolecular
3 Fracck5n didesti6n  D6D ica
4 Fracc' iaesti6n  D6D trl'Dtka
5 Fracc` n diqesti6n PTP
6 Fracck5n  lI`quida
7 Fraccien pel et
8 Marcadores de peso inolecular

Figura 3.   Seguimiento del desarrollo de fa digestion enzimatiea de glfadina cruda en gel SDS -PAGE
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Ademas,  en  los  carriles  6  y 7  de  esta  Figiira se  observa  que  al  separar  la fracci6n

s6lida  del  sobrenadante,  al  final  de  la  digesti6n  PTP,  no  presentan  una  diferencia

significativa  en  composici6n  proteica,  lo  que  demuestra  que  el  rango  de  p6ptidos  de

peso molecular requerido se conserv6 a pesar de descartar el material particulado por

centrifugaci6n antes de continuar con el procedimiento de separaci6n.

La  Figura  4  muestra  el  resultado  de  la  estimaci6n  del  volumen  muerto  (Vo)  de  la

columna  de  fraccionamiento  (Sephadex  G-100).    Este  volumen  fue  estimado  en  150

ml, es decir que para recuperar el total de las miiestras desde el inicio de la eluci6n se

deben  dejar fluir  150  ml,  que  no contend fan  muestras de  ningdn  tipo.    Conocer este

valor es fundamental para no eliminar ninguna fracci6n de las muestras a resolver.

Curva de calibracion azu] dextrano 11

0,I0,08?o,o60.040,020

00                          50                        100                       150                      2

Volumen (ml)

Figura 4.   Determinaci6n del volumen muerto (Vo)de la columna de exclusi6n molecular

Posteriormente fue necesario construir una curva de calibraci6n a trav6s del pasaje y

eluci6n   de   estandares   de   peso  molecular  conocido   para  estimar  el  volumen   de

retenci6n  correspondiente  a  las fracciones  buscadas.    La  Figura 5  muestra  el  patr6n

de  eluci6n  de  las  tres  protefnas  de  peso  molecular  conocido  elegidas  para  dicha

calibraci6n.
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Curva de ca]ibracion G-100

0,70,6580,6fo,550,50,450,4A BSA

0

Citocromo CP-Iactoglobulina

0             50          loo         150         200         250         300         350         400         450         5

Vo[tJmen (ml)

Relaci6n de eluci6n de proteinas estandar

4.94,7a§4,5E!4,3i"93,93.73,5a
4,8195y=-Oa25=9::95,954              4.4624  4,0934

0                        0,5                        1                         1,5                        2                        2,5

Volumen de F]etencl6n (Ve/\/a)

Figura 5.  Determinaci6n de voldmenes y relaciones de elusi6n, cromatografi'a de exclusi6n
molecular.  Los voltimenes a los cuales eluyeron las proteinas de peso molecular conocido (fig 5A) dan

lugar a la relaci6n de eluci6n mostrada en la fig 58

Para nuestro objetivo,  los p6ptidos buscados eluyeron con posterioridad al citocromo c

y   fueron    congelados   y    liofilizados    hasta   el    procedimiento    de    separaci6n    por

cromatograffa   de   intercambio   i6nico.      Estos   p6ptidos  corresponden   a   la  zona   2

indicada en la Figura 6, es decir con un Vofve entre 1  y 1,5.
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Separacion p6ptidos de d[gesti6n PTP

532.5i,,:10,50

5

1 2 3

0                   0,5                    1                    1,5                   2                   2,5                   3                   3

Vorvo

FIgura 6.  Determiiuci6n de los grupos de p6ptidos separados por cromatografia de exclusl6n
mo[eoular

Finalmente,  se  procedi6  a  separar  los  fragmentos  obtenidos  en  el  paso  anterior  a

trav6s  de  una  cromatograffa  de  intercambio  i6nico;  coma  muestra  la  Figure  7,  se

obtuvo  un  perfil  de  eluci6n  muy similar al  observado  en  la  literature  (De  Pitis y cols).

