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Resumen

La enfermedad celiaca es una patologia de base inmune desencadenada por la
ingestion de la gliadina —uno de los componentes proteicos del gluten- en sujetos
genéticamente susceptibles.

Los antigenos que alcanzan el corion de la mucosa intestinal entran en contacto con un
sistema inmune capaz de montar respuestas adecuadas a las propiedades del
antigeno. 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 celfaca, los fragmentos peptidicos de la gliadina, al ser
desamidados por la tTG (transglutaminasa de origen tisular) quedan unidos a su sitio
activo, generando un nuevo epitope que es reconocide por el organismo como un
antigeno, el que es presentado a las células T dando lugar a una respuesta inmune
que desencadena el proceso patolégico.

El dafio en la EC presenta es méé intenso en la mucosa intestinal de la porcidn
duodeno-yeyunal, aqui se produce un dafio que se caracteriza por la desaparicién de
las vellosidades, resultando una mucosa con superficie plana cuyas criptas alcanzan el
lumen intestinal (hiperplasia), intenso dafio de los enterocitos e infiltracion del corion
por linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos. Estas alteraciones histoldgicas son el
sustrato morfolégico para la malabsorcién de nutrientes que alcanza diversas
magnitudes y depende de la duracion de la exposicién al gluten y de caracteristicas
propias del paciente, pudiendo en algunos casos provocar su desnutricidn y sintomas

de deficiencias nutricionales especificas.
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Como parte de la complejidad de la mucosa intestinal, se distinguen varios tipos
celulares caracteristicos. Los enterocitos o células epiteliales estan encargados de las
funciones de absorcién y se distribuyen en unidades estructurales compuestas por
vellosidades y criptas; el tejido conectivo de la mucosa, estd ubicado por debajo de
esta monocapa de enterocitos a la que presta soporte mecénico, vascularizacion e
fnmunidad. En la base de [a mucosa se ubica la muscularis mucosae que la separa de
la submucosa.

En la unidn del epitelio y el tejido conectivo del corion existe una poblacién de células
estrelladas, los miofibroblastos (MF). Estos cumplen funciones paracrinas
relacionadas con la sintesis y secrecién de factores de crecimiento, citoquinas y
quimioquinas, que regulan su propio crecimiento y diferenciacion, asi como el de ofros
tipos celulares. A través de la secrecién de estas molécuias los MF modulan funciones
y contribuyen a [a organizacion de los componentes de las unidades cripta - vellosidad
regulando la homeostasis del epitelio intestinal, y a través de él, de todo el organismo.
Se estudié el comportamiento in vitro de poblaciones de MF cultivadas a partir de
biopsias intestinales obtenidas por endoscopia de individuos con EC y se lo compard
con los MF de individuos controles en lo referente a la expresion y actividad de
moléculas involucradas en el proceso de remodelacién de la membrana basal.
Especificamente, este estudio se enfocé sobre 3 proteinas de la familia de las
metaloproteinasas degradadoras de matriz (MMPs): MMP1, MMP2 y MMP3. Esto
debido a que se tenja conocimienio del efecto de estas tres moléculas sobre los
principales componentes de la matriz del tejido conectivo de la mucosa (colageno,
laminina, fibronectina, entre otros).

La expresion de MMP1 y MMP3 fue estudiada mediante métodos inmunohistoquimicos

en cortes histoldgicos de mucosa intestinal. Para ambas metaloproteinasas se observo
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una sobreexpresién en los pacientes con EC en comparacion con los controles. La
secrecion de MMP3 en cultivos de MF fue cuantificada mediante la técnica de ELISA
en medios condicionados obtenidos de los cultivos de MF de pacientes y controles.
Respecto de MMP2, se observé 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-g,
IFN-y y péptidos 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
estimulos se acerca mucho al de los pacientes celiacos.

A partir de los resultados obtenidos, inferimos que el sisterna MMP de la mucosa
intestinal de pacientes con EC estaria alterado significativamente, resultando en una
mayor degradacion de la maitiz y colaborando en la desorganizacion de la arquitectura

normal de la mucosa intestinal.

En este contexto, esta investigacion es una aproximacién para explicar el papel de los
MF subepiteliales de la mucosa intestinal en el desarrollo de la lesién histolégica de la
EC. El enfoque experimental utilizado nos permitié inferir que ciertas propiedades de
los MF estarian alteradas en esta enfermedad. Especificamente, este tipo celular
tendria su patrén de actividad y/o expresiéon de MMPs desregulado en la EC, tanto en
condiciones basales como al responder a estimulos con citoquinas proinflamatorias, de
tal manera que provoca un desequilibrio en el recambio de la matriz extracelular que

llevaria a la transformacion de la arquitectura de la mucosa.
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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 propria 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 (fTG) 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 in the lamina
propria. These histological 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 deficiencies.

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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nuirients and are distributed in structural units formed by crypts and villi; 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
muscularis 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 MMP1 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-c, IFN-y and gliadin
peptides. However, the difference between MF from 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,

In 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 extracellular matrix turn-over process and is probably a

factor in the transformation of the mucosal architecture.




INTRODUCCION

Estructura y fisiologia de la mucosa del intestino delgado

El tubo digestivo humano presenta una anatomfa, histologia y ultraestructura complejas
y adaptadas para la absorcién de nutrientes, pero también para cumplir otras
funciones. La comprensién de la importancia funcional del tracto digestivo, y en
especial del intestino delgado, requiere tener en cuenta que éste representa la mayor
superficie del organismo que se relaciona con el medio externo, y que su lumen
representaria una invaginacién de éste hacia el interior del organismo. A la capacidad
de digestién-absorcion hay que agregar que la suma de las placas linfaticas de Peyer
del ileon terminal, los foliculos linfaticos solitarios y las células plasmaticas, linfocitos y
macrofagos del corion representan el érgano linfatico mas voluminoso y que la suma
de las células del aparato neuroenteroendocrino la transforman en la principal gléndula
de secrecion interna, con sus respectivas funciones. Como el intestino delgado no esta
compartimentalizado sino que los distintos mecanismos presentes en él interactdan, la
digestion de las proteinas de la dieta no sélo resulta en su hidrélisis hasta péptidos y
aminoacidos sino que al mismo tiempo este proceso destruye identidades antigénicas y
capacidades alergénicas; los mecanismos que contribuyen al mantenimienio de la
homeostasis, tales como la integridad de la cubierta epitelial y de sus uniones
estrechas (tight junctions) regulan el movimiento de agua y contribuyen a impedir la
translocacion de bacterias y virus (MacDonald y Monteleone, 2005). La microbiota
residente del colon estimula al sistema inmune local y sistémico, pero también
fermenta nutrientes no asimilables y recupera parte de su contenido energético, genera

acidos libres de cadena corta y favorece la sintesis de 4cido félico; compite ademas




con enteropatdgenos y sintetiza sustancias con actividad antibidtica. La cubierta de
células epiteliales del tubo digestivo “muestrea” el contenido del lumen, especialmente
a través de sitios especializados en las placas de Peyer generando una respuesta
inmune normal (tolerancia) o anormal sin que se conozca con precisién qué inclina
dicha respuesta hacia uno u otro tipo (James, 2003). La coordinacion de todas estas
actividades es extraordinariamente compleja y requiere del concurso de neuronas del
sistema nervios autonomo y de las células neuroenteroendocrinas que estimulan,
inhiben o modulan segin las diversas y variables necesidades de la fisiologia 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, entendiéndose por medio externo el lumen del tubo
digestivo. Como parte de esta barrera, el tubo digestivo simplifica la estructura quimica
e inmunoldgica de las moléculas que llegan como parte de los alimentios a través de la
digestion, impidiendo la entrada de secuencias con capacidad inmunogénica; 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 necesarla frente a la variabilidad de la cantidad y calidad
de las moléculas provenientes de los alimentos y del mundo exterior en general
(farmacos, elementos téxicos del ambiente, moléculas inertes, etc).

Desde el punto de vista histoldgico, el intestino delgado también es una estructura
compleja, formada por diversos tipos de células especializadas. La arquitectura de la
mucosa intestinal con pliegues semilunares de la superficie, visibles a simple vista y
més numerosos en los segmentos proximales (duodeno y yeyuno) que en el ileon,
impide el flujo laminar del contenido y genera turbulencias que maximizan el contacto

entre el contenido del lumen y la mucosa.




