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Introduccién

1.- Enfermedad Inflamatoria Intestinal

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) se aplica de forma genérica a todo proceso
inflamatorio crénico e idiopatico del intestino, a diferencia de otras enfermedades inflamatorias en las
que el agente etiolégico es conocido. Bajo este término se engloban dos entidades: Enfermedad de
Crohn (EC) y Colitis Ulcerosa (CU). La Enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria
cronica granulomatosa y transmural que puede afectar a cualquier punto del tracto digestivo, aunque
preferentemente se asienta en el ileon y en el colon, y cuya distribucion suele ser discontinua. La
Colitis Ulcerosa es una enfermedad inflamatoria crénica recurrente y no granulomatosa de la mucosa
del colon. Puede afectar desde el ileon terminal hasta el ano, siendo mas frecuente la localizacion
distal, y la distribucién es confluente continua (Oliva-Hemker y Fiocchi 2002). Aproximadamente en
un 10% de los casos no es posible realizar un diagndstico definitivo entre CU y EC de colon y se
habla de colitis indeterminada (Meucci et al 1999).

Ambas patologias cursan con malbsorcion, diarrea, sangrado rectal, fiebre, dolor abdominal y
pérdida de peso (Laroux et al 2001). Tanto EC como CU pueden tener sintomas extraintestinales,
que consisten fundamentalmente en artritis y dolor lumbar, aftas bucales, ulceras cutaneas y

alteraciones hepaticas.

1.1.- Epidemiologia

La Colitis Ulcerosa y la Enfermedad de Crohn son enfermedades que afectan principalmente a
adolescentes y adultos jovenes, con un pico de incidencia entre los 15 y los 30 afios de edad
(Fiocchi 1998). La incidencia y prevalencia de la Ell varian enormemente dependiendo de la
localizacién geografica y entre distintas razas o grupos étnicos. Se han descrito incidencias de 1-
10/100.000 para EC y de 5-18/100.000 para CU, con las tasas mas altas en los paises escandinavos
y Escocia, seguidos por Inglaterra y Norte América, y después Europa Central y del Sur. Entre
grupos étnicos, los Judios Ashkenazis tienen el riesgo mas alto de desarrollar Ell. Hasta hace poco
tiempo, la Ell se consideraba rara en afroamericanos, hispanos y asiaticos, sin embargo, la
incidencia y prevalencia no se han evaluado con exactitud en razas no caucasicas (Oliva-Hemker y
Fiocchi 2002, Russel y Stockbrugger 1996).

En general, existe un mayor riesgo de desarrollar Ell en zonas urbanas frente a rurales, en
clases socioecondémicas altas frente a bajas, y en paises desarrollados frente a poco desarrollados.
Se ha observado, ademas, que la incidencia de Ell en una poblacién aumenta cuando esta emigra
de un area geografica de bajo riesgo hacia una zona de riesgo mas alto (Andus y Gross 2000).

Existen varios inconvenientes en el estudio epidemiolégico de la Ell: no se han adoptado
universalmente criterios diagnosticos firmes, éstos no se han aplicado de forma similar en todos los
estudios y la informacién usada para clasificar a los pacientes no se puede obtener faciimente al
estudiar poblaciones a gran escala. Ademas, el intervalo de tiempo entre un evento inicial y el

comienzo de los sintomas clinicos o el tiempo de diagndstico puede ser prolongado, de manera que
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la asociacién entre causa y efecto son particularmente dificiles. Una desventaja adicional es que la
mayoria de los estudios retrospectivos no tienen en cuenta los casos categorizados como colitis
indeterminada, aunque si se estan considerando en estudios mas recientes (Oliva-Hemker y Fiocchi
2002).

1.2.- Etiopatogenia

A pesar del ingente esfuerzo investigador realizado desde hace décadas, la etiopatogenia de
la Ell continda siendo desconocida. Al menos dos son las razones: la falta de un modelo
experimental aceptado como representativo de a enfermedad; y la profusion de alteraciones halladas
y la dificultad para distinguir entre cuales son esenciales y cuales no. No obstante todo ello, los
estudios epidemiolégicos sugieren fuertemente que en la patogenia de la Ell estan implicados

factores ambientales y una predisposicién individual genéticamente determinada.

1.2.1.- Factores ambientales

Varios datos epidemiolégicos apoyan la implicacion de factores ambientales en la
etiopatogenia de la Ell, como la mayor frecuencia en paises industrializados, el aumento de la
incidencia paralelo al aumento del desarrollo de un pais, la frecuencia creciente al adoptarse
costumbres occidentales, la aparicion de la enfermedad 10 afos después de haber emigrado de un
pais del tercer mundo a un pais desarrollado, y la mayor frecuencia en areas urbanas que rurales
(Schreiber et al 1992).

Se han investigado numerosos posibles factores ambientales de riesgo, muchos de ellos
asociados con EC o CU, pero ninguno de ellos ha sido identificado como causal (Andus y Gross
2000). Hasta la fecha, el habito de fumar es el unico factor ambiental que, se ha demostrado, esta
fuertemente asociado con el desarrollo de Ell. Sin embargo la relacion causa-efecto entre fumar y
esta enfermedad permanece desconocida tanto para EC como para CU. Se ha descrito que el
tabaco afecta a ambas de forma opuesta: mientras que los fumadores presentan un mayor riesgo de
desarrollar EC, fumar, y la exposicién pasiva al tabaco en la infancia, protege frente a CU (Calkins
1989, Sandler et al 1992).

Otros factores ambientales identificados incluyen los anticonceptivos orales, que tienen una
débil asociacién con Ell, apendicectomia (con un efecto protector frente al desarrollo de CU), varios
constituyentes de la dieta, infecciones y eventos perinatales.

Numerosos estudios tratan de la relacion entre la composicion de la dieta, o el tiempo de
exposicion a antigenos dietéticos y el posterior desarrollo de Ell. Los alimentos mas estudiados han
sido el azucar refinado, los acidos grasos saturados y las fibras vegetales. Segun varios trabajos,
existe un mayor consumo de hidratos de carbono, en particular aztcar refinado, en pacientes con EC
(Martin y Brandes 1980, Mayberry et al 1980). Sin embargo, estos descubrimientos podian reflejar

estilos de vida comunes en poblaciones con Ell, mas que una verdadera relacion de causa-efecto
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que refleje un verdadero factor de riesgo. Otros autores sugieren efectos terapéuticos de los acidos
grasos omega-3 en EC y CU, lo cual hace pensar en un posible papel de los lipidos en la Ell.
Aunque, en este caso, tampoco se ha establecido un papel claro para las grasas de la dieta como
causante real del desarrollo de EIll. Tampoco proporcionan resultados concluyentes los estudios
sobre el efecto de frutas y verduras sobre la Ell, aunque algunos han sugerido una relacién negativa
entre el consumo de alimentos que contienen fibra y el desarrollo de la enfermedad. En general, los
estudios epidemioldgicos dietéticos no han sido muy utiles, principalmente porque se basan en
métodos imprecisos como historias dietéticas, cuestionarios y recuerdos, que no permiten la
identificacion de verdaderos antigenos dietéticos relevantes (Andus y Gross 2000).

Ademas, los investigadores se han centrado en la lactancia o en la exposicién temprana a
antigenos de la dieta como posibles factores de riesgo de aparicion de EIll. Algunos estudios
consideran que la lactancia protege contra esta patologia, aunque los datos varian dependiendo de
la poblacion de estudio y los analisis estadisticos aplicados. También se ha sugerido durante largo
tiempo la posible relacion entre la intolerancia a la proteina de la leche de vaca y la Ell, pero es dificil
confirmar la existencia de una relacion causal entre ambas (Oliva-Hemker y Fiocchi 2002).

Por otra parte, se ha investigado la exposicidén a agentes infecciosos en la infancia. Se postula
que las infecciones, principalmente intestinales, podrian actuar como posibles efectos activadores de
la Enfermedad Inflamatoria Intestinal en individuos genéticamente predispuestos, o bien, que las
infecciones lleven a un Sistema Inmunolégico no completamente desarrollado a generar respuestas
cruzadas frente a autoantigenos. Algunos autores han publicado que existe una mayor incidencia de
gastroenteritis y diarrea en la infancia de pacientes que posteriormente desarrollaron EC (Whorwell
1979), mientras que un estudio internacional multicentro no encontré diferencias en la frecuencia de
gastroenteritis entre pacientes y controles (Gilat et al 1987).

Pese a que todos los esfuerzos para identificar un agente infeccioso causante de la Ell han
sido infructuosos, y tampoco existe un soporte epidemioldgico para un agente transmisible, puesto
que no se trata de una enfermedad contagiosa, no puede descartarse una infeccién no convencional
sobre todo por micobacterias, o el efecto de productos bacterianos. Las sospechas sobre las
micobacterias, principalmente Mycobacterium tuberculosis, surgen por ser el agente causal de la
enteritis cronica en animales, por haberse obtenido resultados terapéuticos beneficiosos con
farmacos antimicobacterianos en pacientes con EC, y haberse hallado en cultivos de tejido intestinal
de muchos pacientes con EC, cuando se mantiene en cultivo largo tiempo y se utiliza una técnica
muy sensible como la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Se ha referido que el hombre se
infectaria al entrar contacto con animales infectados, aguas contaminadas o leche y derivados no
pasteurizados o en los que sobreviviera el Mycobacterium tuberculosis. No obstante, algunos datos
no apoyan esta hipétesis: M. tuberculosis no se ha detectado en todos los especimenes intestinales
de EC examinados y, por el contrario, se ha detectado en intestino de pacientes sin esta
enfermedad; no todos los pacientes con EC tienen anticuerpos frente a este microorganismo y, en

definitiva, Mycobacterium tuberculosis no cumple los postulados de Koch necesarios para implicar un
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germen como causa de una enfermedad. La sospecha de una etiologia infecciosa junto al fracaso en
la deteccion de un germen universal han llevado a pensar que la causa podria ser algun producto
bacteriano como endotoxinas, péptidos bacterianos (peptidoglican-polisacarido), fragmentos de
pared bacteriana, o proteinas virales (viriones, priones) procedentes de gérmenes intestinales
comensales o patdgenos (Jayanthi et al 1991).

La hipotesis opuesta es la del “nifio protegido”: debido al aumento en la higiene, un nifio podria
estar sobreprotegido frente a la exposicidn a agentes infecciosos comunes en el ambiente. Si
después se produce una exposicidon tardia, se puede generar una respuesta inmunoldgica
inadecuada, que podria llevar al desarrollo de un proceso inflamatorio anormal, y a EIll. Esta
hipotesis explica el hecho de la mayor prevalencia de Ell en los paises desarrollados. Sin embargo,
el estudio internacional anterior, que examiné factores relacionados con la potencial exposicién a
condiciones que favorecen la infeccion, como el ambiente en el hogar, atencion diaria y exposicion a
mascotas o sitios publicos, no fue posible demostrar que la proteccion en la infancia, contribuyese a
la etiologia de la Ell (Gilat et al 1987).

A la vista de los resultados, se debe tener en cuenta la posibilidad de que ninguno de los
factores anteriores sea el Unico responsable de la patogénesis de la EC o la CU, sino que seria una
combinaciéon de factores la que explicaria la frecuencia creciente de EIll en poblaciones donde
previamente no era comun. La combinacién de hogares protegidos, falta de exposicion a parasitos
intestinales, y la exposicién a nuevos antigenos creados por cambios sociales pueden llevar a un
aumento en la susceptibilidad del huésped. Al mismo tiempo, la mejor higiene y sanidad, la
alimentacion y el agua mas limpios y la nutricion selectiva debida al progreso social y econémico
pueden limitar la frecuencia y la variedad de estimulacion antigénica para el Sistema Inmunolégico
(Oliva-Henker y Focchi 2002).

1.2.2.- Factores genéticos

Estudios familiares y de gemelos, asi como la evidencia de agregacion étnica, sugieren que los
factores genéticos juegan un papel importante en la determinacion de susceptibilidad a padecer ElI.

Varios estudios muestran que el 10-20% de los pacientes tienen una historia familiar positiva,
indicando que el mayor factor de riesgo para desarrollar Ell es tener otros miembros de la familia con
la enfermedad, y este riesgo familiar es mayor para EC que para CU (Yang et al 1993). Una revision
de 12.000 pacientes daneses con diagnéstico de Ell entre 1977 y 1992 revela que el riesgo de EC o
de CU entre su descendencia es de 2 a 13 veces mayor que el de la poblacién general (Orholm et al
1999).

En cuanto a la asociacion con antigenos de histocompatibilidad, un porcentaje razonable (50-
70%) de pacientes con Ell expresan HLA-B27 y en un determinado tipo de EC se ha visto un
aumento de HLA-B62, que posiblemente tiene un efecto protector frente a sintomas musculo

esqueléticos, pero predispone a padecer Ell (Karlinger et al 2000).
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Durante la ultima década ha aumentado enormemente el interés por la busqueda de genes de
la Ell. Se han utilizado variedad de métodos para detectar influencias genéticas, incluyendo analisis
de genes candidatos que codifican varias proteinas implicadas en la inmunorregulacién, como son
alelos HLA, citocinas, como factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a), antagonista del receptor de
interleuquina-1 (IL-1ra), moléculas de adhesién celular y, finalmente, proteinas estructurales. Sin
embargo esta aproximacion esta basada en el conocimiento actual de la patogénesis de la Ell y
hasta la fecha no se ha conseguido identificar genes de susceptibilidad a CU o EC para la mayoria
de los pacientes. Por otra parte, se ha abordado la busqueda desde un andlisis de ligamiento o
busqueda gendmica amplia, ya que se penso que ésta es una herramienta suficientemente poderosa
para encontrar genes de susceptibilidad en desérdenes genéticamente complejos como EC y CU
(Satsangi et al 1997).

La ventaja de esta técnica sobre el analisis de genes candidatos, es que los estudios de
ligamiento no dependen del conocimiento actual ni de la hipétesis de patogénesis, permitiendo asi el
descubrimiento de genes que podrian no haberse sospechado. De hecho, gracias a esta técnica se
encontrd una localizacion genética en el cromosoma 16 humano, llamada IBD1, que contribuye a la
susceptibilidad a EC (Hugot et al 1996, Ohmen et al 1996) y mas recientemente se ha identificado el
gen nod2, localizado en la region 16q12 de IBD1.

Una mutacion en el marco de lectura de nod2, y el polimorfismo en dos nucleétidos, se han
asociado con la susceptibilidad a EC. La frecuencia alélica de mutaciones de nod2 es de dos a tres
veces superior en pacientes de EC (8-12%) que en la poblacién general (2-4%). El gen nod2 codifica
una proteina expresada en monocitos que confiere sensibilidad al lipopolisacarido bacteriano y que
interacciona con RICK, un mediador de activacion de NF-kB. La mutacion del marco de lectura
resulta en una proteina truncada que pierde parte del ultimo dominio LRR (leucine-rich repeat) y es
deficiente en la induccion de activacién de NF-kB mediada por LPS (Hugot et al 2001, Ogura et al
2001). La disminucion de la activacion de NF-kB se ha encontrado en los tres alelos de nod2 de
mayor riesgo. Esto lleva a la conclusién de que esta disminucién de activacién de NF-kB en la via de
activacion de nod2 esta implicada en la susceptibilidad a EC. La deficiencia en NF-kB en ciertas
poblaciones celulares podria incrementar la susceptibilidad a inflamacién intestinal (Bonen et al
2003). El mecanismo por el que las variaciones genéticas de nod2 aumentan la susceptibilidad a EC
no esta claro. Es posible que NOD2 actie en una via de sefializacion implicada en la defensa contra
bacterias entéricas. Segun este modelo, NOD2 mantendria bajo vigilancia ciertas bacterias entéricas
en el intestino, y esta funcién protectora seria defectuosa en individuos con NOD2 mutante. Este
defecto podria llevar a una respuesta mediada por células T anormal, inflamacion del tejido y
produccién aberrante de citocinas, propias de EC (Inohara et al 2002).

Estudios realizados por Podolsky y cols. sugieren que la proteina NOD2/CARD15 esta
presente no s6lo en monocitos, sino en el epitelio del colon, y la forma mutante da lugar a una

resistencia disminuida ante las bacterias invasivas (Podolsky 2002).
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Sin embargo, nod2 no es el Unico gen responsable de la EC, ya que se han implicado multiples
loci de susceptibilidad adicionales en varias poblaciones. Ademas, loci de Ell individuales pueden
tener un distinto grado de importancia entre grupos étnicos diferentes debido a que las distintas
poblaciones pueden tener diferentes proporciones de alelos, y a que los factores ambientales
pueden interactuar de manera variable con diferentes loci dependiendo de la localizacién geografica
(Oliva-Hemker y Fiocchi 2002).

1.2.3.- Factores inmunoldgicos

La evidencia acumulada indica que la Ell resulta de una activacion de la respuesta
inmunolégica e inflamatoria ante la flora intestinal o sus productos. Variaciones genéticamente
determinadas en funciones del Sistema Inmunoldgico de mucosas, como la activacion celular por
moléculas patrén de bacterias, llevan a una susceptibilidad diferencial al desarrollo de esta patologia.
Una explicacion mas detallada del Sistema Inmunolégico de la mucosa se encuentra en el punto 5
de la introduccién de esta tesis.

Varias observaciones experimentales indican que una respuesta alterada de la mucosa es
central en la patogénesis de la Ell y existen una serie de rasgos que definen la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal como una patologia de perfil inmunolégico. La presencia de un infiltrado
abundante de linfocitos y monocitos/macrofagos en la mucosa intestinal es caracteristica de
pacientes con Ell, si bien permanece sin resolver la cuestion de si esta inflamacién persistente en la
Ell es una alteracién primaria de la respuesta inmunolégica, o es una consecuencia de una
estimulacion constante de una respuesta normal, debida a un defecto en la barrera intestinal o a una
respuesta epitelial a la flora del Jlumen, que lleven a un aumento en la permeabilidad intestinal y por
tanto a un exceso de presentacién antigénica (Podolsky 2002).

La existencia de autoanticuerpos anti antigenos citoplasmicos perinucleares en neutréfilos (p-
ANCA) y anti células epiteliales intestinales en CU se ha considerado una indicacién principal de la
contribucion del Sistema Inmunolégico a la patogénesis de la Ell (Harrison 1965, Hibi et al 1994,
Kappeler y Mueller 2000, Saxon et al 1990, Seibold et al 1992). La asociacion de la Ell con
enfermedades autoinmunes (sacroleitis, uveitis, colangitis esclerosante, tiroiditis), la aparicion
frecuente de complicaciones extraintestinales, la respuesta favorable a medicamentos
inmunomoduladores (prednisona, azatioprina, ciclosporina,...) y, sobre todo, las multiples
alteraciones inmunoldgicas tanto sistémicas como intestinales, halladas en los pacientes con Ell,
apoyan la hipétesis de que el Sistema Inmunolégico tiene un papel critico en la patogénesis de la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

Varios modelos animales sugieren que un fallo en la regulacion de la respuesta inmunolégica
mediada por células, normalmente protectora, lleva a una activacion sostenida del Sistema
Inmunolégico de mucosas y a la produccion incontrolada de citocinas y mediadores proinflamatorios
(Laroux et al 2001). Estos modelos incluyen ratones con alteraciones en subpoblaciones de células T

y selecciéon de células T, ratones deficientes en las cadenas a o B del TcR, MHC de clase Il, o
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ratones SCID reconstituidos con células T CD4*CD45R"™"; ratones que desarrollan colitis como
resultado de la delecién de genes de IL-2, IL-10 o TGF-B; o ratones deficientes en ciertas proteinas
de sefalizacion celular como G, (Blumberg et al 1999, Strober 2002). De estos modelos se puede
deducir que la mayoria de los eventos inmunoreguladores de inflamacion de las mucosas estan
controlados por linfocitos T CD4. Una segunda conclusién es que la inflamacién cronica del intestino
puede resultar tanto de una diferenciaciéon de células T CD4 hacia Th1 como hacia Th2 y la accion
de estas células puede ser suprimida por citocinas producidas por células T reguladoras (Tr) y Th3
(Groux y Powrie 1999).

