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Resumen

La enfermedad celiaca (EC) es una patologia autoinmune que afecta
aproximadamente 1% de la poblacién mundial.

Clasicamente se presenta con manifestaciones digestivas, debilidad y pérdida de
peso, pero también suele presentar presentaciones atipicas, donde los sintomas
gastrointestinales pueden estar ausentes y en su lugar trastornos extra-
intestinales como los problemas gineco-obstétricos pueden ser los mas
prominentes.

La Transglutaminasa tisular (tTG) es el principal auto-antigeno reconocido por los
anticuerpos séricos generados por los pacientes y su deteccidn se utiliza
ampliamente como marcador diagndstico; si bien se ha propuesto su rol en la
inmunopatogenia es adn un tema controvertido.

La hipdtesis central de este trabajo es que los autoanticuerpos presentes en
sangre de los pacientes celiacos pueden afectar la funcién de la tTG expresada
en forma ubicua en el organismo, particularmente de la tTG expuesta en el
compartimento extracelular, y que las variaciones individuales en el repertorio de
especificidades finas podrian contribuir a la definicion de las heterogéneas

presentaciones clinicas reportadas.

En particular, nos focalizamos en la tTG del compartimento materno-fetal donde
la enzima se expone tanto en estructuras maternas como fetales y participa en
varios procesos bioldgicos, algunos relacionados a su actividad enzimatica de
transamidacion (ensamblaje de proteinas de la MEC y activacion de TGF-B1) y
otros en los cuales participa como co-receptor de integrinas y/o actuando como
molécula intermediaria que estabiliza uniones proteicas (adhesiéon, migracién

celular y fagocitosis de cuerpos apoptdticos).

Para probar nuestra hipotesis nos propusimos en primer lugar analizar si la
presentacion clinica de la EC se correlaciona con el perfil de anticuerpos
especificos para la tTG, gliadina y otros autoantigenos presentes en los sueros de

mujeres celiacas. Posteriormente nos enfocamos en evaluar si los anti-tTG
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presentes en sueros de pacientes con complicaciones gineco-obstétricas tenian
el potencial de reconocer a la tTG en el compartimento materno-fetal e interferir
con la actividad de transamidacién y/é con funciones no enzimaticas de la tTG
mediante el desarrollo de modelos /in vitro que incluyeran células trofoblasticas
(Swan-71) y macréfagos (THP-1) como representantes de las células
participantes en el didlogo molecular en la interfase materno-fetal. Finalmente,
para aproximarnos a una situacidon mas cercana a la condicion de prefiez, nos
planteamos analizar el tropismo por el Utero gestante y los principales efectos
de los anti-tTG derivados de hembras prefiadas NOD (ratones diabéticos no
obesos) , basandonos en la produccidon espontanea de estos anticuerpos y la

ocurrencia de trastornos de la gestacion en estos animales.

Nuestros resultados mostraron que gran parte de las pacientes estudiadas
presentaba alteraciones del area gineco-obstétrica existiendo una correlaciéon
estadisticamente significativa entre la presencia de las mismas y la afectacion de
la actividad enzimatica de tTG /n vitro en presencia del suero de estas mujeres.
En la siguiente etapa del trabajo encontramos que los anti-tTG del suero de las
pacientes celiacas inhibieron la migracion de la linea trofoblastica Swan-71 y que
ademas redujeron significativamente su proliferacion celular e incrementaron su
tasa de apoptosis en relacion a lo observado con sueros controles.

Estos autoanticuerpos no solo contribuyeron al dafio directo sobre el tejido
trofoblastico sino que también interfirieron en la fagocitosis de cuerpos
apoptoticos trofoblasticos por parte de las células THP-1 diferenciadas a
monocitos/macroéfagos y esto seria mediado por un mecanismo que involucra la
unién de tTG a MFG-ES.

Estos hallazgos van en la misma linea con los obtenidos en los ratones NOD, en
los cudles los anti-tTG inhibieron la fagocitosis de cuerpos apoptéticos por parte
de macrdfagos peritoneales de hembras prefiadas que mostraron una expresion
de tTG en su superficie. Ademas, la disminucion observada de la concentracion
de anticuerpos anti-tTG circulantes durante la prefiez, junto con su capacidad de
unirse a estructuras de la interfase materno-fetal indican que estos
autoanticuerpos podrian ser retenidos a ese nivel e interferir con las funciones de

la enzima alli expresada.
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Por lo tanto, los resultados presentados en este trabajo apoyan el rol patogénico
de los anti-tTG a nivel de la interfase materno-fetal al inhibir varios procesos
claves en los cudles la tTG esta involucrada, ya que no solo contribuyen
directamente al dafio del tejido trofoblastico sino que también interfieren con el

microambiente regulatorio necesario para el normal desarrollo del embarazo.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Generalidades de la Enfermedad Celiaca.
1.1.1 Definicion.

La enfermedad celiaca (EC) es una intolerancia total y permanente a proteinas
del gluten de los cereales trigo, cebada, centeno y avena en menor grado. Es
una enfermedad autoinmune con un fuerte componente genético; tiene origen
multifactorial aunque no se conocen completamente los otros factores
determinantes del desenlace de la enfermedad en un individuo que expresa los
alelos vinculados a la susceptibilidad (HLA DQ2 y DQ8) (Garrote, Gomez-
Gonzalez et al. 2008; Meresse, Malamut et al. 2012).

1.1.2 Epidemiologia.

La EC afecta aproximadamente al 1% de la poblacion europea y de Estados
Unidos (Fasano 2003; Bingley, Williams et al. 2004; Tommasini, Not et al. 2004)
mostrando un aumento de la prevalencia en los Ultimos tiempos (Cataldo and
Montalto 2007). En América Latina no existen muchos estudios sobre su
prevalencia; a nivel de la poblacién general se dispone de informacion sobre
prevalencia en Brasil (0.5%) (Pratesi, Gandolfi et al. 2003), en Argentina (0.6%)
(Gomez, Selvaggio et al. 2001) y en Méjico (0.5-3%) (Remes-Troche, Rios-Vaca
et al. 2008).

En Uruguay, de acuerdo a las caracteristicas de nuestra poblacion se estima que
afecta aproximadamente al 1 % de los adultos aunque no se dispone aun de
estudios de prevalencia sobre la poblacion adulta; en poblacién hospitalaria
pediatrica, los valores alcanzaron el 2% (Mendez V. et al, Prevalence of celiac
disease in Uruguayan children: preliminary report. 11th International Symposium
on celiac disease. Northern Ireland: Belfast, 2004).
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El riesgo de padecer enfermedad celiaca es mucho mayor en los familiares de
primer grado (hasta 10%) y en menor medida en los familiares de segundo
grado; también su prevalencia es mayor en las personas con Sindrome de Down
y otras enfermedades asociadas (Fasano, Berti et al. 2003).

Ademads, la EC se ha asociado con otras patologias autoinmunes como la
Diabetes mellitus tipo 1, la tiroiditis de Hashimoto, el Sindrome de Sjogren, las
hepatitis autoinmunes y la enfermedad de Addison (Alaedini and Green 2005).
Algunas de estas patologias se presentan con una prevalencia de hasta 10 veces
mayor en la poblacidn celiaca respecto a la poblacién general (Collin, Salmi et al.
1994; Cuoco, Certo et al. 1999; Briani, Samaroo et al. 2008).

1.1.3 Asociacion genética.

La EC esta fuertemente asociada con genes HLA (locus CELIAC1, cromosoma
6p21): la mayoria de los pacientes celiacos muestra una variante de la molécula
HLA-DQ?2 codificada por los alelos DQA1*05 y DQB1*02, y el resto expresan DQ8
(DQA1*03, DQB1*0302) o son portadores de algun alelo aislado del DQ2 (Sollid
and Thorsby 1993; Sollid and Lie 2005). Aunque el 25% de la poblacion es
portadora de DQ2, solo el 1% desarrolla la EC (Sollid and Lie 2005; Jabri and
Sollid 2006).

Estudios de genoma completo han identificado otras regiones que incluyen genes
de susceptibilidad, muchos de éstos relacionados con la funciéon inmunitaria (van
Heel, Franke et al. 2007) y que podrian compartirse también con otras
enfermedades cronicas de base inmunoldgica, como la diabetes mellitus (Smyth,
Plagnol et al. 2008).

1.1.4 Inmunopatogenia de la EC.

Las principales familias de proteinas del gluten de trigo (gliadinas y gluteninas) y

sus homologos en la cebada y centeno, denominadas prolaminas por su alto
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contenido en los aminoacidos glutamina y prolina (Shewry and Halford 2002),
contienen  fragmentos  nocivos para el intestino del celiaco.
Se han identificado 2 tipos de péptidos: inmunogénicos, que estimulan linfocitos
T del intestino o sangre periférica de los pacientes celiacos con restriccion
DQ2/DQ8, y pueden ser epitopes inmunodominantes (como los residuos 57— 75
de a-gliadina (Anderson, Degano et al. 2000; Arentz-Hansen, McAdam et al.
2002; Vader, Kooy et al. 2002; Kagnoff 2007); y péptidos toxicos (residuos31-—
43/49) de accion directa sobre el epitelio y células del sistema inmune innato,
que son independientes de los linfocitos T (Maiuri, Ciacci et al. 2003; Jabri and
Sollid 2006).

Se ha avanzado mucho en el conocimiento de las bases moleculares de esta
enfermedad en especial con la identificacion de los heterodimeros HLA-DQ2 y
DQ8 (correspondientes a los alelos con que se asocia), su papel en la
presentacion del gluten a los linfocitos TCD4+ especificos (Sollid 2002) y de la
accion directa de ciertos fragmentos de las gliadinas sobre el epitelio (Maiuri,
Ciacci et al. 2003; Hue, Mention et al. 2004; Meresse, Curran et al. 2006).

La inflamacién de la mucosa y el desarrollo de la lesion intestinal a nivel del
yeyuno son secundarios a la activacion secuencial y la superposicién de las
respuestas inmunitarias innata y adaptativa, que conducen a la alteracion de la
produccién local de citoquinas por los linfocitos T locales (Jabri and Sollid 2006;
Meresse, Ripoche et al. 2009).

El modelo patogénico mas aceptado integra factores que actlan tanto en el
epitelio como en la ldmina propia, como la digestion incompleta y el transporte
trans-epitelial de péptidos (Shan, Molberg et al. 2002; Matysiak-Budnik, Candalh
et al. 2003) el efecto tdxico directo del gluten sobre el epitelio, la proliferacion y
la activaciéon de linfocitos intraepiteliales (LIE) (Jabri and Sollid 2006; Meresse,
Curran et al. 2006) y el reconocimiento de péptidos de gluten por linfocitos T
especificos con restriccion HLA-DQ2 tras ser modificados por la transglutaminasa
tisular (tTG).

La EC activa se caracteriza por atrofia vellositaria a nivel del intestino delgado,

gran infiltracion de linfocitos T en el epitelio e hiperplasia de las criptas. La
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atrofia se explica por una apoptosis descontrolada de los enterocitos y una
actividad aumentada de metaloproteinasas de matriz (MMP). Concomitantemente
a la apoptosis aumentada, hay incremento de la expresion y de la actividad de
tTG en los enterocitos, en células de lamina propia y en la matriz extracelular
(MEC) (Ehrmann, Kolek et al. 2003; Esposito, Paparo et al. 2003).

Los principales avances en el conocimiento de las bases de la enfermedad estan
focalizados en los mecanismos que ocurren a nivel de la lesion intestinal pero
existe escasa informacion sobre los mecanismos patogénicos subyacentes a las

manifestaciones extra-digestivas.

1.1.4.1  Rol patogénico de la tTG en la EC.

La EC se ha reconocido como autoinmune porque la tTG (EC 2.3.2.13) fue
identificada como el principal auto-antigeno (Dieterich, Ehnis et al. 1997) y la
deteccion de los anticuerpos séricos generados contra ella por los pacientes en el
curso de la enfermedad se utiliza ampliamente como marcador diagndstico
(Sblattero, Berti et al. 2000).

Por lo tanto, en la EC la tTG tiene dos funciones indiscutibles: /- es el
autoantigeno reconocido con alta especificidad por los autoanticuerpos
generados por los pacientes y 7.- provoca la deamidacion de los péptidos de
gliadina, generando neoantigenos que se unen con gran avidez a las moléculas
de HLA DQ2 y DQ8 expresadas por la gran mayoria de los pacientes celiacos, lo
cual potencia la generacion de linfocitos Th1 efectores y memoria, centrales en la

perpetuacion de la enfermedad (Green and Cellier 2007).

La presencia de IgA especifica contra la tTG y los péptidos del gluten es
caracteristica de la EC activa. Estos anticuerpos son producidos por plasmocitos a
nivel de la lamina propia del intestino (Colombel, Mascart-Lemone et al. 1990; Di
Niro, Mesin et al. 2012) y recientemente se ha demostrado que el 10% de los
plasmocitos del intestino de pacientes celiacos no tratados producen anticuerpos
anti-tTG (Di Niro, Mesin et al. 2012).
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Sin embargo, no se conoce aun exactamente por qué los autoanticuerpos se
producen en forma especifica durante la EC activa y desaparecen de circulacion
luego de que el paciente adhiere en forma estricta a la dieta libre de gluten,
aungue se ha sugerido que esto podria deberse al reconocimiento de la tTG
entrecruzada a los péptidos de gluten a través de un mecanismo similar al del

modelo hapteno-carrier (Mesin, Sollid et al. 2012).

El tejido de endomisio representd durante mucho tiempo el sustrato ideal para la
deteccion de la auto-reactividad especifica de los sueros de pacientes celiacos
mediante inmunofluorescencia; se ha demostrado que la reactividad se debe a la
interaccion de los anticuerpos con la tTG que esta depositada en MEC formando
complejos con la fibronectina (FN) en ese y en otros tejidos humanos y de
roedores (Dieterich, Ehnis et al. 1997; Korponay-Szabo, Sulkanen et al. 2000).

En la actualidad la deteccion de las IgA especificas por técnicas de ELISA es el
método mas usado en la practica clinica dado que los test que detectan estos
anticuerpos tienen la mayor sensibilidad y especificidad (Rostom, Dube et al.
2005).

1.2 Presentaciones clinicas de la EC.

La presentacion clinica de la enfermedad es compleja asi como muy variable y
tanto la enfermedad como sus sintomas pueden aparecer en cualquier etapa de
la vida. Muchos pacientes con enfermedad celiaca tienen sintomas escasos o que
se presentan atipicamente, mientras que una minoria de los pacientes padece de
sindrome de mala absorcién (enfermedad celiaca clasica).

La EC clasica se presenta con sintomas gastrointestinales (diarrea, desnutricion,
pérdida de peso, esteatorrea y edema secundario a hipoalbuminemia)(Fasano
and Catassi 2012). Sin embargo, las formas no clasicas y/o atipicas, en las
cuales los sintomas gastrointestinales pueden estar ausentes o ser mucho menos
severos, se encuentran en forma cada vez mas frecuente; en estos casos los

hallazgos extra-intestinales como anemia, osteoporosis, alteraciones cutaneas y
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dentales y los problemas neuroldgicos son mas comunes (Kemppainen, Kroger
et al. 1999; Meloni, Dessole et al. 1999; Ransford, Hayes et al. 2002) (Tabla 1).
Aparentemente las mujeres se ven mas afectadas por esta patologia (Bardella,
Fredella et al. 2005) y se han reportado varios trabajos con implicancias de la
enfermedad en el ciclo menstrual y la salud reproductiva (Ozgor and Selimoglu
2010; Soni and Badawy 2010).

Debido a que las presentaciones atipicas son cada vez mas frecuentes, se
considera hoy en dia a la EC mas una patologia multisistémica que una
afectacion Unicamente gastrointestinal (Lo, Sano et al. 2003; Murray, Van Dyke
et al. 2003).

1.2.1 Enfermedad celiaca y problemas en la reproduccion.

Desde hace mucho tiempo se ha reconocido la asociacion entre los desérdenes
reproductivos humanos y la autoinmunidad. Este concepto se ha visto reforzado
por el hallazgo de autoanticuerpos y la presencia de diferentes formas de fallas
reproductivas en mujeres clinicamente saludables (Ruiz, Cubillos et al. 1995;

Caramaschi, Biasi et al. 2000).

La salud reproductiva puede verse afectada en mujeres con EC no tratada y en
algunos casos las complicaciones gineco-obstétricas son las Unicas
manifestaciones de la enfermedad dentro de las cuales se incluyen: desérdenes
del ciclo menstrual, reduccién de la fertilidad, abortos tempranos, restriccion del
crecimiento intrauterino (IUGR) y recién nacidos de bajo peso (Ozgor and
Selimoglu 2010; Soni and Badawy 2010).

Dentro de los desérdenes del ciclo menstrual se han asociado con la EC la
menarca tardia (comienzo a los 16 afos o posterior) y la menopausia temprana
(comienzo a los 45 afos o anterior) (Molteni, Bardella et al. 1990; Smecuol,
Maurino et al. 1996). También se han reportado complicaciones en la concepcién
y el embarazo en mujeres celiacas no tratadas (Stazi and Mantovani 2000;

Ludvigsson, Montgomery et al. 2005) dentro de las cuales destacan
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principalmente los abortos tempranos recurrentes (Gasbarrini, Torre et al. 2000)
y los nacimientos prematuros y/o con recién nacidos de bajo peso (Khashan,
Henriksen et al. 2010) (Tabla 1).

Se estima que las mujeres con EC no diagnosticada tienen entre 8 y 9 veces
mayor riesgo relativo de abortos multiples y de recién nacidos de bajo peso en
comparacion con pacientes tratadas. Por otro lado, se encontréd que pacientes
con infertilidad de causa desconocida, abortos recurrentes o IUGR tienen un
riesgo significativamente mas alto de padecer EC que la poblacién general
(Kumar, Meena et al. 2011; Tersigni, Castellani et al. 2014). Una dieta libre de
gluten resulta en una reduccién de 9 veces en la tasa de abortos y en una
reduccion de la prevalencia de recién nacidos de bajo peso desde el 29% hasta 0
(Hill 1990; Tursi, Giorgetti et al. 2008).
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Tabla 1. Principales manifestaciones extra-intestinales de la Enfermedad

Celiaca.
Constitucionales

Anorexia

Fatiga
Hematoldgicas

Anemia ferropénica
Dermatologicas

Alopecia

Dermatitis Herpetiforme
Bucales

Hipoplasia del esmalte dental

Ulceras recurrentes
Musculo-esqueléticas

Artritis

Artrosis

Osteopenia/ Osteoporosis
Hepaticas

Alteraciones del enzimograma hepatico
Endocrinoldgicas

Baja estatura

Deficiencia de vitamina D

Disfuncién tiroidea
Neurolégicas

Ataxia cerebelosa

Neuropatias

Desordenes psiquiatricos

Convulsiones
Reproductivas

Alteraciones de la fertilidad femenina

menarca tardia

amenorrea

menopausia temprana

infertilidad

Alteraciones de la gestacion
abortos recurrentes

partos prematuros

restriccion del crecimiento intrauterino
anomalias en funcion placentaria
disminucién del periodo de lactancia

Alteraciones de la fertilidad masculina
disfuncién gonadal
alteracion en morfologia y motilidad espermética
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1.3 Generalidades de la tTG.

La transglutaminasa actualmente designada TG2 o tTG pertenece a una familia
de enzimas dependientes de calcio que catalizan modificaciones post-
traduccionales de péptidos o proteinas con la formacion de enlaces isopeptidicos
entre los grupos y-carboxamida de residuos de glutamina y los grupos €-amino
de residuos de lisina presentes en péptidos 6 aminas primarias esta accién de
entrecruzamiento 6 transamidacién representa la actividad enzimatica mas
caracteristica de la tTG.

Esta actividad requiere la presencia de la Cys277 que ataca los residuos y-
glutamilo en los sustratos donadores de acilo (proteinas o péptidos) para
conducir a la formacion de un tioéster intermediario. La enzima acilada
resultante puede reaccionar una cadena lateral e-lisina de otra proteina o péptido
que se asocia con la enzima en un segundo sitio de unién para el sustrato
resultando en la formaciéon de un enlace isopeptidico. Alternativamente y en
ausencia de un donador de grupo amino adecuado y un pH ligeramente acido el
tioéster es hidrolizado para formar acido glutdamico en una reaccion neta de
deamidacion (Eckert, Kaartinen et al. 2014) (Figura 1).
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Figura 1. Reacciones bioquimicas dependiente de Ca™’ catalizadas por tTG.
A Entrecruzamiento de proteinas mediante la formacion de enlaces isopeptidicos (pH
>7). B Incorporacion de aminas primarias a proteinas (transamidacién). € Deamidacién
de glutamina para generar acido glutamico (en ausencia de aminas o a pH <7).

Tomado de Biochemical functions of tissue transglutaminase (t7G) (Di Sabatino, Vanoli et
al. 2012)
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Esta enzima fue inicialmente identificada en 1957 a partir de extractos de higado
de cobayo por su capacidad de catalizar la incorporacién a proteinas de aminas
primarias de bajo peso molecular (Sarkar, Clarke et al. 1957). Desde su
descubrimiento se han identificado mas proteinas con esta actividad en
organismos unicelulares, invertebrados, peces, mamiferos y plantas (Grenard,
Bates et al. 2001). Existen nueve genes que codifican para transglutaminasas
(TG) en el ser humano, ocho codifican para enzimas cataliticamente activas (TG
1-7 y el FXIII de la cascada de la coagulacién) y el otro para una proteina sin
actividad enzimatica (la llamada banda proteica 4.2 de la membrana de los
eritrocitos)(Grenard, Bates et al. 2001).

Aunque difieren en su secuencia primaria todas las TG (con la excepcién de la
banda 4.2) comparten una secuencia aminoacidica idéntica en el sitio activo. La
mayoria de los tejidos expresan multiples TG (www.ncbi.nim.nih.gov/UniGene)
que comparten sustratos (Deasey, Shanmugasundaram et al. 2013).

Ademas de la funcidn de entrecruzamiento de proteinas las TG catalizan
modificaciones post-traduccionales de las proteinas via deamidacién, mas aln la
incorporaciéon de aminas a las proteinas por parte de estas enzimas puede
modificar la funcidn, estabilidad e inmunogenicidad de las proteinas modificadas
y contribuir a la aparicién de las patologia autoinmunes como sucede en la EC
(Lorand and Graham 2003).

De las nueve TG descriptas en humanos la tTG es la mas ampliamente distribuida
y la mas estudiada.

tTG es una enzima multifuncional ampliamente expresada en la mayoria de los
tejidos y en todos los compartimentos celulares (Fesus and Piacentini 2002);
juega un rol critico en el control de la homeostasis celular y tisular, regulando el
ciclo celular a través de de su participacion en la proliferacion, diferenciacion
terminal y la apoptosis (Melino and Piacentini 1998).

Dependiendo del tipo celular y las condiciones del microambiente puede
expresarse en todos los compartimentos intracelulares, en la membrana
plasmatica y en la MEC, mediando una diversidad de funciones bioldgicas
(Thomazy and Fesus 1989; Upchurch, Conway et al. 1991) (Figura 2).
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Figura 2. Localizacion de tTG en los diferentes compartimentos celulares.
Modificado de Transglutaminase 2: A Molecular Swiss Army Knife (Gundemir, Colak et al.
2012)

Aunque originalmente fue descubierta como una enzima que realiza
entrecruzamientos proteicos se han identificado nuevas funciones de esta.

La tTG interactia con proteinas blanco localizadas a nivel citoplasmatico,
nuclear, mitocondrial, de la membrana plasmatica y de la MEC (Lorand and
Graham 2003; Ilismaa, Mearns et al. 2009; Park, Choi et al. 2010). En estas
diferentes localizaciones la enzima actia como GTPasa/ATPasa, como adaptador
no enzimatico, como proteina del scaffold, como regulador de la sefializacién
celular ademas de catalizar reacciones de transamidacion y entrecruzamiento de

proteinas.

1.3.1 Control de la expresion génica de la tTG.

La tTG es una enzima fuertemente regulada tanto a nivel transcripcional como
traduccional (Lu, Saydak et al. 1995; Kuncio, Tsyganskaya et al. 1998; Feng,
Readon et al. 1999).
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Desde hace tiempo se conoce el rol de los retinoides estimulando su expresidn
(Davies, Murtaugh et al. 1985; Piacentini, Ceru et al. 1992; Nagy, Saydak et al.
1996) y esta induccidn es controlada por receptores de acido retinoico (RARS) y
receptores X de retinoides (RXRSs).

Otros factores que inducen la expresion de esta enzima son: vitamina D, TGF-
B1, IL-6, TNF-a, NF-kB, epidermal growth factor (EGF), ésteres de forbol y estrés
oxidativo El promotor de la tTG contiene un elemento de respuesta a acido
retinoico a 1.7 kb upstream del sitio de iniciacién de la transcripcién, un
elemento regulatorio en cis especifico para IL-6 (4 kb upstream del promotor)
un elemento de respuesta a TGF-B1 (868 bp upstream) y dos elementos de
respuesta a AP2-like (634 y 183 bp upstream del sitio de iniciacién de la
transcripcion) (Eckert, Kaartinen et al. 2014).

1.3.2 Regulacion de la actividad de la tTG.

Estructuralmente la tTG esta compuesta de cuatro dominios: un sandwich
aminoterminal que contiene los sitios de unién a integrinas y FN, un dominio
central catalitico para la reaccion de transferencia de acilo con una triada
catalitica (Cys277, His335, y Asp358) y dos barriles B carboxilo-terminales
(Figura 3).

Ademas de la modificacién post-traduccional de proteinas dependiente de Ca*?
esta enzima puede unir e hidrolizar GTP y actuar como proteina G (Lorand and
Graham 2003).
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Figura 3. Representacion esquematica de los cuatro dominios estructurales y las

regiones funcionales de la tTG.
Tomado de 7ransglutaminase 2: an enigmatic enzyme with diverse functions (Fesus and
Piacentini 2002)

El arreglo espacial de los cuatro dominios de la tTG es alterado por sus
interacciones con cofactores, la forma unida a GDP/GTP muestra una
considerable interaccion entre el dominio catalitico y los dominios 3 y 4 lo que
genera que la tTG adopte una conformacion cerrada o compacta, esto reduce la
accesibilidad y actividad del sitio transamidante dependiente de Ca*> (Liu,
Cerione et al. 2002).

Por el contrario, la unién del Ca*? altera la conformacién separando los dominios
3 y 4 permitiendo que la enzima adquiera una conformacion abierta/extendida
que expone el sitio catalitico, esta conformaciéon es la que se asocia con la

reaccion de entrecruzamiento o transferencia de acilo (Pinkas, Strop et al. 2007).

Las TG se encuentran en ambientes intra y extracelulares y en estas
localizaciones su actividad es estrictamente regulada por las diferentes
condiciones existentes. Por ejemplo, el Ca*?, los nucledtidos de guanidina y el

potencial redox modulan la actividad de entrecruzamiento de la tTG.

La tTG forma enlaces disulfuro intramoleculares que son necesarios para la
actividad de transamidacién (Folk and Cole 1966; Boothe and Folk 1969) y se
han descrito transiciones entre el estado reducido (activo) y oxidado (inactivo)

(Stamnaes, Pinkas et al. 2010; Jin, Stamnaes et al. 2011). Esto involucra una
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triada de residuos de cisteina (Cys370, Cys371, y Cys230) que tienen un
potencial reddx inusualmente alto (Jin, Stamnaes et al. 2011). Bajo condiciones
oxidantes se forma un enlace disulfuro entre Cys230 y Cys370 que facilita la
formacion del enlace disulfuro mas estable Cys370-Cys371. Estos eventos
inactivan la actividad transamidante de la tTG (Pinkas, Strop et al. 2007;
Stamnaes, Pinkas et al. 2010). Por el contrario la reduccion de la tTG genera una

conformacidn abierta de la misma (Stamnaes, Pinkas et al. 2010).

Otro factor que contribuye a la inactivacion de la tTG a nivel extracelular es el
oxido nitrico (NO) que conduce a la nitrosilacion de varios residuos de cisteina de
la enzima (Lai, Hausladen et al. 2001). Zn vivo, la gradual disminucion durante el
envejecimiento de la biodisponibilidad del NO incrementa la actividad de
transamidacion de la tTG en los vasos sanguineos e incrementa la rigidez de los
mismos por la acumulacién de entrecruzamientos en la MEC vascular
(Santhanam, Tuday et al. 2010; Jung, Jandu et al. 2013).

Ademas la fosforilacién de la tTG por parte de la Protein Kinasa A (Ser 216)
estimula la actividad kinasa de la tTG mientas inhibe la funcién de
transamidacion (Mishra and Murphy 2006; Mishra, Melino et al. 2007). Por el otro
lado las tiol reductasas como la tioredoxina activan la tTG extracelular
antagonizando entonces la inactivaciéon por oxidacion a nivel del medio

extracelular (Jin, Stamnaes et al. 2011).

Actuando en conjunto, todos estos factores modulan los estados redox, de
nitrosilacion y de fosforilacion de la tTG  controlando su actividad de
transamidacion.

Ademads las interacciones proteina-proteina son capaces de regular dicha
actividad, a nivel de la MEC la enzima interactta con varias proteinas incluyendo
FN, osteonectina e integrinas (Zemskov, Janiak et al. 2006) y la interaccion con

algunas de ellas altera la actividad enzimatica (Turner and Lorand 1989).
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1.3.3 tTG y entrecruzamiento de proteinas de la MEC.

Muchas de las funciones de la tTG como ser la estabilizacion de la MEC y la
reparacion tisular son mediadas por la actividad de transamidacién que resulta
en el entrecruzamiento de varias proteinas que son sustrato de esta enzima

(Aeschlimann and Thomazy 2000).

