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ABREVIATURAS

BLH — Banco de Leche Humana

DLG — Dieta libre de gluten

EC — Enfermedad celiaca

FA - Fase acuosa

GALT - Tejido linfoide asociado al intestino

GLD - Gliadina

GM - Glandula mamaria

IP - loduro de propidio

LP — Ldmina propia

MC — Madres celiacas

MS — Madres sanas

pdGLD - Péptidos deamidados de gliadina

pGLD - Péptidos de gliadina obtenidos por digestiébn con pepsina-tripsina

ppsGLD - Pool de peptidos sintéticos de gliadina

PS - Proteinas de soja

psGLD - Péptido sintético de gliadina (P9, P2 y P31-43)

TT - Toxoide tetanico

tTG, TG2 — Transglutaminasa tisular
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Resumen

La leche materna es el Unico alimento que cumple todos los requerimientos nutricionales para el
recién nacido y que aseguran su desarrollo y crecimiento. Sus beneficios trascienden lo nutricional
conteniendo componentes bioactivos que participan en procesos fisiolégicos vitales como la
proteccién contra infecciones, mantenimiento de la homeostasis intestinal y generacién de la
tolerancia oral. Con respecto a esta Ultima, los componentes presentes en la leche asociados son los
antigenos provenientes de la dieta materna, asi como citoquinas inmunosupresoras y anticuerpos

especificos que median la internalizacion de los antigenos.

En la enfermedad celiaca (EC) hay una ruptura de la tolerancia a ciertas proteinas del gluten, asi
como una sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias y en receptores de transporte de
transporte de proteinas. Estas modificaciones podrian tener un impacto en ciertos componentes de

la leche de madres con esta enfermedad..

En este trabajo se estudiaron algunos componentes nutricionales e inmunolégicos de la leche de
madres sanas y de madres con enfermedad celiaca que se encontraban en el primer afio de
lactancia. En cuanto a las madres celiacas se solicitd que estuviesen en dieta libre de gluten y que
hayan sido diagnosticadas en un periodo previo a dos afios de la donacion. En el analisis, se

considerd la variabilidad entre muestras y el tiempo post-parto en el cual se realizd la donacién.

La composicion de macrocomponentes de la leche de madres sanas y de madres celiacas no mostro
diferencias significativas, considerando contenido caldrico, grasa, lactosa, sales y proteinas. Con
respecto a los componentes inmunolégicos de la leche, la concentracidon de IgA e IgM secretorios
fue menor en leche de madres celiacas, acentuandose esta diferencia en la lactancia posterior a los 6
meses. En cuanto a la IgG no se observaron modificaciones. Al considerar la contribucién relativa de
anticuerpos especificos se observd una mayor proporcién de anticuerpos anti gliadina y una menor
proporcién de anticuerpos anti toxoide tetdnico en madres celiacas. La IgG sigue la misma tendencia
que los otros dos isotipos. Al evaluar el potencial microbicida de la lisozima, no se observaron
diferencias en cuanto a su actividad entre el grupo de leches de madres sanas y el de madres
celiacas. Las citoquinas y receptores solubles estudiados presentaron un balance proinflamatorio en

la leche de madres celiacas.
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Los ensayos in vitro mostraron que la leche de MC no modula la inflamacién inducida por TNF-a,
aunqgue potencia la activacion inducida por psGLD y TNF-a. Ademas, potencia el efecto del IFN-y de

expresar HLA-DR, y modula el efecto débil de los psGLD de inducir HLA-DR.

Las diferencias observadas en el aporte de componentes inmunoldgicos potencialmente implicados
en el desarrollo de tolerancia oral podrian ser significativos en la programacion inmunolégica del
neonato, por lo cual este estudio aporta a la interpretaciéon de los estudios prospectivos que se

encuentran en marcha y a posibles estrategias de intervencidn posteriores.
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1. Introduccién

1.1. El sistema inmune en la mucosa intestinal

1.1.1. La barrera intestinal

La mucosa intestinal representa la mayor superficie de interaccidon que posee el cuerpo humano con

2 12

el mundo exterior, abarcando aproximadamente 400 m” . La interaccién de esta mucosa con el
ambiente implica el contacto masivo y crénico con un sinfin de moléculas potencialmente
antigénicas. Por este motivo el intestino cuenta con mecanismos altamente regulados que permitan
diferenciar eficientemente los patdgenos de los componentes propios o inocuos. Estos mecanismos
implican particularidades tanto anatémicas como fisioldgicas del compartimento que contribuyen a

una respuesta efectora adecuada vy, por lo tanto, a la homeostasis intestinal’.

En la mucosa intestinal se pueden distinguir 3 estructuras principales: el epitelio intestinal,
componentes del lumen (moléculas, microbiota comensal y mucus) y tejido linfoide asociado (del
inglés GALT, Gut Associated Lymphoid Tissue). Ademas, debajo del epitelio se encuentra la ldmina
propia colonizada por diversos tipos celulares del sistema inmune como macréfagos, células
dendriticas, plasmocitos y mastocitos. El epitelio tiene una estructura y componentes que
representan la barrera epitelial, mientras que este, en conjunto con componentes del lumen y de la
lamina propia, constituyen la barrera mucosa. Una vez que un antigeno ingresa al lumen intestinal,
antes de ser procesado por el sistema inmune, debe atravesar las barreras mencionadas

previamente.

El epitelio que limita con el medio externo estd formado por una monocapa de enterocitos, células
gue tienen la particularidad de contar con microvellosidades en el extremo apical que aumentan
enormemente la superficie de exposicion al exterior. La funcidn de proteccién al individuo del
epitelio resulta en una alta tasa de recambio de los enterocitos, lo cual es posible, en parte, por la
presencia de células madre presentes en las criptas intestinales: el sector mas profundo de las
vellosidades. Estas células formaran mayoritariamente, las células epiteliales, células productoras de

4

péptidos antimicrobianos (células de Paneth) y células productoras de mucus (células de Goblet)
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Los enterocitos proveen de una barrera con permeabilidad selectiva que evita el ingreso
indiscriminado de moléculas grandes y microorganismos. Estas propiedades se basan en un
complejo sistema de uniones entre los enterocitos que comprende las uniones estrechas, las
uniones adherentes y desmosomas. Las uniones estrechas son las mas importantes para mantener la
integridad del epitelio y estan integradas por proteinas de la familia de las claudinas y ocludinas

(figura 1).

+ .
*+*  (Cationes
Bacteria e

+
. o+ o+
L +

|l Uniones estrechas

| :
i~ Uniones adherentes

Desmosomas
Célula dendritica
701/ 20-2
Claudinas
Ocludinas
JAM-A | Actomiosina

Figura 1. Transporte de antigenos paracelular. Este tipo de transporte depende directamente de las uniones
celulares como las estrechas, adherentes y desmosomas. Las uniones estrechas limitan el pasaje de moléculas al
estar constituidas por un complejo de proteinas transmembana tales como la claudina, ocludina o JAM-A que
forman un poro. Estas proteinas se conectan a la actomiosina del citoesqueleto celular mediante proteinas ZO-1 o
Z0O-2. En condiciones normales, las uniones estrechas permiten el pasaje de iones (mayoritariamente cationes) y
moléculas de menos de 600 daltons.

Algunas citoquinas y factores de crecimiento como EGF, TGF-$ e IL-10 contribuyen con la barrera
epitelial, al disminuir la permeabilidad intestinal actuando sobre las uniones estrechas. En contraste,
estas uniones se ven afectadas por respuestas inmunes inflamatorias que aumentan la
permeabilidad, en particular TNF-o e IFN-y". De hecho, se ha observado que al tratar pacientes con
enfermedad de Crohn utilizando anticuerpos neutralizantes para TNF-a se reduce la inflamaciéon y la

reconstitucion de la barrera epitelial se ve favorecida’.
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En humanos, las alteraciones de la funcidon barrera del epitelio intestinal se asocian a varias
enfermedades, o al riesgo de padecer las mismas, tales como la enfermedad celiaca (EC) y la
diabetes tipo 1. En estas condiciones se ha encontrado que la disfuncién de las uniones estrechas se
correlaciona con niveles elevados de zonulina®’ (pre-haptoglobina-2), un regulador natural de la
permeabilidad que actla sobre el ensamblaje de las uniones estrechas’. En este sentido la
administracion de antagonistas de este péptido se plantea como una estrategia terapéutica para el
tratamiento de la EC, y se ha constatado que la administracion de un péptido sintético inhibidor de
la zonulina disminuyd la permeabilidad paracelular, e inhibié la produccién de citoquinas

proinflamatorias y sintomas gastrointestinales en pacientes celfacos’.

Los componentes extracelulares presentes en el lumen intestinal también contribuyen a la funcién
barrera al interactuar con los agentes externos antes de que tomen contacto con el epitelio. Los
principales componentes son: el mucus, la microbiota intestinal, la inmunoglobuina A secretoria

(slgA) y péptidos antimicrobianos (figura 2).

El mucus

El mucus es una secrecidn constituida por proteinas altamente glicosiladas, que toman el nombre de
mucinas, secretadas por células epiteliales especializadas denominadas células de Goblet. Su funcién

primaria es interferir en el contacto directo de material particulado con el epitelio intestinal.

La principal mucina secretada en el intestino es MUC2, la cual integra una capa interna de mucus
qgue representa una barrera para las bacterias; esta capa se va transformando en una capa externa
menos organizada y permeable, lo cual permite que las bacterias comensales puedan degradarla y
unirse a MUC2 usando sus abundantes glicanos como fuente de energfa”. Debido a esto, genera un
hébitat adecuado para la microbiota, colaborando en la relacidon simbidtica entre las bacterias y el

hospedero.

Debido a sus propiedades biofisicas, el mucus puede retener moléculas que son secretadas desde el
epitelio intestinal y cumple diversas funciones que colaboran en la homeostasis. EI mucus
interacciona con colectinas, péptidos antimicrobianos, lizosima y regiones altamente glicosiladas de
la IgA secretoria®"" cuyas propiedades antibacterianas son de gran importancia para la proteccion

del tejido epitelial.
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Intestino delgado ey

Bacteria 7, Células
comensal Q0T gy, apoptoticas

de Paneth Macréfago

Figura 2. Barrera epitelial intestinal. Las células epiteliales intestinales forman una barrera fisica que protege la
integridad intestinal. Células madres epiteliales (CMEs) presentes en las criptas de las vellosidades se diferencian en
las distintas células que forman el epitelio intestinal. La presencia de componentes como el mucus, slgA, péptidos
antimicrobianos (PAMSs), bacterias comensales y otros factores en el lumen contribuyen con el mantenimiento del
epitelio intestinal favoreciendo la homeostasis local. Células del sistema inmune presentes en la ldmina propia del
intestino median la captaciéon de antigenos luminales a través del epitelio y su posterior transporte a los tejidos
linfoides asociados.

Adaptado de [ 4 ]
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Algunas mucinas que integran el mucus no son secretadas (MUC3, MUC12 y MUC17), sino que
forman parte del glicocalix y se asocian a otras funciones vinculadas a la presentacién de antigenos

bacterianos por parte de los enterocitos .

Tanto el exceso como la escasez de mucus tienen efectos patoldégicos que se asocian a

"% En el caso de la

enfermedades tales como la fibrosis quistica o colitis ulcerosa respectivamente
EC la hidrofobicidad caracteristica del mucus puede verse afectada, lo cual provoca una capacidad

disminuida de repeler antigenos luminales™.
La microbiota

En estrecha relacién con el mucus, se encuentran trillones de bacterias colonizando el tracto
intestinal. Las mas de 1000 especies de bacterias comensales contribuyen a la homeostasis de las
mucosas de diversas formas y proveen de innumerables beneficios a los individuos'. La microbiota
comensal es una potencial amenaza para el organismo cuando la integridad del intestino esté
dafiada y bacterias aparentemente inofensivas pueden generar una infeccion grave. Esto implica dos
factores importantes: el primero es que la microbiota debe mantener una composicién y cantidad
relativamente estable para que no se desencadene una respuesta inflamatoria y la segunda es que
el sistema inmune debe balancear su respuesta a las bacterias comensales, tomando en cuenta el

riesgo que puede significar dafio del tejido en una respuesta de tipo inflamatoria.

El éxito del mutualismo entre la microbiota intestinal y el hospedero depende no solo de
mecanismos fisicos de barrera, sino también de un muestreo activo y la respuesta tolerogénica del
sistema inmune hacia las mismas. Para esto es indispensable una interaccion directa entre la

. . . . Yo 16
microbiota y el sistema inmunoldgico .

La colonizacién por las bacterias comensales se inicia principalmente durante el parto vaginal; la
composicidon de la microbiota desarrollada en el nifio dependera de diversos factores como la edad
. . ., . . . . 17 .
gestacional, la alimentacién neonatal y principalmente, la microbiota materna™. La lactancia es una
fuente muy importante de bacterias, no solo por las que se encuentran en la leche, sino por el
contacto piel con piel que implica el acto en si. Las bacterias que primero colonizan el intestino son

cepas de Escherichia coli y de Enterococcus. Si el neonato se alimenta con leche materna, en la
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microbiota predominan las bifidobacterias, mientras que los alimentados con preparado comercial

suelen colonizarse con Bacteroides”.

Los grandes cambios en la composicion de la microbiota (disbiosis) durante la vida pueden conducir
a respuestas inmunoldgicas que propicien el desarrollo de distintas enfermedades en individuos
genéticamente susceptibles como la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn®, cancer colorectal®,
alergias alimentarias, asi como enfermedades sistémicas metabdlicas, obesidad” ™, patologfas

. 24 - 18,25
autoinmunes yneurologlcas

En particular, en los nifios prematuros, la disbiosis se asocia a la enterocolitis necrotizante que tiene
una tasa de mortalidad de hasta un 30%”. La lactancia disminuye en 6 veces la ocurrencia de esta
enfermedad por lo cual el comienzo de la misma inmediatamente luego del parto esté

mundialmente recomendada®’.

Los factores genéticos también pueden condicionar la composicidon de la microbiota; se han
asociado disbiosis con presencia de ciertos alelos de MHC que modifican diferencialmente la
activacién de la respuesta inmune hacia la tolerancia o la eliminaciéon de la microbiota'*”.
Interesantemente, se encontré una relacion entre el haplotipo 8.1 (o HLA-DR3) y el proceso de
colonizacidn intestinal en los primeros afios de vida que es particularmente importante si la madre

es quien posee el alelo, debido a que su propia microbiota se ve aumentada en bacterias asociadas

al riesgo de padecer EC (E. coli, E. rectale, C. coccoidesy C. lituseburense)”.

Inmunoglobulina A secretoria

La estrategia del organismo para generar protecciéon inmune en una forma no inflamatoria en las
principales vias de entrada de los patdgenos es a través de la produccion de grandes cantidades de
IgA que se producen diariamente en respuesta a antigenos muestreados por células especializadas
del GALT. Se produce en forma dimérica por las células plasmaticas de la l&mina propia y son
transportadas a través del epitelio mediante su unién al receptor de poli Inmunoglobulina (poli-IgR)

resultando IgA secretoria (IgAs) unido a un componente secretor.

En el lumen gran parte de la sIgA interacciona con los patdgenos, la microbiota y componentes

solubles, donde la principal funcién es la exclusién inmune, evitando el ingreso de patdgenos,

bloqueando epitopes con efectos proinflamatorios y manteniendo la homeostasis de la microbiota™.
[12]
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Interesantemente, estos anticuerpos en el lumen intestinal pueden unirse selectivamente a las
células M adyacentes a las placas de Peyer, realizando un transporte transcelular de antigenos como
inmunocomplejos en forma independiente de su especificidad. Este proceso representa una forma

de muestreo que tiene relacion con los mecanismos de generacion de tolerancia oral.

Otra funcion de la IgA es su participacion activa en la amplificacién o inhibicidon de la produccién de
citoquinas locales modulando la produccién de citoquinas como TNF-a e IL-1 por células de la
lamina propia™. El mecanismo de induccion de estas respuestas involucra el receptor FcaRl o CD89 y
proteinas accesorias para la sefializacidon en neutrdfilos, monocitos, eosindfilos, macréfagos y
algunas células dendriticas CD103+™. El perfil de citoquinas a secretar ser4 condicionado por los
receptores que colaboren con FcaRl, el tipo celular estimulado y la conformaciéon y afinidad de la

IgA que se una al receptor.

1.1.2. Mecanismos de tolerancia oral

La tolerancia oral implica una ausencia de respuesta de tipo inflamatoria que se da hacia un
antigeno especifico que ingresa por via oral”. La falta de respuesta inflamatoria no representa un
proceso pasivo, sino que por el contrario es el resultado de mecanismos complejos que involucran
varios actores. La mucosa intestinal no funciona como una barrera absoluta, y en condiciones de
salud hay un pasaje de pequefias cantidades de moléculas que contienen antigenos dietarios asi

* El muestreo de estos antigenos representa el primer paso para la

como de microorganismos™"
induccién de una respuesta inmune intestinal. Las células presentadoras de antigenos (CPA) que
participan en el muestreo son macréfagos y células dendriticas que activaran linfocitos T virgenes en
el GALT. Ademas, los enterocitos pueden realizar un muestreo “no profesional” debido a la
potencialidad de expresar moléculas de MHC-Il y activar linfocitos T memoria presentes en la ldmina
propia”. Posteriormente se da el transporte del antigeno, y presentacion de péptidos del mismo en
los sitios inductores, donde se activaran los linfocitos virgenes. El conjunto de sitios de induccion
que integran el GALT son estructuras linfoides altamente especializadas distribuidas

estratégicamente: las placas de Peyer (PP) ubicadas en el intestino delgado adyacentes a las células

M, los foliculos linfoides (FL) y los ganglios mesentéricos’ (figura 3).

(13]
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Los linfocitos T activados y diferenciados a efectores en la mucosa intestinal son reprogramados
para migrar selectivamente a este sitio, debido a la expresién de la integrina a4f7, cuyo ligando se

expresa fuertemente en los vasos de las mucosas.
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Figura 3. Muestreo de antigenos y reconocimiento por parte de linfocitos CD4+ en el intestino. Diferentes antigenos
pueden ingresar a través de las células M del GALT (a) y tras ser transferidos a CD pueden ser presentados
directamente a linfocitos T presentes en las Placas de Peyer (b). En forma alternativa, las CD pueden trasladarse hasta
los ganglios mesentéricos (c) y presentar el antigeno a células T (d). En el caso de que el antigeno ingresara a la
|dmina propia a través del epitelio (e), los mismos enterocitos MHC Il pueden oficiar de células presentadoras de
antigenos (f), ademas de las CD presentes que podran migrar a los ganglios mesentéricos. Independientemente de la
via de entrada del antigeno, los linfocitos T CD4+ comienzan a expresar la integrina a4f7 y el receptor de
quimioquina CCR9 por lo que regresaran a la ldmina propia de la mucosa a través de los vasos sanguineos o hacia el
sistema immune periférico. A su vez, los antigenos pueden ingresar directamente a los vasos sanguineos (h) e
interactuar con tejido linfoide periférico.

Tomado de [ 3]
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El tipo de respuesta efectora generada, tanto por los linfocitos T como los B, dependerd en gran
medida de los receptores expresados por las células presentadoras de antigenos’. Una respuesta de
tipo tolerogénica hacia el antigeno requiere un microambiente especifico; las células dendriticas en
ausencia de estimulos inflamatorios, expresaran tanto marcadores como citoquinas caracteristicas
de un perfil regulador (TGF-B o IL-10); como consecuencia, al activar a los linfocitos T virgenes,

%% Contrariamente, el muestreo

provocaran su diferenciacion a linfocitos T reguladores o Th3/Trl
de un antigeno bajo estimulos inflamatorios (IFN-y, TNF-a, IL-8) tendréa como consecuencia la

diferenciacion de linfocitos virgenes a perfiles Thl, Th2 o Th17.

En cuanto a la activacion y diferenciacion de los linfocitos B se favorece un cambio de clase
predominante a IgA bajo la presencia de factores como TGF-, IL-10 y otras sefiales presentes en la
célula presentadora de antigenos. Al igual que ocurre con los linfocitos T efectores, los plasmocitos
productores de IgA son programados a colonizar la ldmina propia intestinal. Durante el segundo
tramo del embarazo y la lactancia, son movilizados por efecto de hormonas hacia la glandula

mamaria, cuyos vasos comienzan a expresar ligandos para las moléculas de adhesion.

Los linfocitos encargados de generar la respuesta tolerogénica son los T reguladores (LTreg) que
migran a la mucosa luego de ser inducidos. Las CD inductoras se caracterizan por la expresion de la
molécula CD103, que junto con el TGF-B y el acido retinoico promueven la diferenciacion a este tipo

celular” (figura 4).

La ausencia de CD103- imposibilita la diferenciacion a LTregs, independientemente de la
concentracién de TGF-B". Sin embargo, cuando se encuentra presente TGF-B y &cido retinoico la

molécula CD103 deja de ser imprescindible.

Por otro lado, los factores anteriormente mencionados (mucus y microbiota) tienen una implicancia
directa en los mecanismos de tolerancia oral. Ratones knockout para Muc?2 alimentados por sonda
con solucién de ovoalbamina (OVA), no generaron tolerancia local ni sistémica al antigeno. Sin
embargo, al realizar este mismo modelo, pero con OVA en presencia de MUC2, la tolerancia oral fue
restablecida. MUC2 es muestreado por células dendriticas y sus glicanos asociados se ensamblan a
receptores activadores de la (-catenina, factor de transcripciéon que interfiere con la expresion de

citoquinas inflamatorias al inhibir la transcripcion de NF- kB*.

(15]
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El componente genético de cada individuo también tiene una influencia importante en la
generacidn de una respuesta tolerogénica adecuada; en este sentido se ha reportado que en
ratones con insuficiencia en la producciéon de IL-10 se genera respuestas inflamatorias hacia

antigenos dietarios y la microbiota.

1.1.3. Particularidades inmunoldgicas del intestino neonatal

El intestino neonatal cuenta con diferencias morfoldgicas y funcionales con respecto al intestino del
adulto. Las estructuras intestinales y el GALT se iran desarrollando a lo largo de su vida; sin
embargo, hasta que el nifio no posea un sistema inmune completamente maduro existe una
carencia o menor produccion de algunos mediadores como citoquinas y moléculas con actividad
microbicida, asi como la capacidad para hacer estallido respiratorio. La diversidad de la microbiota
se ve disminuida 3 veces en comparacion con el intestino adulto y hay una menor expresion de

mucinas por lo cual su capa de mucus es méas fina.

En cuanto a las células inmunes, los LTregs y los linfocitos B comienzan a poblar el intestino poco
después del nacimiento, sin embargo, la expresion de moléculas solo permite un homing a las PP
donde permaneceran virgenes durante la fase neonatal. La mucosa neonatal no produce IgA, y es
deficiente en varias moléculas como factores de crecimiento o citoquinas, que las proveera la madre
a través de la leche materna. Por lo tanto, la lactancia es de suma importancia para el neonato para

su correcto desarrollo.

(16]
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Figura 4. Mecanismos de tolerancia oral en el intestino. Los macréfagos CXCR1 muestrean antigenos presentes
en el lumen a través de las células epiteliales utilizando prolongaciones celulares. El antigeno es transferido a
células dendriticas CD103+ que migraran desde la ldmina propia a los ganglios linfaticos, donde la expresion de
TGF-B y 4acido retinoico promovera la diferenciacién de linfocitos T CD4+ virgenes en células T reguladoras
(LTreg). La proliferacion de LTregs se ve favorecida por la expresion de IL-10 por parte de macréfagos. La
expresion de a4B7 le proporciona la capacidad de homing a las LTregs a la ldmina propia intestinal donde podran
apagar respuestas inflamatorias contra el antigeno. Células dendriticas CD103+ también pueden muestrear
antigenos a través de las células M mediante trancitosis. Clonas de linfocitos B especificas para el antigeno
pueden sufrir un cambio de clase en los érganos linfoides secundarios con la ayuda de linfocitos T helper (LT,),

también pudiendo migrar a la ldmina

propia.
Adaptado de [ 33 ]
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1.2. Aspectos inmunoldgicos de la leche materna y la lactancia

1.2.1. Propiedades generales de la leche materna

La variedad de beneficios que aporta la lactancia refleja la diversidad de funciones que cumple la
leche materna y su participacion en diversos aspectos del desarrollo del neonato, asi como de su

. 43
impacto en la salud a largo plazo™.

En primer lugar, la leche materna es reconocida como el alimento ideal del recién nacido ya que su
composicion dindmica garantiza el adecuado crecimiento y completo desarrollo del nifio durante los
primeros meses de vida. La leche es un fluido muy complejo y de composicion dinamica; se
observan cambios composicionales que ocurren a medida que evoluciona la fisiologia del nifio, no
solo desde un punto de vista nutricional, sino también otros aspectos como la competencia

. L .+ 4445
inmunoldgica .

La composicion de la leche es compleja (tabla 1): contiene una fase acuosa con proteinas dispersas
en forma de micelas (caseinas) asi como componentes solubles (lactosa, proteinas, oligosacaridos y
~ 46 sz s
componentes de menor tamafio) . En la fase acuosa también se encuentran particulas en
suspension, que comprenden células de origen materno (epiteliales y leucocitos) asi como
componentes de la microbiota intestinal y cutanea. Aqui se encuentran la mayoria de los
componentes con actividad bioldgica: enzimas, inmunoglobulinas, péptidos con actividad
inmunomoduladora, factores de crecimiento y quimioquinas que se asocian con la migracién de

células a la leche®*

, ademas de otros. Por otro lado, hay glébulos de grasa formados por una
membrana lipidica derivada de la célula epitelial que rodea a un nlcleo de grasa y vitaminas

liposolubles.

Con el correr de los afios es cada vez mas evidente que los beneficios de la leche materna
trascienden a la funcion nutricional debido a su gran contenido de componentes bioactivos. En
relacion al rol inmunolégico de la leche, se ha asociado clasicamente a la proteccidbn contra
infecciones debido a la transferencia pasiva de distintas moléculas. También se ha observado que
hay varios factores presentes que colaboran en el mantenimiento de la integridad epitelial y la

homeostasis del intestino neonatal ™.

(18]
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Mas recientemente, se ha puesto en evidencia que ademas de las proteinas enddgenas de origen
materno, la leche transfiere proteinas exdgenas al neonato que ingresan a la madre por la via
digestiva o respiratoria. Se han encontrado antigenos dietarios y ambientales en cantidades del
orden de ng-pg/ml, incluyendo alergenos y antigenos dietarios™. Se considera que el pasaje
fisiologico de los antigenos ambientales y dietarios a la leche tiene como finalidad “educar” al

sistema inmune intestinal del neonato que esté en etapa de desarrollo.

Tabla 1. A la izquierda tabla de componentes mayoritarios de la leche materna (LM) y a la
derecha tabla de los principales componentes bioactivos.