Las células Th1 secretan IL-2, IFN-y y linfotoxina-o. mientras que las células Th2 producen IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Las células ThO pueden sintetizar y liberar tanto citocinas Th1 como
Th2. Las células Th3 y las células T reguladoras CD4"CD25" producen TGF-B (transforming growth
factor) e IL-10, respectivamente. Son las propias citocinas las que determinan la polarizacién de las
células T CD4. La IL-12 y la IL-4 inducen la generacién de las subpoblaciones Th1 y Th2
respectivamente y a su vez inhiben la produccién de la subpoblacién contraria. La IL-18 también es
importante en el desarrollo de la respuesta Th1. No induce diferenciacién Th1 por si sola, pero
aumenta la respuesta Th1 dependiente de IL-12, probablemente aumentando al expresion del
receptor IL-12Rp en células T y la activacion del promotor de IFN-y por AP-1 (c-fos/c-jun). Por otra
parte, la IL-13 es importante para la diferenciacién hacia Th2. Esta citocina es capaz de producir esta
diferenciacion, y la sintesis de IgE de manera independiente de IL-4 en determinadas ocasiones. Las
fuentes de estas citocinas in vivo han sido tema de debate; actualmente se sugiere que las células
dendriticas tienen un papel clave en el compromiso de las células Th hacia uno u otro linaje (Neurath
et al 2002).

Por ultimo, los modelos animales de inflamacién intestinal indican que la activacion de los
linfocitos T de la mucosa es dependiente de antigeno, y que los antigenos responsables proceden de
las bacterias intestinales, ya que los animales mantenidos bajo condiciones libres de gérmenes
estrictas no desarrollan la enfermedad (Kappeler y Mueller 2000, Laroux et al 2001, MacDonald
1999). El resultado de los estudios en animales sugiere que la respuesta inmunoldgica de mucosas
que se da normalmente por defecto, ante agentes entéricos inocuos implica respuestas Th2, Th3 o
ambas (lwasaki y Kelsall 1999, Shanahan 2002). Sin embargo en humanos la respuesta de
mucosas normal parece estar desviada hacia Th1, aunque esto probablemente es variable, y esta
afectado por factores genéticos y ambientales, incluyendo la composicion de la flora (MacDonald y
Monteleone 2001, Nagata et al 2000). La mayoria de los modelos animales de inflamacion intestinal
cronica mediados por células Th1 muestran una inflamacién transmural como la que presentan los
pacientes con EC. Por el contrario, al menos algunos de los modelos Th2 se caracterizan por
inflamacion superficial del colon e hiperplasia epitelial, propia de pacientes con CU (Neurath et al

2002). Sin embargo, aunque la hipotesis de que la EC es un desorden mediado predominantemente
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por células Th1 esta ampliamente demostrado, no ocurre lo mismo con la relacién de la CU con un

respuesta Th2.

1.2.3.1.- Enfermedad de Crohn

La Enfermedad de Crohn activa se caracteriza por un aumento en el niumero de linfocitos T
secretores de IFN-y, y por una produccién aumentada de citocinas que activan a los linfocitos Th1 en
la mucosa (IL-12 e IL-18) (Fuss et al 1996, MacDonald et al 2000, Okazawa et al 2002). Los linfocitos
de lamina propria (LLP) de pacientes muestran una produccion de IFN-y aumentada respecto a la de
individuos control, mientras que la produccion de IL-4 se encuentra disminuida y la de IL-5 es similar
a la de LLP control. Sin embargo la EC también se asocia con una produccion reducida de IL-2 tras
la activacion de LLP, lo cual no concuerda con una respuesta Th1 pura. Sin embargo, se ha descrito
tanto la disminucion como el aumento de la produccion de IL-2 por LLP de pacientes con EC bajo
distintas condiciones (Fuss et al 1996). Gonsky y cols encuentran una mayor expresion de AP-1 tras
la activacion via CD2 en extractos de mucosa de pacientes con EC que en controles. Las
nucleoproteinas AP-1 se unen al promotor de la IL-2 y activan la transcripcion del gen de la IL-2
(Gonsky et al 1998).

Por otra parte, el tratamiento con anticuerpo anti TNF-a tiene efectos beneficiosos en el
desarrollo de la EC, pero no de la Colitis Ulcerosa (Agnholt y Kaltoft 2001). El efecto de este
tratamiento podria deberse a que contrarresta la produccién de esta citocina por los linfocitos T
activados.

En individuos sanos, los linfocitos T activados estan controlados, al menos, por dos
mecanismos y ambos parecen estar alterados en pacientes con Enfermedad de Crohn (Shanahan
2002). Por un lado, las subpoblaciones reguladoras de linfocitos T, que tienen la capacidad de
controlar o prevenir la inflamacion. La actividad inmunosupresora de estas células requiere
produccién de IL-10 y TGF-B, y es dependiente de senalizacién a través de CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4), que es un regulador negativo de la activacion de las células T. Una
deficiencia en estas células reguladoras parece estar implicada en la patogénesis de la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Groux y Powrie 1999). Un segundo nivel de regulacion es la induccion de
apoptosis en las células T activadas, una vez que ha tratado con el patégeno. Los linfocitos T de
lamina propria de pacientes con Ell, tanto EC como CU, muestran una apoptosis defectuosa inducida
por Fas, tras la activacion via CD2. Ademas, las células de pacientes con EC son mas resistentes a
la apoptosis debida a la deprivacion de IL-2 y a la apoptosis mediada por 6xido nitrico. Esto lleva a la
acumulacion de linfocitos en la mucosa y a la perpetuacion de la respuesta inflamatoria (Boirivant et
al 1999, Ina et al 1999). Probablemente, la resistencia a apoptosis de los linfocitos de lamina propria
en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal, no es la causa primaria de la enfermedad, sino un efecto

secundario de la inflamacion que lleva al empeoramiento de la misma (Neurath et al 2001).
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Las células Th1 activan potentemente a los macréfagos, para producir citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a, y quimiocinas como IL-8, que se han encontrado elevadas
tanto a nivel intestinal como en el suero de pacientes con EC. Estas citocinas proinflamatorias,
especialmente el TNF-a, contribuyen al dafo intestinal, ya que alteran la integridad de las
membranas epiteliales y endoteliales, aumentan el reclutamiento de células inflamatorias y ejercen

un papel central en la formacion de granulomas (Romagnani et al 1997).

1.2.3.2.- Colitis Ulcerosa

La naturaleza de la respuesta de las células T en CU no estéa clara. Fuss y cols. demuestran
que la secrecion de citocinas por los LLP de pacientes con CU es muy diferente a la de pacientes
con EC. En este caso la secrecion de IL-5 por LLP activados via CD3/CD28 se encuentra
notablemente aumentada, mientras que la de IFN-y e IL-2 son similares a la de controles. Estos
datos concuerdan con una respuesta Th2 dominante en CU, sin embargo éste y otros grupos
encuentran una produccién disminuida de IL-4 por los LLP de estos pacientes, al contrario de lo que
se esperaria en una respuesta Th2 (Fuss et al 1996, MacDonald et al 2000).

La Colitis Ulcerosa podria estar asociada a una respuesta Th2 dado que existe una respuesta
de anticuerpos 1gG, probablemente T-dependiente y generada en el GALT organizado. En el
intestino inflamado de pacientes con CU abundan las células plasmaticas IgG” y se ha encontrado
IgG1 junto con el componente C3b del Complemento en la superficie de las células epiteliales
(MacDonald et al 2000). Ademas otros hechos relacionan la CU con autoinmunidad mediada por
anticuerpos, como la existencia de anticuerpos anti antigenos citoplasmicos perinucleares en
neutréfilos (p-ANCA) y anti tropomiosina epitelial en los pacientes (Harrison 1965, Hibi et al 1994,
Kappeler y Mueller 2000, Saxon et al 1990, Seibold et al 1992).

A pesar de que los eventos desencadenantes de la EC y de la CU son distintos, algunas de las
alteraciones inmunoldgicas se dan en ambas patologias. Los macrofagos de lamina propria de
pacientes con Ell, tanto EC como CU, secretan niveles mas altos de IL-15 o IFN-y tras estimulacion
con LPS que los de individuos control. Ademas, los linfocitos T de lamina propria de pacientes son
mas sensibles a la IL-15 que los linfocitos T de controles, con la consiguiente induccién de la
proliferaciéon y de la produccion de IFN-y y TNF, sobre todo en pacientes con EC (Liu et al 2001). La
IL-16, interleucina con potente actividad quimiotrayente de células CD4" y que activa la expresion y
produccién de otras citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-15 y TNF-a. por monocitos humanos,
también se encuentra aumentada en la mucosa del colon de pacientes con EC y CU (Seegert et al
2001). Asimismo, se ha encontrado que en los macréfagos de lamina propria de pacientes con EC y
con CU se encuentra aumentada la actividad de union a DNA del factor nuclear NF-kB, que juega un
papel fundamental en la regulacion de genes de citocinas. Asimismo existe una produccion

aumentada de IL-1, IL-6 y TNF-a por parte de los macréfagos de lamina propria (Neurath et al 1998).
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EC y CU comparten procesos inflamatorios caracterizados por altos niveles de citocinas
proinflamatorias, radicales libres, enzimas degradadoras de la matriz y factores de crecimiento. En
ambas patologias se encuentran aumentados los niveles de citocinas como IL-1, IL-6 e IL-8, tanto en
la mucosa intestinal como en sangre periférica (Gotteland et al 1999, Ishiguro 1999, Neurath et al
1998). Las citocinas tienen un efecto deletéreo sobre las células intestinales, ademas inducen
sobreexpresién de moléculas de adhesién vascular que permiten la llegada de mas células
inflamatorias al intestino, perpetuandose asi la inflamacién. Los radicales libres producidos por
células inflamatorias, principalmente los neutréfilos, tienen un papel principal en el dafio de la
mucosa durante la inflamaciéon aguda. Por otra parte las células del estroma de pacientes con Ell,
activadas por citocinas proinflamatorias, producen altos niveles de metaloproteinasas (colagenasas,
estromelisinas, gelatinasas, membrane type metalloproteinases) que son capaces de degradar la
matriz extracelular (Pender et al 2000). Las células del estroma de pacientes con Ell activa expresan
niveles elevados de factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), implicado en la proliferacion
epitelial aumentada caracteristica de la inflamacion intestinal moderada (MacDonald et al 2000).

De lo anteriormente expuesto se deduce que los linfocitos T son importantes en el proceso
inflamatorio observado en el intestino. Las células dendriticas son las células presentadoras de
antigeno mas eficaces en la activacion de linfocitos T virgenes, por lo que su papel en el
desencadenamiento de una respuesta alterada en la mucosa de pacientes con Enfermedad
Inflamatoria Intestinal puede ser fundamental. Detalles de ambos tipos celulares se muestran a

continuacion.

1.2.4.- Factores neuro-endocrinos. Alteraciones en el Sistema Nervioso Entérico

El Sistema Nervioso Entérico (SNE) controla las secreciones exocrinas y endocrinas, la
motilidad y la microcirculacién en el tracto gastrointestinal. Estd considerado como un sistema
integrado comparable al Sistema Nervioso Central (SNC), capaz de mediar actividades reflejas
independientemente del SNC. Las células gliales entéricas (CGE) representan el equivalente
morfolégico y funcional de los astrocitos del SNC. Forman una red con funciones troficas y
protectoras para las neuronas entéricas, y parecen ser elementos activos del SNE durante la
inflamacion intestinal (Cabarrocas et al 2003).

Recientemente se ha sugerido la posible implicacion patofisiolégica de las células gliales
entéricas en la Ell humana. Estudios con ratones transgénicos han demostrado que la ablacion
especifica de dichas células induce una patologia intestinal similar a las fases tempranas de la EC
(Bus et al 1998, Cornet et al 2001). En pacientes con EC se ha encontrado una red de CGE
disminuida previa a la inflamacion de la mucosa, que podria representar una causa del aumento de
permeabilidad intestinal carcteristico de esta patologia. La permeabilidad aumentada podria,
consecuentemente, llevar a reacciones inmunolégicas anormales frente a antigenos de la dieta y

componentes de la microflora intestinal (Cabarrocas et al 2003).
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2.- Linfocitos T

Lo expuesto anteriormente demuestra el papel predominante que juegan los linfocitos T en la
patogénesis de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Concretamente, los linfocitos Th1 intervienen
en la Enfermedad de Crohn. El desarrollo de Colitis Ulcerosa depende también de los linfocitos T, en
este caso Th2, aunque de manera no tan clara o especifica como en la Enfermedad de Crohn.

Los linfocitos T son un componente esencial de la respuesta inmunolégica adaptativa. Se han
identificado dos linajes de linfocitos T distintos segun que el tipo de receptor para antigeno (TcR)
esté constituido por las cadenas af 0 y8. Tanto el TcRaf3 como el TcRyd se asocian al complejo CD3,
encargado de la transduccién de sefales. Las cadenas del CD3 estan formadas por dos
heterodimeros CD3ye y CD33d¢, y por el homodimero {(, aunque no se conoce la estequiometria
exacta del complejo (Davis et al 2003, Poli y Bordignon 2003).

El TcRap predomina en todos los mamiferos y reconoce fragmentos de antigenos,
normalmente péptidos, unidos a moléculas MHC. Los linfocitos Tyd no se conocen tan bien. En unos
casos reconocen la superficie de moléculas intactas, y en otros pueden detectar pequenas moléculas
que contienen fosfato, probablemente presentadas por moléculas desconocidas en la superficie de
las células (Davis et al 2003). Las células TcRaf a su vez se subdividen en células T cooperadoras
(T helper, Th) y células T citotéxicas (Tc). Los linfocitos T cooperadores expresan la molécula CD4 y
secretan citocinas y otros factores cuando reconocen antigenos presentados por moléculas MHC de
clase Il. Son particularmente importantes en la inducciéon de proliferacién de las células B y de su
maduracion hacia células secretoras de anticuerpos. Probablemente también realizan la misma
funcioén para otras células del Sistema Inmunoldégico. Los linfocitos T citotoxicos expresan CD8 en su
superficie y provocan la muerte de las células sobre las que reconocen antigenos extrafos unidos a
moléculas MHC de clase | (Davis et al 2003).

2.1.- Activacion del linfocito T

La unién simultanea del receptor TcR/CD3 y los correceptores CD4 o CD8 al mismo complejo
MHC/péptido presentes en la célula presentadora de antigeno (APC) induce la aproximacién de la
tirosina quinasa de la familia Src, Ick, asociada a CD4/CD8, hacia las cadenas CD3. Esto resulta en
la fosforilacion de dos residuos de tirosina conservados en los motivos ITAM (immune receptor
tyrosine-based activation motifs) que contienen las cadenas del complejo CD3. La fosforilacion de
las cadenas ( les permite unirse a ZAP-70, tirosina quinasa citosdlica de la familia Syk, que se
asocia a ¢ a través de dos dominios SH2 (Src homology 2).Tras la unién, ZAP-70 es fosforilada en
residuos de tirosina y una vez activada inicia una cascada de sefializacién. Tanto Ick como ZAP-70
son esenciales para la transduccion de senales desde el TcR. Otra clase de proteinas tirosina
quinasas (PTK) esta implicada en la sefializacion, ltk, Tec quinasa miembro de la familia Itk-Btk que
activa la fosfolipasa C-y (PLC-y) (Carmo et al 1999, Lewis et al 2001, Yamasaki et al 1996).
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La activaciéon de ZAP-70 lleva a tres importantes vias de activacién, dos de las cuales se
inician por la fosforilacién y activacion de la PLC-y. Esta enzima corta el fosfatidil inositol bifosfato
(PIP2) para generar diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). El IP3 provoca un repentino
aumento del calcio intracelular, que activa a la calcineurina, una fosfatasa citoplasmatica que permite
al factor de transcripcion NF-AT translocarse al nucleo. La actividad transcripcional total de NF-AT
requiere un miembro de la familia de factores de transcripcion AP-1, dimeros de miembros de las
familias Fos y Jun de reguladores transcripcionales. El DAG junto con el calcio intracelular activan la
proteina quinasa C (PKC), que a su vez activa el factor de transcripcion NF-xB. Una tercera via de
sefalizacion iniciada por la activacion de ZAP-70, es la activacion de Ras, y la subsiguiente
activacion de una cascada de quinasas MAP (mitogen-activated protein kinases), que culmina con la
activacion de Fos y, asi, del factor de transcripciéon AP-1. La proteina de unién a nucleétidos p21Ras
en su forma activa, unida a GTP, se acumula rapidamente tras la activacion del TcR. Su unién a GTP
depende de las proteinas GEF (guanine nucleotide exchange proteins) que son activadas por ZAP-
70 fosforilado. La hidrdlisis del GTP unido por Ras, lleva a su inactivaciéon. Esta actividad GTPasa
intrinseca de Ras es estimulada por las proteinas GAP (GTPase activating proteins). La activacion
de Ras es esencial para la induccion de genes de citocinas (Acuto y Cantrell 2000).

La activacion del TcR también lleva a la activacion de otra proteina implicada en el
metabolismo de los lipidos de membrana, la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K), que fosforila el PIP2
para producir PIP3. los productos de la PI3K, PIP3 y PI2 se unen a dominios PH (plextrin homology)
de proteinas como las Tec quinasas (Itk/Btk), que regulan la actividad de la PLC-y, o de una
serina/treonina quinasa, proteina quinasa B (PKB), que intervienen en el control del ciclo celular y en
la inhibicion de la exportacion de NF-AT del nucleo (Acuto y Cantrell 2000, Lewis et al 2001).

Juntos, NF-AT, NF-xB y AP-1 inician la correspondiente transcripcion génica, que resulta en la
diferenciacion, proliferacion y acciones efectoras de las células T (Janeway et al 2000).

Durante la ultima década se ha demostrado que para la activacion celular, ademas de estas
moléculas de senalizacién intracelular (quinasas, fosfatasas, proteinas G o factores de cambio de
nucledtidos de guanina), son necesarias un grupo de proteinas adaptadoras que median de manera
constitutiva o inducible en la unién proteina-proteina o proteina-lipido con otros componentes de la
via de sefializacion. Los adaptadores son proteinas sin actividad enzimatica o transcripcional y se
caracterizan por poseer dominios de unién modular como SH2, SH3, o PH, o dominios de
sefializacion basados en tirosinas. Su funcion principal es la de integrar sefales en el interior celular
y unir receptores de sefiales con los sistemas efectores intracelulares. Funcionalmente se pueden
dividir en adaptadores que ejercen funciones reguladoras positivas, como LAT, SLP-76, SLP-65,
Gads, etc y las que poseen funciones reguladoras negativas, como PAG, SLAP, Dok, etc. Algunas
de estas proteinas adaptadoras se encuentran en compartimentos de membrana como “islas o
balsas flotantes” llamadas GEMs o DIGs, que se caracterizan por una composicion de lipidos

particular (estan enriquecidas en colesterol y glicoesfingolipidos), la acumulacion de proteinas con
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glicosilfosfatidilinositol (GPl) y la presencia de variedad de moléculas importantes para la
sefalizacion como Src-PTKs, proteinas G, LAT, PAG, etc. Tanto las proteinas adaptadoras como la
integridad de estas GEMs, son esenciales para la sefalizacion celular a través del TcR (Leo y
Schraven 2001, Viola A 2001).