La tTG y el FXIIIa se liberan al ambiente extracelular a través de un mecanismo
atipico de secrecion todavia no dilucidado completamente (Cordell, Kile et al.
2010; Zemskov, Mikhailenko et al. 2011) y alli modifican en forma covalente
proteinas de la MEC para formar homo y heteropolimeros que potencian la
estabilidad de la MEC (Aeschlimann and Thomazy 2000; Lorand and Graham
2003). Este entrecruzamiento incrementa la rigidez de la FN (Nelea, Nakano et
al. 2008) y de las fibras de colageno (Spurlin, Bhadriraju et al. 2009). La
interaccion de tTG con FN tiene una alta afinidad y la enzima esta involucrada en

su ensamblaje (Upchurch, Conway et al. 1991).

1.3.4 tTG y senalizacion mediada por integrinas.

Las integrinas son receptores transmembrana importantes en los procesos de
adhesion y sefalizacion que aunque carecen de actividad enzimatica intrinseca
regulan muchas vias de sefalizacion intracelular y se activan al unirse a la MEC
(Hynes 2002). La tTG interactta con la MEC para potenciar la adhesion celular y
la sefalizacion mediada por integrinas via su interaccion directa con las
integrinas B1, B3, y B5 (Zemskov, Janiak et al. 2006; Belkin 2011) participando
como co-receptor para la FN (Akimov, Krylov et al. 2000) (Figura 4).

El incremento de la rigidez de la MEC potencia la adhesién de fibroblastos y
osteoblastos (Chau, Collighan et al. 2005; Forsprecher, Wang et al. 2009) y
favorece la sobrevida, el crecimiento, la migracion y la diferenciacién celular
influyendo en vias de sefializacion mediadas por integrinas (Bershadsky, Kozlov
et al. 2006).

Los anticuerpos anti-Transglutaminasa tisular y su relacion con los problemas 24
reproductivos asociados a la Enfermedad Celiaca



Figura 4. Representacion esquematica del rol de la tTG en la adhesion celular
mediante Su interaccion con FN e integrinas.
Tomado con modificaciones de T7issue Transglutaminase Is an Integrin-binding Adhesion
Coreceptor for Fibronectin (Akimov, Krylov et al. 2000)

1.3.4.1 TG en la adhesion y migracion celular.

A nivel de la membrana plasmatica, la enzima se encuentra asociada a las
integrinas esta funcion es importante para la adhesién, migracién celular,
extravasacion y también para el ensamblaje de la FN (Aeschlimann and Thomazy
2000; Akimov and Belkin 2001).

La unidn integrina-FN es una interaccion débil, mientras que la tTG interactla
fuertemente con ambas estabilizando la unién integrina-FN lo cual facilita la
adhesion celular a la MEC y activa la sefializaciéon mediada por integrinas (Belkin
2011). El efecto de la tTG en la funcidon de las integrinas se evidencia por su
impacto en el clustering de las mismas (Janiak, Zemskov et al. 2006). Aln no se
conoce el mecanismo exacto a través del cual la enzima promueve dicho
clustering, sin embargo la capacidad de la tTG de oligomerizar e interactuar
proteinas de unién a integrinas como la caveolina-1 y las tetraespaninas podria
promover este fendmeno. El clustering de integrinas inducido por la tTG potencia
la sefalizacion celular dependiente de estas moléculas (Akimov, Krylov et al.

2000; Janiak, Zemskov et al. 2006). Esto incluye la activacién de FAK, Src, y
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p190RhoGAP y el aumento en la expresion de RhoA unida a GTP y su blanco
molecular ROCK. El impacto neto de estos eventos es un aumento en la
formacion de adhesiones focales y de fibras de estrés de actina lo que potencia

la contractilidad de la actino-miosina.

Syndecan-4, un proteoglicano con heparan sulfato, se localiza en puntos de
contacto entre las células y la MEC donde interactia, a través del heparan
sulfato, con la region Hep-2 de la FN. Esta molécula colabora con las integrinas
para potenciar la adhesién celular a la FN y facilitar el desarrollo adhesién
dependiente (mediado por RhoA) de adhesiones focales, fibras de estrés y la
contractilidad de la actino-miosina (Xian, Gopal et al. 2010). Syndecan-4 es una
molécula importante de unién a la tTG (Telci, Wang et al. 2008; Scarpellini,
Germack et al. 2009), la enzima posee un sitio de unidon a heparan sulfato,
261LRRWK265, que media esta interaccion (Verderio, Scarpellini et al. 2009). La
interaccion de alta afinidad de la tTG extracelular con syndecan-4 activa la
protein kinasa Ca (PKCa) que a su vez se une directamente a la cola
citoplasmatica de la integrina B1. Esta interaccion controla los niveles de
integrinas, su distribuciéon en la superficie celular asi como la estimulacion por
parte de estas de FAK y ERK1/2 (Parsons, Keppler et al. 2002; Telci, Wang et al.
2008; Scarpellini, Germack et al. 2009; Wang, Collighan et al. 2010; Wang, Telci
et al. 2011).

Por lo tanto, la expresién aumentada de la tTG durante la reparacién tisular
probablemente favorezca la adhesion celular y la sefializacion a los efectos de
incrementar la adhesion dependiente de integrinas y el ensamblaje de la matriz
de FN (Verderio, Telci et al. 2003; Telci and Griffin 2006; Wang and Griffin
2012). Esto promueve el clustering de las moléculas que se unen a la tTG sobre
la superficie celular para potenciar la adhesion, prevenir el anoikis y facilitar la

sobrevida celular.
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1.3.4.2 tTG en la fagocitosis.

A través de la interaccion con integrinas la tTG interviene en el proceso de
fagocitosis de células apoptdticas al mediar una senalizacién eficiente via
integrina B3 para la formacion de la copa fagocitica.
La tTG de superficie de los macréfagos proporciona una senalizacion eficiente de
la integrina B3 alrededor de las células apoptédticas ya sea promoviendo el
clustering de la misma o potenciando la afinidad del receptor por su ligando
MFG-E8/fosfatidilserina (Toth, Garabuczi et al. 2009). La estabilizacion del
complejo integrina B3-MFGE8 medida por la enzima mejora la captacion de las

células apoptdticas.

La tTG también activa blancos moleculares de la cascada de senalizacion iniciada
por la activacion de la integrina B3 que incluyen a RhoG y Racl los cuadles son

necesarios para que se dé una fagocitosis eficiente.

Las principales evidencias de esto surgen de trabajos desarrollados en el modelo
de animales knockout para tTG (De Laurenzi and Melino 2001; Nanda, Iismaa et
al. 2001). Los ratones tTG -/- desarrollan autoinmunidad con glomerulonefritis
mediada por inmunocomplejos (Szondy, Sarang et al. 2003; Hanayama,
Miyasaka et al. 2006).

Los macréfagos tTG -/- presentan problemas en la fagocitosis debido a la
acumulacion alterada de integrina B3 en los portales fagociticos (Toth, Garabuczi
et al. 2009). De hecho la sobre-expresion de la integrina B3 en los macréfagos

tTG -/-restaura parcialmente la fagocitosis (Toth, Sarang et al. 2009).

En relacién a los fendmenos de clearance de cuerpos apoptéticos, la tTG también
estd involucrada en la sefalizacién de otros receptores scavenger como LRP1 y
LDRR (Zemskov, Mikhailenko et al. 2007).
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1.3.5 tTG e interaccion con receptores de factores de

crecimiento.

La asociacion fisica entre integrinas y receptores tirosina-kinasas es necesaria
para la respuesta celular a la MEC y los factores de crecimiento solubles (Yamada
and Even-Ram 2002).

La tTG interactua con el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR) en la superficie de fibroblastos y células de musculo liso vascular
potenciando la interaccion de éste con integrinas haciendo de puente entre estos
receptores en la superficie celular (Zemskov, Loukinova et al. 2009; Zemskov,
Mikhailenko et al. 2012). La interaccién con la tTG promueve el clustering de los
PDGFR, su activacién y la sefalizacién intracelular que esta desencadena. Estos
hechos también sugieren que la actividad de la tTG puede tener un rol pro-
inflamatorio en la reparacion tisular, la fibrosis celular, la restenosis vascular y la
metastasis tumoral, o sea diferentes respuestas fisiopatoldgicas que
frecuentemente involucran la sobreactivacion o desregulacion del eje de
sefializacidn mediada por PDGF/PDGFR (Heldin and Westermark 1999).

La interaccion de esta enzima con los receptores de factores de crecimiento
podria ser un fendmeno general dado que la tTG también se une al vascular
endothelial growth factor receptor (VEGFR) en la superficie de las células
endoteliales y modula la senalizacién por VEGF (Dardik and Inbal 2006). En este

caso la enzima entrecruza VEGFR para formar complejos de alto peso molecular.

1.3.6 tTG y regulacion de la via de sefalizacion de TGF-f1.

Las modificaciones inducidas por la tTG pueden afectar la actividad de los
factores de crecimiento en el ambiente extracelular (Lorand and Graham 2003;
Ientile, Caccamo et al. 2007; Wang, Telci et al. 2011).
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TGF-B1 es un regulador clave de la remodelacién de la MEC (Worthington,
Klementowicz et al. 2011) y su activacion involucra integrinas, proteasas y es

influenciada por el ambiente oxidativo y el estrés mecanico

Otra accién bioldgica relevante de la tTG asociada al proceso del clearance de
cuerpos apoptdticos y reparacion tisular, es mediar la activacion de la citoquina
anti-inflamatoria TGF-p1, la cual es secretada por los macréfagos como un
complejo inactivo que es incorporado a la MEC por la actividad de
entrecruzamiento de la tTG la cual por lo tanto controla la maduracion y la
actividad de esta citoquina (Verderio, Gaudry et al. 1999; Wang and Griffin
2012).

Ademas, en los fibroblastos la tTG incrementa la expresion a nivel de ARNm y de
proteina de TGF-B1 a través del factor de transcripcién NF-kB (Telci, Collighan et
al. 2009). ’

A su vez, TGF-B1 incrementa la expresion de la tTG en varios tipos celulares
apoptoticos (Fukuda, Kojiro et al. 1994; Priglinger, Alge et al. 2004). El promotor
de la tTG de raton contiene un elemento de respuesta para TGF-1 a 868 bp
upstream del sitio de inicio de la transcripcién (Ritter and Davies 1998). Esto
resulta en un bucle de retroalimentacion positiva en el cual TGF-p1 y tTG

generan una activacion reciproca de su expresion (Belkin 2011).

1.3.7 La tTG en la interfase materno-fetal.

El embarazo constituye un proceso estrictamente regulado donde actian en
sincronia mecanismos sistémicos y locales para permitirfle al sistema
inmunoldgico materno tolerar al feto. Desde las primeras etapas de la
implantaciéon del embrion se establecen didlogos moleculares altamente

coordinados y regulados que implican estructuras maternas y fetales.

Para recibir al blastocisto el endometrio sufre alteraciones estructurales y

funcionales bajo la influencia de las hormonas reproductivas.

Los anticuerpos anti-Transglutaminasa tisular y su relacion con los problemas 29
reproductivos asociados a la Enfermedad Celiaca



Al llegar a la cavidad uterina el blastocisto establece interacciones débiles con el
epitelio endometrial (Figura 5), esta aposicion puede ocurrir durante un periodo
de tiempo limitado conocido como ventana de implantacién, que es cuando el
endometrio se halla en estado receptivo. Luego de la aposicion viene la fase de
adhesion donde se establecen contactos estrechos entre las células trofoblasticas
del blastocisto y el epitelio endometrial mediados por un grupo caracteristico de
moléculas de adhesion en ambos tipos celulares y por Ultimo se da la etapa de
implantacién donde es el trofoblasto el que promueve la invasion de dicho
epitelio (Norwitz, Schust et al. 2001).

Surface -~
epithelium .

Blastocyst

Lumen Mucin layer ‘:,' Neutrophil

(%
-
-
4

=

Macrophage 6" lﬂ'
NK cell i

Decidua

Figura 5. Implantacion del blastocisto en el endometrio receptivo.
Tomado de Inflammation and Implantation (Dekel, Gnainsky et al. 2010)

Las células del trofoblasto fetal que estan en contacto directo con las células de
la madre juegan un rol central en los mecanismos de tolerancia desarrollados en
la interfase y aseguran el buen progreso del embarazo. Por otra parte, el epitelio
del endometrio modificado (decidualizado) es infiltrado por una gran cantidad de
leucocitos de la madre que median los mecanismos de tolerancia inmunoldgica
asociados (Figura 5). En esta interfase hay secrecién de una gran variedad de
sustancias inmunomoduladoras, incluyendo hormonas y citoquinas. Por lo tanto,
los eventos de migracién y adhesidon celular en la interfase materno-fetal son
muy importantes desde las etapas tempranas del embarazo. Ademas, la
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remodelacion de la MEC, la angiogénesis, la apoptosis controlada y la remocion
(clearance) de los cuerpos apoptdticos representan otros procesos centrales en
dicha interfase (Norwitz, Schust et al. 2001).

La constitucion de la interfase materno-placentaria durante los procesos de
decidualizacion del endometrio uterino e invasion trofoblastica involucra una
respuesta pro-inflamatoria acompafiada por una profunda remodelacién tisular
(Abrahams, Visintin et al. 2005; Dekel, Gnainsky et al. 2010). El embrién tiene
que atravesar el revestimiento epitelial del Utero para implantarse dafiando el
tejido endometrial para invadir y reemplazar el endotelio y el musculo liso de los
vasos sanguineos maternos (Weiss, Goldsmith et al. 2009; Mor and Cardenas
2010; Warning, McCracken et al. 2011). La respuesta inflamatoria que
caracteriza el periodo peri-implantacion sera fisioldgicamente limitada por
mecanismos regulatorios y tolerogénicos que involucran respuestas de la
inmunidad innata y adaptativa (Aluvihare, Kallikourdis et al. 2004; Terness,
Kallikourdis et al. 2007; Guerin, Prins et al. 2009) (Figura 6). De esta manera
poblaciones leucocitarias incluyendo subpoblaciones de células T, células Natural
Killers uterinas (UNK), macroéfagos y células dendriticas junto con mediadores
proinflamatorios llamados en conjunto BIEFs (blastocyst implantation essential
factors) contribuyen a la regulacién de esta red (Aluvihare, Kallikourdis et al.
2004; Terness, Kallikourdis et al. 2007; Guerin, Prins et al. 2009; Leber, Teles et
al. 2010; Saito, Nakashima et al. 2010; Ramhorst, Fraccaroli et al. 2012).
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Figura 6. Princjpales mecanismos involucrados en la tolerancia inmunologica al
feto durante el primer trimestre de la  gestacion  humana.
Tomado de Fetomaternal immune cross-talk and its consequences for maternal and
offspring’s health(Arck and Hecher 2013)

En particular los macréfagos constituyen el 20-30% de las células inmunoldgicas
de la decidua y se encuentran activados en un perfil regulador con funciones
tolerogénicas y de reparacion de heridas (Nagamatsu and Schust 2010;

Ambarus, Krausz et al. 2012)

De hecho, las células apoptéticas de musculo liso, endoteliales y trofoblasticas
son removidas eficientemente por los macréfagos deciduales para prevenir una
respuesta inflamatoria deletérea. Por lo tanto el inmediato clearance de células
apoptdticas induce el fenotipo de macréfagos deciduales inmuno-regulador que
producen IL-10 y TGF-B1 (Fest, Aldo et al. 2007; Mantovani, Biswas et al. 2013).

Por lo tanto una produccién exagerada de cuerpos apoptéticos y/o un ineficiente

clearance de estos puede contribuir a la desregulaciéon de la respuesta
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inflamatoria durante la implantacién y puede ser una causa subyacente de

complicaciones de la gestacion (Abrahams, Kim et al. 2004).

La tTG se expresa en la interfase materno-fetal (Hager, Gliemann et al. 1997;
Kabir-Salmani, Shiokawa et al. 2005; Robinson, Glazier et al. 2006) A nivel
uterino se expresa en los sitios de receptividad (pinopodios), que son los sitios
del epitelio donde se ve favorecida la interaccion con el trofoblasto; la tTG
expresada en estos sitios, interactuaria con la FN fetal, que en su forma
secretada es considerada una molécula adhesiva clave en el proceso de

implantacién (Bentin-Ley, Sjogren et al. 1999).

Respecto a las estructuras fetales, se describid la expresion superficial de tTG en
células primarias y lineas celulares derivadas de placenta (Robinson, Glazier et al.
2006) en la linea de coriocarcinoma JEG-3 considerada como modelo de
sinciotrofoblasto (Blanchon, Sauvant et al. 2002) y en cultivos primarios de
trofoblastos extravellositario. La enzima asociada a la membrana del
sinciciotrofofoblasto estd involucrada en el entrecruzamiento de la FN y la
adhesion celular (Robinson, Glazier et al. 2006) y en la estabilizacién del
material particulado que se produce por brotacidon a partir de la placenta
(Robinson, Baker et al. 2007).

Por lo tanto, y de acuerdo a los antecedentes descritos anteriormente respecto a
las funciones bioldgicas de la tTG y a su localizacion ubicua, es altamente
probable que esté involucrada en el proceso de implantacion embrionariay en la
regulacion del funcionamiento de la placenta al mediar varios procesos bioldgicos

a este nivel.

1.4 Rol de los anticuerpos anti-tTG en la patogenia de la EC.

El rol de los autoanticuerpos en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes
es complejo y varia entre las diferentes patologias. Los autoanticuerpos pueden

interferir especificamente con las actividades bioldgicas del antigeno pero
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también pueden formar inmunocomplejos que activen mecanismos del sistema
inmunoldgico que originen dafio tisular.

Si bien es cierto que no existe consenso sobre los efectos de los anticuerpos anti-
tTG en la EC la evidencia disponible sugiere que no serian meramente un
fendmeno colateral sino que podrian contribuir a la patogenia (Alaedini, Xiang et
al. 2008).

1.4.1 Deteccion de la union de anticuerpos anti-tTG a tejidos.

En los pacientes celiacos la tTG en los compartimentos extracelulares es
reconocida por autoanticuerpos; se ha detectado la deposicion de anticuerpos
IgA especificos contra la tTG asociados a la red de FN en muestras de yeyuno
(Korponay-Szabo, Halttunen et al. 2004) y la co-localizacion de anticuerpos IgA
en otros érganos como higado, musculo, tiroides, cerebro y corazoén indica que la
tTG es accesible para los anticuerpos circulantes que se hayan generado a nivel
intestinal (Korponay-Szabo, Halttunen et al. 2004; Sategna-Guidetti, Franco et al.
2004; Hadjivassiliou, Maki et al. 2006; Naiyer, Shah et al. 2008).

1.4.2 Evidencias /n vitro del rol de los anticuerpos anti-tTG .

La respuesta de autoanticuerpos de los celiacos es heterogénea; las IgA son
producidas contra diferentes regiones funcionales de la molécula de tTG y la
mayor parte de los pacientes posee autoanticuerpos dirigidos contra mas de un
epitope (Seissler, Wohlrab et al. 2001; Nakachi, Powell et al. 2004); por lo tanto
el repertorio individual de especificidades finas de anticuerpos anti-tTG podria
condicionar la presentacion clinica de la enfermedad contribuyendo a la aparicion
de diferentes sintomas extra-digestivos.

La inhibicién de la funcion de la tTG por anticuerpos especificos se ha reportado
en diferentes ensayos /in vitro, sugiriendo que los anticuerpos anti-tTG podrian
estar involucrados en la patogénesis (Tabla 2); se ha probado que dichos

anticuerpos pueden afectar la actividad enzimatica (Kiraly, Vecsei et al. 2006;
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Anjum, Baker et al. 2009), la permeabilidad endotelial (Myrsky, Caja et al. 2009),
la angiogénesis (Myrsky, Kaukinen et al. 2008; Di Simone, De Spirito et al. 2013)
y la diferenciacion y proliferacion celular (Halttunen and Maki 1999; Barone,
Caputo et al. 2007).

De un tiempo a esta parte han surgido evidencias de que los anticuerpos anti-
tTG pueden tener un rol patogénico en las alteraciones gineco-obstétricas
(Kiefte-de Jong, Jaddoe et al. 2013). Los indicadores indirectos que apoyarian
un rol de estos anticuerpos en los procesos reproductivos se basan en el
reconocimiento de la enzima a nivel de la superficie celular en cortes de
placentas humanas por autoanticuerpos anti-tTG provenientes de celiacos
(Anjum, Baker et al. 2009).

Ademas recientemente se han encontrado evidencias de que los autoanticuerpos
dirigidos contra la tTG favorecen la apoptosis a nivel del trofoblasto (Di Simone,
Silano et al. 2010) e inhiben la angiogénesis a nivel endometrial (Di Simone, De
Spirito et al. 2013)

Tabla 2. Efectos Biologicos de los anticuerpos dirigidos contra tTG.

Efecto Referencia
In vitro
Inhibicién de actividad de
transamidacion sobre enzima Kiraly, 2006
purificada
Inhibicién de actividad de
transamidacion en tejidos Anjum, 2009
placentarios
Aumento de proliferacion celular Barone, 2007
Inhibicion de diferenciacion Haittunen, 1999
celular
Aumento de.pe.nneabllldad Zanoni,2006
epitelial
Aumento de permeabilidad Myrsky, 2009
vascular
N N Myrsky, 2008; Caja 2010; Di
Inhibicion angiogénesis Simone, 2013
Induccién apoptosis neuronal Cervio, 2007
Inducd6n apoptosis trofoblasto Di Simone, 2010
In vivo
Inducddn de ataxia Boscolo, 2010
Inhibicién angiogénesis Kalliokoski, 2013
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1.4.3 Efectos /in vivo de los anticuerpos anti tTG.

Las dificultades para profundizar en la relevancia /n vivo de estos fendmenos
radican en la carencia de un modelo /7 vivo para la EC que reproduzca
simultaneamente la lesidn intestinal y la presencia de autoanticuerpos especificos
en sangre (Marietta, Black et al. 2004).

Sin embargo, se ha reportado que en ratones la administracién de anticuerpos
dirigidos contra la tTG provoca que los mismos sean reclutados a nivel del
sistema nervioso central generando ataxia en estos animales (Boscolo, Lorenzon
et al. 2010) y que también se vea inhibida ex vivo e /n vivo en forma
importante el proceso de angiogénesis en diferentes cepas de ratones
(Kalliokoski, Sulic et al. 2013) (Tabla 2)

Recientemente se ha podido reproducir en parte la lesién intestinal caracteristica
de la EC mediante la administracion intra-peritoneal, en ratones atimicos, de IgG
total con altos titulos de anti-tTG provenientes de pacientes celiacos,
observandose en estos animales disminucion de la relacién altura de la
vellosidad/ profundidad de la cripta, depdsito especifico de los anti-tTG a nivel de
varios tejidos incluyendo el intestino y ademas aparicion de sintomas

gastrointestinales (Kalliokoski, Caja et al. 2015).

Sin embargo, no existen a la fecha reportes de modelos animales en los que se
estudie la funcidon reproductiva en presencia de anticuerpos dirigidos contra la
tTG.
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Hipotesis

Nuestra hipotesis central de trabajo es que los autoanticuerpos presentes en la
sangre de los pacientes celiacos pueden afectar la funcién de la tTG expresada
en forma ubicua en el organismo y en su forma expuesta al sistema inmune es
decir fundamentalmente las formas asociadas a la membrana plasmatica y/6 a la
MEC.

Un compartimento que resulta particularmente interesante es la interfase
materno-fetal, donde la enzima se expresa tanto en las estructuras maternas
como fetales. La tTG en la interfase materno-fetal participaria en varios procesos,
algunos relacionados a su actividad enzimatica de transamidaciéon (ensamblaje de
proteinas de MEC y activacion de TGF-B1) y otros en los cudles actia como co-
receptor de integrinas y/o haciendo de molécula intermedia que estabiliza
uniones proteicas (adhesion y migracion celular). Ademds, a través de su
interacciéon con B integrinas la tTG participa en el didlogo molecular establecido
entre las células fagociticas y los cuerpos apoptéticos promoviendo el clearance
eficiente de los mismos. En este contexto, se plantea que los anticuerpos podrian
interferir con las interacciones moleculares mediadas por la tTG, alterando el
proceso y conduciendo a inflamacién crénica con consecuencias sobre el

desarrollo fetal.

En este marco conceptual, consideramos importante abordar en tres etapas el
estudio de los efectos de los anticuerpos anti-tTG; en primera instancia
realizando un estudio de correlacion entre las caracteristicas y algunas
propiedades funcionales de los autoanticuerpos con los patrones clinicos
observados en una poblaciéon de mujeres celiacas adultas (con particular énfasis
en los problemas reproductivos asociados); en segundo lugar analizando los
efectos de estos anticuerpos utilizando modelos celulares representativos de la
interfase materno-fetal; por Ultimo nos interesd aproximarnos a la condiciéon de

prefiez en presencia de autoanticuerpos circulantes, analizando el efecto de los
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anticuerpos anti-tTG producidos espontaneamente en una cepa de ratones con

background autoinmune.

En suma, se propone que la presencia en sangre de anticuerpos dirigidos contra
motivos que involucren uno o mas dominios funcionales de la tTG, podrian estar
afectando algunos de los procesos mencionados anteriormente al acceder a la
interfase materno-fetal, condicionando el progreso de la implantacion y el

embarazo.

En base a los resultados obtenidos, se profundizara en alguno de los mecanismos
moleculares implicados en los procesos que eventualmente se vean afectados
por lo anticuerpos anti-tTG.
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Objetivos

Objetivo general.

El objetivo general consiste en aportar a la comprension de los mecanismos

inmunopatogénicos involucrados en la enfermedad celiaca y particularmente

aquellos que afecten la salud reproductiva de las pacientes.

Objetivos especificos.

1.

Analizar si la presentacion clinica de la EC se correlaciona con el
perfil de anticuerpos especificos para la tTG, gliadina y otros

autoantigenos.

Evaluar si los anticuerpos anti tTG presentes en los sueros de
mujeres celiacas con complicaciones gineco-obstétricas, tienen el
potencial de reconocer a la tTG en el compartimento materno-fetal
e interferir con la actividad de transamidacion y/é con funciones no
enzimaticas de la tTG, mediante el desarrollo de modelos in vitro
que incluyan células trofoblasticas y leucocitos mononucleares
como tipos celulares participantes en el didlogo molecular en la
interfase materno-fetal.
a. Las funciones a estudiar en células trofoblasticas son:
migracién, adhesion, proliferacion y apoptosis.
b. Las funciones a estudiar en macrofagos utilizados como
modelo de células de la decidua son: fagocitosis de células

apoptoticas y produccién de mediadores solubles.
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3. Analizar el tropismo por el Utero gestante y los principales efectos
de los anticuerpos anti-tTG derivados de hembras prefiadas de la
cepa NOD, basandonos en la produccion espontanea de estos
anticuerpos y la ocurrencia de trastornos de la gestacion en estos

animales.

4. Profundizar en los posibles mecanismos moleculares implicados en
los procesos afectados por los autoanticuerpos y proponer un

modelo patogénico.

Para cumplir con los objetivos 2 - 4 fue fundamental la colaboracién establecida
con las Dras. Claudia Pérez-Leirés y Rosanna Ramhorst y las pasantias realizadas
en el Laboratorio de Inmunofarmacologia de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la UBA. En particular, el grupo trabaja con las células Swan-71 (no
disponibles comercialmente) asi como con ratones de la cepa NOD por lo que fue
posible disponer de material bioldgico procesado en el laboratorio de la FCEyN
bajo las normas del Comité de Etica Animal institucional para utilizar en los

ensayos /n vitro realizados en el marco de esta tesis.
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Capitulo 2

El perfil seroldgico de autoanticuerpos y las
manifestaciones clinicas de la EC: vinculo con la

presencia de complicaciones gineco-obstétricas

En este capitulo se describe en primera instancia el planteo inicial del trabajo
centrado en evaluar si las diversas manifestaciones clinicas de la EC se
correlacionan con el perfil de autoanticuerpos presentes en el suero de los
pacientes. En funcién de los resultados se profundizd en el estudio de algunas
propiedades funcionales de los autoanticuerpos especificos contra la
transglutaminasa tisular en ensayos /n vitro y se analizo la correlacion con las
manifestaciones clinicas. La mayor parte de estos resultados estan contenidos en

la publicacion adjunta (Art. 1):

“Celiac disease and gyneco-obstetrics complications: can serum
antibodies modulate tissue transglutaminase functions and contribute
to clinical pattern?”

Séiora C, Munoz F, Del Rio N, Acosta G, Montenegro C, Trucco E, Hernandez A.
Am J Reprod Immunol 2011;66.:476-48/.

Se describen a continuacién los principales resultados y sus implicancias.

En base a los antecedentes expuestos en la introduccidon general son varios los
trabajos que plantean un rol de los autoanticuerpos en la patogenia (Caputo,
Barone et al. 2009; Lindfors, Kaukinen et al. 2009) sin embargo es aun un tema
controvertido. Nosotros consideramos que es posible que la reactividad
seroldgica individual frente a diversos epitopes de la tTG (especificidad fina), el
isotipo de los anticuerpos, y la presencia de otros autoanticuerpos en forma
concomitante podrian explicar en parte la heterogeneidad de las presentaciones

clinicas.
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En este contexto realizamos un andlisis del perfil de reactividad seroldgica en
relacion a las manifestaciones clinicas sobre un panel de sueros derivados de 50
pacientes celiacas con diagndstico confirmado reciente (rango de edad 18-60
ahos; mediana 35 afios). El grupo estaba integrado por pacientes asintomaticas
en las que el diagndstico fue casual, pacientes con presentacién clasica de la EC
con sintomatologia digestiva exclusivamente y una mayoria de pacientes

polisintomaticas segin se esquematiza en la Figura 7.