Los p6ptidos se clasificaron  en  5 grupos de acuerdo con el volumen de eluci6n y cada

20   tubos   aproximadamente.   Para   desarrollar  los  experimentos   posteriores,   y  por

contener  los  p6ptidos  con   mayor  capacidad   antig6nica,     se  eligi6  el   grupo   E  en

concordancia con los trabajos ya descritos (Frazer y cols,  1959).

Flgura 7.  Separacl6n de log pp-glladlna obtenldos per dlgestl6n PTP, cromatografia de
lntercamblo i6nico
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3.2        Aislamiento, cult]vo y subcultivos de miofibroblasto§ (MF)

A  partir  de  las  biopsias  de  pacientes  diagnosticados  celfacos  y  de  los  controles,  se

lograron    aislar    y    subcultivar    15    y    17    lineas    de    MF    de    mucosa    intestinal,

respectivamente.

Las  fotografi'as  expuestas  mss  abajo  muestran  MF  en  las  distintas  etapas  de  su

crecimiento: el  cultivo primario a partir de  la biopsia (Fig 8)  y los subcultivos (Fig.  9).

Figure 8.  Aislam]ento de MF a partlr de mucosa lrtest]iral obtenida pop biopsia endosc6plca.  El
angulo superbr iequierdo muestra el trozo de muoosa intestinal (M)  en cultivo con k)s primeros MF

(flechas) que comienzan a migrar radialmente desde el tejido.  (40x)

Flgura 9.  Subcultlvo:   m]of ]broblastos de mucosa Intestinal, 70-80% de confluencla.  La fotogratra
muestra MF inmedfatamente antes de ser estimufados o tripsinizados para su propagaci6n.   (40x)
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3.3        Actividad de MMP2

A  trav6s  de  la  t6cnica  de  zimograf l'a  en  geles  de  acrilamida-gelatina  se  pudo  semi-

cuantificar la actividad  de  MMP2  (gelatinasa)  en  medios  condicionados por MF  como

una  manera  de  analizar  la  concentraci6n  de  MMP2  producida  y  liberada  por  MF  de

enfermos col iacos en comparaci6n con los controles.

F]gura 10.  Zlmograffas en gales de acr[Iamidaielatina: actMdad de MMP2 a partlr de medios

condicionados par miofibroblastos de pacientes celi'acos y controles,  basal y con estl'mulo
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En  la  Figura  10  se  observa que  los  carriles correspondientes a  medios condicionados

por  MF  de  pacientes  celiacos,  tanto  de  la  Fig.  A  como  de  la  Fig.  8,  presentan  una

mayor area  digerida  por  la  MMP2  en  comparacj6n  con  la  actividad  de  MMP2  en  los

medios  condicionados  de  pacientes  normales;  esto  significa  que  en  los  pacientes

celracos esta MMP presentarl'a una mayor actividad que en  los controles.

Del  mismo modo, en las figuras C,  D,  E y F se observa una tendencia al aumento en la

actividad  de  MMP2  en  los  cultivos  de  MF  de  pacientes  celi'acos  comparados  con  los

de pacientes controles cuando se les somete a los esti'mulos de TNF-a e  lFN-y antes

mencionados.

En la Figura 11  se observa que, en  promedio,  los cultivos de MF de pacientes celi'acos

presentan  una  actividad  significativamente  mayor de  MMP2.    Cuando  se  recolect6  el

medio  condicionado  de  cultivos  sin  estimular,  Iuego  de  24  horas  de  incubaci6n,   la

diferencia  de  actividad  fue  signiticativamente  mss  marcada  respecto  a  los  controles.

Las  columnas 3-4  y  5-6  muestran  el  aumento  de  actividad  de  la  MMP2,  a  trav6s  del

aumento  del  area de  digesti6n  sobre  gelatina,  cuando  los  cultivos  de  MF  de  celfacos

fueron estimulados con IFNry y TNF-ct, en relaci6n a los controles basales.