Componentes mayoritarios de la LM Principales componentes bioactivos de la LM

Proteinas Células
Caseinas Macrofagos
a-lactalbimina Neutrdfilos
Lactoferrina Linfocitos T

AlbUmina sérica

Inmunoglobulinas

Lisozima slgA/IgA
Lipasa 18G
Lactosa slgM
Carbohidratos Componente secretor libre (CS)

Lactosa Citoquinas
Oligosacaridos: (combinaciones de) TGF-B

Glucosa IL-6

Galactosa IL-7

Fructosa IL-10

N-acetil-glucosamina TNF-o

Lipidos Factores de crecimiento
Triglicéridos EGF
Acidos grasos: VEGF

Acido oleico NGF

Acido palmitico

Eritropoyetina

Acido linoleico Hormonas
Vitaminas Calcitonina
C,DEA Somatostatina
K (baja concentracion) Leptina
Minerales

Ca, Mg, Fe, Co, Zn, P

(19]

Componentes antimicrobianos
Lactoferrina
Lactadherina
Oligosacaridos y glicanos
HMOs
Gangliosidos
Glicosaminoglicanos
Mucinas
MUC 1
MUC 4
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De esta forma, podra responder a estos componentes dietarios con un perfil tolerogénico, una vez

que ingresen a su organismo en la etapa en que comienza a ingerir alimentos™.

Como se explicitd anteriormente, para que se desarrolle una respuesta de tipo tolerogénica frente a
un antigeno, es necesaria la presencia de factores inmunosupresores en el microambiente de

%% En este sentido,

muestreo de antigeno tales como TGF-, IL-10 o el 4cido retinoico, entre otros
se considera que la leche materna colabora en la induccién de la tolerancia oral, debido a la gran
cantidad de componentes inmunoldgicos que favorecen el microambiente antiinflamatorio en el

intestino del neonato.

En modelos experimentales se ha demostrado que la sola presencia de un antigeno administrado
via oral no es suficiente para generar una respuesta tolerogénica en ratones neonatos; sin embargo,
la administracién del antigeno mediante leche materna logra inducir la tolerancia oral™. A su vez, en
un modelo murino, se observd que la exposicion a mani durante la prefiez y lactancia disminuyd

significativamente la respuesta anafilactica de sus crias frente a una primera exposicién™.

Los resultados anteriores nos dejan entrever que ademas de la presencia de los antigenos, otros
componentes que se encuentran en la leche contribuyen con la tolerancia oral. En particular, los
anticuerpos de distinto isotipo también pueden contribuir en la tolerancia oral en el intestino
neonatal. En un modelo de asma se observd la importancia de los anticuerpos especificos que
pueden mediar la internalizacién de los antigenos a las células presentadoras en el intestino en una
forma tolerogénica, fundamentalmente de isotipo IgG1 en el ratén™. El potencial tolerogénico de la
leche humana dependeria, por lo tanto, del aporte de los antigenos ambientales y dietarios en
determinadas cantidades, del balance de mediadores pro y antiinflamatorios y otros factores que
participan en el condicionamiento de las células dendriticas para la inducciéon de linfocitos T

reguladores.

(20]
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1.2.2. EL proceso de formacién de la leche materna

La glandula mamaria (GM) consiste de |6bulos subdivididos en alveolos, unidad bésica secretora de
la leche. Los alveolos se encuentran agrupados alrededor de conductos que convergen al pezdn,
rodeados por una red capilar extensa, esencial para la llegada de los componentes sanguineos que
formaran la leche. Delimitando al alveolo se encuentra una monocapa de células epiteliales que
separan el lumen del alveolo del estroma. Debajo del epitelio se encuentran otros tipos celulares

que colaboran con la eyeccién y produccién lactea (adipocitos, fibroblastos, etc)®”.

La formaciéon de la leche se da por el transporte de componentes maternos a través del epitelio
mamario, o por la produccidn de componentes por parte de estas células. Su produccién abarca
oligosacaridos, lactosa, proteinas como las caseinas que seran exocitados al lumen y los lipidos, en

, . . 4 7 58
su mayoria triglicéridos que seran secretados como glébulos de grasa™.
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Figura 5. Transporte de anticuerpos hacia la leche materna. Las inmunoglobulinas producidas por los plasmocitos
que se encuentran en la glandula mamaria pasan a través de las células epiteliales hacia la leche mediante
transcitosis. En dicho proceso, la inmunoglobulina se une a un receptor especifico expresado por las células
epiteliales (plgR para el caso de IgA e IgM, y posiblemente el receptor FcRn para IgG) y es trasportada en
vesiculas a través de la célula, siendo liberadas en la leche. En el caso de la IgA e IgM, una porcién del receptor
plgR queda unido a la inmunoglobulina, denominado componente secretor, constituyendo las inmunoglobulinas
secretorias slgA y sigM.
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Otros nutrientes y componentes que se requieren para la sintesis de la leche llegan a la glandula
mamaria a través de la sangre o el sistema linfatico y difunden a través del espacio intersticial hasta
la zona basal de las células epiteliales. Las vias de transporte en la célula epitelial dependen de la
naturaleza del componente; las proteinas transportadoras estdn implicadas en el pasaje de iones,
glucosa, aminoacidos y agua. La transcitosis permite el pasaje de varios componentes como las
inmunoglobulinas, albumina, transferrina, insulina, estrégeno, citoquinas y lipoproteinlipasa. En el
caso del transporte de la sIgA a la leche, el mecanismo es el mismo que ocurre en su secrecion
intestinal a través del plgR expresado en la superficie basolateral de las células del epitelio mamario;
de forma anéloga es transportada la IgM de la leche, que también contiene el componente

secretorio.

En cuanto a los anticuerpos IgG provienen mayoritariamente de la sangre y son transportados por el

receptor neonatal (FcRn) expresado en el epitelio mamario™ (figura 5).

1.2.3. El Circuito bronco-entero-mamario

Inicialmente, se consideraba que la IgA y la IgM presentes en la leche materna llegaban a la glandula
mamaria a través de los vasos sanguineos y eran posteriormente transportadas a través de las
células epiteliales. Sin embargo, existe evidencia de que estos anticuerpos son de produccion local
en el tejido mamario, secretados por plasmocitos que han migrado principalmente desde la lamina

propia del intestino materno.

Los trabajos en modelos experimentales han aportado a la comprensién de estos aspectos. En un
estudio en cerdos, se cuantificd la cantidad de plasmocitos productores de IgA en el tejido de
glandulas mamarias®. El nimero de estas células aumenté en un factor de 6.5 entre la etapa previa
al parto y el octavo dia postparto. Una tendencia similar se habia observado previamente en
roedores™, constatando que la ubicacion de las células era proxima al epitelio acinar de los alveolos
mamarios y a vasos sanguineos. Existen, a su vez, evidencias indirectas de la produccién local de
anticuerpos de isotipo IgA en la GM, comparando la reactividad de los anticuerpos en sangre y
leche en la misma mujer”. Estos resultados llevaron a considerar que los plasmocitos presentes en la
gldndula mamaria migraran desde los sitios inductores para concretar su producciéon de anticuerpos

localmente.
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Intentando profundizar en los mecanismos de la migracion de las células B, se estudi6 la expresion
de MAdCAM-1, proteina extracelular del endotelio vascular que actia como ligando de los
receptores de homing de los linfocitos. Esta proteina se expresaba mayoritariamente al final de la
gestacion y al inicio de la lactancia, con un aumento progresivo de su expresion y una disminucién
de la misma durante la lactancia. En un modelo en cerdos se pudo observar que la interaccion entre
las moléculas de adhesion VCAM-1 y MAdCAM-1 junto con la quimioquina CCL28 expresada por
las células de la mucosa puede reclutar especificamente plasmoblastos IgA+ no solo desde el

intestino, sino de lugares extraintestinales a la glandula mamaria durante la lactancia®.
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Figura 6. El ‘homing’ de células desde los sitios inductores hacia los sitios efectores estd principalmente
determinado por la integrina a4B7 presente en las células activadas que interactan con MAJCAM-1
expresado en el endotelio vascular de la ldmina propia. La retenciéon en el intestino delgado de células que
expresan CCR9 también est4d mediada por la quimioquina CCL25/TECK, mientras que CCL28/MEC interactUa
con CCR10 principalmente en el intestino grueso. Otras moléculas de adhesién como CD26L/L-selectina y
a4B1 se unen a PNAd y a VCAM-1 respectivamente. Estos receptores suelen ser expresados principalmente
por linfocitos B estimulados en el NALT y BALT. Tanto el tracto genital femenino comparte moléculas de
‘homing’ con el tracto superior aerodigestivo y el intestino grueso. En cuanto a las glandulas mamarias
comparten moléculas de homing con el NALT y GALT con una efectividad mayor de migracién que el tracto
genital femenino.

En azul se muestra el camino preferencial de migracién de cada sitio inductor. Las flechas en verde indican los
principales sitios inductores desde donde migran células hacia la glandula mamaria.

Adaptado de [ 63 ]
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La influencia de las hormonas en la lactancia también ha sido estudiada en relacién con la migracion
celular hacia la GM. La prolactina fue capaz de aumentar el flujo celular de linfocitos T en un 50% y
de linfocitos B en un 100% en GM de rata. Este aumento fue especifico de la GM ya que no se
observd un aumento en el nimero total de linfocitos a nivel sistémico. A su vez, en experimentos in
vitro, el agregado de prolactina aumentd la expresion de las moléculas quimioatrayentes CCL2 y
CXCL1, en particular en las células epiteliales de la glandula mamaria mientras que al depletar el
medio de cultivo de estas dos moléculas, se observd una reduccion en la migracion celular de

macréfagos/monocitos y neutréfilos™ (figura 6).

La importancia de la migracion de los plasmocitos hacia la glandula mamaria se evidencia al
observar que el repertorio de anticuerpos presentes en la leche es muy variado y abarca antigenos
muy diversos (proteinas provenientes de alimentos, antigenos respiratorios o antigenos de
patdgenos), lo cual es sumamente importante para el desarrollo del sistema inmune neonatal y en la

protecciéon del neonato.
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Figura 7. Migracion de linfocitos B desde el GALT hacia la glandula mamaria. Mediante la expresion de moléculas
de ‘homing’ los linfocitos B productores de isotipo IgA e IgM migran a través de los vasos sanguineos a la glandula
mamaria, donde se dara la produccion local de anticuerpos. El pasaje de los anticuerpos hacia la leche materna
proveera anticuerpos contra patégenos y contra antigenos dietarios.

Adaptado de [ 63 ]
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El repertorio de anticuerpos en el neonato serd, en Ultima instancia, un reflejo de los plasmocitos
presentes en la mucosa materna, pero a su vez de los plasmocitos generados por su historial de
encuentro con patdgenos a lo largo de su vida, gracias a los plasmocitos de larga vida presentes en
la LP. Eventualmente, el infante comenzara a producir su propio repertorio de anticuerpos gracias a
su propia experiencia inmunoldgica en la medida que se complete el desarrollo de su funcién

inmunolégica® (figura 7).

1.2.4. La Lactancia y proteccion contra enfermedades con componente inmunoldgico

La lactancia se considera como un factor ambiental que tiene incidencia sobre el desarrollo en el
nifio de enfermedades con una base inmunolégica™*™®. La mayorfa de los estudios se orientan a

49,68,69

enfermedades alérgicas . En humanos, los estudios se limitan a trabajos de corte epidemioldgico,

donde se analiza la correlacion entre la exposicidon materna a determinados alergenos y la evolucién

70-74

de los neonatos en relaciéon al desarrollo de patologias alérgicas y asma principalmente . La
desventaja de este tipo de estudios es que la diversidad de variables existentes puede llevar a que
distintos estudios obtengan resultados opuestos. Otros variables que se han comenzado a estudiar
son la edad del nifio al momento de la introduccién de proteinas alergenas y la cantidad de las
mismas'’. En algunos pafses estd tomando protagonismo la recomendacién de comenzar a
introducir alimentos en pequefias cantidades en forma concomitante a la lactancia en un periodo

entre los 4 y 6 meses, acortando el periodo de lactancia exclusiva para propiciar la inducciéon de los

mecanismos de tolerancia oral en el neonato™.

1.3. La enfermedad celiaca

1.3.1. Generalidades

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia inflamatoria crénica, con un componente
autoinmune, mediada por una respuesta desencadenada por proteinas (prolaminas) presentes en el
trigo, cebada, centeno y avena en menor medida. Se caracteriza por una lesidon en el primer tramo
del intestino delgado caracterizada por infiltracion linfocitaria, diversos grados de atrofia vellositaria
e hiperplasia de las criptas. Actualmente, el Unico tratamiento disponible es una dieta estricta libre
de gluten (DLG) que en la mayoria de los casos revierte el dafio intestinal y eventualmente las

manifestaciones sistémicas en un plazo no menor a los seis meses’”"’
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La prevalencia de la enfermedad a nivel mundial es estimada en aproximadamente un 1%, aunque al
haber individuos asintomaticos se estima que se encuentra subdiagnosticada (figura 8). Actualmente
no existen datos de la prevalencia de la EC en Uruguay, aunque se estima que es de 1:100/300 de
acuerdo a la Gufa de deteccidn precoz, diagndstico y tratamiento de la enfermedad Celiaca del
Ministerio de Salud Publica. La prevalencia de la EC en Argentina de acuerdo a un estudio realizado

en La Plata, Buenos Aires, estimé que 1 persona en 167 padece la enfermedad”.

El riesgo de tener EC aumenta entre un 7.5 a 17% dependiendo de la existencia de uno o mas
familiares de primer grado con EC”. La susceptibilidad genética esta fuertemente asociada a ciertos
alelos de las moléculas DQ2 y DQ8 de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) que son
responsables de cerca del 50% de la heredabilidad de la enfermedad. El 90% de los pacientes celiacos
presentan al menos una copia del heterodimero DQ2.5, molécula conformada por cadenas ay B

80,81

codificadas por los alelos HLA DQA1+05y DQB1+02™"".

Seroprevalencia de la

enfermedad celiaca (%)
m 2.1-85

1.5-2.0
0.9-1.4
0.2-0.8
No data

Figura 6. Seroprevalencia global de la EC. Mapa realizado con estudios que consideraron anticuerpos positivos
para transglutaminasa tisular y anticuerpos anti endomisio. La intensidad del color indica un aumento en la
prevalencia. Los paises mostrados en gris no presentan datos oficiales de prevalencia.

Figura tomada de [60]
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Entre un 20 y un 30% de la poblacién no celiaca es portadora de este gen, indicando que los HLA
implicados no son suficientes para generar la enfermedad, existiendo factores ambientales y otros
genes determinantes aun no completamente definidos. Los pacientes celfacos que no son
portadores de la variante de HLA DQZ2, normalmente son portadores de la variante DQ8 y aquellos

gue no expresan ninguno suelen presentar al menos uno de los alelos DQA1+05 y DQB1x02.

Se han asociado otros genes con la susceptibilidad, muchos de ellos relacionados con la funcién

inmunolégica (produccion de IgA, IL-21, citotoxicidad de LT)™®.

La aplicacion de algoritmos de prediccion para la coexpresion de algunos genes sugiere que
estarfan involucrados en la funcion de barrera epitelial, especialmente en mecanismos de adhesiéon
celular y rearreglos del citoquesqueleto. Consistentemente, una funcién barrera alterada es una
caracteristica de la EC y otras patologias autoinmunes con las que hay solapamiento de genes

asociados a susceptibilidad (ej. Artritis reumatoidea, Crohn, diabetes tipo 1, colitis ulcerosa)™.

La EC tiene un perfil clinico muy diverso que puede abarcar complicaciones sistémicas, con o sin
sintomatologia gastrointestinal la cual puede asociarse a diversos trastornos (diarrea, dolor
abdominal crénico, vémitos, constipacion crénica, abdomen distendido). La heterogeneidad
sintomatica hace que el diagnéstico sea complejo, muchas veces postergado en el tiempo, con un

) . . . . . 76
inicio tardio del tratamiento que expone a mayor riesgo de complicaciones’.

Progreso de la lesion

A 4

Figura 7. Progreso de la lesion en el intestino degado inducida por GLD en una persona con EC previo (derecha) y
posterior a una DLG estricta (izquierda). Las figuras muestran cortes perpendiculares al lumen intestinal. Se puede
observar como las estructuras de las vellosidades se atrofian y las criptas desarrollan una hiperplasia.

Figura adaptada de [60]
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El diagndstico de la enfermedad implica el estudio de marcadores serologicos: anticuerpos IgA
contra endomisio y transglutaminasa tisular (tTG), anticuerpos IgG e IgA contra péptidos
deamidados de gliadina®™®. Si la serologfa es positiva, se continlia con una biopsia de intestino
delgado en el cual se puede evidenciar la lesidn intestinal; aunque existe un pequefio niumero de

personas con EC cuya serologia es negativa (figura 9).

1.3.2. La gliadina y la barrera intestinal

Defectos en la barrera epitelial

Varios trabajos reportan que la fisiologia de la barrera epitelial en los individuos que desarrollan la
EC puede estar alterada y favorecer el ingreso de gliadina sin degradar y propiciar la cascada
patogénica que conduce a la lesion intestinal®. El aumento de la permeabilidad se puede atribuir a
varios factores como la apoptosis aumentada en el epitelio intestinal como consecuencia del
proceso inflamatorio, asi como defectos en las uniones estrechas. Los defectos en las uniones

podrian ser inducidas por la gliadina que conduce a sobreproduccién de zonulina.

Por otra parte, la sobreproduccion de IFN-y que caracteriza a la EC actUa a nivel del transporte para
y transcelular o que favoreceria un bucle que propicia la entrada de mayor cantidad de gliadina que

perpetla el dafio”.

La mucosa intestinal durante la fase activa de la EC se caracteriza por la sobreexpresién de IL-15,
una citoquina que se expresa en membrana celular y es secretada formando parte de la cascada
patogénica mediada por linfocitos intraepiteliales, concomitantemente a la expresion de otros
factores. Ademas, la IL-15 promueve la produccion de Ki67 (marcador de proliferacion celular), FAS
e IFN-y*® y se ha asociado al aumento de permeabilidad por incremento de la apoptosis de

enterocitos.

Otra particularidad de la barrera epitelial en la EC es la sobreexpresion ectdpica de CD71 (receptor
de transferrina) en la cara apical de los enterocitos, una proteina que media el retrotransporte de

complejos inmunes de slgA del lumen intestinal al medio interno vy, por lo tanto potenciando el

acceso de péptidos de gliadina sin degradar a la mucosa intestinal™®
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Respuesta innata inducida por gliadina

Las principales proteinas del trigo que son tdxicas para el intestino en la EC son mayoritariamente
las gliadinas (Figura 10); durante el proceso de amasado las gliadinas interaccionan guimicamente
con las gluteninas para formar el gluten que le otorga propiedades cohesivas, viscoelasticas y

capacidad de retener gases a la masa’ .

Las gliadinas representan un grupo sumamente
polimdrfico de proteinas monomeéricas con peso moleculares que varian entre 30,000 y 80,000 kDa.
Son particularmente ricas en los aminoacidos prolina (15%) y glutamina (30%) lo cual causa una
resistencia al procesamiento proteolitico y a las enzimas pancreaticas. Los péptidos resultantes son

relativamente largos y se acumulan en el intestino delgado™*

. Durante la digestion del gluten se
genera una diversidad de péptidos que tienen la potencialidad de ocasionar dafio en los pacientes
con EC”. Los péptidos derivados de la a-gliadina son los que inducen respuestas mas fuertes en la
mayorfa de los pacientes, en particular los péptidos como el 33-mer (p55-87) y el 25-mer (p31-55)*
gue permanecen sin digerir. El péptido 33-mer, ademas de contener epitopes T repetidos que lo
hacen muy inmunogénico’, contiene secuencias que tienen la potencialidad de estimular la
respuesta innata e inducir cambios en el epitelio intestinal de los individuos celiacos. Varios trabajos
ponen en evidencia el potencial proinflamatorio de la gliadina y péptidos derivados que al
interactuar con monocitos/macréfagos inducen la produccién de varias citoquinas proinflamatorias,

98-100

involucrando la activacion del factor de transcripcion NF-xB asi como de la activacion del

. 101
inflamasoma .

La gliadina aumenta la permeabilidad del epitelio intestinal’, la produccién de mediadores
inflamatorios como TNF-a en forma dependiente de MyD88 en la linea Caco-2'" y sinergiza la
expresion de moléculas de MHC-II inducida por IFN-y en la linea HT-29 , propiciando la
presentacién de péptidos en el compartimento intestinal'™. Estas propiedades de la gliadina podrfan
estar exacerbadas en el intestino de neonatos susceptibles donde la funcién barrera y los

mecanismos de homeostasis intestinal aln no estdn completamente desarrollados.

La respuesta adaptativa en la EC

En relacidn a la respuesta especifica inducida por la gliadina, se han logrado identificar los epitopes
T que dan cuenta del 90% de las respuestas inmunoldgicas especificas desencadenadas por la
gliadina, utilizando varias técnicas. En los proteomas completos del trigo, cebada y centeno se
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identificaron los péptidos derivados de la a-gliadina (ELQPFPQPELPYPQPQ), w-gliadina/C-hordeina
(EQPFPQPEQPFPWQP), y B-hordeina (EPEQPIPEQPQPYPQQ)™*.

Los epitopes altamente inmunogénicos de los péptidos de gliadina tienen en comun la presencia de

multiples residuos de prolina y glutamina que aportan caracteristicas funcionales y estructurales

particulares.
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Figura 8. Estructura de la gliadina. En color amarillo se muestra el péptido inmunodominante 33 mer que contiene
los motivos solapados P2 y P9. P31-P43 corresponde a un péptido con acciéon directa sobre el epitelio.

En primer lugar, como se menciond son excepcionalmente resistentes a las enzimas digestivas y en
particular las estructuras ricas en prolina adoptan una conformacién helicaoidal que favorece la
unién a los ligandos de MCH de clase Il. Por dltimo, hay varios péptidos del gluten que pueden
unirse a los HLA sin modificaciones previas, aunque una gran mayoria sufren la deamidacion de
residuos de glutamina por la enzima transglutaminasa tisular, aumentando su inmunogenicidad al

generar residuos de acido glutamico que se acomodan muy bien en las moléculas de MHC Il

asociadas a susceptibilidad™.
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Como resultado se produce una respuesta efectora mediada por linfocitos T CD4+ especificos
contra el gluten con perfil Thl, acompafada de la produccién de citoquinas como IFN-y y TNF-a
que promueven la inflamacion y el dafio intestinal. Una vez activados, los linfocitos Th especificos
pueden estimular linfocitos B que conduciran a la produccién de anticuerpos especificos anti-

gliadina (figura 11).

Las clonas de los linfocitos T CD4+ especificos pueden permanecer hasta décadas en la sangre y los
tejidos mantenidos por ingestas minimas de gluten'” ya que una dieta libre de gluten estricta puede

ser muy dificil de llevar a cabo.

Por otra parte, la formacidn de anticuerpos contra la tTG es la caracteristica que aporta el
componente autoinmune a la EC. Al ser una enzima ubicua de varios tejidos corporales se vinculan
con muchos de los sintomas extraintestinales; se han encontrado depdsitos de anticuerpos
especificos contra la tTG en diversos érganos como el cerebro, los rifiones, higado y placenta™’. En
cuanto a los mecanismos que explican la formacién de los anticuerpos anti-tTG se postula que la
enzima por reaccion de transamidacidon se entrecruza con pépidos de gliadina que son
internalizados por linfocitos B especificos para la tTG, a su vez si los péptidos estdn deamidados son
presentados eficientemente a los linfocitos Th que colaboran para la produccion de los

autoanticuerpos.

La produccion local de los anticuerpos especificos se asocia con una plamocitosis en la ldmina
propia, en forma simultanea a las demas alteraciones de la lesion intestinal. Un 10% de los
plasmoblastos son especificos contra la tTG y mayoritariamente producen anticuerpos de isotipo

108

IgA™". La presencia abundante de este autoantigeno colabora en la formacién de complejos

inmunes que puede aumentar el nivel de respuesta inflamatoria por mecanismos como la unién del

. . . . 2, - . 109,110
complejo a bacterias comensales mediando su pasaje a través de la lesidon .

La transglutaminasa microbiana se usa a nivel de la industria alimenticia como aditivo y cuya
funcionalidad imita a la transglutaminasa humana. Recientemente se ha demostrado que puede
inducir la produccion de anticuerpos especificos en pacientes con EC pudiendo convertirse en otro

factor ambiental de la enfermedad”.
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Figura 9. Respuestas del sistema inmune adaptativo implicados en la EC. Los péptidos de gliadina, al ser
particularmente resistentes a la degradacion proteolitica ingresan a la ldmina propia (LP) por transporte paracelular,
por un transporte activo o desencadenado por el dafio en la barrera epitelial. Una vez en la LP son deamidados por
la transglutaminasa tisular aumentando la afinidad de los HLA-DQ2 o HLA-DQ8 por los mismos. Los péptidos seran
tomados por células presentadoras de antigenos y presentados a linfocitos CD4+ especificos para el gluten. Se ha
postulado que tanto linfocitos B especificos para el gluten como para la transglutaminasa actlian como células
presentadoras de antigenos en la EC. Los receptores BCR de superficie reconocerian los antigenos para
internalizarlos y presentarlos a los linfocitos CD4+. Esta interacciéon activaria a los linfocitos B desencadenando la
secrecion de citoquinas inflamatorias por parte de los linfocitos CD4+ y de anticuerpos especificos por plasmocitos
diferenciados a partir de los linfocitos B.

IEL: linfocitos intraepiteliales.
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1.3.3. Enfermedad celiaca y leche materna

Entre los factores etiolégicos que estarian implicados en el desarrollo de la EC en individuos
genéticamente susceptibles se plantean como principales hipotesis la historia de cuadros
infecciosos, asi como los patrones de alimentacién temprana que tienen en consideracion el periodo
de lactancia, la conducta respecto a la introduccién del gluten a la dieta (edad del nifio vy
cantidades). Las alteraciones en la barrera epitelial, asi como la tolerancia oral serian los procesos
condicionados, sin dejar de considerar el rol de la microbiota, aunque hasta el momento se discute

si las disbiosis asociadas a la EC son causa o consecuencia.

En relaciéon a los dltimos factores fue muy sugerente el fendmeno ocurrido en Suecia en la década
de los 80 denominado la “epidemia sueca”; la incidencia de EC en ese pais aumentd notablemente
en asociacion con el alto consumo de papillas conteniendo gluten, y retorno a sus valores basales al

cambiar estos habitos de alimentacién y promoviendo la lactancia.

Se han realizado una gran variedad de estudios que evaltan el rol protector de la lactancia frente a
la EC. Si bien algunos estudios retrospectivos mostraron un rol protector en cuanto a la lactancia
prolongada, los resultados son considerados controversiales, principalmente sobre la base de
estudios prospectivos con seguimiento de nifios con riesgo familiar y/o genético a largo plazo que

111,112

no han confirmado estas observaciones

Actualmente se estan desarrollando varios estudios multicéntricos y prospectivos, para analizar el rol
de factores genéticos y ambientales en el desarrollo de la enfermedad celiaca mediante el
seguimiento a largo plazo de los nifios participantes. En el marco de uno de los estudios

actualmente en curso (CELIPREV, The Risk of Celiac Disease and Age at Gluten Introduction)"**"

, se
dispone de resultados en relacion a la influencia de la edad del nifio en la cual se introduce el gluten
en la dieta (6 vs 12 meses de edad) asi como el periodo de lactancia, aunque contemplando nifios
con riesgo familiar y no necesariamente riesgo por linea materna. Los autores concluyen que el

factor genético es el mas importante, y no establecieron correlacion de estos factores de la nutriciéon

temprana con el desarrollo de EC en los primeros afios de vida.