Bl asintomaticas (8%)

(3 solo digestivas (16%)

[ solo extra-digestivas (28%)
1 combinadas (48%)

Figura 7. Distribucion de las manifestaciones clinicas de las pacientes celiacas

del grupo de estudio (n=50)

Las manifestaciones sistémicas mas frecuentemente observadas fueron la anemia
(27/50) seguida de la ocurrencia de problemas obstétricos y/o ginecoldgicos
(21/50) e hipotiroidismo (10/50). La Figura 8 muestra la frecuencia de cada
trastorno e indica que las presentaciones polisintomaticas fueron predominantes

para todas las manifestaciones.
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Figura 8. Frecuencia de manifestaciones clinicas en el grupo de pacientes

estudiadas.

La distribucién individual de sintomas en el grupo de estudio se describe en la
Tabla 3 y la Tabla I (Art. 1).

La anemia es un sintoma clasicamente vinculado a la EC, que frecuentemente se
asocia a problemas carenciales aunque no es posible descartar otra etiologia
(Halfdanarson, Litzow et al. 2007; Harper, Holleran et al. 2007). Resultd
llamativo el elevado nimero de mujeres que reportaban antecedentes de algun
tipo de desorden obstétrico y/é ginecoldgico durante la edad reproductiva.

El alto nimero de pacientes con hipotiroidismo es un hallazgo coherente con los
datos que muestran una prevalencia aumentada de EC en pacientes que
presentan enfermedades autoinmunes de la tiroides (Collin, Salmi et al. 1994).
Otra patologia asociada clasicamente con la EC es la diabetes mellitus tipo I
(Holmes 2001), en nuestro estudio encontramos 2 pacientes con dicha patologia
las que ademas presentaban hipotiroidismo y desérdenes gineco-obstétricos

Las otras patologias autoinmunes presentes en nuestro grupo de estudio fueron
vitiligo (2 casos) y polimiositis (1 caso).

El espectro de desdrdenes y su frecuencia relativa se describen en la Tabla II
(Art. 1).
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2.1 Analisis de los perfiles de reactividad seroldgica.

Para analizar los patrones seroldgicos de nuestro grupo de estudio se realizaron
las determinaciones de acuerdo a los kits comerciales utilizados o el método
estandarizado en el laboratorio tal como se describe en la publicacién anexa.

En primera instancia evaluamos el perfil de isotipos de contra tTG presentes en
las muestras encontrando que todas presentaron IgA especifica (determinada
tanto mediante un kit comercial de ELISA con tTG humana purificada como por
un ensayo de ELISA estandarizado en el laboratorio utilizando tTG de cobayo);
solamente 13 pacientes (26%) presentaron ademas IgG especificas (pacientes
2-14; Tabla 3).

Ademas, se analizd la presencia de anticuerpos IgA y/o IgG especificos contra
péptidos deamidados de gliadina (DGP) mediante Quanta Lite™ Celiac DGP
Screen 'y anticuerpos especificos contra Actina con Quanta Lite™ Actin IgG
ELISA, ya que estos anticuerpos fue considerados por algunos autores como
indicadores del grado de la lesién intestinal y eventualmente de sintomatologia
digestiva (Alaedini and Green 2008; Tonutti and Bizzaro 2014).

La peroxidasa tiroidea (TPO) y cardiolipina fueron seleccionados como
autoantigenos eventualmente implicados en la patologia en base a otras
enfermedades autoinmunes asociadas como es el caso del hipotiroidismo
autoinmune o sindromes que podrian ser causa de algunas de las
manifestaciones observadas como el sindrome antifosfolipidico.

La informacion resultante del andlisis seroldgico inicial fue expresada en valores
discretos (positivo/negativo) para la presencia de cada condicién clinica de
acuerdo al umbral establecido para cada kit utilizado (Tabla 3). De esta forma se
analizd mediante el test de Chi-cuadrado 6 la prueba exacta de Fisher la
asociacion entre variables cualitativas (manifestacion clinica vs autoanticuerpo).
La presencia de sintomatologia digestiva, en forma aislada ¢ concomitante con
alguna otra manifestacion sistémica, se correlaciond con un espectro mas amplio

de especificidades de los anticuerpos (Tabla 4).
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Sin embargo, la presentacion atipica de la EC no se correlaciond con mayor
frecuencia de otros autoanticuerpos, asi como tampoco fue posible correlacionar
la presencia de cada una de las manifestaciones mayoritarias (anemia, gineco-

obstétrica, disfuncion tiroidea) con un perfil seroldgico particular (Tabla 4).
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Tabla 3. Relacion entre manifestaciones clinicas y presencia de anticuerpos.

Manifestaciones clinicas Serologia especifica EC Otros autoanticuerpos

solo solo D +ED TG DGP Actina Cardiolipina TPO
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AS: asintomaticas D: manifestaciones digestivas
ED: manifestaciones extradigestivas
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Tabla 4. Estudio de asociacion entre manifestaciones clinicas y los

autoanticuerpos.
Serologia especifica EC Otros autoanticuerpos
Manifestaciones {TG IgA tTG 1gG DGP Actina  Cardiolipina TPO
solo D (@) 2 (1)
D+ ED (1) (1)
solo ED

D: manifestaciones digestivas ED: manifestaciones extradigestivas
(1) P<0.05 Chi square test 6 prueba exacta de Fisher (2) tendencia, P=0.08

La siguiente aproximacidén consisti6 en evaluar si los anticuerpos presentes
contra la tTG en la totalidad de los pacientes mostraban alguna diferencia
cualitativa desde el punto de vista funcional, que podria ser reflejo de
especificidades finas diferentes. Como se menciond en la introduccion la tTG es
una proteina multifuncional, con varios dominios implicados en sus funciones

cataliticas y adhesivas.

2.2 Reactividad serologica contra tTG y tTG unida a FN.

En trabajos previos se ha verificado que la tTG posee varios epitopes potenciales
que pueden ser reconocidos por los anticuerpos generados por los pacientes
celiacos (Marzari, Sblattero et al. 2001; Seissler, Wohlrab et al. 2001; Sblattero,
Florian et al. 2002; Simon-Vecsei, Kiraly et al. 2012) pero aln no existen estudios
acerca de la correlacion entre los patrones de reactividad seroldgica y las
manifestaciones clinicas de la EC.

Por lo que analizamos si la reactividad de los IgA contra tTG podria verse
afectada si la conformacion de la enzima cambiaba debido a su interaccion con
FN.
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Esta estrategia experimental fue validada previamente analizando el
comportamiento de tres AcMo especificos contra diferentes regiones de la tTG en
el trabajo perteneciente a la tesina de la Lic. Florencia Mufioz “Estudio de la
Transglutaminasa tisular extracelular como blanco de los autoanticuerpos en la
Enfermedad Celiaca” del afio 2009.

Los resultados mostraron que en la mayor parte de los sueros la reactividad
disminuia mas del 30 % cuando la enzima se encontraba unida a FN (Figura 1b,
Art.1) respecto a su interaccion con la conformacion abierta en presencia de
calcio, sin embargo no se encontrd correlacion significativa entre estos datos y

las manifestaciones clinicas que presentaron las pacientes.

2.3 Efectos de los sueros en la actividad de transamidacion de la
tTG.

En el marco de esta tesis exploramos los efectos de los sueros en la actividad de
transamidacion de la tTG y su posible vinculacidon con la sintomatologia.

Con este fin se estandarizd un ensayo en microplaca en el cual se determina la
incorporacion de aminas biotiniladas a la FN con la cudl se sensibiliza la placa,
como reaccién de transamidacion catalizada por la tTG de cobayo.
Contrariamente a lo observado con los sueros control, cuando la enzima fue
preincubada con algunos de los sueros con anticuerpos anti-tTG (dilucién 1:100)
antes de agregar el sustrato, la incorporacion de la amina biotinilada a la FN se
vio inhibida demostrando la habilidad de los autoanticuerpos de alterar la
actividad de la tTG.

Se evalud en paralelo el efecto del inhibidor competitivo monodansyl cadaverina
sobre la actividad de la tTG, el cual provoco una disminucién promedio del 50 %
de dicha actividad en relacién a la condicién basal.

Los resultados observados con los sueros de las pacientes fueron variados; 16 de
los 50 sueros analizados inhibieron la actividad enzimatica al menos en un 30 %
mientras que 2 de ellos indujeron un incremento de ésta en relacion a la

condicion basal.
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Interesantemente, la mayoria de los sueros que disminuyeron la actividad
enzimatica pertenecian al grupo de mujeres con antecedentes de problemas
gineco-obstétricos (11/21) observandose una correlacion estadisticamente
significativa entre la presencia de estas manifestaciones clinicas y los resultados
del ensayo /n vitro mediante un test de asociacion de variables cualitativas (Tabla
I, Art.1). Ademas, se evidencié una diferencia estadisticamente significativa entre
los valores de actividad enzimatica relativa obtenidos en presencia de los sueros
de las pacientes con estos trastornos y los obtenidos con los provenientes de las
donantes sanas o pacientes celiacas sin sintomas extra-digestivos.

Dentro de las pacientes con alteraciones gineco-obstétricas los sueros que
mostraron los mayores valores de inhibicidn de la actividad enzimatica fueron los
provenientes de mujeres con historia de abortos y alteraciones ginecoldgicas
(Figura 2, Art. 1).

Dado que la presencia de otros autoanticuerpos se ha asociado con ocurrencia
de abortos y otros problemas del embarazo relacionados (Hill 1990; Ogasawara,
Aoki et al. 1999) investigamos la presencia de anticuerpos anticardiolipina IgG e
IgM  en los sueros de las pacientes con trastornos gineco-obstétricos
encontrando su presencia en 5/21 (4 con IgM y sélo uno con IgG) por lo que no
se puede descartar la implicancia de estos autoanticuerpos en la ocurrencia de

estos trastornos en estas 5 pacientes.

2.4 Reactividad de los sueros con tejidos placentarios.

Para avanzar sobre la hipotesis planteada del posible rol de los anticuerpos anti-
tTG vy los trastornos obstétricos, nos propusimos evaluar la potencialidad de los
autoanticuerpos de reconocer a la tTG expresada en la placenta. Como primera
aproximacion utilizamos cortes de placenta humana normal a término como
tejido representativo de la interfase materno-fetal en el cual la tTG se expresa en
forma importante y donde podria ser blanco de los autoanticuerpos maternos

circulantes.
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Se observd una sefial intensa a nivel de las microvellosidades de membrana del
sinciciotrofoblasto y de los elementos vasculares con el AcMo 4E1 especifico
contra tTG coincidiendo con lo reportado previamente (Hager, Gliemann et al.
1997; Robinson, Glazier et al. 2006) (Figura 3c, Art.1).

Este AcMo se une a un epitope localizado en la region del barril 2 del extremo
carboxilo terminal de la enzima (aa 637-648)(Di Niro, Ferrara et al. 2005).

Con los sueros procedentes de mujeres con problemas gineco-obstétricos se
obtuvo un marcado a nivel del sinciciotrofoblasto (Figuras 3a y 3b, Art.1) con un
patrén similar al obtenido con el AcMo 4E1 y al descrito previamente en otros
trabajos (Anjum, Baker et al. 2009).

2.5 Reactividad de los sueros con tejidos tiroideos.

La disfuncidn tiroidea es una alteracion muy comun en mujeres con EC (Sategna-
Guidetti, Volta et al. 2001) y en nuestro grupo de estudio se observd en 10 de
las 50 pacientes constituyendo el tercer desorden extra-digestivo mas comun
(Tablas Iy II, Art.1).

De las 10 pacientes con dato clinico de hipotiroidismo solo una tenia anticuerpos
antitiroideos (anti-TPO) detectados por técnicas de ELISA comerciales mientras
que 7 pacientes que no reportaban diagndstico clinico de hipotiroidismo
presentaron dichos anticuerpos (Tabla 3).

La expresion de la tTG en el tejido tiroideo se ha reportado a nivel de las células
epiteliales y también en la MEC de las areas interfoliculares (Naiyer, Shah et al.
2008), por lo que se puede pensar que la presencia de anticuerpos anti-tTG
podria contribuir a la disfuncidn tiroidea.

Mediante técnica de inmunofluorescencia indirecta, revelada con un anti-IgA
conjugado con FITC, enfrentamos los sueros de pacientes celiacas, sin
anticuerpos anti-TPO, con improntas comerciales con cortes de tiroides de simio.

Interesantemente, encontramos patrones de marcado que sugieren  un
reconocimiento especifico de la tTG en 2 pacientes con sintomas y 8 sin

sintomas de hipotiroidismo (al momento del diagndstico de la EC). En estos
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casos la sefial fluorescente fue detectada a nivel de las células epiteliales
foliculares y a nivel de la MEC de los espacios interfoliculares (Figura 4d, Art.1 ),
este patron es comparable al observado con el AcMo CUB7402 (NeoMarkers,
Denmark) (Figura 4c, Art.1 ) y diferente del tipico marcado debido a la presencia
de anti-TPO (Figura 4a, Art. 1) y ademas es consistente con el reportado en
trabajos previos donde se estudia la expresion de tTG en tejidos tiroideos
(Naiyer, Shah et al. 2008).

En resumen, en esta parte del trabajo analizamos la correlacidon existente, en un
grupo de estudio constituido por 50 mujeres celiacas, entre la presencia de las
diferentes manifestaciones clinicas con el efecto /n vitro de los sueros sobre la
actividad catalitica de entrecruzamiento de la enzima y con la reactividad de los
mismos contra la tTG unida a FN.

De los resultados se destaca el hecho de que en este grupo una gran proporcién
de las pacientes reporto alteraciones del area gineco-obstétrica y que se observd
una correlaciéon estadisticamente significativa entre la presencia de las mismas y
la afectacion de la actividad enzimatica de la tTG en un ensayo /in vitro en
presencia de suero de las mujeres celiacas lo que permite apoyar la hipotesis de
que los autoanticuerpos no son un mero epifendmeno en la EC.

A partir de estos resultados orientamos el trabajo hacia la blusqueda de una
relacion causa efecto entre la presencia de los anticuerpos y las manifestaciones
gineco obstétricas, mediante la interferencia de los anticuerpos con los diversos

procesos bioldgicos en los que la tTG extracelular esta implicada.

El desarrollo de esta nueva etapa propicié el vinculo colaborativo con las Dras.
Claudia Perez-Leirés y Rosanna Ramhorst, quienes llevan adelante sus
investigaciones en el area de la Inmunologia de la Reproduccion en la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales-UBA. Esta colaboracion fue central para abordar
el estudio de los posibles mecanismos involucrados en las alteraciones gineco-
obstétricas y en particular en el estudio de los aspectos moleculares de la

implantacién embrionaria y el rol del sistema inmune en este proceso.
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Introduction

Problem

Untreated celiac disease (CD) is often associated with early miscarriages,
infertility, and alterations in menstrual cycle. Tissue transglutaminase
(tTG) antibodies could be involved by interfering with tTG transamidat-
ing activity and/or biological functions mediated by its interaction with
fibronectin (EN).

Method of study

The correlation between the presence of extra-digestive disorders and
the reactivity of sera against tTG-FN and its effects on tTG transamidat-
ing activity was analyzed in a group or 50 women with recently diag-
nosed CD.

Results

Heterogeneous behavior was observed among serum samples derived
from patients with different complaints, suggesting that differences in
fine specificity patterns could condition clinical outcome. Sera from
women with gynecological and/or obstetric problems induced significant
inhibition of in vitro enzymatic activity in comparison with those with-
out these kinds of disorders.

Conclusions

The significant correlation observed between serum effects and clinical
profile suggests a putative involvement of tTG-specific antibodies in
gynecological and/or obstetric disorders during active CD.

the disease is associated with gastrointestinal symp-
toms such as abdominal pain, diarrhea or constipa-

Celiac disease (CD), or gluten-sensitive enteropathy,
is a multifactorial disease with an incidence reaching
1% in Western countries and North America'? with
increasing prevalence worldwide.> The clinical pic-
ture of celiac disease (CD) varies greatly; classically
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tion, frequently accompanied by weight loss, bone
disease, anemia and weakness.*

Silent and atypical presentations of the disease
are increasingly found in which gastrointestinal
symptoms are less pronounced or absent; instead,
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extra-intestinal features, such as anemia, osteoporo-
sis, dermatologic or neurologic problems are more
prominent;>™® particularly, women appear to be pref-
erentially affected” and implications on menstrual and
reproductive  health have Dbeen extensively
mported.lo'11 Late menarche (onset at 16 years or
later) and early menopause (onset before 45 years)'?
have both been associated with CD;'*'* in relation
with reproductive disorders,'® complications in con-
ception and pregnancy have been reported in
untreated celiac women, mainly recurrent early mis-
carriages,'® premature and low birth weight babies.!”

In addition, CD has been associated with other
autoimmune conditions, such as insulin-dependent
diabetes mellitus, Hashimoto’s thyroiditis, Graves
and Addison’s diseases.'®

Autoimmunity has been recognized as a feature of
CD because tissue transglutaminase (tTG; EC
2.3.2.13) was identified as the main autoantigen,'’
and detection of antibodies against tTG is widely
used as a diagnostic indicator for CD.*°

Tissue transglutaminase is a multifunctional
enzyme that is widely expressed in most tissues at
every cellular compartments;?! it controls cell and
tissue homeostasis through its involvement in prolif-
eration, terminal differentiation, and apoptosis .

Several biological functions of tTG such as the sta-
bilization of the extracellular matrix and tissue repair
are mediated by the transamidation activity (an acyl-
transfer reaction between the y-carboxamide group
of peptide-bound glutamine and the g-amino group
of peptide-bound lysine) that results in cross-linking
of various substrate proteins.?? The interaction of
tTG with fibronectin (FN) has a high affinity, and
the enzyme is involved in its assembly.?* In addition,
at the cell surface, the enzyme acts as a B1, B3 inte-
grin coreceptor for EN, a function that is important
in cell adhesion and migration.?* Besides, surface
tTG appears to be involved in the clearance of apop-
totic cells by promoting efficient signaling in the
phagocytic cell, acting as a B3 integrin coreceptor in
macrophages.®®

The involvement of tTG in physiology of female
reproductive tract has been suggested, during normal
menstrual  cycle and  reproductive-associated
events.>**® Thus, it is possible that tTG dysfunction
could contribute to these kinds of disorders in
women.

In extracellular compartments, tTG is recognized
by autoantibodies in celiac patients; deposition of
IgA-specific antibodies against tTG closely related to

the FN network has been localized in jejunum speci-
mens;2® the colocalizations of IgA antibodies in other
organs such as the liver, muscle, brain, and heart
indicate that tTG is widely accessible to circulating
antibodies.?**°

Inhibition of tTG function by specific antibodies has
been reported in different in vitro assays, arguing that
anti-tTG antibodies could be involved in pathogenesis;
it has been proven that tTG-specific antibodies
can affect enzyme activity,?'*? endothelial permeabil-
ity,** angiogenesis,>* cell differentiation, and prolifer-
ation.>®

The autoantibody response of celiac patients is
heterogeneous; IgA antibodies are produced against
distinct functional regions of tTG molecules, and
most patients exhibit autoantibodies directed to
more than one epitope.’®>”

Thus, the individual repertoire of fine specificity of
tTG antibodies could condition the clinical picture of
the disease, contributing to the onset of different
extra-digestive symptoms.

With the aim to gain insight into the role of tTG
autoantibodies in extra-digestive pathogenesis, we
analyzed the correlation of symptoms with the
in vitro effect of serum on catalytic activity and with
its reactivity with FN-linked tTG. Results are mainly
discussed in relation to gynaecological and obstetric
problems, which represent symptoms that are fre-
quently associated with atypical presentations of
celiac disease women.

Materials and methods

Study Group

Serum samples were obtained from 50 women with
recently diagnosed untreated celiac disease (age
range: 18-60, mean: 36 years) who were clinically
evaluated at local hospitals, mainly Hospital Maciel;
some patients were recruited from the Uruguayan
Celiac Association. All patients had small bowel
biopsy-proven CD. Serum samples from patients and
from healthy blood donors (z = 11) were stored at
—20°C until use.

Clinical data are summarized in Table I, 32 of 50
celiac patients had gastrointestinal manifestations
and 31 of 50 were polysymptomatic with at least
two disorders reported at CD diagnosis. The most
common extra-digestive complaint presented in this
study group was anemia (27/50) followed by his-
tory of gynecological and/or obstetric problems
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GYNECOLOGICAL DISORDERS AND CELIAC DISEASE

Table I Clinical and experimental data
Experimental

Clinical data® data

Extradigestive disorders Assays
Patient Digestive Gynec/  Hypothy- tTG-FN tTG
no. symtoms Anemia obstectric roidism  ELISA® activity®
1 + + = -
2 + = = + =
3 + + + + —
4 + + = = + =
5 + + + - - -
6 = = = = + =
7 + = = +
8 = + + +
9 + = = = + =
10 + - - - + -
" + = = = + =
12 - - - + + -
13 = = = = + +
14 + = = = + =
15 + - - - -
16 + s = — +
17 + - + - - -
18 - + + - + +
19 + - + - + +
20 - - - + -
21 = + = = = +
22 + + + - - -
23 + + + - + +
24 + + + - - +
25 - 4 + + + —
26 + = + = = +
27 + - - - + -
28 + + = = =
29 + + + - + -
30 + + = = + =
31 + = = + =
32 - + - -
33 + + — + +
34 = = + + + -
35 = + = + =
36 + + + - + +
37 - - - + -
38 = + = = + =
39 + + + - + -
40 + + — + + -
41 + - + - +
42 = + = = +
43 - + — - - -
44 - + — - -
45 + + = = + =
46 + + - - -
47 + = = = + =
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Table I Continued

Experimental

Clinical data® data
Extradigestive disorders Assays
Patient Digestive Gynec/  Hypothy- tTG-FN tTG
no. symtoms Anemia obstectric roidism  ELISA® activity®
48 = = = = + =
49 - - = - = -
50 + + +

32/50 27/50 21/50 10/50

Clinical data and results obtained in the assays are indicated for
each celiac patient that integrates the study group.

“+/— indicates the presence/absence of the type of symptom or
disorder described in each column. Gynecological /obstetric dis-
orders include alterations of menstrual cycle, conception, preg-
nancy, and breastfeeding.

b1/~ indicates if recognition of tissue transglutaminase (tTG) by
serum IgA antibodies is (+) or is not () decreased more than
30%, when the enzyme is bound to fibronectin (FN).

“4+/— indicates that the tTG transamidating activity is (+) or is not
(—) affected by the presence of serum, according to the cutoff
defined with control sera.

(21/50) and hypothyroidism (10/50); in addition,
two patients (No. 26 and 37) had type 1 diabetes
mellitus. Further description of the group of
patients that reported extra-digestive disorders is
shown in Table II. Patient serum samples were
used with permission from the Ethical Committee
of the Faculty of Medicine, University of the
Republic, Uruguay, and the informed consent of
each participant was obtained for use of serum
samples.

Determination of autoantibodies in sera from
patients

Levels of tTG-specific IgA and IgG antibodies were
determined by enzyme-linked immunosorbent assay
using Quanta Lite" h-tTG IgA and Quanta Lite™
h-tTG IgG ELISA. IgG and IgM anticardiolipin titers
were measured using Quanta Lite” ACA IgG III and
ACA IgM III ELISA. Anti-thyroperoxidase (TPO)
antibody titers were screened with Quanta Lite"
TPO ELISA. In all cases, we proceeded according to
the manufacturer’s instructions (INOVA Diagnostics,
Inc., San Diego, CA, USA).
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Table Il Antecedents of extra-digestive disorders associated
with celiac disease in the study group
Nro.
Gynecological and obstetric disorders®
Late menarche (16,17,19 years) 3
Spontaneous early menopause (38, 42 years) 2
Sterility 3
Early miscarriages 7
Premature babies 2
Short breastfeeding 4
Others
Anemia
As a single extra-digestive disorder 11
Associated with other extra-digestive symptom 16
Hypothyroidism
As a single extra-digestive disorder 2
Associated with other extra-digestive symptom 8
Autoimmune disorders
Polymyositis 1
Type 1 Diabetes 2
Vitiligo 2
“Clinical history of gynecological and/or obstetric problems and
anemia were reported as the most significant disorder associ-
ated with celiac disease; all women of this group had at least
another extra-digestive symptom, being anemia (12/21) and
hypothyroidism (4/21) the most frequently found.

Comparison of the Reactivity of Sera Against tTG
and Fibronectin-Bound tTG (FN-tTG)

A modified assay (FN-tTG ELISA) was used to com-
pare the reactivity of each serum against guinea pig
tTG with its reactivity against tTG-bound to fibro-
nectin (FN), according to the method described by
Teesalu et al,>® with modifications. In parallel, titers
against human FN were also determined in serum
samples. Briefly, for standard assay, 96-well micro-
titre plates (Greiner, Germany) were incubated with
1 ug of tTG per well in 100 pL TBS-Ca buffer
(25 mm Tris-HCl, 150 mm NaCl, 5 mm CaCl,, pH
7.4) overnight at 4°C. For the modified assay, some
wells were previously coated with 1 pg purified plas-
matic human FN in 100 pL of TBS buffer, pH = 10,
overnight at 4°C before incubating with tTG.

Then, the plates were blocked with 200 pL/well of
bovine serum albumin (BSA) in PBS 1% for 1 h at
room temperature and then washed three times with
PBS-Tween 20 (0.05%).

Serum samples from patients or healthy donors
were diluted 1:100 in PBS-Tween 20 (0.05%)-BSA
1%, and incubated in duplicate on tTG, tTG-EN, and

FN-coated wells for 1 h at room temperature. After
washings, the wells were incubated with dilutions of
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-human
IgA antibodies for 60 min at room temperature.
After washings, the color reaction was developed
with  H,0,-containing  substrate  solution  of
0.1 mg/mL tetramethylbenzidina (TMB). Optical
densities (OD) were read at 450 nm after stopping
the reaction with H,SO4 IN. All reagents were pur-
chased from Sigma, St Louis, MO, USA, unless
otherwise indicated.

To compare the reactivity of each serum against
tTG and FN-tTG, the variation between OD regis-
tered against tTG and FN-tTG was expressed as rela-
tive OD (%) defined as ODgn.irg*100/0D,1¢.

A previous assay was performed using mouse IgG
monoclonal antibodies that recognize different lineal
epitopes of the tTG:*° 4E1 and 2G3 recognize
domains of the tTG located at aa 637-648 and aa
314-329, respectively (kindly provided by F. Chir-
do), and commercial CUB 7402 (Neomarker, USA) is
directed to a core domain (aa 447-478).

Competition assay was also performed in parallel
with the same representative sera to verify if the
FN-binding site of the tTG molecule contains epitopes
recognized by autoantibodies in sera; assays were car-
ried out using 96-well microtitre plates (Greiner, Ger-
many) coated with tTG as previously described, and
1:100 diluted serum samples were incubated in paral-
lel with a solution of FN (5 pg/well) as competitor
and buffer. After washing, the ELISA was completed
as described earlier. The OD signal of the serum with-
out competitor was defined as 0% inhibition.

Transamidating Activity Assay of tTG

The measure of transamidating activity of guinea
tTG is based on the cross-linking of 5-(biotinamido)-
pentylamine into immobilized human FN as previ-
ously described,?’ with some modifications. Briefly,
each well of a microtiter plate (Greiner, Germany)
was coated with 100 uL of a solution of 1 pg/mL
human FN in TBS buffer pH 10 overnight at 4°C.
After washing with TBS-Tween 20 (0.05%), the
wells were coated with tTG in TBS buffer (20 mm
TrisHCl, pH 7.2, 150 mm NaCl) containing 5 mm
CaCl2 and 10 mm DTT for 30 min at 37°C. Then,
200 pL. of 1 mm 5-(biotinamido)-pentylamine sub-
strate (Pierce, USA) in a TBS buffer containing 8 mm
CaCl2, pH 8.5, was added to each well and
incubated for 1 h at 37°C.
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The amine incorporation was detected with perox-
idase-conjugated streptavidin followed and TMB sub-
strate solution as described above.

To evaluate the effect of serum on transglutamin-
ase activity of tTG, the amine substrate was added
after incubating the serum samples from celiac
patients or healthy individuals (1:100) for 20 min at
37°C and washings.

Each assay was performed in parallel with the com-
petitive specific inhibitor monodansyl cadaverine at
250 um. Assays with sera from healthy donors were
included and media plus two standard deviations
were considered as a cutoff to define significant
variation. tTG activity is indicated as relative activity,
expressed as a percentage of the basal activity
obtained without the addition of serum, activity
(%) = ODgerum*100/0Dpa5q1. Assays were performed
in duplicate and the media for each individual is indi-
cated.

Immunostaining of Placental Tissue Sections

Sections of normal term placenta were dewaxed and
rehydrated and boiled during 20 min in 10 mm
sodium citrate, pH 6.0. Sections were pretreated with
normal goat serum and then incubated overnight at
4°C, with serum samples from celiac women with
history of gynecological/obstetric problems or
healthy donors (dil. 1:50 in PBS-BSA 1%); 4E1MoAb
(1:100) was used in parallel as a control. After three
washes with PBS, quenching of endogenous peroxi-
dase activity was performed with 3% H,0, in PBS
for 20 min. Sections were then incubated for 1 hr at
room temperature with either goat anti-human
IgA-horseperoxidase or goat anti-mouse immuno-
globulin-horseperoxidase (1:100). The reaction was
developed with 3,3’-diaminobenzidine tetrahydro-
chloride 10 mg/mL in TBS with 0.03% H,0, for
15 min; slides were counterstained with Mayer’s
hematoxylin and mounted. For every assay, negative
controls without primary antibody were included.

Immunostaining of Thyroid Tissue Sections

Serum samples from celiac women, control sera,
and reference antibody CUB 7402 (0.01 pg/uL)
were incubated with primate thyroid slides (MT-
Fluoro Kit™; DiaSorin, Stillwater, MN, USA) for
60 min at room temperature. After several washes
with PBS, sections were incubated for 60 min with
appropriate dilutions of fluorescein isothiocyanate-
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conjugated goat anti-human IgA or anti-mouse IgG
accordingly to the sample.