La mucosa misma, estd formada por una monocapa de células epiteliales prismaticas
altas y por tejido conectivo. El epitelio se distribuye a su vez en dos compartimientos
continuos entre si: las vellosidades, formadas por enterocitos maduros, cuya funcién
mas evidente es la absorciéon de nutrientes, y las criptas de Lieberkiihn, que
representan el compartimiento germinativo inmaduro que da origen por divisién
mitética, migracion y diferenciacién a las células epiteliales de las vellosidades. Esta

arquitectura aumenta entre 7 y 14 veces la superficie del lumen (Madara y Trier, 1994).
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~ .
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Figura 1. Esquema de la unidad cripta-vellosidad que ilustra la organizacion histolégica 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,

irrigacion 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 células de
espesor denominada muscularis mucosae; que participa en la contraccién 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 um de
alto, que tienen una cubierta formada por enterocitos y un eje de tejido coneciivo, el
corion. Los enterocitos forman la monocapa que separa al organismo del medio
externo. Las criptas de Lieberkithn son estructuras tubulares, revestidas por células
inmaduras con actividad mitética localizada en su tercio medio y ocho o diez células
de Paneth en su fondo (Toner y cols, 1971). Los enterocitos de las vellosidades son
prismaticos altos, polarizados en relacién con el lumen al que presentan el ribete
estriado, formado por microvellosidades también digitiformes, de 1 um de largo, con
una ultraestructura filamentosa compleja que tiene capacidad contractil: a través de su
membrana .plasmética difunden y/o se transportan activamente los productos de la
digestion luminal y de aquella que realizan los enzimas anclados en su espesor
(Brunser y Luft, 1970). EI citoplasma contiene los organelos clasicos de toda célula,
mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso y liso, aparato de Golgi, microcuerpos y un
nticleo, de forma ovoide. El nicleo divide al citoplasma en dos regiones: la
supranuclear, que estd més relacionada con el proceso de digestién y absorcién de
nuirientes, y la infranuclear con gran cantidad de mitocondrias y elementos del reticulo
endoplasmico rugoso. Los enterocitos estan sometidos a un répido recambio y su vida
media en el adulto sano es de unos cinco dfas; la extrusién de las células que han
cumplido su ciclo se realiza principalmente en el dpice 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 famina propria y
constituye el soporte mecénico del epitelio de las vellosidades; forma el eje de cada
una de éstas y rodea a las criptas; el corion intercambia con el epitelio nutrientes y
otras moléculas funcionalmente activas tales como factores de crecimiento, hormonas
y citoquinas entre las cuales podemos mencionar TGF-o, TGF-, FGF, HGF,
somatostatina, secretina, IL-1 y IFN-y, entre otras (Walsh, 1994; Powell y cols, 1999b).
Desde el punio de vista histolégico, el corion tiene estructuras estables:
miofibroblastos, fibras musculares lisas, vasos sanguineos y linfaticos, y elementos del
sistema nervioso auténomo. Ademds tiene una poblacidn considerable de células con
capacidad migratoria que participa en los procesos inmunes de la mucosa intestinal:
linfocitos, células plasmaticas, macréfagos y eosindfilos que se encuentran en
proporcion variable dependiendo del estado funcional (normal vs. patolégico) (Madara
y Trier, 1994).

La interfase entre el epitelio intestinal y su corion permite no sélo intercambio constante
de nutrientes y sefiales sino también el transito de linfocitos, eosinéfilos y algunos
neutrdfilos, hacia los espacios entre los enterocitos; estos Uitimos envian
prolongaciones citoplasmdticas por debajo de la membrana basal y que penetran al
corion (Madara y Trier, 1994).

Entre el epitelio y la /amina propria existe una poblaciéon de miofibroblastos (MF),
celulas con capacidad contractil porque contienen filamentos citoplasmaticos de o-
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

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 organizacién de la
arquitectura y en la diferenciacién normal de la mucosa del intestino delgado. Los MF
gjercen funciones paracrinas relacionadas con la sintesis y secrecién de factores de
crecimiento, citoquinas y quimioquinas que regulan su propio crecimiento y
diferenciacion y el de otros tipos celulares; esto subraya el papel de estas células en el
control de las funciones de los enterocitos, incluyendo su recambio en las vellosidades
(Powell y cols, 1999a). Este aspecto sera discutido mas en detalle en una seccién
dedicada a este tipo celular.

Durante los primeros afios de vida se produce la maduracién de la capacidad para
digerir y absorber nutrientes del aparato digestivo en relacién con el desarrollo de un
complejo sistema de enzimas. El proceso de digestion representa una exposicién del
epitelio intestinal a biomoléculas (protefnas, carbohidratos y lipidos, entre otros) que
estimulan el sistema inmunoldgico y establece la produccién de respuestas inmunes
normales y el fendmeno de ausencia de respuestas (tolerancia) frente a componentes
potencialmente inmunogénicos 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 incluso en la edad adulta (Isolauri y Salminen, 2005).

Dado que [a enfermedad celiaca representa un verdadero paradigma de las
consecuencias de la alteracion 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 celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una patologia con base inmune desencadenada en
sujetos susceptibles por la ingestién de gliadina, uno de los componentes proteicos del
gluten. La gliadina estd presente en el trigo, pero ademds hay proteinas andlogas 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 deletéreos (Green y Jabri, 2003).

La EC tiene un componente genético, aunque éste no esta completamente dilucidado.
Dado que la mayoria de los pacientes celiacos (90%) son portadores de los haplotipos
HLA-DQ2 y HLA-DQS8, la expresién de estas moléculas pareceria necesaria para su
expresién; sin embargo probablemente participan ofros genes, por ejemplo, uno
situado en la regién 5¢31-33 (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 defeciuosos {Dewar y cols, 2003).

A pesar de ser desencadenada por un antigeno externo, el gluten de la dieta, la EC
presenta rasgos tipicos de una patologia autoinmune, con aumentos significativos del
ndmero de los linfocitos intraepiteliales con el marcador T-y8, un aumento considerable
de los linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos en el corion y con un periil de
citoquinas de tipo Th1 (Stephen, 2003). Como otra manifestacién de su caracter
autoinmune, la EC muestra una marcada asociacién con cuadros de este tipo en
organos lejanos, aspecto que se discute mas adelante.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas de la inmunidad en la EC, la blisqueda de
meétodos de diagndstico se orientd a la deteccion de autoantigenos y autoanticuerpos;
como resuliado se observé una alta produccién de anticuerpos anti-endomisio, que

reconocen como antigeno a la transglutaminasa tisular (TG); la prueba de laboratorio




resultante tiene una especificidad diagnéstica de 98 - 100% (Hill y cols, 2005). El
hallazgo de estos anticuerpos permite realizar el cribado de poblaciones, orienta el
diagnéstico y estimula su confirmacion mediante la biopsia peroral o endoscédpica y la
demostracion de la lesion de la mucosa del intestino delgado (Stephen, 2003). El
estudio histologico revela una lesion de la mucosa del intestino delgado caracteristica
pero inespecifica, con desaparicion de las vellosidades, lo que resulta en una mucosa
con superficie plana, con criptas que parecen llegar hasta el lumen intestinal, dafo
intenso de los enterocitos de la superficie e infiltracién de la /lamina propria por
numerosos linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos (Trier, 1998). La consecuencia
funcional de toda esta alteracion es la malabsorcién de nutrientes de intensidad
variable, que depende en parte de la duracién de la exposicién al gluten y que causa la
deplecion de los depdsitos del organismo; en sus formas clasicas, la EC remata en la

aparicion de desnutricion, incluso en adultos (Mearin y Mulder, 1991).
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Figura 2. Mucosa de intestino delgado humano. a) Corte histoldgico de mucosa normal. b) Corte
histolégico de mucosa de paciente celiaco. (Tomada de Sollid L. Nature Reviews Immunology, Vol 2, Sept
2002)




El cuadro clinico de la EC se comienza a manifestar con la introduccién de cereales a
la dieta, lo que ocurre generalmente a partir de los 6 meses de edad. Los sintomas
mas frecuentes son diarrea, pérdida de peso y a veces vémitos, aunque el espectro de
la sintormatologia es amplio e incluye con el correr del tiempo la detencién del
crecimiento, baja estatura, retraso del desarrollo puberal, anemia, alteraciones
cutaneas y trastormos neurolégicos (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 diagnéstico en adulios 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 pais, la prevalencia de EC ha sido estimada en 1 caso cada 200 habitantes;
como en Chile se producen unos 250.000 nacimientos al afio, esto significa que se
acumulan 1.000 a 1.200 enfermos todos los afios, pero la cifra de diagnosticados es de
aproximadamente 100 (Brunser O, comunicacién personal). Esto coincide con célculos
en otros paises segun los cuales sélo 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 tardia. En los adulios, los sintomas mas frecuentes
incluyen, ademés de la pérdida de peso y episodios recurrentes de diarrea crénica,
abortos espontaneos, infertilidad, anemia persistente, osteopenia y osteomalacia,
depresiéb y tumores malignos del tracto digestivo entre otros (Verbeke, 2000)

(Ludvigsson y cols, 2005).

Existen ademds patologias asociadas cuya prevalencia es alta en los pacientes con
EC en comparacion con la poblacién general: dermatitis herpetiforme, diabetes

mellitus tipo | y tiroiditis y hepatitis autoinmunes. La asociacién de estas enfermedades
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con la EC podria estar directamente relacionada con la duracién de la exposicion al
gluten, lo que subraya la importancia del diagnéstico oportuno y del mantenimiento de
una dieta libre de gluten por el resto de ia vida (Ventura y cols, 1999; Toscano y cols,

2000)

El sistema inmune de la mucosa intestinal y la enfermedad celiaca

El sistema inmune de las mucosas debe responder adecuadamente a los estimulos
potencialmente antigénicos 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 antigeno del exterior. Para mantener la integridad de la mucosa
intestinal, el sistema inmune utiliza dos tipos de respuestas: una innata o inespecifica y
la otra adaptativa o antigeno-especifica (Maiuri y cols, 2003).