Las sefales de activacion iniciadas en el TcR determinan la especificidad de la activacion de la
célulaT, pero otros eventos, iniciados por otras moléculas de membrana como los correceptores
CD4/CD8, coestimuladores como CD2, CD28 o integrinas, modulan el umbral de la sefializacion
intracelular requerida para iniciar una respuesta inmunoldgica. El modelo de las dos sefales para la
activacion del linfocito T propone que es necesaria una sefial procedente del complejo TcR/CD3 y
otra sefal generada por receptores coestimuladores para que se de el proceso de activacion
(Bromley et al 2001).

CD28 es la principal molécula coestimuladora, y colocaliza con el TcR en la region de la
sinapsis inmunolégica. Sus ligandos son, al menos, B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86). La activacion de
CD28 lleva al aumento de fosforilacion de varias proteinas, incluyendo Ick, Fyn, e Itk y el dominio
intracelular del mismo CD28. Esto ultimo permite la unién de CD28 al dominio SH2 de la PI3K, que
lleva a un aumento de su actividad (Hutchcroft et al 1995). Ademas de cooperar en la sefializacion a
través del TcR, CD28 activa una via de activacion distinta que lleva al transporte de moléculas de
superficie al lugar de sinapsis, influye en la transcripcidon nuclear directamente y bloquea la salida de
NF-AT del nacleo, aumentando asi el efecto de esta familia de factores de transcripcion (Davis et al
2003).

CD2 es otra molécula coestimuladora que tras la unién con su ligando CD58 contribuye a la
estabilizacién de la interaccién de la célula T con la célula presentadora de antigeno, induce
polarizacion del citoesqueleto de la célula T y ademas contribuye a la transduccion de sefiales de
activacion. La estimulacion simultanea de dos epitopos de CD2 por anticuerpos monoclonales lleva
a la proliferacion y secrecion de citocinas por las células T en ausencia de antigeno y de célula
presentadora de antigeno, aunque se piensa que se trata de una via alternativa de activacion del
linfocito T. La activacién de CD2 y del TcR CD3 comparte una serie de eventos como la activacion
de Ick, la movilizacién de calcio, y al fosforilacion de los mismos patrones de proteinas. Sin embargo
también se han encontrado algunas diferencias entra las dos vias de activacion. La implicacion de ¢
y de ZAP-70 en la sefial mediada por CD2 es controvertida. Posiblemente CD2 activa vias
dependientes e independientes de ZAP-70 y una de estas vias de activacion podria converger con la

de CD3 en la activacion de ZAP-70 o en eventos anteriores (Carmo et al 1999, Meinl et al 2000).
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3.- El Herpesvirus saimiri como modelo

Los trabajos de laboratorio con linfocitos T presentan el problema de la disponibilidad de
muestra. Los linfocitos T primarios tienen una vida limitada y el nimero de células obtenido no
siempre es suficiente para la realizacion de estudios fenotipicos y funcionales amplios. Este
inconveniente es aun mayor cuando se trata de linfocitos extraidos de tejidos. En estos casos la
muestra de partida suele ser muy escasa y las técnicas de aislamiento de células son muy
dificultosas. Ambos factores contribuyen a que, en muchos casos, el rendimiento no sea suficiente.
La obtencion de nuevas muestras de pacientes o controles resulta de gran dificultad y no siempre es
posible, de manera que el nimero de pruebas o estudios a realizar se ve afectado. Por ello es
conveniente la generacién de lineas estables de linfocitos T, que permiten llevar a cabo
experimentos y que obvian la limitacion en la dificultad de obtener muestras de pacientes.

La inmortalizacién de linfocitos T con el retrovirus HTLV-1 (Human T cell Leukemia Virus Type
1) elimina estos problemas, sin embargo sélo permite la inmortalizaciéon de linfocitos T CD4" y
ademas en cultivo pierden la expresion del receptor clonotipico (Inatsuki et al 1989, Yssel et al 1989).

El Herpesvirus saimiri (HVS) es virus linfotropico miembro de la subfamilia de herpesvirus y-2.
Su hospedador natural es el mono ardilla (Saimiri sciureus), al que no causa ningun efecto
patogénico. Sin embargo, en otros primates del nuevo mundo, tiene un elevado potencial
oncogénico, causando enfermedades linfoproliferativos como linfomas, leucemia y linfosarcoma
(Biesigner et al 1990). El Herpesvirus saimiri puede infectar varios tipos de células, aunque
Unicamente es capaz de transformar células T (Simmer et al 1991).

En 1992, Biesinger y cols. describieron que las cepas del subgrupo C de Herpesvirus saimiri
son capaces de transformar linfocitos T de sangre periférica y timocitos humanos, y por tanto la
infeccion con HVS puede ser utilizada para generar lineas estables de células T humanas. En los
cultivos de células T infectadas no se detecta liberacion de particulas virales al medio. El genoma del
virus, DNA lineal de doble hebra, persiste exclusivamente en episomas en las células transformadas
y sOlo se expresa un numero limitado de los genes virales (Biesinger et al 1992). Una proteina de
interaccion con tirosina quinasa, Tip (tyrosine kinase-interacting protein) se expresa en bajos niveles.
Tip se asocia con la proteina Ick, que tiene un papel central en la activacion de los linfocitos T. En
algunos modelos se ha visto que Tip activa fuertemente a Ick, sin embargo otros indican que el
efecto de Tip sobre Ick es inhibitorio (Isakov y Biesinger 2000). La proteina asociada a la
transformacion de saimiri de las cepas del subgrupo C, StpC, (saimiri transformation-associated
protein of subgroup C virus strains), que se asocia con Ras en la célula, se expresa abundantemente
en las lineas de células TcRop y se induce tras activacion de las células T. Ambas proteinas son
relevantes en la transformacion de linfocitos T humanos por el HVS (Fickenscher et al 1997). Sin
embargo, los mecanismos responsables de la transformacion no se conocen completamente, pero
se ha demostrado que la transformacion no se debe a la resistencia a apoptosis sino a la utilizacion

de las vias de activacion normales (Kraft ef al 1998). Recientemente se ha descrito que el
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Herpesvirus saimiri es capaz de restaurar la activacion a través de CD3 y CD2 en células deficientes
de la tirosina quinasa ZAP-70, a pesar de no codificar ninguna proteina homaéloga. Esto indica que
las proteinas del virus podrian estar interfiriendo en la ruta de activaciéon de las células que infecta
(Meinl et al 2001).

Este modelo de transformacién con HVS presenta varias ventajas sobre la infeccion con HTLV-
1 ya que permite infectar linfocitos tanto CD4 como CD8 y estos mantienen su TcR en superficie tras
la infeccién (Berend et al 1993, Meinl et al 1995). Ademas, esta metodologia se ha llevado a cabo
tanto para la obtencién de lineas de linfocitos T de sangre periférica como de tejidos (Martin-Villa et
al 1998) y ha sido aplicado al estudio de diferentes patologias como el carcinoma gastrico (Valeri et
al 2003), Ataxia Telangiectasia (Rivero-Carmona et al 2000), Inmunodeficiencia Comun Variable
(Cabanillas et al 2002) o SIDA (Saha et al 1996).

3.1.- Caracteristicas fenotipicas y funcionales de las lineas celulares T-HVS

La transformacion de linfocitos T por la cepa C488 del Herpesvirus saimiri da lugar a lineas
celulares T CD4" o bien CD8" (Biesinger et al 1992). En algunos casos se han obtenido también
células CD4"CD8" a partir de precursores intratimicos CD34" (Pacheco-Castro et al 1996). Esta cepa
puede infectar tanto células TcRaff como TcRys (Fickenscher et al 1997, Pacheco-Castro et al 1996).
La transformacion de células T mantiene casi todo el repertorio de regiones Vp originales (Weber et
al 1993).

El crecimiento estable de las células T transformadas se basa en la activacion mutua a través
de la interaccién de CD2 con su ligando CD58 y no necesita estimulacion antigénica periédica,
aunque depende de la adicidn de IL-2 exdgena (Mittrlker et al 1992).

Las lineas TcRap CD4" o CD8" presentan un fenotipo de células T maduras. Expresan
moléculas de superficie caracteristicas como CD2, CD3, CD5, CD7, CD11a/CD18, CD54 y CD58 y
marcadores de activacién como CD25, CD26, CD30, CD45R0O, CD69, CD80, CD86, CD154 y HLA-
DR. Otras moléculas, como CD28 desaparecen de la superficie celular (Weber et al 1993). Estas
lineas muestran respuestas funcionales (movilizacion de calcio, sintesis de citocinas, induccién de
marcadores de activacion, citotoxicidad) normales tanto ante estimulos de membrana como
anticuerpos frente al TcR o CD95, o IL-2, como a estimulos transmembranales (acetato de forbol
miristico, PMA) o ionoforos de calcio (Jung et al 1998, Rivero-Carmona et al 2000). Sin embargo, el
modelo también produce algunas alteraciones en las lineas transformadas, como la activacién de
p53/p59lyn, normalmente inactiva en linfocitos T (Fickenscher et al 1997), y la desviaciéon de la
produccion de citocinas hacia una respuesta Th1 (De Carli et al 1993).

En el presente trabajo se ha optado por utilizar el modelo de transformacién con el Herpesvirus

saimiri.
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4.- Células dendriticas

Las células dendriticas (DC) son las células presentadoras de antigeno mas competentes ya
que son las Unicas células que pueden activar linfocitos T virgenes y conseguir una respuesta
inmunolégica primaria. Proceden de precursores de médula 6sea y estan distribuidas por 6rganos
linfoides y no linfoides (Ilwasaki y Kelsall 1999). No existen marcadores de superficie especificos de
linaje que se expresen en todas las células dendriticas. Los criterios que definen un leucocito como
célula dendritica son la morfologia dendritica, una alta expresion de moléculas MHC y moléculas
coestimuladoras, la presencia de vias endociticas de captura y procesamiento de antigeno, y
especialmente la potente capacidad de estimular linfocitos T no activados. Sin embargo, estas
caracteristicas solo coinciden en células dendriticas totalmente activadas, no en las inmaduras o en
los precursores. Las células dendriticas son una poblacién heterogénea, ya que se han encontrado
caracteristicas fenotipicas y funcionales distintas entre subpoblaciones de células dendriticas de
distintas localizaciones (Grabbe et al 2000). Teniendo en cuenta todo esto, desde el afio 2000 en el
6" International Symposium of Dendritic Cells (Port Douglas, Australia, 26 May-1Jun 2000) se ha
aceptado que las células dendriticas pueden proceder de distintos tipos de células progenitoras, que
se pueden generar distintos tipos funcionales de células dendriticas a partir del mismo precursor y
que existen distintos tipos de células dendriticas en la sangre de humanos o en el bazo de ratén in
vivo (Grabbe et al 2000).

Las células dendriticas residentes en los tejidos, en su estado inmaduro, son eficientes en
fagocitosis de antigeno. Cuando sufren estimulacion microbiana, las DC cargadas de antigeno
migran a los nodulos linfaticos. Después de la exposicion, las células dendriticas que estan
madurando producen quimiocinas, citocinas e IFN-a/f, indicando un papel de las células dendriticas
en el reclutamiento y amplificacién de la respuesta inmunoldgica innata. En el camino procesan los
antigenos y presentan los péptidos fragmentados en MHC de superficie. Las células dendriticas
también sufren maduraciéon funcional que implica la translocacion de moléculas MHC-II desde
compartimentos intracelulares hacia la superficie celular y la biosintesis de novo de moléculas MHC-
I. Las células dendriticas maduras expresan altos niveles de moléculas coestimuladoras (CD80,
CD86) y de adhesion que favorecen la activacion de las células T y aumentan la expresion de
receptores de citocinas particulares, como CCR7, que se cree que dirigen la migracién a 6rganos
linfoides (Rescigno et al 1999).

En humanos, basandose en la expresion de la molécula de adhesién CD11c, se han descrito
dos subtipos principales de células dendriticas en sangre periférica. Las células dendriticas CD11c¢”
expresan antigenos caracteristicos de células mieloides, son inmunoestimuladoras y tienen gran
capacidad de captura de antigenos. Las DC CD11c™ poseen morfologia linfoide, carecen de
antigenos mieloides, y expresan altos niveles de CD123 (IL-3R) (Olweus et al 1997) y el marcador
BDCA-2 (Blood dendritic cell antigen), una lectina tipo Il C, que podria jugar un papel en la

internalizaciéon y presentacion de ligandos (Dzionek et al 2001). Las primeras se consideraron de
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origen posiblemente mieloide, mientras que las segundas, DC plasmacitoides, podrian ser de origen
linfoide (Robinson et al 1999). Sin embargo, analizando la expresion de otros marcadores como
CD1c, CD16, BDCA-3 o CD34 estos grupos se pueden fraccionar hasta llegar a cinco subtipos
distintos (MacDonald et al 2002).

Tabla 1.- Subtipos principales de células dendriticas en humanos

segun la expresion de distintos marcadores de membrana.

DC MIELOIDES PLASMAGITOIDES
CD11c + CD11c -
CD11b + CD11b -
CD123 - CD123 +
BDCA-2 — BDCA-2 +
CD4 +/- Cha +

CD45RA - CDA45RA +
CD1c + CD1c -

El origen de las células dendriticas es controvertido. Debido a ciertas similitudes con
monocitos/macréfagos en cuanto a distribucion, morfologia, fenotipo y actividad enzimatica, se
considerd que las células dendriticas eran de origen mieloide. Estudios posteriores han demostrado
que se pueden generar distintos tipos de células dendriticas a partir de progenitores de varios linajes
leucocitarios, conocidos como células dendriticas linfoides y células dendriticas mieloides.

En ratén, progenitores que expresan un porcentaje de CD4 bajo, y que dan lugar a células B, T
y NK, son capaces de reconstituir la poblacion de células dendriticas CD8a.". Esto llevé a considerar
a esta subpoblacién de origen linfoide, y la subpoblacién CD8a", de origen mieloide. Sin embargo, se
ha conseguido generar in vitro células dendriticas CD80." y CD8a.” a partir del mismo progenitor “CD4
bajo”, y ambas subpoblaciones pueden proceder tanto de un linaje linfoide como mieloide. En
humanos se consigue diferenciar células dendriticas a partir de monocitos CD14" si se cultivan con
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stumlating factor) e IL-4. Asimismo, células dendriticas
inmaduras en presencia de M-CSF (macrophage colony-stumlating factor) se diferencian a
macréfagos. Por tanto, estas células CD11c”, se consideran de origen mieloide (Pulendran et al
2001). Otro tipo de células dendriticas descritas en humanos, las células dendriticas plasmacitoides,
constituyen una poblacién CD11¢” inmadura, CD123" (IL-3Ra), con alta capacidad de secrecién de
IFN tipo | después de una infeccion viral. Se consideran de origen linfoide porque dependen de IL-3 y
no de GM-CSF y debido a la expresion de la cadena pre-Ta. Por otro lado, también se ha propuesto

un origen mieloide de las células dendriticas plasmacitoides, ya que algunas se han podido
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desarrollar a partir de células CD123" CD34" M-CSFR® (macrophage colony-stumlating factor
receptor) (Ardavin et al 2001).

Hasta el momento, se proponen dos modelos alternativos de diferenciacién de células
dendriticas. Uno considera la existencia de dos vias de diferenciacién independientes (Robinson et al
1999); una principal, mieloide, que da lugar a las células dendriticas de érganos linfoides y a las
células de Langerhans de la piel, y una secundaria que generaria las células dendriticas linfoides,
que podrian incluir las células dendriticas intersticiales del timo y las plasmacitoides. El segundo
modelo, se basa en datos de Ardavin y cols., y propone una via de diferenciacion comun que
generaria la mayoria de las subpoblaciones de células dendriticas, excepto las que derivan de
monocitos y las células dendriticas plasmacitoides (Ardavin et al 2001). Estudios recientes con
precursores de células dendriticas de ratén apoyan la idea de que las células dendriticas se generan
a partir de una contribucién dual de precursores de DC, que derivan tanto de vias de diferenciacion
linfoides como mieloides (Ardavin 2003).

Poco se conoce sobre la presencia de estos distintos subtipos de células dendriticas in vivo y
sobre si tienen propiedades individuales distintas, especialmente en humanos. Sobre este ultimo
punto surgen dos puntos de vista fundamentales. Algunos autores defienden la hipétesis de que
distintos tipos de células dendriticas llevan a cabo un papel inmunorregulador diferente, mientras que
otros creen que la diferencia de funcién se debe al estado de activaciéon o de maduracion de la célula
dendritica y no de su origen o subtipo.

En humanos existen evidencias que apoyan que las células dendriticas mieloides inducen una
respuesta Th1 (DC1) y las células dendriticas linfoides/plasmacitoides una respuesta Th2 (DC2)
(Rissoan et al 1999). Un estudio de Ito y cols. demuestra que la activacién del receptor TLR-7 por su
ligando, en células dendriticas aisladas de sangre humana, lleva a la expresion de IFN-a por el linaje
plasmacitoide y de IL-12 por el linaje mieloide. Estos resultados indican que el tipo de respuesta de
las células dendriticas es especifico de linaje (Ito et al 2002). En ratén se ha encontrado lo contrario,
DC mieloides generan Th2 y DC linfoides Th1, pero también que DC mieloides pueden inducir
respuesta Th1 (Maldonado-Lépez et al 1999, Vieira et al 2000). De modo que el concepto de “un tipo
celular — un tipo de respuesta” se esta poniendo en duda.

Otros resultados indican que, segun las condiciones de cultivo y las sefales de activacion, las
células dendriticas pueden adquirir la capacidad de inducir respuesta Th1, Th2 o THO/Tr1. DC2
derivadas de precursores de sangre CD123" CD11c", en presencia de IL-3 y CD40L pueden generar
respuestas Th2, o tras la exposicion a IFN-a y TNF-a, inducir la produccion de IL-10 e IFN-y por las
células T (Liu 2001), y la estimulacion de células dendriticas plasmacitoides con oligonucleétidos que
contienen motivos CpG imitando el DNA bacteriano (CpGODN)" CD40L induce la produccién de
latos niveles de IL-12 (Krug A 2001). De manera que, tanto el tipo de célula dendritica como los

factores ambientales pueden ser importantes para la polarizacién de la respuesta Th.
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Una ultima hipotesis es que el estado de maduracién de la célula dendritica es lo que
determina el tipo de respuesta celular T generada. Ademas, varios subtipos celulares se diferencian
en su capacidad de alcanzar el estado de maduracion completa que se requiere para la induccién de
la respuesta Th1. Lanzavecchia propone que la induccion de esta respuesta se debe a la produccion
de IL-12 por parte de la célula dendritica y esto sélo ocurre durante un breve intervalo de tiempo
después de la activacion. A periodos de tiempo mayores, las células dendriticas sélo podrian
estimular respuestas Th2 o células T de memoria. Las células dendriticas inmaduras podrian generar
tolerancia debido a la activacion de células T abortivas (Grabbe et al 2000).