Trabajos posteriores enmarcados en el mismo estudio multicéntrico CELIPREV, han considerado
otros factores como el tipo de nacimiento (vaginal versus cesarea) sin encontrar una relaciéon con el
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desarrollo de EC. Una dieta no restrictiva en los nifios con sospecha de EC no parece afectar el curso
natural de la EC, evaluado en un periodo de 10 afios. Si bien el tiempo de lactancia fue registrado, el
numero de nifios que desarrollaron la EC fue pequefio para establecer conclusiones, y en ningun

, 113
caso la madre era celiaca .

Por otro lado, se ha estudiado la cantidad ingerida de gluten en las primeras etapas de la vida.
Mediante un estudio (PREVENTCD) en el cual se realizé una intervencidn dietaria, se pudo evaluar lo
anterior. Se introdujo 100 mg de gluten entre las 16 y 24 semanas en la dieta de uno de los grupos
de estudio y se compard con un grupo que recibié placebo en la misma cantidad y periodo
estudiado. Hasta los 3 afios de edad, no se encontraron diferencias significativas en el desarrollo de
la EC entre ambos grupos. Por otra parte, el hecho de recibir leche materna durante el periodo de
introduccién del gluten en pequefias cantidades, no influyd sobre los resultados; en este caso no se

. , . . . 115
considero si la lactancia fue exclusiva o no .

Otro estudio multicénctrico en curso, (The Environmental Determinants of Diabetes in the Young,
TEDDY) implica un seguimiento de nifios con riesgo genético para la EC, hasta los 15 afios, aunque
no en todos los casos la madre era la portadora de la enfermedad. Este trabajo muestra correlaciéon
entre la seroconversion de los nifios y la cantidad de gluten administrada en las primeras etapas de
la vida. Sin embargo, hasta los dos afios de edad de los nifios, no demuestran correlacion entre el

tiempo de lactancia ni la edad de introduccion del gluten en la dieta™.

Los estudios mencionados anteriormente no discriminaron que el pariente de primer grado con EC
de los nifios seleccionados para el estudio, fuese la madre. Hay estudios que evidencian que esto
puede ser de importancia. El primer reporte en relacién a la composicidn inmunoldgica de la leche
de madres celfacas (MC)" fue un estudio realizado a partir de la leche de madres al mes posparto,
proveniente de 12 mujeres celiacas en DLG, como minimo, por 2 afios. Se evalud la composicion de
la microbiota, oligosacaridos (HMQO) y algunos componentes inmunoldgicos, focalizdndose en
citoquinas (pro y anti-inflamatorias) asi como anticuerpos totales (slgA). Interesantemente,
encontraron que las mujeres celiacas presentaban menor cantidad de slgA, TGF-f y bifidobacterias,
lo cual sugiere un potencial protector e inmunoregulador menor, aunque el impacto de estas

caracteristicas sobre el desarrollo de EC en los nifios no se ha estudiado.
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En cuanto a la concentracion de slgA, el estudio PREVENTCD reprodujo los resultados en un
subgrupo de los participantes de Italia y Espafia. Ademas, se analizd la presencia de IgA especifica
para gliadina, que fue similar entre ambos grupos de estudio, lo que sugiere que las madres en DLG
tienen células productoras de estos anticuerpos. En relacion al desarrollo de EC en los nifios antes
de los 6 afios de edad, 7 de los 42 nifios (17%) que recibieron leche de madre celiaca desarrollaron la
enfermedad, mientras 2 de los 41 (5%) fueron diagnosticados para el caso de madres no celiacas. La
concentracion de IgA especifica y total en leche no mostré correlacion con el desarrollo de la

;. , 118
enfermedad, aunque seria importante aumentar el nimero de casos .

Otro estudio mostré que la presencia aumentada de E. coli E rectale, C. lituseburense,
Streptococcus y Lactococcus en el intestino de infantes se correlacionaba con el hecho de que el
familiar de primer grado con EC fuese la madre. En el contexto de la leche materna como un
factor importante en la colonizacién del neonato, la microbiota puede ser transferida a través de la

leche materna y la presencia bacteriana puede condicionar la flora intestinal neonatal.

2. Hipétesis y objetivos
Hipotesis
Una mujer con EC activa (durante el consumo de gluten) presenta alteraciones en el compartimento

intestinal y sistémico que implican:

o Defectos en la barrera epitelial (a nivel de la permeabilidad, polaridad, expresion de

receptores de transporte)

o Plasmocitosis en la ld&mina propia intestinal, con gran proporcion células productoras de

anticuerpos especificos de la enfermedad

o Mayor produccién de mediadores inflamatorios de impacto local y sistémico (IFN-y , IL-15,

etc).

Si bien hay poca informaciéon de la fisiologia del epitelio mamario en la mujer en condiciones de
salud y lactancia, se puede considerar que tiene una arquitectura similar al epitelio intestinal en

relacion a las uniones entre las células adyacentes y en la fisiologia del transporte para y transcelular.
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La composicion inmunoldgica de la leche implica un circuito entero mamario en el cual hay una
circulacion de células desde la lamina propia del intestino y otros sitios mucosos a la glandula
mamaria, desde etapas avanzadas del embarazo hasta el destete. Ademéas de los componentes
sintetizados por células inmunes que colonizan el tejido subepitelial del alveolo, en el liquido
intersticial subepitelial hay componentes inmunolégicos solubles derivados del compartimento
sistémico que llegan por sangre. El transporte de estos componentes en un contexto de cambios en
la permeabilidad, composicion celular y de mediadores inflamatorios puede afectar el pasaje de

componentes a la leche, por ejemplo, el pasaje de moléculas menores a 600 Da o sales.

En base a estas consideraciones este trabajo se plantea la hipdtesis de que la leche de MC puede
diferir en su composiciéon inmunoldgica respecto a la leche de madres sanas (MS) y en consecuencia
sus propiedades bioldgicas en el intestino neonatal pueden estar alteradas. Hasta el presente no hay
estudios prospectivos que demuestren un rol protector de la lactancia de hijos de madres celiaca
frente al desarrollo de infecciones o enfermedades con una base inmunoldgica (ej. alergias o
autoinmunes), pero una aproximacion al estudio de los componentes de la leche puede contribuir

en este aspecto.

Objetivo general:

Evaluar las consecuencias de la EC sobre las propiedades inmunoldgicas de la leche materna, como
forma de aportar en un futuro al planteo de estrategias preventivas para el desarrollo de EC en la

primera infancia de nifios con riesgo genético de primer grado.

Objetivos especificos:

o Evaluar las propiedades nutricionales de la leche de MC en comparacion con la leche de MS.

o Evaluar comparativamente la concentracion de componentes inmunoldgicos en leche de MS
y MC, teniendo en cuenta en este Ultimo grupo si hay adhesién estricta a una dieta libre de

gluten.

o En base a las caracteristicas dinamicas de la composicion de la leche durante el primer afio
de lactancia, estudiar si la evolucion temporal de los componentes inmunoldgicos y

propiedades nutricionales es similar en mujeres celiacas y sanas.
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o FEvaluar la capacidad de la leche de modular los efectos de estimulos inflamatorios y de
proteinas del gluten como agentes disparadores del dafio intestinal en modelos in vitro con

lineas celulares intestinales.
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3. Materiales y métodos

3.1 Muestras de estudio

3.1.1. Recoleccién de muestras

Donantes de leche

Se realizd una convocatoria dirigida a madres con enfermedad celiaca (MC) que se encontraran en
el primer afio de lactancia, que tuvieran exceso de produccién de leche suficiente para contribuir

con la donacidn de una muestra de leche para estudio.

La convocatoria de donantes celiacas se realizd a través de la Asociacion Celiaca del Uruguay
(ACELU), el Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell (BLH) y mediante redes
sociales en grupos de madres en lactancia y de personas con enfermedad celiaca. Se consideraron
mujeres que habfan sido diagnosticadas, como minimo, dos afios previos al parto. Se realizé una
encuesta incluyendo datos personales, condiciones de salud previas, complicaciones durante el
embarazo, ademas de agregar una seccidon de preguntas sobre la EC en general (sintomas,

diagndstico, la DLG) y su situacion durante la lactancia en particular.

Las muestras de leche de MS fueron proporcionadas en su mayoria por el BLH teniendo en cuenta
los criterios de exclusion de la institucion: madres portadoras de enfermedades infecto-contagiosas,
uso de drogas o medicamentos que se excreten a través de la leche y produzcan efectos en los
receptores de leche, que estén cursando un tratamiento de quimioterapia o radioterapia y casos de

desnutriciéon. No se consideraron donantes con hijos nacidos antes de las 37 semanas de gestacion.

Aspectos éticos.

El protocolo de investigacion fue sometido a evaluacion por el Comité de Etica en investigacion con
seres humanos de la Facultad de Quimica (Expediente No 101 900-000746-1 5) para la obtencién
de muestras de MC y otras donantes sanas. De igual forma, el protocolo para la obtencidn de una
fraccion de la leche para investigacion fue sometido al Comité de Etica del Centro Hospitalario
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Pereira Rossell, contemplando especialmente en este caso la disponibilidad de leche para

administrar a los recién nacidos.

Todas las madres firmaron un consentimiento informado aprobado por el comité de ética de

Facultad de Quimica y del Centro Hospitalario Pereira Rossell.

Obtencidn de las muestras

El volumen maximo de cada muestra de leche donada fue de 20 ml de acuerdo a los criterios de los

Comités de Etica.

Las muestras fueron recolectadas por goteo en el periodo de tiempo entre 2015 y 2017. Al final de
la convocatoria se logré disponer de muestras de 41 donantes sanas y 33 celiacas, en algunos casos
con méas de una muestra. A los efectos del analisis se considerd un subagrupamiento de las
muestras tomando como punto temporal los seis meses post parto como criterio, por tratarse del
momento en el cual se incorporan alimentos al nifio y la composicion de la leche pudiera tener
impacto sobre la tolerancia a los mismos. De todas formas, para integrar los grupos de estudio se

consideraron solo muestras independientes, donadas por distintas madres.

3.1.2. Procesamiento y conservacion de las muestras

La leche extraida por las MC se conservo en el domicilio en el freezer, y fueron transportadas al

laboratorio de inmunologia en un plazo no superior a 7 dias y conservadas a -20°C para su anélisis.

Una vez obtenidas las muestras, se procesaron mediante doble centrifugacién: inicialmente por 10
minutos a 1.000 g y luego por 30 minutos a 10.000g, ambas a 4°C. Se separ6 la fase acuosa de la
fase grasa y el sedimento sdlido, descartando esta Ultima y conservando la fase acuosa para su
posterior andlisis. Las muestras destinadas al analisis de citoquinas se conservaron a -80°C y se
apartaron alicuotas a -20°C para otros tipos de ensayos con un tiempo maximo de conservacion de

1 afo.
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3.2. Analisis de macronutrientes: grasa, lactosa y proteinas

El andlisis de los macronutrientes, aporte calérico y contenido de sales se realizé en el BLH con el
asesoramiento del Lic. Arturo Puyol, utilizando un analizador automético de leche basado en
tecnologia de ultrasonido, calibrado para leche humana con los métodos de referencia para cada
componente a valorar. Este equipo (Lactoscan SLP, Milkotronic LTD) permite medir simultdneamente
varios parametros de cada muestra utilizando un volumen relativamente pequefio de leche (5 ml) en

60 segundos por muestra. Los pardmetros estudiados fueron: grasa, proteinas, lactosa y sales.

También se calculd el contenido calérico mediante la técnica del crematocrito propuesto por
Lucas™™ que consiste en separar por centrifugaciéon en capilares (15.000 rpm, 15 minutos) y medir
con una regla milimetrada la fase grasa y el suero. El crematocrito se expresé como el porcentaje de
crema con respecto a la longitud total de la columna la cual se correlaciona mediante una regresion
lineal con el contenido caldrico (Kcal/L); como resultado Lucas planted la ecuacidn que se muestra
abajo que contempla ademés de la grasa la contribucidon de lactosa y proteinas al contenido

energético total.

crema (mm)x100 Kcal
% crema = = % crema X 66,8 + 290
volumen total l

3.2.1 Determinacion de proteinas

Para la valoracion del contenido proteico en la fase acuosa de las muestras de leche, asi como en las
preparaciones antigénicas utilizadas en los ensayos de ELISA, se procedié con el método de
Bradford utilizando las respectivas soluciones estandar para cada caso. El método de Bradford™
adaptado a microplaca se realizd utilizando solucion Coomasie Brilliant Blue G-250. La solucidon se
almacena a 4 °C y al momento de utilizarla se debe diluir 1:5 en agua destilada vy filtrarla con papel.
El ensayo se lleva a cabo en placas de poliestireno de 96 pocillos. Se sembraron 10 pl de la solucion
de gliadina y de péptidos de gliadina sembrando 5 diluciones seriadas al medio. Las muestras se
incuban con 200ul de reactivo de Bradford a temperatura ambiente por lo menos durante 5

minutos. Luego se mide la absorbancia a 600 nm y se procesan los datos a partir de una curva de

calibracion realizada con un estandar de seroalbUmina bovina a partir de 2 mg/ml.
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3.3. Determinacién de componentes con actividad inmunoldgica

3.3.1 Determinaciéon de la actividad lisozima

Se determind mediante el método turbidimétrico de lisis de Micrococcus Lysodeikticus adaptado
para el anélisis de leche humana en nuestro laboratorio'. En este ensayo se prepara una cantidad
suficiente de una suspension de células Micrococcus Lysodeikticus a una concentracion de 0,7
mg/ml en buffer fosfato de potasio 66 mM (pH 6.2) y se termostatiza a 30 °C previo a su uso. En una
microplaca de titulacién de 96 pozos se colocan 50 ul de la muestra de fase acuosa de leche a
analizar o igual cantidad de las soluciones de lisozima estandar comercial (Sigma-Aldrich) para
realizar una curva de calibracidon. Luego se le agregan 200 ul de la suspensiéon de Micrococcus
Lysodeikticus a cada pocillo y se mide inmediatamente la DO a 450 nm (DOia) €en un lector de
placas (LabSystems Mulitskan MS). Posteriormente, se incuba la placa en un bafio de agua a 30 °C
por 3 horas. Pasado ese tiempo se mide la absorbancia nuevamente a 450 nm (DO «na) y se calcula
para cada punto el porcentaje de DO (%DO) respecto a la lectura inicial. Se calcula la actividad de la
muestra problema mediante la curva de calibracion realizada con la lisozima estdndar (UL/ml) vs %

DO.

3.3.2. Anélisis de anticuerpos totales presentes en la leche

Para los ensayos de ELISA realizados se especifican los buffers utilizados en la siguiente tabla. En el

caso de excepciones se detallan en el texto.

Tabla 2. Soluciones utilizadas para la deteccién de anticuerpos totales mediante ELISA

Soluciones utilizadas
Buffer de bloqueo PBS — BSA 1%
Buffer de dilucién PBS — BSA 0,02% - Tween 0,05%

12 ml de Acetato de Sodio 0.1 M (pH 5.5), 200 ul de 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina 6 mg/ml en DMSO y 50 pl de H.0: 1%

Buffer de lavado PBS — Tween 0,05%

Solucién de revelado
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Metodologia general de ensayo por ELISA de captura para la cuantificacion de

anticuerpos totales de isotipo IgA, IgM e IgG

Para valorar la concentracidon de cada isotipo se utilizdé el mismo disefio general de ELISA con
condiciones experimentales ajustadas para cada analisis particular, segun se detalla en la tabla 3.
Inicialmente se sensibilizaron placas de microtitulacién de alta adherencia (Greiner bio-one) con 100
ul por pocillo de una solucidn del anticuerpo de captura correspondiente, diluido en PBS. Se
incubaron las placas a 4°C toda la noche en camara humeda. Luego se bloquean las placas
utilizando 200 ul/pocillo de una solucién de bloqueo durante 1 hora a 37°C. Las muestras a valorar y
la solucidon estandar se diluyeron utilizando un buffer de dilucién a concentraciones adecuadas,
fuera del rango de saturaciéon. Se sembraron 100 ul/pocillo de cada solucidn y se incubaron toda la

noche a 4°C.

Tabla 3. Descripcion de los reactivos especificos utilizados para el ELISA para determinacién de anticuerpos totales

Isotipo de anticuerpo a cuantificar IgA IgM I1gG

Anticuerpos de captura

Anti IgA humana Anti IgM humana Anti IgG humana
Fc a especifico Fc u especifico Fc vy especifico
Producido en (especie) Cabra Conejo Conejo
Marca comercial Sigma Aldrich Sigma Aldrich Abcam
Concentracion utilizada 10 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml

N Protein Standard SL, SIEMENS (Siemens Healthcare

Solucion estandar Diagnostics Products GmbH, Marburg, Germany).

Concentracion de soluciones stock 1.92 mg/ml 0.639 mg/ml Ver

Anticuerpo de deteccién- conjugado a PO (especie)

Anti IgA humana, Anti IgM humana, Anti 1gG humana
Fc a especifico Fcu especifico Fc y especifico
Producido en (especie) Conejo Conejo Conejo
Marca comercial Sigma Aldrich Sigma Aldrich Dako
Dilucion utilizada 1:5.000 1:5.000 1:3.000
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Una vez transcurrido ese tiempo, se colocaron 100 ul/pocillo de la dilucion apropiada en buffer de
dilucién del anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, correspondiente a cada isotipo a
valorar. En el caso de los anticuerpos IgG se debe incubar por 1 hora a 37 °C, con agitacion
constante con suero normal de cabra al 1%. Posteriormente se incubaron las placas durante 1 hora a

37°C en cdmara himeda.

Por dltimo, se revelaron los ensayos agregando 200 ul/pozo de la solucién de revelado. El tiempo
gue debe permanecer el sustrato en la placa se modificd segun el anticuerpo a analizar. Se detuvo la
reaccion sembrando 50 ul/pocillo de H:SO4 y se registrd la absorbancia a 450 nm utilizando un
espectrofotémetro para placas de ELISA (LabSystems Mulitskan MS). Entre cada etapa del
procedimiento se realizan 3 lavados de los pocillos utilizando 200 ul de buffer de lavado durante 5

minutos.

3.3.3. ELISA para valorar anticuerpos especificos

Anticuerpos especificos contra gliadina

Se utilizé un ELISA disefiado en el laboratorio para determinar los anticuerpos especificos contra
gliadina nativa. Se prepard una solucion stock de 500 mg/ml de gliadina en etanol al 60% utilizando
gliadina comercial (Sigma-Adrich). Se filtré la solucidn utilizando papel de filtro y luego filtros
esterilizantes (0.22 micras) de acetato de celulosa. Las soluciones se mantuvieron en observaciéon a

temperatura ambiente, y se valoré la concentracidn proteica periédicamente.

Se sensibilizaron placas de alta adherencia (Greinger Bio-one) con 100 pl/pocillo una solucién de
gliadina 5 ug/ml en PBS a partir de la solucibn madre y se incubd la placa a 4°C toda la noche en
cdmara humeda. La placa fue incubada con 200 pl/pocillo de la solucidon de bloqueo durante 1 hora
a 37 °C. Cien wl de las muestras fueron sembradas por pocillo en tres diluciones seriadas en el buffer
de dilucion y las placas incubaron toda la noche a 4°C. En cada placa se destinaron cuatro pozos al
blanco conteniendo buffer de dilucién en lugar de las muestras de estudio. También se incluyd una
muestra como control interno, que consisti6 en una muestra de calostro con altos titulos de
anticuerpos anti-gliadina. Una vez transcurrido ese tiempo, se colocaron 100 pl/pocillo del
anticuerpo especifico para el isotipo de inmunoglobulina a detectar, conjugado a peroxidasa,
utilizando los mismos reactivos y concentraciones que para la determinacion de anticuerpos totales

por 1 hora a 37°C.
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Por ultimo, el revelado se realizd con la soluciéon de revelado y se detuvo la reaccion sembrando 50
ul/pocillo de H.SOa. Se registrd la absorbancia a 450 nm utilizando un espectrofotdmetro para
placas de ELISA (LabSystems Mulitskan MS). Entre cada etapa del procedimiento se realizan 3

lavados de los pocillos utilizando 200 pl de buffer de lavado durante 5 minutos.

Anticuerpos especificos contra péptidos deamidados de gliadina

Se utilizdé un kit comercial Quanta Lite® Gliadin IgA Il ELISA (INOVA), que se basa en un ELISA
utilizando péptidos de gladina modificados in vitro por la reaccion de deamidacién catalizada por la
enzima transglutaminasa tisular. Los resultados se expresaron de acuerdo a los lineamientos del kit
utilizado para determinacién de anticuerpos especificos en suero. Se calcularon las concentraciones
en unidades arbitrarias, que se calculan en relacion a un control débil suministrado por el kit que

contiene 25 U.

Anticuerpos especificos contra Toxoide tetanico (TT)

Se procedié de forma analoga al ELISA descrito anteriormente para anticuerpos especificos contra
gliadina, utilizando como antigenos inmovilizado una solucién de toxoide tetanico en PBS (5ug/ml)
preparado a partir de una solucién stock donada por el Dr. Fernando Ferreira. Como estandar
interno se utilizdé un calostro con titulos altos de anticuerpos anti-toxoide tetanico previamente

valorado en nuestro laboratorio (Rodriguez-Camejo, 2018).

Tabla 4. Diluciones utilizadas en las muestras de leche para deteccion de anticuerpos especificos contra gliadina y
toxoide tetéanico

Antigeno
Isotipo Gliadina TO)fOI.de
teténico
IgA 1:100 1:100
IgM 1:20 1:20
IgG 1:20 1:60

Calculo de los titulos de anticuerpos anti-gliadina y anti-toxoide tetanico.
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Para ambos sistemas de deteccidn los resultados se expresaron como titulos que se calcularon
seleccionando una dilucidon Unica, habiendo comprobado por diluciones seriadas que no se
encontraba en la zona de saturacién. Las diluciones correspondientes a cada antigeno e isotipo se
indican en la tabla 4. Se calcularon los titulos realizando una normalizacion respecto a un estandar

interno utilizado en todas las placas.

Anticuerpos especificos contra transglutaminasa tisular

El método para determinaciéon de anticuerpos IgA especificos para la transglutaminasa tisular (tTG)
en leche fue estandarizado en el Laboratorio de Inmunologia por Pablo Bueno en el marco de un
trabajo experimental desarrollado como parte de sus estudios de grado de la carrera de Quimico

Farmacéutico.

Se tomd como punto de partida el disefio del ELISA desarrollado en nuestro laboratorio para
determinar anticuerpos anti-tTG en suero humano'®. Las placas de méaxima absorcion se
sensibilizaron con una solucion de tTG comercial purificada de cobayo a una concentracion de 10
ug/ml, 100 wl/pozo. Las etapas del ensayo se realizaron en forma similar que el ELISA para
determinar anticuerpos especificos para gliadina, utilizando el mismo anticuerpo especifico para IgA

Fca especifico.

Como el ensayo no estaba validado para la deteccidon de anticuerpos en la matriz leche, en una
primera instancia se realizé el spiking de fase acuosa (FA) de leche de madre no celiaca, utilizando el
suero de un paciente celiaco con alto titulo de anticuerpos de acuerdo a su valoracién con un kit
comercial (210 U). Una vez establecidas las condiciones del ensayo para obtener una consistencia
entre el 80 y 120 % de recuperacion, comparando los titulos de anticuerpos especificos en buffer de
dilucidén respecto a una fase acuosa de leche diluida 1:50, se procedié a analizar el panel de
muestras de estudio. Se sensibilizaron las placas con tTG de cobayo (Sigma Adrich) a una
concentracion de 10 ug/ml durante toda la noche a 4°C y se bloquearon con solucién de bloqueo
por 1 hora a 37°C. La deteccién se realizd con un anticuerpo secundario anti-IgA humana acoplado
a peroxidasa (marca y dilucion 1:4000). Por ultimo, se revelaron los ensayos agregando 200 pl/pozo
de la solucién de revelado. El tiempo que debe permanecer el sustrato en la placa se modificd
segun el anticuerpo a analizar. Se detuvo la reaccion sembrando 50 pl/pocillo de H.SO. y se registrd

la absorbancia a 450 nm utilizando un espectrofotobmetro para placas de ELISA (LabSystems
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Mulitskan MS). Entre cada etapa del procedimiento se realizan 3 lavados de los pocillos utilizando

200 pl de buffer de lavado durante 5 minutos.

Se construy6 una curva de calibraciéon con el suero humano diluido en FA, en diluciones seriadas
desde 1:100, expresando los resultados en U y se calcularon las concentraciones de las muestras

problema.

3.4. Determinacion de gliadina soluble en leche

3.4.1. Determinacion de GLD o pGLD por ELISA competitivo disefiado en el laboratorio

Estandarizacion de un método de ELISA competitivo desarrollado

Para esta actividad se tomé como punto de partida el disefio de ELISA competitivo desarrollado en

nuestro laboratorio durante la ejecucién de un proyecto PAIE™

(E. Villamil, 2014) para la deteccién
de gliadina en alimentos sdlidos. En este trabajo de tesis se optimizd el método, se adaptd y validd

para determinacién de gliadina en leche.

El protocolo basico previamente desarrollado consiste en sensibilizar las placas de poliestireno de
alta adherencia (Greiner bio-one) con solucién gliadina en etanol 60% (1 ug/ml) por incubacién
durante toda la noche a 4 °C y posterior bloqueo con la solucidon correspondiente. En paralelo, se
hace una preincubacion de cada muestra problema y las soluciones estandar de concentracion
conocida de gliadina o pGLD con una solucién de un anticuerpo especifico comercial producido en
conejo (SIGMA, Product No. G 9144) en buffer de dilucién, a una concentracidn previamente
optimizada, durante 1 hora a 37 °C. Luego se incuba la placa a 4 °C toda la noche. La deteccion se
completa con la incubacién durante 1 hora a 37 °C con un anticuerpo secundario anti-
inmunoglobluinas de conejo acoplado a peroxidasa. Por ultimo, se revelaron los ensayos agregando
200 pl/pozo de la solucidon de revelado. El tiempo que debe permanecer el sustrato en la placa se
modificd segln el anticuerpo a analizar. Se detuvo la reaccién sembrando 50 pl/pocillo de H.SO. y
se registrd la absorbancia a 450 nm utilizando un espectrofotbmetro para placas de ELISA
(LabSystems Mulitskan MS). Entre cada etapa del procedimiento se realizan 3 lavados de los pocillos

utilizando 200 ul de buffer de lavado durante 5 minutos.
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Tratamiento de datos para ELISA competitivo

Para calcular el IC50 se calculd el valor de la concentracién de la proteina que compite en fase
liquida (e]. péptidos de gliadina) a la cual la DO disminuye un 50% respecto a los pozos incubados

solo con el anticuerpo especifico. Se utilizd el programa GraphPad Prism 6 para el analisis.

Por otro lado, para calcular el limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se utilizd
el método de determinaciéon del blanco, el cual se utiliza cuando la desviacidon estandar del blanco
es distinta de cero. El limite de deteccidbn se expresa como la concentracion del soluto
correspondiente al valor del blanco sumado 3 desvios estandar y el limite de cuantificacion se
expresa como la concentracion del antigeno correspondiente al valor del blanco sumado a 10

desvios estandar.

LOD = x + 3§

LOQ = x + 10S

Siendo x la media de la concentracién del blanco vy S la desviacién estandar del blanco™.