En el primer tipo participan elementos que eliminan de manera general y sin tener en
cuenta su identidad o especificidad a los elementos foraneos, sean macromoléculas,
virus, bacterias o parasitos. Enire estos mecanismos innatos se encuentran la
secrecion de mucinas, el glicocélix del ribete estriado, la membrana plasmética de las
microvellosidades y el complejo de unién de los enterocitos (tight junctions) que forman
una barrera fisica entre la monocapa de enterocitos y el lumen intestinal. Las sales
biliares son detergentes que actian sobre lipidos, denaturan moléculas o impiden su
adherencia a las membranas celulares. Por ofra parte, los enzimas proteoliticos
pancreaticos y aquellos del ribete estriado y del citoplasma de los enterocitos digieren
macromoléculas de los alimenios y de microorganismos que pasan por el tracto

intestinal, minimizando asi la carga antigénica (Walker, 2002).
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En cuanto a los mecanismos adaptativos, el sistema inmune opera a través de dos
tipos de procesos:

o Exclusién inmune, que involucra anticuerpos secretorios especificos (IgAs
e IgMs) que inhiben la colonizacion de la superficie del tracto intestinal por
microorganismos patégenos asi comno el contacto de los antigenos con la membrana
plasmatica y penetracién a la mucosa. El sistema de IgA secretora (IgAs) es el
componente mejor definido de la inmunidad adaptativa; son anticuerpos que
interactdan con los respectivos antigenos en la superficie de la mucosa vy
probablemente también dentro de los enterocitos e incluso en el corion en aquellos
casos en que el antigeno logra traspasar la barrera epitelial; esta serfa la etapa final de
la exclusidén inmune. La defensa de las mucosas que proporciona el sistema IgA
polimérica/lgA secretora probablemenie es mas eficiente que el representado por el
sistema IgM porque: (i) la IgA llega mas facilmente al receptor de Ig polimérica y es
transportada en forma mas eficiente al lumen intestinal; (ii) IgAs es particularmente
estable y resiste incluso la digestion por los enzimas del lumen intestinal, lo que facilita
su participacion en el proceso de exclusion inmune vy, (iii) IgAs no estimula la
inflamacién y puede participar en la eliminacién de antigenos solubles presentes en la
mucosa (Brandizaeg, 1995). Por otra parte, es [a lg que el organismo sintetiza en
mayor cantidad (3 g por dia) (Shanahan, 1994).

* Tolerancia oral: toda vez que un antigeno peneira al organismo, el sistema
inmune produce una respuesta; después de esta primera respuesta el organismo
puede reaccionar de dos maneras: a) mantener dicha respuesia e incluso,
incrementarla frente a nuevos contactos con el antigeno o, b) después de la primera
respuesta, suprimir las respuestas subsiguientes. Este fendomeno impide que el

organismo esté montando continuamente respuestas inmunes frente a moléculas que
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no tienen capacidad antigénica o que no tienen efectos nocivos, y evita la posibilidad
de errores que generen reacciones de hipersensibilidad hacia sustancias inocuas.
Este fendmeno se denomina tolerancia oral y es de gran importancia en el
funcionamiento del sistema inmune del tubo digestivo (Murch, 2004). Durante la
induccién de este proceso hay una importante reduccion de la respuesta normal Thi
(celular) mas que de Th2 {anticuerpos). Hay tres mecanismos que desencadenan este
fenémeno: la supresion, en que bajas dosis de antigeno suministradas por via oral
inducirian la secrecién de citoquinas (principalmente TGF-B) por parte de un subtipo
Th3 de células T especializadas en regular la respuesta inmune frente a antigenos
propios. Los otros dos mecanismos de desarrollo de tolerancia oral se dan en
presencia de altas dosis de antigeno, estos son: la anergia clonal donde las
poblaciones de células T se encuentran imposibilitadas de secretar IL.-2 y proliferar,
entrando en una fase de latencia y la delecion clonal en que tanto las células Thi
como Th2 son eliminadas en el bazo (por apoptosis) después de su activacién. (Kraus
y cols, 2004).

El sistema efector de estos mecanismos es el tejido linfoide asociado con las mucosas,
MALT. De acuerdo con el érgano donde se efectla 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 antigenos que ingresan por via oral alcanzan la lamina propria de la
mucosa intestinal se encueniran con un aparato inmunoldgico con la capacidad de
montar respuestas. Este tejido debe tener la propiedad de poder generar un
reconocimiento efectivo de los antigenos peligrosos y por otra parte decidir cuando
producir las sefiales apropiadas que llevaran a establecer un estado de tolerancia, de

manera de no generar respuestas y crear memoria para estimulos 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 {TG -un enzima que normalmente actia en numerosas reacciones en el organismo-
quedan unidos a su sitio activo, de manera que se genera un nuevo epitope que es
reconocido por el organismo como un antigeno que es presentado a las células T, lo
que da [ugar a una respuesta inmune que desencadena el proceso patoldgico. El
resultado es un subtipo de ceélulas T sensibles al gluten que guiaran todo el proceso
inmune, incluyendo la produccién de anticuerpos, el reclutamiento de células inmunes
adicionales y la degradacién de la matriz extracelular {(Dewar y cols, 2003). La
sensibilidad al gluten que se observa en esta patologia produce un aumento de la
reactividad de linfocitos T y B contra los péptidos antigénicos de la gliadina o de sus

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

En la EC la respuesta inmune es mediada principalmente por linfocitos T, con
activacion de respuestas tipo Th1 y Th2, aunque con predominio de la primera. La
respuesta inmune tipo Th1 es generada por linfocitos T CD4", El mecanismo Thi se
asocia con un perfil de produccion de interleuquinas que induce la activacion de
macréfagos (con liberacién de IFN-y y TNF-o); es decir, la respuesta inmune que se
genera es mediada por células (Monteleone y cols, 2001). La respuesta Th2, en
cambio, estimula la activacién de linfocitos B y aumenta la produccién no diferenciada
de anticuerpos del isotipo IgA secretor y ademds la de anticuerpos antigeno-

especificos, de los isotipos IgA e 1gG (Schuppan, 2000).
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A nivel de las mucosas, la respuesta inmune Th2 es activada cuando un antigeno
traspasa la barrera epitelial por la via paracelular. El paso del antigeno es clave para el
desarrollo de la EC puesto que una vez que los péptidos de gliadina penetran al corion
esto hace posible la accién sobre ellos de la {TG. Normalmente la tTG cataliza el
enlace lateral entre cadenas peptidicas contiguas (cross-linking) mediante un proceso
de desamidacién de aminodcidos, especialmente gln y lys, con formacion de enlaces
entre ellos. Este fendmeno ocurre normalmente en procesos muy importantes en el
organismo tales como la coagulacién de la sangre, la sintesis de coldgeno para la
cicatrizacion, etc (Esposito y cols, 2003). En el caso patticular de la EC, al desamidar
los residucs de Gin de la gliadina, se genera una avidez y afinidad mayores por las
moléculas del MHC presentes en la membrana de las APCs (antigen presenting cells)
(macrdfagos y enterocitos, entre otros). Esto probablemente hace que la respuesta
generada por las células T activadas sea mds intensa y persistente y resulte en una
mayor secrecién de IFN-y y TNF-¢, las que iniciardn el proceso que dafia a los
enterocitos. La presentacion de antigenos en la superficie de los enterocitos amplifica

las respuestas de los linfocitos ya sensibilizados (Farrel y Kelly, 2002).

Clasicamente, la patogenia de la lesién intestinal en la EC ha sido atribuida al sistema
inmune adaptativo. Sin embargo, Maiuri y cols. sostienen que la inmunidad innata
también 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 antigenos llamado

también reconocimiento por patrén, en una escala de tiempo en la que la actuacién del

sistema Inmune adaptativo (dependiente de presentacién de antigenos por HLA,
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estimulacion y expansién de céls. T) serfa demasiado lenta para evitar una destruccién
masiva de tejido. Para el caso de la supertficie de la mucosa intestinal, continuamente
expuesta a toda clase de potenciales {oxinas y/o patégenos, este tipo de inmunidad es
muy importante. Un desequilibrio en este sistema generaria reacciones inmunes
inapropiadas frente a antigenos dietarios generaimente 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 epitopes de péptidos de gliadina (Matysiak-Budnik y cols, 2003).