Ademas de promover la inmunidad, las células dendriticas también median en la tolerancia
periférica de las células T por eliminacion directa, a través de la induccion de células T reguladoras y,
por otro lado, también pueden inducir una respuesta autoinmune. Las células dendriticas en las
lesiones autoinmunes exhiben un fenotipo maduro alterado, y las obtenidas de sangre presentan
defectos en el desarrollo o un fenotipo inmaduro alterado. Sin embargo, no esta claro si estas
alteraciones son causas o efectos de la enfermedad autoinmune (Turley 2002).

Estudios en ratén y rata demuestran que las células dendriticas estan presentes en el tejido
linfoide asociado a la mucosa intestinal como en las Placas de Peyer, y esparcidas por la lamina
propria, y también una poblacién puede estar localizada en el propio epitelio (Bell et al 2000).

Las distintas subpoblaciones de DC presentes en sangre probablemente se encuentran en
camino hacia diferentes tejidos. Las células dendriticas mieloides CD11¢” y las plasmacitoides
CD123", migran a través del endotelio de forma diferente, tanto de forma espontanea como en
respuesta a diferentes estimulos quimiotacticos in vitro (De la Rosa et al 2003).

Varios autores proponen que, en la mucosa intestinal, las células dendriticas del domo
subepitelial de las placas de Peyer, capturan antigenos intestinales transportados por las células M y
migran hacia las regiones T (Ilwasaki y Kelsall 2001, Shreedar et al 2003). Segun Rescigno y cols. las
células dendriticas podrian capturar los antigenos directamente del lumen intestinal (Rescigno et al
2001). Si el antigeno encontrado no es infeccioso, la célula dendritica generaria una respuesta Th2,
Th3 o Tr1, caracterizadas por la produccion de IL-10 o TGF-, y bajos niveles de IL-12 (DC2). Si se
encuentra con un estimulo nocivo (LPS, ADNds), o si la dosis de antigeno es muy elevada, se
produciria la maduracion convencional de la célula dendritica, que llevaria a la secrecién de altos
niveles de IL-12, lo cual induciria a las células T a secretar IFN-y, resultando en una respuesta Th1
(DC1) (lwasaki y Kelsall 1999).

Shortman y cols. proponen que en individuos no infectados, especialmente en las condiciones
de los ratones de laboratorio, algunas células dendriticas podrian desarrollarse hacia un estado
maduro pero quiescente, debido a la presencia de factores endégenos incluidas las citocinas. Estas
células maduras quiescentes, serian distintas de las DC1 y las DC2 y mediarian en la respuesta de

autotolerancia (Shortman y Liu 2002).
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4.1- Las células dendriticas en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Varios trabajos (anteriormente citados) demuestran que las células dendriticas del tracto
intestinal juegan un papel importante en la iniciacion y la regulacién de la respuesta inmunolégica de
la mucosa. Por tanto, su alteracion puede contribuir a la disregulacion de la respuesta inmunoldgica
subyacente a la Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

En el modelo de colitis inducida por transferencia de células T CD4 virgenes a ratones
inmunodeficientes (RAG17/", o Balb/c H-2d), se ha visto que estas células T causantes del desarrollo
de colitis se agrupaban y proliferaban en agregados de células dendriticas en la lamina propria del
colon. Estos agregados de células T y células dendriticas precedian las manifestaciones histolégicas
de la colitis en el tejido, sugiriendo que se trata de un elemento clave en el desencadenamiento de
dichas alteraciones (Leithduser 2001, Shortman y Liu 2002). Becker y cols demuestran que existe
una formacion aumentada de IL-23, citocina inductora de la respuesta Th1, por las células
dendriticas CD11c” CD8a~ de lamina propria de ratén. Este aumento se produce debido a que la
flora bacteriana activa la transcripcion de la subunidad p40 de la IL-23 (también parte de la IL-12) por
NF-xB. La produccién de IL-23 se restringe al ileon terminal y no al resto del intestino, lo que indica
un estado de activacion de las células dendriticas de esta localizacion, que podria estar implicada en
la manifestacion clinica preferente de la Enfermedad de Crohn en esta parte del intestino. El hecho
de que la activacion resulte en aumento de la produccion de IL-23 y no de IL-12, sugiere que esta
citocina podria ser un mediador importante en la inflamacion intestinal (Becker et al 2003, Uhlig y
Powrie 2003). Otros estudios demuestran que en la EC esta aumentada la produccién de IL-12 y de
IL-18 por células dendriticas del colon que expresan el marcador de superficie DC-SIGN (DC specific
ICAM-3 grabbing non-integrin) pero no CD83, marcador de células dendriticas maduras. Aunque el
numero de ambas subpoblaciones de DC estaba aumentado en el colon de pacientes con EC
comparado con tejidos normales (Te Velde et al 2003).

Las células dendriticas son capaces de determinar si se produce o no respuesta frente a un
antigeno, en parte induciendo células T reguladoras. Ademas, pueden inducir el tipo de respuesta
que se desarrolla, por ejemplo mediante la produccion de citocinas. Un estudio de Stagg y cols
sugiere que, ademas, las células dendriticas pueden modelar la respuesta inmunolégica
influenciando los patrones de migraciéon de las células T que activan. Estos autores encuentran un
aumento de la expresion de la integrina a4p7 en células T activadas con células dendriticas de
nodulos linfaticos mesentéricos, comparado con la activacion por células dendriticas de ndédulos
linfaticos periféricos. De esta forma, las células dendriticas influirian en el desarrollo de la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal, ya que se han encontrado niveles alterados de o4p7 en los
linfocitos T de pacientes con esta patologia (Bell et al 2000, Meenan et al 1997). Otras moléculas
coestimuladoras como CD40 o CD86 esta aumentadas en las células dendriticas de sangre

periférica de pacientes con EC y CU (Vuckovic et al 2001).
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5.- Sistema Inmunolégico de mucosas

La mayoria de los antigenos que encuentra el Sistema Inmunolégico a la largo de la vida,
entran en el organismo a través de la superficie mucosa del tracto respiratorio, gastrointestinal o
urogenital. Estas superficies constituyen, en el adulto, unos 400m2 de superficie, siendo la mayor
zona del organismo en contacto con el medio externo (Brandtzaeg 2001, Neutra et al 1996).

Las superficies mucosas separan el medio externo del interior estéril del organismo, y asi
representan una primera linea de defensa (Basset 2003). Esta barrera se encuentra con patégenos
que han desarrollado mecanismos para colonizar las superficies epiteliales e invadir los tejidos, pero
también con elementos no dafiinos como la comida o la flora bacteriana comensal. Estos ultimos
requieren una respuesta adecuada de ignorancia o de supresion activa. Los primeros, en cambio,
necesitan una fuerte respuesta inmunolégica.

Bajo estas influencias, en las mucosas se ha desarrollado un Sistema Inmunolégico complejo,
anatomica y funcionalmente distinto del Sistema Inmunoldégico sistémico, que es capaz de producir
una respuesta inmunoldgica frente a los antigenos patogénicos y no frente a las sustancias
inofensivas.

El Sistema Inmunolégico de mucosas esta compuesto por los tejidos linfoides asociados con
las superficies mucosas (MALT- mucosal associated lymphoid tissue), y se puede separar en varios
componentes: tejido linfoide asociado al intestino (GALT- gut associated lymphoid tissue), asociado
al tejido bronquial (BALT), al nasofaringeo (NALT), a las glandulas mamarias y salivales, y a los
organos genitourinarios (Kelsall y Strober 1996).

Se estima que el intestino contiene contiene el 70-80% del total de las células linfoides del
organismo y produce mas anticuerpos que cualquier otro 6rgano en el cuerpo (McGhee et al 1992).
Sin embargo, las células inmunolégicas no son las Unicas que previenen la infeccion en las
superficies mucosas. Son importantes varios mecanismos fisicos, considerados parte del Sistema
Inmunoldégico innato por algunos autores. Estos incluyen la barrera epitelial y las defensas
extraepiteliales que los patégenos tienen que eludir para alcanzar el acceso al epitelio y a los tejidos
internos. En primer lugar, las fuerzas de lavado y la accién cilial crean una corriente que elimina los
patégenos no unidos al epitelio. La capa de mucus secretada por las células caliciformes impide la
union de los microorganismos. Otros mecanismos inhiben su crecimiento como el pH &cido del
estdbmago, enzimas (lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasa) o péptidos antimicrobianos secretados
por las células epiteliales como defensinas, catelicidinas e histatinas. La flora comensal proporciona
resistencia a la colonizacién ocupando posibles lugares de unién, compitiendo por los nutrientes o
secretando compuestos inhibitorios como bacteriocinas o productos metabdlicos. También se
incluyen en las defensas epiteliales las inmunoglobulinas secretadas IgA e IgM de especificidad
limitada, las moléculas de reconocimiento de patrones solubles como lectina de unién a manosa

(MBL, mannose binding lectin), componentes del sistema del complemento, proteina C reactiva,
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proteina de unién a lipopolisacérido y CD14 (que también puede encontrarse unido a la membrana) y
las citocinas y quimiocinas del Sistema Inmunolégico (Basset 2003, Kelsall y Strober 1996).

La barrera epitelial constituye otro elemento mecanico en la defensa frente a patdgenos.
Posee defensas celulares y quimicas. Las células que componen la mucosa intestinal forman una
Unica capa y son un sistema en continua renovacién a partir de células madre pluripotentes
localizadas cerca de la base de las criptas de Lieberkihn. La progenie de estas células sufre
diferenciacion hacia uno de cuatro linajes mientras migra hacia la superficie de las criptas
(enterocitos, células caliciformes o células entero-endocrinas) o hacia de la base de la cripta (células
de Paneth) (Dwinell y Johanesen 2003). Las células epiteliales intestinales forman una barrera
altamente selectiva. El flujo transcelular y paracelular estan controlados estrechamente por bombas
de membrana, canales i6nicos y uniones estrechas (tight junctions ,TJ) que adaptan la permeabilidad
a las necesidades fisiologicas.

Ademas de la funcion protectora mecanica, el epitelio provee al Sistema Inmunoldgico de
un continuo flujo de informacidon acerca del medio externo. Un funcionamiento correcto del
MALT requiere un transporte de moléculas y antigenos a través de la barrera epitelial y el
establecimiento de colaboracion entre las células epiteliales, las células presentadoras de
antigeno y las células linfoides (Martin-Villa y Rodriguez-Juan 2003). La tolerancia frente a los
microorganismos comensales y la inmunidad frente a patégenos requiere un reconocimiento,
captura de antigenos, procesamiento y mecanismos de respuesta intactos (Baumgart y
Dignass 2002).

5.1- Organizacion del MALT

Los elementos linfoides de la mucosa pueden ser divididos morfolégica y funcionalmente en
dos partes principales: el tejido linfoide organizado, formado por los foliculos de la mucosa,
responsable de la fase de induccién de la respuesta inmunolégica; y el tejido linfoide difuso, que
consiste en linfocitos dispersos por el epitelio y la lamina propria de la mucosa, y constituye el sitio

de la respuesta inmunoldgica efectora (Mowat 2003, Neutra et al 1996).

5.1.1.- Tejido linfoide organizado
A lo largo del tracto gastrointestinal existen foliculos simples con frecuencia creciente en el
colon y el recto. La agregacion de foliculos se da en las Placas de Peyer del intestino delgado y en el

apéndice.

5.1.1.1.- Placas de Peyer
Las placas de Peyer son agregados linfaticos macroscépicos que se encuentran en la
submucosa a lo largo de todo el intestino delgado. Las Placas de Peyer maduras consisten en la

acumulacion de grandes foliculos de células B y areas intermedias de células T. Las células B
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virgenes del centro germinal del foliculo estan sostenidas o conectadas por células dendriticas
foliculares (FDC). Estas FDC no derivan de médula 6sea y son diferentes de las células dendriticas
que presentan antigenos a las células T virgenes (Janeway et al 2000). Cada foliculo esta rodeado
por una zona parafolicular rica en células T, donde existe gran cantidad de vénulas de endotelio alto
(HEV) que permiten la migracion celular y la recirculacion linfoide. Las placas de Peyer se
diferencian del resto de los nodulos linfaticos en que no tienen vasos linfaticos aferentes. Esta
caracteristica se corresponde con el hecho de que el antigeno se toma del lumen intestinal a través
del epitelio (Croitoru y Bienenstock 1994).

Las zonas linfoides de las placas de Peyer estan separadas del lumen intestinal por una Unica
capa de células de células epiteliales columnares, conocido como epitelio asociado al foliculo (FAE,
follicle associated epithelium). Inmediatamente por debajo del epitelio se encuentra una zona mas
difusa, conocida como domo subepitelial (SED, subepithelial dome). El FAE se diferencia del epitelio
que cubre la mucosa en que contiene niveles mas bajos de enzimas digestivas, un borde en cepillo
mucho menos pronunciado y una ausencia total del receptor para IgA polimérica. Esta infiltrado por
gran numero de células B, T, macrofagos y células dendriticas. La caracteristica mas notable del
FAE es la presencia de células M (microfold). Estas son enterocitos especializados con borde en
cepillo poco desarrollado y una fina capa de glicocalix, de manera que estan adaptadas a una
funcion de captura de antigenos. Las células M se diferencian a partir de enterocitos bajo la
influencia de linfotoxina o2 (LTa4B2) unida a membrana presente en células linfoides locales,
principalmente linfocitos B (Mowat 2003).

Para algunos autores una Placa de Peyer, por definicién, estda compuesta por cinco o mas
foliculos de células B (Brandtzaeg 1999), pero otros autores consideran un unico foliculo como Placa

de Peyer si esta presente el FAE (MacDonald y Spencer 1994).

5.1.1.2.- Nédulos linfaticos mesentéricos

Los nédulos linfaticos mesentéricos (MLN) son los nédulos linfaticos mas grandes del cuerpo.
Su desarrollo es distinto del de las placas de Peyer y de los nddulos linfaticos periféricos, ya que esta
relativamente poco afectado por la ausencia de la mayoria de los factores implicados en la ontogenia
de estos otros organos (TNF, TNFR, LTa4B2, y LTBR). Estos factores pueden tener funciones
complementarias en el desarrollo de los MLN. La acumulacién de linfocitos en los MLN requiere L-
selectina e integrina a4f7, moléculas de adhesion que normalmente estan implicadas en la migracién
de los linfocitos a tejidos periféricos y a mucosa respectivamente. Debido a estas caracteristicas, se
puede considerar a los MLN como un cruce entre las vias de recirculacion periférica y de mucosas
(Mowat 2003).

El primer paso en la induccién de una respuesta inmunolégica de mucosas es el transporte de
antigenos a través de la barrera epitelial. Después del procesamiento y presentacion de antigenos
en los sitios de induccidn, los linfoblastos B especificos de antigeno proliferan localmente y migran

via sanguinea hacia tejidos secretores y mucosas locales y distantes. La IgA, dimérica o polimerica,
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es transportada a través de las células epiteliales en secreciones glandulares y mucosas via

transcitosis mediada por receptor (Apodaca et al 1991).

5.1.2.- Tejido linfoide difuso
Los elementos linfoides menos organizados asociados con la mucosa intestinal, incluyen tanto

los linfocitos intraepiteliales (LIE) como los linfocitos de lamina propria (LLP).

5.1.2.1- Linfocitos de lamina propria

La lamina propria es la capa de tejido conjuntivo existente entre el epitelio y la muscularis
mucosa. Esta capa esta constituida por células de musculo liso, fibroblastos, vasos sanguineos y
vasos linfaticos (MacDonald y Spencer 1994).

La lamina propria del intestino delgado y del intestino grueso humano esta infiltrada por células
linfoides y mieloides. Se encuentran células T, células B, macréfagos, células dendriticas,
granulocitos y mastocitos (Kelsall y Strober 1996). El elevado numero de macréfagos, células
dendriticas y células T en la lamina propria hacen probable que los antigenos que cruzan el epitelio
puedan ser procesados y presentados a la las células T CD4" alli presentes.

Las células plasmaticas-IgA™ son un 30-40% de las células mononucleares de la lamina propria
humana y las células B virgenes un 15-45%. En el intestino normal cerca del 80% de las células
plasmaticas secretan IgA, aunque también se encuentra un pequefio numero de células plasmaticas
secretoras de IgM e IgG. Al contrario que las células plasmaticas, la mayoria de las células B no
plasmaéticas son slgM” sigD" en la lamina propria de ratén.

Las células T de la lamina propria son principalmente CD4" (60-70%) y la gran mayoria
expresa TcRap (95%). Cerca de un 10% de ellas son CD25" y la mayoria expresa CD45RO0, lo que
indica un fenotipo de memoria. Las células TCD4" de la lamina propria son de particular importancia
para la regulacion de la respuesta inmunoldgica local. Generalmente son insensibles a sefiales de
proliferacion mediadas por el TcR, pero, en humanos, se puede inducir su proliferacion si se utiliza
CD2 como molécula coestimuladora. Estas células producen gran cantidad de citocinas,
particularmente IFN-y, pero también IL-4 e IL-10. Las células T CD8 de la lamina propria pueden
tener una actividad citolitica potente. Algunas células T de lamina propria de memoria pueden ser
verdaderas células efectoras y pueden ayudar a las células B locales a producir IgA. Por otra parte
pueden ser células de memoria efectoras. Finalmente las células T de lamina propria pueden ser
células T reguladoras y asi ser responsables del mantenimiento de la tolerancia local a los antigenos

ambientales (MacDonald y Spencer 1994).
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5.1.2.2- Linfocitos intraepiteliales

El nimero medio de linfocitos intraepiteliales en el yeyuno humano adulto es de 20 por cada
100 células absortivas y desciende distalmente en el intestino. Estas células estan localizadas sobre
la lamina basal en el epitelio y estan separadas de los enterocitos adyacentes por un espacio de 10 a
20 nm. Estos contactos entre los linfocitos y las células epiteliales no tienen estructura de uniones
estrechas (Cebra y Shroff 1994).

Las células intraepiteliales son una poblacion funcionalmente heterogénea que contiene
células con actividad antitumoral, actividad natural killer, linfocitos T citotdxicos aloespecificos (CTL),
precursores de CTL y mastocitos (Tomasi 1994). Casi todos los LIEs son CD3". Entre estos, sélo 5-
15% expresan fenotipo CD4 (cooperadores o inductores) y el resto expresan CD8 (citotéxicos o
supresores). Una gran fraccion de éstos expresa un homodimero CD8a.a, esencialmente ausente de
la circulacion. De las pocas células CD4" presentes en el epitelio, muchas expresan también CD8a.a.
Estas células dobles positivas tampoco se encuentran en la circulacion sistémica. Mas del 10% de
los LIEs son células CD4°CD8", dobles negativas, en el epitelio del intestino delgado de raton, y
constituyen la mayoria de los LIEs de otros compartimentos (Hayday et al 2001).

Aunque los receptores de las células T que median reconocimiento antigénico estan
compuestos predominantemente por cadenas of}, en el epitelio intestinal la proporcién de linfoctos T
vd es mucho mayor que en sangre periférica o en la lamina propria. Por tanto se piensa que los
linfocitos TcRyd tienen un papel especial. El microambiente del epitelio intestinal puede influir en la
diferenciacion de los LIEs. Las funciones de los LIEs no estan claras, sin embargo, pueden participar
en citotoxicidad, secrecion de citocinas, regulacién de la renovacion del epitelio de las mucosas y
tolerancia.