F[gura 11.  Grfflco comparatlvo de la actividad de MMP2 con esti`mulos de cltoquinas a dlstlnta§
concentraclones.  Ira coneentraci6n final en el medb de cultivo de cada citoquina (pg/uL) esfa indicada

indieada en  b Figura bajo fa sigfa de fa citoquima correspondiente.
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En  la figura  12 se observa que los medios condicionados de  MF de pacientes celi'acos

mostraron  una actividad  mayor de  MMP2  que  la de  noi.males a  nivel  basal,  arrojando

una diferencja significativa (p < 0.043).   Respecto a los cultivos de MF estimulados con

TNF  +  pp-gliadina,  ambos  grupos  mostraron  un  aumento  notorio  en  la  actividad  de

MMP2 al  ser estimulados con esta citoquina.   Sin embargo, a pesar de no mostrar una

diferencia significativa, se observa una tendencia de mayor respuesta al estimulo en el

grupo celi'aco.

En el  caso de los cultivos estimulados con  IFN + pp-gliadina se observa una diferencia

significativa (p < 0.043) en  la actividad de MMP2 de celracos estimulados respecto a la

de individuos normales sometidos al  mismo estrmulo.

Figura  12.    Gfafico  compere(ivo  del  efecto  de  cltoqulmas  en  la  actividad  de  MMP2  en
pacientes celiacos y controles.    Las coneentraciones  de  TNF y de  lFN  son  loo  pg/ul.    [pp-
glfadina] = 20 ppm
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AI   estimular   los   dos   grupos   con   ambas   citoqujnas   +   pp-gliadina   en    distintas

combinaciones,   nuevamente  los  pacientes  con   EC  muestran  niveles  mss  altos  de

actividad  MMP2  que  los  normales.    Nuevamente  se  observa  que,  bajo  el  efecto  de

cualquier  estl'mulo  de  los  estudiados  en  el  presente  trabajo,  los  individuos  con  EC

muestran  una  constante  tendencia  a  mostrar  niveles  superiores  de  actividad  MMP2

respecto a los normales (fig.  13)

Figure 13.  Actividad de MMP2 de paclente§ celfaco8 y controles bajo dlstlntos estimulos

3.4        Inmunohistoqui'mica para MMpl  y MMP3

Para  observar  la  expresi6n  de  MMpl   y  MMP3  en   mucosa  intestinal,   se  utiljzaron

cortes de tejido obtenido por biopsias perorales tanto de cell'acos como de controles.

En    las    Figuras    14    y    15    se    muestra    la   detecci6n    de    MMpl    y    MMP3    por

inmunohistoquimica,  observandose fluorescencia de  mayor  intensidad  en  los  cell'acos

para ambas  metaloproteinasas.   Para la MMpl  esta mayor intensidad se observa por

debajo  de  las  c6lulas  epiteliales  intestinales  tanto  a  nivel  de  las  criptas  como  de  la
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superficie aplanada de  los pacientes cell'acos  (Figura  14C).  En  los controles la tinci6n

en las vellosidades es muy tenue y parece delimjtar los MF subepiteliales (Fig  14A).  La

distribuci6n  y  la  intensidad  de  la  fluorescencia  en  la  tinci6n  para  MMP3,   tanto  en

celiacos  como  controles,    es  similar  a  la  observada  para  MMP1   (Fig  15).  EI  control

negativo muestra la especificidad de la dctecci6n en ambos casos, ya que las Figuras

148  y  158  muestran  fluorescencia  pfacticamente  indetectable  ouando  se  incuba  el

corte  de   tejido   directamente   con   el   segundo  anticuerpo.   Esto   no   hace   mss  que

concordar  con  la  idea  de  que  en  EC  el  desorden  de  la  arquitectura  de  la  mucosa

intestinal,  caracteristica  trpica  de  la  lesi6n  de  EC,  se  produce  por  una  desregulaci6n

sobre la expresi6n de MMPs.