Esto explicaria no sélo la activacién de linfocitos T como respuesta al estimulo con
gliadina (sistema inmune adaptativo) sino también la presencia de una respuesta en
base a linfocitos T antigeno-independiente y regulada por IL-15, caracteristica de las
respuestas inmunes innatas (Maiuri, 2000). Este patrén de respuesta estaria
relacionado con la existencia de zonas no-inmunodominantes e inmunodominantes en
la molecula de gliadina, las que activarian a los sistemas inmunes innato y al
adaptativo respectivamente. Seglin estos autores, al estimular cultivos de células del
epitelio intestinal de pacientes con EC, se observa que se producen niveles altos de
expresion tanto de moléculas tipicas de las respuestas innatas (IL-15, p38 MAP
kinasa, CD83, COX-2 y CD25 entre otras) como de las respuestas adaptativas
(secrecion de anticuerpos por linfocitos B y activacion de linfocitos T citotéxicos

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

Miofibroblastos y enfermedad celiaca

Los MF son un grupo especial de fibroblastos semejantes morfolégicamente a las
fibras musculares lisas, que estdn ampliamente distribuidos en el organismo y se

caracterizan por tener apariencia y funcion similares cualquiera sea el tejido u érgano
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en que se encuentren; sin embargo, en un determinado tejido pueden expresar
apariencias y funciones especificas, es decir, existiria en ellos un cierto grado de
heterogeneidad fenotipica y funcional. Los MF tienden a localizarse en la vecindad de
células epiteliales o parenquimatosas; en el intestino delgado estdn localizados
inmediatamente subyacentes a las células epiteliales de las criptas y a los enterocitos,
de los que estdan separados por la membrana basal. Los MF modulan funciones de
estas células y contribuyen a la organizacién de la unidad cripta — vellosidad
precisamente a través de la sintesis de protefnas de la membrana basal del epitelio
que se distribuyen en gradientes que representan sefales especificas para la
organizacién morfoldgica y funcional de la mucosa. En condiciones normales, los MF
tienen también capacidad de regular la proliferacién y/o diferenciacion de las células
epiteliales intestinales; frente a un mismo estimulo y en diferentes segmentos del
intestino delgado, serian capaces de generar distintas “calidades de respuesta”

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

Los MF subepiteliales del intestino delgado juegan un papel fundamental en la
diferenciacion de la unidad cripta-vellosidad; las células epiteliales intestinales
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 provenfan del nivel de las criptas (Powell y
cols, 1999b). Los MF entonces no sélo participan en la dindmica de diferenciacion
estructural de los tejidos sino que participan también 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).

s
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Las lesiones de la mucosa intestinal en la enfermedad celiaca son més 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, también es posible que
factores tales como la “calidad” de las moléculas sintetizadas por los MF en distintos
segmentos del intestino sea quien realmente module la intensidad y calidad de las

respuestas a esta proteina 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 células epiteliales. La secrecion de sus
principales componentes (colageno tipo IV, laminina, fibronectina y polimeros de
heparan sulfato, principalmente) provee no sélo el soporte estructural necesario para la
organizacién de la arquitectura de la mucosa sino también sefiales para organizar este
proceso (Verbeke y cols, 2002). El endomisio es una ldmina delicada de fibras
reticulares que rodea a cada una de las fibras del tejido muscular liso y estriado
(Gauthier, 1973). En la EC, los anticuerpos antlendomisio pueden interferir en Ia
interaccion entre MF y enterocitos, alterando la sintesis y organizacién de la membrana
basal; esto podria estimular la remodelacién de la muceosa a través de la produccién de
MMPs que degradan la membrana basal principalmente como parte de las actividades

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

Las MMPs son una familia de proteasas presentes en todos los tejidos, compuesta
hasta ahora por 28 enzimas distintas, que actian sobre moléculas filamentosas que
forman parie del tejido conectivo. En la mucosa intestinal, las MMPs mas importantes
son la MMP1 cuyo sustrato, el colageno tipo | predomina en la matriz; la MMP2, uno de
cuyos sustratos es el colageno tipo IV, y la MMP3 (estromelisina) que degrada

laminina, fibronectina, coldgeno tipo IV y diversos proteoglicanos. La accion de las
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MMPs es regulada a su vez por inhibidores especificos de origen tisular, TIMPs (por
sus siglas en inglés, Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases) (Powell y cols,
1999b}).

Lo anterior apoya el concepto de que los MF participarian en procesos normales y
patolégicos del tubo digestivo, incluyendo la EC, y juegan un papel importante en el
mantenimiento de la integridad y la funcion de la mucosa intestinal. Estudios con MF
han demostrado que estas células tienen la capacidad de sintetizar citoquinas,
quimogquinas, factores de crecimiento y otros mediadores de los procesos inflamatorios,
entre los que podemos mencionar IL-1, IL-6, TNF-0, TGF-B, PGE,, prostaciclina, NO,
ademas de las ya mencionadas MMPs y sus respectivos TIMPs (Poweil y cols, 1999b).
Se ha postulado que la localizacion de las MMPs, liberadas por los MF inmediatamente
por debajo del epitelio podria explicar, al menos en parte, el acortamiento de las
vellosidades y la elongacién de las criptas observadas en la enfermedad celfaca
(Heuschkel y cols, 2000). La discusién anterior pone de manifiesto que no hay una
explicacion clara y satisfactoria para la patogenia de la lesion de la mucosa Intestinal
en la EC, pero que existen numerosos antecedentes que indican que las células del
corion, y especialmente los MF y sus productos, deben jugar un papel importante en
este proceso (Daum y cols, 1999). La investigacién acerca de la expresién y actividad
de las MMPs, de sus caracteristicas funcionales y de su entorno en la enfermedad
celiaca puede contribuir a resolver algunas de las incognitas en esta enfermedad.

La presente tesis pretende investigar el papel de los MF subepiteliales del intestino
delgado en el desarrollo de la lesién en la EC y en la restitucion de la arquitectura de la
mucosa al eliminar el gluten de la dieta. Para esto, se estudiara el comportamiento in
vitro de poblaciones de MF de individuos con diagnédstico de EC comparandolos con

los de individuos que sirvieron como controles, a través de la expresién de genes
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involucrados en la respuesta inflamatoria y en la remodelacion de la membrana basal.
Dado que la lesién de la EC involucra un cambio drastico de la arquitectura de la
mucosa intestinal y lesiones del epitelio es posible suponer que deberia haber una
expresion andémala de productos de los MF, tales como MMPs y TIMPs; estos, cuya
actividad en condiciones normales estd en equilibrio, pueden estar alterados en el
proceso de reorganizacion y de regeneracion de tejido, favoreciendo el cambio de su
organizacion y alterando la estabilidad de su estructura (papel de las MMPs y de los

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

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el papel de los miofibroblastos en la patogenia de la lesién intestinal y sus

alteraciones funcionales en la enfermedad celiaca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1~ Obtener “in vitro” péptidos de Ia gliadina por digestion péptico-triptica

2-  Caracterizar y comparar el efecto de citoquinas y de péptidos de gliadina
adicionados a cultivos de miofibroblastos de pacientes celiacos y controles a
través de:

a. la actividad de MMP2 y la expresion de MMP1, MMP2 y MMP3.

b. La distribucién de MMPs a través de inmunohistoquimica
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Pacientes

La poblacion estudiada fueron pacientes que consultaron al Servicio de
Gastroenterologia del Hospital de Nifios Exequiel Gonzalez Cortés para el estudio de
un posible sindrome de malabsorcién y sospecha de EC, en el periodo comprendido
entre enero de 2001 y diclembre de 2004. Aquelios individuos en quienes los
examenes de laboratorio y las biopsias de mucosa intestinal descartaron la EC y otras
patologias intestinales sirvieron de controles.

Otra fuente de muestras de mucosa intestinal control fue el Servicio de Cirugia del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile “José Joaquin Aguirre” que proporcions
pequefios trozos de pared del duodeno de pacientes que requerian “by-pass” gastro —
duodenales o correccién de malformaciones intestinales.

El protocolo de este estudio fue aceptado tanto por el Comité de Etica del Instituto de
Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), de la Universidad de Chile como por
los centros de salud citados.

Durante la duracién del proyecto FONDECYT que sustenté a la presenie tesis se
recolectaron un total de 41 muestras de pacientes celfacos y 34 muestras de pacientes

controles.
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2.2  Obtencidn “in vitro” de péptidos de gliadina por digestién péptico-triptica-
pancreatica (PTP)

. Sefadex G-100 (Sigma, Suecia)

. Sefarosa — sulfopropilo de flujo rapido (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia)

. Gliadina (Sigma, Suecia)

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

Saint Louis, Estados Unidos de Norteamérica)

. Colector de fracciones eluidas modelo 2110. (BioRad. California, Estados
Unidos de Norteameérica)

. Bomba peristaltica “jimmy, junior cassette pump” (Manostat, Estados Unidos de

Norteamérica)

La digestion PTP de la gliadina fue efectuada segtin Bronstein y cols; 100 g de gliadina
fueron digeridos con 2 g de pepsina purificada disuelta en un litro de HCI 0.2 N (pH 1.8)
durante 2 horas a 37° C. Del producto de esta digestién se guardaron 10 ml para su
andlisis posterior. Al producto de la digestién péptica se le agregd 2 g de tripsina
purificada ajustando el pH a 8.0 con NaOH 2N, agitando vigorosamente a 37 °C
durante 4 horas; nuevamente, una alfquota de 10 ml fue reservada para su andlisis.