A TPO-specific serum was used for reference stain-
ing. Both anti-tTG-positive and anti-tTG-negative
sera were included in each batch of tests. The slides
were analyzed using a fluorescence microscope.

All reagents were purchased from Sigma, St Louis,
MO, USA, unless otherwise indicated.

Statistics

The Pearson Chi-square test was used to analyze
the correlation of discrete data and Mann-Whitney
test was applied to compare continuous data from
different groups. Significance was determined at
P < 0.05.

Results

Serological Reactivity Against tTG and FN-tTG

Previous reports have verified through different
complementary approaches that the tTG has several
potential epitopes located throughout the whole
molecule, which can be recognized by antibodies
generated by celiac patients,>****' but no correla-
tion is available concerning the correlation between
serological patterns of reactivity and clinical out-
come.

To analyze qualitative serological patterns in our
study group, we first evaluated isotype profiles; all
patients were positive for tTG-specific IgA antibodies,
determined by either a commercial kit using human
purified tTG or a standard home made ELISA using
guinea tTG; only 13 patients (26%) presented IgG-
specific antibodies (Table I, patients 1-13). Optical
densities obtained in ELISA assays were compared
with those obtained with sera obtained from healthy
donors (n = 11), which exhibited irrelevant reactiv-
ity against gptTG and were negative in the commer-
cial ELISA for IgA and IgG.

Then we analyzed if the reactivity of IgA antibod-
ies against tTG would be modified when the enzyme
conformation changed because of its interaction with
FN, a main component of the extracellular matrix.
To this aim, both a standard ELISA to detect tTG-
specific IgA and a modified tTG-FN assay were run
in parallel to decipher if reactivity against the inter-
action zone between both proteins could be involved
in an immune reaction, thus indicating a putative
target for autoantibodies that could affect biological
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cell functions such as migration and adhesion to an
extracellular matrix.

To validate this experimental approach, we first
analyzed the behavior of three monoclonal antibod-
ies that are specific to different regions of tTG,*’ to
evaluate whether the assay revealed specificity dif-
ferences. Results show that the reactivity of CUB
7402, which recognizes aa447-478 located in the
core of the protein, is poorly modified when tTG
interacts with FN; in contrast, the reactivity of MoAb
2G3 and 1H7 that are directed to distant zones of
the central regions (aa637-648 and aa314-329),
respectively, decreased when tTG was bound to FN
on the plate (Fig. 1a).

The interassay variation coefficient for relative OD
(%) was determined in three independent assays
with CUB 7402, and this result (30%) was used for
analysis purpose to compare the reactivity of sera
from patients.

When we evaluated the serological reactivity of
celiac patients who participated in the study group, a
heterogeneous pattern of reactivity was observed
among patients; results show that most sera (35/50)
decreased their reactivity by more than 30% when
tTG interacts with FN, 13 showed minor changes and
the reactivity of two sera unexpectedly increased
(Fig. 1b). No significant correlation was achieved
when analysis was performed according to clinical
data; nevertheless, a tendency was observed indicat-
ing that the group of sera from patients with history
of gynecological/obstetric complains had more reten-
tion of reactivity against tTG/FN than sera from
women without this kind of disorders (P = 0.07).

An inhibition assay was also carried out with five
selected sera that exhibited differential behavior in a
previous assay; inhibition up to 70% was confirmed
with sera that showed a significant decrease in the
reactivity against tTG in comparison with tTG-FN,
while no inhibition was obtained with two sera that
showed no changes in reactivity between tTG and
tTG-FN (data not shown).

Effects of Patient Sera on tTG Transamidating
Activity

The next step was to study the effect of sera on the
transamidating activity of guinea pig tTG and to ana-
lyze whether differential clinical patterns could be
correlated to putative changes in enzymatic activity.
We used the microtiter plate assay that measures
the cross-linking of amines to human FN as immobi-
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Fig. 1 (a) Comparison of reactivity against tissue transglutaminase
(tTG) and tTG- fibronectin (FN) determined by ELISA, for three 1gG
monoclonal antibodies (CUB 7402, 4E1, 2G3). Mean optical densities
(OD) obtained in duplicate assays run in parallel are indicated. (b) Each
point represent IgA relative reactivity against tTG and tTG-FN defined
as OD(%) = ODgn.t16*100/0Dy16. Dotted lines delimit the region for 30%
of variation between serum reactivity in standard and modified ELISA
run in parallel (tTG and tTG-FN in solid phase respectively).

lized large glutamine acceptor protein substrate. In
contrast to control sera, when the enzyme was pre-
incubated with some anti-tTG-positive serum before
adding the substrate, biotinylation was inhibited
demonstrating the ability of CD autoantibodies to
alter the activity of tTG. The inhibition of tTG activ-
ity by the competitive inhibitor Monodansyl cadav-
erine was evaluated in parallel in each plate, and a
mean remaining activity of 50% was observed.

The approach selected was the preincubation of
tTG with equal dilutions of sera; under this condi-
tion, differential behaviors were observed in patients;
16 of 50 of the sera from patients that made up the
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whole group inhibited the basal activity, while two
sera induced an increase in enzymatic activity. Inter-
estingly, most of the sera that caused a decrease in
activity belonged to the group of women with a his-
tory of gynecological/obstetric problems (11/21), sig-
nificant correlation (P = 0.021, chi-square test) was
observed between this clinical feature and results
from in vitro assay (Table I).

In addition, a significant difference was also
obtained between the relative activity values
obtained with sera of women with history of gyne-
cological and obstetric complaints and healthy
donors or celiac women without extra-digestive
symptoms (P = 0.0306 and P = 0.277 respectively,
Mann-Whitney test); a further analysis according
the type of complaint showed an heterogeneous pat-
tern within this group, sera from women with previ-

reached maximal inhibition of enzymatic activity
(Fig. 2).

As the presence of other autoantibodies has been
associated with miscarriages and other related prob-
lems,***> the presence of anticardiolipin antibodies
in sera was screened. In the group of 21 women
with gynecological/obstetric problems, five of them
presented IgM or IgG antibodies against cardiolipin
(four and one, respectively), thus cannot be ruled
out that these autoantibodies could contribute to
any extra-digestive disorder by other mechanisms.

Serological Reactivity to Placental Tissue

According to tissue availability, normal term placenta
was used as a representative maternal-fetal-derived
tissue where tTG is highly expressed.?” Strong staining

ous miscarriages or gynecological abnormalities of the syncytial microvillous membrane and vascular
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Fig. 2 Relative transamidating activity defined .
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elements was verified with tTG 4E1-specific reference
antibody accordingly to previous data®”** (Fig. 3c).
Sera form women that had reported gynecologi-
cal/obstetric disorders showed a similar pattern and
recognized syncytial microvillous membrane as previ-
ously described.?? The intensity of staining was vari-
able, suggesting a non-uniform distribution of tTG
over the surface of the villous (Fig. 3a,b, one repre-
sentative staining is shown).

Serological Reactivity to Thyroid Tissue

Thyroid dysfunction is a very common disorder
reported in women with CD,*> and it was observed
in our study group as the third most commonly doc-
umented extra-digestive disorder (10/50); only one
of them exhibited antithyroid antibodies detected by
TPO ELISA, though no classical IIF pattern was
observed.

The expression tTG in thyroid tissue has been
reported in epithelial cells and also in the extracellular
matrix in the interfolicullar area;*° thus, it could be
speculated that the presence of antibodies against
extracellular thyroid tTG could contribute to thyroid
dysfunction or predict the onset of autoimmune thy-
roid disease.

We analyzed the presence of suggestive patterns of
tTG-specific immunostaining in commercial sections
of monkey thyroid tissue with sera from patients

without anti-TPO antibodies, and compared the pat-
terns with those obtained with sera from patients
with typical autoimmune hypothyroidism.
Interestingly, two patients with symptoms and
eight patients without clinical signs of hypothyroid-
ism at the moment of CD onset, all lacking specific
TPO antibodies, had specific IgA reactivity against
thyroid tissue. In these cases the fluorescent signal
detected was observed in the thyroid follicular epi-
thelial cells; when the tissue was examined at higher
magnification, we observed the presence of a fluo-
rescence signal/fluorescence signals in the extracel-
lular matrix of the interfollicular areas (Fig. 4d, one
representative serum). This pattern is different from
the typical anti-thyroid labelling (Fig. 4a) and com-
parable with the pattern observed with the reference
antibody (CUB 7402) (Fig. 4¢), and it is also consis-
tent with previous work that describes specific tTG
immunostaining in monkey thyroid tissue.*®

Discussion

Celiac disease may have implications on menstrual
and reproductive health. The association between CD
and women’s reproductive and gynaecological disor-
ders is widely documented,”'>"'” though the mecha-
nisms underlying these complaints are unknown.
Immunologic mechanisms can been postulated on
the basis of the presence of antibodies against tTG,

Fig. 3 Immunohistochemical pattern of term
placental tissue (a) and (b) serum from celiac
patient with history of obstetric problems;
binding of IgA at the syncytial surface is
shown at 200x and 400x magnification,
respectively. One representative staining is
shown. (c) Reference anti- tissue transgluta-
minase (tTG) MoAb (4E1) staining of syncytio-
trophoblast is shown at 200x. (d) Negative
serum control, 400x.
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Fig. 4 Indirect immunofluorescence staining
pattern of thyroid tissue. (a) Typical pattern
obtained with human serum containing anti-
thyroperoxidase (TPO) antibodies; (b) human
negative serum; (c) reference anti- tissue
transglutaminase (tTG) MoAb (CUB 7402); (d)
celiac patient serum, without TPO-specific anti-
bodies. One representative staining is shown.
Magnification 200x.

an enzyme that participates in endometrial physio-
logical processes throughout menstrual cycle, during
decidualization and implantation.?®*” (TG was
detected in human endometrial tissue from healthy
women at the basal membrane of the glandular epi-
thelium and surrounding stromal cells. A normal
menstrual cycle implies several biological processes
in which tTG can be directly involved through both
enzymatic and non-catalytic mechanisms (cell prolif-
eration and apoptosis of the functional layer of
endometrium, angiogenesis, and changes in the
endometrial extracellular matrix).47’49 In addition,
tTG expression appears to be needed for progester-
one-induced decidualization of human endometrial
stromal cells,?® suggesting that tTG is involved in the
implantation process.?®

Antibodies against different functional regions of
TG have been documented,®®>”>?~*! suggesting that
qualitative differences in the serological profile of
celiac patients could condition a clinical manifesta-
tion, because different biological functions mediated
by tTG could be modified in tissues.

As a first approach to investigate the involvement
of immunologic mechanisms in systemic celiac path-
ogenesis, we analyzed the correlation between extra-
digestive symptoms and the in vitro effect of serum
in two experimental assays that evaluated the reac-
tivity of each serum against FN-linked tTG and its
effect on transamidating activity.
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Our results suggest the expression of a hetero-
geneous distribution of fine specificity tTG IgA anti-
bodies in patients that made up the study group, as
differential behaviors were observed in both assays.

A significant correlation (P = 0.021) was estab-
lished between the presence of a history of gynaeco-
logical and/or obstetric complications and the
capability of sera to modify in vitro transamidating
activity (Table I); interestingly, sera from the group
of women with antecedents of gynaecological/
obstetric disorders significantly induced higher inhi-
bition of tTG activity than those sera derived from
healthy donors (P = 0.0306) or celiac women with-
out these type of complaints (P = 0.0346). Further
analysis shows that maximal inhibition was achieved
with sera derived from women with previous mis-
carriages and alterations of menstrual cycle (Fig. 2).

Tissue transglutaminase is widely expressed in
early and term placenta with strong enzymatic activ-
ity at the syncytiotrophoblast microvillous mem-
brane, the primary interface between maternal and
fetal tissue where it is exposed to maternal circulat-
ing antibodies; placental tTG is recognized by com-
mercial antibodies®”** and by positive tTG IgA sera
from non-pregnant donors that inhibited its enzy-
matic activity in situ.>?

We analyzed whether sera from celiac women
with obstetric disorders stained normal placental tis-
sues, selected as a representative maternal-fetal
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interface tissue. Early miscarriages were reported in
seven women prior to the diagnosis of celiac disease;
sera obtained from two of them strongly decreased
the in vitro enzymatic activity, and its reactivity
against human placenta slices was corroborated
(Fig. 3), showing a pattern similar to that obtained
with 4E1 MoAb, suggesting tTG-specific staining. We
verified for the first time that sera from women with
prior miscarriages have the potential to recognize
placental tissue and alter tTG transamidating activity
in vitro. These results can support the idea that tTG
impairment function in the uterus and embryo—
maternal interface could contribute to this kind of
gynecological and obstetric disorders.

In addition to the enzymatic activity of extra-
cellular tTG, its function as a B-integrin coreceptor is
involved in cell adhesion, spreading and migration
through interaction with extracellular components.?*
The presence of antibodies directed to the site of
interaction of surface tTG and FN can be indirectly
assumed in most patients, as sera reactivity
decreased when tTG was linked to FN. Although
these results did not correlate with any clinical pro-
file, in some patients, anti-tTG antibodies could con-
tribute to disorders by altering central events in
processes like implantation cell migration and tissue
remodeling.

Gynecological and obstetric disorders are multifac-
torial; hormonal and nutrient deficiencies as well as
other autoimmune conditions could contribute to
the disorders reported in our study group. Untreated
hypothyroidism can cause menstrual cycle problems
and can affect pregnant women and their babies.>®
In our study group, ten women had antecedents of
clinical hypothyroidism, four of them with a history
of gynecological/obstetric disorders: delayed menar-
che (2), sterility (1), and premature delivery (1);
thus, it cannot be ruled out that such endocrine dis-
orders contributed to the gynecological/obstetric
symptoms in these women.

Tissue transglutaminase is found in thyroid tissue,
and a role for CD as a factor in the development of
autoimmune thyroid disease induced via autoan-
tibodies is suggested by the fact that patients with
autoimmune thyroid disease and CD showed an
improvement in the endocrinal disorder while being
under a strict gluten-free diet.*>' In this context, we
explored the possibility that asymptomatic thyroid
disease could be masked in celiac patients; interest-
ingly, we demonstrated that the anti-tTG IgA-positive
serum from 11 patients with celiac disease, without

10

clinical signs of thyroid dysfunction and lack of TPO-
specific antibodies, stained thyroid follicular cells as
well as extracellular matrix in the interfollicular space.
Similar reactivity patterns were obtained with tTG
monoclonal antibody and sera from celiac patients,
suggesting that tTG is the autoantigen recognized
(Fig. 4). These results should be taken into account to
evaluate thyroid function in celiac patients.

In conclusion, our results show significant correla-
tion between the ability of sera to inhibit enzymatic
tTG activity and the expression of gynecological
and/or obstetric complaints during active disease;
this work can supports the hypothesis that anti-tTG
antibodies can contribute to clinical picture, and fur-
ther work is underway to decipher the mechanisms
putatively involved.
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Capitulo 3

Efectos de los anti-tTG sobre la funcionalidad de
las células trofoblasticas y los macrofagos en un
modelo celular Jin vitro representativo de Ila

interfase materno-fetal

En este capitulo se describen los resultados obtenidos en relacién al segundo y
cuarto objetivo del trabajo, vinculados a las funciones bioldgicas de la tTG en la
interfase materno-fetal y la posible acciéon de los anticuerpos especificos a este
nivel y a la profundizacion en los posibles mecanismos moleculares implicados.
La mayor parte de los resultados estan contenidos en la publicacion adjunta
(Art 2):

“Tissue transglutaminase on trophoblast cells as a possible target of
autoantibodies contributing to pregnancy complications in celiac
patients”.

Séiora C, Calo G, Fraccaroli L, Pérez-Leiros C, Hernandez A, Ramhorst R.
Am J Reprod Immunol 2014, 72:485-495.

En esta seccidn se incorpora trabajo adicional realizado en el contexto de estos
objetivos.
A continuacién se resumen los antecedentes especificos, principales resultados y

sus implicancias.

En esta etapa se continud el trabajo con algunos de los sueros de las pacientes
con trastornos reproductivos, particularmente aquellas con historia de abortos

recurrentes e infertilidad caracterizados en el Capitulo 2.
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3.1 La tTG en el trofoblasto y la modulacion de su funcion por los

autoanticuerpos.

La implantacién embrionaria es un proceso complejo que involucra la unién del
blastocisto al epitelio endometrial y a continuacién la invasién de éste por las
células trofoblasticas.

Como se menciond en la introduccidn general la tTG se expresa tanto en células
maternas como fetales; en primera instancia nos focalizamos en su expresion a
nivel del trofoblasto, la interfase primaria entre los tejidos maternos y fetales y
donde la enzima estd en contacto directo con la sangre de la madre y por lo
tanto a ese nivel los autoanticuerpos contra tTG, generados durante la

enfermedad no tratada, podrian interferir con sus funciones bioldgicas.

Luego que se completa la adhesion, las células trofoblasticas (de origen epitelial)
se diferencian en el sinciotrofoblasto (STB) externo y el citotrofoblasto (CTB)
interno.

Las vellosidades flotantes estan compuestas por dos capas trofoblasticas, una
interna de células mononucleadas del CTB y una capa externa de STB resultante
de la diferenciacion y fusién celular del CTB.

El STB cubre la totalidad de la superficie de la vellosidad y estd en contacto
directo con la sangre materna en el espacio intervelloso ya que los primates mas
evolucionados al igual que los roedores presentan placenta hemocorial (Figura
9). Estas células, debido a su localizacion especifica, son claves en el intercambio
de gases y nutrientes entre la madre y el embridn. Algunas células del CTB, en
sitios especificos de la vellosidad, pueden sufrir una segunda diferenciacion
abandonando la membrana basal de la vellosidad, proliferando y agregandose a
la columna de anclaje de la misma en la pared uterina.

Este tejido trofoblastico extravellositario (EVT) invasor, comprende una poblacién
heterogénea de células trofoblasticas, gigantes, multinucleadas, placentares, que
invaden las arterias espirales uterinas y adoptan un fenotipo vascular con

expresion de marcadores de superficie endoteliales.
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Figura 9. Ro/ del trofoblasto en el mantenimiento de la gestacion.

Se esquematizan los principales procesos bioldgicos y mediadores solubles implicados en
la etapa de implantacion temprana (aprox. 14 dias  post-concepcion)
Tomado de Implantation and the survival of early pregnancy (Norwitz, Schust et al.
2001)

El STB tiene la capacidad de producir varias enzimas liticas que degradan la MEC
y de secretar factores que desencadenan la apoptosis de las células epiteliales
endometriales, consiguiendo asi entrar a través del epitelio endometrial
sorteando la barrera de la ldmina basal para asi conseguir que el blastocisto se
aloje en el estroma endometrial (implantacién). En este camino el STB también
orada parte de los revestimientos de los capilares maternos estableciendo un
mecanismo primitivo de circulacion utero-placentario para permitir el intercambio

gaseoso y de nutrientes. El proceso de implantacion temprana termina hacia la
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segunda semana post-fertilizacidn, luego de esto el blastocisto inicia la formacion

de las vellosidades primarias y secundarias (Norwitz, Schust et al. 2001)

En este escenario nos propusimos reproducir /n vitro algunos de los procesos
bioldgicos centrales que ocurren durante la implantacion embrionaria y etapas
posteriores de la gestacion para asi poder evaluar el posible efecto de los
autoanticuerpos maternos en dichos procesos.

Para nuestro trabajo elegimos como modelo de célula trofoblastica la linea celular
Swan-71 derivada de citotrofoblasto del primer trimestre (7@ semana)
inmortalizada por transformacién mediada por telomerasa (Straszewski-Chavez,
Abrahams et al. 2009) para lo cual se verificd en primera instancia la expresion
de la tTG en la superficie de estas células ya que no habia sido descrito
anteriormente.

Detectamos la  expresion de la tTG en las Swan-71 por western-blot y
verificamos su expresion en la superficie celular por citometria de flujo. Para ello
empleamos un anticuerpo monoclonal comercial especifico para tTG humana
(TG100, NeoMarkers, Denmark) y también se probaron los AcMos 4E1 y 2G3 (Di
Niro, Ferrara et al. 2005) gentilmente cedidos por Dr. F. Chirdo (Universidad
Nacional LISIN-La Plata). Con ambas metodologias los mejores resultados se
obtuvieron con el AcMo TG100 dirigido contra un epitope localizado en la regién
catalitica de la tTG (aa 447-538). Ademas se confirmd el reconocimiento de la
enzima expresada en la linea celular y en cortes de placenta humana utilizando

algunas muestras de sueros de pacientes celiacas (Figura 1, Art.2).

Posteriormente procedimos a analizar el efecto de los anticuerpos anti-tTG en la
adhesion y migracion de células trofoblasticas.

Para ello se puso a punto el ensayo de migracion celular de células trofoblasticas
sobre FN. La visualizacion de la migracién de éstas sobre placas de cultivo
recubiertas de FN purificada del suero (Chifflet, Bolatto et al. 2004) se efectud
realizando un corte o herida (scratch) sobre cultivos confluentes y visualizando

las células por microscopia Optica .
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Se observo que en la incubacién con el AcMo anti-tTG disminuyé el cerrado de la
herida en comparacion con la condicion control, observandose resultados
similares en presencia de sueros de pacientes celiacas con anticuerpos IgA anti-
tTG pero no en presencia de sueros control sin anticuerpos anti-tTG.

Los resultados fueron cuantificados mediante la relacion existente entre el ancho
inicial de la herida y el mismo a las 8hs (basal:8hs) (Figuras 2a y 2b, Art 2.)

El cierre de la herida implica varios procesos celulares como la adhesién a FN, la
migracion y eventualmente la proliferacion.

Para explorar si la disminucién del cierre en presencia de sueros de celiacas se
podia atribuir al efecto de los anticuerpos anti-tTG en la migracién de las células
trofoblastica realizamos ensayos mediante el sistema de transwell (poro 8 pm)
con las Swan-71 sembradas en el compartimento superior en ausencia y
presencia del AcMo TG100, se las dejo migrar 48 hs hacia el compartimento
inferior que contenia SFB al 20% como quimioatractante y posteriormente se
cuantificd por microscopia el nimero de células en el compartimento inferior.
Observamos aproximadamente un 15% de disminucién en la tasa de migracion
en presencia del AcMo anti-tTG en comparacion con la condicién control en

ausencia de dicho AcMo (Figura 2c, Art.2).

Dado que la tTG expuesta a nivel de la membrana es clave para la supervivencia
y proliferacién celular investigamos el efecto de los sueros de las celiacas y de
controles normales sobre la proliferacion de las células trofoblasticas.

En nuestros resultados (Figura 3a, Art.2) se observd que los sueros de las
celiacas redujeron significativamente la incorporacion de timidina tritiada en
comparacion con los sueros control.

Teniendo en cuenta entonces estos resultados, que indican que existe un menor
nivel de proliferacion de las células trofoblasticas en presencia de sueros de
celiacas, nos preguntamos si estos autoanticuerpos podrian afectar la sobrevida

de dichas células y promover la apoptosis.
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Para responder esta interrogante analizamos el efecto de los anticuerpos anti-tTG
en la apoptosis de las células trofoblasticas en condiciones de deprivacion de
nutrientes (ausencia de SFB por 24 hs).

Los resultados mostraron un incremento en el porcentaje de células apoptoticas
(aproximadamente un incremento de 2.7 veces) con el AcMo TG100 y con sueros
de pacientes se logré un incremento significativo de los niveles de apoptosis en
comparacion con sueros de pacientes controles (con similar contenido proteico)
en los cudles el porcentaje de células apoptdticas se mantiene similar al obtenido

en la condicion basal (Figura 3b y 3c, Art.2).

3.2 Efectos de los anticuerpos anti-tTG sobre los macroéfagos.

En paralelo a la invasidn trofoblastica, el endometrio uterino se decidualiza y es
infiltrado por un gran nimero de células inmunes maternas, particularmente
abundantes en el sitio de implantacidon de la decidua basal, que estan en intimo
contacto con el trofoblasto extravellositario invasor (Norwitz, Schust et al. 2001)
como se ilustra en las Figura 9, dentro de estas células centramos nuestro
estudio en los macréfagos dado que estos se encuentran en un ndmero
importante en la decidua durante toda la gestacion y que se ha demostrado que
expresan tTG en su superficie (Hodrea, Demeny et al. 2010) la cudl actia como
co-receptor de las integrinas en el proceso de adhesion y migracion de estas
células (Akimov and Belkin 2001).

Dentro de las células del sistema inmune que colonizan la decidua materna las
natural killer uterinas (uNK) constituyen hasta el 70% de la poblacion en el
primer trimestre del embarazo pero comienzan a sufrir apoptosis en forma
masiva luego de la infiltracién trofoblastica y al final del embarazo se encuentran
practicamente ausentes (Trundley and Moffett 2004).

Los macrdfagos, constituyen en numero la segunda poblacién de leucocitos
deciduales durante la gestacion temprana (20-30%) y, a diferencia de las uNK,
esta proporciébn se mantiene relativamente constante durante la gestacion
(Vince, Starkey et al. 1990).
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La incomparable habilidad de los macréfagos de remodelar tejidos y secretar mas
de cien factores de crecimiento y citoquinas sugiere que estos tienen
importantes funciones en la regulacion de la implantacién del blastocisto, el
desarrollo de la placenta y la homeostasis decidual.

Las funciones de estas células son influenciadas por el microambiente tisular en
el cual residen; en la decidua estas células expresan moléculas que disminuyen la
respuesta inflamatoria y promueven la remodelacion tisular asi como la tolerancia
a los antigenos paternos del feto, un fenotipo que se asocia con el perfil
regulador (Heikkinen, Mottonen et al. 2003; Cupurdija, Azzola et al. 2004). Estos
macréfagos producen moléculas inmunomoduladoras como IL-10, prostaglandina
E2 (PGE2), TGF-B1 e indolamina dioxigenasa (IDO) que inhiben la proliferacion
de linfocitos.

Ademads expresan receptores para hormonas esteroideas como LH/hCG, vy
estrégenos (Miller and Hunt 1996; Zhang, Rao Ch et al. 2003), componentes del
Complemento, inmunoglobulinas, citoquinas, factores de crecimiento, moléculas
de adhesién y componentes de la MEC entre otras moléculas (Hunt, Miller et al.
1998) mientras que expresan bajos niveles de las moléculas co-estimuladoras
CD80 y CD86 (Heikkinen, Mottonen et al. 2003).

La variedad de moléculas que secretan y el perfil de receptores que presentan
sugieren un rol clave para estas células en la regulacién de la funcion del
trofoblasto, de hecho se localizan en forma adyacente a al CTB y en estrecha
asociacion con el trofoblasto invasor (Bulmer and Johnson 1984; Reister, Frank
et al. 1999) y son capaces de interactuar con estas células a través de una
variedad de pares receptor-ligando ya que expresan c-kit, vascular endothelial
growth factor (VEGF), immunoglobulinlike transcript receptors (ILT) 2/4 y varios
receptores de quimioquinas que se unen a las correspondientes moléculas del
trofoblasto: Kit Ligand (Stem Cell Factor), VEGF Receptor-1 (VEGFR1), HLA-G y
macrophage chemoattractant proteins (MCP) respectivamente (Sharkey, Jokhi et
al. 1994; Petroff, Sedimayr et al. 2002; He, Du et al. 2007).

Ademas existe evidencia de que las células trofoblasticas secretan varias
quimioquinas que son capaces de atraer especificamente a los macréfagos
(Fest, Aldo et al. 2007).
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La secrecién por parte de los macréfagos de proteasas, factores de crecimiento,
moléculas quimiotacticas, citoquinas y componentes de la MEC les permite a
estas células coordinar la remodelacion tisular y la angiogénesis procesos claves

en la implantacion del blastocisto y el desarrollo placentario.

Otro componente importante de la remodelacién tisular orquestada por los
macrdéfagos es la induccion de apoptosis de las células no deseadas o dafiadas
asi como el clearance eficiente de los cuerpos apoptdticos.

Durante el proceso de gestacion normal la tasa de apoptosis es elevada en las
células deciduales y trofoblasticas para regular la extension de la invasion
trofoblastica. (Reister, Frank et al. 2001; Mor and Abrahams 2003).

Mas aun, las células trofoblasticas pueden inducir apoptosis de linfocitos
maternos a través de la expresion de Fas-L, B7-H1 e IDO (Munn, Zhou et al.
1998; Guller and LaChapelle 1999; Petroff, Chen et al. 2002).

El clearance eficiente de las células apoptoticas es un componente esencial de la
homeostasis tisular previniendo una reaccién inflamatoria aberrante contra estos
cuerpos apoptoticos asi como la liberacion del contenido extracelular. A nivel de
la interfase materno-fetal este proceso es especialmente importante dado la
naturaleza alogénica de los cuerpos apoptoéticos derivados del trofoblasto (Mor
and Abrahams 2003).

Los macrofagos activados en un perfil regulador muestran una capacidad muy
importante de endocitosis y fagocitosis y expresan varios receptores que
especificamente reconocen y median la captacién de los cuerpos apoptéticos
(Fadok and Chimini 2001; Van Ginderachter, Movahedi et al. 2006).

Mas aun, se ha observado que el reconocimiento e ingestion por parte de los
macréfagos de bajas cantidades de células apoptdticas refuerza su activacion en
un perfil regulador con una respuesta inmunomoduladora y anti-inflamatoria,
encontrandose que la secrecion de TNFa disminuye mientras que la de TGF-B1 e
IL-10 se incrementa luego de co-cultivar monocitos con linfocitos apoptdticos
(Voll, Herrmann et al. 1997).
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Otros estudios /n vivo también han demostrado que la liberacion de TGF-B1 por
parte de macrofagos que ingirieron células apoptdticas tiene efectos anti-
inflamatorios (Huynh, Fadok et al. 2002).