En este trabajo se realizaron modificaciones al método inicial, en particular se optimizd la
especificidad del método ya que fue necesario eliminar una reactividad cruzada con soja del
anticuerpo comercial en uso. Ademas, se produjo un nuevo lote de péptidos de gliadina y se valoré
el efecto de la matriz leche en la determinacién, realizando una validacion del método por spiking,
gue consiste en agregar concentraciones conocidas del componente a determinar a una muestra de
la matriz en cuestidon y realizar el ensayo. Se utilizaron seis muestras de FA de leche a las que se
agreg6 pGLD a una concentracion de 30 ppm. Para este ensayo se debe utilizar la muestra en la
menor dilucidon posible ya que al diluir la muestra va desapareciendo el efecto matriz. Si bien esto
puede ser una solucion al efecto indeseado se debe buscar un equilibrio entre la solucién al efecto y
la dilucién Optima para valorar el antigeno. Ademas de evaluar el efecto matriz, este ensayo permite
validar el método, al cuantificar concentraciones conocidas del antigeno agregado a las muestras
Los valores de recuperacion obtenidos en cada muestra individual se muestran en la tabla 8. El

promedio de recuperacion resultd ser 120 %. En general puede considerarse aceptable una
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recuperacion entre un 80 — 120% (Guidelines for Standard Method Performance Requirements AOAC

Official Methods of Analysis (2016).).

Preparacion y caracterizacion de pGLD

Se produjeron hidrolizados de gliadina mediante digestion secuencial con pepsina-tripsina
utilizando material apirégeno para controlar la contaminacién con endotoxinas por un método
estandarizado en el laboratorio.. Brevemente, se prepar6 una solucion de gliadina comercial (Sigma)
en acido acético 1 M y pH=3 a una concentracién de 10 mg/ml y se le agregd una solucién de
pepsina porcina (Sigma-Aldrich) a una relacion de 1:1000 (enzima:proteina). Se incubd por 2 horas
en agitacion a 37 °C. Luego de llevar el pH a 6,5 con NaOH, 5 M, se agreg6 una solucién de tripsina
(0,25 mg en 1 |1 de NaCl, 0,15 M, pH= 6,5) y quimiotripsina (0,5 mg en 1 | de NaCl, 0,15 M, pH= 6,5)
y se incubd por 2 horas a 37 °C. La reacciéon se detuvo con solucidn inhibidora de tripsina y
quimiotripsina (0,5 mg en 1 | de NaCl, 0,15 M, pH= 6,6) y posteriormente se dializé contra agua por

24 horas.

Se determind la concentracion de péptidos mediante la técnica de Bradford utilizando BSA como
proteina estandar. Se comprobd la digestion mediante un SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al
12%, segun método estandar, comparando con gliadina nativa, sembrando 30 pug de proteina por

carril. El gel fue revelado con la técnica estandar de tincién con plata.

Reactividad del anticuerpo anti-GLD contra los péptidos de gliadina producidos (pGLD)

Para corroborar la unién entre el anticuerpo especifico contra gliadina y el hidrolizado de péptidos
de gliadina producidos se utilizd método de ELISA. Para esto se sensibilizd la placa con la solucién
de péptidos de gliadina a 1 ug/ml toda la noche a 4 °C, se bloqued la placa con solucién de
bloqueo por 1 hora a 37°C, y se incubd con el anticuerpo anti-gliadina comercial en diluciones
seriadas a partir de 1:5.000 en buffer de dilucién por 1 hora a 37 °C. La deteccion se realizdé con un
un anticuerpo contra inmunoglobulinas de conejo conjugado a peroxidasa a una dilucién de 1:2000.
Por ultimo, se reveld el ensayo agregando 200 pl/pozo de la solucidn de revelado. El tiempo que
debe permanecer el sustrato en la placa se modificd segun el anticuerpo a analizar. Se detuvo la
reaccion sembrando 50 ul/pocillo de H:SO4 y se registrd la absorbancia a 450 nm utilizando un

espectrofotémetro para placas de ELISA (LabSystems Mulitskan MS). Entre cada etapa del

(48]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



procedimiento se realizan 3 lavados de los pocillos utilizando 200 ul de buffer de lavado durante 5

minutos.

Estandarizacion del ELISA competitivo utilizando los pGLD producidos

En primera instancia se verific6 que los pGLD en fase soluble fuesen capaces de inhibir el
reconocimiento de la GLD en fase sdlida por el anticuerpo comercial. Para ello se sensibilizd una
placa de 96 pocillos con 1 ug/ml de gliadina nativa y se bloqued la placa con solucion de blogueo.
La concentracion del anticuerpo comercial contra pGLD fue determinada en base a los resultados
obtenidos en el ELISA directo de reactividad del anticuerpo comercial contra los pGLD en fase
s6lida. Para verificar la inhibicion de la reactividad del anticuerpo anti-gliadina por los pGLD, se
realizd la preincubacién con los pGLD a una concentracion de 200 ug/ml en buffer de diluciéon
durante 1 hora a 37 °C y luego se transfirid 100 ul a la placa sensibilizada por 2 horas a 37 °C. Luego
se incubd con un anticuerpo contra gamaglobulinas de conejo acoplado a peroxidasa (1:3.000) por
1 hora a 37 °C. El ensayo se reveld agregando 200 ul/pozo de la solucién de revelado. El tiempo
gue debe permanecer el sustrato en la placa se modificd segun el anticuerpo a analizar. Se detuvo la
reaccion sembrando 50 ul/pocillo de H:SO4 y se registrd la absorbancia a 450 nm utilizando un
espectrofotémetro para placas de ELISA (LabSystems Mulitskan MS). Entre cada etapa del
procedimiento se realizan 3 lavados de los pocillos utilizando 200 ul de buffer de lavado durante 5

minutos.

Control de la reactividad cruzada frente a proteinas de soja

Para los ensayos se utilizaron varios extractos de proteinas de soja producidos en el Laboratorio de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos en Facultad de Quimica (cedidos por el Dr. Luis Panizzolo y
Dra. C. Abirached). Se trabajo con tres extractos crudos (PS1, PS2 y PS3) y dos enriquecidos en las

fracciones proteicas mas abundantes en la soja: beta-conglicinina (7s) y glicinina (11s).

La concentracion proteica de los extractos se soja se realizd mediante el método del acido
bicinconinico mediante el kit QuantiProTM BCA (Sigma Aldrich), procediendo segun las instrucciones
del fabricante y utilizando BSA como estdndar. Para el analisis los extractos de soja liofilizados se

disolvieron en PBS, realizando diluciones seriadas partir de 10 pg/ml para su anlisis.
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Se realizdé el mismo modelo de ELISA competitivo, aunque con una modificacion: En la etapa de
preincubacion del anticuerpo anti-gliadina con pGLD, se adicion¢ los péptidos de soja. La placa fue
sensibilizada y bloqueada tal como se describié anteriormente. En paralelo, el anticuerpo especifico
contra gliadina se utilizd en una dilucién 1:5000 en el buffer de dilucion y se realizd la preincubacion
por 1 hora a 37°C con los extractos de soja en varias diluciones en el rango comprendido entre 30 -
0,23 pug/ml o las soluciones de pGLD. Se transfiri6 100 ul a la placa sensibilizada con GLD vy se
incubd por 2 horas a 37 °C. Por ultimo, el ensayo se reveld agregando 200 ul/pozo de la solucién de
revelado, se detuvo la reaccion sembrando 50 pl/pocillo de H:SO. y se registrd la absorbancia a 450

nm utilizando un espectrofotdmetro para placas de ELISA.

Se calcularon los IC50 de las curvas correspondientes a las incubaciones con pGLD y extractos de
soja. Para evaluar si la competencia o reactividad cruzada que se produce por los péptidos de soja
es significativa se calculd la relacidon entre el IC50 de la curva con soja y el IC50 de la curva con
pGLD. Se considerd un valor de 14 (expresado en %) para considerar significativa la competencia con

los péptidos de soja.

Evaluacion del efecto matriz

El método del ELISA del cual se partid para realizar la puesta a punto fue propuesto para alimentos
solidos en los cuales se realizaba una extraccién con solvente para luego cuantificar la proteina
solubilizada. Sin embargo, en este caso, la muestra que se analizara es liquida y de composicidon
compleja por lo que se debe validar el método mediante spiking. Se calcula el porcentaje de
recuperacion, comparando con el valor tedrico de acuerdo a la cantidad agregada del soluto a

determinar. Se utiliza la siguiente ecuacion:

, o [M+S]-[M]
Porcentaje de recuperacion = ———— x100

[S]

Donde [M+S] es la medida de la concentracion de la muestra con el spiking, [M] es la concentracion

original de soluto en la muestra y [S] es la concentracion de soluto agregado.
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Idealmente este porcentaje seria un 100%, pero los valores aceptados son entre un 80% y un 120%.
Fuera de ese rango, se considera que la matriz de la muestra esta afectando la cuantificacion del

antigeno.

3.4.2. Determinacion de GLD por método comercial

Se utilizd un kit comercial cuyo uso estd destinado a la deteccidn de gliadina en alimentos que que
sufrieron procesos de hidrdlisis o fermentacion (RIDASCREEN® Gliadin competitive, Cod. R7021), si
bien no se ha reportado su uso especifico para leche materna. El método consiste en establecer
competencia entre una solucidon conteniendo hidrolizados de prolaminas de trigo, cebada vy
centeno, generadas por digestion con pepsina y tripsina producidos por el grupo de trabajo del
Dr.Kéhler (German Research Centre for Food Chemistry) y la gliadina adsorbida en la fase sélida, la
deteccién se realiza con un anticuerpo monoclonal R5 acoplado a peroxidasa. El anticuerpo R5
detecta principalmente el motivo QQPFQ, y otros relacionados que estdn presentes en forma

repetida en el péptido inmunodominante 33-mer"**

. El'ensayo utiliza como estandar para la curva de
calibracion las soluciones de hidrolizados de cereales TACC en el rango entre 10 y 270 ng/ml. La
muestra se diluye para su andlisis en un buffer de extraccién, resultando una dilucién final 1:500.

Finalmente, el limite de cuantificacion de gliadina es 5 mg/L (5 ppm en el alimento).
3.5. Determinacion de componentes inmunoreguladores en la leche

3.5.1. Determinacion de complejos inmunes especificos contra gliadina de isotipo IgA

Se sensibilizaron placas de microtitulacién con una soluciéon de anticuerpos especificos para gliadina
(marca) a una concentracion de 5Sug/ml toda la noche a 4 °C. Se descartd la solucion y se
bloquearon las placas con PBS-BSA 1%. Se sembraron las muestras de leche utilizando diluciones de
1:2 para inmunocomplejos de isotipo IgG y 1:10 para los de isotipo IgA. Se incubaron toda la noche
a 4 °C. Se incubd por 1 hora a 37 °C con 100 pl/pocillo de una solucion de los conjugados
especificos para cada isotipo conjugados a peroxidasa, preincubados con suero normal de conejo al
1% en PBS por 1 hora a 37 °C. Luego se revel6 el ensayo con TMB, como se describié anteriormente,

y se detuvo la reaccion con 50 pl/pocillo de H.SO..
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3.5.2. Determinacion de citoquinas, quimioquinas, receptores solubles y otros factores

Se realizdé mediante ensayos de ELISA de captura utilizando reactivos comerciales. Los kits utilizados
proporcionan los reactivos basicos para el ensayo que consisten en: un anticuerpo monoclonal o
policlonal inmovilizado en la fase solida, un anticuerpo policlonal especifico biotinilado (producido
en cabra o conejo), le proteina recombinante y estreptavidina peroxidasa como sistema de

deteccion.

Tabla 5. Componentes analizados mediante kits comerciales. Se indica el rango de deteccién del método vy la
dilucién a la cual la muestra fue analizada.

Dilucién de la

Componente a analizar Rango de deteccion (pg/ml) ——

IL-6 9.38 - 600 S/D
IL-8/CXCL8 31.2 - 2000 1:2
TNF-a 15.6 — 1000 S/D
IL-10 31.2 - 2000 S/D
CCL20/MIP-3a. 15.6 — 1000 S/D
sCD14 62.5 — 4000 1:1000
STLR2 125.0 — 8000 S/D
TGF-B2 31.0 - 2000 1:1,8
TFF3 7.8 - 500 S/D
ELISA development Kit (PeproTech)

CCL2/MCP-1 10.3 - 250 S/D
EGF 0 - 1000 1:50
IL-12 62.5 - 8000 S/D

En todos los casos se utilizaron microplacas de alta adherencia NUNC para la inmovilizacion del

anticuerpo de captura a la concentracion recomendada.

El desarrollo de color se realizé en la mayoria de los ELISA con TMB tal como se describi6

previamente para los ensayos de ELISA desarrollados en el laboratorio, al igual que las soluciones
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utilizadas para dilucion de muestras, reactivos y lavados. En casos excepcionales se utiliz6 ATBS

segun recomendaciones del fabricante Peprotech (se indican en tabla 5).

Las concentraciones de uso de los anticuerpos y del rango de las proteinas recombinantes utilizadas
como para las curvas de calibracion fueron utilizadas segun instrucciones del fabricante. Las
diluciones apropiadas para la valoraciéon de cada citoquina en muestras de leche madura fueron

puestas a punto previamente por nuestro equipo de investigacion y se indican en la tabla 5.

3.6. Ensayos con modelos celulares in vitro para evaluar efectos bioldgicos de la

FA de la leche

La estrategia de trabajo consisti6 en someter cultivos de células de epitelio intestinal a diferentes
estimulos y una vez estandarizadas las condiciones experimentales para obtener un efecto medible
estudiar el efecto modulador de la FA de la leche de MC en comparacién con la correspondiente a

MS.

Para esta etapa del trabajo, no se utilizaron muestras individuales sino pooles de muestras de cada
grupo y subgrupo de estudio. En la tabla 6 se muestran los buffers que se utilizaron para los

ensayos in vitro y la composicién de los mismos.

Estimulos inflamatorios. IFN-y y TNF-a

El IFN-y y el TNF-a utilizado fueron adquiridos en PeproTech. En ambos casos se utilizé para los
ensayos in vitro una concentracion final de 1 ng/ml.

Péptidos de gliadina.

Se utilizé la preparacion de péptidos de gliadina (pGLD) obtenidos por digestion (seccion 3.4) la cual

fue esterilizada por filtracion para utilizar en los cultivos celulares.

Ademas, se utilizaron péptidos sintéticos de gliadina (psGLD) que se mandaron a sintetizar por SBS
Genetech Co., Ltd. con secuencias seleccionadas en base a trabajos previos en los que mostraron

distintos efectos sobre células epiteliales, asi como en células del sistema inmune innato”.
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Las secuencias y las denominaciones son las siguientes: LGQQQPFPPQQPY (P31-43), POPQLPYPQ
(P2) y QLQPFPQPQLPY (P9). Los péptidos liofilizados fueron conservados a -80 °C hasta su uso y
reconstituidos en DMSO segun instrucciones del fabricante obteniendo una solucién stock de 2

mg/ml.

Tabla 6. Composicién de las distintas soluciones utilizadas en los
ensavos in vitro

Solucidn crioprotectora
DMSO
10 % SFB
Medio de cultivo HT-29 y HT-29-GFP
RPMI
10 % SFB
1% Penicilina
1% Estreptomicina
Medio de cultivo Thp-1
RPMI
10 % SFB
Piruvato de sodio 0,001%; glutamina 0,0025%; 3-mercaptoetanol 5 mM
1% Penicilina
1% Estreptomicina
Solucién de tripsina
0,25% tripsina
H20
Solucidn de azul de tripan
0,5% azul tripan
PBS
loduro de propidio
loduro de propidio 20
Buffer FACs
PBS
0,02% BSA

Lineas celulares.

Se utilizaron dos tipos celulares: la linea comercial HT-29 derivada de adenocarcinoma de colon

(ATCC®) y células reporteras estables HT-29-NF-kB-GFP F6 (Green Fluorescent Protein) generadas
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en la Unidad de Biologfa Celular del Institut Pasteur de Montevideo™™. En este caso, las células HT-
29 estan transfectadas con el plasmido pNF-x B-hrGFP; el gen reportero de la GFP se expresa bajo
el control de un promotor que contiene multiples sitios de uniéon a NF-kB. El plasmido codifica para
un gen que confiere resistencia a la higromicina bajo la regulacion del promotor de la timidina
guinasa que permite la seleccion de las células transfectadas en forma estable. La activacion de la via

NF- kB puede ser analizada mediante citometria de flujo o microscopia.

Preservacion y condiciones de cultivo de las lineas celulares HT-29 y HT-29-GFP.

Ambas lineas celulares se conservaron mediante congelacién en una solucidn crioprotectora. Para el
procedimiento de congelacion se utilizé6 una camara con isopropanol que permite el enfriamiento
de las células a 1 °C por minuto, previniendo un shock térmico. La concentracién de células por vial
de congelamiento fue de 3x10° células/ml y se conservaron en nitrégeno liquido. Para el
descongelado se colocd un criotubo en un bafio de agua a 37 °C y rdpidamente se resuspendieron
las células en medio de cultivo. Las células fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos y el
medio fue descartado. El pellet resultante se resuspendié en medio de cultivo. El recuento celular se

realizd con cdmara de Neubauer y la viabilidad celular se controlé con solucién de azul de tripan.

Ambos tipos celulares se mantuvieron en cultivo en botellas de 25 cc Greiner bio-one (F 010 013)
durante su expansion y generacién de un banco de trabajo. Se cultivaron con medio de cultivo en
incubador a 37 °C y 5% de CO.. En el caso de las HT-29-NF-kB-GFP F6 ademaés se incorpord

higromicina (1:666) cada 15 dias para mantener la seleccion de las clonas transfectadas.

Se utilizaron como méaximo 8 pasajes de la linea celular, tal como se menciona en las indicaciones

del productor.

3.6.1. Metodologia general de los ensayos in vitro para HT-29 y HT-29-GFP

En una placa de 96 pocillos (Greiner bio-one - Cod: 655-180) se sembraron 50.000 células/pocillo
con medio de cultivo en un volumen de 200 ul y se mantuvieron durante 24 horas a 37 °C con 5%
CO.. Una vez confirmado el crecimiento confluente, se descartdé el medio y se sembraron los
distintos estimulos en 200 ul de medio fresco para evaluar los efectos sobre las células. Los ensayos
se realizaron en pozos por triplicado dejando igual nimero de pocillos como control. Los estimulos

utilizados fueron: TNF-a., IFN-y y psGLD.
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Para el analisis de los efectos moduladores de la leche, se compararon los resultados obtenidos con
y sin preincubacion con la leche. Las condiciones especificas se indican a continuacién en cada

seccion.

Los efectos estudiados con las células HT-29 fueron la evaluacion de la expresion de HLA-DR
inducida por IFN-y y pGLD, y la produccién de IL-8 y TNF-a inducida por IFN-y y pGLD. También se
incubaron células Thp-1 con el sobrenadante de HT-29 estimuladas por 24 horas con IFN-y y pGLD
y se evalud la produccién de IL-8 y TNF-a.. Por otra parte, en cuanto a la linea celular HT-29-GFP se

analizd la activacion de la via inflamatoria NF-xB.

3.6.2. Evaluacion de la expresion de HLA-DR inducida por IFN-yy pGLD

En la etapa de estandarizacion se estimuld las células con IFN-y rh en las concentraciones 1 y 10
ng/ml. Se dejaron células sin estimular como control. Luego de 24 hs de incubacién se cosecharon
las células utilizando solucién de tripsina, y tras un lavado con PBS se realizd el inmunomarcado por
metodologfa estandar para moléculas de superficie”’ utilizando 200.000 células correspondientes a
4 pozos de la misma condicién en cuanto a estimulo. El marcaje se realizd con un anticuerpo
monoclonal FITC Mouse Anti-Human HLA-DR (Biolegend) en un volumen de 100 pL de PBS-BSA 1%
a una dilucion de 1:25 y se incubd durante 30 minutos en hielo y oscuridad. Luego se realizd un
lavado con PBS-BSA 1% frio previa centrifugacion por 5 minutos a 260 g. Se descartd
cuidadosamente el liquido por volcado, y las células se resuspendieron en 300 wl de buffer FACs
para la adquisicion en el citbmetro de flujo (BD FACSCalibur™, BD Biosciences). Se realizd la
adquisicion de 10000 eventos en un gate seleccionado en el FSC-SSC dot plot teniendo en cuenta la
exclusion de las células muertas mediante tincidon con loduro de Propidio. Como control isotipico se

utilizé un anticuerpo contra IgG2a de ratdn Serotec (MCA292F).

Luego de seleccionadas las condiciones 6ptimas para la induccién de la expresion de HLA-DR se
realizd el ensayo descripto, incorporando pozos con una preincubacion de 6 horas con solucion
acuosa de leche, previamente esterilizada por filtracion. Se analizé el incremento de la expresion de
HLA-DR en cada caso y los resultados se expresaron normalizados sobre la condicién basal (células

sin estimular).
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3.6.3. Produccion de IL-8 y TNF-a por células HT-29

Se separaron los sobrenadantes de cultivo de las células HT-29 incubadas en condiciones basales y
en presencia de los estimulos IFN-y y pGLD por 24 horas. Se recolectaron los sobrenadantes y se
centrifugaron a 3000 g por 5 minutos. Se almacend en alicuotas a -80 °C para su posterior analisis.
Los sobrenadantes fueron diluidos en PBS-BSA 0,02% Tween 0,01% para su valoracion por ELISA de

captura utilizando kits comerciales PeproTech.

Para analizar los efectos moduladores de la leche se procedié de igual forma realizando una
incubacién de diluciones 0,02% de leche, durante 6 hs, previo al agregado del estimulo inflamatorio.
La concentracion de leche utilizada fue puesta a punto en el laboratorio por el Lic. Claudio
Rodriguez, ya que la incubacion de células HT-29 con un 1% de leche generd una produccion

significativamente mayor a las células sin estimular.

3.6.4. Activacion de la via inflamatoria NF-kB en las células HT-29-GFP

En una placa de 96 pocillos se sembraron 50.000 células/pocillo en medio RPMI completo. Luego de
verificar crecimiento confluente a partir de las 24 horas se renovd el medio de cultivo y se
incorporaron los estimulos detallados a continuacibn en pozos por triplicado, dejando pozos
control. Se utilizaron concentraciones de 1y 10 ng/ml para el TNF-a. Los psGLD se utilizaron a una
concentracion de 200 ug/ml. Ademés, debido al posible efecto sinérgico entre citoquinas
inflamatorias y péptidos de gliadina se realizd el ensayo combinando la presencia de ambos

componentes: TNF-o + péptidos de gliadina o IFN-y + péptidos de gliadina.

Luego de 24 horas de incubacidn las células fueron cosechadas con solucién de tripsina y se agregd

300 ul de buffer FACs para su posterior anélisis por citometria de flujo.

En una etapa posterior para analizar el potencial efecto modulador de la leche sobre la activaciéon
inducida por los estimulos, se incubaron soluciones de fase acuosa de leche previamente
esterilizadas por filtracion, a una dilucion 1% durante 6 horas y posteriormente se agregaron los
estimulos que indujeron activacion de la via NF-xB durante 18 hs adicionales, en las concentraciones
determinadas como 6ptimas. Las células se cosecharon como se describié anteriormente, se lavan y
se analizan por citometria de flujo utilizando PBS-BSA 0.02% para la resuspension y analisis de las

células.
[57]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



Para el anélisis de la activacion de la via NF-kB por citometria de flujo se utilizé6 un BD FACSCalibur™
(BD Biosciences) equipado con laser 488 nm. Se realizd la adquisicion, utilizando el software
CellQuest, de 10.000 eventos en un gate seleccionado en el FSC-SSC dot plot teniendo en cuenta la

exclusion de las células muertas mediante tincién con loduro de Propidio.

Los umbrales de fluorescencia se definieron con los pozos control (sin estimulo). Los resultados se
expresaron como la relacién entre el porcentaje de células GFP positivas de los pozos con los
estimulos respecto al porcentaje de células GFP positivas en los pozos control. Se utilizé el software

libre Flowing para el anélisis.

3.7. Tratamiento estadistico

Anélisis univariable

Se constatd para la mayoria de las variables estudiadas una distribucién no normal (test de Shapiro
Wilk), por lo que se utilizaron tests no paramétricos para comparar las concentraciones de cada
componente analizado en los grupos de MS, MC y los subgrupos de acuerdo al tiempo de lactancia.
Se utilizé Mann-Whitney y Kruskall-Wallis para comparaciéon muestras independientes de dos y mas
grupos respectivamente. Para analizar la asociacidon entre dos variables continuas se utilizé el test de

correlacién de Spearman y para variables categdricas el test de asociacion de Chi cuadrado.

Cuando en algunas variables experimentales no se detectaron niveles significativos en una
proporcién importante de las muestras, se realizd analisis de variables dependientes categdricas
binarias; se utilizd la Prueba exacta de Fisher para tablas de contingencia 2x2 o la Prueba de Mantel-

Haenszel cuando se analizaban mas de dos muestras independientes.

Para los estudios con células, en los que se desarrollaron al menos tres réplicas de cada condicién
experimental en un mismo ensayo utilizando las lineas celulares HT-29- GFP o HT-29, se asumid

normalidad y se utilizé el test ANOVA y el test de Holm-Sidak para las diferencias entre grupos.

Anélisis con variables multiples

Para las variables inmunolégicas categoricas se realizd un andlisis descriptivo exploratorio por

componentes principales utilizando el paquete estadistico FactoMineR.
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Para analizar las potenciales asociaciones entre las variables inmunoldgicas (categéricas) con la
condicién de salud y el tiempo de lactancia de las donantes que integran los grupos de estudio, se

utilizaron modelos de regresion logistica binaria utilizando el software R.

El nivel de significancia estadistica para cada test se indica en los graficos o tablas utilizando el
siguiente codigo: * 0.01< p =<0.05, »* 0.001<p= 0.01, »** p=<0.001. Las tendencias se muestran en

los graficos con lineas punteadas y representan valores de p entre 0.05y 1.
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4. Resultados

4.1 Caracteristicas del grupo de estudio

Un total de 37 MC donaron leche para el estudio. Varias de las madres donaron leche en distintos
tiempos posparto, por lo cual se dispone de mas de 37. De todas formas, solo una muestra de cada
madre fue utilizada para los ensayos en esta investigacion, el criterio para seleccionar la muestra de
estudio fue equiparar el niUmero de muestras entre subgrupos de estudio. Dos muestras se debieron
retirar del estudio al tratarse de calostro, ya que fue imposible generar un grupo de este periodo de
lactancia que presenta propiedades muy particulares. Por otro lado, se excluyeron 2 muestras
correspondientes a madres diagnosticadas con sensibilidad al gluten, pero no con enfermedad

celiaca. Finalmente, se utilizaron para este estudio un total de 33 muestras de MC y 41 de MS.

En el caso de las MC se mantuvo una breve entrevista para corroborar los requisitos solicitados para
formar parte del estudio. Los datos obtenidos con respecto a la edad, factores relacionados con la
enfermedad celiaca y aspectos relacionados con la gestacion se encuentran en la tabla 7. Todas las
madres realizaban una dieta libre de gluten por lo menos hace 2 afios, coincidiendo el comienzo la
misma con el momento del diagndstico. De todas las MC, un 10% reconoce haber trasgredido la
dieta durante el periodo de embarazo o lactancia. Ademas del gluten, solo 5 madres tenian

restricciones en su dieta siendo los Unicos alimentos la leche de vaca y la glucosa.