Varios grupos han demostrado la presencia de LIEs CD3"CD7" (Eiras et al 2000, Howie et al
1998). Esta subpoblacion representa una proporcion sustancial (42%+20) del total de los LIEs de
biopsias de intestino delgado de nifios. Dentro de esta poblacién, solo el 10% expresa CD8ao.
Fenotipicamente se parecen a células NK y se han llamado linfocitos intraepiteliales NK-like. La
mayoria de ellos expresan CD161, cerca del 44% expresa CD56 y solamente el 12% expresa CD16,
en contraste con la expresion de CD56 y CD16 en las células NK clasicas de sangre periférica,
pero semejando el fenotipo de células NK aisladas de la decidua (Eiras et al 2000). Esta poblacién
contiene granulos intracitoplasmicos de perforina y posee potencial litico, lo que muestra la
existencia de células con funcidn NK en el epitelio intestinal (Eiras et al 2000, Leon et al 2003).

Casi todos los LIEs, sea cual sea su fenotipo de superficie expresa la integrina agp; (CD103),
cuyo ligando es la E-cadherina epitelial. Las interacciones entre agf37 y E-cadherina pueden ayudar

a anclar los LIEs al epitelio y pueden desempefiar también un papel funcional (Farstad et al 1996,
MacDonald 2003)
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Figura 1.- Representacion esquematica del tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) difuso y
organizado en el epitelio intestinal.
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El tejido organizado representa lugares de induccion de la respuesta inmunolégica mientras que el tejido difuso,
donde llegan las células activadas tras pasar del drenaje linfatico a la circulacion sanguinea y, finalmente a la

lamina propria via vasos sanguineos, representa lugares inductores.

© Linfocito T, @ Linfocito B, @ Célula plasmética,{} Macréfago,—ﬂ Célula dendritica, |:| Célula epitelial, H
Célula M, SED domo subepitelial , MLN nédulo linfatico mesentérico, HEV vénulas de endotelio alto.
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5.2.- Encuentro inicial de antigenos en la mucosa

5.2.1.- Células M en la captura de antigenos

En el epitelio intestinal simple, cuyos espacios intercelulares estan sellados por uniones
estrechas, los antigenos son capturados preferentemente en las zonas especializadas del epitelio
asociado al foliculo. Las células M entregan las muestras del material extrafio por transporte
transepitelial desde el lumen a los tejidos linfoides de la mucosa (Neutra et al 1996). La membrana
basolateral de las células M esta invaginada y forma un “bolsillo” intraepitelial en el que se liberan los
antigenos. Poblaciones especificas de linfocitos migran al “bolsillo” y se asocian con la membrana de
las células M. Se han identificado células T y B, junto con un pequefio nimero de macréfagos. La
mayoria de las células T eran CD4", ninguna TcRy8", y la mayoria expresaba el marcador de
activacion CD69, tipico de células de memoria, aunque en algunas especies se han observado
también células T virgenes. Las células B del “bolsillo” expresan HLA-DR, lo que sugiere que esta
region es un sitio de interaccion de células T con células B presentadoras de antigeno. Esta
interaccion podria llevar a la secrecion de IL-2 y a la proliferacion de las células T, o si se trata de un
linfocito T sin las moléculas coestimuladoras necesarias, una respuesta posible seria la induccion de
anergia y por tanto tolerancia (Brandtzaeg et al 1999, Brandtzaeg 2001). Bajo el epitelio existe una
amplia red de macréfagos y células dendriticas mezcladas con linfocitos T CD4 vy linfocitos B del
foliculo. Desde esta localizacion las células presentadoras de antigeno se desplazan a las zonas T o
B de los foliculos, donde pueden interaccionar con linfocitos virgenes. Probablemente las células
dendriticas son las implicadas en este proceso. En el foliculo, las células B sufren cambio de isotipo
hacia IgA, bajo la influencia de varios factores locales, como TGF-B, IL-10, y sefales celulares
procedentes de linfocitos T y células dendriticas.

Los linfocitos activados en las placas de Peyer salen a través de los vasos linfaticos de
drenaje, hacia los nédulos linfaticos mesentéricos, donde residen por un periodo de tempo indefinido
de diferenciacion antes de migrar al torrente sanguineo a través del conducto toracico y finalmente
acumularse de nuevo en la mucosa. Los linfocitos que son activados en el GALT, pierden la
expresion de L-selectina y aumentan la expresion de o7, cuyo ligando, molécula de adhesién
celular adresina de mucosa 1 (MAdJCAM-1), se expresa en altos niveles en la vasculatura de

mucosas (Mowat 2003).

5.2.2.- Células dendriticas en la captura de antigenos

Las células presentadoras de antigeno, como los macréfagos o las células dendriticas se
encuentran inmediatamente bajo las células M, con la localizacién adecuada para captar muestras
de los antigenos transportados y, posteriormente, presentarlos en los foliculos linfaticos. Sin
embargo, estas localizaciones son relativamente escasas a lo largo del intestino y probablemente no

son suficientes para que se presente una muestra representativa de los antigenos del lumen
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intestinal a los linfocitos. Rescigno y cols. describen un nuevo mecanismo independiente de células
M, que permite que las células dendriticas tomen directamente antigenos del medio, sin afectar a la
funcion de la barrera epitelial, y los entreguen en los tejidos linfoides. Su estudio muestra que las
células dendriticas extienden procesos a través de las uniones estrechas de los enterocitos
preservando la integridad de la barrera epitelial. Los autores proponen que las células dendriticas
son capaces de formar uniones estrechas con las células epiteliales intestinales, ya que expresan
proteinas de uniones estrechas.

La capacidad de migracién de las células dendriticas les permitiria transportar los patégenos
hasta los nédulos linfaticos mesentéricos y el bazo, para la induccion de respuestas sistémicas, lo
que implica que esta es una via alternativa de internalizacién bacteriana que tiene alta importancia
fisiologica. Esto sugiere la implicacion de las células dendriticas en la induccién de IgA directa frente
a las bacterias comensales en la lamina propria y podria estar implicado en el transporte de células
epiteliales intestinales apoptéticas a las zonas T de los nddulos linfaticos mesentéricos, sin perturbar

la integridad de la barrera epitelial (Gewirtz y Madara 2001, Rescigno et al 2001, Rescigno 2003).

5.2.3.- Células epiteliales en la captura de antigenos

La gran mayoria de la superficie de las mucosas esta compuesta por el epitelio absortivo
intestinal, que es el mayor lugar de encuentro con antigenos. La disponibilidad de antigenos a través
de esta barrera celular esta regulada por mediadores solubles como citocinas y toxinas que
aumentan la permeabilidad (IL-4, IL-13, TNF. IFN-y) y citocinas que promueven la formacién de la
barrera (TGF-B, IL-15). La permeabilidad paracelular es un mecanismo indiscriminado de entrada de
antigenos, que los libera directamente en la superficie basolateral de las células epiteliales a células
presentadoras como macrofagos y células dendriticas. Los mecanismos transcelulares son mas
importantes, bien mediados o no mediados por receptor. Los primeros sirven para transportar
antigenos intactos y los segundos son predominantemente degradativos, con un porcentaje muy bajo
de antigenos que traspasan la célula intactos, aunque, debido a la enorme superficie del intestino,
son relevantes biolégicamente. Ambos procesos tienen la capacidad de llevar macromoléculas en
compartimentos endolisomales. Asociados con la presentacion antigénica por moléculas MHC de
clase Il (Blumberg et al 1999).

Numerosos trabajos describen la presencia de niveles bajos de antigenos HLA de clase ll en la
superficie de células epiteliales normales y han demostrado aumento de la expresion de estas
moléculas en condiciones patoldgicas como Enfermedad Inflamatoria Intestinal, enfermedad de
injerto contra huésped o enfermedad celiaca. Estas observaciones sugieren que el epitelio intestinal
puede funcionar en la inmigracién de antigenos y o en la regulacién de la respuesta de las células T
CD4 en la mucosa. Varios grupos han descrito la presentacion de antigeno por parte de las células
epiteliales en humanos (Mayer y Shlien 1987), rata (Bland y Warren 1986) y raton (Kaiserlian 1989).
Heishberg y cols. describen dos vias distintas para el procesamiento de antigenos por células

epiteliales, que distingue entre estados de activacion y de no activacion. Una de las vias es similar al
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procesamiento de antigenos convencional y utiliza protesas similares, la cadena invariante (li) y HLA-
DMafp. Esta via ocurre en presencia de IFN-y y facilita presentacion de antigenos incluso a
concentraciones de antigeno bajas. La segunda via es independiente de |li y HLA-DMa, se da en
ausencia de IFN-y y requiere altas concentraciones de antigeno para dar lugar a la activacion de
células T. Esta via de presentacién no convencional podria estar asociada con la tolerancia oral
(Hershberg 1997).

Las células epiteliales del intestino humanas expresan moléculas MHC de clase | clasicas y
HLA-I no clasicas (MICA, MICB, HLA-E, Hfe, CD1d, FcRn). La funcién de las moléculas clasicas in
vivo esta presuntamente relacionado con la vigilancia de infecciones intracelulares, dada la
presencia de células T efectoras citoliticas antigeno especificas restringidas por clase | en el epitelio
tras infecciones virales (London et al 1990). La expresion de CD1d en el epitelio se ha demostrado
en roedores y humanos. Funciona en la presentacion de antigenos lipidicos a células NKT (células T
CD4" y dobles negativas que expresan una cadena o del TcR invariante, Vo24, en asociaciéon con
VB11, y que expresan el marcador de células NK NKRP1A in vitro). Si esta funcién tiene lugar in
vivo, CD1d puede participar en la adquisicion de antigenos lipidicos apicalmente y en su
presentacion, basalmente, a linfocitos T locales, homoélogo al papel de la via de las moléculas de
clase Il en la presentacion de antigenos proteicos intraluminales (Blumberg et al 1999).

Ademas de expresar moléculas de presentacion antigénica y la maquinaria necesaria para las
funciones de presentacion de antigenos, las células epiteliales expresan una amplia variedad de
citocinas, receptores de citocinas y moléculas implicadas en unién a células T y potencialmente
coestimulacion. La produccién regulada de un repertorio de quimiocinas inducibles o inflamatorias y
homeostaticas o constitutivas por el epitelio intestinal, dirige y coordina el trafico de células
inflamatorias y efectoras en la mucosa. Las citocinas derivadas de enterocitos probablemente juegan
un papel en la regulacion de la migracion leucocitaria que se da en la inflamacion cronica
caracteristica de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y durante la infeccién con patdgenos

microbianos (Dwinell et al 2003).
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Objetivos

En este trabajo se pretende analizar el papel de los linfocitos T de sangre periférica y de
mucosa de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal, y la obtenciéon de un posible modelo de
estudio de esta enfermedad, mediante la transformacion de linfocitos T de pacientes, con el virus T
linfotrépico Herpesvirus saimiri (HVS). Las lineas celulares de crecimiento estable permiten realizar
estudios mas amplios y eliminan el problema de la escasez de muestra y la dificil obtencion de
células de mucosa de estos pacientes.

Por otra parte el trabajo trata del estudio de las células dendriticas, posiblemente implicadas
en el desarrollo de Enfermedad Inflamatoria Intestinal, tanto en mucosa intestinal sana como
procedente de pacientes con esta patologia. Se estudia la presencia de células dendriticas y las
distintas subpoblaciones en diferentes localizaciones intestinales, lugares de induccién de la

respuesta inmunoldgica, como placas de Peyer, y lugares efectores como la lamina propria del colon.

Los objetivos concretos del trabajo se detallan a continuacién:

1- Estudio del fenotipo y funcion de linfocitos de sangre periférica de pacientes con Enfermedad

Inflamatoria Intestinal (Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa).

2- Estudio fenotipico y funcional de linfocitos de mucosa intestinal de pacientes con Enfermedad

Inflamatoria Intestinal.

3- Obtencion de lineas celulares estables de linfocitos T, de sangre periférica y de mucosa, de
pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal con el fin de realizar estudios mas extensos,

mediante la transformacion con HVS.
4- Realizacion de estudios fenotipicos y funcionales con las lineas celulares T-HVS de sangre
periférica y de mucosa procedentes de pacientes con Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa.

Comparacion con los resultados obtenidos a partir de las células en fresco.

5- Comparacion de los resultados obtenidos en lineas celulares HVS de mucosa y de sangre

periférica.

6- Estudio de las subpoblaciones de células dendriticas en distintas localizaciones intestinales, en

condiciones normales y en Enfermedad Inflamatoria Intestinal.
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Materiales y métodos

1 - Pacientes

En este trabajo se incluyen 34 pacientes afectos de Enfermedad Inflamatoria Intestinal
seguidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital 12 de Octubre de Madrid. De éstos, 22 (14
mujeres de 22 a 52 afos, y 8 hombres de19 a 51 anos) padecen Enfermedad de Crohn y 12 (5
mujeres de 35 a 83 afos, y 7 hombres de 37 a 70 anos) Colitis Ulcerosa. Las muestras procedentes
de estos pacientes se destinaron a la realizacién de estudios de células mononucleares de sangre
periférica en fresco, y a la obtencion de lineas celulares T-HVS de sangre periférica y de mucosa.

Los estudios fenotipicos de tejido en fresco, tanto de células mononucleares de lamina propria
como de células dendriticas, se han realizado a partir de muestras procedentes de 19 pacientes del
Servicio de Gastroenterologia, -2 pacientes de Enfermedad de Crohn (mujeres de 63 y 71 afos), 5
pacientes de Colitis Ulcerosa (1 mujer de 34 afos y 4 hombres 60 a 80 afios) y 12 controles (3
mujeres de 74 a 83 afios y 9 hombres de 64 a 88 afos), 8 pacientes del Servicio de
Gastroenterologia Pediatrica del Southampton General Hospital de Southampton (3 pacientes de EC,
1 de CU, 1 control y 3 colitis no-EC, no-CU), y 5 pacientes (3 controles y 2 colitis no-EC, no-CU) del
Royal Free Hospital de Londres.

Como control para los ensayos realizados a partir de muestras de sangre se ha utilizado una
poblacion de 97 adultos voluntarios sanos. En cuanto a los estudios de tejido, se utiliza como control
muestras procedentes de pacientes sometidos a cirugia por razones distintas a Enfermedad
Inflamatoria Intestinal, generalmente resecciones debidas a carcinoma de colon, tomandose la
muestra de una zona lo mas alejada posible del tumor y sana segun el estudio de anatomia
patolégica.

En la Tabla 2 se detalla el diagndstico y tratamiento de los pacientes en el momento del
analisis. En el estudio se han incluido Unicamente las muestras procedentes de pacientes con EC y
CU determinadas, no los pacientes de Ell indeterminada, y como control las muestras de mucosa

sana.

2 - Obtencion de células

2.1 - Células mononucleares de sangre periférica

A partir de 10 ml de sangre heparinizada se aislan células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) mediante centrifugacion en gradiente de ficoll. La sangre diluida 1:1 con suero salino se
afiade sobre 3 ml de ficoll (Lymphoprep Axis Shield PoC AS, Oslo, Noruega). Tras centrifugacién a
800g durante 45 minutos a temperatura ambiente se recoge la “nube” de CMSP que contiene
linfocitos y monocitos. Se lavan las células dos veces con suero salino (Laboratorios Grifols,
Barcelona, Espafia) centrifugando 10 minutos a 300g. Finalmente se resuspenden las células en el
medio adecuado para su cultivo o para el experimento siguiente.Una parte de las células asi
obtenidas se utiliza para realizar un estudio fenotipico y funcional y otra parte se destina a la

obtencién de lineas estables T-HVS con las que realizar estudios posteriores.
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2.2 - Células mononucleares de lamina propria intestinal

A partir de resecciones de colon o ileon terminal recién extraidas y transportadas en medio
RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Reino Unido) con 10% de suero de ternera fetal
(FCS, foetal calf serum Bio Whittaker, Verviers, Bélgica) y 1% de antibidtico, Penicilina -
Estreptomicina (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Reino Unido), y gentamicina (Hoechst Marion
Rousel, Frankfurt, Alemania) se aislan las células mononucleares de lamina propria (CMLP)
mediante el siguiente tratamiento enzimatico. En primer lugar se separa la mucosa de la submucosa.
Para eliminar suciedad y bacterias de la muestra se lava cinco veces mediante agitacion suave con
CMF-HBSS sin calcio ni magnesio (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Reino Unido) con 1% de
antibidtico. A continuacion se trata la mucosa con DTT 1mM (BDH Biochemical, Poole, Reino Unido)
en CMF-HBSS y 1% de antibidtico durante 15 minutos en agitacion a temperatura ambiente, con el
fin de eliminar el mucus. Posteriormente, para separar el epitelio, se corta la muestra con bisturi en
trozos de tamafio no superior a 2mm y se incuban en CMF- HBSS mas 1% de antibidtico, con una
concentracion de EDTA (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) 1mM, en agitaciéon a 37°C, durante
30 minutos. Se retira el sobrenadante y se repite el lavado con EDTA 1mM de 3 a 5 veces, hasta que
no se observan restos de epitelio en el medio. Por ultimo se realiza un ultimo lavado de 15 minutos
en agitacién a 37°C, con CMF-HBSS 1% de antibibtico, para retirar el EDTA. Una vez lavada la
muestra, se somete a digestion con colagenasa de tipo | (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) a una
concentracion de 1 mg/ml en CMF-HBSS mas 1% de antibidtico, el tiempo suficiente para que la
muestra quede totalmente disgregada. El resultado del tratamiento con colagenasa se pasa por un
filtro de 100 um y se lava dos veces con CMF-HBSS, 1% de antibiotico, centrifugando 10 minutos a
500g y temperatura ambiente. A continuacién, se somete la muestra a un a centrifugacion de 35
minutos a 500g a 18°C en gradiente de Percoll (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). Se prepara un
gradiente formado por cuatro fases de distintas concentraciones de Percoll: 100%, 60%, 40% y 30%.
La muestra se aplica diluida en la fase de 40% de Percoll. Tras la centrifugacion, las células se han
separado y las células mononucleares de lamina propria se encuentran entre las fases de 60% y
40%. Se recoge la “nube” de células y se lava dos veces con PBS (Gibco BRL, Life Technologies,
Paisley, Reino Unido) centrifugando 10 minutos, a 4°C y 500g. Finalmente, se resuspenden las
células en el medio de cultivo y la concentracién deseados.

En el caso de biopsias, el rendimiento de la extraccién de células no es suficiente para
conseguir una infeccion eficaz por el Herpesvirus saimiri que llevase a la obtencién de lineas
celulares, de manera que el procesamiento de biopsias de colon destinadas a la obtencién de lineas
T-HVS era unicamente mecanico, y no se sometia la muestra a digestion enzimatica y posterior
separacion en gradiente de Percoll. Las muestras se lavan con CMF-HBSS vy antibiético (1%)
agitando suavemente. Posteriormente se trocean con bisturi intentando disgregar el tejido lo maximo

posible, directamente en el medio de infeccion (Ver apartado siguiente).
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Las células obtenidas mediante estos procedimientos se utilizaron para la realizacion de
estudios fenotipicos de células mononucleares de lamina propria en fresco, para la obtencién de

lineas celulares T-HVS de mucosa, y para el estudio de células dendriticas en la mucosa intestinal.

Figura 2.- Gradiente de Percoll.