Flgura 14.   Inmunohistoqufmica irara MJVIP1.   Normal (izquierda),   Control negative (centro) y cell'aco

(dereeha)

F]gura 15.   Inmunohistoquinlca irara  MMP3.   Normal (izquierda),   Control negativo (centro) y cell'aco

(derecha)
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3.5        Detecci6n de MMP3

La   expresi6n   de   MMP3   en   poblaciones   de   MF   provenientes   tanto   de   pacientes

controles  sanos  como  de  celiacos  se  midi6  a  trav6s  de   un   kit  comercjal   para  la

detecci6n de dicha metaloproteinasa.

En   la   Figura   16   se   observa   que   las   poblaciones   de   MF   de   pacientes   celiacos

reaccionan  mss a  los estl'mulos,  y que  presentan  niveles de  MMP3  sl.gnificativamente

superlores a  los de pacientes celi'acos en  condicjones  basales  (p  <  0,14).   Del  mismo

modo,  al  estimular poblaciones de  MF con  dos  citoquinas  relacionadas  con  procesos

inflamatorios,  se  observ6  una  tendencia  al  aumento  en  la  expresi6n  de  MMP3  tanto

con TNF-Ci como con  lFNJy respecto a las condiciones basales.

Flgura 16.  Concentrac[6n de MMrs en medlos condlclonados per MF
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DISCUSION

En     condiciones     fisiol6gicas     normales,     en     los     procesos     de     modelaci6n     y

reestructuraci6n   de   la   arquitectura  tisular,   existe   un   equilibrio   entre   la   apoptosis,

proliferaci6n  y  diferenciaci6n  celular que  involucra  a  una  serie  de  c6lulas  y  mol6culas

producidas por ellas mismas.    En  el caso del tracto gastrointestinal  los tipos celulares

participantes  son  principa]mente  c6Iulas  epiteliales  (enterocitos),  MF,  c6lulas  M  y  las

mononucleares   del   corion   entre   otras;   estas   poblaciones   celulares   secretan   en

conjunto y coordinadamente factores  especificos que gui'an  la modelaci6n  del tejido a

trav6s  de  procesos  como  estimulaci6n  de  la  diferenciaci6n  celular  e  inducci6n  de

apoptosis   (estos   dos   procesos   como   parte   del   desarrollo   de   la   unidad   cripta  -

vellosidad) y mantenci6n de la matriz extracelular (MEG).

En  la  renovaci6n constante de la  MEG  (lun7over)  estan  involucrados  las  MMPs y sus

respectivos   inhibidores,   los   TIMPs.     En   condiciones   normales,   existe   un   equilibrio

dinamico  MMPs  ®  TIMPs,  de  manera  que ante  un  determinado  estl'mulo  ambiental -

generalmente asociado con dafio mecanico-responderan dando lugar a la degradaci6n

de  la  matriz  (papel  de  las  MMPs)  y  la  posterior  si'ntesis  de  nuevos  componentes

dirigida sitio-especfficamente por los tipos ce]u]ares ya mencionados; tal es el caso de

la laminina, fibronectina y colageno IV, productos de si'ntesis de los MF.