Con respecto al diagndstico, un gran porcentaje de las madres no recordaba la serologia al
momento del mismo. En cuanto a las MC con serologia positiva (44,4%), todas presentaron los 3
tipos de anticuerpos utilizados para el diagndstico: IgA anti transglutaminasa, IgA anti péptidos
deamidados de gliadina e IgA anti endomisio. Es importante aclarar que ninguna de las madres en
el estudio tenia insuficiencia de IgA. Ninguno de los nifios nacidos fue prematuro, considerando esta

condicién como nifios nacidos previo a la semana 37 de gestacion.
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Tabla 7. Datos generales del grupo de estudio de MC y MS. Se muestra la edad
en formato mediana y rango. El resto de las caracteristicas se expresan en
porcentaje con respecto al total de madres.

n= 33 n=41
Edad (afios)
Mediana + rango 32 (18-40) 31 (18-41)
Edad gestacional (%)

Nacimiento a término 100 100

Nacimiento prematuro 0 0

Semanas de gestacion (%)

37 6 4
37 a 40 50 88
>40 44 8

Afios en DLG (%)

<2 0 _
>2 44 =
>6 56 =

Otras restricciones alimentarias (%)

Leche de vaca 6 8

Glucosa 11 0]

Anticuerpos positivos en diagnostico (%)

IgA anti transglutaminasa 44 -

Anti péptidos deamidados 44 =

Anti endomisio 44 _

No sabe 56 -
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4.2. Caracterizacidn de macronutrientes en leche materna

Inicialmente se decidié estudiar el aporte de macronutrientes en la leche de MS y de madres con EC.
Si bien en términos generales el estado nutricional de la madre no suele afectar en gran medida el
aporte de macronutrientes de la leche para preservar la nutricion del infante, las posibles diferencias
en la fisiologia de la GM en los grupos de estudio podrian reflejarse en el contenido de algun
componente mayoritario. Como punto de partida de la caracterizacion de la leche nos interesd
explorar el aporte energético y los componentes mayoritarios que contribuyen con el mismo:
proteina, lactosa, y grasa (figura 12). Estos pardmetros fueron valorados por un analizador
automatico (Lactoscan®), que requiere de un volumen de entre 4 y 5 m | por muestra. Debido a lo

anterior, se trabajé con las muestras cuyos volimenes permitieron el andlisis.

Contenido caldrico Grasas
70 - 15 1

65 1

60 1 f 104

<I >
T 551 S
v X
50 5
45
40 . . 0 . .
MS MC MS MC
Lactosa Sales
9 0.30 1
8.
E 0.25
td >
o S it
x X
0.20 4 J; J;
6.
5 T T 0.15 . .
MS MC MS MC

Figura 10. Medida de contenido caldrico, grasa, lactosa y sales en leche entera. Para cada componente se
muestran los valores de concentracion obtenidos para cada muestra individual. Se indican las medianas y rangos

intercuartiles para cada grupo (25 — 75 %).
(62]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



Proteinas en leche entera
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Figura 11. Proteinas totales en leche entera y proteinas de FA. En A. y A’ se observan los valores de concentracion
proteica obtenidos en leche entera en cada muestra individual del grupo de MC y MS. En B. y B' se observan los mismos
resultados separando a las muestras de acuerdo al periodo de lactancia en el que fueron obtenidas: antes de los seis
meses post parto (<6m) o posteriormente (>6m). En C. se muestra la concentracién proteica de cada muestra individual
con el dia de correspondiente a su extraccion y las lineas punteadas indican tendencias correspondientes a proteinas en
fase acuosa. Se indican las medianas y rangos intercuartiles para cada grupo (25 — 75 %). Las barras horizontales y

asteriscos indican diferencias.
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Los principales componentes que aportan calorias a la leche (grasas y lactosa) no mostraron
diferencias significativas en el aporte energético. En cuanto a las sales, el interés se centrd
principalmente en su posible relacién con el estado de la glandula mamaria, ya que los estados

inflamatorios pueden causar desbalances en iones mayoritarios como sodio, cloruro y potasio.

De todas formas, en ninguna de las determinaciones anteriores se encontraron diferencias
significativas en cuanto a los valores medidos (lactosa, contenido graso ni sales) tanto en los grupos

totales (figura 12.) como los subgrupos de acuerdo al tiempo de lactancia (datos no mostrados).

La concentraciéon total proteica fue valorada tanto por (Lactoscan®) como por la técnica Bradford.
La valoracién por Lactoscan® requiere de una muestra de leche entera, es decir, tanto la fase
acuosa como la fase lipidica de la misma. Para realizar el método de Bradford, se utiliza solamente la
fase acuosa (FA) debido a interferencias que se presentan con los lipidos y otros componentes, por
lo que los resultados obtenidos en este método excluyen la concentracién proteica presente en la

fase grasa.

La concentracién proteica medida por Lactoscan® no presenta diferencias significativas en relacion

a la condicion de salud materna, ni en cuanto al tiempo posparto (figura 13).

Sin embargo, la valoracién de muestras realizadas por Bradford arroj6 resultados diferentes. La fase
acuosa de la leche muestra un contenido mayor en la muestra de MC, acentuandose esta diferencia

en el periodo mayor a 6 meses posparto (figura 13).

A su vez, como la composiciéon de la leche es variable con el tiempo, a pesar de no disponer de un
seguimiento individual resultdé de interés visualizar comparativamente la dindmica de la
concentracion de proteinas a lo largo del tiempo en ambos grupos (figura 13-C). Si bien se constatd
una tendencia a la disminucién durante el primer afio de lactancia en ambos grupos, la gran
variabilidad interindividual en la composicidén de la leche no permite establecer si las cinéticas son

diferentes.
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Considerando que el analizador automatico es de uso rutinario en el BLH, y que la mayor parte de
proteinas con valor bioactivo se encuentran en la fase acuosa, se analizé la correlacion entre ambos
métodos. Como se indica en la figura 14 se obtuvo correlacién positiva significativa utilizando el Test

de Spearman (r= 0,385 p=0,0043).
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Figura 12. Estudio de correlaciéon entre las proteinas en fase acuosa (mg/ml) y proteinas totales (% p/v) tomando en
cuenta la totalidad de las muestras de estudio.

4.3. Anélisis de componentes inmunolégicos

4.3.1 Anticuerpos totales

Inicialmente, se cuantificd la concentracion de anticuerpos totales de isotipos IgA, IgM e IgG en la
fase acuosa de la leche. En cuanto a la IgA (figura 15 Aa, Ba y Ca) se observd una concentracion

significativamente mayor en la leche de MS.

Esta diferencia se acentla en el periodo posterior a 6 meses posparto. En cuanto a las
concentraciones de IgM se reproduce el comportamiento observado para la IgA (figura 15 Aw, Bu y
Cw) en las muestras posteriores a los 6 meses con una diferencia significativa. En contraste a lo

observado con los anticuerpos secretorios, el analisis de IgG mostré un comportamiento diferente,
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ya que no se observaron diferencias significativas con respecto a la concentraciéon entre ambos

grupos independientemente del tiempo de extraccion (figura 15 Ag, Bs y Co).

4.3.2. Anticuerpos especificos

Anticuerpos especificos contra gliadina

Se analizé el nivel de los anticuerpos especificos contra gliadina, de los isotipos IgA, IgM e IgG tanto
en los grupos totales de MS y MC como en los subgrupos de acuerdo al tiempo posparto. Los
anticuerpos IgM de MC mostraron una tendencia al aumento con respecto a las MS; por otro lado,
los anticuerpos de isotipo IgG son significativamente menores en madres con EC. Este

comportamiento se destaca particularmente después de los 6 meses posparto (figura 16).

Al normalizar los anticuerpos especificos anti gliadina de cada muestra respecto a los anticuerpos
totales respectivos, se observd que los anticuerpos IgM presentan una contribucién
significativamente mayor en MC. El aumento significativo en el grupo posterior a los 6 meses, no
solo se evidencia en estos anticuerpos, sino también en los de isotipo IgA. Por otro lado, la
contribuciéon de los anticuerpos especificos IgG es menor en las MC, tanto en el grupo total, como

en el grupo posterior a los 6 meses (figura 17).
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Figura 13. Anticuerpos totales. En As, Au 'y Ac se observan las concentraciones de IgA, IgM e IgG respectivamente para las
muestras individuales del grupo de MC y MS. En B,, Buy Bc se observan los mismos resultados separando a las muestras de
acuerdo al periodo de lactancia en el que fueron obtenidas: antes de los seis meses post parto (<6m) o posteriormente
(>6m). En Cs Cu y Co. se muestra la concentracién de anticuerpo de cada muestra individual de acuerdo al dia
correspondiente a su extraccion y las lineas punteadas indican tendencias. Se indican las medianas y rangos intercuartiles
para cada grupo (25 — 75 %). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 14. Anticuerpos especificos contra gliadina. Se muestran los titulos de anticuerpos especificos para
gliadina de isotipos IgA, IgM, IgG para cada muestra individual del grupo de MCy MS, en los grupos totales
y en los subgrupos de acuerdo al tiempo de lactancia respetivamente. Se indican las medianas y rangos

intercuartiles para cada grupo (25 — 75 %). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos; las barras punteadas indican tendencias.
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Figura 15. Anticuerpos especificos contra gliadina normalizados contra anticuerpos totales. Se muestran los titulos de
anticuerpos especificos para gliadina de isotipos IgA, IgM, IgG normalizados, para cada muestra individual del grupo de
MC y MS, en los grupos totales y en los subgrupos de acuerdo al tiempo de lactancia respetivamente. Se indican las
medianas y rangos intercuartiles para cada grupo (25 — 75 %). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos; las barras punteadas indican tendencias.
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Anticuerpos anti toxoide tetanico

Se decidid evaluar la concentracion de anticuerpos en la leche con una especificidad diferente, que
no estuviera vinculada a la condicion patoldgica y a su vez que estuvieran expresados al menos en
la sangre las mujeres que integran el estudio. En este sentido, en base a la obligatoriedad de la
vacuna antitetanica y a su control durante el embarazo, consideramos el analisis de los anticuerpos

anti toxoide tetanico en leche (Acs anti-TT).

Se evalud la concentracién de estos anticuerpos de isotipos IgA, IgM e IgG. Con respecto a los
titulos de los anticuerpos anti-TT de isotipos IgA e IgM no se observaron diferencias significativas
entre los grupos de MS y MC, ya sea en los grupos totales o al tener en cuenta el periodo de
lactancia (figura 18). En cuanto a la IgG anti-TT se encontraron diferencias significativas siento los

titlulos en MC menores que en MS.

Al normalizar la fracciéon de Acs anti-TT respecto a la concentracidn total de anticuerpos para cada
isotipo, se observé que tanto para IgA como para IgM las MS presentaban niveles significativamente
superiores a las MC. Este comportamiento se mantiene al considerar los subgrupos de muestras
segun el tiempo de lactancia; se observé diferencia significativa entre MS y MC para la IgA anti-
TT/IgA considerando los subgrupos en ambos periodos de lactancia. En forma anéloga, los IgM
anti-TT/IgM resultaron ser significativamente menores en la MC en ambos periodos de lactancia. En
contraste a los anticuerpos secretorios, los anticuerpos IgG anti-TT mostraron titulos similares en la

leche de MS y MC, independientemente del periodo de lactancia (figura 19).
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Figura 16. Anticuerpos contra toxoide tetanico. Se muestran los titulos de anticuerpos especificos de isotipos IgA (A.),
IgM (B.) e IgG (C.) para cada muestra individual. Se indican las medianas y rangos intercuartiles para cada grupo (25 —
75 %). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 17. Anticuerpos contra toxoide tetanico totales normalizados contra concentracion total de anticuerpo. Se
observan las concentraciones de IgA, IgM e IgG para los grupos totales y en los subgrupos de acuerdo al tiempo de
lactancia. Se indican las medianas y rangos intercuartiles para cada grupo (25 — 75 %). Las barras horizontales y
asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos.
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4.3.3. Actividad lisozima

Para comparar un pardmetro indicativo de una de las propiedades microbicidas de la leche, se
analiz6 la actividad lisozima en las muestras de fase acuosa de las muestras de MC y MS. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos totales ni en relacion a los dos periodos de

tiempo evaluados (figura 20).
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Figura 18. Actividad de la lisozima en la fase acuosa de la leche. Se indican los valores de actividad en las muestras
individuales de cada grupo de muestras, expresado en unidades definidas para el test turbidimétrico utilizado. Se
indican las medianas y los rangos intercuartiles (25 — 75 %) para cada grupo o subgrupo en funcién del tiempo de
lactancia (anterior o posterior a los seis meses post parto).

4.3.4. Anticuerpos especificos de la Enfermedad celiaca

Anticuerpos especificos contra péptidos deamidados de gliadina

Los anticuerpos especificos contra péptidos de gliadina modificados por deamidacién por la enzima
transglutaminasa tisular (péptidos deamidados de gliadina) de isotipos IgA e IgG tienen valor
diagndstico dentro de los examenes seroldgicos especificos para la EC. Por tratarse de muestras de
leche en las que la IgA es el isotipo predominante, se analizd la presencia de estos anticuerpos en
las muestras de ambos grupos de estudio utilizando un kit de uso para diagndstico serolégico. No
hay datos de uso de este kit en leche por lo que no disponemos de valores de referencia en la
poblacién general. Se siguieron las instrucciones para el ensayo con suero o plasma, y considerando
un umbral de deteccién definido en base a la DO del blanco del ELISA, un 93% y un 94 % de las
muestras de FA de leche de MS y de MC respectivamente mostraron valores medibles de
anticuerpos especificos. Sin embargo, no se dispone de informacidén respecto a la relevancia
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biol6gica de estos valores de concentracion ya que no hay estudios de correlacion de
concentraciones de estos anticuerpos especificos en sangre y leche. En sangre, la poblacién general
sana presenta valores que oscilan en 5.5 U, siendo el valor de 20 U el umbral para definir una
posible enfermedad celiaca a confirmar. Teniendo en cuenta que la concentracién de IgA en leche
es mayor que en sangre, es posible que los niveles fueran superiores a 20U. En este sentido una
muestra de leche de MC y tres de MS muestran valores llamativamente altos, considerando una DLG

prolongada (figura 21).
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Figura 19. Anticuerpos IgA especificos para péptidos deamidados de gliadina. Se muestran los titulos de las
muestras individuales de los grupos de MC y MS. Los resultados se expresan en unidades (U) valoradas con el kit
Quanta Lite® Gliadin IgA Il ELISA. Se indican las medianas y rangos intercuartiles para cada grupo. La linea
horizontal representa el umbral de deteccion del ensayo.

Anticuerpos anti transglutaminasa tisular

La generacién de anticuerpos autoreactivos dependientes de gluten contra la transglutaminasa
tisular (tTG) es una caracteristica muy especifica de la EC que aporta al diagndstico y por otra parte
se le han atribuido efectos patogénicos a nivel local y sistémico. El nivel de estos anticuerpos se
normaliza con una DLG en la mayoria de los pacientes. En este contexto nos parecié interesante
analizar la presencia de anticuerpos especificos contra la tTG, y en particular de isotipo IgA que son

los mas especificos de la EC.
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Como no existe un método comercial estandarizado para cuantificar los anticuerpos anti-tTG en
leche, previamente se estudiaron las condiciones experimentales para tener en cuenta los posibles
efectos de la matriz mediante spiking. Para ello se utilizdé un suero positivo fuerte para anticuerpos
anti-tTG (219 U, siendo 20U el umbral para considerar una muestra positiva) previamente valorado
con un kit comercial (Quanta Lite® h-tTG IgA; INOVA Diagnostics) como fuente de anticuerpos
especificos a incorporar en una muestra de FA de leche de madre sana. Una vez constatada una
recuperacion de entre el 80 y 120 % de los valores de concentracion determinados por el ensayo
respecto a los valores tedricos, se valoraron las muestras utilizando una curva de calibracion con los
Acs-anti tTG valorados, diluidos en la FA de una leche de madre no celiaca. Se detectaron
anticuerpos en un total de 4 muestras de MS y 6 de MC. Las muestras que tenian mas de 20 U de

Acs anti-pdGLD (figura 21) presentaban niveles detectables de anticuerpos anti-tTG.

4.4 Determinacion de gliadina soluble y formando complejos inmunes

En base a la importancia que tiene la leche materna para realizar un muestreo de componentes de
su dieta en el intestino del nifio para generar mecanismos de tolerancia oral, analizamos en la leche
de MS y MC los niveles de gliadina y de complejos inmunes (CI). Si bien las MC reportaron estar
adheridas a una DLG no es posible descartar exposiciones involuntarias, que de acuerdo a la

sensibilidad de los métodos de deteccidn pudieran ser analizadas en este trabajo.

4.4.1. Deteccion de GLD soluble en leche

A nivel comercial hay disponibles kits en base a ensayos de ELISA para determinar gliadina/gluten
en alimentos; los formatos de los ELISA son de captura o competitivo, siendo estos Ultimos de un
uso mas restringido y usados principalmente para alimentos procesados en los cuales hay presencia

de péptidos de degradacion de la gliadina, que no seria detectables por un ELISA de captura.

Si bien se ha reportado la presencia de la molécula de gliadina nativa en la leche materna'”,

consideramos de interés utilizar un formato de ELISA competitivo que permita detectar también
péptidos de gliadina debido a los efectos bioldégicos que tienen algunos de ellos sobre el epitelio

intestinal; utilizamos un método desarrollado en el laboratorio que fue adaptado para su aplicacion
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en muestras de fase acuosa de la leche y se compard con el uso de un kit comercial, que no esta

validado por el fabricante para uso en leche humana.

En primer lugar, se generd una preparacion de péptidos de gliadina por digestion secuencial de
pepsina (pGLD) y una vez verificado su reconocimiento por un anticuerpo policlonal comercial anti-
GLD (Sigma Adrich) en un ELISA directo mediante la inmovilizacion del antigeno en fase sdlida (10
ug/ml) se procedid a analizar su uso en la fase soluble de un ELISA competitivo en el cual las placas
fueron sensibilizadas con GLD nativa. Para ello, el primer paso fue verificar la capacidad de los pGLD
de inhibir la unién del Ac anti-GLD a la GLD nativa inmovilizada en la fase soélida y determinar el

rango de diluciones de uso (figura 22).
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Figura 20. Curva de inhibicién utilizando la preparaciéon de pGLD producidos en el laboratorio, en el formato de
ELISA competitivo con GLD inmovilizada en fase soélida. Se indica el porcentaje de inhibicion de la lectura de
densidad Optica para cada concentracion de pGLD en relacién a la condicion sin agregado del analito en fase
soluble (DOO0)

Como punto de partida se disponia del disefio de un ELISA generado en el marco de un proyecto
de CSIC desarrollado por E. Villamil (Programa de Apoyo de Investigacion Estudiantil) para la
deteccion de péptidos de gliadina en alimentos sélidos. Dado que se constaté que el anticuerpo
comercial tenia reactividad cruzada contra proteinas de soja, se procedié a optimizar las condiciones
del ELISA competitivo teniendo en cuenta la posible presencia de otras proteinas dietarias en la
leche materna, conduciendo a resultados falsos positivos, por lo cual se procedid a una re-
estandarizacion del método para eliminar tal reactividad. Se considerd particularmente importante

ya que la soja suele ser un alimento muy frecuentemente utilizado en la poblacién con EC.
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La reactividad cruzada se bloqued incorporando en los ensayos extractos de proteinas de soja
obtenidas por el grupo del Dr. Luis Panizzolo (Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos,
Facultad de Quimica). Se utilizaron tres extractos de proteina de soja (PS) crudos y dos extractos
enriquecidos en las fracciones proteicas mas abundantes en la soja (7s y 11s). Para evaluar la
reactividad cruzada del anticuerpo anti-GLD a los extractos de soja en el modelo de ELISA
competitivo, se realizaron curvas de inhibicion utilizando solamente los PS en varias

concentraciones, asi como la incubacion simultanea con los pGLD (figura 23).
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Figura 21. Se muestran las curvas de inhibicion obtenidas con los distintos extractos de proteinas de soja, pGLD y la
incubacion en simultaneo de ambos.

Se verificod la inhibicién de la reactividad del Ac anti-GLD por los PS aunque con valores de 1C50
muy superiores que en el ELISA con los pGLD, lo cual es un reflejo de la menor sensibilidad,
indicando que la interferencia ocurrirfa con cantidades mucho mas altas de soja respecto a gliadina.
A su vez se observa que la incubacién de los PS con los pGLD mejoré la sensibilidad del ELISA al

disminuir el IC50 (de 2,068 a 0,011), y se incorporaron en todos los ensayos.

Al avaluar el efecto matriz mediante el spiking se pudo observar que los porcentajes de
recuperacion obtenidos fueron aceptables y que el método es adecuado, si bien en algunas
muestras se obtuvieron valores superiores que merecerian un ajuste mejor para poder plantear la

aplicabilidad general del método (tabla 8).

A los efectos de esta tesis se utilizd igualmente como un método exploratorio para evaluar la
posible presencia de gliadina en leche.

[76]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



Al verificar lo anterior, también se evalud el limite de deteccion (LOD: 0.011 ppm) y limite de
cuantificacion (LOQ: 0.116 ppm) resultando en términos generales superior al método comercial (5

ppm de gliadina), aunque como se desarrollara mas adelante no es estrictamente comparable.

En base a estos resultados en principio consideramos posible la aplicabilidad del método a la matriz
leche y procedimos a analizar las muestras de los grupos de MS y MC. Se detectd gliadina en la

totalidad de las muestras (tabla 9).

En paralelo realizamos el ensayo en un grupo de muestras de MS y MC utilizando el kit comercial.
Encontramos que las tres MC que presentaban niveles relativamente altos de Acs anti tTG y anti

pdGLD presentaban en leche niveles detectables de gliadina libre.

Tabla 8. Ensayo de spiking con pGLD en muestras de fase acuosa de leche.

Concentracion de pGLD (ppm)

Muestra de leche inicial final % recuperacion
1 1,9 44,89 143,3
2 1,02 36,21 117,3
3 2,58 38,5 119,7
4 0,96 22,84 72,9
5 0,63 45,59 149,9
6 1,68 37,33 1188

Tabla 9. Se indica el nUmero de muestras positivas sobre el total de muestras valoradas por cada
meétodo, asi como el rango de concentraciones y la mediana de las muestras que contenian valores
detectables para cada método. En el caso del método desarrollado en el laboratorio, se muestra a
su vez el nUmero de muestras positivas utilizando el cutoff del método comercial.

Método Ridascreen Método desarrollado en laboratorio
LoQ 5 ppm L0Q 0.116 ppm
14/33 (42%) 31/33 4/33 (12% = 5 ppm)
McC <5-15.3 ppm 0.116 — 7.4 ppm
6.2 ppm 5.8 ppm
6/24 (25%) 35/38 9/38 (23% = 5 ppm)
MS <5 - 9.8 ppm 0.116 — 15.76 ppm
6.8 ppm 8.6 ppm
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4.4.2 Complejos inmunes de gliadina

El analisis de inmunocomplejos IgA especificos y GLD tiene varios puntos de interés para esta
investigacion. Por un lado, la unién de los anticuerpos a la GLD puede enmascarar la GLD libre
presente en la leche. A su vez, los inmunocomplejos tienen una importancia funcional, que varia en
distintas situaciones. Se ha asociado a los mismos en la generacién de la tolerancia oral siendo

verificado particularmente a nivel de anticuerpos IgG con unidn a ovolactoalbumina.
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Figura 22. Concentracion de complejos inmunes IgA anti GLD — GLD. En A. se observa los grupos totales, en B. los
grupos separados por tiempo posparto y en C. la correlacion entre los complejos inmunes y la concentracion de
GLD en leche de MC. Se indican las medianas y rangos intercuartiles para cada grupo (25 — 75 %). Se indica el p y
r del test de Spearman para la correlacion mostrada.

Por otro lado, los inmunocomplejos se asocian con respuestas inflamatorias activando la via clésica
del complemento al unirse a Clg. Con respecto al analisis, no se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de los mismos entre MC y MS, ni en el grupo total ni en los
subgrupos de tiempo posparto. De todas formas, en cuanto a las MC se encontré una correlacidon
entre la concentracién de GLD en leche y los inmunocomplejos presentes, mientras esto no ocurrid

en las MS (figura 24).
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4.5 Componentes reguladores de la respuesta inmune y de la funcidn barrera epitelial

Se analizaron componentes inmunolégicos en la FA de la leche con propiedades proinflamatorias,
antiinflamatorias, quimiotacticas para leucocitos y con efectos directos sobre la funcién barrera del
epitelio intestinal; algunos de los componentes tienen méas de una de estas propiedades, tal es el
caso del TGF-B, TFF3, y a los efectos de la discusion y ordenar la presentacién de los resultados se

los clasificd en base a su funcidn principal.

Todos los factores inmunolégicos analizados se detectaron al menos en alguna de las muestras de
cada grupo de estudio; las frecuencias de deteccion fueron muy variables de acuerdo al
componente, oscilando entre el 8% para TNF-a hasta el 100% para los componentes mayoritarios

sCD14 y TGF-B.

En base a estas variaciones se realizé en primera instancia un analisis de frecuencia de deteccién
mediante la prueba exacta de Fisher y Test de Mantel Hanzsel, como se muestra en la figura 25 y
tabla 10, la FA de las muestras de MC presentaron valores detectables de las citoquinas IL-6, TNF-a
y la quimioquina para monocitos/macrdfagos MCP-1 en una proporciéon significativamente mayor
de las muestras de MS. Ademas, se encontré una frecuencia de deteccién menor de sTLR2 y TFF3 en

las muestras de MC respecto al grupo control de MS.

Por otra parte, en el grupo de MS se correlacionaron en forma negativa la deteccion de IL-8, TNF-a
con sTLR2 (p=0.0065 y p=0.026 respectivamente), mientras que esta correlacidon no se observo para

las muestras del grupo de MC.
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Tabla 8. Componentes reguladores de la respuesta inmune y de la funcién barrera epitelial. Se indican para cada
grupo de muestras de MS y MC la frecuencia de deteccién para cada componente en base al limite de deteccion
del método (LOD) asi como los valores de concentracion en las muestras que presentaron niveles detectables
(mediana y rango intercuartil).

El analisis estadistico para los valores categoricos se realizd con la prueba exacta de Fischer y se indican con
codigo de asteriscos las diferencias significativas entre frecuencias. Al considerar como segunda variable los dias
post parto, se aplicod el test de Mantel-Haenzsel, y se indican las diferencias significativas o tendencias entre
paréntesis.

Se muestran las concentraciones para cada componente como medianas y rango intercuartil de las muestras
positivas. # indican tendencias.