Células 30% Percoll
epiteliales ——>

40% Percoll

Linfocitos
60% Percoll

\—  100% Percoll

2.3 - Células de placas de Peyer

A partir de biopsias de mucosa de ileon, se certifica la presencia de placas de Peyer en el
tejido mediante el uso de una lupa. La biopsia se lava 3 veces con CMF-HBSS (Gibco BRL, Life
Technologies, Paisley, Reino Unido), 1% de antibidtico (Antibiotic-Antimycotic, Gibco) mediante
agitaciéon suave. Se incuba 20 minutos con EDTA 1mM en CMF-HBSS 1% de antibidtico en agitacion
a 37°C. Se lava con HBSS mas antibiético en las mismas condiciones durante 10 minutos y se
incuba con colagenasa tipo | (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) 1 mg/ml hasta que la muestra
esta digerida completamente. El resultado de la digestién se pasa por un filtro de 100 um y se lava
dos veces con CMF-HBSS mas 1% de antibidtico por centrifugacion a 500g, 10 minutos, a 4°C. Por
ultimo se resuspenden las células en el medio adecuado para la realizacion de los ensayos
pertinentes. Las células de placas de Peyer se han utilizado para el estudio de la presencia de
células dendriticas mediante citometria de flujo.

Las biopsias de ileon que no presentan foliculo se tratan del mismo modo que las que poseen

placa de Peyer, para estudio de células dendriticas de la mucosa.
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3 - Obtencién y cultivo de lineas celulares T-HVS

Las células aisladas se resuspenden a una concentracion de 1-3x10° células/ml en una mezcla
de dos medios de cultivo en proporcion 1:1 RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Reino Unido) y Panserin 401 (Pan, Hamburgo, Alemania), con 10% FCS (Bio Whittaker, Verviers,
Bélgica) y 1% L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies), suplementados con 100 U/ml de IL-2
humana recombinante (rhiL-2, TECIN, cedida por Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ, EEUU). En el
caso de lineas obtenidas a partir de biopsias, se realiza la disgregacién mecanica en este medio de
infeccién y a continuacion se sigue el protocolo comun.

Los cultivos se exponen una vez a dosis infecciosas de HVS cepa C-488 en presencia de rhlL-
2 y PHA 2 ng/ml. Los cultivos control se tratan de manera idéntica omitiendo el HVS.

Después de la infeccion, las células se suplementan regularmente con medio completo,
incluyendo 50 U/ml de rhlL-2. La muerte de los cultivos control frente al crecimiento sostenido y la
morfologia linfoblastoide, sugiere la inmortalizacion de los cultivos. Dos meses después de la
inoculacién del HVS, las lineas celulares estan establecidas, con una morfologia y un fenotipo de

superficie estables (Biesinger et al 1992).

4 - Marcaje en superficie. Citometria de flujo

Para el estudio de marcadores fenotipicos de superficie, las células, recién extraidas de
sangre o tejido, o bien las lineas celulares T-HVS en cultivo, se lavan dos veces, por centrifugacion a
300g durante 10 minutos a 4°C, con PBS (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Reino Unido) con
un 0.4% de FCS y 1 g/l de azida sddica (Sigma). A continuacion, se incuban 2x10° células durante
30 minutos, a 4°C, en oscuridad, con los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la molécula o
moléculas que se desea analizar en cada caso. Posteriormente, las células se lavan de nuevo dos
veces con PBS, mas 0.4% de FCS y 1g/l de azida sddica y se analizan en el citdmetro de flujo
Coulter EPICS Elite ESP (Coulter, Luton, Reino Unido). Como control negativo se utilizan
anticuerpos inespecificos con el mismo isotipo y fluoréforo que los anticuerpos especificos.

La Tabla 3 recoge un listado de los anticuerpos monoclonales utilizados en los experimentos

de citometria de flujo de este trabajo.

5 - Estudios de proliferacién celular

Las células se lavan dos veces con PBS por centrifugacion a 300g durante 10 minutos.
Posteriormente, se toman 100.000 células/pocillo, a una concentracion de 500.000 células/ml, y se
cultivan en placa de 96 pocillos durante 72 horas (CMSP) o 48 horas (lineas T-HVS) a 37°C y con
humedad de 90%, en su medio habitual sin IL-2 (proliferacion basal) o con diferentes mitégenos
como IL-2, fitohemaglutinina (PHA), anticuerpos anti-CD2, anti-CD3 o anti-CD28, acetato de forbol
miristico (PMA) o ionomicina, solos o en distintas combinaciones mitogénicas (Tabla 4).

Posteriormente, se afiade 1 uCi *H-timidina (Moravek Biochemicals, Brea, CA, EEUU) por pocillo
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durante 18 horas y se recogen las células filtrdndolas en un recolector (Filtermate 196. Packard
instruments. Canberra, Australia) y pasandolas a una membrana de fibra de vidrio para
posteriormente evaluar la incorporacion de radiactividad al ADN celular en un contador beta (Matrix
96 TM, Packard, Canberra Company, Canberra, Australia). Los resultados se expresan en cuentas

por minuto (cpm).

6 - Estudios de flujo de calcio celular

Se lavan las células mediante 10 minutos de centrifugacion a 300g y temperatura ambiente,
con el tampodn de lavado, que contiene 5mM de KCI (Panreac), 147 mM de NaCl (Panreac), 0.22 mM
de KH,PO, (Sigma-Aldrich), 1.1mM de Na,HPO, (Panreac), 5.5 mM de glucosa (Panreac), 0.3 mM
de MgSO, (Panreac), 1.1 mM MgCl, (Panreac) y 10 mM de HEPES (N-[2-hydroxymethil]piperazine-
N’ —[ethanesulfonic acid]) (Sigma). Se resuspenden las células en el mismo tampon a una
concentracion de 2x10° células/mi y se incuban con Fluo-3AM (Molecular Probes. Oregon, EEUU)
2uM durante 30 minutos a 30°C, para que entre en el citoplasma celular. Posteriormente se lavan
dos veces con tampon de lavado, centrifugando a 300g, 5 minutos, a 4°C. Se afade Ca® a una
concentracion de 1uM y se incuba a 4°C durante 10 minutos. Una vez transcurridos se atempera el
tubo a 37°C y se pasa por el citdbmetro de flujo durante 10 minutos durante los cuales se van
afiadiendo los diferentes estimulos. De este modo se puede observar el calcio intracelular basal; tras
la estimulacion con anticuerpo anti-CD3 0.04-0.4 ug/ml (sobrenadante del hibridoma T3b, cedido por
la Dra. Paloma Sanchez- Mateos. Servicio de Inmuno-oncologia. Hospital Gregorio Marafién); tras
afiadir anticuerpo anti-ratén 1gG 0.02 mg/ml (Sigma Aldrich), que actia como entrecruzador; y la
liberacion total del calcio intracelular tras la adicion de ionomicina 2uM (Calbiochem, La Jolla, CA,
EEUU). Los tiempos seleccionados para afiadir cada estimulo son aquellos que permitian observar

el efecto del estimulo de forma mas clara.

7 - Inmunohistoquimica

El estudio inmunohistoquimico para la deteccion de células dendriticas (DC) plasmacitoides se
realiza sobre cortes de intestino congelado, fijados con acetona durante 20 minutos. Se lava el tejido
con PBS durante 2 minutos y posteriormente se afade el anticuerpo primario (anti (a) BDCA-2, o
nada, en el caso del control negativo) y se incuba durante 1 hora en cdmara humeda. Después de
lavar 3 veces con PBS se afnade anticuerpo secundario conjugado con biotina, conejo anti-ratén
(parte del kit Strept ABComplex/AP de Dako, Glostrup, Dinamarca). Se incuba en camara humeda
durante 30 minutos y se retira el exceso de anticuerpo lavando 3 veces con PBS. A continuacion se
afiaden los reactivos A y B del kit, que contienen, respectivamente, estreptavidina, y fosfatasa
alcalina unida a biotina. Se deja incubar 30 minutos en las condiciones anteriores y se lava 4 veces
con PBS. Finalmente se afade el sustrato de la enzima, Fast Red (Dako), se deja revelar y se

analiza en el microscopio dptico (Nikon. Tokio, Japon).

40



Materiales y métodos

8 - Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia se realiza sobre el mismo tipo de tejido que la

inmunohistoquimica y se lava la muestra con PBS de la misma forma.

8.1 - Inmunofluorescencia directa

En la inmunofluorescencia directa, tras el lavado de la muestra, se afiade un anticuerpo
marcado con fluorescencia a.CD11c para DC mieloides y aCD3 para la visualizaciéon de la morfologia
de las placas de Peyer mediante la localizacién de los linfocitos T). Se deja incubar durante 30
minutos en camara humeda y oscuridad. Se retira el anticuerpo no unido mediante 3 lavados con
PBS y se analiza en un microscopio de fluorescencia (Nikon) o en un microscopio confocal Leica
TCS SP2 (Leica. Heerburgg, Suiza).

Como control negativo se untiliza un anticuerpo inespecifico del mismo isotipo y conjugado al

mismo fluoréforo que el anticuerpo especifico.

8.2 - Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Si se trata de inmunofluorescencia indirecta, se afiade el anticuerpo primario no conjugado a
un fluoréforo (aBDCA-2 para DC plasmacitoides, aCD68 para distinguir los macrofagos de las DC
mieloides, o nada en el caso del control negativo) y se incuba durante 1 hora en camara humeda. A
continuacion se lava 3 veces con PBS y se incuba 30 minutos con un anticuerpo secundario, que se
une al primario. El anticuerpo secundario puede ir unido a una molécula fluorescente, en cuyo caso,
tras lavar la muestra 3 veces con PBS se analiza en el microscopio de fluorescencia o microscopio
confocal. Para la deteccion de BDCA-2 se ha utilizado un anticuerpo secundario unido a biotina, en
este caso, tras la incubacion de 30 minutos y los lavados con PBS, se realiza una tercera incubacion
de 30 minutos con estreptavidina marcada con Texas Red (Dako). A continuacion se retira el exceso
de reactivo lavando tres veces con PBS y se analiza por microscopia de fluorescencia.

El control negativo de los ensayos de inmunofluorescencia indirecta se ha realizado utilizando
los mismos anticuerpos y reactivos que en el experimento de interés, excepto el anticuerpo primario
especifico.

En la tabla 5 se exponen los anticuerpos utilizados en los analisis de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia, directa e indirecta.

9 - Analisis estadistico

En el analisis de los resultados se han aplicado las pruebas estadisticas de comparacién de
media aritmética, U de Mann-Whitney o T-test, segun las caracteristicas de las poblaciones
comparadas.

Para la realizacion de estos analisis se han utilizado los programas informaticos SIGMA (Horus

Hardware), Prophet (BBN Systems and Technologies) y Graphpad Instat (Graphpad Software 1.15).
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10 - Consideraciones éticas

Todos los experimentos se han llevado a cabo con la aprobacién del Comité Etico de la

institucion. Las muestras de sangre de recogieron durante el seguimiento de rutina de los pacientes.
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Tabla 2.- Datos de los pacientes a partir de los cuales se obtuvieron muestras de sangre o tejido.

A. Pacientes seguidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

FECHA TIPO FECHA FECHA
RECEP. Ell SEXO NACIMIENTO TRATAMIENTO DGCO. MUESTRA | ESTADIO
18/4/99 E.C. M 1924 5 ASA oral 6g/dia 1994 Sangre Moderado/
Biopsias severo
7/9/99 E.C. H 1962 Azatioprina oral 100 1991 Sangre 1.leve
mg/dia Biopsias 2. inactivo
5ASA oral 2g/dia
10/9/99 E.C. M 1954 Corticoides clasicos 1987 Sangre inactivo
5mg/dia Biopsias
5 ASA oral 1g/dia
14/9/99 C.U. H 1939 Azatioprina oral 100 1986 Sangre 1.inactivo
mg/dia Biopsias 2.leve
5ASA oral 2.4mg/dia
5ASA topica 1g/dia
17/9/99 Posible M 1972 Sin medicacion Mayo
E.C. 1999
21/9/99 E.C. 1952 Sin medicacion 1981 Sangre 1.severa
Biopsias 2.inactivo
6/10/99 C.U. 1968 Corticoides clasicos v.o | 1997 Sangre inactivo
Cort clasicos topicos 2 Biopsias
mg/dia
Azatioprina oral 125
mg/dia
5ASA oral 3g/dia
5ASA tépica 1g/dia
6/10/99 E.C. H 1957 Corticoides clasicos v.o | 1995 Sangre severa
16mg/dia Biopsias
Budesonida oral
26/10/99 C.u/ H 1971 Corticoides clasicos Agosto | Sangre 1.leve
Posible 7.5mg/dia 1998 Biopsias 2. inactivo
E.C. Salazopirina 2-1-2
29/10/99 E.C. M 1976 Corticoides clasicos 1993 Sangre moderada
10mg/dia Biopsias
Supositorio mesalazina /
48 h
4/1/00 E.C. M 1966 Corticoides clasicos 1985 Sangre severa
30mg/dia Biopsias
Azatioprina oral
100mg/dia
5 ASA oral 3gr/dia
20/1/00 E.C. 1982 5 ASA oral 3gr/dia 1997 Sangre Leve/
claversal 500 Biopsias moderada
29/2/00 E.C. 1954 Corticoides clasicos 1987 Sangre 1.severa
10mg/dia Biopsias 2.inactivo
Corticoides clasicos
tépicos 1 aplicacion/24 h
4/4/00 C.U. H 1934 5 ASA oral 3g/dia 1980 Sangre inactivo
5 ASA topica 1g/48-72h Biopsias
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Tabla 2.- A. Pacientes seguidos en el Servicio

Continuacion.

de Gastroenterologia del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

FECHA TIPO FECHA FECHA
RECEP. Ell SEXO NACIMIENTO TRATAMIENTO DGCO. MUESTRA | ESTADIO
15/1/01 E.C. M 1980 Azatioprina 1 mg/Kg/dia Sangre inactivo
Biopsias
25/1/01 E.C. M 1955 Sin medicacién 1978 Sangre inactivo
Biopsias
25/1/01 E.C. 1964 5ASA oral 3g V.0O: 1995 Sangre moderado
Biopsias
29/1/01 C.U. 1969 Sin medicacién 1997 Sangre leve
Biopsias
12/2/01 C.U. 1963 Corticoides clasicos Enero Sangre moderado
40mg/24h 1999 Biopsias
5 ASA 2 comp/dia
13/2/01 E.C. H 1951 Azatioprina oral 150 mg [ 1995 Sangre inactivo
5 ASA oral 1,6mg V.O. Biopsias
15/2/01 E.C. H 1962 Corticoides clasicos Enero Sangre leve
5mg/24h 2000 Biopsias
5 ASA oral claversal 3g
omeprazol
Rythmonorm
20/2/01 C.U. M 1965 Corticoides clasicos Enero Sangre 1.severa
60mg 1.V./24 h 1994 Biopsias 2.inactivo
5 ASA oral 2 comp/8 h
22/2/01 E.C. H 1963 Corticoides clasicos 1988 Sangre leve
20mg V.O. Biopsias
5 ASA oral 3 comp/2 h
26/2/01 E.C. 1963 Sin tratamiento 1993 Sangre inactivo
Biopsias
27/2/01 E.C. M 1952 Budesonida oral 9 1996 Sangre leve
mg/dia Biopsias
Acfol 1 comp/24 h
Flagyl 1gr/24 h
27/2/01 C.U. H 1934 Azatioprina oral 1989 Sangre inactivo
75mg/dia Biopsias
18/4/01 C.U. H 1940 Corticoides clasicos V.O. [ 1983 Sangre inactivo
10mg/dia Biopsias
Budesonida topica
1enemalalterno
Azatioprina oral
150mg/dia
Salazopirina 2 comp/8h
Acfol 1 comp/dia
26/4/01 C.U. H 1937 Corticoides clasicos V.O. | Dic. Sangre 1.leve-
40mg/dia 2000 Biopsias moderada
5 ASA oral 800mg/8h 2.inactivo
30/4/01 C.U. H 1967 5 ASA oral 1 comp/8 h 1998 Sangre inactivo
5 ASA topica espuno Biopsias
1 aplic/semana
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Tabla 2.- A. Pacientes seguidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

Continuacion.

mg/d
Salazopirina 2-2-2

FECHA TIPO FECHA FECHA
RECEP. Ell SEXO NACIMIENTO TRATAMIENTO DGCO. MUESTRA | ESTADIO
17/5/01 EC H 1985 Corticoides clasicos V.O. | Mayo Sangre moderado
20mg/24 h 2001 Biopsias
5 ASA oral 40 mg/8 h
21/5/01 EC. H 1953 Corticoides clasicos Sangre
60mg/24h/iv
Azatioprina 75mg/24h
21/5/01 C.U. M 1921 Corticoides clasicos 2001 Sangre
40mg/24h/iv
5ASA oral 2comp/8h
22/5/01 E.C. M Corticoides clasicos 40 2000 Sangre
mg/24h/iv
23/5/01 C.U. 1962 5 ASA oral 500mg/8h 1993 Sangre inactivo
5 ASA topica 1 Biopsias
sup/noche
28/5/01 E.C. M 1963 Corticoides clasicos V.O. | 1988 Sangre severa
6mg/24 h Biopsias
Azatioprina oral
50mg/24 h
5 ASA oral 1 ¢/8h
28/5/01 E.C. M 1955 Corticoides clasicos 1999 Sangre
5mg/24h/vo
31/5/01 E.C. M 1965 Budesonida oral 3 mg/d | 1983 Sangre inactiva
Azatioprina oral 125 Biopsias
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Tabla 2.- Continuacion

B. Pacientes seguidos en el Servicio de Gastroenterologia del Southampton General Hospital de Southampton, UK.

FECHA FECHA DE
RECEP. ENFERMEDAD SEXO NACIMIENTO MUESTRA

1/08/2002 Adenocarcinoma. H 1916 Reseccion de colon
Hemicolectomia derecha. Reseccion de ileon
(Zona sana. Control)

1/08/2002 Carcinoma. H 1926 Reseccion de ileon
Hemicolectomia derecha.
(Zona sana. Control)

05/09/2002 Carcinoma. H 1922 Reseccion de colon
Colectomia total.
(Zona sana. Control)

12/09/2002 |CU M 1970 Reseccion de colon
Colectomia total

26/09/2002 Carcinoma. H 1919 Reseccion de colon
Colectomia sigmoidea.
(Zona sana. Control)

10/10/2002 | Carcinoma rectal. M 1921 Reseccion de colon
Reseccion perineal abdominal.
(Zona sana. Control)

07/11/2002 Adenoma rectal. H 1929 Reseccion de colon
Reseccion anterior.
(Zona sana. Control)

21/11/2002 | Carcinoma de colon. M 1929 Reseccion de colon
(Zona sana. Control)

27/11/2002 Cu H 1924 Reseccion de colon
Panproctocolectomia.

16/01/2003 CuU H 1027 Reseccion de colon
Panproctocolectomia

29/01/2003 |CU H 1926 Reseccion de colon
Panproctocolectomia.