El producto resultante se traté 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 digestidn final fueron conservados para su analisis.
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Cromatografia de exclusién molecular

En la primera fase, con el fin de aislar el péptido antigénico buscado, el producto de la
digestion PTP fue sometido a cromatografia de exclusién molecular. Para ello se
utilizé una columna Sephadex G-100 con un rango de fraccionamiento para proteinas
globulares entre 4 kDa y 150 kDa y para dextranos entre 1 kDa y 100 kDa; para
preparar la fase estatica, 37 g de la resina fueron hidratados durante 2-3 dias, hasta
obtener un volumen final de 550 ml de catna cromatografica (h=93 cm).

Una vez hidratada y estabilizada la resina se procedié a estimar el volumen muerto Vg
de la columna montada a través de la elucién de azul dexirano y la medicién de la
absorbancia de los eluyentes recolectados a 550 nm; finalmente V, fue estimado en
150 ml (ver resultados). Una vez determinado V, se procedid a realizar una segunda
curva de calibraciéon con un grupo de estdndares 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 proteinas que se utilizaron para
la calibracion fueron alblimina de suero bovino, (66 kDa); B-lactoglobulina (18.5 kDa) y
citocromo C (12.4 kDa).

Las muestras se recolectaron a razon de 30 ml/h en un colector de fracciones de
manera de obtener 4 ml de eluyente en cada fubo. La concentracién de proteinas fue
determinada mediante el método Bradford y se construyé una curva de calibracion que
permitic obtener el peso molecular de las proteinas a eluir. Posteriormente se procedid
a eluir el producto de la digestion PTP y se midié su absorbancia a 595 nm para elegir
la fraccion en la cual se encontraban los péptidos de interés. Estas fracciones fueron

liofilizadas para su utilizacion posterior.
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Cromatografia de intercambio idnico

Los péptidos correspondientes al grupo 2 obtenido por cromatografia de exclusion
molecular (Fig 6) fueron resuspendidos y luego separados mediante una cromatografia
de intercambio iGnico para la cual se utilizé una resina sefarosa — sulfopropilo de flujo
répido segtin el protocolo establecido por De Ritis y cols.

Se procedio a equilibrar la resina en buffer fosfato sddico 5mM, pH = 3,1 y a
depositarla en una columna de 1,5 cm de didmetro y 60 cm de alto. De este volumen
total, la resina alcanzé un volumen hidratado igual a 35,34 ml (h = 20 cm aprox).
Posteriormente, y utilizando una bomba peristéltica para mantener un flujo constante e
ininterrumpido de buffer de equilibrio por al menos 7 dias, 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 grupc 2 obtenido por cromatograffa de exclusion
molecular fue resuspendido y mezclado (1,5 g de digerido PTP aproximadamente) en
buffer fosfato sédico 5mM, pH = 3,1, a una concentracién de 6% p/v y se eluys en un

gradiente de fuerza iénica y pH en el orden que se indica a continuacién:

Buffer utilizado pH Volumen [ml]
Fosfato, 5 mM 3,1 50
Fosfato, 20mM 5,7 32,5
Fosfato, 20 mM 59 32,5
Fosfato, 20 mM 8,1 32,5
Fosfato, 20 mM 6,3 32,5
Fosfato, 20 mM 8 50

Fosfato, 20 mM; NaCl 8 a0
0,5M

* La elucidn se efectud a una velocidad promedio de 15 — 20 ml / hora.
Tabla 1. Parametros de elucién para la cromatografia de intercambio iénico (sefarosa SP)
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Finalmente, se midi6 la absorbancia de los péptidos a 280 nm y se realizd un gréfico
de Abs;g en funcién del volumen eluido. A partir de este gréfico se determind el grupo
de péptidos eluidos que se utilizé para la estimulacion de los cultivos de MF. Nos

referiremos a dichos péptidos en adelante como “pp-gliadina”.

2.3  Aislamiento y cultivo de miofibroblastos (MF)
. EDTA 1mM (Sigma. Saint Louis, Estados Unidos de Norteamérica)
) Ditiotreitol 1% en PBS

° Medio de culiivo DMEM F12 (Gibco. New York, Estados Unidos de

Norteamérica)
. Suero fetal bovino, SFB (Gibco. New York. Estados Unidos de Norteamérica)
. Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina B en solucion (Gibco. New York, Estados

Unidos de Norteamérica)

Las muestras de mucosa duodeno-yeyunal, de aproximadamenie 2 mg de peso cada
una, fueron obienidas mediante biopsia endoscépica y fueron colocadas
inmediatamente en medio de transporte DMEM-F12 a temperatura ambiente hasta su
procesamiento. En el mismo procedimiento endoscopico se obtuvieron otras muestras
que fueron fijadas en solucién de Bouin y procesadas histolégicamente para certificar
el diagnostico. A partir de 41 biopsias de pacienies celiacos y 34 de controles se
aislaron los MF utilizando la técnica de Mahida y cols, por lo que en condiciones
estériles y dentro de los 30 minutos posteriores a la obtencion, fueron lavadas dos
veces con PBS agitando suavemente y se incubaron durante 10 minutos en PBS - 1%

de ditiotreitol para extraer el mucus superficial. Posteriormente, y con el propésito de
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eliminar la monocapa de células epiteliales dejando al desnudo la membrana basal, las
biopsias fueron incubadas por 30 minutos en EDTA 1mM en una atmésfera controlada
a 37°C y con 5% de CO,; posteriormente el tejido fue lavado 2 veces con PBS,
agitando fuertemente para desprender las células epiteliales. Finalmente se colocd
cada trozo de tejido en un pocillo de placa de cultivo (12-24 pocilles por placa) que
contenia medio DMEM-F12 con 5% de SFB con 1% de una solucién de penicilina,
estreptomicina y anfotericina B. El tejido fue mantenido en una estufa a 37°C en 5%
CO; renovando diariamente el medio de cultivo en condiciones estériles. A los 14 - 20
dias se comenzo a detectar la migracion 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 procedié a levantar los MF del pocillo de cultivo mediante
incubacién por 10 min con una solucion de tripsina - EDTA (Gibco, New York, Estados
Unidos de Norteamérica) y se los traspasd a botellas de cultivo de 25-75 ¢m® para
subcuitivo y utilizacién en los experimentos correspondientes; otra porcién se congelé

en nitrégeno liquido con el fin de mantener un stock de estas células.

2.4 Produccion de medios condicionados por MF

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

Norteamerica)
. Suero fetal bovino, SFB (Gibco. New York, Estados Unidos de Norteamérica)
. Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina B en solucidn (Gibco. New York, Estados

Unidos de Norteamérica)

. IFN-y, TNF-a. (S8IGMA. Saint Louis, Estados Unidos de Norteameérica)

. péptidos obtenidos de acuerdo con lo detallado en la seccién |
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Se procedié a cultivar los MF de pacientes celiacos y controles en botellas de cuitivo

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

anfotericina B hasta alcanzar un 75-80% de confluencia. Los cuitivos se lavaron dos

veces con medio sin SFB y posteriormente se agregé 10 ml de medio de cultivo y las

células se incubaron durante 24 horas en el mismo medio, con o sin interferén gama

(INF-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-or) en concentraciones de 10 y 100 ng/ul o

pp-gliadina, segiin se muestra en tabla 2.

Los medios condicionados (MC) se filiraron, se dividieron en alicuotas y se

conservaron a -80°C hasta su utilizacién. El niimero de células en cada botella se

determind por recuento con cdmara de Neubauer a fin de expresar los resultados en

funcion de dicho ndmero.

Rétulo A B Cc D
Botella
MF normal Basal 100 pg/ti TNF-ct + | 100 pg/l IFN v+ | 100 pg/id TNF-acy
(n=28) 20 ppm de 20 ppm de IFN-y + 20 ppm de
pp-gliadina pp-gliadina pp-gliadina
Basal 100 pg/ul TNF-ct+ | 100 pg/pl IFN v+ | 100 pg/ul TNF-cx y
MF 20 ppm .de 20 ppm _de IFN-y + 20 ppm de
3 pp-gliadina pp-gliadina pp-gliadina
celiaco
(n=6)

Tabla 2. Esquema de estimulacién de los cultivos de MF de individuos normales y celiacos.
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2.8  Actividad de la MMP2 por zimografia

. Acrilamida (Winkler. Alemania)

. N'N" bis — metilen—acrilamida (Sigma. Saint Louis, Estados Unidos de
Norteamérica)

. Dodecil sulfato de sodio (Sigma. Japdn})

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

. TRIZma base (Sigma. Saint Louis, Estados Unidos de Norteamérica)

. HCI fumante (Merck. Darmstadt, Alemania)

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

Se evalud la presencia de MMP2 indirectamente a través de su actividad gelatinasa,
cuantificada mediante “zimografia en gelatina”. Para esto se realizé una electroforesis
de los medios condicionados por MF de celiacos al momento del diagnéstico 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 resolucién que consiste en un gel de
acrilamida en una concentracion de 7.5% y que es la que contiene 1 mg/ml de gelatina.
La segunda etapa es la de apilamiento o concentracién de las muesiras: se ubica en la
parte inmediatamente superior a la zona de resolucién y consiste en un gel de
acrilamida al 4% sin gelatina que cumple la funcién de concentrar en el minimo
volumen posible el total de la muestra al momento de ingresar al gel de resolucion.