Frecuencia de deteccion (%) Concentracién en muestras positivas
MS MC MS MC
CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS INFLAMATORIAS

LOD (pg/ml) mediana (rango intercuartil)

IL-12 62,5 76 75 0,47pg/ml 0,77 pg/ml
0,34-0,77 0,378- 2,07

IL-6 9,38 37 69 *¥ (*%) 22,27 pg/ml 36,25 pg/ml
15,77-600 17,11-91,25

TNF-O 15,6 8 27 *(#) 41,06 pg/ml 31,18 pg/ml
16,69-109,2 16,62-101,0

IL-8 31,2 21 19 46,93 pg/ml 92,42 pg/ml
43,86- 84,79 39,66-114,8

MCP-1 10,3 13 34 * (#) 24,33 pg/ml 37 pg/ml

13,17- 58,83 30-78,33

MIP-3¢ 15,6 11 9 55,00 pg/ml  158,6 pg/ml

CITOQUINAS ANTIINFLAMATORIAS

39,64-829,9 57,14-602,9

IL-10 31,2 76 75 0,120ng/ml 0,17 ng/ml
0,046-4,09  0,10-2,00

TGF-B 31 61 59 48,61ng/ml 40,25ng/ml

RECEPTORES SOLUBLES

20,29-88,56  19,98-165,9

STLR2 125 68 1 * (%) 0,9743ng/ml 1,534 ng/ml
0,68-23,28  0,89-14,17

sCD14 62,5 100 100 2,41Mg/ml 2,87 Ug/ml

FACTORES QUE ACTUAN SOBRE EL EPITELIO INTESTINAL

1,38-3,55 1,31-4,00
EGF 2,5 100 100 4,97 ng/ml 5,60 ng/ml
3,60-7,27 4,12-10,39
TFF3 7,8 42 22 # 46 pg/ml 104 pg/ml

25,50-143,5  16,00-194,0
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Figura 23. Se muestran las frecuencias de deteccién década componente estudiado en la FA de la leche de MS
(MS) y MC (MC). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre grupos (Prueba exacta
de Fisher). La linea punteada indica tendencia. Se muestran gréficas correspondientes a componentes con perfil
inflamatorio (arriba) y antiinflamatorios (abajo).

También se realizé un anélisis mediante modelos de regresion simple y multiple. Los resultados del
modelo de regresién simple en el cual se considera cada componente en forma independiente de
los demas, teniendo en cuenta la condicién materna respecto a la EC asi como el tiempo post parto
se muestran en la tabla 11 y se esquematizan en la figura 26. Los resultados confirman los

anteriormente descritos.

Cuando todas las variables se tuvieron en cuenta en forma simultanea mediante la aplicaciéon de un
modelo multiple, los resultados siguen la misma tendencia, con excepcion del TFF3 que pierde

consistencia estadistica (tabla 11B).
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Tabla 9. Resultados del modelo de Regresion logistica binaria simple (A) y multiple (B).

Modelo de regresiéon simple

A Estimate Std.Error  Z value Pr(> |z]) OR 2,50% 97,50%
IL-12 0,05659 0,57076 0,099 0,921 1,0582186 0,3457386 3,238941
IL-8 -0,06576 0,61549 -0,107 0,915 09363546 0,2802417 3,128584
IL-6 1,2693 0,5144 2,467 0,0136 3,558245 1,2982783 9,752229
TNF-Q 1,5012 0,7439 2,018 0,0436 4,4870153 1,044191 19,281257
MCP-1 1,4385 0,6428 2,238 0,0252 4,2141839 1,1955249 14,854853
MIP30 0,07021 0,83072 0,085 0,933 1,0727319 0,2105605 5,465193
IL-10 -0,02342 0,56837 -0,041 0,967 09768531 0,320652 2,975943
TGF-B 0,12414 0,51033 0,243 0,808 1,1321714 0,4164102 3,078244
sTLR2 -1,0792 0,5083 -2,123 0,0337 0,3398743 0,1255129 0,9203401
TFF3 -1,1117 0,5606 -1,983 0,0474 0,3290109 0,10966 0,9871254

Modelo de regresion multiple

. Estimate Std. Error Z value Pr(> |z]) OR 2,50% 97,50%
dpp -0,6027 0,7554 -0,798 0,425 0,5473551 0,12452992 2,4058285
IL-12 0,3464 0,7752 0,447 0,655 1,4139092 0,30946512 6,4599824
IL-8 -0,9011 0,852 -1,058 0,2902 0,4061136 0,07646364 2,1569501
IL-6 1,7871 0,7555 2,366 0,018 59723859 1,35854275 26,2556281
TNF-o 2,1937 1,0993 1,996 0,046 89683831 1,03998212 77,33969
MCP-1 2,1652 0,9601 2,255 0,0241 8,715997 1,32760048 57,2224888
MIP30 0,3366 1,1505 0,293 0,7699 1,400131 0,14684764 13,349665
IL-10 -0,3348 0,8441 -0,397 0,6916 0,7154942 0,13681642 3,7417437
TGF-B -1,5575 0,8093 -1,925 0,0543 0,2106604 0,04312227 1,0291157
sTLR2 -2,0509 0,7974 -2,572 0,0101 0,1286214 0,02695204 0,6138108
TFF3 -1,5336 0,8062 -1,902 0,0572 0,2157654 0,04443327 1,0477445
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Figura 24. El diagrama representa esquematicamente los resultados obtenidos en el modelo lineal simple. Los
puntos azules indican correlacién positiva entre la condiciéon celiaca y la presencia del marcador y los puntos rojos
una correlacién negativa.

En términos generales se observd una mayor contribucién de citoquinas proinflamatorias y la
guimioquina de monocitos/macréfagos en el grupo de MC. En particular, las principales diferencias
se observaron con la IL-6, cuya frecuencia fue significativamente superior en el panel de muestras
de MC que el de MS y esta diferencia es sostenida en ambos subgrupos de acuerdo al tiempo de
lactancia. En segundo término, las frecuencias de deteccion de TNF-a y MCP-1 también fueron
significativamente superiores en el grupo de muestras de MC. Si bien no se encontré consistencia
estadistica, en ambos casos se observd una tendencia a mayor frecuencia de deteccidn en los

primeros seis meses de lactancia.

En las figuras 28, 29, 30 Y 31 se muestran para cada componente las concentraciones detectadas en
las muestras individuales, indicando en cada caso el limite de deteccién y las muestras negativas
para la sensibilidad de cada ensayo. No se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones cuando se tomaron en cuenta solo las muestras positivas. En base a la limitante de
disponer de muy pocas muestras positivas para varios de los componentes, también se realizé el
andlisis estadistico con la aproximacion (sobreestimacién) de asignar el valor del LOD
correspondiente a cada ensayo para las muestras negativas. Con esta aproximaciéon obtuvo
significancia estadistica una mayor concentracién de IL-6 en las muestras de MC respecto a las MS
(p=0.007); en particular en el grupo de MC en lactancia anterior a los seis meses (p=0.025) En
relacion al TNF-a se observd una mayor concentracion en el grupo de MC en etapa més tardia de
lactancia (p=0.0487).
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Se compard la presencia de receptores solubles que actian modulando la activacién frente a
componentes bacterianos, sCD14 que une LPS fundamentalmente, asi como sTLR2 cuyos ligandos
corresponden a varias estructuras de paredes bacterianas y levaduras, como acido lipoteicoico y
betaglicanos. La frecuencia de muestras positivas para sTLR2 fue menor en el grupo de MC es
acompafiado con una tendencia a menores concentraciones (p=0.09), mientras que el aporte de
sCD14, un componente que se encuentra en concentraciones muy superiores es similar entre los

grupos de estudio.

Para evaluar el potencial tolerogénico de la leche se cuantificaron algunas citoquinas
antiinflamatorias esenciales en el proceso de la generacidon de la tolerancia oral. No se observaron
diferencias significativas con excepcién de la IL-10 en el grupo de muestras correspondientes a
lactancia mas tardia; sorprendentemente las muestras del grupo de MC presentaban niveles

superiores al grupo de MS.

Finalmente, se aplicd estadistica descriptiva mediante el analisis de componentes principales que
transforma nuestro conjunto de 11 variables correlacionadas en un conjunto reducido de nuevas
variables o componentes principales (CP1 y CP2) que explican la mayor parte de la variacién de los
datos experimentales. En nuestro caso, consistentemente con los tests estadisticos el sTLR2 se
presenta como una variable que aporta gran parte de la variabilidad entre grupos, tal como lo

indican los coeficientes y el diagrama de vectores (figura 27).
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Figura 26. Gréaficos de concentracion de componentes inmunoreguladores en MS y MC. A la izquierda se
muestran los grupos totales y a la derecha los subgrupos divididos segln el tiempo posparto.
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Figura 27. Gréaficos de concentracidon de componentes inmunoreguladores en MS 'y MC. A la
izquierda se muestran los grupos totales y a la derecha los subgrupos divididos segin el

tiempo posparto.
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totales de MC y MS y las mismas muestras separadas en subgrupos de acuerdo al tiempo posparto. Las barras
horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 28. Concentraciones de EGF y TFF3 correspondiente a los grupos totales de MC y MS y las mismas

muestras separadas en subgrupos de acuerdo al tiempo posparto. Las barras horizontales y asteriscos
indican diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 29. Concentraciones de sTLR2 y sCD14 correspondiente a los grupos totales de MC y MS y las mismas
muestras separadas en subgrupos de acuerdo al tiempo posparto. Las barras punteadas indican tendencias.

(89]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



4.6 Estudios con modelos celulares in vitro para evaluar efectos biolégicos de la

FA de la leche

4.6.1. Ensayos con la linea celular HT-29-GFP: efectos sobre la via NF-xB

Estandarizacion de las condiciones experimentales

Estimulos inflamatorios

Para poder realizar los ensayos in vitro planteados, se llevd a cabo una puesta a punto de las
concentraciones 6ptimas de los estimulos inflamatorios, teniendo en cuenta la respuesta a medir en
las células asi como la viabilidad celular. El TNF-a es el estimulo que produce un efecto mas potente
en esta clona™’ y es una citoquina muy producida en el intestino durante la EC con una lesién activa,

por lo cual fue seleccionada para su uso en este trabajo.

La incubacion con TNF-a produjo una activacion de la via NF-xB significativa tanto a una
concentracion de 10 ng/ml como de 1 ng/ml con niveles aceptables de viabilidad celular (menos de
5% de muerte celular en todos los ensayos). Por lo tanto, se definié continuar el trabajo con la
concentracion de 1 ng/ml. El IFN-y es una citoquina muy agresiva para el epitelio intestinal; a pesar
de que no participa en la activacion de la via NF-kB se incorpord como control adicional y se utilizé
esta linea celular para evaluar su efecto sobre la viabilidad celular. Como se observa en la figura 32.

IFN-y causa mas muerte celular que el TNF-a a las mismas concentraciones.

Estimulo con péptidos de gliadina (pGLD)

En base a reportes de la bibliografia sobre los efectos proinflamatorios de la gliadina se ensayd la
incubacion de las células epiteliales con pGLD, producidos en el laboratorio por digestion
enzimética, utilizando concentraciones desde 25 ug/ml hasta un méaximo de 200 ug/ml. Estas
concentraciones no indujeron la activacion de la via NF-kB, asi como tampoco se observd que
provocaran un aumento significativo de la muerte celular. En base a estos resultados, para las etapas
siguientes se decidid utilizar péptidos sintéticos de gliadina (psGLD), en la concentracion de 200
ug/ml, siendo cercano a la concentracién alcanzada en el intestino segun la bibliografia'™ (figura

33).
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Figura 32. Puesta a punto de las concentraciones del estimulo inflamatorio TNF-a para medir la activacién de la
via NF-xB. Para cada condicién se indican medias y las barras de error son los desvios estandar de
determinaciones por triplicado. Los datos se encuentran expresados como cociente respecto a la condiciéon sin

estimulo (S/E). A la izquierda se muestra la activaciéon de la via NF-xB y a la derecha se muestran la proporcién de
células muertas (IP+).

S/E: células sin estimular en medio de cultivo.

Activacion NF-«kB
Células IP+

25 50 100 200 S/E TNF-a 25 50 100 200 S/E IFN-y

pGLD pg/ml pGLD pg/ml

Figura 33. Efectos de los péptidos de gliadina (pGLD) sobre la activacién del factor de transcripcion NF-xB.
Incubacion de HT-29-GFP con distintas concentraciones de péptidos de gliadina. A la izquierda se observa la
activacion de la via, y a la derecha el porcentaje de células muertas (% IP). Para cada condicion se indican medias y
las barras de error son los desvios estandar de determinaciones por triplicado. Los datos se encuentran
expresados como cociente respecto a la condicion sin estimulo (S/E).

pGLD (péptidos de gliadina); S/E (sin estimular, células incubadas con medio de cultivo.

Concentraciones utilizadas: TNF-o: 1 ng/ml
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Efectos directos de la FA de la leche sobre la via NF-xB

Se realizaron ensayos previos con muestras de leche madura de MS que no pertenecian al grupo de
estudio para definir las condiciones de trabajo. Se evalu6 si la incubaciéon de las células con la FA de
la leche producia efectos sobre la activacion o la viabilidad celular. A una concentracién de 5% de FA,
las células fueron activadas de forma significativa con respecto a la condicién basal sin modificar la
viabilidad. De este modo, se decide continuar trabajando con una concentracién de 1% de leche
para comparar los efectos moduladores de la inflamacion de las muestras de estudio de este

trabajo.

Una vez seleccionada la concentracion de FA de leche a utilizar, se procedié a evaluar el efecto de
las muestras de leche correspondiente a los dos grupos de estudio. Se utilizaron pooles de muestras
de los grupos de MS y MC, y a su vez se realizd con pooles de las muestras de los subgrupos

correspondientes a los dos periodos de tiempo posparto.

En cuanto a los efectos de la FA de la leche en la activacion de la via NF-xf, no se observan
mayores diferencias respecto a las células sin estimular ni entre los grupos de estudio, con una

activacion significativa con respecto al TNF-a (figura 34).
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Figura 30. Activacion de la via NF-xB al incubar con fase acuosa de un pool de leche control (Pool C) a 1y 5% S/L
(control sin estimulo). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos. Se indican
medias y las barras de error corresponden al desvio estandar de determinaciones por triplicado. Los datos se
encuentran expresados como cociente respecto a la condicién sin estimulo.

Concentraciones utilizadas: IFN-y: 1 ng/ml; TNF-a: 1 ng/ml
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La incubacion de las células con un pool de leches de MS, al igual que con un pool de leches de MC
mostré una disminucion de la muerte celular. Al comparar el pool de MS con el pool de MC se
observé gque este Ultimo mostraba una tendencia al aumento de la muerte celular. Por otro lado, al
dividir los subgrupos de pooles de acuerdo al tiempo posparto, se observd una disminucion
significativa de la muerte celular en el pool de MS con respecto a un pool de MC en leches menores
a 6 meses de lactancia. De todas formas, la leche de MC en este subgrupo no aumentd la muerte
celular con respecto al control sin leche. En todos los casos, se observo diferencias significativas con

IFN-y utilizado como control de aumento positivo de muerte celular (figura 35).

(93]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



5-
4-
% |
L
Z 3_
c
Ne)
‘S
I
2 2
-
)
<
1- I
O-
S/L Pool <6 mpp >6 mpp Pool <6 mpp >6 mpp
MS MC TNF-a
4' *%
T 1
i : !
3' I 1 —_
+ I *% I
Fk
e 5 —
X
[=)
‘|- I
0-
S/L Pool <6 mpp >6 mpp Pool <6 mpp >6 mpp IFN-y
MS MC

Figura 31. Efecto de la fase acuosa de la leche sobre la activacion de NF-xB y la viabilidad celular.

Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos. Para cada condicién se
indican medias y las barras de error son los desvios estandar de determinaciones por triplicado. Las barras
horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos. Los datos se encuentran expresados
como cociente respecto a la condicion sin estimulo (S/E).

S/L indica las condiciones basales de células incubadas solo con medio de cultivo. MS (pool de leche de MS); MC
(pool de leche de MC); <6 (menor a 6 meses posparto); >6 (mayor a 6 meses posparto).

Concentraciones utilizadas: IFN-y: 1 ng/ml; TNF-o: 1 ng/ml; FA de leche 1%.
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Figura 32. Efectos de la preincubacion de las células HT-29-GFP con muestras de FA de leche 6 hs previas a la
adicion del estimulo inflamatorio (TNF-a 1 ng/ml) en la activacion de la via NF-xB. Para cada condicién se indican
medias y las barras de error son los desvios estdndar de determinaciones por triplicado. Los datos se encuentran
expresados como cociente respecto a la condicién sin estimulo. Las barras horizontales y asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos. S/L indica las condiciones basales de células incubadas con TNF-a. MS
(pool de leche de MS); MC (pool de leche de MC); <6 (menor a 6 meses posparto); >6 (mayor a 6 meses posparto).
Concentraciones utilizadas: TNF-a: 1 ng/ml; FA de leche 1%.

4.6.2. Estudio de efectos moduladores de la FA de la leche sobre los efectos

inducidos por TNF-a

La preincubaciéon de las células con la FA de la leche (1%) previamente al estimulo inflamatorio de
TNF-a (1 ng/ml) mostré un efecto modulador en el caso de la leche de MS, en particular en el pool
de muestras correspondientes a tiempos inferiores a 6 meses posparto, al compararlo con las células
sin la preincubacién con leche (figura 36). En cuanto a la viabilidad celular, si bien siempre se
observaron valores inferiores al 5% de muerte celular frente al estimulo inflamatorio, se observé un
efecto ‘protector’ al realizar la preincubacién de las células con fase acuosa de la leche.
Independientemente del grupo de estudio, tanto la fase acuosa de los pooles de la leche de MS
como de MC modulé la muerte celular causada por el efecto de la estimulacion con TNF-a, sin

diferencias significativas entre los grupos (figura 37).
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A su vez los efectos fueron independientes del tiempo de lactancia para cada subgrupo

correspondiente a las MS y MC, y no se observaron diferencias significativas entre los efectos de la

leche derivada de los distintos grupos o subgrupos de estudio (figura 37).
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Figura 33. Efectos de la preincubacién de las células HT-29-GFP con muestras de FA de leche 1% 6 hs previo a la
adicion del estimulo inflamatorio (TNF-a 1 ng/ml) en la viabilidad celular. En A. se observa el efecto de la
preincubaciéon con leche de MS, en B. la preincubacién con leche de MC y en C. la comparacién entre subgrupos
temporales. Los datos se encuentran expresados como cociente respecto a la condiciéon sin estimulo. Para cada
condicién se indican medias y las barras de error son los desvios estdndar de determinaciones por triplicado. Las
barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos. S/L indica las condiciones basales de
células incubadas solo con TNF-a.
MS (pool de leche de MS); MC (pool de leche de MC); <6 (menor a 6 meses posparto), >6 (mayor a 6 meses

posparto).

Concentraciones utilizadas: TNF-a:: 1 ng/ml; FA de leche 1%.
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4.6.3 Efectos de la leche sobre la estimulacion con péptidos de gliadina.

Se analizd en primera instancia la capacidad de los péptidos sintéticos de gliadina, a la
concentracion de 200 ug/ml, de activar la via. Al igual que con la preparacion de péptidos

generados en el laboratorio (pGLD) no se observé efecto significativo.

Sin embargo, al evaluar los efectos de la incubacion de los distintos péptidos sintéticos de GLD
(psGLD) posteriormente a una preincubacion de 6 hs con pooles de leche, se pudo observar que la
preincubacién con el pool de MC y el P9 como estimulo la activacion mostré una tendencia al
aumento de la activacion de la via, mientras que tanto P2 como P31-43 no mostraron efectos

significativos con respecto a la activacion de la via NF-«kB (figura 38).

Hay varios factores a mencionar con respecto a la muerte celular. Células incubadas previamente
con leche de MC muestran una tendencia a una mayor muerte celular que células preincubadas con
leche de MS. Tomando como referencia células que fueron preincubadas con leche, pero sin la
presencia de los péptidos como estimulo, se puede observar que la adicion de P2 o P9 disminuyd
significativamente la muerte celular cuando la leche utilizada fue de MS. Por otro lado, el factor
preincubacién con leche de MS disminuyd significativamente la muerte de células estimuladas
Unicamente con P9. Por Ultimo, la presencia del péptido P31-43 en células preincubadas con leche

de MC mostré una tendencia a aumentar la muerte celular.
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Figura 34. Efectos de los psGLD (P2, P9 y P31-43) en las células HT-29-GFP con muestras de FA de leche 1%, 6 hs
previo a la adicién de los mismos en la viabilidad celular (izquierda) y la muerte celular (derecha). Los datos se
encuentran expresados como cociente respecto a la condicién sin estimulo. Para cada condicién se indican medias
y las barras de error son los desvios estandar de determinaciones por triplicado. Las barras horizontales y
asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos.
MS (pool de leche de MS); MC (pool de leche de MC).
Concentraciones utilizadas: P2, P9y P31-43: 200 ng/ml; FA de leche 1%.
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4.6.4. Efectos de la leche sobre la coestimulacion con péptidos de gliadina y citoquinas

inflamatorias

Al agregar TNF-a a la condicién anterior se observd que independientemente del péptido
incorporado, la preincubacion con FA de leche de MC increment¢ significativamente la activacion de
la via NF-xf en comparaciéon tanto a células preincubadas con leche de MS, como a células que no
recibieron una preincubacién (figura 39). En cuanto a la muerte celular, no se observaron mayores

diferencias considerando los distintos estimulos (no se muestra en las graficas).

Si bien el IFN-y no induce la activacion de la via NF-xB, por los efectos que tiene sobre las células
epiteliales se quiso explorar si se presentaba algun efecto potenciador sobre la acciéon de los
péptidos. No se observaron diferencias significativas, aunque existe una tendencia a una
disminucién de la muerte celular comparando la incubacién sin leche de P31-43 con el mismo
péptido preincubado con leche de MS (figura 40). La activacion de la via NF-xf no mostrd
diferencias significativas al analizar la muerte celular considerando los subgrupos temporales, se
observé una diferencia significativa al incubar P31-43 e IFN-y simultdneamente entre leches de MC

y MS, en particular en el grupo menor a 6 meses, mostrando las MC una mayor muerte celular.
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Figura 35. Las células HT-29-GFP preincubadas con FA de leche de MS y de MC fueron estimuladas con los
péptidos sintéticos de gliadina (P2, P9 o P31-43, 200 ug/ml) en simultdneo con 1 ng de TNF-a (A) o 1 ng/ml de
IFN-y (B). Los datos se encuentran expresados como cociente respecto a la condicién sin estimulo. Las barras
indican las medias y desviacion estandar de determinaciones por triplicado. Las lineas horizontales y asteriscos
indican diferencias significativas entre los grupos.

S/L (sin leche); MS (pool de leche de MS); MC (pool de leche de MC).

Concentraciones utilizadas: TNF-ou: 1 ng/ml; FA de leche 1%.
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Figura 36. Estimulacion de células HT-29-GFP con leche de MS y de MC y psGLD (P2, P9 y P31-43) e IFN-y
simultdneamente. A la izquierda se observa la activacion de la via NF-xB y a la derecha la muerte celular. Para
cada condicién se indican medias y las barras de error son los desvios estdndar de determinaciones por
triplicado. Los datos se encuentran expresados como cociente respecto a la condicién sin estimulo (S/E). Las
barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos. MS (pool de leche de MS); MC
(pool de leche de MC). Concentraciones utilizadas: IFN-y: 1 ng/ml; FA de leche 1%.
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4.7. Ensayos con la linea celular HT-29

4.7.1. Efectos de la FA de la leche sobre la expresion de HLA-DR

En este ensayo, se realizaron las preincubaciones con leches de ambos grupos tal como en los
ensayos anteriores, adicionando un estimulo inflamatorio IFN-y y/o una solucién de un pool de
pGLD, al representar condiciones que podrian afectar el epitelio intestinal de un individuo celiaco
incrementando la expresion de moléculas de MHC-II y por lo tanto la potencialidad de activar

linfocitos Th memoria que contribuyan con la cascada patogénica.

Respecto al IFN-vy, se utilizaron condiciones previamente optimizadas para inducir la expresion
méaxima de HLA-DR con minima pérdida de viabilidad celular. Respecto a los péptidos, se utilizd un
pool de concentracion total de 200 ug/ml, conteniendo cantidades iguales de cada pG (P2, P9 y

P31-43).

Como era de esperar la méxima induccién de HLA-DR se observd con el IFN-y, que increment6 en
un factor de 5 la expresion de la molécula de superficie, mientras que los péptidos tuvieron un
efecto moderado sobre la induccidn de la expresion de HLA-DR, sin observarse sinergismos con

ambos estimulos en simultaneo.

Interesantemente, la preincubacién con fase acuosa de leche de MC en contraste con la leche de
MS, potencio significativamente la expresion de HLA-DR; ademas, este efecto fue observado con el
pool de leche de los subgrupos correspondientes a los dos periodos de lactancia. En contraste, la
preincubaciéon con la leche de MS no mostrd efectos significativos sobre la expresion de HLA-DR,
aunque con la leche del grupo de mujeres sanas en lactancia mas tardia (>6m) se observé una

tendencia (figura 41).

Al incubar Unicamente con el pool de péptidos de gliadina, se observé una tendencia a aumentar la
expresion de HLA-DR en células preincubadas con leche de MC previas a los 6 meses posparto con

respecto a la preincubacién con leche de MS.

Al estimular con IFN-y y péptidos de gliadina simultaneamente, se reprodujo el efecto observado

con el IFN-y.
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Figura 37. Efectos de la leche sobre la expresidon de la molécula HLA-DR en las células HT-29. Se muestran los
cambios en la expresion de HLA-DR respecto a la condicién basal cuando las células fueron estimuladas con IFN-y
1 (A.), pool de péptidos sinténticos de gliadina (ppsGLD) (B.) o la combinacién de ambos estimulos (C.), con o sin
preincubacion con el pool de la fase acuosa de la leche de MS o MC, correspondientes a las dos etapas de lactancia
estudiadas (<6 o >6 meses posparto). Los datos se encuentran expresados como cociente respecto a la condicién
sin estimulo (S/E). Las barras horizontales y asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos. IFN-y: 1
ng/ml
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5. Discusion

5.1. Aspectos generales sobre el grupo de estudio

Las caracteristicas socio demogréficas, el estado de salud, aspectos antropométricos y fisioldgicos
maternos estan incluidos entre los multiples factores que pueden incidir sobre los pardmetros
bioguimicos e inmunoldgicos de la leche. En este sentido, para integrar el grupo de estudio de este
trabajo se consideraron exclusivamente MS o que padecieran EC como Unica condicion patoldgica;
la mayoria de las MS eran donantes al Banco de Leche humana, y considerando en todos los casos
los criterios de inclusion del mismo, que descarta condiciones infecciosas y otras patologias no
transmisibles que pudieran impactar en la composicion de la leche. Adicionalmente el grupo de
estudio solo incluye residentes en zona urbana de Montevideo, como forma de acotar variabilidad
en cuanto a las condiciones ambientales, ya que esta reportado que la exposicion a diferentes

patégenos condiciona la composicién e influyen en varios componentes bioactivos de la leche "

Por otra parte, factores operacionales en relacion a la extraccidon y conservacion de las muestras
contribuyen a la variabilidad. Se entregd un instructivo a las donantes explicando de qué forma se

debia realizar la extraccion para minimizar la variabilidad.

5.2. Composicion

5.2.1. Macronutrientes

En general, la composicidon de macronutrientes de la leche es independiente del estado nutricional
materno con excepcidn de algunos componentes no proteicos como vitaminas liposolubles y

. 131,132
algunos minerales

. En particular, el aporte de proteinas de la leche no estd generalmente
condicionado por el estado nutricional materno como forma de preservar la nutriciéon del lactante.
Es posible que la DLG se asocie con un mayor consumo proteico de origen animal y otros cereales
CcoOmo so0ja, pero en este trabajo no es posible correlacionar el discreto aumento proteico en FA de
las MC con la diferencia de dieta entre los grupos, aunque no se descarta que podria tener cierta

influencia sobre la composicidon relativa. En este sentido un perfil aminoacidico aportaria mas
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informacién y en el caso de obtener diferencias significativas podrian incidir sobre la valoracién de

proteinas por el método de Bradford, ya que es dependiente de la composicidon de las proteinas.

En este contexto general, como punto de partida de la caracterizacion de la leche nos interesd
explorar el aporte energético y los componentes mayoritarios que contribuyen con el mismo:

lipidos, lactosa y proteinas.