Diversos  estudios   en   EC   han   identificado  y  descrito   los   perfiles  de  secreci6n   de

algunas  de  las  mol6culas  involucradas  en  el  mantenimiento  de  la  arquitectura  de  la

mucosa intestinal, y evidenciado un aumento en la expresi6n y actividad de MMPs (1, 2

y  3  principalmente)  (Daum  y  col,  1999)  y  una  disminuci6n  en  la  transcripci6n  de  sus

respectivos  TIMPs  (Salmela y col,  2002).    Mediante  la  hibridaci6n  in  situ  (FISH)  estos
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autores  detectaron  un  aumento  en  la  expresi6n  de  dichas  mol6culas  en  biopsias  de

pacientes  con  EC,  que  estaba  localjzada principalmente  en  los  MF subepiteliales.    Al

detectar   MMpl   y   MMP3   por   inmunohistoqui'mica,   nuestros   resultados   mostraron

fluorescencia  de  mayor  intensidad  en  los  celfacos  que  en  los  controles  para  ambas

metaloproteinasas.     Esto  concuerda  con  las  observaciones  hechas  por  los  autores

mencionados  anteriormente  localizando  esta  sobre-expresi6n  en  la  monocapa  de  MF

subepiteliales (Figs 16 y 17). Otras investigaciones mencionan un significativo aumento

en   la  transcripci6n  de  mFINA  para  MMP1,   MMP3  y  MMP12,   que  en  su  conjunto

abarcan las modificaciones a la gran mayori'a de los componentes de la MEG (Salmela

y col, 2002)

Basandonos   en   que   los   MF   subepiteliales   estan   activamente   involucrados   en   el

proceso  de  modelamiento  de  la  MEG  y  en  la  conformaci6n  de  la  estructura  de  la

mucosa intestinal,  decidimos dirigir el presente trabajo hacia el analisis de poblaciones

de   MF   aisladas   desde   biopsias   duodenoyeyunales   y   sus   productos   de   sintesis.

Creemos  que  esto  representa  un  enfoque  novedoso  respecto  de  las  investigaciones

previas dado que en ellas se analizan cambios en los perfiles de secreci6n de variadas

mol6culas   (MMPs,   T[MPs,   citoquinas   y   otros)   a   nivel   tisular,   sin   identificar,   sin

embargo,  el tipo celular invo[ucrado.

La    EC    esta   caracterizada    por   una    hiperreactividad    inmune   tipo   Thl    que   se

desencadena   en   la   mucosa   intestinal   de   individuos   gen6ticamente   susceptibles

mientras consumen gluten.   Existe una correlaci6n entre el nivel de respuesta Thl  y el

grado de alteraci6n histol6gica de la mucosa. (Chirdo y col, 2005)

En  la  secuencia que  lleva a  la  lesi6n  histopatol6gica,  el  sistema  MMPs-TIMPs  podrfa

ser uno  de  los  principales  efectores,  dado  que  habri'a  una  importante disminuci6n  de
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las  protei'nas  sustrato  de  estos  enzima§  (Verbeke  y  col,  2002).    Por  este  motivo  es

16gico  pensar  que  los  MF  podrl'an  ser  los  responsables  del  aumento  de  la  sl'ntesis,

liberaci6n  y/o  actividad  de  MMPs  en  pacientes  celfacos    ya  que  los  MF  del  tracto

gastrointestinal  producen  normalmente  cantidades  discretas  de  MMP  que  lentamente

degradan   la  matriz  proteica  de   la   mucosa  intestinal  y  existen   evidencias   de  que

algunas   citoquinas   proinflamatorias   (respuesta  Thl)   como  TNF-Ch   e   ILl-P   inducen

fuertemente la si'ntesis de MMP en este tipo celular. (Chirdo y col, 2005).

Es  importante  destacar  que  el  sistema  de  MMPsITIMPs  es  regulado  por  complejos

mecanismos       que       le       permiten       realizar       el        turnover       de       la       MEG