La cantidad de muestra sembrada se estandarizd en base a la concentracion de

protelna/ul presente en cada medio condicionado y en todos los casos se inyecté un

volumen final de 15 pl. De manera complementaria, al momento de la recoleccion de
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los medios condicionados, se realizé un conteo de las células en confluencia para cada
caso, siendo los valores promedios del orden de 10° céls. El gel fue resuelio
sometiéndolo a una carga de 100V y amperaje variable entre 15 a 20 mA durante 60
min. El gel fue lavado dos veces con una solucién de Triton X-100 al 2,5% en agua
destilada durante 30 min. y a continuacién fue incubado durante toda la noche a 37°C
en buffer Tris - CaCl, 25 mM pH 8.5; después fue tefiido con azul de Coomassie al 1%
en acido acético/isopropanol/agua durante 60 a 90 min. y finalmente se destifid con
una solucién de metanol/dcide acético/agua. Las zonas donde se detecté la actividad
enzimética para cada condicion se midieron con un micrdmetro ocular con
graduaciones de 0,1 mm. Adicionalmente, los geles fueron fotografiados para su

posterior analisis.

2.6  Inmunohistoquimica para MMP1 y MMP3

. Anticuerpos:
v" Anti MMP1 humana. (Sigma. Saint Louis, Estados Unidos de
Norteameérica)
v Anti MMP3 humana. (Sigma. Saint Louis, Estados Unidos de
Norieamérica)

v" Anii cadena gamma conjugado con FITC. (Gibco. New York, Estados
Unidos de Norteamérica)

. Microscopio BX40 con sistema de fluorescencia BX-FLA y sistema fotogréafico
PM20. (Olympus, Japon)

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

fueron fijadas en formol al 10% en buffer fosfato (pH = 7) con 30% 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
tincion fue efectuada sin conocimiento previo del diagnéstico correspondiente a los
enfermos de los cuales provenian las biopsias. Sin embargo hay que hacer notar que
la observacién al microscopio permite diferenciar facilmente la arquitectura de la
mucosa de los coniroles respecto de la de los pacientes celiacos. Las preparaciones
fueron evaluadas por microscopfa de fluorescencia por al menos dos observadores y

posteriormente fotografiadas.

2.7  Deteccion de MMP3 por enzimoinmunoensayo (ELISA)

. Kit ELISA MMP3 assay (OncoGene, San Diego, California, Estados Unidos de
Norteamérica) compuesto por:
v" Pocillos recubiertos de anticuerpo anti MMP3 humana (placas de 96 pocillos,
strip individuales)
Estandar liofilizado de MMP3 recombinante humana
Anticuerpo monoclonal biotinilado anti MMP3 humana

Conjugado estreptavidina — peroxidasa

DS N NN

Sustrato cromogénico; tetrametilbenzidina (TMB)

. Espectrofotometro para placas (Automatizador Triturus, Griffols)

En los medios condicionados obtenidos en la seccidn IV se cuantific la presencia de

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

inmunoensayo enzimatico para cuantifiicar la presencia de MMP3 en muestras
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biolégicas. Para este propésiio, el primer paso fue construir una curva de calibracién a
partir de esténdares de MMP3 recombinante humana en concentraciones conocidas,
provistos por el fabricante del kit. Las muestras fueron 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 pl del anticuerpo detector e
inmediatamente 50 pl de cada muestra de sobrenadante por duplicado, incubando las
mezclas durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces
con buffer 1X y se agregd a cada pocillo 100 pl del conjugado estreptavidina -
peroxidasa incubando durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacién, se lavd
3 veces la placa con buffer de lavado 1X y posteriormente con agua bidestilada,
llenando completamente los pocillos para después escurrirlos suavemente. El (ltimo
paso consistio en agregar 100 pl del sustrato e incubar en la oscuridad por 30 min, al
cabo de los cuales se agregé a cada pocillo 100 pl de una solucién 2,5N de H.SO, que
detiene la reaccién de la peroxidasa. La placa fue leida antes de 30 minutos de
agregada la solucién de acido en un especirofotémetro lector de placas con una

longitud de onda de 540 nm.
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RESULTADOS

3.1  Obtencidén in vitro de péptidos de gliadina por digestion péptico-triptica -

pancreatica (PTP)

Los resultados de los procesos utilizados para la obtencién de péptidos de gliadina,

segun protocolo de De Ritis y cols. se describen en las Figuras 3 a 8. La Figura 3

muestra los productos obtenidos en las distintas etapas de la digestion 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 mas amplio y a su vez

sucesivamente menores (carriles 3 al 5).

Marcadores de
peso molecular

7 8
ot & BSA 66 kDa
.

Anhidrasa
carboénica
29 kDa

Citocromo C
12,4 kDa

CARRIL

CONTENIDO

Control Negativo. Carga sin muestra de digestion

Marcadores de peso molecular

Fraccion digestion péptica

Fraccion digestion péptico-triptica

Fraccién digestion PTP

Fraccién liquida

Fraccion pellet

O N[O AW M=

Marcadores de peso molecular

Figura 3. Seguimiento del desarrollo de la digestion enzimatica de gliadina cruda en gel SDS - PAGE
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Ademas, en los carriles 6 y 7 de esta Figura se observa que al separar la fraccion
sdlida del sobrenadante, al final de la digestién PTP, no presentan una diferencia
significativa en composicién proteica, lo que demuestra que el rango de péptidos de
peso molecular requerido se conservé a pesar de descartar el material particulado por

centrifugacion antes de continuar con el procedimiento de separacion.

La Figura 4 muestra el resultado de la estimacién del volumen muerto (V) de la
columna de fraccionamiento (Sephadex G-100). Este volumen fue estimado en 150
ml, es decir que para recuperar el total de las muestras desde el inicio de la elucién se
deben dejar fluir 150 ml, que no contendran muestras de ningtin tipo. Conocer este

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

Curva de calibracion azul dextrano Il

0 ; t t
0 50 100 150 200
Volumen {ml)

Figtra 4. Determinacion del volumen muerto {Vz)de la columna de exclusion molecular

Posteriormente fue necesario construir una curva de calibracion a través del pasaje y
elucién de estandares de peso molecular conocido para estimar el volumen de
retencion correspondiente a las fracciones buscadas. La Figura 5 muestra el patrén

de elucidn de las tres proteinas de peso molecular conocido elegidas para dicha

calibracion.
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Curva de calibracion G-100
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Figura 5. Determinacidn de vollimenes y relaciones de elusion, cromatografia de exclusién
molecular. Los voliimenes a los cuales eluyeron las protefnas de peso molecular conocido {fig 5A) dan
lugar a la relacién de elucién mostrada en la fig 5B

Para nuestro objetivo, los péptidos buscados eluyeron con posterioridad al citocromo ¢
y fueron congelados y liofilizados hasta el procedimiento de separacién por
cromatograffa de intercambio idnico. Estos péptidos corresponden a la zona 2

indicada en la Figura 6, es decir con un Vo/Ve entre 1y 1,5.
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f Separacion péptidos de digestion PTP
3,5
371
25+
g2
2157
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Figura 6. Determinacion de los grupos de péptidos separados por cromatografia de exclusion
molecular
Finalmente, se procedié a separar los fragmentos obtenidos en el paso anterior a
través de una cromatografia de intercambio iénico; como muestra la Figura 7, se
obtuvo un perfil de elucién muy similar al observado en la literatura (De Ritis y cols).
Los péptidos se clasificaron en 5 grupos de acuerdo con el volumen de elucién y cada
20 tubos aproximadamente. Para desarrollar los experimentos posteriores, y por
contener los péptidos con mayor capacidad antigénica, se eligié el grupo E en

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

Cromatografia de intercambio idnico en Sepharosa
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Figura 7. Separacion de los pp-gliadina obtenidos por digestién PTP, cromatografia de
intercambio iénico
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3.2  Aislamiento, cultivo y subcultivos de miofibroblastos (MF)

A partir de las biopsias de pacientes diagnosticados celiacos y de los controles, se
lograron aislar y subcultivar 15 y 17 lineas de MF de mucosa intestinal,
respectivamente.

Las fotografias expuestas mas 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).