En contraste, el perfil lipidico y el aporte de algunos micronutrientes puede estar condicionado por
la dieta materna, y la suplementacién puede aumentar la concentracién de los mismos en la leche
ademas de mejorar el estado de salud materno (acidos omega 3, Tiamina, Riboflavina, vitaminas B6,
B12, A, D asf como selenio y iodo)'™. En contraste, la deficiencia de otros micronutrientes no se ve

reflejado en la leche (Folato, calcio, hierro, zinc, cobre).

Si bien la EC se caracteriza por una lesiébn en el intestino delgado no hay correlaciones bien

establecidas entre déficits de algun nutriente y grado de la lesion intestinal.

El sindrome malabsortivo asociado a la EC activa puede asociarse al déficit de algunos minerales y
vitaminas mientras se mantiene la lesidn intestinal, la cual remite luego de varios meses de dieta
estricta libre de gluten. Se ha reportado deficiencias de vitaminas A, D, B12, B6 y acido félico en un
rango variable entre el 7.5 y 20% entre las mujeres estudiadas en una poblacién italiana, mientras
que la deficiencia de zinc fue mucho maés frecuente (67%)"*. Por lo tanto, no es posible descartar que
existan diferencias en el aporte de algunas vitaminas en la leche de MC si no recibieron
suplementaciéon durante el embarazo y lactancia. Desde el enfoque inmunolégico de nuestro
trabajo, serfa de interés determinar los niveles de vitaminas A y D, por su rol en el desarrollo de la

tolerancia oral.

Las proteinas de la leche humana se encuentran mayoritariamente en la fase acuosa y las caseinas

gue integran las micelas representan una fraccion menor al comparar con la leche de otras especies

(entre el 30-40 % de las proteinas en FA de leche humana madura)™*™"*

. A su vez, los componentes
con actividad inmunoldgica representan hasta el 10% del total de las proteinas de la leche, en su

mayoria presentes en la fase acuosa.

En una primera instancia comparamos el contenido proteico valorado en dicha fracciéon por el
método de Bradford.
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Si consideramos el rango intercuartil de ambos grupos de estudio, el grupo de MC tiene un
contenido proteico en la fase acuosa comprendido entre 8.0-13.5 mg/ml (mediana 10.1), mientras
qgue en el grupo de mujeres sanas el rango fue de 3.8-11.9 mg/l (mediana 9.03). Interesantemente
los resultados muestran un mayor contenido proteico en la leche de mujeres celiacas, en particular

en la leche obtenida mas tardiamente (luego de 6 meses).

Pero, por otra parte, desde el punto de vista del aporte total de proteinas que recibe el nifio, nos
interesd analizar la leche entera, lo cual no es posible por el método de Bradford debido a
interferencias con componentes lipidicos; se utilizd entonces la metodologia que se utiliza de rutina
en el BLH del CHPR. La correlacion significativa obtenida entre los valores obtenidos por ambos
métodos es consistente con el hecho de que la fase lipidica de la leche representa una fraccion muy
minoritaria de las proteinas totales. Las diferencias en los valores absolutos de concentracion
proteica, también se atribuyen a que ambos métodos se basan en distintos conceptos para valorar
las proteinas. Mientras que en el método de Bradford se basa en la formaciéon de un complejo
coloreado entre los aminoacidos basicos de las proteinas con el colorante azul Coomassie, el equipo
automatizado Lactoscan, utiliza tecnologia de ultrasonido para valoracién de cualquier tipo de leche,
cuando cada pardmetro es valorado por un método de referencia con la leche de la especie

especifica en estudio.

Las proteinas mayoritarias que integran la FA de la leche humana son: caseinas (~30-40%)
lactoferrina y alfalactoalbimina (20% cada una), slgA, lisozima y seroalbimina (entre 10 y 15%). No
fue posible determinar en este trabajo si el mayor nivel proteico de la leche de MC se debe a la
mayor contribucién de alguna de estas proteinas especificas; la Unica proteina mayoritaria valorada
especificamente fue la sIgA que mostré una tendencia opuesta como se discutird en la siguiente

seccion.

Las proteinas de la fase acuosa son producidas por los lactocitos o son transportadas a través de
estos hacia el lumen por distintos mecanismos, que involucran receptores de membrana (ej.

anticuerpos) o procesos de exocitosis de vesiculas (ej. caseinas).

El epitelio representa una interfase entre dos medios de composicion diferente y se debe controlar
la interdifusion de los componentes que presentan distinta concentracibn en ambos

compartimentos, como las proteinas de la leche, la lactosa y las sales como sodio y cloruro que son
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mucho menores en la leche; en este sentido el pasaje intercelular estd limitado a moléculas

pequefias (<600 Da) en condiciones de salud de la GM.

El hecho de que la concentracion salina determinada con el Lactoscan no muestre diferencias
significativas entre la leche de los dos grupos de estudio, puede argumentar a favor de un estado
normal de las uniones estrechas entre los lactocitos, si bien una determinacién especifica de estos

iones seria pertinente para profundizar en este aspecto.

Nuestra hipétesis de que el epitelio de la GM de las mujeres celiacas presentara caracteristicas
parecidas al epitelio intestinal con posible defecto en las uniones estrechas se exploré en forma
indirecta también analizando la posible correlacion entre proteinas totales y anticuerpos IgG que
derivan principalmente de sangre y al ser monomeéricos su difusiéon por la via paracelular seria mas
favorable en comparacion con IgA e IgM, pero no se encontré una correlacién significativa. El

anélisis de otra proteina especifica mayoritaria también aportaria al analisis.

Uno de los factores que en las mujeres celiacas contribuye a la mayor permeabilidad intestinal es la
producciéon de altos niveles de zonulina, un péptido con acciéon sobre células epiteliales vy
endoteliales’’. Aunque no se dispone de informacién sobre los posibles efectos de la zonulina sobre
el epitelio mamario, la determinacidén de sus niveles en la sangre de estas mujeres enriqueceria el

analisis.

En relacion a los factores de crecimiento valorados en este trabajo que pudieran tener impacto
sobre la funcién barrera epitelial a nivel de la GM se encuentran el TGF-B y EGF, para los cuales no
encontramos diferencias significativas; de todas formas, la principal accién de estos factores se

espera que ocurra en etapas previas al establecimiento de la lactancia.

En suma, con los elementos considerados en este trabajo en forma indirecta podriamos sugerir que
no habria una alteracion de la permeabilidad del epitelio de la GM en mujeres celiacas en DLG,
aunque se requerirfan estudios mas especificos como la determinacion de zonulina o de marcadores

de dafio epitelial como productos de degradacion de citoqueratina.

5.2.2. Anticuerpos totales

[107]

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS DE LA LECHE DE MADRES CELIACAS
Lic. Emilia Villamil Pedetti



La menor concentraciéon de IgA que detectamos en la leche de mujeres celiacas también se refleja al
comparar la contribucion relativa (IgA/proteinas totales), es consistente con los obtenidos por los
otros dos grupos que han analizado muestras de leche de MC, a pesar de las diferencias en la
integracion de los grupos; en el trabajo de Olivares (2014)" se analiza un panel de 12 muestras de

leche de un mes post parto (n=12), y obtienen valores de IgA significativamente menores.

En un trabajo més reciente, Roca et al (2017)""° plantea un grupo de estudio mas comparable al de

nuestro trabajo en relacion al niumero de donantes y adicionalmente realizan un seguimiento
longitudinal para algunas madres, pero el estudio esta limitado a los seis primeros meses de
lactancia. Por otra parte, el panel de estudio presenta una heterogeneidad mayor al incorporar
madres que residen en varios paises europeos y llamativamente los menores niveles de IgA en leche

de MC solo se observan en un pequefio grupo de madres italianas.

En suma, la menor contribucién de IgA de la leche de MC es una caracteristica observada en los
estudios realizados al respecto y que requiere un analisis profundo de las posibles causas

fisiolégicas.

Nuestro trabajo amplia esta informacién ya que encontramos un patrén similar para la IgM que no
fue estudiada en los trabajos mencionados. Mientras que la IgG que deriva mayormente de sangre
se encuentra en niveles similares entre ambos grupos, las IgA e IgM, que comparten un mecanismo
de secrecion a la leche a través del receptor de poli-lg, son afectadas en las MC. Al analizar los
posibles factores que conllevan a tener menores niveles de IgA en leche de mujeres celiacas se
pueden considerar varios aspectos que podrian estar alterados y a su vez interrelacionados: /. la
cantidad de plasmoblastos y/o plasmocitos que llegan al compartimento mamario y estén
produciendo localmente en la GM los anticuerpos; /i. el proceso de diferenciacién de plasmoblastos
gue completan su desarrollo en la GM; Jjii. la cantidad de anticuerpos secretados por célula; iv. el
proceso de secrecion por el epitelio mamario; v. la densidad de expresion de los receptores de

transporte.

Por otra parte, el control hormonal que gobierna la expresiéon de receptores en la GM es un
parametro no explorado en humanos. En general, existe muy poca informacién en relacion a la
fisiologia molecular y regulacién de la lactancia en humanos, en parte debido a las dificultades en

acceder a muestras de tejido en condiciones de salud.
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Los modelos experimentales brindan informacién parcial debido a las diferencias fisioldégicas entre
especies. Por ejemplo, si bien la IgA es el isotipo predominante en los ratones, en contraste con lo
gue ocurre en humanos los niveles van aumentando progresivamente durante la lactancia, en forma

concomitante con el aumento de la expresion de MadCAM-1 y plgR™.

Por otra parte, si bien hay gran interés en la fisiologia de la GM de los rumiantes por aspectos
productivos, las diferencias en el tipo de placentacion acompafian la diferencia en la composicion
inmunolégica de la leche donde predomina la IgG, que formaran parte de los anticuerpos

circulantes del neonato que nace sin anticuerpos en sangre.

A nivel inmunoldgico, las diferencias en el tipo de placentacidn entre estas especies que se vinculan
al rol de la leche materna a nivel del sistema inmune neonatal son importantes y se hace necesario
disponer de informacion en humanos. De hecho, se mantiene aln cierta controversia sobre aspectos

como las moléculas de adhesién implicadas en el homing de las células del GALT a la GM.

Una aproximacion indirecta que podria aportar a esta tematica seria mediante el analisis de células
presentes en la leche; esta estrategia ha permitido obtener informacion muy valiosa sobre el
transcriptoma en distintos momentos y condiciones de salud durante la lactancia'®. Las células

141,142

epiteliales son las mayoritarias en leche madura, variando entre el 50-90% del total

En relaciéon a nuestro trabajo seria una herramienta valiosa estudiar la expresion del receptor de
poli-IgR en células epiteliales purificadas de leche fresca, y explorar si las diferencias en los niveles
de IgA se pudieran explicar por este mecanismo. Sin embargo, no fue posible realizar este tipo de

estudio en el marco de esta tesis ya que se requiere leche fresca y cantidades relativamente grandes.

Entre las funciones de la sIgA en el intestino neonatal estan proteger de la invasion de patégenos,
participar en los mecanismos de tolerancia oral y regular la homeostasis de la microbiota por

mecanismos de exclusion.

Algunos modelos experimentales dejan en evidencia un didlogo bidireccional ya que la microbiota
influye sobre la expresion del receptor plgR en las células epiteliales. La ausencia de IgA maternas en
los animales knock out propicid la traslocacion de bacterias aerobias oportunistas a los ganglios

mesentéricos y alteraciones en la composicion de la microbiota en la etapa adulta con cierto
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paralelismo entre especies caracteristicas de individuos con enfermedad inflamatoria intestinal

pediatrica™.

En el caso de la leche de MC se observa una disminucion en el aporte de IgA y el impacto de esta
caracteristica en la salud neonatal es dificil de ponderar. De todas formas, teniendo en cuenta que la
. . . . . , ., 144
inmunodeficiencia selectiva de IgA en pacientes celiacos es mayor que en la poblacidén general™, es

interesante tener en cuenta estos resultados para eventualmente tomar medidas profilacticas

respecto a la adecuada colonizacion del intestino neonatal en tales situaciones.

5.2.3. Anticuerpos especificos

Anticuerpos anti-toxoide tetanico

La presencia de anticuerpos en la leche responde a produccidn materna local y sistémica. En este
Ultimo contexto se basa la proteccidbn neonatal adquirida por la vacunacibn materna frente a
patdgenos virales (virus de la gripe), bacterianos (tos convulsa) y toxinas (tetdnica), altamente
recomendadas durante el embarazo®. En particular la vacunacién antitetanica vigente es de control
rutinario en el embarazo, por lo que nos parecid interesante considerar a estos anticuerpos
especificos como un pardmetro inmunolégico de la respuesta adaptativa sistémica comudn a toda la
poblacion de estudio. En forma consistente con un trabajo anterior de nuestro grupo, detectamos
anticuerpos especificos en la mayorfa de las muestras'*. El resultado obtenido de mayor proporcién
de anticuerpos especificos en relacion a los anticuerpos totales para los isotipos IgA e IgM en el
grupo de MS respecto a las MC sugiere diferencias en el repertorio de especificidades en los
plasmocitos del compartimento intestinal. El resultado en cambio no es significativo para el isotipo
IgG, que se vincula con un mecanismo de transporte distinto a partir de circulacién (receptor

neonatal).

Anticuerpos anti-gliadina

Después de una ingesta, un individuo tiene en la circulacidon cantidades detectables de antigenos

dietarios que pueden llegar a la leche; varios autores han reportado gliadina, ovoalbUmina y B-

128,146,147

lactoglobulina en forma intacta en leche materna, en el orden de ng-pg/ml libre o formando

inmunocomplejos.
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La presencia de antigenos dietarios en sangre plantea la posibilidad de la generacién de anticuerpos
especificos no solo en el compartimento de las mucosas sino también a nivel sistémico™;
consistentemente en un trabajo previo hemos detectado anticuerpos IgG especificos contra

, . . . . 145,149
ovoalbumina y gliadina en calostros donados por mujeres sanas .

La mayor proporcién de anticuerpos especificos contra gliadina en mujeres celiacas respecto a las
mujeres sanas puede reflejar diferencias en el repertorio de plasmocitos de la mucosa intestinal en
esta condicidn. Si bien las participantes celiacas han reportado una dieta libre de gluten durante al
menos dos afios, las transgresiones accidentales, asi como la larga vida de los plasmocitos y células

de memoria podrian explicar estos resultados.

Por otra parte, dado que el método de ELISA no es absoluto y los titulos estan condicionados por la
avidez de los anticuerpos, serfa bueno analizar si existen diferencias cualitativas en la respuesta
antigliadina analizando esta propiedad mediante la determinacion del indice de avidez en ambos
grupos de estudios. La produccién de anticuerpos IgA en forma T-independiente asociado a una
menor afinidad de los anticuerpos podria contribuir diferencialmente en los grupos de estudios e

impactar en los resultados obtenidos y su interpretacion.

A su vez, esta interpretacion estaria en linea con la menor contribucidn relativa de anticuerpos
contra el TT. En este contexto es interesante que en el grupo control se observd correlacion
significativa entre los anticuerpos anti TT y anti GLD mientras que en el grupo de celiacas no se
encontro significancia estadistica, respaldando también el concepto de un repertorio sesgado hacia

una produccidén dominante de anticuerpos contra GLD en este grupo.

Nuestros resultados contrastan con los reportados por Roca et al'™®, ya que no observaron
diferencias significativas en relacion a los anticuerpos anti gliadina entre las mujeres celiacas y sanas.
Estas diferencias se podrian explicar porque no estudiaron muestras de leche extraidas durante la
lactancia més tardia, que es la condicién en la cual se observa significancia estadistica en nuestro

grupo de estudio.

No es posible descartar que una vez que se comienzan a incorporar alimentos sélidos, incluidos
aquellos conteniendo gluten, se propicie un contacto del antigeno con el sistema inmune local de la
GM. El flujo retrogrado de leche desde la boca del nifio hacia la GM esté reportado asi como los
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cambios en la composicion inmunoldgica de la leche en respuesta a infecciones del nifio, en
condiciones de salud materna, sugiriendo un muestro del patégeno con induccidén de una respuesta
local materna'®. Por lo tanto es posible que una produccion local a partir de la activacion de
linfocitos T y B memoria especificos que han colonizado la GM contribuya también con los mayores
niveles de anticuerpos especificos observados en las MC, al tener una mayor poblacién de células

memoria especificas.

Por otra parte, no hay informacién disponible sobre los posibles efectos de la gliadina sobre la
respuesta innata en el epitelio mamario, por lo que seria de interés considerar estos aspectos en

estudios futuros en algin modelo experimental in vivo para profundizar en la tematica.

Los resultados en relacion a las diferencias en los titulos de anticuerpos anti gliadina merecen una

discusion respecto al posible impacto en el intestino neonatal.

Los anticuerpos IgA pueden contribuir con los mecanismos de tolerancia oral en el intestino
neonatal cuando el antigeno como complejo inmune interactuando con un receptor expresado en
las células M. Estos mecanismos a su vez son potenciados si el microambiente tisular es rico en
componentes como TGF-B*'. En estudios con madres alérgicas a proteinas de la leche de vaca se ha
establecido que el riesgo a desarrollar alergia en el nifio es mayor cuando la madre no tiene

. s ’ . 152,153
anticuerpos especificos en leche para las proteinas bovinas

. A su vez en modelos experimentales
se ha demostrado que la administracion de inmunocomplejos en presencia de las citoquinas

mencionadas protege contra una respuesta alérgica™.

En este contexto los resultados que muestran mayores niveles de anticuerpos IgA anti gliadina en las
mujeres celiacas puede representar un componente potencialmente protector para el nifio, aunque
hasta el momento no se ha podido establecer correlacién entre proteccién a la EC y lactancia. Roca
et al (2017) no encontraron correlacidon entre los niveles de anticuerpos especificos anti gliadina y el
desarrollo de la EC en nifios con riesgo genético ya que encontraron niveles similares de anticuerpos
especificos en los niflos que desarrollaron la EC (n=9) y los que permanecieron sanos (n=74) luego

de seis afios de seguimiento.
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En suma, si bien en valor absoluto el aporte de anticuerpos IgA es menor en mujeres celiacas, la
dieta restrictiva no es una limitante para el aporte de anticuerpos anti gliadina que son importantes

para el establecimiento de los mecanismos de tolerancia oral.

5.2.4. Anticuerpos especificos de la EC

Los anticuerpos especificos de la EC en sangre disminuyen su concentracion y llegan a hacerse
indetectables en la mayoria de los casos luego de dietas prolongadas libres de gluten. No hay
reportes del estudio de estos anticuerpos ni otros parametros en leche de MC con enfermedad
activa, y nos parecio de interés de todas formas estudiar su posible presencia en leche de madres
con DLG prolongadas, ya que pueden existir transgresiones involuntarias a la dieta con reactivacion

de la respuesta adaptativa a partir de los linfocitos memoria.

Se detectaron uno o ambos tipos de anticuerpos especificos en seis de MC y sorprendentemente
también en cuatro MS. No disponemos valores de referencia en leche como para afirmar que se
trata de concentraciones significativas desde el punto de vista de la lesion intestinal; sin duda una
limitante de este trabajo es no disponer de muestras pareadas de sangre materna. Sélo disponemos
de informacién al momento del diagnéstico, en el cual un 44% de las madres eran seropositivas para

anticuerpos anti tTG, anti pdGLD y anti endomisio.

Desde el punto de vista de la salud neonatal, teniendo en cuenta que el pasaje a sangre estd muy
limitado en el intestino del lactante fuera de condiciones de prematurez, la presencia de estos
anticuerpos en el lumen intestinal tendria escaso potencial patogénico a menos que la molécula
blanco fuera expresada fuertemente en el epitelio intestinal y pudieran alterar la funcion epitelial.
Como se menciond anteriormente, no disponemos de informacién sobre la significancia bioldgica

de los niveles de anticuerpos detectados en leche y menos aun en el intestino.

La presencia de anticuerpos anti-tTG en leche podria reflejar la persistencia de plasmocitos de larga
vida en la mucosa intestinal o su generacién in situ en la GM. En este Ultimo caso, al ser
autoanticuerpos dependientes del gluten, la GM deberia responder a la entrada de gluten y a la
presencia de tTG en el tejido mamario en condiciones tales que transcurra la reaccion de

entrecruzamiento para formar los complejos tTG-GLD, requeridos para que los LB anti-tTG tengan
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la colaboracion de los LTh, especificos para gliadina. La tTG es una enzima ubicua y su presencia en

tejido mamario se ha reportado, por lo que no es posible descartar la idea en un principio

En particular, el ingreso de gliadina a través del flujo retrogrado del lactante, cuando este ya
consume gluten podria representar una via de entrada. La muestra g reporté un elevado titulo de

Acs anti-tTG corresponde a seis meses post parto, por o que no se posible descartar esta hipotesis.

5.2.5 Gliadina y complejos inmunes de gliadina

Como la presencia de anticuerpos anti tTG y anti pGLD en algunas MC podria reflejar
transgresiones, nos planteamos que una forma de verificar esto fue analizar la presencia de péptidos
de gliadina en leche, asi como de complejos inmunes. El pasaje de antigenos dietarios intactos a

sangre en individuos sanos es un proceso fisiolégico descrito para varias proteinas.

En particular fue estudiado para proteinas alergénicas como betalactoglobulina™ y ovoalbumina'"’

. . . 128,155
asi como para la gliadina

. Chirdo et al, 1998 detectaron la gliadina nativa en todas las muestras
de leche madura de un grupo de 49 donantes sanas, en un amplio rango de concentraciones (5
ppb-1.2 ppm) con valores y frecuencia de deteccidn en leche superiores que en sangre.
Consistentemente Troncone et al 1987 estudiaron los niveles de gliadina luego de una ingesta
controlada de 20 g de gluten, encontrando también concentraciones variables maximas a las dos

horas de la ingesta (5-95 ppb) en un 68 % de las muestras. Sin embargo, la gliadina en leche de

grupos de MC no fue estudiada previamente.

No se conocen los mecanismos de transporte de proteinas intactas a través del epitelio intestinal, se

' Por

plantea que la via paracelular asi como el transporte por endocitosis podrian estar implicados
lo tanto, la permeabilidad intestinal alterada podria tener un rol central. En este sentido se han
encontrado concentraciones mayores de gliadina en la sangre de nifios celiacos en comparacion
con los sanos, en asociacion con el estado de la mucosa intestinal™™. Por lo tanto, es posible que las
MC con lesién intestinal o en condiciones de una mayor permeabilidad inducida por consumo

ocasional de gliadina, presenten mayor transporte a leche de proteinas dietarias, ya sea en forma

libre o a través de inmunocomplejos.

Nuestros resultados en relacién a la deteccidon de gliadina en leche en el grupo de mujeres sanas

presentan gran variabilidad, tal como fue reportada con los trabajos citados anteriormente, y
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obtuvimos frecuencias de deteccidon menor que las reportadas. Esta diferencia podria deberse a que
no se controld en nuestro caso el tiempo desde el consumo de alimentos conteniendo gluten y la

extraccion de la muestra.

El resultado respecto a la deteccion de péptidos de gliadina en el orden de ppm en una alta
proporcién de las MC en DLG es muy llamativo y dificil de explicar. Si bien se ha reportado una
permanencia de antigeno durante periodos de dietas de exclusion, no se analizaron en periodos tan
prolongados, con excepcidén de una Unica muestra de madre celiaca en el trabajo de Chirdo 1998,
en el cual no detectd gliadina libre. Por otra parte, la presencia de inmunocomplejos de gliadina

también estaria indicando la permanencia de gliadina en sangre.

El seguimiento del contenido de alergenos en la leche de mujeres en ayunas y en distintos tiempos
después de consumir la proteina en cuestion mostraron resultados erraticos respecto al tiempo de
méxima deteccién de la proteina luego de la ingesta, entre las primera dos horas™™, hasta 8-12
horas segun el estudio. A su vez, la persistencia de la proteina en leche también fue variable y
sorprendentemente prolongada luego de la restriccién de la misma en la dieta materna™; incluso
encontraron valores superiores de alérgenos después de la restriccion y Chirdo et al (1998),
detectaron la gliadina intacta en leche luego de 9 dias de DLG en mujeres sanas. El estudio no fue
realizado con mujeres celiacas con excepcidén de una donante que estaba adherida a una DLG por

dos afios, y en este caso no detectd gliadina, con un método con sensibilidad de 1 ppb.

Sin embargo, no es posible comparar los resultados obtenidos con nuestro método en términos
absolutos de concentracién, ya que en nuestro trabajo estan expresados en concentracion de
128,155

péptidos de gliadina en contraste con los métodos que utilizan gliadina nativa como estandar

tanto en formatos de ELISA competitivos como de captura.

En cuanto a la comparacion con las concentraciones determinadas por el método comercial, si bien
se utiliza una preparacion de péptidos generados por hidrélisis para la curva de calibracion, los
resultados se expresan en concentracién equivalente de gliadina segun criterios del fabricante. En
nuestro caso en cambio se expresaron en relacion a la preparacion de pGLD generada en el

laboratorio. En este sentido, los valores absolutos de concentracién no son comparables.
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Por otra parte, las moléculas reconocidas por ambos métodos no son necesariamente iguales en
base a las diferencias en los disefios del ELISA. El anticuerpo policlonal utilizado en el método
desarrollado en el laboratorio reconoceria un espectro mas amplio de péptidos en comparacion con
el comercial que utiliza el anticuerpo monoclonal R5' que reconoce el motivo QQPFQ y analogos,
gue estan presentes en forma repetida en el péptido inmunodominante 33-mer, otorgandole al

método un mayor grado de especificidad pero excluyendo algunos péptidos no inmunodominantes

pero con posibles efectos toxicos directos sobre el epitelio.

En relacion a la validacion del método por el spiking realizado con el agregado de 20 ppm de
gliadina a seis muestras, se obtuvieron valores que se consideran adecuados para pruebas
inmunoquimicas, y se encuentran el 6rden de los reportados para el método comercial competitivo
para determinar gliadina en preparados fermentados (81-166%, Ridascreen Gliadin competitive,

R7021).

Sin embargo, para la prueba de spiking (tabla 8) se seleccionaron dos muestras seriadas de tres
donantes que se extrajeron leche antes y después de una ingesta conteniendo gluten. Las muestras
seriadas son las 1-2, 3-4, y 5-6; es llamativo en las muestras 2, 4 y 6 que corresponden al ayuno
presenten gliadina detectable. En las muestras seriadas la concentracién de anticuerpos especificos
anti-gliadina no seria un factor de variabilidad, ya que se ha reportado que no varia significativa con

7

la cantidad de gluten ingerido™ por lo que consideramos que otros factores podrfan estar

incidiendo sobre estos resultados.