Por otra parte, TGF-B1 induce la expresidn de tTG en los macrdfagos, la cual a su
vez se requiere para la activacion del TGF-B1 latente en la MEC (Nunes, Gleizes
et al. 1997) generandose entonces un bucle de amplificacién que garantiza la
eficiente remocion de las células apoptoticas, habiéndose propuesto que la
produccion alterada de citoquinas pro-inflamatorias por parte de los macréfagos
tTG -/- se relaciona a la falta de activacién de TGF-B1 (Falasca, Iadevaia et al.
2005).

En este escenario nos propusimos analizar los efectos de los anti-tTG sobre la
funcion de los macréfagos en el clearance de células apoptéticas y en la
produccion de citoquinas inmunoreguladoras.

Frente a la dificultad que implica disponer de cantidad suficiente de macroéfagos
humanos derivados de monocitos de sangre periférica de donantes se optd por
trabajar con una linea celular pre-monocitica humana diferenciada a macréfagos
mediante tratamiento con PMA 100 nm por 48 hs (THP-1, ATCC).

En primera instancia se verific6 mediante citometria de flujo la expresion de la
tTG a nivel de la superficie de las THP-1 diferenciadas, para ello se empleé el
anticuerpo  monoclonal comercial especifico TG100 (NeoMarkers, Denmark)
(Figura 10 a).

También comprobamos que los anticuerpos anti tTG de las pacientes con EC
fueron capaces de unirse a la enzima expresada en la superficie de dichas

células (Figura 10 b).
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Figura 10. Deteccion de tTG por citometria de flujo en la superficie de células
THP-1 diferenciadas en un ensayo representativo.

Las células se marcaron con el AcMo especifico para tTG TG100 (1pg/ 10° células) y con
el respectivo control especifico (@) o con sueros procedentes de mujeres sanas o con EC
(dil. 1:10) (b) y a continuacién con anti-IgG de ratdn-FITC (1: 100; Sigma-Aldrich) o
anti-IgA humana-FITC (1:100; Sigma-Aldrich).

Para estudiar el efecto de los anticuerpos anti-tTG en el proceso de fagocitosis y
en la produccién de mediadores solubles inmunoreguladores por parte de los
macréfagos durante dicho proceso fue necesario en primera instancia poner a
punto el ensayo de fagocitosis de células trofoblasticas apoptdticas por parte de
macrdéfagos diferenciados a partir de THP-1.

Los ensayos se realizaron a 37°C utilizando THP-1 diferenciadas y Swan-71
apoptoticas marcadas con CFSE en relacidon 1:1 en presencia del AcMo anti-tTG
TG100 o de las muestras de suero de pacientes celiacas o control diluidas. El
porcentaje de THP-1 que incorporaron células apoptéticas se determind por
citometria de flujo determinando el porcentaje de células CD45+CFSE+.
Los resultados mostraron que el AcMo TG100 disminuyé el porcentaje de
fagocitosis y que algunos sueros de pacientes celiacas fueron capaces también
de inhibir este proceso en mayor grado que los sueros control (Figura 4a, Art.2).

Si bien las diferencias no fueron significativas entre pacientes y controles,

probablemente por la limitante en el nimero de sueros disponibles para el
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ensayo, los resultados contundentes obtenidos con el AcMo sugieren que algunos
de los anticuerpos contra la tTG podrian interferir en la fagocitosis por lo que

nos propusimos investigar un posible mecanismo de interferencia.

MFG-E8 (milk fat globule-EGF factor 8) es una proteina de la familia de las
discoidinas originalmente descrita como una proteina soluble de la leche pero
posteriormente se descubrié que actuaba como molécula puente entre las células
apoptdticas y los fagocitos siendo importante para el clearance de células
apoptdticas (Hanayama, Tanaka et al. 2002; Hanayama, Tanaka et al. 2004).
Esta molécula se une a la fosfatidil serina expuesta en las células apoptéticas y a
las B integrinas en los fagocitos interaccionando también con la tTG lo que
indicaria que la formacién de este complejo ternario es necesario para que se dé
en forma adecuada el proceso de fagocitosis (Toth, Garabuczi et al. 2009)
(Figura 11).

Phagocyte

Figura 11. Receptores de superficie del macrofago vinculados a la captacion de
C€lulas apoptoticas.

Se muestra a la tTG (TG2) extracelular interactuando con integrinas y MFG-E8

Tomado de Transglutaminase 2 dysfunctions in the development of autoimmune
disorders: celiac disease and TTG—/— mouse (Szondy, Korponay-Szabo et al. 2011)
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De acuerdo a nuestros resultados MFG-E8 es producida en cantidades
significativas por las THP-1 diferenciadas y por lo tanto investigamos si los
anticuerpos anti-tTG podrian interferir en la interaccién entre la enzima y esta
molécula.

Para esto en primer lugar disefiamos un ensayo /n vitro con formato de ELISA de
competencia en el cual se incorpord sobre una placa, previamente sensibilizada
con tTG, un anticuerpo policlonal de conejo contra esta enzima en diferentes
diluciones y posteriormente se incorpord MFG-E8 recombinante en diferentes
concentraciones.

Como se muestra en los resultados (Figura 4b, Art.2) los anticuerpos anti-tTG
redujeron significativamente la union de MFG-E8 a tTG y este efecto parece ser
dosis dependiente.

Con este ensayo in vitro verificamos la posible inhibicion por parte de los

anticuerpos anti-tTG de la interaccion entre estas dos moléculas.

A continuacion exploramos a nivel celular, mediante el ensayo de fagocitosis,
cual es el rol de MFG-E8 analizando los sobrenadantes de cultivo por técnicas de
ELISA (Human MFG-E8 immunoassay Quantikiné® ELISA R&D Systems).

En primera instancia constatamos la produccidn de esta molécula por las Swan-
71 durante el proceso de apoptosis, inducido mediante el tratamiento con
Camptotecina (4uM) por 12 hs, y también en las THP diferenciadas.

En una segunda etapa analizamos que sucedia con la concentracién de esta
molécula en los sobrenadantes de los ensayos de fagocitosis realizados en
presencia de sueros. Los resultados mostraron que la concentracién de MFG-E8
disminuyd en los ensayos con sueros de pacientes celiacas en relacion con

aquellos en que se usaron sueros normales (*P = 0,048 t test) (Figura 12 a).
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Figura 12. Dosificacion de MFG-E8 y citoquinas en ensayos de fagocitosis.

Se analiz6 la produccion de estos mediadores solubles en el sobrenadante de cultivo de
Swan-71 apoptdticas (por tratamiento con Camptotecina 4 yM por 12 hs); THP-1
diferenciadas (mediante tratamiento con PMA 100nm por 48 hs) y en ensayos de
fagocitosis usando Swan-71 apoptdticas y THP diferenciadas (relacién 1:1) durante 2
horas a 37 °C.

Los ensayos de fagocitosis se llevaron a cabo en ausencia de anticuerpos a 4°C (control
de fagocitosis) y a 37°C (condicion basal) y también (a 37°C) en presencia del AcMo
TG100 (10 ug/ml), sueros control o sueros de pacientes celiacas (1:50). La cuantificacion
de MFG-E8 (@) y las citoquinas IL-10 (b), TGF-B1 (c) e IL-12 (d) en los sobrenadantes
de los co-cultivos se realizd mediante técnicas de ELISA. Cada ensayo se realizd en
triplicado.

Por otra parte, como se describid anteriormente, las citoquinas antiinflamatorias
tienen un importante rol de en el proceso de fagocitosis y la tTG contribuye a la
generacion de la forma bioldgicamente activa del TGF-B1, entrecruzando el gran
complejo latente de TGF-B1 (a través de latent TGF-B binding protein-1, LTBP1)

a la MEC a partir de donde el TGF-B1 activo puede ser subsecuentemente

Los anticuerpos anti-Transglutaminasa tisular y su relacion con los problemas
reproductivos asociados a la Enfermedad Celiaca

65



liberado por protedlisis (Nunes, Gleizes et al. 1997; Verderio, Gaudry et al. 1999;
Hofstra, Bos et al. 2001).

En base a los resultados previos que muestran que los anticuerpos contra la tTG
interfieren en la fagocitosis analizamos que sucedid con el nivel de dichas
citoquinas durante los ensayos de fagocitosis en presencia de los anticuerpos
anti-tTG para dilucidar si este efecto podia deberse en parte a que dichos
anticuerpos interfirieran en el entrecruzamiento del TGF-B1 latente a la MEC para
su posterior activacion.

Se determinaron los niveles de IL-10 y TGF-B1 en los sobrenadantes de los co-
cultivos por técnica de ELISA (OptEIA™ Set Human IL-10 y OptEIA™ Set Human
TGF-F1, BD) y encontramos que en presencia de los sueros de las pacientes
celiacas se observd una disminucion estadisticamente significativa de la
produccion de IL-10 (*P = 0,05 t test) y TGF-B1 (*P =0,02 t test) comparado
con los resultados obtenidos con los sueros procedentes de las mujeres sanas
(Figura 12 b y c respectivamente).

En paralelo se analizaron también los niveles de IL-12 como representante de las
citoquinas del perfil inflamatorio clasico de los macréfagos (OptEIA™ Set Human
IL-12(p70), BD) no hallandose en este caso diferencias significativas entre los

resultados con ambos grupos de sueros (Figura 12 d).

En resumen, los resultados de esta parte del trabajo muestran que la linea
trofoblastica Swan-71 expresa tTG y que el suero de las pacientes celiacas
disminuye el proceso de reparacion tisular de monocapas de esta linea celular,
en comparacién con lo que sucede con sueros normales. Este efecto se
acompafia de una disminucién en la tasa de migracién celular a las 48 hs de
cultivo. Ademas, los sueros de pacientes celiacas reducen significativamente la
proliferacion celular e incrementan la tasa de apoptosis en relacion a lo
observado con sueros normales.

Por otra parte, hemos observado que los autoanticuerpos anti-tTG interfieren en
el clearance de los cuerpos apoptoticos trofoblasticos a través de un mecanismo
que involucraria la unién de tTG a MFG-E8 y también provocan una menor

produccion de las citoquinas anti-inflamatorias TGF-1 e IL-10.
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Introduction

Problem

Women with celiac disease (CD) are often affected by atypical presenta-
tions of the disease associated with reproductive disorders as a main
extra-digestive complaint. Here, we analyzed if autoantibodies against
tissue transglutaminase (tTG) in sera from CD patients with reproductive
disorders could display direct effects through their interaction with tTG
expressed on trophoblast cells and phagocytes inducing tissue damage
and interfering in the clearance of trophoblast apoptotic bodies.

Method of study

Sera from CD women with reproductive disorders were obtained, and
their ability to induce apoptosis of Swan-71 (cytotrophoblast cell line)
and to modulate the wound-healing and phagocytes process was tested.

Results

Swan-71 cells expressed tTG and CD sera displayed a significant
decrease in trophoblast cell migration and a delay in injury healing on
trophoblast cells, compared with those observed with control sera.
Moreover, CD sera significantly reduced trophoblast cell proliferation
and increased apoptosis levels in comparison with those observed in the
control sera. Finally, autoantibodies against tTG interfere in the clear-
ance of trophoblast apoptotic bodies through a mechanism involving
MFG-ES8 (milk fat globulin-EGF factor 8)—tTG binding.

Conclusion

The anti-tTG antibodies might contribute to trophoblast damage and dis-
rupt the phagocytosis process of apoptotic bodies that could promote a
pro-inflammatory microenvironment.

to break through the epithelial lining of the uterus to
implant, damaging the endometrial tissue to invade

The constitution of the maternal-placental interface
during decidualization and trophoblast invasion
involves a pro-inflammatory response accompanied
by a deeper tissue remodelation.’™ The embryo has

American Journal of Reproductive Immunology (2014)
© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd

and replace the endothelium and vascular smooth
muscle of the maternal blood vessels.*® In this
sense, the inflammatory response that characterizes
the peri-implantation period will be physiologically
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limited by regulatory and tolerogenic mechanisms
involving both innate and adaptative responses.””

In this sense, leukocyte populations including
T-cell subpopulations, uterine Natural killer cells,
decidual macrophages and dendritic cells, as pro-im-
plantatory mediators are collectively called BIEFs
(blastocyst implantation essential factors) contribute
to regulating this network.” "2

In particular, macrophages constitute 20-30% of
decidual immune cells, which are activated in an
alternative pathway with wound-healing and tolero-
genic abilities.'>!* In fact, apoptotic trophoblast,
smooth muscle and endothelial cells will be effi-
ciently removed by decidual macrophages to prevent
a deleterious inflammatory response. Therefore, the
immediate clearance of apoptotic cells induces a
immunosuppressant/regulatory phenotype of decid-
ual macrophages, producing IL-10 and TGFp.'*!'¢
Accordingly, an exacerbate generation of apoptotic
bodies and/or an ineffective clearance of them might
contribute to a deregulation of inflammatory
response during implantation and may be an under-
lying cause of pregnancy complication.'”

Celiac disease is an autoimmune disorder
triggered by gluten ingestion characterized by a
complex clinical pattern that can involve several
extra-digestive organs.'® Reproductive health can be
affected in untreated celiac women, and sometimes
gyneco-obstetric complications are the only mani-
festation of disease'®?° including menstrual cycle
disorders, low fertility, early miscarriages, preterm
birth, intrauterine growth restriction and low birth-
weight.?!2¢

Patients with celiac disease display autoantibodies
against tTG (tissue transglutaminase EC 2.3.2.13 or
TG2), the specific autoantigen of CD and their detec-
tion is widely used as a diagnostic indicator.?”

tTG plays several biological functions in many tis-
sues, some of them as tissue repair mediated by
transamidating activity, while others are indepen-
dent of its catalytic function.”® At the cell surface,
tTG is expressed in association with o,f; and o,fB5
integrins acting as fibronectin co-receptors involved
in cell adhesion and migration?**° by promoting in-
tegrin clustering and cell signaling.?' In addition, the
promotion of the clearance of dying cells is a novel
function described for surface tTG expressed in
murine®?* and human macrophages.?” Specifically,
tTG binds MFG-E8 (milk fat globulin-EGF factor 8),
a protein known to bridge B integrins to apoptotic
cells and mediate the uptake of dying cells.*?

tTG is present at the embryo—maternal inter-
face,’*® and in placenta, tTG plays a role in cross-
linking fibronectin and supporting cell adhesion in
association with the syncytiotrophoblast microvillous
membrane®® and stabilizes the particulate material
sheded from human placenta.>®

As tTG localizes at syncytiotrophoblast, the pri-
mary interface between maternal and fetal tissue is
exposed to maternal blood and the autoantibodies
against tTG developed during untreated disease
could interfere with its biological functions. Data
from our group and others*®*® suggest that these
autoantibodies may have a pathogenic role in
gyneco-obstetric complains.

Here, we analyzed if circulating autoantibodies
against tTG from patients with CD could display
direct effects through their interaction with surface
tTG expressed on trophoblast cells inducing tissue
damage and interfering in the clearance of tropho-
blast cells apoptotic bodies.

Materials and methods

Patients

Serum samples were obtained from 10 women with
recently confirmed diagnoses of celiac disease and
history of gyneco-obstetric problems (infertility,
early miscarriages and short breastfeeding) (mean:
33.4 years, age range: 29-47). All patients had small
bowel biopsy-proven CD. All patients had anti-tTG
IgA, while one of them also had IgG-specific anti-
bodies. Nine serum samples were obtained from
healthy non-pregnant women who had two or more
previous normal pregnancies with no miscarriages
(mean age 32.6 years, range 26—42 years) and used
as control sera. All sera were stored at —20°C until
use.

Patients were recruited from the Uruguayan Celiac
Association and local hospital (Hospital Maciel);
serum samples were used with permission from the
Ethical Committee of the Faculty of Medicine, Uni-
versity of the Republic, Uruguay, and the informed
consent of each participant was obtained.

Determination of anti-tTG Antibodies

Levels of tTG-specific IgA and IgG antibodies in sera
from patients were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay using Quanta Lite® h-tTG IgA
and Quanta Lite® h-tTG IgG ELISA according to the

American Journal of Reproductive Immunology (2014)
© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd



ANTI-tTG ANTIBODIES IN PREGNANCY PROBLEMS

manufacturer’s instructions (INOVA Diagnostics, San
Diego, CA, USA).

Immunostaining of Placental Tissue Sections

Sections of normal term placenta (kindly provided
by Dr. G. Acosta) were dewaxed, rehydrated and
boiled for 20 min in 10 mm sodium citrate, pH 6.0.
Sections were pre-treated with normal goat serum
and then incubated overnight at 4°C with serum
samples from women with celiac disease or controls
(dil. 1:50); 4E1 MAb (kindly provided by Dr. F.
Chirdo)** was used in parallel as a positive control
(1:100). After washes, quenching of endogenous
peroxidase activity was performed with 3% H,O, in
PBS for 20 min. Sections were then incubated for
1 h at room temperature with either goat anti-
human IgA-horseradish peroxidase (HRP) or goat
anti-mouse immunoglobulin—HRP (1:100). The reac-
tion was developed with 3,3’-diaminobenzidine tetr-
ahydrochloride 10 mg/mL in TBS with 0.03% H,0,
for 15 min; slides were counterstained with Mayer’s
hematoxylin and mounted. For every assay, negative
controls with no primary antibody were included.

Cell Lines

The trophoblast cell line Swan-71 (derived from
telomerase-mediated transformation of a 7-week cyto-
trophoblast isolate described by Straszewski-Chavez*®)
was cultured in complete Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), 10% FBS (Gibco™ Invitrogen Cor-
poration, Grand Island, NY, USA). It was used to evalu-
ate the antibodies effect on apoptosis, proliferation,
migration and clearance of apoptotic cells.

The THPI1 cell line was obtained from ATCC and
maintained at 2x10° cells/mL in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FBS and 2 mm L-gluta-
mine. THP1 cells (2 x 10°/mL) were differentiated
using 100 nm phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for 3 days. Then,
PMA-containing media was removed, and cells were
incubated for a further 5 days in fresh RPMI 1640
(10% FBS, 1% L-glutamine).

tTG Expression in Swan-71

Western blot analysis

Cell extracts from Swan-71 (obtained by lysis with
50 mm Tris—HCI, 0.1% Triton-X-100, 1 mm EDTA, 2-
mercapto ethanol in the presence of proteinase inhibi-
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tors) and guinea pig tissue transglutaminase were
subjected to SDS-PAGE in 12% polyacrylamide gel.
Proteins were then transferred to nitrocellulose which
was subsequently blocked with 5% skimmed milk in
PBS. Membranes were probed with human serum
samples (dil. 1:1000 in PBS-1% BSA-0.05% Tween-
20), or tTG-specific MAb (TG100, MS-RB-060-PCL,
Thermo Fisher Scientific, Fremont CA, USA) diluted
1:4000 followed by incubation with appropriate dilu-
tions of HRP-conjugated rabbit anti-human IgG
(Dako, Denmark), HRP-conjugated rabbit anti-mouse
IgG (Thermo Fisher Scientific) or a secondary anti-
body alone as a negative control. Immunoblots were
developed with the Super Signal chemiluminescence
system (Pierce, Rockford, IL, USA).

Flow cytometry

Surface tTG expression in the Swan-71 cell line was
analyzed by labeling it with tTG-specific MAb TG100
(1 pg/10°cels) and respective isotypic control
followed by FITC-conjugated goat anti-mouse IgG
(Sigma-Aldrich).

To assess the binding of human tTG-specific anti-
bodies from patients with celiac disease, cells were
incubated with serum samples from women with
celiac disease or controls (dil. 1:10 in 1% PBS-BSA)
followed by FITC-conjugated anti-human IgA anti-
bodies (1:100; Sigma-Aldrich).

Ten thousand events were acquired in a FACS
Aria II cytometer®, and results were analyzed using
WinMDI 2.8 (free software http://facs.scripps.edu/
software.html).

Scratch Assay

An injury was generated using a pipette tip in con-
fluent Swan-71, cultures seeded over fibronectin,
and wound healing was assessed by microscopy at
different times (4, 8 and 24 h) in the presence of
TG100 MAD (10 pg/mL), celiac or control sera (dil.
1:50).

Results were expressed as the ratio between the
initial length of injury and the optimal incubation
time for each experimental condition.

Migration Assays

Migration assays were performed with Swan-71 cells
in transwell systems (BD Falcon cell culture inserts).
Cells were seeded in 8-pm-pore inserts (25 x 10*
cells/insert) which were then set in a 24-well plate
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containing the DMEM medium with FBS 20% as
chemo-attractant stimuli and were allowed to
migrate in the absence or presence of the TG100
MAb (10 pg/mL), and after 24 and 48 h, the cell
migration rate to the lower compartment was quan-
tified by microscopy after DAPI staining of the insert
membrane.

Proliferative Response

Swan-71 cells at 70% of confluence in a 96-well
flat-bottom plate were cultured for 72 h in the pres-
ence of CD or control sera. Then, cells were pulsed
for 18 h with 1 pCi/well of methyl-[*H]-thymidine
[PH]TdR (NEN, Boston, MA, USA). Trophoblast cells
were then lysed and harvested on glass fiber filters
using a Packard Filtermate cell harvester (Packard
Instruments, LaGrange, IL, USA). Incorporated
radioactivity was measured in a liquid scintillation
B-counter (Packard Instruments). Tests were con-
ducted in triplicate, and results were expressed as
proliferation index (PI) defined as the ratio between
mean cpm values for each experimental condition
(CD or control serum) and control wells (culture
medium).

Apoptosis Assay

Swan-71 basal apoptosis was induced by fetal bovine
serum (FBS) deprivation, and the effect of antibodies
on the apoptosis rate was evaluated in parallel with
TG100 MAb (25 pg/mL) and sera dilutions from
controls or women with celiac disease (1:20). After
24 h, apoptosis was assessed by double staining with
FITC-labeled annexin-V and propidium iodide (PI)
following the manufacturer’s recommendations (Im-
munotech, Marseille, France). The apoptosis rate
was defined as the percentage of apoptotic cells
(annexin-V positive); results for each experimental
condition were expressed as the fold increase in rela-
tion to basal condition (FBS deprivation).

Phagocytosis Assay

PMA differentiated THP-1 cells were used to study
the effect of antibodies on the phagocytosis of apop-
totic Swan-71 cells as a target. Swan-71 cells were
labeled with CFSE, and apoptosis was induced with
4 um camptothecin treatment for 12 h and con-
trolled with TIP/annexin-V staining as described
above. Phagocytosis assays using differentiated

1 x 10> THP-1 cells and CFSE-stained apoptotic
Swan-71 cells (ratio 1:1) were performed in the
presence of TG100 MAb (10 pg/mL) and sera dilu-
tions from controls or women with celiac disease
(1:50) for 2 h at 37°C. As a phagocytosis control, co-
cultures were performed at 4°C. Cells were stained
with a phycoerytrin-conjugated anti-CD45 AcMo
(BD Pharmingen), and the percentage of double-
positive CD45-CFSE cells determined by flow cytom-
etry was used as the percentage of THP-1 cells that
ingested apoptotic cells.

Analysis of tTG-MFG-E8 Binding by ELISA

Microtiter plates (Maxisorb, Nunc) were incubated
with 10 pg/mL solution of guinea pig tTG (Sigma-
Aldrich) in PBS, overnight at 4°C. After blocking
with 1% PBS-BSA, the wells were incubated with
rabbit anti-tTG polyclonal antibody (RB-060-PCL;
Thermo Fisher Scientific) at serial dilutions (1:500-
1:2000) for 1 h at 37°C followed by incubation with
recombinant human MFG-E8 (R&D Systems, MN,
USA) in several concentrations (850-6250 pg/mL).
Bound MFG-E8 was subsequently detected by spe-
cific MAb (MAB27671; R&D Systems, MN, USA).
Finally, bound anti-MFG-E8 antibody was detected
with HRP-conjugated goat anti-mouse diluted
1:5000 (Thermo Fisher Scientific) and developed
with H,0,-TMB substrate solution. Assays were per-
formed in duplicate, and the media for each condi-
tion is indicated. Results are expressed as relative
binding (%) in relation to the signal obtained with-
out anti-tTG antibody.

Statistical Analysis

The Mann—-Whitney test was applied to compare
data from different groups, and the Spearman test
was used to analyze the correlation between specific
antibodies titers and each studied effect.

GraphPad Prism4 software (GraphPad, San Diego,
CA, USA) was used and; significance was deter-
mined at P < 0.05.

Results
tTG is Expressed in Swan-71 Cells and in Term
Placenta

In a first step, we evaluated tTG surface expression
on Swan-71 cells, a cytotrophoblast cell line from
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7 weeks of gestation, and in human term placental
tissue. We could observe that reference MAb TG100
and celiac patient sera recognized tTG on Swan-71
detected by FACS analysis and also confirmed by
Western blot. Fig. 1(a) shows a representative flow
cytometry profile of tTG staining in Swan-71 cells by
TG100 MADb and serum from a patient with celiac
disease. Fig. 1(b) shows the immunoreactive band of
tTG in the extract from trophoblast cells after incu-
bation with TG100 MAb or CD serum. Moreover,
when we evaluated tTG expression on term placen-
tal tissue by immunohistochemistry using the serum
from a celiac woman with high anti-tTG IgA titers,
we observed a strong staining of the syncytiotropho-
blast surface with a similar pattern as that obtained
with the anti-tTG MADb (4El), characterized by a
non-uniform mark distribution (Fig. 1c: ii and i,
respectively).

Anti-tTG MADb and Celiac Women Sera Delayed
Injury Healing and Migration

As the early implantation period is characterized by
tissular remodelation and tTG contributes to injury
healing, we investigated the effect of celiac sera on

(a) _Isotype control

Control serum

3

CD serum

injury healing and cell migration of trophoblast cells.
Similar size wounds were introduced on monolayers
of Swan-71 cell line incubated in the presence of
sera from healthy or celiac women with gyneco-
obstetric complications. After 8 h, a measurable
decrease of injury length was observed in all samples
and as depicted in Fig. 2(a), sera from women with
celiac disease displayed significantly delayed injury
healing compared with control sera (¥*P = 0.037
Mann—Whitney test). Fig. 2(b) shows injury healing
in the presence of a representative control serum,
celiac serum or the TG100 MADb as a positive con-
trol.

To investigate whether the delayed injury healing
observed in the presence of CD patient sera was
caused by interference in the trophoblast cell migra-
tion due to anti-tTG antibodies, we performed migra-
tion assays using transwells system (pore 8 pm) with
Swan-71 cells seeded in the upper compartment in
the absence or presence of TG100 MADb; trophoblast
cells were allowed to migrate to the lower compart-
ment containing 20% FBS as chemo-attractant, and
after 48 h, the trophoblast cells in lower compart-
ment were quantified. We observed about a 15%
decrease in the migration rate of trophoblast cells in

(b)
TG100 CD serum
= N
tTG Swan-71 tTG Swan-71

Fig. 1 Tissue transglutaminase (tTG) is expressed in Swan-71 cells and in term placenta. tTG expression on Swan-71 cells was evaluated by FACS
analysis (a) and Western blot (b) with reference MAb TG100 and a representative CD serum sample. Immunohistochemical patterns of term
placental tissue is shown at 200x magnification (c). Reference anti-transglutaminase MAb (4E1) staining of syncytiotrophoblast is shown (i), serum
from a celiac patient with history of obstetric problems showing binding of IgA at the syncytial surface (i) and negative serum control (iii).
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Fig. 2 Anti-tissue transglutaminase (tTG) MAb and celiac women sera
delayed injury healing and migration of trophoblast cells. (a) Similar-
sized wounds were introduced on monolayers of Swan-71 cells, and
the length was measured initially and after 8 h. Results are expressed
as the ratio between those measures in the presence of control sera,
celiac patient sera (both dil. 1:50) and anti-tTG MADb (triplicate assay).
Horizontal bars indicate medians (*P = 0.037 Mann-Whitney test).
(b) Representative pictures of injury healing length after 8 h in the
presence of a representative control serum, celiac serum or the
TG100 MAb as a positive control (magnification 100x). (c) Migration
assays were performed with Swan-71 cells in transwell systems. Cells
were seeded in the upper compartment in the absence or presence
of the TG100 MAb (10 pg/mL) using FBS 20% as chemo-attractant
stimuli in the lower compartment. The left panel shows a quantitative
analysis of trophoblast cell migration to the lower compartment in the
absence or presence of TG100 MAb, and the right panel shows
representative pictures of Swan-71 cells after 48 h of migration from
one representative experiment (magnification 100x).

the presence of TG100 MAb (Fig. 2¢, left panel), and
representative pictures of Swan-71 cells after 48 h of
migration in one representative experiment are
shown in Fig. 2(c, right panel).