04/02/2003 EC M 1963 Reseccion de colon

06/02/2003 Carcinoma. H 1927 Reseccion de colon
Hemicolectomia derecha Reseccion de ileon
extendida.
(Zona sana. Control)

13/02/2003 | Carcinoma de recto. H 1935 Reseccion de colon
Hemicolectomia derecha. Reseccion de ileon
(Zona sana. Control)

24/02/2003 Carcinoma de recto. H 1916 Reseccion de colon
(Zona sana. Control)

27/02/2003 | EC ileon terminal M 1971 Reseccion de ileon

05/03/2003 Carcinoma de ciego. M 1930 Reseccion de colon
(Zona sana. Control)

13/03/03 Carcinoma de ciego. H 1940 Reseccion de colon
Colectomia subtotal.
(Zona sana. Control)

19/03/2003 |CU H 1944 Reseccion de colon
Panproctocolectomia.
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Tabla 2.- Continuacion

C. Pacientes seguidos en el Servicio de Gastroenterologia Pediatrica del Southampton general Hospital

de Southampton, UK.

FECHA DE

FECHA RECEP. | ENFERMEDAD | SEXO NACIMIENTO MUESTRA
2/10/2002 Diarrea cronica H 2000 Biopsia ileon

Post colectomia

(Hirsprung)
2/10/2002 LNH (Hiperplasia M 1990 Biopsia ileon

linfonodular)
16/10/2002 Cu M 1999 Biopsia ileon
23/10/2002 EC H 1988 Biopsia ileon
30/10/2002 Posible UC H 1989 Biopsia ileon
30/10/2002 EC M 1990 Biopsia ileon
21/11/2002 EC H 1990 Biopsia ileon
17/01/2003 Ell artritis. H 2003 Biopsia ileon

D. Pacientes seguidos en el Servicio de Gastroenterologia Pediatrica del Royal Free Hospital de Londres, UK.

FECHA FECHA DE
RECEP. ENFERMEDAD SEXO NACIMIENTO MUESTRA
28/2/2003 | Hiperplasia linfonodular. H 1989 Biopsia ileon
Control.
28/2/2003 | Nodulacion en estémago. M 1987 Biopsia ileon
Colon normal.
28/2/2003 | Hiperplasia linfonodular. 1991 Biopsia ileon
Control.
19/3/2003 | Histologia normal. 1988 Biopsia ileon
Estrefiimiento, colitis
eosinofilica previa.
21/3/2003 | Posible CU 1997 Biopsia ileon
lleon terminal:normal
Colon: pancolitis moderada-
severa
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Materiales y métodos

Tabla 3.- Anticuerpos monoclonales utilizados en los estudios fenotipicos por citometria de flujo.

ANTICUERPO | CONJUGADO| ISOTIPO CLON CASA COMERCIAL
a-CD2 FITC IgG1 T11 Coulter, Miami, FL, USA
a-CD3 FITC IgG1 UCTH1 Immunotech, Marseille, Francia
a-CD3 R-PE 1gG1 UCHT1 Dako, Glostrup, Dinamarca
o-CD3 APC IgG1 UCHT1 Dako
a-CD4 PE 1gG1 13B8.2 Immunotech
o-CD4 R-PE IgG1 MT310 Dako
a-CD8 Cy5-PE IgG1 B9.11 Immunotech
a-CD8 FITC IgG1 SK1 Becton Dickinson
4-CD4/CD8/CD3 Egscfp’g Bl |igei 1388189117 inmunotech
a-CD11c FITC IgG1 KB90 Dako
o-CD14 R-PE IgG1 TUK4 Dako
4-CD16 PE IgG1 Leu-11a-NKP15 g‘;‘ftﬁggid‘i”so”’ San Jose,
-CD16 PE lgG2a  |B-E16 Diaclone SAS, Besancon,
4-CD19 PE IgG1 SJ25-C1 gﬁ'rm%';;%”gf”ﬁss A
a-CD19 PE 1gG1 4G7 Becton Dickinson
o-CD25 PE IgG1 CD25-3G10 Caltag Laboratories
a-CD28 PE IgG1 I0T28 Immunotech
a-CD34 PE IlgG1 B-K34 Diaclone SAS
a-CD45 PE-Cy5 IgG1 J33 Immunotech
a-CD45 FITC IgG1 T29/33 Dako
a-CD45RA FITC 1gG1 ALB11 Immunotech
a-CD45RA FITC IgG1 B-C15 Diaclone SAS
a-CD45R0O PE IgG1 UCHL-1 Becton Dickinson
a-CD45RO R-PE IgG2a UCHL1 Diaclone SAS

FITC -isotiocianato de fluoresceina, PE - ficoeritrina, R-PE - R-ficoeritrina, Cy5-PE - cianina 5-R-ficoeritrina,

PerCP - proteina clorofila peridinina, APC - aloficocianina.
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Materiales y métodos

Tabla 3.- Continuacion.

ANTICUERPO | CONJUGADO| ISOTIPO CLON CASA COMERCIAL
o-CD56 PE IgG1 N901-NKH-1 Immunotech
a-CD80 PE IgG1 L307.4 Becton Dickinson
a-CD86 PE 1gG1 BUG3 Caltag Laboratories
a-CD103 PE IgG1 LF61 Caltag Laboratories
a-HLA-DR PE IgG1 Immu-357 Immunotech
a-HLA-DR PerCP IgG2a L243 Becton Dickinson
a-TcRop FITC IgG1 WT31 Becton Dickinson
4-CD123 APC lgG2a | AC145 g;ggggﬂ"figm Bergiseh
o-BDCA-2 APC IgG1 AC144 Milteny Biotec
Control PE IgG2a B-Z2 Diaclone SAS
Control PE 1gG1 X40 Becton Dickinson
Control PE IgG1 DAK-GO1 Dako
Control PerCP IgG2a X39 Becton Dickinson
Control FITC 1gG1 DAK-GO1 Dako
Control EU5C-F1I§E / 1gG1 679.1Mc7 Inmunotech

FITC -isotiocianato de fluoresceina, PE - ficoeritrina, R-PE - R-ficoeritrina, Cy5-PE - cianina 5-R-ficoeritrina,

PerCP - proteina clorofila peridinina, APC - aloficocianina.
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Materiales y métodos

Tabla 4.- Mitégenos y concentraciones utilizados en los experimentos de proliferacion celular.

MITOGENO

CASA COMERCIAL

CONCENTRACION

PHA (PHA-L)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

0.5ug/mi

a-CD3 (Orthoclon OKT3)

Ortho Biotech Products, Raritan,
NJ, USA

12.5 ng/ml (soluble)

a-CD3 (Orthoclon OKT3)

Ortho Biotech Products, Raritan,
NJ, USA

1 ng/ml (pegado a plastico)

a-CD2 (T11 1/1 clon 6G4) | CLB, Amsterdam, The Netherlands 2.5 ug/mi
a-CD2 (T11 2/1 clon 4B2) | CLB, Amsterdam, The Netherlands 2.5 ug/mi
a-CD28 (KOLT-2) CLB, Amsterdam, The Netherlands 50 ng/ml

Inc., Newton, NJ, USA

PMA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 10 ng /ml (usado individualmente)

PMA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA | 12 ng/ml (usado en combinacion
con lonomicina)

lonomicina Calbiochem, La Jolla, CA, USA 1uM

IL-2 rhiL-2, TECIN, Hoffman-La Roche 50 U/ml

Tabla 5.- Anticuerpos utilizados en los experimentos de inmunohistoquimica, inmunofluorescencia directa e

inmunofluorescencia indirecta.

ANTICUERPO CONJUGADO ISOTIPO CLON CASA COMERCIAL
a-CD11c FITC 1gG1 KB90 Dako, Glostrup, Dinamarca
a-CD3 PE lgG1 UCHT1 Dako

Control FITC 1gG1 DAK-GO01 |Dako

Control PE 1gG1 DAK-GO01 |Dako

o-CD68 No conjugado 1gG1 PG-M1 Dako

4-BDCA-2 No conjugado IgG1 AC144 g:gggg;ﬁfoﬁt\lee"r}lzﬁgiscr‘

Ig de conejo a-ratén TRITC Policlonal |Dako

Ig de conejo a-ratén Biotina Policlonal | Dako

Ig- Inmunoglobulinas, FITC- Isotiocianato de fluoresceina, PE-Ficoeritrina, TRITC- Isotiocianato de tetrametil

rodamina.
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V. Resultados




Resultados

1.- Estudios en sangre periférica

1.- Células mononucleares de sangre periférica en fresco

1.1.1.- Estudio fenotipico

Se ha estudiado la expresion de distintas moléculas de superficie en células mononucleares de
sangre periférica de 17 pacientes con Enfermedad de Crohn, 10 pacientes con Colitis Ulcerosa y 18
individuos sanos. Para el analisis se eligio la poblacion de linfocitos, atendiendo a las caracteristicas
celulares de tamafio y complejidad observadas en el citbmetro de flujo.

En primer lugar se muestran las caracteristicas de la poblacién de CMSP total en cuanto al
porcentaje de cada tipo celular presente en esta poblacién. En segundo lugar se detalla la expresion
de marcadores fenotipicos asociados a activacion, tanto en la poblacion inicial de estudio,
(informacion que revela el analisis de cada marcador individualmente), como en los linfocitos T,
mediante el estudio de la expresiéon de cada marcador junto con la expresion de CD3, CD4 o CD8.
Estos marcajes permiten conocer el estado de los linfocitos T de pacientes y controles en fresco,

para la posterior comparacion con los resultados obtenidos en las lineas celulares T-HVS.

Marcadores generales de linaje celular

No se han encontrado diferencias significativas en la expresién de los marcadores de linaje de
las diferentes subpoblaciones mononucleares (monocitos, células NK, linfocitos B, linfocitos T), ni en
el porcentaje de leucocitos totales, entre la sangre de pacientes con Enfermedad Inflamatoria
Intestinal y de individuos control. Tan soélo aparecen diferencias relevantes en la expresion de
CDA45RA, disminuida en los pacientes con CU (42 + 5%) con respecto a la poblacion control (60 +
5%; p<0.05) (Tabla 6).

Al analizar los marcadores caracteristicos de linfocitos T no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de células CD3" entre individuos control y pacientes
con Ell, ya se trate de EC o de CU. Tampoco son diferentes los porcentajes de cada una de las dos
subpoblaciones de linfocitos T, CD4" o CD8" ni el porcentaje de linfocitos TcRaf" o TcRyd" entre

pacientes e individuos sanos (Tabla 6).

Marcadores de activacion (CD25, CD26 y HLA-DR)

El analisis de la expresién de CD25, no muestra diferencias estadisticamente significativas
entre pacientes y controles. Lo mismo ocurre cuando se estudia la expresiéon conjunta de CD25 y
CD3, 0 CD25 y CD8. Tampoco se han encontrado diferencias significativas entre pacientes con Ell e

individuos sanos en la expresion de CD26, aisladamente o en la poblacion CD3" (Tabla 7).
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Tabla 6.- Porcentaje de expresion de los marcadores especificos de linaje en CMSP de

pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

Marcador Control (n) EC (n) CcU (n)
CD45 97 £ 1 (18) 95 + 3 (17) 97 £ 2 (10)
CD45RA 60 £ 5 (11) 49 + 5 9) 42 + 5* (6)
CD45RO 19 + 4 (11) 20 + 4 9) 34 + 13 (6)
CD14 + 2 (12) + 4 (12) + 4 9)
CD19 + 2 (6) + 2 (7) + 2 (5)
CD56 + 2 (14) 11 + 4 (6) 9+2 (5)
CD2 87 £ 1 (12) 86 £ 5 (6) 91 £+ 3 (6)
CD3 77 £ 1 (18) 73 £+ 4 (17) 78 £ 3 (10)
CD4 50 + 2 (18) 47 + 4 (17) 55 + 4 (10)
CDs8 29 + 2 (18) 30 £ 2 (17) 24 + 2 (10)
CD4' cD3" 48 + 2 (18) 46 + 4 (16) 54 + 5 9)
CcD8’ CcD3" 24 + 2 (18) 24 + 3 (15) 21 £ 2 9)
TcRaf 74 £ 3 5) 78 £ 14 4) 82 + 1 (3)
TcRyd 1+ 0.5 5) 1+0 (5) 1+02 (2)

Media aritmética (X) + error estandar de la media (SEM). (n) nUmero de muestras analizadas.

*p<0.05 respecto a controles.

Tabla 7.- Porcentaje de expresion de CD25, CD26 y HLA-DR en CMSP de pacientes con
Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

Marcador Control (n) EC (n) CcuU (n)
CD25 5+ 1 (18) 4 + 1 (17) 5+ 2 (10)
CD25" CD3" 5+ 2 (10) 4 + 1 (11) 3+ 1 (6)
CD25" CD8" 05+ 03 (1) 1+ 1 (6) 0.3 + 0.04 (6)
CD25" CD8~ 3+ 1 (11) 4 + 2 (6) 7+2 (6)
CD26 54+ 2 7) 9+5 (4) 3+2 (5)
CD26" CD3" 5+ 2 (6) 1+04 (2 2+ 1 (4)
HLA-DR 8 + 1 (15) 10 + 2 (14) 6 + 1 (6)
HLA-DR' CD3* + 1 (11) + 1 (5) 3+£03 (3
HLA-DR' CD3~ + 1 (11) + 1 (5) + 2 (3)

X = SEM. (n) numero de muestras analizadas.
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Tampoco existen diferencias significativas en la expresion de HLA-DR entre pacientes con Ell
y controles (Tabla 7). Gran parte de la expresion de HLA-DR no se encuentra en los linfocitos T
(HLA-DR'CD3") sino en las células CD3". Teniendo en cuenta que el andlisis tiene lugar en una
“ventana” que incluye fundamentalmente linfocitos, el porcentaje de células HLA-DR™ corresponde,
por tanto, a células CD3" y CD14", probablemente CD19+ (linfocitos B), que tampoco son

significativamente diferentes entre pacientes y controles.

Moléculas coestimuladoras (CD28, CD80 y CD86) y CD103

El porcentaje de CMSP que expresan CD28 es menor en pacientes con EC que en controles, y
en pacientes con CU que en EC y controles (Tabla 8). Sin embargo estas diferencias no son
estadisticamente significativas ya que la dispersion de los resultados es muy elevada en los
pacientes. Al analizar la expresion de esta molécula en la poblacion CD3", se observa la misma
tendencia, sin que la diferencia sea significativa. En cuanto a la expresion de CD28 en linfocitos
CD4" o CD8", la mayor parte se expresa en células CD4 y un menor porcentaje en células CD8". En
ambos casos (CD28°CD4" y CD28"CD8") la expresiéon de CD28 se encuentra disminuida en CMSP
de pacientes con CU respecto a controles y EC. La diferencia es estadisticamente significativa en la

poblacion CD28"CD4™ (p<0.01 respecto a controles y EC).

Tabla 8.- Porcentaje de expresion de CD28, CD80, CD86, y CD103 en CMSP de pacientes
con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

Marcador Control (n) EC (n) CcuU (n)
cD28 55 + 4 (12) 48 + 7 (13) 36 + 9 (8)
CcD28* cD3"* 47 + 8 (9) 43 + 9 (9) 22 + 10 (5)
CD28* cD4* 39 + 6 (6) 30+ 7 (9) 29 + 14 (4)
CD28* CD4~ 17 + 4 (9) 14 + 3 (9) + 1% (4)
CD28" cD8"* 5+ 3 (6) 10 + 6 (4) +05 (4
CD80 1+ 1 (10) 04 +02 (7) 05 + 03 ()
CD80* CD3"* 1+ 1 (7) 0.3 + 0.1 (7) 01 + (4)
CD80* CD3~ 0.1 + 0.1 (7) 0.2 + 0.1 (7) 0.05 + (4)
CcD86 3+1 (11) 5+ 1 (6) 2 + 1 (5)
CD86* CD3"* 1+ 04 (6) + 0.2 (3) + 03 (4)
CD86" CD3~ 1+ 0.3 (6) 2 +1 (3) 04 + 02 (4
CcD103 5+ 1 (6) 6 + 2 (7) 2 + 1 (3)

X £ SEM. (n) numero de muestras. **p<0.01 respecto a controles y EC
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La proporcién de células que expresan CD80 y de CD86 no es diferente entre CMSP de
pacientes de Ell e individuos control. Tampoco se encuentran diferencias significativas al analizar la
coexpresion de ambas moléculas con CD3.

El porcentaje de células que expresan la integrina agp; (CD103) no se encuentra alterado
significativamente en la poblacion estudiada de sangre periférica procedente de pacientes con
Enfermedad Inflamatoria Intestinal respecto a individuos sanos. Una mayor expresion de este
marcador, caracteristico de linfocitos de mucosa, en CMSP de pacientes podria indicar una mayor

tasa de recirculacion hacia mucosas.
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1.1.2.- Estudios de proliferacion celular

Los resultados del analisis de proliferacion celular tras estimulacion de CMSP con varias
sustancias mitogénicas (Tabla 4), se muestran en la Figura 1. No se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la respuesta proliferativa de CMSP pacientes con Ell respecto a
CMSP de controles en la mayoria de los experimentos realizados. Unicamente al utilizar como
estimulo la combinacion PHA+PMA, se observa un comportamiento diferente de las células
procedentes de pacientes con EC. Las CMSP de pacientes con EC (39 + 9 cpmx10‘3) muestran una
respuesta proliferativa significativamente menor que las células procedentes de individuos sanos (93
+ 5cpmx107; p<0.001).

Figura 3.- Respuesta proliferativa en cuentas por minuto (cpm) x10° de células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal, comparada con una poblacién

control.
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Figura 3.- Continuacion.
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1.2.- Lineas celulares T-HVS de sangre periférica

La transformaciéon de CMSP con el Herpesvirus saimiri permitié la obtencién de 12 lineas
celulares T-HVS de pacientes con Enfermedad de Crohn, 4 lineas de pacientes con Colitis Ulcerosa
y 6 lineas control. Teniendo en cuenta el numero de muestras totales sometidas al proceso de
transformacion con el sobrenadante infectivo del virus, (22 de EC, 12 de CU y 9 controles), el
porcentaje de infeccion ha sido 54% en CMSP de pacientes con EC, 33% en CMSP de pacientes

con CU y 67% en individuos sanos.

1.2.1.- Estudio fenotipico

Todas las lineas obtenidas a partir de células mononucleares de sangre periférica, tanto de
individuos sanos como pacientes con Ell, presentan un fenotipo de células T CD8" activadas. Se ha
realizado un estudio fenotipico de ciertos marcadores de superficie analizados también en CMSP sin

infectar mediante citometria de flujo. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9.- Porcentaje de expresion de diferentes marcadores de superficie en lineas celulares
T-HVS de sangre periférica (SP) de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e

individuos control.