El limite de gluten segun el Codex Alimentario para definir a un alimento como libre de gluten es de
20 ppm (lo cual equivale a un 50% de gliadina). No estd bien establecida la correlacion entre la
cantidad ingerida y el dafio intestinal o la sintomatologia clinica; en base a algunos estudios de
desafio o epidemioldgicos se considera que los efectos adversos se presentan a partir del consumo
de 100 mg/dia y que serian tolerados entre 4 y 14 mg/dfa. Se estima que 10~ de la proteinaingerida
podria pasar a sangre después de una ingesta”. En el caso de ingerir 100 mg por dia de gliadina,
podria detectarse un maximo de 1ug en sangre, lo cual podria estimarse en una concentracién de
0.2 ug/L (ppb) en sangre. Por lo tanto, aun considerando caracteristicas particulares de los péptidos
de gliadina en cuanto a su secuencia poco susceptible a proteasas y a un posible transporte

selectivo de gliadina a la leche, resulta dificil explicar los resultados obtenidos.
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En cuanto a los aspectos técnicos que pudieran estar sobrevalorando el contenido de gliadina,
consideramos que, si bien el método de ELISA desarrollado en el laboratorio fue validado por
spiking, el distinto efecto de los anticuerpos especificos contra gliadina en las muestras podria
contribuir a una sobreestimacion, dependiendo de su concentracién e indice de avidez. Los
anticuerpos anti gliadina generados en los pacientes, estadn dirigidos en su mayor parte a epitopes
conformacionales™™ por lo tanto podriamos considerar que su interacciéon con el antigeno soluble y
competencia con el anticuerpo comercial anti-gliadina utilizado es baja, pero no es posible
descartar esta interferencia, que podria ocurrir en una extension variable dependiendo de la
muestra. Estos aspectos también han sido cuestionados por otros autores, aunque en ningln caso
se reportd correlacion significativa entre la concentracion de antigeno libre y de anticuerpos

et 128,159
especificos .

La deplecién de los anticuerpos especificos contra gliadina podria considerarse para verificar esta
hipotesis, aunque es un procedimiento que no ha mostrado buenos rendimientos en trabajos
previos del laboratorio, mediante inmovilizacion de GLD en un soporte hidrofébico de Octadecll
silica. Consideramos de todas formas que es necesario profundizar en este aspecto del trabajo,
teniendo un seguimiento mas riguroso de la ingesta de la madre en el periodo de donacién de las
muestras, y que el complemento del estudio disponiendo de muestra de sangre pareada a la

muestra de leches seria de gran valor.

Respecto a las limitaciones de la metodologia analitica utilizada, deberia plantearse una validacién
con un método no inmunoquimico, como ser un analisis por proteémica en algunas muestras

secuenciales de leche de las madres en DLG para confirmar los resultados.

Finalmente, en base a los cuestionamientos que nos planteamos consideramos que no es posible en
esta tesis sacar conclusiones respecto a los valores absolutos del aporte de gliadina a través de la
leche en nuestros grupos de estudio. De todas formas, el aporte de anticuerpos especificos para
gliadina, con niveles de TGF-p comparable a la de MS, indicaria que el potencial para inducir
tolerancia oral no estaria afectado en MC una vez que el nifio comienza a ingerir gluten antes del

destete.
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5.3. Componentes inmunoreguladores y de accion sobre la funcidn barrera

epitelial

Las citoquinas presentes en la leche pueden tener distintos origenes: ser secretadas al lumen del
alvéolo por células epiteliales o células inmunes, o alternativamente derivar de las células contenidas
en la leche. En condiciones de salud el aporte de citoquinas en leche puede interpretarse como un
mecanismo compensatorio para el intestino, en la etapa que hay una escasa produccién de estos
mediadores; pueden tener efectos directos sobre el epitelio intestinal o interaccionar con receptores

en células inmunes en la interfase como las células dendriticas.

Por otra parte, el anélisis de citoquinas en leche puede aportar informacién sobre el estado de la
gldndula mamaria, lo cual a su vez puede impactar sobre la composicién de la leche. En base a estas
consideraciones se analizan estos dos aspectos en relaciéon a los resultados obtenidos en este

trabajo.

5.4. En relacion a la funcionalidad de la glandula mamaria

En los Ultimos afios se ha puesto mas énfasis en caracteristicas particulares del epitelio intestinal en
las personas celiacas y su rol en la fisiopatogenia. Cldsicamente la alta permeabilidad intestinal en la
EC puede atribuirse a los defectos causados por la cascada inmunoldgica que conducen a apoptosis
aumentada de enterocitos'™. Ademas, hay variaciones en la expresion de las moléculas que integran
las uniones entre los enterocitos, con posible afectacion de los rearreglos de proteinas del

citoesqueleto y moléculas de adhesion™.

En base a al vinculo entero-mamario estas modificaciones podrian estar presentes en el epitelio

mamario y reflejarse en variaciones de la composicion de la leche.

El epitelio mamario tiene caracteristicas estructurales parecidas al epitelio intestinal, si bien hay poco
conocimiento en condiciones de salud en la mujer. Las uniones estrechas forman parte de un
complejo de union entre células epiteliales y endoteliales conservados en vertebrados. Ademas de
actuar como una barrera paracelular limitando el transporte de moléculas pequefias a través del
epitelio estan implicadas en mecanismos de sefializacidn en procesos vinculados a la apoptosis.
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Una particularidad es la dindmica de las uniones estrechas en la GM siendo esenciales para iniciar y
mantener el proceso de formacién y secrecion de leche. Luego del parto, con la caida de los niveles
de progesterona las uniones estrechas quedan totalmente establecidas y la permeabilidad

disminuye drasticamente.

Las uniones estrechas son particularmente sensibles al efecto de citoquinas inflamatorias, causando
alteraciones en la permeabilidad. Algunos trabajos muestran cambios en la composicién de la leche
ante un estado inflamatorio de la GM como ser la mastitis subclinica, observando un aumento de
citoquinas proinflamatorias en la leche, como TNF-q, IL-6, IL-8, IL-17 y otros™*. En este contexto y
en base a las caracteristicas de la EC nos planteamos analizar el contenido de citoquinas
inflamatorias en leche, algunas de ellas producidas especificamente por células de la respuesta
inmune como monocitos/macréfagos (ej. IL-12) mientras que otras como IL-6, IL-8, TNF-a también

podrian ser secretadas por las células epiteliales del epitelio mamario™™.

A su vez, las citoquinas podrian derivar de las células que permanecen viables en la leche, y
mantener in vivo la produccion de mediadores solubles por cierto tiempo. Si bien se podria suponer
una muy baja probabilidad de que mantengan su actividad en el intestino neonatal, hay estudios en
animales que demuestran la viabilidad de las células al pasar por el tracto digestivo en etapas
tempranas de la vida, al tener propiedades distintas a las del adulto (pH géstrico y contenido de

enzimas digestivas)'*"".

Nuestros resultados mostraron mayor prevalencia de IL-6 en la leche de MC que la de MS (71 vs
37% respectivamente). A su vez el test de Mantel-Haenszel nos permite afirmar que hay
dependencia de estos resultados con el tiempo de lactancia, siendo mas pronunciado al aumento en
las muestras de la lactancia mas temprana (< 6 meses posparto) lo cual es acompafiado de
concentraciones mayores. Es interesante destacar que la IL-6 se ha detectado también con métodos
basados en su actividad bioldgica, lo cual le otorga mas significancia bioldgica al hallazgo'™; en

relacion con esto hay reportes que argumentan a favor de una actividad biolégica in vivo debido a

la compleja composicién de la leche vy la fisiologia digestiva neonatal menos agresiva'®.

Interesantemente la expresion de TNF-a y la quimioquina MCP-1 estan en linea con los resultados

observados para la IL-6, sugiriendo un perfil méas inflamatorio para la leche de MC respecto a las
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sanas, ya que no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de deteccién de las

citoquinas inmunosupresoras I1L-10 y TGF-p.

En este sentido, es interesante contrastar nuestros resultados con el Unico reporte disponible de

** Si bien los autores no estudiaron a la IL-6 encontraron niveles

estos mediadores en leche de MC
significativos menores de IL-12, y una tendencia similar con el IFN-y en leche de MC, aunque con

prevalencias similares para ambos grupos.

Una menor producciéon de ambos mediadores en mujeres celiacas resulta un hecho llamativo y
contraintuitivo, si consideramos que la GM serfa un reflejo de la respuesta inmunolégica en el
compartimento intestinal y que la elevada producciéon de ambos mediadores caracteriza a la EC. De
todas formas, a diferencia de nuestro estudio el analisis se realizd en términos de cantidad de
citoquina producida y no obtuvieron variaciones en la prevalencia, que fue cercana al 75% en estos

Casos.

Las discrepancias entre datos de citoquinas en leche esta ampliamente reportado, podrian contribuir
factores como la utilizacion de distintos métodos analiticos, la interaccidn de las citoquinas con otros
componentes de la leche, su deteccién condicionada a la presencia en forma monomérica versus
polimérica en algunos casos y su deteccidon diferencial segln el disefio del inmunoensayo y/o
parametros relacionadas al procesamiento y conservacion de las muestras, en base a la gran

labilidad de las citoquinas ™"

En nuestro caso utilizamos ensayos independientes para cada
citoquina por ELISA mientras que el método utilizado por Olivares implica la deteccidn simultanea

por citometria de flujo utilizando perlitas fluorescentes especificas para cada citoquina.

Sin duda, el anélisis de estos mediadores en baja concentracidn y labiles en una Unica muestra por
madre tiene sus limitaciones y seria apropiado complementar el estudio con alguna muestra

secuencial, para evaluar si se trata de un estado transitorio.

La presencia de niveles mayores de IL-6 en la leche podria ser indicador de una inflamacidn local de
bajo grado y seria interesante poder realizar estudios de correlacion con otros marcadores mas

especificos de inflamacién local y alteraciones del epitelio.

En cuanto al sTLR2, no hemos encontrado datos sobre la expresion del receptor en el epitelio
mamario y de la regulaciéon del shedding del mismo hacia la leche; podria provenir de células
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inflamatorias de la GM. La correlacidon negativa entre sTLR2 y IL-8 en la totalidad de las muestras
podria indicar diferentes origenes de estos mediadores, aunque es imposible determinar una

relaciéon causa efecto con la informacion disponible.

En cuanto a los factores de crecimiento que estan involucrados en el desarrollo de la GM, como ser
TGF-B y EGF no hay mucha informacién en humanos; de todas formas, como las uniones estrechas
son una propiedad del desarrollo final de la GM es posible que no tengan efecto en las Ultimas
etapas de la lactogénesis™ y como se desarrolla a continuacién el analisis de estos factores lo

orientamos a sus efectos sobre el intestino del lactante.

5.5. En relacion a la barrera epitelial y la funcion inmunoldgica del intestino del

lactante

Varios componentes de la leche contribuyen a fortalecer la funcidn barrera de la mucosa, ya sea a

nivel del epitelio o en su globalidad teniendo en cuenta la triada del mucus-enterocitos-IgA.

La leche contiene varios componentes que actlan en forma sinérgica para mantener una funcién
barrera epitelial con permeabilidad adecuada, en este trabajo analizamos algunos de ellos: EGF,

TGF-B y TFF3.

El EGF es un componente detectado en la totalidad de las muestras que no mostré diferencias
significativas en las concentraciones entre los grupos de estudio mientras que el TFF3, producido
por las células de Goblet y con efectos sobre la consistencia del mucus, fue detectado en un menor

numero de muestras de leche de MC aunque sin consistencia estadistica.

Una particularidad de estos componentes es la polifuncionalidad, que se hace muy evidente para el
TGF-B que ademaés de actuar sobre la integridad epitelial contribuye con la funcién inmunolégica

del intestino.

El nifio va adquiriendo progresivamente la capacidad de producir anticuerpos de isotipo IgA, y esto
va en paralelo con la capacidad de producir los mediadores inmunoldgicos relacionados al cambio

de clase como el TGF-B™. Por otra parte, un microambiente rico en TGF-f y IL-10 es necesario para

la diferenciacién de LTreg por las CD de la mucosa intestinal***®

. En suma, el TGF-f participa en los
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mecanismos de tolerancia oral en forma aislada o actuando en conjunto con la slgA que media el

ingreso de componentes del lumen.

Los niveles de produccidn de estas citoquinas en el intestino se van desarrollando progresivamente
y la leche compensaria estas deficiencias en las primeras etapas de la vida. Su rol en la tolerancia
oral se ha puesto en evidencia en trabajos experimentales en modelos murinos, mientras que los
estudios de correlacion en humanos entre el aporte de este factor y el desarrollo de enfermedades

. , . . . 170,171
con una base inmunolégica son aun controversiales )

En relacién a la EC, hemos detectado niveles significativos de TGF-f32 en un promedio de 43% de las
muestras, independientemente de su condicidn clinica y del periodo de lactancia; estos valores son
comparables a los reportados por Olivares et al (2014) para el TGF-B1. Sin embargo, los resultados
contrastan en cuanto los autores encontraron menor cantidad de este factor en las muestras de
leche de un mes de mujeres celiacas en comparacion con las sanas. Las diferencias metodolégicas y
el hecho de estar midiendo dos moléculas distintas de la misma familia podrian explicar esas
diferencias, siendo el TGF-B2 el predominante en leche materna, lo que hemos constatado en

anélisis de calostros en trabajo anteriores del grupo'”.

Si bien un microambiente rico en TGF-f en presencia de otras citoquinas como la IL-10 contribuyen
a disminuir los efectos antiinflamatorios, las células dendriticas en un microambiente rico en TGF-§,
IL-6 y posiblemente IL-23, pueden condicionar la diferenciaciéon de LT hacia un perfil Th1l7, un

fenotipo altamente inflamatorio que junto con los linfocitos Th1 caracterizan a la lesion celfaca'”.

En este sentido la presencia de altos niveles de IL-6 podria considerarse un factor desfavorable a
nivel de la respuesta adaptativa generada en el intestino neonatal, aunque no es posible estimar la
relevancia fisiolégica de estos resultados ya que no hay suficiente informacion de la actividad

biolégica de las citoquinas exdgenas a nivel del intestino neonatal.

Las otras citoquinas y quimioquinas inflamatorias encontradas en mayor frecuencia en las muestras
celiacas (TNF-a , MCP1) en paralelo con menor deteccién de sTLR2, indicarian con conjunto un

balance mas proinflamatorio de la leche de MC respecto a las MS.
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5.6. En relaciéon a factores con efectos moduladores de la inflamacidon intestinal

5.6.1. Proteccidn frente a la inflamacion causada por bacterias

Una alteraciéon de la barrera epitelial tendria como consecuencia la translocacién microbiana y sus
componentes. En particular, el lipopolisacarido (LPS) es un disparador clave de los efectos deletéreos
sobre la barrera epitelial a través de su interacciéon con el TLR4 y moléculas accesorias de membrana
CD14 y MD-2, que tiene como consecuencia la activacion del factor de transcripcion NF-xB vy el

aumento de la expresion del receptor™'”

. De forma analoga, otros componentes microbianos, de
levaduras y sefiales de peligro enddégenas actlan sobre el TLR2, conduciendo a la activaciéon de las

mismas cascadas inflamatorias.

En ambos casos, la inflamacién puede inducir la produccion de las formas solubles (sTLR2, sCD14)

con efectos moduladores sobre la inflamacion'™".

En este contexto, la presencia de receptores solubles en la leche aporta un mecanismo fisiolégico de
regulacion de la respuesta inflamatoria en el lactante, y de exclusion de componentes bacterianos, lo
cual es importante porque en edades tempranas el intestino es mas susceptible a respuestas

inflamatorias exacerbadas, muy especialmente en condiciones de prematurez' ™",

El andlisis de sCD14 resulta particularmente interesante en las MC porque se ha estudiado en sangre
como posible marcador de seguimiento del estado del epitelio intestinal; se encontraron niveles
mayores en pacientes tanto con enfermedad activa como en DLG respecto a la poblacion sana™™. El
sCD14 también se encontré aumentado en pacientes con sensibilidad al gluten en ausencia de EC,
logrando una disminucion significativa con adherencia a la dieta restrictiva™. En este contexto se
podia esperar niveles aumentados en la leche de MC, por transporte desde la sangre o produccién

local.

sCD14 es producido tanto por monocitos como por células epiteliales. Los niveles aumentados en
leche podrian reflejar un estado inflamatorio en la GM, o bien un mecanismo compensatorio
inducido en la célula epitelial por estimulos no establecidos aun. En nuestro trabajo no encontramos
diferencia significativa de sCD14 entre los grupos ni una correlacion significativa con la IL-12, una
citoquina producida principalmente por monocitos/macréfagos.
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Por lo tanto, el potencial protector de la leche de MC frente al LPS no estaria modificado. La menor
expresion de sTLR2 podria limitar los efectos frente a estimulos bacterianos, aunque los efectos
globales son dificiles de predecir teniendo en cuenta la gran complejidad y polifuncionalidad de los
componentes de la leche. Se deberia recurrir a ensayos funcionales para analizar el impacto de estas

diferencias.

5.7. Los efectos de la leche en los estimulos inflamatorios sobre el epitelio

intestinal

Varios trabajos con experimentos in vitro evidencian un potencial proinflamatorio y sobre la

permeabilidad intestinal de algunos péptidos de gliadina”™ " *"*

. Estos efectos de la gliadina podrian
estar potenciados en el intestino neonatal donde la funcién barrera y los mecanismos de
homeostasis intestinal alin no estan completamente desarrollados y es posible plantear que algunos

componentes de la leche puedan antagonizar algunos efectos.

En este contexto, la caracterizacidn respecto a citoquinas que antagonizan la inflamacién y protegen
el epitelio no mostrd diferencias significativas (IL-10 y TGF-f). De todas formas, se decidi6 realizar
un andlisis exploratorio sobre la capacidad de la leche de modular los efectos inflamatorios

inducidos por citoquinas inflamatorias y péptidos de gliadina.

En términos generales podemos afirmar que la leche de MC tendria un potencial menor que la de
MS para inhibir la respuesta inflamatoria inducida por TNF-a asi como los efectos del IFN-y;
ademas, en algunos casos potenciaria la accion de los péptidos de gliadina en un contexto

inflamatorio.

Se trata de resultados preliminares en el sentido que fueron realizados con pooles de muestras de
cada grupo vy seria apropiado realizar los estudios con muestras individuales que cuenten con la
caracterizacion de los componentes individuales posiblemente implicados en los efectos. La gran
complejidad en la composicién de la leche, la presencia de componentes con efectos sinérgicos,
redundantes y antagénicos no permiten correlacionar directamente la informacién obtenida en la
caracterizacion con los efectos observados en los ensayos in vitro. Para avanzar en este sentido se
necesitarian ensayos en los cuales se neutralice la accion de componentes especificos para mediante
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anticuerpos neutralizantes u otros antagonistas o suplementar con las moléculas que se encuentren

en menor concentracion.

A nivel mundial se plantea el desafio de lograr suplementar la leche materna o de férmulas cuando
no hay acceso a lactancia o bancos de leche, con componentes con efectos antiinflamatorios para

recién nacidos susceptibles'”.

5.8 Limitaciones del estudio

Sobre la integracion de los grupos de estudio.

Nuestro trabajo puede tener cierto sesgo en los resultados debido a las caracteristicas de la
convocatoria de MC; es posible que al tratarse de donaciones las mujeres con problemas en la

lactancia no se presentaran en forma voluntaria.

Si bien no tenemos registro de la produccién de leche diaria de las donantes ni cobmo evolucioné la
lactancia en las madres que donaron en los primeros meses post parto, podemos afirmar que al
momento de la donacién todas tenian una buena produccidén de leche. El sesgo puede ser més
evidente para el grupo control, al estar integrado por mujeres sanas que eran donantes al BLH lo

cual implica que su produccién superaba las necesidades del nifio.

Las complicaciones para sostener la lactancia prolongada fueron reportadas durante la EC, de
hecho, en un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion registramos un periodo de lactancia
breve en 4 de 50 mujeres que integraban un panel de estudio, en el que aproximadamente el 42%

presentaba alguna complicacién gineco-obstétrica™’.

Estas complicaciones si bien son multifactoriales podrian estar incidiendo en la composicion de la
leche, ya que puede verse afectada por la capacidad de produccién. Es asi que en un estudio con
madres de USA que las que producian mayores voliumenes de leche, tenian menores
concentraciones de grasa y proteina y menos de lactosa. Si bien en nuestro estudio se observa
mayor contenido proteico en el grupo de mujeres celiacas no es posible vincularlo directamente con

ese parametro al no disponer del volumen de producciéon individual. Por otra parte, no se
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observaron diferencias significativas con los otros macronutrientes, grasas y lactosa, por lo que es

poco probable que la variable volumen de leche sea determinante'®.

No fue posible obtener muestras secuenciales de todas las madres por lo que el anélisis temporal es

una aproximacion realizada con muestras independientes.

Por otro lado, el criterio diagnéstico utilizado para MC en este estudio fue el de la realizacion de la
biopsia intestinal. Sin embargo, en las MS no se contaba con este dato para descartar totalmente

que la MS no padeciera EC.

Sobre el estado de la EC.

Si bien las mujeres reportaron estar en DLG por periodo prolongado, seria muy interesante disponer
de muestras de sangre pareadas con las muestras de leche para poder constatar eventuales

transgresiones y evaluar su impacto sobre la composicion de la leche.

Sobre el método de recoleccion de leche y variables que afectan la composicion.

La composicion de macronutrientes en la leche es variable en multiples sentidos. A nivel individual la
composicion de la leche es dindmica a lo largo del periodo de lactancia, depende del régimen de
alimentacion y aun es variable entre el inicio y final de una toma. Entre mujeres la variabilidad
depende de aspectos fisiolégicos y genéticos; la composicion es afectada por la edad, partos

anteriores y dieta materna.

En base a las variaciones circadianas en la composicion de la leche, el método considerado gold

218 G) bien este

standar consiste en recolectar varias muestras durante un periodo de 24 horas
criterio se siguid estrictamente para las muestras obtenidas a través del BLH, no fue asi en la
totalidad de las muestras donadas por mujeres celiacas que no eran donantes del BLH. De todas
formas, para homogeneizar y minimizar variaciones de este parametro se solicitd a las donantes que

descartasen los primeros 5 ml de leche extraida.

La falta de homogeneidad en el protocolo de obtenciéon de muestras de leche para estudio es un
aspecto extensamente cuestionado en la literatura. En particular el método de extraccion de la leche
(manual versus mecénico con ordefiadora) también influye, al afectar la funcién secretora del

lactocito, en relacion a las vesiculas y particularmente a los glébulos de grasa. En este sentido
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nuestros grupos son homogéneos en cuanto siempre se utilizé ordefiadora. De hecho, la dispersiéon
intragrupo el contenido graso es similar, en forma consistente con este factor, aunque no se puede

descartar la influencia de otros factores como la dieta.

En suma, algunos de estos pardmetros se han controlado en nuestro trabajo mientras que otros

podran incidir sobre los resultados obtenidos.

Sobre los modelos celulares

En relacién a los estudios in vitro, el modelo celular utilizado de las lineas HT-29 corresponde a
células de colon derivadas de individuos adultos, por lo que mas alla de las limitaciones de
extrapolar resultados obtenidos con una linea tumoral se le suman las diferencias con la fisiologia
del intestino durante las primeras etapas de la vida por ejemplo la susceptibilidad a respuestas

inflamatorias exacerbadas frente e LPS, menor produccién de citoquinas y otros mediadores'”,

Por otra parte, el tipo de ensayo limita bastante la posibilidad de realizar los estudios con muestras
individuales por lo que el estudio con pooles representa una primera aproximacion. En este sentido
nuestros resultados se consideran una base para realizar estudios mas exhaustivos con muestras
individuales, focalizdndose en los efectos biolégicos que han revelado efectos mas significativos,
para poder explorar en profundidad mecanismos moleculares y vincular los efectos con mediadores

especificos.
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6. Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

La leche materna tiene una composicion compleja que varia no solo de una madre a otra, sino
dentro de la misma madre, a lo largo del dia y la lactada. La condicién de salud o enfermedad
materna condiciona, en algunos aspectos, la composicion de la leche, lo cual ha sido reportado en
varios estudios. En este estudio se contemplaron algunos componentes nutricionales e

inmunoldégicos de la leche de MC y de MS y se pudo obtener varias conclusiones.

En cuanto a madres con EC en DLG prolongada, no se observd una diferencia en el aporte de

macronutrientes ni el aporte energético durante el primer afio de lactancia.

La concentracion de anticuerpos de tipo secretorios (IgA e IgM) en la leche de MC en DLG es

inferior a la condicion de salud, particularmente durante la lactancia mas tardia (>6 mpp).

Hay diferencias en la contribucion relativa de anticuerpos con distinta especificidad: las MC tienen
una mayor proporcion de anticuerpos especificos contra GLD y una menor de proporcién de
anticuerpos especificos contra TT. Esta diferencia se resalta particularmente en lactancia tardia. Estos
resultados sugieren diferencias en el repertorio de plasmocitos entre MS y MC, o posibles

diferencias en los mecanismos de transporte de los mismos.

La concentracion de IgG total es similar en MS y MC, pero los titulos y proporcién de anticuerpos
anti GLD y anti TT siguen la misma tendencia, siendo menores en las MC. Esto puede significar
cambios en la respuesta sistémica a estos antigenos, cambios en los mecanismos de transporte o
permeabilidad del epitelio mamario. En este aspecto, contar con muestras de sangre de las madres

donantes ayudaria a aclarar los mecanismos involucrados.
El potencial microbicida a través de la lisozima no se ve alterado en la leche de MC.

De las citoquinas y receptores solubles estudiados, la leche de MC tiene un balance proinflamatorio

comparado con la leche de MS.
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La leche de MC en DLG aporta anticuerpos anti gliadina en concentraciones similares a la leche de
MS. Aunque se puede observar una tendencia a menor frecuencia de deteccion en TGF-f y un

aumento significativo de la IL-10 en leches de madres en lactancia tardia.

Los resultados respecto a la deteccion de anticuerpos anti-tTG y anti-pdGLD asi como gliadina libre
en algunas muestras de MC, plantea interrogantes respecto a transgresiones de la dieta o células
memoria de muy larga vida que al colonizar la GM y producir anticuerpos se alcanzan niveles

superiores que en sangre.

En cuanto al rol modulador de la inflamacién de la leche sobre el epitelio intestinal los ensayos in
vitro mostraron que la leche de MC no modula la inflamacién inducida por TNF-a, aunque potencia
la activacion inducida por psGLD y TNF-a. Ademas, potencia el efecto del IFN-y de expresar HLA-
DR, y modula el efecto débil de los psGLD de inducir HLA-DR. Con respecto a estos resultados, serfa
de interés un estudio de estimulaciéon de células con las muestras individuales y asi poder

correlacionar con los componentes especificos involucrados en estos efectos.

6.2. Impacto del estudio

Esta informacion se considera de utilidad para la interpretacion de los estudios prospectivos en
marcha, respecto al rol protector de la lactancia sobre el desarrollo de la EC en nifios con riesgo

genético.

Aporta informacién Util para posibles estrategias de intervencidn teniendo en cuenta, ademas, los
resultados obtenidos por otros autores respecto a las diferencias en la microbiota de la leche de MC.
La fortificacion de la leche materna con componentes inmunoreguladores es una estrategia

actualmente en expansion (por ejemplo, con lactoferrina, HMO o probidticos).

6.3 Perspectivas

Una profundizacién de los resultados descriptivos obtenidos en este estudio se podria realizar

mediante el analisis de muestras de leche fresca, para evaluar los componentes celulares que
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puedan reflejar el estado de la glandula mamaria, y analizar el origen de alguno de los

componentes encontrados diferencialmente en ambos grupos como la IL-6.

En paralelo, un estudio en sangre como reflejo del estado de la mucosa intestinal aportaria

informacién complementaria.

El seguimiento individualizado de los nifios en los primeros afios de vida respecto a la
seroconversion seria de gran valor, para establecer posibles correlaciones entre propiedades de la

leche y valor protector.

A su vez, seria de interés estudiar la persistencia de la gliadina en leche en un modelo animal en

DLG.
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