Celiac Sera Interfere in the Proliferation Rate and
Promote Apoptosis of Trophoblast Cells

As cell surface tTG is a cue for survival and prolifera-
tion,?® we investigated CD sera effects on trophoblast
cells. Therefore, we quantified trophoblast cell prolif-
eration in the presence of sera obtained from
patients with CD or controls. As depicted in
Fig. 3(a), sera from patients with CD significantly
reduced the thymidine uptake in comparison with
control sera (*P = 0.004, Mann—Whitney test).
Taking into account the lower proliferation levels of
trophoblast cells in the presence of CD sera, we won-
dered if autoantibodies could affect their survival and
promote apoptosis. Therefore, Swan-71 cells were cul-
tured in the absence or presence of sera from patients
with CD or controls, and we evaluated the apoptosis
rate by annexin-V/PI staining after 24 h of starvation.
We could observe that CD patient sera significantly
increased the apoptosis levels in comparison with that
observed for control sera with comparable protein con-
tent of each serum (fold increase median 1.7 for CD
sera and 0.8 for controls; *P = 0.011 Mann—Whitney
test) as shown in Fig. 3(b); in fact, the apoptotic levels
observed with some CD sera were similar to those
observed with TG100 MAb that induced a 2.7-fold
increase of apoptotic cells in comparison with basal
apoptosis. Interestingly, among CD sera analyzed, 6 of
8 correspond to women with previous miscarriages.
Fig. 3(c) shows illustrative FITC annexin-V/PI dot
plots of Swan-71 cells for each experimental condition.

tTG MAD Interfere in the Clearance of Apoptotic
Trophoblast Cells Through a Mechanism Involving
MEFG-ES8 Interaction

At the maternal-placental interface, the effective
removal of apoptotic cells by phagocytes is an essen-
tial process which prevents the lysis and release of
self-antigens and paternal alloantigens.>*> Therefore,
we evaluated whether the anti-tTG antibodies
interfere in the phagocytosis process of trophoblast
apoptotic bodies. For that purpose, we used the
PMA-treated THP1 cell line that resemble
macrophages in morphology and differentiation
properties,*® and we confirmed tTG expression by
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Fig. 3 Celiac sera interfere with the proliferation and induce
apoptosis of trophoblast cells. (a) Swan-71 cells at 70% of confluence
in a 96-well flat-bottom plate were cultured for 72 h in the presence
of control or CD patient sera. Then, cells were pulsed for 18 h with
PHITAR, and incorporated radioactivity was measured (cpm). Tests
were conducted in triplicate, and results were expressed as
proliferation index (Pl) defined as the ratio between mean cpm values
for each experimental condition (CD or control serum) and control
wells (culture medium). Horizontal bars indicate medians (*P = 0.004,
Mann-Whitney test). (b) Swan-71 cells were cultured in the presence
of control sera (n=9), CD patient sera (n=28) or TG100 MAb
(triplicate assay) and the apoptosis levels quantified by IP/annexin-V
staining. Results are expressed as the apoptosis fold increase.
Horizontal bars indicate medians (*P = 0.011 Mann-Whitney test).
(c) lllustrative dot plots of Swan-71 cells in the presence of control
serum, CD serum or TG100 MAb.
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flow cytometry (data not shown) as was previously
reported.*’

For the phagocytosis assays, differentiated THP-1
cells were co-cultured with apoptotic Swan-71
bodies stained with CFSE as target in the presence
or absence of CD patient sera, control sera or TG100
MADb. As depicted in Fig. 4(a), we observed a
decrease in the percentage of CD45+CFSE+ cells in
those cultures performed in the presence of CD
patient sera in comparison with those performed
with control sera. In fact, the TG100 MADb reduced
the phagocytosis process in comparison with controls
(median 23.2% versus 28.4%; TGI00 21.4%).
Fig. 4(a), lower panel shows illustrative dot plots of
differentiated THP-1 cells after phagocytosis of CFSE
apoptotic trophoblast bodies in the presence of CD
serum, control serum or TG100 and a control of the
phagocytosis process performed at 4°C.

As the present results suggest that antibodies
against tTG disturb the phagocytosis process which is
critical to maintaining immune homeostasis at the
placental-maternal interface, we investigated a
potential mechanism of interference. In this sense,
MFG-E8 is the engulfment-related molecule best
linked to clearance of apoptotic cells,***® and
according to our results, it is also produced in signifi-
cant amounts by differentiated THP-1 cells (0.4-
1.0 ng/mL), and hence, we then investigated
whether anti-tTG antibodies interfere with the inter-
action between tTG and MFG-ES8. For that purpose,
an ELISA was performed in which a rabbit anti-tTG
polyclonal antibody in different dilutions was added
to tTG-coated plates, and then, MFG-E8 (850 or
6250 pg/mL) was incorporated to assess whether the
interaction between tTG and MFG-E8 could be dis-
turbed by specific antibodies. As show in Fig. 4(b),
anti-tTG antibodies significantly reduced the binding
of MFG-E8-tTG in comparison with those assays
performed in the absence of antibodies and the
interference of MFG-E8 and tTG binding seems to be
dose dependent, as an additional control MFG-E8
was added to determine the adherence to the plate
in the absence of tTG.

Discussion

The presence of specific antibodies against tTG is a
feature of celiac disease, while patients are not
under a gluten-free diet. A pathogenic role of these
autoantibodies on the reproductive health of women
has been postulated because: (i) tTG participates in
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Fig. 4 Tissue transglutaminase (tTG) MAb interfere with the clearance
of apoptotic trophoblast cells through a mechanism involving tTG—
MFG-E8 interaction. (a) Phagocytosis assay. Differentiated THP-1 cells
in the presence of PMA were co-cultured with apoptotic Swan-71
bodies CFSE-stained in the presence of control sera, CD patient sera
or TG100 MAb (triplicate assay). The percentage of THP-1 cells that
had phagocyted apoptotic Swan-71 cells was determined by FACS
analysis counting the frequency of CD45+CFSE+ cells. CD patient sera
reduced the frequency of CD45+CFSE+ cells in comparison with
control sera (median: 23.2% versus 28.4%; TG100 21.4%). The lower
panel shows illustrative dot plots of differentiated THP-1 cells after
phagocytosis of CFSE apoptotic trophoblast bodies in the presence of
control serum, CD serum or TG100. (b) Anti-tTG antibodies effect on
tTG-MFG-E8 interaction. Rabbit anti-tTG antibody at several dilutions
(1:500; 1:1000 and 1:2000) was incubated in plate sensitized with tTG
and MFG-E8 (850 or 6250 pg/mL). Results are expressed as relative
binding (%) in relation to the signal obtained without anti-tTG antibody.
Assays were conducted in duplicate, and results were expressed as
mean + S.E.M.

endometrial physiological processes throughout the
menstrual cycle, during decidualization and implan-
tation®® and controls several physiological processes
that maintain tissue homeostasis*®*®° and (ii) tTG
expressed in placenta is accessible to circulating anti-
bodies as the enzyme is exposed in the outer face of
the syncytiotrophoblast microvillous membrane and
cytotrophoblast.?®2%4!

In this sense, we have recently reported an associ-
ation between gyneco-obstetric complications and
anti-tTG antibodies titers in women with CD.*® The
aim of the present work is to study the effects of
autoantibodies on several processes involved in
implantation (survival, migration and proliferation
of trophoblast cells) and homeostasis (clearance of
apoptotic cells) that could be mediated by surface
tTG. As tTG localizes to the syncytial microvillous
surface of human placenta,® we used Swan-71 cells
as a model and for the first time describe the expres-
sion of tTG on these trophoblastic cells using a com-
mercial MAb and show that it can be the target of
antibodies in the sera from celiac women with a his-
tory of obstetric complaints (Fig. 1).

During the peri-implantation period, the tropho-
blast invasive capacity depends on their ability to
proliferate and migrate, here we could observe that
anti-tTG reduces the proliferation and migration of
trophoblast reflected by a delay in the closing of the
gap injury (Fig. 2). In fact, sera from patients with
CD could directly affect trophoblast survival, not
only reducing their proliferation rate, but even pro-
moting their apoptosis (Fig. 3). These data are in line
with previous work performed with primary cells
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isolated from term placenta,** but our work focuses
on a first trimester trophoblast cell model and fur-
ther explores the consequences of the accumulation
of apoptotic trophoblasts.

Under normal conditions, apoptotic cells are
quickly removed by maternal macrophages at early
stages of pregnancy. The phagocytosis of the apopto-
tic cells elicits the release of anti-inflammatory medi-
ators such as IL-10, TGFB and prostaglandins
in vitro'>™'°; moreover, this recognition actively sup-
presses inflammatory cytokine release in vitro.”!

Therefore, the inefficient clearance of exacerbated
apoptotic trophoblast cells could promote a deregu-
lation in the maternal immune response at the
maternal-placental interface conditioning the immu-
nosuppressive effects. As a consequence, inflamma-
tion is often observed at the maternal-fetal interface
as the final pathological assault in many cases of
pregnancy losses, including those of unexplained eti-
ologies.*>* In a previous work, we observed that
PBMCs obtained from patients with recurrent preg-
nancy loss with immunological causes displayed an
exacerbated pro-inflammatory and Thl immune
response after the interaction with Swan-71 cells,
reflected by an increase in T-bet expression level
and nitrite production while decreasing TGFB and
IL-10 production 2.

In addition, increased rates of apoptosis and
inflammation were described in placenta from
untreated celiac patients with low birthweight
babies.>’

In this context, we hypothesize that tTG expressed
on the surface of phagocytes in the maternal-fetal
interface can also be targeted by autoantibodies on
the basis of the novel role of tTG on the clearance of
apoptotic cells’® and evidence from tTG knockout
mice that revealed that the phagocytic capacity of
tTG-null macrophages to engulf apoptotic cells is
impaired.’?>* In addition, we recently reported that
the anti-tTG antibody spontaneously produced by
the non-obese diabetic (NOD) mouse model inhib-
ited apoptotic cell phagocytosis by peritoneal macro-
phages from pregnant NOD mice that express tTG
on surface. Evidence provided supports a role for
anti-tTG antibodies through reduced transamidating
activity and reduced apoptotic cell clearance by preg-
nant NOD mice macrophages.54

We used PMA-treated THP-1 as a cell model for
maternal macrophages and observed an average
18% reduction in the phagocytosis rates in the
presence of serum samples from women with
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celiac disease in relation to sera from healthy
women.

No significant correlation was observed among
tTG-specific antibody titers and any of the cell func-
tions evaluated (healing, proliferation, migration and
phagocytosis); this lack of correlation can be attrib-
utable to differences in the fine specificity repertoire
of antibodies among patients as tTG-specific antibod-
ies are evolved against different functional domains
of the enzyme, and each subsets of autoantibodies
could differentially contribute to pathology.’>>®

To further explore the molecular mechanism puta-
tively involved in phagocytosis impairment, we
focused on the role of tTG in establishing a link with
MFG-E8 on the cell surface.’> We first verified the
presence of MFG-E8 in cultures derived from THP-1
cells, as MFG-E8 is one of the best studied engulf-
ment-related molecules.*® As a first approach, we
explored the ability of anti-tTG antibodies to inter-
fere with the tTG and MFG-E8 binding which could
result in a decrease in the phagocytosis of the apop-
totic trophoblast cells; our results show that this
mechanism could be involved as the interaction
between tTG and MFG-E8 was decreased in the
presence of the rabbit anti-tTG polyclonal antibody.
Further work is currently underway to decipher if
this molecular mechanism can take place at the
cellular level in the presence of specific antibodies
elicited during celiac disease.

Results presented herein provide experimental evi-
dence that the autoantibodies against tTG could pro-
mote the apoptosis of trophoblast cells, delay injury
healing and interfere in the clearance of trophoblast
apoptotic bodies through a mechanism putatively
involving MFG-E8 interaction. The present evidence
not only shows that anti-tTG autoantibodies contrib-
ute to trophoblast direct tissue damage, but they
could also disrupt apoptotic trophoblast cell phagocy-
tosis promoting a pro-inflammatory microenviron-
ment characterized as in adverse pregnancy and
obstetric outcomes.
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Capitulo 4

Los anti-tTG producidos durante la prefiez en un
modelo de autoinmunidad: efectos sobre la funcion

de los macrofagos

En este capitulo se describen los resultados obtenidos en relacidon al tercer
objetivo del trabajo, vinculados a estudiar en un modelo animal en condiciones
de prefiez la posible implicancia de la tTG en los problemas reproductivos en
presencia de anticuerpos especificos.

Para ello y utilizando material bioldgico derivado de ratones NOD (obtenido por
integrantes del laboratorio de Inmunofarmacologia de FCEyN, UBA) hemos
realizado trabajo experimental que complementa y apoya algunos de los
resultados obtenidos previamente utilizando las lineas celulares humanas y que
permitiria avanzar en la exploracién de los mecanismos implicados en los efectos
provocados por los anticuerpos anti-tTG en la interfase materno fetal.

Los resultados estan contenidos en la publicacién adjunta (Art.3):

“Anti-tissue transglutaminase antibody inhibits apoptotic cell clearance
by macrophages in pregnant NOD mice”.

Séiora C, Mourglia-Ettlin G, Calo G, Hauk V, Ramhorst R, Hernandez A, Leirds
CP. J Reprod Immunol 2014; 103: 59—66.

A continuacién se resumen los antecedentes especificos, los principales

hallazgos y sus implicancias.

Existen varios estudios sobre las funciones de la tTG en modelos animales y a los
efectos de estudiar las funciones /7 vivo de esta enzima han sido clave los
modelos de ratones knockout (KO, tTG -/-) para tTG desarrollados por dos
grupos de investigacion (De Laurenzi and Melino 2001; Nanda, lismaa et al.
2001).
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Originalmente estos animales se describieron como viables, con un crecimiento
normal en tamafio y peso y sin anormalidades aparentes en las funciones
organicas, no existiendo estudios sistematicos sobre la tasa de abortos
espontaneos, el tamafio de las camadas u otros aspectos vinculados con la
reproduccion.

Al empezar a estudiar estos ratones en mayor profundidad, en los Ultimos afios
comenzaron a detectarse varias alteraciones que se vinculan directa o
indirectamente con la enzima.

En particular, la pérdida de la expresién de la tTG /n vivo resulta en una
fagocitosis inadecuada de células apoptéticas que puede propiciar la
autoinmunidad (Szondy, Sarang et al. 2003), esta afectacién se ve a nivel de los
macréfagos donde la tTG, como se ha comentado previamente, actla como co-
receptor para la integrina B3, interactlando con ella y su ligando en el proceso
de fagocitosis, MFG-E8 (Toth, Garabuczi et al. 2009).

Mientras que en los macréfagos tTG +/+ la integrina B3, al igual que otros
receptores fagociticos, se encuentra concentrada fundamentalmente a nivel de la
copa fagocitica, en ausencia de tTG esta se distribuye en forma homogénea por
la superficie celular y la sefializacidon celular mediada por su interaccién con la
célula apoptética, que lleva a la activacion de RhoG and Racl, se ve afectada
(Figura 13). Los macréfagos tTG -/- compensan la pérdida de la enzima
aumentando la expresion de la integrina B3 y RhoG para potenciar la sefalizacion
dependiente de la primera en ausencia de la tTG.

En condiciones normales los macrdfagos usan uno o dos portales fagociticos para
captar las células apoptéticas, la pérdida de la tTG no afecta el nimero de estos
portales, pero si se ha observado que tanto la formacion como la tasa de
fagocitosis de los mismos es menos eficiente, por lo que se ha propuesto que la
tTG es clave en la estabilizacidon de los portales fagociticos (Toth, Garabuczi et al.
2009).
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Figura 13. Vias de senalizacion intracelular involucradas en la captacion de
células apoptoticas.

Se muestra a la tTG (TG2) extracelular interactuando con integrinas y MFG-ES8.

Tomado de Transglutaminase 2 dysfunctions in the development of autoimmune
disorders: celiac disease and tTG—/— mouse (Szondy, Korponay-Szabo et al. 2011)

En relacion a la EC, no se dispone de modelos que reproduzcan todas las
caracteristicas de la enfermedad como ser la atrofia vellositaria y la presencia de
anti-tTG circulantes pero se ha reportado que la administracion exdgena en
ratones de estos autoanticuerpos (provenientes de pacientes celiacos) provoca
que los mismos sean reclutados a nivel del sistema nervioso central generando
ataxia (Boscolo, Lorenzon et al. 2010) que representa la principal manifestacion
neuroldgica de la EC.

Por otra parte, el proceso de angiogénesis se ha inhibido mediante la
administracion local de anticuerpos anti-tTG (Kalliokoski, Sulic et al. 2013).

En esta misma linea, recientemente se ha observado que la administracién intra-
peritoneal de suero 6 IgG anti-tTG provenientes de pacientes celiacos en ratones
atimicos induce un cuadro gastrointestinal con depdsito de anticuerpos en

intestino y alteraciones de la arquitectura de la mucosa intestinal caracteristica
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de los estados tempranos de la EC. Ademas, se detecté depdsito de los
anticuerpos en varios tejidos periféricos (Kalliokoski, Caja et al. 2015).

Estos resultados son consistentes con estudios retrospectivos en humanos que
describen que el depdsito de los anti-tTG a nivel del intestino precede y predice
la atrofia vellositaria (Salmi, Collin et al. 2006), sugiriendo su implicancia en el

inicio de la lesion.

En este contexto consideramos que podria resultar de utilidad el modelo de
ratones NOD (diabético no obeso) (Leiter 2001; Wicker, Clark et al. 2005) dado
que producen espontaneamente anticuerpos anti-tTG de origen principalmente
intestinal, de isotipos IgG e IgA y generados en forma independiente al consumo
de gluten los que estan ausentes en la cepa de ratones BALB/c considerada
como referencia por el background genético (Sblattero, Maurano et al. 2005).
Estos animales desarrollan desordenes autoinmunes espontaneamente a partir
de la semana 12 de vida constituyendo un modelo Util para estudiar las
anormalidades inmunorreguladoras que llevan a la destruccién celular por
mecanismos autoinmunes y a la diabetes mellitus tipo I o insulino dependiente
(Wicker, Clark et al. 2005). La pérdida de tolerancia en el compartimento de
células B es uno de los primeros indicadores de la aparicion del proceso
autoinmune (Yu, Robles et al. 2000) observandose un repertorio activo de
autoanticuerpos ya a la cuarta semana de vida (Thomas, Kendall et al. 2002).
Interesantemente, se han descrito signos de problemas en la gestacién en los
ratones NOD tanto en el estadio pre-diabético como en el diabético y se ha
detectado una disminucién en el tamafio de las camadas y un aumento en la tasa
de resorcion embrionaria asociadas clasicamente con una actividad defectuosa de
los Linfocitos T reguladores y las Natural Killers a nivel local (Burke, Dong et al.
2007; Roca, Calafat et al. 2009; Toth, Sarang et al. 2009) sin embargo la
asociacion entre estos autoanticuerpos y las complicaciones reproductivas
observadas en estos animales hasta ahora no ha sido reportada.

En el estadio pre-diabético presentan varias caracteristicas del sindrome de
Sjogren (Delaleu, Nguyen et al. 2011) seguido del desenlace de la diabetes tipo 1

(después de la semana 20).
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La diabetes tipo 1 y la Enfermedad de Sjogren representan dos de las patologias
autoinmunes mas frecuentemente vinculadas a la enfermedad celiaca; la
diabetes tiene una incidencia en la poblacion celiaca entre 10 y 30 veces mayor
que en la poblaciéon general (Briani, Samaroo et al. 2008) y ambas comparten
una fuerte asociacion genética con uno de los alelos de moléculas de MHC-II
(DQ8).

Interesantemente la tTG se ha asociado con las alteraciones en los mecanismos
homeostaticos celulares en ambas condiciones, el sindrome de Sjogren y la
diabetes mellitus tipo I (Di Sabatino, Vanoli et al. 2012).

Se ha reportado que individuos con diabetes tipo 1 con una dieta libre de gliten
pueden tener una mejoria clinica y que algunos individuos diabéticos con
histologia intestinal normal presentan anticuerpos anti-tTG circulantes, incluso
algunos de ellos presentan depdsitos de los mismos en el intestino delgado
sugiriendo que la diabetes tipo 1 precede a la EC en estos casos (Maglio, Florian
et al. 2009).

Por otra parte, las mujeres con diabetes tipol presentan también frecuentemente

complicaciones en el embarazo (Yang, Cummings et al. 2006).

La conjuncion de todos estos aspectos nos condujeron a pensar que los ratones
NOD en la etapa pre-diabética pueden representar una aproximacion
experimental Util para analizar el rol de los anticuerpos anti-tTG en los procesos
de implantacion.

Ademads, dado que todavia no se ha estudiado si existe un rol directo de los
anticuerpos anti-tTG sobre la funcion fagocitica de los macréfagos de los ratones
NOD y puesto que la fagocitosis de células apoptdticas es una de las funciones
centrales de los macréfagos durante las etapas tempranas de la gestacién, en
esta parte del trabajo nos propusimos caracterizar en mayor profundidad la
presencia de anticuerpos anti-tTG en los sueros de los ratones NOD hembra y su
capacidad de interferir con las diferentes actividades de la enzima que puedan
ser relevantes en el proceso de implantacién embrionaria focalizandonos en el
proceso de fagocitosis de células apoptoticas por parte de los macréfagos de

hembras NOD prefiadas.
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4.1 Los anticuerpos anti-tTG presentes en el suero de ratones NOD

inhiben la actividad de transamidacion de la enzima.

En primera instancia analizamos los niveles de anticuerpos anti-tTG de isotipo
IgA e IgG en hembras NOD en estadio pre-diabético, con ciclos normales y con 9
dias de gestacion.

No detectamos IgA anti-tTG en ninguno de los grupos de animales estudiados
pero nuestros resultados, obtenidos mediante técnicas de ELISA, mostraron que
los sueros de las hembras NOD no prefiadas poseen una concentracion de IgG
anti-tTG significativamente mas alta que la de los sueros de las BALB/c de la
misma edad y condicién como se muestra en la Figura 1A (Art.3).

Por otra parte no se observaron diferencias significativas en el contenido total de
IgG entre ambos grupos de animales (Figura 1B, Art.3).

Al comparar los niveles de IgG anti-tTG de las hembras NOD prefiadas y no
prefiadas observamos menores niveles de los mismos en las gestantes (Figura
1A, Art.3) mientras que no se detectaron diferencias entre las concentraciones
totales de IgG (Figura 1B). Estos hechos sugieren que los anti-tTG podrian ser

retenidos en el Utero gestante.

A continuacion analizamos in vitro el efecto de los sueros de las hembras NOD,
conteniendo anticuerpos especificos anti-tTG, en la actividad de transamidacion
de la enzima dado que dicha actividad es necesaria para muchos procesos como
ser la remodelacién de la MEC (Belkin 2011) y la incorporacién de TGF-B1 a ésta
Ultima para ser activado (Verderio, Gaudry et al. 1999).

Como se puede observar en la Figura 1C (Art.3) la presencia de algunos de los
sueros procedentes de los animales NOD disminuyen la actividad de
transamidacion con un rango de inhibicion que va de desde el 23 al 54% con
respecto a la actividad basal mientras que los sueros de las hembras BALB/c 0 no
modificaron la actividad enzimatica o incluso en algunos casos la aumentaron. Se

usé como control de inhibicibn monodansyl cadaverina, inhibidor competitivo
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especifico de la enzima, el cual disminuyé la actividad a un 70% de la observada
en condiciones basales.

No se pudo establecer correlacion estadisticamente significativa entre el efecto
de los sueros sobre la actividad enzimatica y la concentraciéon de IgG anti-tTG de

los mismos.

4.2 Los anticuerpos anti-tTG reconocen estructuras del utero

gestante.

Basandonos en la observacion de que en las hembras NOD disminuia la
concentracion en suero de anticuerpos anti-tTG al dia 9 de gestacion en
comparacion con lo observado en los animales no prefiados, nos planteamos
como hipétesis que esto podia deberse a que parte de esos anticuerpos pudieran
ser captados, por interaccion con su antigeno especifico, a nivel de los tejidos de
la interfase materno-fetal.

Para verificar la factibilidad de esta hipotesis analizamos por técnicas de
inmunohistoquimica si las estructuras de dicha interfase pueden ser reconocidas
en forma especifica por anticuerpos anti-tTG; para ello se incubaron con el
anticuerpo monoclonal anti-tTG, 2G3 improntas conteniendo cortes de sitios de
implantacién viables del dia 9 de gestacion de ratones NOD. Este AcMo se une a
un epitope de la tTG humana localizado en la regién del core catalitico (aa 314-
329) siendo capaz de reconocer también la tTG de ratdn.

En las Figuras 2Ay 2B (Art.3) se muestra el marcado especifico con el AcMo 2G3
de las células epiteliales, particularmente en las glandulas uterinas, y también a
nivel de células de estroma. No se observd senal alguna cuando se utilizaron
sueros procedentes de BALB/c como control (Figura 2C, Art. 3) y una sefial débil

cuando se utilizaron los sueros de las hembras NOD.
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4.3 La tTG se expresa en la superficie de los macrofagos y su nivel

aumenta durante la gestacion.

Teniendo en cuenta que la tTG es necesaria para que se formen en forma
eficiente los portales fagociticos de los macréfagos para efectuar el clearance de
las células apoptoticas y que este proceso es esencial durante la gestacion
normal, continuamos nuestro trabajo explorando la expresion de la tTG a nivel
de la superficie de los macréfagos de los ratones NOD.

En la Figura 3 (Art.3) se observa que los macréfagos peritoneales procedentes de
hembras NOD prefiadas expresan tTG, en mas del 90% de las células analizadas
se constatd por inmunofluorescencia una fuerte expresion de la enzima a nivel de
membrana (Figura 3A, Art.3).

Ademas, investigamos si la expresidon de la enzima en los macréfagos de estos
animales se ve modificada por el proceso de gestacion, la Figura 3B (Art.3)
muestra que los macréfagos provenientes de animales prefiados (dia 9 de
gestacion) expresan mayores niveles de tTG (detectados por RT-PCR) que
aquellos procedentes de animales no prefiados.

4.4 Los anticuerpos anti-tTG inhiben la fagocitosis de células

apoptoticas por parte de macrofagos de ratones NOD.

Para dilucidar si los anticuerpos anti-tTG podian interferir en la fagocitosis de
células apoptoticas por parte de los macréfagos de las hembras NOD prenadas
utilizamos el AcMo 2G3.

En la Figura 4 (Art.3) se muestra que cuando estos macrofagos fueron pre-
incubados con este anticuerpo redujeron su capacidad de fagocitar células
apoptoticas, ya que tanto la habilidad para fagocitar cuerpos apoptdticos
(porcentaje de fagocitosis) como la avidez por internalizar mas de un cuerpo
apoptotico (indice apoptdtico) de los macréfagos de las NOD prenadas se vieron
significativamente reducidas por la presencia del anticuerpo anti-tTG (Figuras 4A
y 4B, Art.3 respectivamente).
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El efecto inhibitorio del AcMo 2G3 en la fagocitosis fue significativamente mayor
que el observado con un suero BALB/c sin anticuerpos anti-tTG usado como
control en las diferentes muestras de macréfagos de las NOD analizados (<5%).
La Figura 4C (Art.3) muestra microfotografias representativas de la fagocitosis

de timocitos apoptdticos por estos macréfagos.

En sintesis, en esta parte del trabajo los resultados obtenidos mostraron que los
sueros de los ratones NOD contienen anticuerpos anti-tTG y que estos son
ademas capaces de disminuir la actividad de transamidacién de la enzima.
Ademas demostramos que el AcMo 2G3 especifico contra la tTG es capaz de
unirse al tejido decidual de hembras NOD prefiadas e inhibir la fagocitosis de
células apoptoticas por parte de macréfagos provenientes de dichos animales los

cuales expresan tTG en su superficie.
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Autoimmunity is a feature of celiac disease (CD) with tissue transglutaminase (tTG) as a
major autoantigen. A correlation between gynecological-obstetric disorders in CD patients
and the presence of circulating antibodies anti-tTG that inhibited tTG activity was reported.
Serum anti-tTG antibodies were detected in a non-obese diabetic (NOD) mouse model of
type I insulin-dependent diabetes mellitus and Sjégren’s syndrome, two comorbid states
with CD. Since pregnancy complications have been described in NOD mice, we evaluated the
ability of anti-tTG antibodies to affect the functions of tTG relevant to the normal course of
an early pregnancy like extracellular matrix assembling and apoptotic cell phagocytosis by
macrophages. Circulating IgG antibodies against tTG were detected in NOD mice with titers
that decreased at early pregnancy; interestingly, the in vitro transamidating activity of tTG
was reduced by NOD serum samples. Particularly, anti-tTG antibody inhibited apoptotic
cell phagocytosis by peritoneal macrophages from pregnant NOD mice that express the
enzyme on surface. Evidence provided support for a role for anti-tTG antibodies through
reduced transamidating activity and reduced apoptotic cell clearance by the macrophages
of pregnant NOD mice.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Edwards, 2008; Nagamatsu and Schust, 2010). In partic-
ular, macrophages bearing an alternative activated profile

Pregnancy is a tightly regulated process, where sys-
temic and local mechanisms act in synchronicity to allow
the maternal immune system to tolerate the fetus. Espe-
cially at the early post-implantation stage, intense tissue
remodeling and apoptosis of trophoblast cells occur in
a homeostatic immunosuppressant microenvironment.
Various immune cell populations contribute to this anti-
inflammatory milieu, with macrophages taking center
stage owing to their high functional plasticity (Mosser and
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participate in wound healing processes and the silent clear-
ance of apoptotic cells (Abrahams et al., 2004; Fest et al.,
2007; Straszewski-Chavez et al., 2005).

The outcome of pregnancy may be impaired by several
autoimmune conditions; celiac disease (CD)is a multifacto-
rial disease (Garrote et al.,2008) with an incidence reaching
1% in western countries (Fasano et al., 2003; Dube et al.,
2005) and increasing in prevalence worldwide (Cataldo
and Montalto, 2007). Women appear to be preferentially
affected (Bardella et al., 2005) and associated reproduc-
tive disorders have been extensively reported (Ozgor and
Selimoglu, 2010; Soni and Badawy, 2010); however, the
molecular mechanisms involved remain unknown.

Tissue transglutaminase (tTG; EC 2.3.2.13) is the spe-
cific autoantigen in CD (Dieterich et al., 1997) and specific
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IgA and/or IgG antibodies against tTG are often produced
during active disease; several data suggest that these
autoantibodies might play a role in the development of
extraintestinal disorders associated with CD (Lindfors etal.,
2010). In line with this, we have recently reported a
significant correlation between the presence of gyneco-
obstetric disorders in celiac women and the ability of
serum to affect the in vitro tTG transamidation activity —
an acyltransfer reaction between the y-carboxamide group
of peptide-bound glutamine and the e-amino group of
peptide-bound lysine (Sonora et al., 2011).tTG is localized
to the endometrium and placenta at both the intracellu-
lar and extracellular compartments (Kabir-Salmani et al.,
2005)where it can play biological roles in the remodeling of
extracellular matrix, cell death, clearance of apoptotic cells
and cell migration among others; some of these functions
are mediated by its classical transamidation activity while
others are independent of its catalytic functions (Fesus and
Piacentini, 2002). tTG in particular has been involved in the
clearance of apoptotic cells by macrophages and mice defi-
cient for tTG showed an impaired phagocytic capacity (Toth
et al., 2009).