•(diferenciaci6n/proliferaci6n/apoptosis).     Una  de  las  caracteristicas  de  este  sistema

enzimatico  es  que  las  MMPs  son  secretadas  (todas,  a  excepci6n  de  MMP23)  como

zim6genos,  es decir,  requieren  del clivaje de  un  p6ptido serial,  muy conservado  entre

las   MMPs   que   pertenecen   a   las   distintas   familias,   para   que   puedan   manifestar

actividad  catali'tica.     El  mecanismo  mss  probable  de  activaci6n  de  las  MMPs  es  a

trav6s  de  una  cascada  de  clivajes,  donde  algunas  MMPs  activan  a  otras,  t6pico  de

importancia para nuestro estudio.   Puntualmente,  MMP3 activa a MMpl  y MMP9,  que

tambi6n es una colagenasa/gelatinasa cuya expresi6n y actMdad ha sido detectada en

tejidos  que  desarrollan  procesos  inflamatorios  (Alexander,  2002).    MMP9  a  su  vez,

muestra   un   alto   grado   de   similitud   estructural   con   MMP2;   basandonos   en   estos

antecedentes   y   en   el   aumento   de   actMdad   de   MMP2   mostrado   por   nosotros,

podri'amos  pensar  que  MMP2  tambi6n  podri'a  ser  activada  por  MMP3,   apoyando

nuestros resultados.
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Nuestro  modelo  experimental  consider6 ademas  la estimulaci6n  de  los  MF  en  cultivo

por  fracciones   peptidicas   de  gliadina.     Esta  proteina   presente  en   el   trigo,   y  sus

analogas de la cebada y el centeno, tienen epi'topes altamente antig6nicos los que, en

individuos gen6ticamente predispuestos, desencadenarfan la cascada patog6nica de la

EC.    Esta  capacidad  inmunog6nica fue  descrita  por  De  Ritis  y  col,  quienes  lograron

desarrollar  una  [esi6n  intestinal  similar  a  la  producida  en  EC  al  incubar  p6ptidos  de

gliadina  con   muestras  de  tejido  de  biopsias   intestinales  de  pacientes  celfacos  en

remisi6n.   Esto   indicaba  que  algunas  porciones   de   la  gliadina   (p6ptidos)   -y  no   la

mol6cula   completa-   eran   las   responsables   de   provocar  dicha   lesi6n.   Lo   anterior,

asociado  a  una  condici6n  previa de  hipersensibilidad  existente  en  las  poblaciones  de

linfocitos   T   de   los   pacientes   cell'acos   que   secretan   niveles   de   TNFor   e   IFN-y

significativamente  superiores,  desencadenari'a  el  proceso  inflamatorio  (Monteleone  y

col' 2001).

La  producci6n  de  IFN-y  de  TNF-or  por  macr6fagos  y  c6lulas  T  influye  djrectamente

sobre  las  c6lulas  epiteliales.     Estas  citoquinas  ejercen  efectos  citostaticos  i.n  i//.fro  e

inducen  la  muerte  epitelial  /.n  v/.vo.     TNF-cf  induce  la  expresi6n  de  KGF  en   MF,  e

indirectamente promueve el aumento en el ntimero de c6lulas epiteliales,  proceso que

involucra otras citoquinas, como TGF-P. (Chirdo y col, 2005)

Nuestro   modelo  consider6   la  exposici6n   de   los   MF   en   cultivo   a  concentraciones

significativas  de  las fracciones  inmunog6nicas de gliadina  (>20  ppm)  y la  estimulaci6n

con  dos  de  las  principales  citoquinas  proinflamatorias:  TNF-a  e  IFNry  (que  /.n  v/.vo

provienen de los linfocitos T CD4+).
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Al  estimular tanto  con  lNF-y como  con  TNF-er se  detect6  un  aumento  de  la  actividad

enzimatica que  result6  dosis-dependiente  para  las concentraciones  de  10 y  100  ng/lil

(Fig.11);  no  se  observ6  diferencia  en  la actividad  de  MMP2  con  las  concentraciones

menores.   Finalmente,   se   decidi6   utilizar   la   concentraci6n   de   100   ng/Ill   para   las

experiencias   posteriores   debido   a   que   esta   se   acercaba  a   la  dosis   de   maxima

respuesta  de  MMP2  respecto  a  la  condici6n  basal.    Los  controles  presentaron  una

actividad menor que los pacientes celi'acos aunque tambi6n fue dosis-dependiente. Los

canales sembrados con medio de cultivo puro (control negativo) no mostraron areas de

actividad,    lo   que   corrobora   que   el    medio    no   aport6   actividad   enzimatica   por

composici6n intrinseca.