Figura 8. Aislamiento de MF a partir de mucosa intestinal obtenida por biopsia endoscépica. El
angulo superior izquierdo muestra el trozo de mucosa intestinal (M) en cultivo con los primeros MF
(flechas) que comienzan a migrar radialmente desde el tejido. (40x)

Figura 9. Subcultivo: miofibroblastos de mucosa intestinal, 70-80% de confluencia. La fotografia
muestra MF inmediatamente antes de ser estimulados o tripsinizados para su propagacion. (40x)
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Actividad de MMP2

3.3

A través de la técnica de zimografia en geles de acrilamida-gelatina se pudo semi-

en medios condicionados por MF como

cuantificar la actividad de MMP2 (gelatinasa)

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

enfermos celiacos en comparacion con los controles.
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Figura 10. Zimografias en geles de acilaia—gelatina: actividad de MMP2 a partir de medios

condicionados por miofibroblastos de pacientes celiacos y controles, basal y con estimulo
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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. B, presentan una
mayor area digerida por la MMP2 en comparacion con la actividad de MMP2 en los
medios condicionados de pacientes normales; esto significa que en los pacientes
celiacos esta MMP presentaria 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 celiacos comparados con los
de pacientes controles cuando se les somete a los estimulos de TNF-« e IFN-y antes
mencionados.

En la Figura 11 se observa que, en promedio, los cultivos de MF de pacientes celiacos
presentan una actividad significativamente mayor de MMP2. Cuando se recolectd el
medio condicionado de cultivos sin estimular, luego de 24 horas de incubacion, la
diferencia de actividad fue significativamente mas marcada respecto a los controles.
Las columnas 3-4 y 5-6 muestran el aumento de actividad de la MMP2, a través del
aumento del area de digestion sobre gelatina, cuando los cultivos de MF de celiacos

fueron estimulados con IFN-y y TNF-a, en relacion a los controles basales.

67 |
I T 1

i E '
n=g n=7 n=7

Area de digestion mm?

T e T T 1

controles celiacos celiacos IFN celiacos IFN  celiacos celiacos
basales basales 10 100 TNF 10 TNF 100

Figura 11. Gréfico comparativo de la actividad de MMP2 con estimulos de citoquinas a distintas
concentraciones. La concentracion final en el medio de cultivo de cada citoquina (pg/uL) esta indicada
indicada en la Figura bajo la sigla de la citoquina correspondiente.
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En la figura 12 se observa que los medios condicionados de MF de pacientes celiacos

mostraron una actividad mayor de MMP2 que la de normales a nivel basal, arrojando

una diferencia 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 celiaco.

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 celiacos estimulados respecto a la

de individuos normales sometidos al mismo estimulo.

Area de digestion [mm?]

Actividad de MMP2 en medios condicionados por cultivos de MF

O Controles
B Celiacos

Basales TNF + pp-gliadina

IFN + pp-gliadina TNF + IFN + pp-gliadina

Figura 12. Gréfico comparativo del efecto de citoquinas en la actividad de MMP2 en
pacientes celiacos y controles. Las concentraciones de TNF y de IFN son 100 pg/ul. [pp-

gliadina] = 20 ppm
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Al estimular los dos grupos con ambas citoquinas + pp-gliadina en distintas
combinaciones, nuevamente los pacientes con EC muestran niveles mas altos de
actividad MMP2 que los normales. Nuevamente se observa que, bajo el efecto de
cualquier estimulo 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)

Actividad de MMP2 en medios condicionados por cultivos de MF

DOBasales

DTNF + pp-gliadina

B IFN + pp-gliadina

B TNF + IFN + pp-
gliadina

£
L

w
L

Area de digestién [mm?]

n
L

Controles Celiacos

Figura 13. Actividad de MMP2 de pacientes celiacos y controles bajo distintos estimulos

3.4  Inmunohistoquimica para MMP1 y MMP3

Para observar la expresion de MMP1 y MMP3 en mucosa intestinal, se utilizaron

cortes de tejido obtenido por biopsias perorales tanto de celiacos como de controles.

En las Figuras 14 y 15 se muestra la deteccion de MMP1 y MMP3 por
inmunohistoquimica, observandose fluorescencia de mayor intensidad en los celiacos
para ambas metaloproteinasas. Para la MMP1 esta mayor intensidad se observa por

debajo de las células epiteliales intestinales tanto a nivel de las criptas como de la
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superficie aplanada de los pacientes celiacos (Figura 14C). En los controles la tincién
en las vellosidades es muy tenue y parece delimitar los MF subepiteliales (Fig 14A). La
distribucion y la intensidad de la fluorescencia en la tincion para MMP3, tanto en
celiacos como controles, es similar a la observada para MMP1 (Fig 15). El control
negativo muestra la especificidad de la deteccion en ambos casos, ya que las Figuras
14B y 15B muestran fluorescencia practicamente indetectable cuando se incuba el
corte de tejido directamente con el segundo anticuerpo. Esto no hace mas que
concordar con la idea de que en EC el desorden de la arquitectura de la mucosa
intestinal, caracteristica tipica de la lesion de EC, se produce por una desregulacion

sobre la expresion de MMPs.

Figura 14. Inmunohistoquimica para MMP1. Normal (izquierda), Control negativo (centro) y celiaco

(derecha)

o - AT
. . ) ATy

Figura 15. Inmunohistoquimica para MMP3. Normal (izquierda), Control negativo (centro) y celiaco

(derecha)
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3.5 Deteccion de MMP3

La expresion de MMP3 en poblaciones de MF provenientes tanto de pacientes
controles sanos como de celiacos se midid a través de un kit comercial para la
deteccion de dicha metaloproteinasa.

En la Figura 16 se observa que las poblaciones de MF de pacientes celiacos
reaccionan mas a los estimulos, y que presentan niveles de MMP3 significativamente
superiores a los de pacientes celiacos en condiciones basales (p < 0,14). Del mismo
modo, al estimular poblaciones de MF con dos citoquinas relacionadas con procesos
inflamatorios, se observd una tendencia al aumento en la expresion de MMP3 tanto

con TNF-a como con IFN-y respecto a las condiciones basales.
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Figura 16. Concentracién de MMP3 en medios condicionados por MF
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DISCUSION

En condiciones fisiolégicas normales, en los procesos de modelacion y
reestructuracion de la arquitectura tisular, existe un equilibrioc entre la apoptosis,
proliferacion y diferenciacion celular que involucra a una serie de células y moléculas
producidas por ellas mismas. En el caso del tracto gastrointestinal los tipos celulares
participantes son principalmente células epiteliales (enterocitos), MF, células M y las
mononucleares del corion enire ofras; estas poblaciones celulares secretan en
conjunto y coordinadamente factores especificos que guian la modelacién del tejido a
través de procesos como estimulacién de la diferenciacion celular e induccién de
apoptosis (estos dos procesos como parte del desarrollo de la unidad cripta —

vellosidad) y mantencion de la matriz extracelular (MEC).

En la renovacion constante de la MEC (furn-over) estén involucrados las MMPs y sus
respectivos inhibidores, los TIMPs. En condiciones normales, existe un equilibrio
dindmico MMPs < TIMPs, de manera que ante un determinado estimulo ambiental -
generalmente asociado con dafio mecanico- responderdn dando lugar a la degradacién
de la matriz (papel de las MMPs) y la posterior sintesis de nuevos componentes
dirigida sitio-especificamente por los tipos celulares ya mencionados; tal es el caso de

la laminina, fibronectina y colageno IV, productos de sintesis de los MF.

Diversos estudios en EC han identificado y descrito los perfiles de secrecién de
algunas de las moléculas involucradas en el mantenimiento de la arquitectura de la
mucosa intestinal, y evidenciado un aumento en la expresién y actividad de MMPs (1, 2
y 3 principalmente) (Daum y col, 1999) y una disminucién en la transcripcién de sus

respectivos TIMPs (Salmela y col, 2002). Mediante la hibridacién in situ (FISH) estos
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autores detectaron un aumento en la expresién de dichas moléculas en biopsias de
pacientes con EC, que estaba localizada principalmente en los MF subepiteliales. Al
detectar MMP1 y MMP3 por inmunochistoquimica, nuestros resultados mostraron
fluorescencia de mayor intensidad en los celiacos que en los controles para ambas
metaloproteinasas. Esto concuerda con las observaciones hechas por los autores
mencionados anteriormente localizando esta sobre-expresién en la monocapa de MF
subepiteliales (Figs 16 y 17). Otras investigaciones mencionan un significativo aumento
en la transcripcion de mRNA para MMP1, MMP3 y MMP12, que en su conjunto
abarcan las modificaciones a la gran mayoria de los componentes de la MEC (Salmela

y col, 2002)

Basandonos en que los MF subepiteliales estdn activamente involucrados en el
proceso de modelamiento de la MEC y en la conformacion 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 secrecion de variadas
moléculas (MMPs, TIMPs, citoquinas y otros) a nivel tisular, sin identificar, sin
embargo, el tipo celular involucrado.