The non-obese diabetic (NOD) mouse is a useful model
for examining the immunoregulatory abnormalities that
lead to autoimmune cell destruction and type I or insulin-
dependent diabetes mellitus (T1IDM) (Wicker et al., 2005).
At the prediabetic stage, it models several features of
Sjogren’s syndrome (SS) (Delaleu et al., 2011). A loss of
tolerance in the B cell compartment is one of the earli-
est indicators of the overt autoimmune process (Yu et al.,
2000) with an active autoantibody repertoire observed as
early as the 4th week of age with broad pathological poten-
tial (Thomas et al., 2002). Interestingly, the involvement
of tTG has been associated with the disturbance in cel-
lular homeostatic mechanisms in both SS-like and T1DM
autoimmune stages (Di Sabatino et al., 2012).

Signs of pregnancy impairment were reported in NOD
mice at the pre-diabetic and diabetic stages. A decline
in litter size and increased resorption rates associated
with local regulatory T cell and NK cell defective activ-
ity were reported (Burke et al., 2007; Lin et al., 2009;
Roca et al, 2009). NOD mice spontaneously produce
antibodies against tTG (Sblattero et al., 2005); however,
the association between autoantibodies and reproductive
complicationsin these animals has not beenreported so far.
In particular, since the direct role of anti-tTG antibodies in
the phagocytic function of NOD mice macrophages has not
yet been studied, and that the phagocytosis of apoptotic
cells is one of the central functions of macrophages during
early pregnancy, here we aimed to analyze the presence
of anti-tTG antibodies in NOD mice serum and their abil-
ity to interfere with phagocytosis of apoptotic cells by the
macrophages of pregnant NOD mice.

2. Materials and methods
2.1. Animals
Normally cycling NOD and BALB/c mice of 16 weeks

of age were mated with NOD and BALB/c males (syn-
geneic mating) and gestational day O was indicated by

a vaginal plug. NOD and BALB/c female mice were bred
and maintained at the Central Animal Care Facility of the
School of Exact and Natural Sciences, University of Buenos
Aires (FCEyN-UBA). Mice were maintained on a 12:12h
light-dark schedule and fasted overnight with water ad
libitum before being used. They were tested routinely for
blood glucose levels and considered to be prediabetic as
their values of serum glucose on two occasions over a
24-h period did not differ significantly from those of con-
trol mice (0.940.1g/l, n=38). NOD mice, either normally
cycling or at 9 days of gestation, were used for blood extrac-
tion, peritoneal macrophage isolation, and implantation
site immunostaining. All studies were conducted according
to standard protocols of the Animal Care and Use Commit-
tee of the FCEyN-UBA.

2.2. Anti-tTG antibodies determination in mice sera

Serum samples from NOD and BALB/c mice were
diluted 1:100 in PBS-Tween 20 (0.05%) BSA 1% and
the assay was carried out according to our previous
work, but using appropriate dilutions of horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG or IgA anti-
bodies (Sigma-Aldrich) (Sonora et al., 2011).

2.3. Total serum IgG quantifications in mice sera

Total IgG antibody titers were determined by capture
ELISA using commercial reagents and the reciprocal end-
point technique. Briefly, 96-well plates were coated with
goat anti-mouse IgG antibodies and appropriate serial dilu-
tions of each sample were incubated in the same plate. After
goat anti-mouse IgG conjugate incubation, the assay was
completed as described above.

The reciprocal dilution value corresponding to an arbi-
trary OD value (0.3) was obtained from the dilution curve of
each sample to report total IgG antibody levels (IgG titer).

2.4. tTG transamidating activity assay

The measurement of guinea pig tTG transamidating
activity is based on the crosslinking of 5-(biotinamido)-
pentylamine substrate (Pierce) into immobilized human
fibronectin used as an acceptor protein. The assay was car-
ried out according to our previous work (Sonora et al.,
2011). To evaluate the effect of serum on transglutamin-
ase activity of tTG, the amine substrate was added after
incubating the serum samples from both BALB/c and NOD
mice for 20 min at 37 °C and washings.

Each duplicate assay was performed in parallel with
the competitive specific inhibitor monodansylcadaverine
at 250 wM as a control. tTG activity in the presence of serum
is indicated as relative activity, expressed as a percentage
of the basal activity obtained without the addition of serum
(relative activity = ODserym x 100/ODpysa1)-

2.5. Immunostaining of NOD endometrium tissue
sections

Sections of pregnant uteri from 16-week-old NOD mice
at day 9 of gestation were fixed in 4% paraformaldehyde,
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pretreated with normal goat serum and then incubated
overnight at 4°C, with a serum sample from BALB/c mice
(1:100) or tTG-specific mouse IgG monoclonal antibody
2G3 (1:100) as a positive control (Di Niro et al., 2005),
kindly provided by Dr. F. Chirdo from the University of La
Plata, Argentina. The assay was carried out according to our
previous work (Sonora et al., 2011), but using appropriate
dilutions of biotinylated goat anti-mouse immunoglobulin
(Thermo Scientific) and peroxidase-conjugated strepta-
vidin.

2.6. tTG expression in NOD mice peritoneal macrophages
by RT-PCR and immunofluorescence

Resident nonstimulated macrophages were isolated
from the peritoneal cavity of pregnant NOD and BALB/c
mice at day 9 with ice-cold HANKS, washed thor-
oughly and suspended in RPMI-10% BFS before plated
in 24-well plates as previously described (Larocca et al.,
2011). Macrophage cell suspension (>85% F4/80+ by flow
cytometry) from each individual pregnant mouse was
analyzed separately for the expression of tTG by RT-
PCR or immunofluorescence or used in phagocytosis
experiments. For RT-PCR, RNA was isolated with TRIzol®
reagent (Life Technologies), cDONAs were generated from
1 g of RNA using a MMLV reverse transcriptase, RNAse
inhibitor, and oligodT kit (Promega). Forward and reverse
primers (tTG: Forward: CACACCACAGGAGAAGAGCGAAGG;
Reverse: ATCCAGTCCACCACATCAGCGTGG. GAPDH: Forward
TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG, Reverse: TCCTTGGAGGC-
CATGTAGGCCAT) were used at the following conditions:
94°C for 10min, 35 cycles of 94°C for 20s, 66°C for
20s, 72°C for 20s, and 72°C for 10 min. PCR products
were detected as in previous work (Roca et al., 2009) and
results expressed as arbitrary units normalized to GAPDH
expression. Immunofluorescence for the assessment of
tTG protein expression and localization was performed
on macrophages plated on glass coverslips into 24-well
plates, fixed with methanol and incubated with mono-
clonal antibody anti-tTG (2G3; 1:60 in PBS-Tween) after
blocking with BSA 0.5% and revealed with an anti-mouse
FITC (1:100; Sigma-Aldrich).

2.7. Phagocytosis of apoptotic thymocytes by NOD
macrophages

Apoptotic thymocyte phagocytosis by pregnant NOD
mice macrophages was carried out as previously described
(Larocca et al., 2011). NOD mice thymocytes were induced
to apoptosis with 1 x 108 M dexamethasone for 4h and
then added to a monolayer of macrophages isolated
from each pregnant NOD mouse in a 1:5 ratio (2.5 x 10°
macrophages: 1.25 x 108 thymocytes). After incubation
for 90 min and washing, cells were stained with hema-
toxylin and eosin and counted. Before the addition of
apoptotic thymocytes, macrophages were incubated for
30 min with monoclonal anti-tTG antibody (2G3; 1/60) or
normal BALB/c mouse serum (1/30) as a negative control.
Results were expressed as percentage of phagocytosis and
phagocytic index.

2.8. Statistical analysis

Mann-Whitney test and Wilcoxon matched pairs
signed rank test were used to compare experimental data
obtained from independent or paired samples, respec-
tively. Spearman test was used to evaluate the correlation
among experimental data. Statistical calculations were
performed using the GraphPad Prism Software version 5.00
Demo. Differences were considered statistically significant
when P<0.05.

3. Results

3.1. Levels of anti-tTG antibodies in pregnant and
normally cycling NOD mice serum and inhibition of
enzyme transamidating activity

First, we analyzed the levels of anti-tTG antibodies in
pre-diabetic NOD female mice sera compared with BALB/c
mice and pregnant NOD mice under normal breeding con-
ditions.

Our results show that sera from nonpregnant NOD mice
have a significantly higher concentration of IgG antibod-
ies against tTG than age-matched BALB/c mice determined
by ELISA (medians 0.767 vs. 0.414, respectively, P=0.019;
Fig. 1A). In contrast, there were no significant differences in
total IgG between pregnant pre-diabetic NOD and BALB/c
mice (Fig. 1B). We could not detect IgA anti-tTG antibod-
ies in any of the mice groups. When comparing the level
of anti-tTG antibodies in sera from pregnant and nonpreg-
nant pre-diabetic NOD mice, we observed lower levels of
IgG anti-tTG antibody titers at day 9 of gestation (medians
0.409 vs. 0.767, respectively, P=0.020; Fig. 1A) whereas no
changes were found in total IgG (Fig. 1B). Anti-tTG anti-
body levels in pregnant BALB/c mice were similar to those
in nonpregnant BALB/c mice (not shown).

We next analyzed the effect of NOD sera containing spe-
cific antibodies on transamidating activity in vitro, since
this activity is necessary for many processes including
extracellular matrix remodeling (Belkin, 2011) and TGF-
1 incorporation to the extracellular matrix in order to be
activated (Verderio et al., 1999). As can be seen in Fig. 1C,
NOD mice sera decreased transamidating activity (23-54%
of decrease from basal activity), whereas sera from control
BALB/c mice did not modify or increase the in vitro enzyme
activity. The competitive specific inhibitor monodansyl-
cadaverine used as a control decreased transamidating
activity an average of 70% from basal activity (data not
shown). There was no significant correlation between the
effect determined on enzyme activity and IgG anti-tTG anti-
body concentrations in mice sera (Spearman’s test).

3.2. Anti-tTG antibodies recognize pregnant uterus
structures

Based on the reduced levels of serum autoantibodies
against tTG in pregnant NOD mice on day 9 of gestation
compared with nonpregnant NOD mice, we hypothesized
that they could have been absorbed into the pregnant
uterus; thus, we explored whether maternal-placental
interface structures can specifically bind anti-tTG
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Fig. 1. Anti-tTG antibody determination in mice sera. Levels of specific
IgG against tTG determined by ELISA are shown for 16-week-old BALB/c
and NOD mice under nonpregnant conditions and for pregnant NOD mice
on day 9 of gestation (A). Titers of total IgG antibodies are shown for each
individual (B). In vitro transamidating tTG activity was evaluated under
basal conditions and in the presence of 1:100 diluted mice serum. Relative
activity (%)=0D serum x 100/basal OD is indicated for each sample (C).
*Statistically significant difference between groups is indicated (P<0.05,
Mann-Whitney test).

antibodies. Slices of viable implantation sites from
NOD mice on day 9 of gestation were incubated with an
anti-tTG monoclonal antibody (2G3) or BALB/c mice as
a negative control. Fig. 2A and B shows specific labeling
of basal cytoplasm of epithelial cells and uterine glands
by the monoclonal anti-tTG antibody. Also, small cells
within the endometrial stroma were positive for 2G3
immunostaining. There was no label with BALB/c control
mice antibodies (Fig. 2C).

3.3. tTG expression in pregnant NOD macrophages

On the basis that tTG is required to form an efficient
engulfing portal for the clearance of apoptotic cells by
macrophages, and that this process is essential in normal
pregnancy, we next explored tTG expression on the surface
of NOD macrophages. Fig. 3A shows that resting peritoneal

macrophages isolated from pregnant NOD mice expressed
tTG. More than 90% of macrophages expressed the enzyme
with a major surface membrane localization as revealed
by immunofluorescence. Besides, we investigated whether
enzyme expression was modified by pregnancy in periton-
eal macrophages. Fig. 3B shows that the macrophages of
day 9 pregnant NOD mice expressed significantly higher
levels of tTG than nonpregnant, age-matched NOD mice.
Interestingly, when BALB/c mice macrophages were ana-
lyzed for tTG expression, a high level of expression was
found even in nonpregnant mice and their levels were sim-
ilar to those of NOD pregnant macrophages (not shown).

3.4. Inhibitory effect of anti-tTG antibodies on the
phagocytosis of apoptotic cells by NOD mice macrophages

To address if anti-tTG antibodies could impair phagocy-
tosis of apoptotic cells by resting peritoneal macrophages
of pregnant NOD mice, we used the anti-tTG monoclonal
antibody. Fig. 4A shows that when macrophages from
pregnant NOD mice expressing tTG on their surface were
pre-incubated with anti-tTG antibody, they reduced their
capacity to phagocyte apoptotic cells. In particular, both the
ability to engulf apoptotic bodies (percentage phagocyto-
sis) and the avidity to engulf more than one apoptotic body
(phagocytic index) of the macrophages of pregnant NOD
mice was significantly reduced by the anti-tTG antibody
(Fig. 4A and B, respectively). Fig. 4C shows representative
microphotographs of apoptotic cell engulfment by NOD
macrophages. The inhibitory effect of the anti-tTG anti-
body on phagocytosis was significantly higher than the
<5% inhibition of phagocytosis shown by a normal mouse
serum (1:30) used as a control for the different NOD mice
macrophages tested (data not shown).

4. Discussion

Reproductive health is often compromised in untreated
celiac women (Ozgor and Selimoglu, 2010). Recurrent
early miscarriages (Ciacci et al., 1996) and premature and
low-birth-weight babies (Martinelli et al., 2000) have been
reported, but the mechanisms underlying these pregnancy
complications are still unknown.

Tissue transglutaminase, the main autoantigen of
CD, is a multifunctional enzyme (Belkin, 2011) that is
widely expressed in most tissues, including the human
maternal-fetal interface (Robinson et al., 2006; Kabir-
Salmani et al., 2005). It controls cell and tissue homeostasis
through its involvement in proliferation, terminal differen-
tiation, and apoptosis (Fesus and Piacentini, 2002; Rossin
et al., 2012). At the cell surface, tTG is involved in adhesive
and signaling functions acting as a co-receptor through its
association with 31/B3/Bs integrins, thus playing a central
role in cell adhesion and migration (Akimov and Belkin,
2001). Extracellular tTG contributes to the stabilization of
the extracellular matrix and tissue repair provided its high
affinity interaction with fibronectin (Upchurch et al., 1991)
and owing to transamidating activity, tTG also mediates
TGF-B1 incorporation into the extracellular matrix in
order to facilitate its activation (Verderio et al., 1999).
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Fig. 2. Anti-tTG antibodies bind to uterine structures. Histological sections of NOD pregnant endometrium were incubated with anti-tTG monoclonal
antibody 2G3 (A, B) or BALB/c serum (C). NOD mice implantation sites isolated on day 9 of gestation were fixed for immunohistochemistry studies as
described in Section 2. Photographs are representative of at least three experiments with different NOD mice uterine slices. A, C (100x); B (400x).
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Fig. 3. tTG expression in the peritoneal macrophages of NOD mice by immunofluorescence and RT-PCR. Resting peritoneal macrophages isolated from
pregnant NOD mice were incubated with anti-tTG monoclonal antibody 2G3 (1:60) and anti-mouse immunoglobulin FITC-conjugated antibody (1:100) rep-
resentative microphotograph (1000x ) (A). tTG expression levels determined by RT-PCR are shown for 16-week-old NOD mice that were either nonpregnant
or pregnant on day 9 of gestation and results shown are median values as described in Section 2 (B).

In addition, macrophage surface tTG is involved in the
clearance of apoptotic cells (Toth et al., 2009).

Immunological mechanisms of reproductive disorders
in CD can be postulated on the basis of the presence
of antibodies against this enzyme, which participates in
endometrial physiological processes throughout the men-
strual cycle, during decidualization (Signorini et al., 1988)
and implantation (Kabir-Salmani et al., 2005). In line with
this, we have recently reported an association of reproduc-
tive complications and anti-tTG antibody titers in women
with CD (Sonora et al., 2011).

Based on reports in patients with CD and on the
knowledge that pre-diabetic NOD mice spontaneously
produce anti-tTG antibodies and show early pregnancy
complications, we analyzed the presence of anti-tTG
antibodies in pregnant NOD mice serum and its poten-
tial impact on macrophage phagocytic function during
early gestation. Here, we present evidence indicating
that anti-tTG antibodies are present in NOD mice sera,
decrease transamidating activity, bind to the NOD pregnant
endometrial cells and inhibit the phagocytosis of apop-
totic cells by pregnant NOD mice macrophages that express
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Fig. 4. Anti-tTG antibody inhibits apoptotic cell phagocytosis by the macrophages of pregnant NOD mice. Peritoneal macrophages were isolated from
pregnant NOD mice on day 9 and cultured for 90 min with apoptotic thymocytes in the presence or absence of anti-tTG monoclonal antibody 2G3 as
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tTG. These conclusions are based on the following results.
First, higher concentrations of anti-tTG antibodies were
found in NOD mice of 16 weeks of age compared with
age-matched BALB/c mice, and these antibodies inhibit
enzyme transamidating activity in vitro. Second, circulat-
ing anti-tTG antibodies in NOD mice sera were reduced
in circulation on day 9 of gestation, reaching the normal
levels seen in nonpregnant BALB/c mice. Third, tTG expres-
sion was significantly higher in macrophages of pregnant
NOD mice compared with nonpregnant mice, and the
monoclonal anti-tTG antibody impaired the phagocytosis
of apoptotic cells by pregnant NOD macrophages, an effect
that was not seen with a normal mouse serum.

The fact that tTG expressed in endometrial structures
can be recognized by specific autoantibodies could have
implications in the outcome of pregnancy. The decrease
in tTG-specific antibodies in NOD mice serum at day 9
of pregnancy suggests a rapid in vivo recognition and
clearance from circulation. In line with this, immunohisto-
chemistry studies indicated that tTG-specific monoclonal
antibodies recognize this epitope on different structures
of the pregnant uterus of NOD mice. Moreover, since tTG
transamidating activity is involved in wound healing and
tissue remodeling and here we showed that anti-tTG anti-
body sera reduced transamidating activity of the enzyme
in vitro, it is conceivable that these antibodies might play
a pathogenic role in the impaired pregnancy score of NOD
mice. In line with this, low levels of anti-tTG antibodies
found in control BALB/c mice serum inhibited neither tTG
transamidation activity nor bound uterine structures.

Inhibition of tTG enzyme activity and function by spe-
cificantibodies has been reported in different in vitro assays
altering endothelial permeability, angiogenesis, and cell
differentiation and proliferation (Caja et al., 2011), arguing
that anti-tTG antibodies could be involved in pathogen-
esis. In particular, macrophage surface tTG appears to be
involved in the clearance of apoptotic cells by promoting
efficient signaling in the phagocytic cell, acting as a 33
integrin co-receptor in macrophages (Toth et al., 2009). In
the absence of tTG, integrin [33 does not adequately rec-
ognize apoptotic cells, with the consequent impairment in
the formation and stabilization of engulfing portals (Toth
et al., 2009). Of note, tTG~/~ mice presented a defective

clearance of apoptotic cells and developed autoimmunity
in an age-dependent manner (Szondy et al., 2003).

The inhibition of phagocytosis of apoptotic cells by
the macrophages of pregnant NOD mice shown here sup-
ports tTG antibodies playing a pathogenic role during early
pregnancy. The effect was consistently found in all individ-
ually tested macrophages of pregnant NOD mice, whereas
phagocytosis was not modified by normal mice serum, sug-
gesting the specificity of tTG recognition on macrophages.
On the other hand, the evidence that tTG is increased in
pregnant compared with nonpregnant NOD mice suggests
that probably macrophage tTG is involved in different pro-
cesses occurring at the maternal-placental interface other
than the silent clearance of apoptotic cells. In fact, our
results are consistent with previous observations on the
upregulation of tTG expression during macrophage differ-
entiation. In those studies, tTG accumulated rapidly and
reversibly in mouse peritoneal macrophages cultured in
mouse serum or plasma or previously primed in vivo with
thioglycolate, but not when they were stimulated with
pro-inflammatory bacterial stimuli (Murtaugh et al., 1983).
Interestingly, the expression of tTG markedly increased
in macrophages during differentiation from monocytes
(Murtaugh et al., 1983; Mehta et al.,, 1985) and this
effect has been associated with an enhanced migration
on fibronectin (Mehta et al.,, 1985; Akimov and Belkin,
2001). Consistently, the down-regulation of surface tTG
and its functional inhibition by blocking antibodies sig-
nificantly decreased adhesion and spreading of monocytic
cells as well as reducing the migration of myeloid cells
(Akimov and Belkin, 2001). It is probable that more than
one of these mechanisms could be operating in vivo
in early pregnancy in NOD mice, particularly the ade-
quate formation of engulfing portals by the blockade of
macrophage tTG by autoantibodies might play a signifi-
cant role. Moreover, on the knowledge that a constant level
of about 20-30% of macrophages are found in deciduas
throughout pregnancy and that this requires the per-
manent migration of monocytes from circulation to the
pregnant uterus where they differentiate to macrophages
(Fest et al., 2007; Mor and Cardenas, 2010), and consider-
ing the reported up-regulation of tTG during monocyte to
macrophage differentiation, the increased tTG expression
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in the macrophages of pregnant NOD mice might reflect a
pregnancy-associated state of activation.

To our knowledge, this report describes for the first
time that tTG-binding antibodies present in the serum
of NOD mice can limit tTG activity and that the spe-
cific recognition of tTG expressed on pregnant NOD mice
macrophages interfere with the phagocytosis of apoptotic
cells. Our data provide new evidence to support a possible
link between anti-tissue transglutaminase antibodies and
impaired reproductive scoring reported in NOD mice.
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Capitulo 5

Discusion global y Conclusiones

Como el objetivo general de este trabajo es aportar a la comprensiéon de los
mecanismos inmunopatogénicos involucrados en la enfermedad celiaca,
particularmente aquellos que afecten la salud reproductiva de las pacientes, y en
pos de cumplir el primer objetivo especifico de analizar si la presentacion clinica
de la EC se correlaciona con el perfil de anticuerpos especificos para la tTG,
gliadina y otros autoantigenos que presentan los pacientes, la etapa inicial de
esta tesis consistid en la integracidén y caracterizacion de la reactividad de los
anticuerpos de un panel de sueros derivados de mujeres con diagndstico
recientemente confirmado de EC. Si bien nuestro trabajo no fue planteado con
un objetivo epidemioldgico los datos de incidencia de las presentaciones atipicas
de la EC y en particular la ocurrencia de complicaciones gineco obstétricas fueron
consistentes con datos reportados en la bibliografia (Tersigni, Castellani et al.
2014); a pesar de ello reconocemos que la integracion del grupo puede tener
cierto sesgo, ya que parte de las mujeres que participaron en el estudio fueron
derivadas a través de ACELU y manifestaban expresamente su preocupacion por
los trastornos referidos, en particular los vinculados a la esterilidad y abortos

espontaneos.

La presencia de anticuerpos especificos contra la tTG es una caracteristica de la
enfermedad celiaca cuando los pacientes no se encuentran en dieta libre de
glaten.

La tTG adopta varias conformaciones espaciales en su expresion en la superficie
celular; en presencia de GDP, presenta una conformacion cerrada con la triada
catalitica no expuesta mientras que la exposicion del sito activo ocurre en
presencia de calcio, condiciones en las cuales presenta actividad de

transamidacion, en una conformacién abierta y extendida.
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Por este motivo, en los sistemas /in vitro, se pretende reproducir ambas
conformaciones, por ejemplo incorporando calcio en el medio de sensibilizacion
de las placas de ELISA para simular la conformacién de la enzima en condiciones
cataliticamente activa.

Los trabajos previos que analizaron la reactividad de los sueros de pacientes
celiacos con la tTG adoptaron diversas estrategias con el fin de dilucidar los
epitopes de la enzima involucrados en el reconocimiento. Las estrategias
consistieron en analizar la reactividad de sueros de pacientes celiacos contra i)
fragmentos de la tTG humana (Seissler, Wohlrab et al. 2001; Sblattero, Florian
et al. 2002; Nakachi, Powell et al. 2004); ii) péptidos de tTG expresados en la
superficie de fagos mediante la técnica de phage display (Marzari, Sblattero et al.
2001) vy iii) moléculas de tTG con mutaciones en los distintos dominios
funcionales (Byrne, Ryan et al. 2007).

En conjunto, estos trabajos muestran que varios dominios estan implicados en el
reconocimiento y que las mutaciones que afectan varios dominios alteran la
reactividad particularmente cuando el blanco incluye al dominio central con la
triada catalitica.

Ademads, los epitopes serian principalmente conformacionales, como lo
demuestran los ensayos que analizan la reactividad contra tTG desnaturalizada
con agentes caotrdpicos (Simon-Vecsei, Kiraly et al. 2012) y el trabajo de De Niro
(Di Niro, Ferrara et al. 2005), en el cual no se identificaron anticuerpos
monoclonales derivados del intestino de pacientes celiacos capaces de
interactuar con fragmentos lineales.

En un trabajo reciente de modelado molecular basado en la generacién de
mutaciones puntuales dirigidas de la tTG asi como de delecion de cada uno de
los cuatro dominios se propone un epitope conformacional que seria reconocido
en forma uniforme por la mayoria de los anticuerpos producidos por los
individuos celiacos; este epitope se expresaria en ambas conformaciones de la
tTG (cerrada y abierta), y por lo tanto en los tejidos seria reconocido
independientemente de los niveles de calcio, y en particular cuando la tTG esté
unida a fibronectina. Este epitope involucra residuos de los dominios N terminal,

C terminal y del core catalitico (dominio II), en particular se propone a la Glu 153
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como el principal residuo involucrado en la interaccion con los anticuerpos, en
cooperacion con Arg 19 y Met 659 pertenecientes a los dominios I y IV
respectivamente; los autores plantean una produccion relativamente homogénea
de anticuerpos en la poblacion celiaca, aunque el trabajo describe una
variabilidad individual considerable contra algunas de las moléculas de tTG con
mutaciones puntuales que involucran la region N terminal Unicamente (Simon-
Vecsei, Kiraly et al. 2012).

En suma, los trabajos realizados sobre poblaciones diversas de sueros de celiacos
muestran consistentemente que la respuesta es dispersa y variable entre
individuos, si bien un epitope parece ser predominante. Sin embargo, no hay
trabajos que vinculen las diferencias de la especificidad fina con los perfiles

clinicos de la poblacion de estudio.

En este trabajo realizamos, como primera aproximacion para investigar los
mecanismos  inmunoldgicos involucrados en la patogénesis de las
manifestaciones sistémicas de la enfermedad celiaca, el analisis de la correlacion
existente entre los sintomas extra-digestivos y el efecto in vitro de los sueros de
celiacas en dos ensayos experimentales que evallan indirectamente la unién de
los anticuerpos a la zona de interaccion con la FN y su efecto sobre la actividad
de transamidacién de la enzima.

Nuestros resultados sugieren la expresion de una distribucién heterogénea de
especificidades finas de los anticuerpos IgA anti-tTG dentro de las pacientes que
conforman nuestro grupo de estudio dado que se observaron comportamientos
diferenciales en ambos ensayos. Establecimos una correlacion significativa entre
la presencia de una historia de complicaciones ginecoldgicas y/u obstétricas y la
capacidad /n vitro de los sueros de modificar la actividad de transamidacion de la
enzima, interesantemente los sueros procedentes del grupo de mujeres con
antecedentes gineco-obstétricos inducen de forma significativa una mayor
inhibicion de dicha actividad que aquellos derivados de controles (mujeres no
celiacas) o los procedentes de celiacas sin este tipo de antecedentes.

Profundizando en los analisis encontramos que los valores mas altos de inhibicidn
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eran los pertenecientes a los sueros provenientes de pacientes con historia de
abortos y alteraciones del ciclo menstrual.

Los trastornos gineco-obstétricos en algunos casos se presentaron meses o afios
antes al diagndstico y por lo tanto a la obtencidn de la muestra de estudio para
nuestro analisis. Si bien podriamos cuestionarnos en principio que el perfil de
reactividad fina hubiese cambiado durante el transcurso de la enfermedad, se ha
reportado que el fendmeno de spreading antigénico asociado a enfermedades
autoinmunes en general no es una caracteristica de la EC y el analisis de la
reactividad fina contra mutantes de la tTG en muestras pareadas de sueros de
individuos celiacos en periodos de hasta 17 afios no mostré variaciones

significativas (Simon-Vecsei, Kiraly et al. 2012).

La asociacion entre la EC y los problemas reproductivos y ginecoldgicos de las
mujeres estda ampliamente documentado (Molteni, Bardella et al. 1990; Ciacci,
Cirillo et al. 1996; Smecuol, Maurino et al. 1996; Martinelli, Troncone et al. 2000;
Stazi and Mantovani 2000; Rostami, Steegers et al. 2001; Tersigni, Castellani et
al. 2014) sin embargo no se conocen aun en forma clara los mecanismos
subyacentes a estas alteraciones ni se han propuesto los cofactores que podrian
contribuir a estas complicaciones en parte de las mujeres celiacas.

Se puede postular la existencia de mecanismos de base inmunoldgica basandose
en la existencia en estas pacientes de anticuerpos dirigidos contra la tTG, una
enzima que participa en los procesos fisiologicos a nivel endometrial tanto
durante el ciclo menstrual, la decidualizacion y la implantacion embrionaria
(Signorini, Pansini et al. 1988; Kabir-Salmani, Shiokawa et al. 2005).