En las figuras  12 y 13 se analizan  los datos obtenidos de la evaluaci6n  de la actividad

de MMP2, donde se observa una tendencia al aumento entre pacientes celfacos versus

los  controles  (Fig.  12);  esto  podri'a  indicar  una  mayor activaci6n  de  las  mol6culas  ya

existentes o bien una mayor expresi6n basal de MMP2 en los MF de celfacos que en la

de   los   MF   provenientes   de   controles.   En   la   figura   13,   al   reordenar   los   datos,

observamos  que   los   pacientes  con   EC  ya  parten   con  niveles  mss  altos  para  la

actividad   de  este   enzima   en   comparaci6n   con   los   controles.      Esta  diferencia  en

condiciones basales ya es significativa,  sin  embargo, y a pesar de que esta tendencia

se mantiene al estimular con ambas citoquinas,  las diferencias entre los pacientes con

EC en comparaci6n con el grupo control disminuyen.   Una explicaci6n probable es que

dado  el  alto  nivel  basal  de  actividad  de  MMP2  en  pacientes  con  EC,  el  estfmulo  con

citoquinas  (tanto TNF-or como  IFNJy)  no  provoca  un  aumento  proporcional,  ya que  la

actividad de MMP2 podri'a estar cercana a su nivel maximo (p/afeau).   En estas figuras

queda  demostrado  tambi6n  que,  las  citoquinas  estudiadas,  cuya  funci6n  /.n  v/.vo  es
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amplificar las respuestas proinflamatorias, para el caso de la EC lo hacen, aumentando

los niveles de actividad de MMP2.

Si bien se agreg6 pp-gliadina al medio de cultivo de los  MF en  algunos experimentos,

creemos poco  probable que  esta fracci6n  pepti'dica  haya ejercido  algtin  efecto directo

sobre los MF y su producci6n de MMPs.   Esto es respaldado por los resultados de las

zimografi'as  en  gelatina  en  las  cuales  no  se  utiliz6  pp-gliadina,  Ias  cuales  muestran

areas de digesti6n similares a los casos en que esta fue agregada.   Esto resulta 16gico

ya que para que la pp-gliadina ejerza su efecto inmunog6nico debe ser presentada por

APCs  que  inducifan  en  linfocitos y c6lulas  plasmaticas  la  producci6n  de factores  que

desencadenan la respuesta caracteristica de EC.

Estos resultados son diferentes de los de otros autores,  quienes muestran que ante la

exposici6n de biopsias de pacientes controles a linfocjtos T activados,  la expresi6n de

MMP2   se   mantiene   inalterada   (Salmela   y   col,   2002).       Aunque   estos   autores

demostraban la presencia de marcadores en estos linfocitos T que daban cuenta de su

hiperreactividad frente a pp-gliadina, cuando eran extraidos de su medio natural (tejido

de   paciente   celi'aco)   e   incubados   con   tejido   de   pacientes   controles,   perdl'an   la

capacidad de generar la respuesta esperada,  probablemente debido a la ausencia de

mol6culas   coestimulatorias   que   permitan    una   respuesta   de   intensidad   fuerte   y

sostenida.