La EC esta caracierizada por una hiperreactividad inmune tipo Thi que se
desencadena en la mucosa intestinal de individuos genéticamente susceptibles
mientras consumen gluten. Existe una correlacién entre el nivel de respuesta Th1 y el

grado de alteracion histoldgica de la mucosa. (Chirdo y col, 2005)

En la secuencia que lleva a la lesién histopatoldgica, el sistema MMPs-TIMPs podtia

ser uno de los principales efectores, dado que habria una importante disminucién de
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las proteinas sustrato de estos enzimas (Verbeke y col, 2002). Por este motivo es
l6gico pensar que los MF podrian ser los responsables del aumento de la sintesis,
liberacion y/o actividad de MMPs en pacientes celiacos 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 Th1) como TNF-o. e IL1-f inducen

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

Es importante destacar que el sistema de MMPs/TIMPs es regulado por complejos
mecanismos que le permiten realizar el fumover de Ila MEC
.{diferenciacion/proliferacion/apoptosis). Una de las caracteristicas de este sistema
enzimatico es que las MMPs son secretadas (todas, a excepcion de MMP23) como
zimodgenos, es decir, requieren del clivaje de un péptido sefial, muy conservado entre
las MMPs que pertenecen a las distintas familias, para que puedan manifestar
actividad catalitica. El mecanismo mas probable de activaciéon de las MMPs es a
través de una cascada de clivajes, donde algunas MMPs activan a otras, tépico de
importancia para nuestro estudio. Puntualmenie, MMP3 activa a MMP1 y MMPS, que
también es una colagenasa/gelatinasa cuya expresion y actividad ha sido detectada en
tejidos que desarrollan procesos inflamatorios (Alexander, 2002). MMP9 a su vez,
muestra un alto grado de similitud estruciural con MMP2; basandonos en estos
antecedentes y en el aumento de actividad de MMP2 mostrado por nosotros,
podriamos pensar que MMPZ2 también podria ser activada por MMP3, apoyando

nuestros resultados.
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Nuestro modelo experimental consideré ademds la estimulacién de los MF en cultivo
por fracciones peptidicas de gliadina. Esta protefina presente en el trigo, y sus
andlogas de la cebada y el centeno, tienen epitopes altamente antigénicos los que, en
ind‘ividuos genéticamente predispuestos, desencadenarfan la cascada patogénica de la
EC. Esta capacidad inmunogénica fue descrita por De Ritis y col, quienes lograron
desarrollar una lesion intestinal similar a la producida en EC al incubar péptidos de
gliadina con muesiras de tejido de biopsias intestinales de pacientes celiacos en
remisién. Esto indicaba que algunas porciones de la gliadina (péptidos) -y no Ia
molécula completa- eran las responsables de provocar dicha lesién. Lo anterior,
asociado a una condicion previa de hipersensibilidad existente en las poblaciones de
linfocitos T de los pacientes celiacos que secretan niveles de TNFo e IFN-y
significativamente superiores, desencadenaria el proceso inflamatorio (Monteleone y
col, 2001).

La produccién de IFN-y de TNF-o por macréfagos y células T influye directamente
sobre las células epiteliales. Estas citoquinas ejercen efectos citostaticos in vitro e
inducen la muerte epitelial /n vivo. TNF-o induce la expresion de KGF en MF, e
indirectamente promueve el aumento en el nimero de células epiteliales, proceso que

involucra otras citoquinas, como TGF-B. (Chirdo y col, 2005)

Nuestro modelo consideré la exposicién de los MF en cultivo a concentraciones
significativas de las fracciones inmunogénicas de gliadina (>20 ppm) y la estimulacién
con dos de las principales citoquinas proinflamatorias: TNF-a e IFN-y (que in vivo

provienen de los linfocitos T CD4+).
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Al estimular tanto con INF-y como con TNF-o. se detecté un aumento de la actividad
enzimatica que resulté dosis-dependiente para las concentraciones de 10 y 100 ng/pl
(Fig. 11); no se observé diferencia en la actividad de MMP2 con las conceniraciones
menores. Finalmente, se decidid utilizar la concentracién de 100 ng/ul para las
experiencias posteriores debido a que esta se acercaba a la dosis de maxima
respuesta de MMP2 respecto a la condicidn basal. Los controles presentaron una
actividad menor que los pacientes celfacos aunque también fue dosis-dependiente. Los
canales sembrados con medio de cultivo puro (conirol negativo) no mostraron éreas de
actividad, lo que corrobora que el medio no aporté actividad enzimatica por

composicién intrinseca.

En las figuras 12 y 13 se analizan los datos obtenidos de la evaluacién de la actividad
de MMP2, donde se observa una tendencia al aumento entre pacientes celiacos versus
los controles (Fig. 12); esto podria indicar una mayor activacién de las moléculas ya
existentes o bien una mayor expresién basal de MMP2 en los MF de celiacos 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 mas altos para la
actividad de este enzima en comparacion 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 comparacion con el grupo control disminuyen. Una explicacién probable es que
dado el alto nivel basal de actividad de MMP2 en pacientes con EC, el estimulo con
citoquinas (tanto TNF-« como IFN-y) no provoca un aumento proporcional, ya que la
actividad de MMP2 podria estar cercana a su nivel maximo (pfateau). En estas figuras

queda demostrado también que, las citoquinas estudiadas, cuya funcién in vivo es




amplificar las respuestas proinflamatorias, para el caso de la EC lo hacen, aumentando

los niveles de actividad de MMP2.

Si bien se agregd pp-gliadina al medio de cultivo de los MF en algunos experimentos,
creemos poco probable que esta fraccién peptidica haya ejercido algtin efecto directo
sobre los MF y su produccion de MMPs. Esto es respaldado por los resultados de las
zimografias en gelatina en las cuales no se utilizdé pp-gliadina, las cuales muestran
areas de digestion similares a los casos en que esta fue agregada. Esto resulta l6gico
ya que para que la pp-gliadina ejerza su efecto inmunogénico debe ser presentada por
APCs que induciran en linfocitos y células plasméticas la produccion de factores que

desencadenan la respuesta caracteristica de EC.

Estos resultados son diferentes de los de otros autores, quienes muestran que ante la
exposicion de biopsias de pacientes controles a linfocitos T activados, la expresién 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 celiaco) e incubados con tejido de pacientes controles, perdian la
capacidad de generar la respuesta esperada, probablemente debido a la ausencia de
moléculas 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 estaria alterado,
pemmitiendo una mayor degradacién de la matriz y colaborando en la desorganizacion

de la arquitectura normal de la mucosa intestinal.
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Un punto interesante de destacar es que los resuliados obtenidos, ademés de mostrar
un aumento generalizado de MMPs al comparar celiacos y controles, ponen en
evidencia diferencias entre las distintas MMPs en los pacientes celiacos. Asi, MMP1 y
MMP3 presentan un aumento mucho mayor que el de MMP2 tal como lo evidencian las
técnicas de ELISA e inmunohistoquimica (Figs. 12, 14, 15). Estos resultados nos
permiten inferir que el remodelamiento de la membrana basal y matriz extracelular del
epitelio intestinal depende de la degradacion de las moléculas que la componen
(colagenos tipo I, II, [l y IV, agrecanos, proteoglicanos, laminina y fibronectina
principalmente) que a su vez se relaciona con el patrén de secrecion de MMPs y

TIMPs, que apunta directamente tanto a los MF como a sus productos.

En los individuos cuya composicion genética los predispone a desarrollar EC, el gluten
de la dieta altera a los MF subepiteliales y al patrén de sintesis y secrecién de sus
productos, los que en conjunto con la reaccion inmune dirigida contra los componentes
del epitelio intestinal, apoyaria que los MF tendrian un lugar preponderante en el
desarrolio de la lesién que altera gravemente la arquitectura normal de la mucosa

intestinal y que caracteriza a esta patologia.
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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 enconirados en pacientes
controles.  Esto indica que habria un desequilibrio en el proceso de
remodelacion de la MEC del epitelio intestinal en estos pacientes, y que podria

estar generado por los MF.

. Los MF subepiteliales de pacientes celfacos responden a la presencia de gluten
en la dieta con un aumenio significativo en la actividad de MMPs. Asi mismo,
estos niveles descienden al entrar la enfermedad en remisién (Dieta libre de

gluten).

. La estimulacién de cultivos de MF de pacientes normales con citoquinas
proinflamatorias (TNF-oe y IFN-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 ceélulas que responden a citoquinas
proinflamatorias, lo que respaldaria la idea de que la patogenia de la EC esta
favorecida por la accion de citoquinas que son caracteristicas de la via Thi de

la respuesta inmune adaptativa.

. Con toda probabilidad, los MF subepiteliales no tienen por si mismos la
capacidad de responder a la exposicion directa a pp-gliadina. Esto indicaria

que dentro de la secuencia de fenémenos inmunolégicos involucrados en la
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patogenia de la lesién, los MF subepiteliales son uno de los blancos del proceso
que lleva a la desregulacién de todo el aparato Inmunitario de la mucosa

intestinal en la EC.

Teniendo en cuenta todos los antecedentes antes planteados, la lesidén
intestinal caracteristica de la EC seria provocada principalmente por la

desregulacion en la secrecién de MMPs por parte de los MF subepiteliales.
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