La tTG ha sido detectada en tejido endometrial normal de origen humano a nivel
de la membrana basal del epitelio glandular y de las células estromales
circundantes. Un ciclo menstrual normal implica varios procesos bioldgicos en los
cudles la tTG puede estar directamente involucrada ya sea a través de
mecanismos enzimaticos y también de procesos no cataliticos (apoptosis y
proliferacion celular de la capa funcional del endometrio, angiogénesis y cambios
en la MEC endometrial) (Signorini, Pansini et al. 1988; Deng, Shipley et al. 2003;

Li, Bagchi et al. 2006); ademas la tTG parece ser necesaria para la
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decidualizacion inducida por progesterona de las células estromales
endometriales (Fujimoto, Kanzaki et al. 1996) uno de los hechos que sugiere que
la enzima esta involucrada en el proceso de implantacién (Kabir-Salmani,
Shiokawa et al. 2005).

Por otra parte la tTG esta ampliamente expresada en placenta temprana y a
término teniendo una importante actividad enzimatica a nivel de la membrana de
las microvellosidades del sinciciotrofoblasto, la interfase primaria entre los tejidos
maternos y fetales, donde la misma esta expuesta a los anticuerpos maternos
circulantes. La tTG placentaria es reconocida por anticuerpos comerciales (Hager,
Gliemann et al. 1997; Robinson, Glazier et al. 2006) y por sueros con anticuerpos
IgA anti-tTG procedentes de poblacidon general celiaca los cuales son capaces de
inhibir su actividad /n situ (Anjum, Baker et al. 2009)

En base a estos antecedentes avanzamos en el estudio utilizando los sueros de
mujeres celiacas con antecedentes de desordenes obstétricos y evaluando su
capacidad de reconocer cortes de placenta humana normal a término como un
tejido representativo de la interfase materno-fetal.

Siete muestras correspondian a pacientes con antecedentes de abortos
tempranos previos al diagnostico de EC, con el suero de dos de ellas se detectd
una importante disminucion de la actividad enzimatica /n vitroy se comprobé su
reactividad con los cortes de placenta, observandose un patron de marcado
similar al obtenido con el anticuerpo monoclonal contra la tTG 4E1 lo que sugiere
que la sefial obtenida con los sueros de las pacientes corresponde a
reconocimiento de la tTG.

De esta manera probamos por primera vez que los sueros provenientes de
celiacas con antecedentes de abortos tienen la capacidad de reconocer tejido
placentario y alterar la actividad de transamidacién de la tTG /n vitro.

Estos resultados apoyan la idea de que la alteracidn de la funcion de esta enzima
a nivel uterino y de la interfase materno-fetal podria contribuir con la existencia

trastornos ginecoldgicos y obstétricos.

Ademas de su actividad enzimatica la tTG extracelular, a través de su rol como

co-receptor para la integrina B3, esta involucrada en la adhesion y migracion
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celular a través de su interaccion con componentes de la MEC (Akimov and
Belkin 2001).

En la mayoria de las pacientes se puede asumir indirectamente la presencia de
anticuerpos dirigidos contra la zona de interaccion entre la tTG y la FN ya que la
reactividad de los sueros contra la enzima decrece cuando son enfrentados a la
misma unida a FN, aunque estos resultados no se correlacionan con ningun perfil
clinico en particular, en algunos pacientes es posible que los anticuerpos anti-tTG
puedan contribuir a las alteraciones observadas alterando procesos como la
migracion celular y la remodelacion tisular los cuales son claves en el proceso de
implantacion.

Los desdrdenes ginecoldgicos y obstétricos tienen un origen multifactorial,
deficiencias nutricionales, desbalances hormonales asi como otras alteraciones
autoinmunes pueden contribuir a la aparicion de alteraciones como las
observadas en las pacientes de nuestro grupo de estudio; de hecho el
hipotiroidismo no tratado puede causar problemas en el ciclo menstrual,

infertilidad y afectar el normal desarrollo de la gestacién (Wier and Farley 2006).

En nuestro grupo de estudio diez pacientes tenian antecedentes de
hipotiroidismo clinico de las cuales cuatro ademas poseian historia de trastornos
gineco-obstétricos, por lo tanto no se puede descartar que este trastorno
endocrinolégico contribuyera a los problemas del area ginecoldgica observados
en estos casos particulares.

Por otra parte, la tTG se encuentra también a nivel tiroideo y se sugiere que la
EC puede ser un factor que favorezca la aparicién de la patologia autoinmune
tiroidea via autoanticuerpos dado que los pacientes que poseen la patologia
mencionada anteriormente ademas de EC experimentan una mejoria del
desorden endocrinoldgico cuando adhieren a la dieta libre de gluten (Sategna-
Guidetti, Volta et al. 2001; Mainardi, Montanelli et al. 2002)

En este contexto, quisimos explorar si las manifestaciones tiroideas podrian
deberse a la presencia de autoanticuerpos clasicamente asociados a
hipotiroidismo como los anti-TPO encontrando dichos anticuerpos en una sola de

las pacientes con antecedentes de hipotiroidismo; sorprendentemente
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encontramos ademas que los sueros de diez pacientes celiacas con anticuerpos
IgA anti-tTG, sin anticuerpos anti-TPO, eran capaces de reconocer cortes de
tiroides obteniéndose sefial a nivel de las células foliculares asi como también en
los espacios interfoliculares y la MEC.

Este es un patrén de marcado muy similar al obtenido con un anticuerpo
monoclonal comercial especifico para la enzima lo que sugiere que el
autoantigeno reconocido por los sueros de estas pacientes a nivel de los cortes
de tiroides podria ser la tTG.

Cabe destacar que de estas 10 pacientes, 2 presentaban sintomas de disfuncion
tiroidea y ademas complicaciones gineco-obstétricas.

Estos hallazgos plantean la interrogante de si los anticuerpos anti-tTG podrian
tener que ver con las alteraciones tiroideas y por esto es que consideramos que
la evaluacion de la funcion de esta glandula es importante en todos los pacientes

celiacos.

Las principales conclusiones de esta primera etapa del trabajo de tesis son que
existe una correlacién significativa entre la capacidad de los sueros de las
pacientes de inhibir la actividad enzimatica de transamidacién y la presencia de
complicaciones ginecoldgicas y obstétricas durante la EC activa y que ademas los
anticuerpos anti-tTG de estas pacientes son capaces de de reconocer a la enzima
en diferentes tejidos lo cual apoya la hipétesis de que estos pueden contribuir a
la apariciébn de las manifestaciones extradigestivas de la enfermedad, en

particular las vinculadas a complicaciones gineco-obstétricas.

La segunda parte de este trabajo se focalizd en estudiar los efectos de los
autoanticuerpos dirigidos contra la tTG en varios procesos involucrados en la
implantacién (migracion y proliferacion de células trofoblasticas) y en la
homeostasis a nivel de la interfase materno-fetal (clearance de cuerpos
apoptoticos) en los que la tTG del compartimiento extracelular estaria implicada.
Dado que la tTG se localiza a nivel de las microvellosidades sinciciales de la
placenta humana (Anjum, Baker et al. 2009) utilizamos la linea celular Swan-71

como modelo y describimos por primera vez la expresion a nivel superficial de la
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enzima en estas células por técnicas de inmunomarcado utilizando un anticuerpo
comercial especifico demostrando su potencialidad de ser blanco de los

anticuerpos producidos por mujeres celiacas.

La implantacion exitosa del trofoblasto depende de su capacidad para proliferar,
migrar y de la regulacién de su capacidad invasiva, atribuible en parte a la
produccion de metaloproteinasas como la MMP-2, en una forma estrictamente
controlada en el espacio y el tiempo (Cohen and Bischof 2007).

En nuestro trabajo analizamos los efectos de los sueros de pacientes celiacas
sobre un ensayo de "scratch" en el cual estan implicados estos procesos celulares
utilizando la linea Swan-71; pudimos observar que los sueros de las pacientes
provocaron un retraso en el cerrado del corte generado en la monocapa celular.
Para discriminar si la migracion y/6 la proliferacién celular fueron alteradas se
analiz6 el efecto de los anticuerpos anti-tTG en los dos ensayos independientes
de proliferacién y migracion en sistema de transwell constatando que ambos
procesos podrian contribuir a los efectos observados en el ensayo de scratch,
aunque en el plazo de 8 hs en que se realizo la lectura de éste el efecto sobre la
migracion seria mas relevante.

Resulta interesante vincular estos resultados con los efectos observados /in vitro
en el ELISA en el cual se enfrentaron los sueros a la tTG unida a FN, con el cual
indirectamente se evaludé la presencia de anticuerpos con especificidades
dirigidas al sitio de interaccion entre ambas moléculas, lo cual es un proceso
central en la adhesion y remodelado de la matriz extracelular. Los resultados del
ensayo de scratch son consistentes con el hecho de que 4 de los 5 sueros
representativos utilizados, habian presentado una reactividad disminuida cuando
la tTG estaba interactuando con FN en comparacion a la tTG unida directamente
al soporte, en ambos casos en presencia de calcio que asegura una conformacion

abierta de la enzima, con el sitio catalitico expuesto.

La angiogénesis es central en el proceso de decidualizaciéon y placentacion por
ello gran parte de la investigacion sobre el rol patogénico de los anticuerpos anti-

tTG esta orientad hacia este proceso. Trabajos muy recientes (Di Simone, De
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Spirito et al. 2013; Kalliokoski, Sulic et al. 2013) muestran que los anticuerpos de
pacientes celiacas interfieren con el proceso de angiogénesis en diversos
modelos (in vitro, ex vivo e in vivo); los autoanticuerpos afectan la dinamica y
funcionalidad de las células endoteliales, concretamente interfiriendo con los
procesos de migracion y degradacion de la matriz extracelular. Algunos de los
mecanismos subyacentes propuestos implican la inhibicién de la secrecion de
MMP-2 por las células endoteliales, la organizaciéon de las fibras de actina y la
sefializacidn por las quinasas ERKs y FAK involucradas en la diferenciacion de las
células endoteliales y migracion intracelular.

Si bien nosotros no analizamos los efectos sobre células endoteliales, la
disminucion de la migracion observada en los ensayos en transwell es
consistente con datos recientes sobre el efecto de estos autoanticuerpos sobre
la migracion de células endoteliales al distorsionar la organizacion de las fibras de
actina y la produccién de MMP-2 (Di Simone, De Spirito et al. 2013) y no es
posible descartar que las MMP-2 también contribuyan con los resultados
obtenidos en nuestros ensayos de scrtatch ya que se ha reportado la produccion

de MMP-2 en cultivos /n vitrode Swan-71 (Furmento, Marino et al. 2014).

Por otra parte, los sueros de las pacientes celiacas no solo disminuyeron la
proliferacion de las células trofoblasticas sino que también promovieron la
apoptosis de las mismas. Estos datos van en la misma linea con los de trabajos
previos que utilizaron como modelo cultivos primarios de placenta (Di Simone,
Silano et al. 2010), aunque no se han propuesto posibles mecanismos
subyacentes. Nosotros consideramos que una explicacién podria ser por la
interferencia con la adhesidon de las células a la MEC (al interferir con la
interaccion integrinas-FN mediada por la tTG) lo cual podria desencadenar
anoikis y en relacién a las vias de sefializacion involucradas, se ha visto a nivel
neuronal que estos anticuerpos promueven la apoptosis mediante activacién de
la via mitocondrial (Cervio, Volta et al. 2007).

Se ha visto que los anticuerpos anti-fosfolipidos unidos a las células apoptdticas
pueden unirse a receptores Fc expresados en la superficie de los macréfagos

provocando la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a (Manfredi,
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Rovere et al. 1998) y que el nivel elevado de dichas citoquinas incrementa la
expresion de Fas y potencia la sensibilidad del trofoblasto a la apoptosis mediada
por esta molécula (Aschkenazi, Straszewski et al. 2002; Neale, Demasio et al.
2003), por lo que no es posible descartar este mecanismo en la induccién de la
apoptosis por parte de los anti-tTG en la interfase materno-fetal, aunque en
nuestro caso los efectos fueron inducidos principalmente en sueros que solo

tenian anticuerpos de isotipo IgA especificos para la tTG.

La etapa siguiente de nuestro trabajo fue explorar ademas cuales podrian ser las
consecuencias de la acumulacion de células trofoblasticas apoptoéticas, inducidas
por los anticuerpos especificos.

Bajo condiciones normales las células apoptoticas son rapidamente removidas
por macrofagos maternos en etapas tempranas de la gestacion. La fagocitosis de
las mismas promueve la liberacion /n vitro de mediadores anti-inflamatorios como
IL-10, TGF-B1 y prostaglandinas (Nagamatsu and Schust 2010; Ambarus, Krausz
et al. 2012; Mantovani, Biswas et al. 2013) ademas este reconocimiento suprime
activamente también /n vitro la liberacion de citoquinas inflamatorias (Elliott and
Ravichandran 2010).

Por lo tanto, el clearance ineficiente de células trofoblasticas apoptdticas podria
promover una desregulacién en la respuesta inmune materna a nivel de la
interfase materno-fetal lo que condicionaria la eficiencia de los efectos

imunoreguladores.

La inflamacion en esta interfase como efecto patoldgico final se reporta en
muchos casos de pérdidas de embarazos, incluidos aquellos de etiologia
desconocida (Weiss, Goldsmith et al. 2009; Fraccaroli, Grasso et al. 2012), y
podria vincularse a niveles aumentados de apoptosis y clearance ineficiente.

Se ha visto un importante incremento de apoptosis del trofoblasto extra-
vellositario invasor en situaciones de pre-eclampsia, IUGR y abortos espontaneos
por lo que se plantea que esto puede contribuir a la fisiopatologia de estas
complicaciones de la gestacion (DiFederico, Genbacev et al. 1999;

Hadziselimovic, Geneto et al. 2007; Minas, Jeschke et al. 2007). En particular, en
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lo que respecta a nuestra linea de trabajo se ha descrito el aumento de la
inflamacién y de la tasa de apoptosis del EVT en las placentas de pacientes
celiacas no tratadas cuyos hijos presentaron bajo peso al nacer (Hadziselimovic,
Geneto et al. 2007).

Es en este contexto, nos focalizamos en el clearance de la células apoptéticas y
planteamos que la tTG expresada en la superficie de los fagocitos presentes a
nivel de la interfase materno-fetal podria también ser blanco de los
autoanticuerpos basandonos en la funcién de la tTG en el clearance de los
cuerpos apoptoticos (Toth, Garabuczi et al. 2009) y en los trabajos realizados en
los modelos de ratones knockout para tTG que revelan que la capacidad
fagocitica de los macrofagos procedentes de estos animales se ve alterada
(Szondy, Sarang et al. 2003; Falasca, Iadevaia et al. 2005).

Utilizamos la linea celular THP-1 tratada con PMA como modelo celular
representativo de los macréfagos maternos y con ella observamos un promedio
de 18% de reduccion de la tasa de fagocitosis de células trofoblasticas
apoptdticas y una disminucion estadisticamente significativa de la produccién de
IL-10 y TGF-B1 en los ensayos en los que usamos sueros procedentes de celiacas
comparado con los resultados obtenidos con los sueros procedentes de las
mujeres sanas.

Para abordar el objetivo 4 y explorar en mayor profundidad los posibles
mecanismos moleculares involucrados en la interferencia en el proceso de
fagocitosis nos centramos en la tTG como molécula que establece un puente con
MFG-E8 en la superficie celular (Toth, Garabuczi et al. 2009) dado que esta es
una las moléculas mas estudiadas de las que median el proceso de fagocitosis
(Fuller and Van Eldik 2008). Se ha observado que MFG-E8 se expresa a nivel del
trofoblasto (Bocca, Anderson et al. 2012) y que es producido por células
apoptoticas endoteliales (Brissette, Lepage et al. 2012) y también se ha descrito
su produccion por parte de macréfagos y otra células fagociticas (Miyasaka,
Hanayama et al. 2004).

En primera instancia analizamos la produccion de MFG-E8 en cultivos derivados
de THP-1 diferenciadas y de las Swan-71 apoptdticas constatando que ambos

tipos celulares lo producen.
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A continuacién exploramos la potencialidad de los anticuerpos anti-tTG de
interferir con la unién entre la enzima y MFG-E8 en un inmunoensayo; nuestros
resultados muestran que la interaccion entre ambas proteinas disminuyo en
presencia de un anticuerpo anti-tTG policlonal, lo cual podria generar una
disminucion en la fagocitosis de las células trofoblasticas apoptdticas si tal
interaccidn ocurriera con la conformacion de la tTG extracelular que participa en
el proceso de clearance (Szondy, Korponay-Szabo et al. 2011).

Constatamos ademas que disminuye la concentracion de MFG-E8 en los
sobrenadantes de los ensayos de fagocitosis en presencia de sueros de pacientes
celiacas comparado con lo que sucede en presencia de los sueros normales, lo
que podria explicarse por un mayor reclutamiento de esta molécula a nivel de la
superficie celular al aumentar la cantidad de células trofoblasticas apoptéticas en

presencia de los anticuerpos anti-tTG.

La modulacién por citoquinas del proceso de fagocitosis también podria esta
afectada dado que el ambiente inmunoregulador generado por los macréfagos
podria estar afectado también por la menor produccion de TGF-B1 e IL-10
(Sarang, Toth et al. 2009). El modelo de células trofoblasticas que utilizamos en
nuestro trabajo también se ha utilizado en trabajos previos para analizar defectos
en la inmunoregulacién, se constaté que PBMC obtenidos de pacientes con
pérdidas recurrentes de embarazos de causa inmunoldgica mostraban una
exagerada respuesta inmune pro-inflamatoria y mediada por LT Thl luego de
haber estado en contacto con las Swan-71 lo que se reflejé en un aumento en la
expresion de T-bet y la produccidn de nitritos mientras se daba una disminucion
en la produccién de TGF-B1 e IL-10 (Fraccaroli, Grasso et al. 2012).

La disminucion de la actividad de TGF-B1 es uno de los factores que se ha
vinculado al desarrollo de autoinmunidad; en ausencia de TGF-B1 se afecta la
diferenciaciéon de células T reguladoras las cudles son claves en inhibir el
desarrollo de autoinmunidad contra un antigeno dado y se perpetua la
inflamacion mediada por macréfagos al mantener un fenotipo inflamatorio (Vila,
Isaacs et al. 2009).
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La vinculacion entre la tTG y el TGF-B1 es compleja e interesante; la expresion
de la tTG es inducida por esta citoquina en los macroéfagos y células apoptoticas
(Szondy, Korponay-Szabo et al. 2011) y por otra parte, la tTG de superficie
contribuye a la activacién del TGF-B1 mediando su entrecruzamiento a la MEC, a
través de Latent TGF Binding Protein-1 (LTBP-1) (Verderio, Gaudry et al. 1999) y
de hecho los macréfagos procedentes de ratones tTG -/- no son capaces de
producir TGF-B1 activo (Szondy, Sarang et al. 2003).

Por lo tanto, la menor produccion de TGF-B1 en los ensayos de fagocitosis en
presencia de anticuerpos anti-tTG podria deberse en parte a la interferencia con
el proceso de entrecruzamiento de esta citoquina a la MEC para su posterior
activacion. En este aspecto se esta profundizando mediante la estandarizacion
de un ensayo para detectar el efecto de los anti-tTG en el entrecruzamiento de
LTBP-1 a la MEC. Por otra parte, no es posible descartar un efecto indirecto
porque podria ser modulada negativamente la expresiéon de tTG superficial por
los niveles menores de TGF-(1.

La menor produccidon de IL-10 observada podria deberse también a la menor
produccion de TGF-B1 mediante un efecto indirecto relacionado con una
disminucion en la diferenciacion de los macréfagos en el perfil regulador
productor de dichas citoquinas.

En esta etapa del trabajo analizamos efectos de los sueros atribuibles a la
presencia de anticuerpos especificos contra la tTG. Se mantiene abierta la
pregunta si tales mecanismos ocurren /in vivo; si bien se ha encontrado depdsito
de autoanticuerpos en diversos drganos donde hay una expresion intensa de tTG
(Korponay-Szabo, Halttunen et al. 2004; Sategna-Guidetti, Franco et al. 2004;
Hadjivassiliou, Maki et al. 2006) no se dispone de un modelo /i vivo de EC para
realizar un analisis mas fisioldgico. En relacién a los efectos en la interfase
materno-fetal, se ha reportado el depdsito de anticuerpos IgA en placentas a
término en dos mujeres celiacas con enfermedad activa, en particular en las
vellosidades coridnicas y arterias deciduales. Estos anticuerpos fueron eluidos de
la placenta y presentaron un patron de especificidad fina similar a los

anticuerpos séricos, los cuales mostraron efectos anti angiogénicos en modelos
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in vitro. Ademas, en los casos de mujeres con IgG especifica, también se han
detectado estos anticuerpos en el suero y en el cordén umbilical de los recién
nacidos vy las células endoteliales purificadas del cordén mostraron alteraciones
estructurales similares a las observadas en las células HUVEC enfrentadas a los
anti-tTG (Simon-Vecsei, Kiraly et al. 2012).

Nosotros nos propusimos aproximarnos a una situacién in vivo que nos
permitiera analizar el tropismo de los anticuerpos en condiciones de gestacién asi
como algunas de sus propiedades funcionales analizadas en los sistemas de
cultivo /n vitro con células de origen humano, particularmente en relacion a la
actividad de transamidacién y los efectos sobre el clearance de cuerpos
apoptoticos.

Para esto nos basamos en un trabajo previo que reporté la produccién
espontanea (independiente del gluten) de anticuerpos anti-tTG en los ratones
NOD, los cuales tienen problemas durante la gestacién temprana en el estadio
pre-diabético, verificando en primera instancia que éstos son mayoritariamente

de isotipo IgG.

Un hallazgo muy significativo fue que los niveles de los anticuerpos IgG anti-tTG
disminuyen durante la gestacion y que los sueros de los ratones NOD afectan la
actividad de transamidacion de la tTG, en forma similar a lo observado con los
sueros de las pacientes celiacas con trastornos gineco-obstétricos.

La disminucidn de la cantidad de los anticuerpos especificos circulantes podria
interpretarse como una consecuencia de la retencidon de los mismos en el Utero,
en el cual pudimos demostrar la expresion de la tTG en cortes que involucran a
los sitios de implantacion. Si bien intentamos evidenciar el inmunomarcado de la
tTG uterina con los sueros de los ratones, no fue posible obtener una seial
suficientemente contundente con la metodologia utilizada, tal vez debido a la
pérdida de epitopes conformacionales por el tratamiento del tejido para la
obtencion de los bloques de parafina y/6 a la afinidad moderada-baja de los
anticuerpos anti tTG producidos espontaneamente en los ratones NOD. También

es posible que parte de la tTG expresada en el tejido ya esté unida a los
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anticuerpos producidos y retenidos /n vivo y haya menor disponibilidad de los
epitopes involucrados para su deteccién en el inmunomarcado, de hecho el
marcado no fue igualmente eficiente con varios AcMo utilizados durante la

estandarizacion de la metodologia.

El hecho de que la tTG expresada en las estructuras endometriales sea
reconocida por autoanticuerpos especificos puede tener implicaciones en la
evolucion de la prefiez. La disminucion del titulo de los anticuerpos anti-tTG en el
suero de las ratonas NOD en el dia 9 de la gestacidn sugiere un reconocimiento
rapido /n vivo de la enzima por los mismos y por lo tanto una depuracién de los
mismos de la circulacion. El hecho de que los autoanticuerpos sean retenidos /n
vivo en tejidos periféricos con una intensa expresion de tTG es sugerido por
varios autores, y se especula que la existencia de individuos celiacos
seronegativos para tTG podria explicarse por la presencia de anticuerpos de alta
avidez que serian retenidos casi en su totalidad en los tejidos, de forma tal que
los niveles séricos podrian se indetectables (Simon-Vecsei, Kiraly et al. 2012).

Los estudios de inmunohistoquimica indicaron una expresion de tTG
fundamentalmente a nivel de las glandulas uterinas y de células del estroma
pero no se descarta la union de los anticuerpos a células del sistema inmune
presentes en la interfase como los macréfagos aunque esto no se pudo dilucidar
con la técnica utilizada. Interesantemente detectamos una expresion
significativamente mayor de la tTG en los macrdéfagos de las hembras NOD
prefiadas comparada con la de los animales no prefiados y una inhibicion de la

fagocitosis de células apoptoéticas por macréfagos de NOD prefiadas.

La inhibicion de la fagocitosis de células apoptéticas ejercida por los anticuerpos
anti-tTG sobre los macréfagos de NOD prefiadas que mostramos en este trabajo
apoya el rol patogénico de estos anticuerpos durante la prefiez temprana y es
coincidente con los resultados descritos anteriormente en el modelo que implica
células humanas a pesar de las diferencias en los isotipos mayoritarios de anti-

tTG presentes en las muestras humanas y de raton.
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Por otra parte, la evidencia de que la tTG estd aumentada en hembras prefiadas
en comparacion con las no prefiadas sugiere que probablemente la tTG de los
macréfagos esté involucrada en diferentes procesos que ocurren a nivel de la
interfase materno-fetal ademas del clearance de cuerpos apoptoticos.

De hecho, nuestros resultados son consistentes con observaciones previas de
aumento de la expresion de la tTG durante la diferenciacion de los macréfagos.
En estos estudios se ha visto que la tTG se acumula rapida y reversiblemente en
macrdfagos peritoneales de ratones cultivados en presencia de suero o plasma
murino o previamentes estimulados /7 vivo con tioglicolato pero no cuando
fueron tratados con estimulos pro-inflamatorios bacterianos (Murtaugh, Mehta et
al. 1983).

Interesantemente, la expresion de tTG claramente aumentada en los macréfagos
durante la diferenciacién a partir de monocitos (Murtaugh, Mehta et al. 1983;
Mehta, Lopez-Berestein et al. 1985) y sus efectos han sido asociados con un
aumento de la migracién sobre FN (Mehta, Lopez-Berestein et al. 1985; Akimov
and Belkin 2001), consistentemente se ha detectado que la disminucion de la
expresion de tTG y su inhibicion funcional por anticuerpos bloqueantes
provocaron una disminucion de la adhesién y migracion de células monociticas
asi como una reduccién de la migracidon de células mieloides (Akimov and Belkin
2001)

Es probable que mas de uno de estos mecanismos pueda estar operando /n vivo
durante la etapa temprana de la gestacion de los NOD, en particular podria
jugar un rol importante el bloqueo por parte de los anticuerpos anti-tTG de la
adecuada formacion de los portales fagociticos en los macroéfagos.

Ademas, el hecho de que existe un nivel constante de aproximadamente 20-30
% de macréfagos en la decidua y que esto depende de que exista una
permanente migracién de monocitos desde la circulacion al Utero prefiado donde
se diferencian a macroéfagos (Fest, Aldo et al. 2007; Mor and Cardenas 2010) y
considerando el aumento reportado de la expresion de la tTG durante la
diferenciaciéon de monocito a macréfago, la expresién aumentada de la tTG en
los macrdfagos de las ratones NOD observada en nuestro trabajo podria reflejar

un estado de activacién asociado a la gestacion.
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Creemos que nuestros resultados proporcionan nueva evidencia que permite
sostener una posible relacion entre la presencia de anticuerpos anti-tTG y los
problemas de gestacion observados en estos animales; si bien los defectos
reportados en la cepa NOD tienen un origen multifactorial consideramos que los
anticuerpos ant-tTG pueden contribuir como un componente adicional con
efectos consistentes con los observados en los modelos /in vitro de células

humanas.
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Conclusiones generales y Perspectivas

Los resultados presentados en este trabajo proporcionan datos experimentales
gue apoyan un rol patogénico de los anticuerpos anti-tTG a nivel de la interfase
materno-fetal al inhibir la migracion y proliferacion de las células trofoblasticas,
promover su apoptosis e interferir con el clearance a través de un mecanismo
que podria involucrar la interaccion de la enzima con MFG-E8 y/6 la produccion
de TGF-B1 bioldgicamente activo. Esta evidencia muestra que estos anticuerpos
no solo contribuyen directamente al dafo del tejido trofoblastico sino que
también interfieren con el microambiente regulatorio necesario para el normal

desarrollo del embarazo.

Los datos aportados apoyarian el concepto propuesto por algunos autores sobre
la pertinencia de investigar la presencia de Enfermedad Celiaca en mujeres con
antecedentes de trastornos gineco-obstétricos, ya que en caso de confirmarse la
enfermedad podria eliminarse al menos uno de los factores patogénicos
implicados desde la etapa de preconcepcion al adherirse a una dieta libre de

gluten y eliminar en un periodo de varios meses los autoanticuerpos circulantes.

Un desafio a futuro sera la dilucidacion de los epitopes involucrados en la accién
bioldgica de los anti-tTG ya que esto permitiria implementar estrategias de
bloqueo de los efectos mediante la administracion de péptidos sintéticos que
mimeticen dichos epitopes en los casos de mujeres que cursan el embarazo con

autoanticuerpos circulantes.
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Lista de abreviaturas

AcMo Anticuerpo Monoclonal

CTB Citotrofoblasto

EC Enfermedad Celiaca

EGF Epidermal Growth Factor

EVT Trofoblasto Extra-Vellositario

FN Fibronectina

HLA Human Leucocyte Antigen

IgA Inmunoglobulina A

IgG Inmunoglobulina G

IL-6 Interleuquina 6

IL-10 Interleuquina 10

IL-12 Interleuquina 12

IUGR Restriccion del Crecimiento Intrauterino
LIE Linfocitos Intraepiteliales

MEC Matriz Extracelular

MFG-E8 Milk Fat Globule-EGF factor 8

MMP Metaloproteinasa de Matriz Extracelular
NOD Ratones Diabéticos No Obesos

PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor
RAR Receptor de Acido Retinoico

RXR Receptor X de Acido Retinoico

STB Sinciciotrofoblasto

TG Transglutaminasa

tTG Transglutaminasa tisular (6 TG2)
TGF-B1 Transforming Growth Factor-g1

TNF-a Tumor Necrosis Factor-a

TPO Peroxidasa Tiroidea

uNK Natural Killer Uterinas (6 deciduales)
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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