Teniendo  en  cuenta  nuestros  resultados,  y  de  acuerdo  con  todo  lo  comentado,  el

sistema  de  metaloproteinasas  de  la  mucosa  intestinal   en   la   EC  estari'a  alterado,

permitiendo  una mayor degradaci6n  de la matriz y colaborando en  la desorganizaci6n

de la arquitectura normal de la mucosa intestinal.
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Un punto interesante de destacar es que los resultados obtenidos, ademas de mostrar

un   aumento   generalizado   de   MMPs   al   comparar  celfacos   y  controles,   ponen   en

evidencia diferencias entre las distintas MMPs en los pacientes cell'acos.   Asf,  MMpl  y

MMP3 presentan un aumento mucho mayor que el de MMP2 tal como lo evidencian las

t6cnicas  de  ELISA  e  inmunohistoquiniica  (Figs.   12,   14,   15).     Estos  resultados   nos

permiten inferir que e[  remodelamiento de la membrana basal y matrjz extracelular del

epitelio   intestinal  depende  de  la  degradaci6n   de   las   mol6culas  que   la  componen

(colagenos   tipo   I,    11,    []1   y   IV,   agrecanos,   proteoglicanos,   laminina   y   fibronectina

principalmente)  que  a  su  vez  se  relaciona  con  el  patr6n  de  secreci6n  de  MMPs  y

TIMPs, que apunta directamente tanto a los MF como a sus productos.

En los individuos cuya composici6n gen6tica los predispone a desarrollar EC,  el gluten

de  la  dieta  altera  a  los  MF  subepiteliales  y  al  patr6n  de  sintesis  y  secreci6n  de  sus

productos, los que en conjunto con la reacci6n inmune dirigida contra los componentes

del  epitelio  intestinal,  apoyarfa  que  los  MF  tendrian   un   lugar  preponderante  en  el

desarro]Io  de  [a  lesi6n  que  altera  gravemente  la  arquitectura  normal  de  la  mucosa

intestinal y que caracteriza a esta pato[ogl'a.
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CONCLUSIONES

El  estudio de la actividad de  MMPs en  cultivos de  MF subepiteliales de  pacientes con

EC y controles realizado en esta tesis nos permite concluir los siguientes conceptos:

Los  MF de  individuos  con  EC  que  no  estan  en dieta  libre de  gluten  presentan

niveles de MMPs significativamente superiores a los encontrados  en  pacientes

controles.        Esto    indica   que   habria    un    desequilibrio    en    el    proceso   de

remodelaci6n de [a MEG de[ epitelio intestinal en estos pacientes, y que podrl'a

estar generado por los MF.

Los MF subepiteliales de pacientes celfacos responden a la presencia de gluten

en  la dieta con  un  aumento significativo  en  la actividad de  MMPs.   Asi mismo,

estos  niveles  descienden  al  entrar  la  enfermedad  en  remisi6n  (Dieta  libre  de

gluten).

La   estimulaci6n   de   cultivos   de   MF   de   pacientes   normales   con   citoquinas

proinflamatorjas  ITNF-ex y  lFN-y)  hace  que  su  actividad  de  MMPs  aumente  a

niveles similares a los presentados por MF de pacientes con EC.   Esto muestra

que    los     MF    subepiteliales    son    c6lulas    que     responden    a    citoquinas

proinflamatorias,  lo que  respaldari'a  la  idea de  que  la  patogenia de  la  EC  esta

favorecida por  la acci6n de citoquinas que son caracteri'sticas de la vi'a Thl  de

la respuesta inmune adaptativa.

Con   toda   probabilidad,   los   MF   subepiteliales   no   tienen   por  si'   mismos   la

capacidad  de  responder  a  [a  exposici6n  directa  a  pp-gliadina.    Esto  indicarl'a

que  dentro  de  la  secuencia  de  fen6menos  inmunol6gicos  involucrados  en  la
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patogenia de la lesi6n, los MF subepiteliales son uno de los blancos del proceso

que   lleva  a  la  desregulaci6n   de  todo  el  aparato   inmunitario  de  la  mucosa

intestinal en la EC.

Teniendo   en   cuenta   todos   los   antecedentes   antes   planteados,   la   lesj6n

intestinal   caracterl'stica   de   la   EC   serl'a   provocada   principalmente   por   la

desregulaci6n en la secreci6n de MMPs por parte de los MF subepiteliales.
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