Control EC Cu
Marcador H\r(lS=SSP (n) H\'{JS=7SP (n) H\'{lSm?P (n)
CD45 100 + 041 (6) 100 + 0.1 (6) 98 + 1 (6)
CD14 1+02 (5) 1+04 (3) 0.5+ 0.1 (2)
CD19 0.1 + 0.1 (2) 0.2 £ 0.1 (2) 0.3 £ 0.1 (2)
CD56 72 + 13 (4) 87.20 (1) 67 + 8 (7)
CD2 95 + 5 (4) 91 + 4 (3) 96 + 3 (2)
CD3 98 + 1 9) 99 + 0.2 (12) 99 + 0.2 (V)
CD4 1+02 (7) 1+03 9) 1+04 (5
CDs8 90 £ 2 (5) 9 + 2 (7) 95 + 4 (5)
TcRyd 0.2 =+ 0.1 (3) 2 +1 (5) 0.1 £ 0.1 (3)
TcRoaf 95 + 3 (4) 96 + 2 (2) 97 + 2 (2)
CD45RA 4 +3 (3) 7+7 (2) 2+03 (6)
CD45RO 65 + 25 (2) 80 + 14 (3) 71 £ 14 (4)
CD25 30 £ (5) 38 + 8 (7) 39 £+ 11 (6)
CD26 88 + (6) 75 £ 2 (2) 99 + 0.2 (5
CD28 1+ (4) 1+05 (9) 1+04 (5
CD80 29 + 24 (3) 43 + 19 (4) 13+ 9 (5)
CD86 68 + 13 (3) 38 + 10 (10) 58 + 10 (5)
HLA-DR 99 + 0.1 (2) 99 £+ 0.3 (3) 99 + 1 4)
CcD103 2+2 (2) 5+ 2 (5) 3+2 (3)

X+SEM. (N) niumero de lineas. (n) nUmero de experimentos.
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1.2.2.- Estudios de proliferacion celular

La respuesta proliferativa de las lineas celulares, al contrario de lo que ocurre en las CMSP sin
infectar, presenta diferencias significativas entre las lineas HVS procedentes de pacientes con
Enfermedad de Crohn, por una parte, y de individuos control y pacientes con Colitis Ulcerosa por otra
parte (Tabla 10) (Figura 4). En general, las lineas obtenidas de pacientes con EC responden en
mayor medida que las lineas control a la mayor parte de los estimulos utilizados, mientras que las
lineas procedentes de pacientes con CU se comportan de manera similar a los controles.

Estimulos de membrana, como IL-2, producen una mayor proliferacion en las lineas de
pacientes con EC que en lineas de pacientes con CU y en las lineas de individuos sanos, siendo
significativa la diferencia entre EC y controles. Otros estimulos mas distales con respecto a la
membrana, como la PMA, inducen también respuestas significativamente mayores en las lineas de
EC que en las lineas control (Figura 4A). La estimulacién celular con anticuerpos aCD3, da lugar a
respuestas mucho mas elevadas en las lineas procedentes de pacientes con EC, que en las
procedentes de pacientes con CU y en individuos control. Esta diferencia se observa tanto al utilizar
como estimulo el anticuerpo individualmente, en combinacién con IL-2, con PMA, o con anticuerpos
aCD28 o aCD2 (Figura 2C). Las lineas procedentes de pacientes con EC también alcanzaron
cuentas mas altas al ser estimuladas via CD2, con anticuerpo aCD2 sélo, en combinacién con IL-2,

con PMA, o con anticuerpo aCD28 (Figura 4D).

Tabla 10.- Respuesta proliferativa en cuentas por minuto (cpm) x10? de lineas T-HVS procedentes de

CMSP de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

Control EC Cu

Estimulo H\'(JS=SSP (n) H\'(JS=7SP (n) H\KIS=4SP (n)
BASAL 19 + 3 (24) 22 + 5 (10) 18 + 3 (6)

IL-2 47 £ 3 (22) 69 + 11* (10) 46 £ 7 (6)
PMA 24 + 3 (21) 54 + 10 ** (10) 28 +7 (6)
oCD3 95 + 7 (24) 190 + 24 **  (10) 108 + 26 (6)
aCD3+IL-2 94 +7 (24) 162 + 24 ** (10) 83 + 24 (6)
oCD3+PMA 49 + 6 (24) 146 + 20 ***e  (10) 51+ 9 (6)
oCD3+aCD28 89 + 9 (15) 165 + 19 * (10) 95 + 12 (6)
aCD3+aCD2 120 + 13 (17) 169 + 38 (5) 99 + 21 4)
aCD2 67 + 10 (18) 78 + 13 (8) 55 + 7 (3)
aCD2+IL-2 77 + 9 9) 107 + 13 (8) 41 +7 (3)
oaCD2+PMA 43 + 7 (14) 88 + 12* (8) 59 + 9 (3)
aCD2+aCD28 65 + 8 (16) 80 + 15 (8) 52 + 2 (3)

X+SEM. (SP) sangre periférica. (N) nimero de lineas. (n) nimero de experimentos. *p<0.05, **p<0.01,

p<0.001 entre EC y control, e p<0.05, entre EC y CU. Se muestran Unicamente los resultados mas

relevantes. Para una lista completa de estimulos ver tabla 4 v fiaura 4.
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Figura 4.- Respuesta proliferativa en cuentas por minuto (cpm) x1 02 de lineas T-HVS procedentes de

CMSP de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.
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Figura 4.- Continuacion.
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1.2.3.- Estudios de movilizacién de calcio

La metodologia utilizada permite detectar la cantidad de calcio en el citoplasma de forma basal
y tras la adicion de diferentes estimulos a distintos tiempos. En el citdometro de flujo se analiza la
cantidad de fluorescencia (calcio intracitoplasmico unido a Fluo3AM-FITC) en cada estimulo (Figura
5).

Figura 5.- Movilizacién de calcio intracelular en el tiempo, en lineas celulares T HVS, al afadir distintos
estimulos. Contenido basal (R2) de calcio citoplasmico y tras la adicion de aCD3 (R3), crosslinker (R4) e

lonomicina (R5).
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Los analisis de movilizacion de calcio en lineas HVS de sangre periférica de individuos sanos y
pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal no muestran diferencias significativas entre ambos
en cuanto a la respuesta de activacion temprana mediante la activacion con anticuerpos aCD3
(Figura 6).
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Figura 6.- Movilizacion de calcio en lineas T-HVS procedentes de sangre periférica de pacientes con
Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.
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A. Cantidad de calcio en el citoplasma celular segun la intensidad de fluorescencia media (MFI). B. Ratio entre
la cantidad de calcio tras los distintos estimulos y la cantidad basal. N= ndmero de lineas. n= niumero de

experimentos. CL crosslinker
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2.- Estudios en mucosa

2.1.- Células mononucleares de mucosa en fresco

2.1.1- Estudio fenotipico

Este trabajo recoge el estudio fenotipico de células mononucleares de lamina propria de colon
inflamado de 7 pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (2 pacientes con EC y 5 pacientes
con CU) y de zonas sanas de colon de 6 pacientes sometidos a cirugia por razones distintas a esta

patologia.

Marcadores generales de linaje celular
El analisis de los marcadores especificos de linaje de las poblaciones leucocitarias presentes

en la lamina propria se muestra en la Tabla 11. El porcentaje de leucocitos totales, CD45", en la
ventana escogida segun tamafio y complejidad celular, es distinto en las tres poblaciones estudiadas
(79 + 4% en controles, 94 + 1% en EC y 87 £ 9% en CU). Para la comparacion del porcentaje de
células de cada linaje presente en la mucosa de pacientes con Ell y controles, se ha tenido en
cuenta la expresion de los marcadores especificos de cada poblacién, unicamente en la poblacién
celular CD45".

La proporcién de linfocitos T CD3" infiltrantes de lamina propria es menor en la mucosa de
pacientes con Colitis Ulcerosa que en individuos control (64 + 1% vs 73 + 2%, respectivamente;
p<0.01). El detrimento en el porcentaje de linfocitos T va acompanado por una mayor proporcién de
linfocitos B, CD19+, en la mucosa de pacientes con Colitis Ulcerosa respecto a controles, si bien esta
diferencia no alcanza significacion estadistica (28 + 3% en CU, 20 £+ 3% en controles) (Tabla 11B).

Debido a este menor porcentaje de células CD3" en la lamina propria de pacientes con CU y
controles, el andlisis del resto de marcadores se ha realizado dentro de la poblacion CD3". (Figura
7).

Las subpoblaciones de linfocitos T, CD4" y CD8", estan presentes en distinta proporcién en la
lamina propria de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal y en controles (Tabla 12). El
porcentaje de linfocitos T cooperadores, CD4", es menor en pacientes con CU (71 + 3%) y en
pacientes con EC (65 = 0.3%), que en individuos control, siendo significativa la diferencia entre
controles y pacientes con EC (p<0.05). Consecuentemente la proporcion de células T CD8" es mayor
en la mucosa de pacientes que en mucosa control (28 + 2% en CU, 33 + 1% en EC y 19 + 4% en

controles).
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Figura 7.- Representacion de las células obtenidas y analizadas en el citometro de flujo segun tamafo
(FSC) y complejidad (SSC). Porcentaje de expresion de distintos marcadores en la ventana de analisis
R1, y dentro de las células CD3*, R2. Ejemplo de marcaje en superficie con anticuerpos aCD45 FITC por
una parte y aCD8 FITC, aCD28 PE, aCD4 PE-Cy5 y aCD3 APC por otra, en células mononucleares de

lamina propria.
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Tabla 11.- Porcentaje de expresion de los marcadores especificos de linaje en células
mononucleares de lamina propria de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e
individuos control.

A. Porcentaje de expresion de los marcadores en la “ventana” escogida segun tamafio y

complejidad celular.

Marcador Control (n) EC (n) CU (n)
CD45 79 + 4 (6) 94 + 1 ) 87 + 9 (5)
CD45RA 3+ 1 (6) 8 +6 ) 14 + 4 (5)
CD45RO 55 + 4 (6) 51 + 15 2) 54 + 8 (5)
CcD14 2+ 1 (6) 1+0 2) 2+ 1 (5)
CcD16 04 + 01 (6) 1+ 0.3 () + 1 (®)
cD19 15 + 2 (6) 22 + 14 2| 27+2 (®)
CD34 4 + 1 (6) 1+ 0.1 ) 1 + 1 (5)
cD3 58 + 4 (6) 70 + (2)| 56 +6 ®)
cD4 45 + 4 6) | 44 + 2| 43+5 (4)
cD8 13 + 2 (6) 23 + 2) 15 + 7 (4)

B. Porcentaje de expresién de los marcadores, relativo a CD45",

Marcador Control (n) EC (n) CcuU (n)
CD45 100 £+ O (6) | 100 £ 0 (2) 100 + O (5)
CD45RA 4 +1 4) 8 +4 (2) 15 + 4% (6)
CD45RO 70 £ 3 (6) 55 + 16 (2) 64 £ 5 (6)
CD14 3+1 (6) 2+0 (2) 2 +1 (5)
CD16 0.5+ 0.1 (6) 1+£03 (2) + 1 (5)
CD19 20 + 2 (6) 23 + 14 (2) 28 + 2 (5)
CD34 5+ 1 (6) 1+ 0.1 (2) 2 +1 (5)
CD3 73 + 2 (6) 75 + 11 (2) 64 £ 1% (5)
CD4 56 + 3 (6) 47 + 5 (2) 50 + 3 4)
CDs8 16 + 2 (6) 25+ 3 (2) 17 + 7 4)

X+ SEM. (n) numero de muestras. *p<0.01 respecto a controles.

En la poblacion de linfocitos T CD3" no existen diferencias significativas en la expresion de los
marcadores CD45RA y CD45R0O entre pacientes y controles (Tabla 12). Sin embargo, al estudiar la
expresion de estos marcadores en el total de leucocitos, CD45", se observa que existe una mayor
expresion de CD45RA en pacientes con Colitis Ulcerosa (15 + 4%) que en controles (4 + 1%; p<0.05

respecto a CU) (Tabla 11). El porcentaje de células CD45RO" en los leucocitos de lamina propria de
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pacientes con CU se encuentra disminuido en pacientes respecto a controles, aunque esta diferencia
no es estadisticamente significativa (Tabla 11). En mucosa de pacientes con EC se observa la

misma tendencia que en pacientes con CU, pero de manera menos acusada.

Tabla 12.- Porcentaje de expresion de CD3, CD4, CD8, CD45RA y CD45RO en la poblacion

CD3" de lamina propria de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos

control.

Marcador Control (n) EC (n) CU (n)
CD3 100 + O (6) 100 + O (2) 100 + (5)
CD4 80 + 3 (6) 65 + 0.3*% (2) 71+ 3 (4)
CD8 19 + 4 (6) 33 + 1 (2) 28 + 2 4)
CD45RA 1+ 05 (4) 3+2 (2) 3+ 1 (6)
CD45RO 88 + 4 (6) 69 + 8 (2) 86 £+ 6 (6)
CD45RA" CD4' 3 (1) 1+ 1 (2) 1+£1 (2)
CD45RO " CD4" 70 (1) 50 + 3 (2) 55 + 6 (3)

X + SEM. (n) nimero de muestras. * p<0.05 respecto a controles.

Marcadores de activacion (CD25 y HLA-DR)
La cadena o del receptor de IL-2, CD25, se expresa en menor porcentaje en los linfocitos T de
lamina propria de los pacientes con Enfermedad de Crohn estudiados que en los individuos control

(15 £ 1% y 53 + 6%, respectivamente; p<0.05). La disminucion corresponde tanto a células T

+

CD25°CD4" (17 + 3% en EC vs 37% en controles), o CD25°CD8" (17 + 2%en EC vs 47% en
controles; p<0.05), como a células CD25°CD8" (1 + 0% en EC vs 7 + 2% en controles), aunque no se
trate de una diferencia estadisticamente significativa en el ultimo caso (Tabla 13).

El analisis de la expresion en superficie del marcador CD25 también muestra que existe mayor
porcentaje de células T CD25"CD8" en la mucosa de pacientes con Enfermedad de Crohn (33 + 1%),
que en controles (11 + 3%; p<0.05). Por tanto, el mayor porcentaje de linfocitos T CD8" (Tabla 12),
consiste en una mayor proporcion de células que no expresan este marcador de activacion. Lo
mismo ocurre en el caso de pacientes con CU, aunque debido a la gran variabilidad en los resultados
obtenidos, no se alcanza significacion estadistica.

Por lo que respecta a la expresion de HLA-DR en los linfocitos T de lamina propria, existe una
gran variabilidad, tanto en pacientes con Ell como en controles. El porcentaje de células CD3" que
son HLA-DR" es menor en pacientes con EC (7 + 2%) que en pacientes con CU (27 + 8%) y en
controles (25 £ 5%), aunque no de manera estadisticamente significativa, debido a dicha variabilidad
(Tabla 13). La menor expresion de HLA-DR se da tanto en linfocitos T CD4" como CD8". Esto indica
que el mayor porcentaje de células CD8" encontrado en EC (Tabla 12), no expresa HLA-DR. Asi, el
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porcentaje de células HLA-DR'CD8" es mayor, significativamente, en lamina propria de pacientes
con EC (29 + 1%) que en controles (6 + 1%; p<0.001) o en pacientes con CU (14 + 3%, p<0.05). En
pacientes con Colitis Ulcerosa, ocurre lo mismo pero en menor grado (correspondiente al menor
aumento de linfocitos T CD8" en CU) y existe un mayor porcentaje de células HLA-DR"CD8" (14 +

3%) que en controles (6 + 1%; p<0.05).

Tabla 13.- Porcentaje de expresion de CD25 y HLA-DR, totales y con CD4 y CD8, en la
poblacién CD3"* de lamina propria de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e

individuos control.

Marcador Control (n) EC (n) CU (n)
CD25 53 + 6 (6) 15 + 1** (2) 43 + 15 (4)
CD25" CD4" 37 (1) 17 + 3 (2) 26 + 7 (3)
CD25" CD4~ 4 (1) 1+ 0.2 (2) 3+ (3)
CD25 CD4" 61 (1) 48 + (2) 45 + 4 (3)
CD25" cD8" 7 +2 (6) 1+0 (2) 9+5 (4)
CD25' CD8~ 47 + (6) 17 + 2* 2) 31 +8 (4)
CD25 CD8"* 11 + (6) 33 +1% 2) 20 + (4)
HLA-DR 25+ 5 (4) 7 +2 (2) 27 + 8 (4)
HLA-DR® CD4" 15 + 4 (4) 3+2 (2) 13 + 4 (3)
HLA-DR" CD4~ 11 + 4) 5+ 1 2) 13 + (3)
HLA-DR™ CD4" 65 + (4) 62 + 1 (2) 64 + (3)
HLA-DR' CD8* 1+ 3 (4) 4 + 1 (2) 14 + 3 (3)
HLA-DR" CD8" 17 + 6 (4) 3+2 (2) 13 + 4 (3)
HLA-DR CD8* 6 + (4) 29 + 1 %% (2) 14 + 3* (3)

X + SEM. (n) numero de muestras. * p<0.05 respecto a controles. ** p<0.01 respecto a controles.

*p<0.05 respecto a CU.

Moléculas coestimuladoras (CD28, CD80 y CD86) y CD103

No se han encontrado diferencias en el porcentaje de linfocitos T CD28" entre pacientes y
controles (Tabla 14). Sin embargo, al examinar la expresion de CD28 en poblaciones CD4" o CDS8",
se puede observar que, tanto en EC como CU, la proporcién de células CD28CD8" esta aumentada
significativamente respecto a controles (24 + 1% en EC, 21 + 1% en CU; p<0.05 respectivamente
frente a controles, 12 + 2% en controles). Por otra parte, el porcentaje de células CD28CD8”

(CD28'CD4") se encuentra disminuido en los pacientes con EC respecto a controles, de manera
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estadisticamente significativa (64 = 1% en EC vs 81 = 3% en controles; p<0.05). Esta disminucion se
debe al menor porcentaje de células CD4" existente en estos pacientes (Tabla12), ya que apenas
existen células CD28"CD4". El mayor porcentaje de linfocitos T CD8", en este caso, corresponde a

células CD28" y, en pacientes con EC también a células CD28".

Tabla 14.- Porcentaje de expresion de CD28, CD80, CD86 y CD103, totales y con CD4 y CD8,
en la poblacién CD3" de lamina propria de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal

e individuos control.

Marcador Control (n) EC (n) CcuU (n)
CcD28 93 + 2 (6) 88 + 2 (2) 91 + 2 (4)
CD28" CD4" 88 (1) 64 + 1 (2) 71 £ 6 (3)
CD28* CD4~ 8 (1) 24 + (2) 21 + 3 (3)
CD28 cD4* 1 (1) 04 + 0.3 (2) 2 + (3)
CD28"* cD8"* 12 + 2 (6) 24 + 1% (2) 21 + 1* (4)
CD28* CD8” 81 + (6) 64 + 1% (2) 70 + 4 (4)
CD28 CD8" 5 + (6) 10 + 2 (2) 6 + (4)
CD80 1+ 02 (5) 1+ 05 (2) 2 +03% (4)
CD80* CD4" 0.3 (1) 1+ 04 (2) 1+05 (3)
CD80* CD4™ 0 (1) 0.2 + 0.1 2) 04 + 0.2 (3)
CD80™ cD4* 87 (1) 63 + 1 (2) 71 + 3 (3)
CD80* CD8"* 0.2 + 0.1 (5) 0.3 + 0.1 (2) 1+05 (4
CD80" CD8~ 1+ 0.1 (5) 1+ 05 (2) 1+04 (4
CD80” CD8" 18 + 4 (5) 34 + 2 (2) 27 + 2 (4)
CcD86 19 + 8 (6) 4+ 1 (2) 14 + 2 (4)
CD86"* CD8" 7+3 (6) 1+01e (2 6 + 1 (3)
CD86" CD8"” 12 + 6 (6) 4 + 1 (2) 5+ 1 (3)
CD86™ CD8" 13 + 4 (6) 33+ 1* (2) 23 + 3 (3)

CcD103 10 + 1 (5) 10 + 5 (2) 10 + 2 (4)
CD103" CD4" 8 (1) 5+ 1 (2) 3+ 1 (3)
cD103* cD8* 6 + 1 (5) 7+5 (2) 7+ 2 (4)

X £+ SEM. (n) numero de muestras. * p<0.05 respecto a controles. ¢p<0.05 respecto a CU.
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La expresion de la molécula B7.1, CD80, en células de lamina propria es muy baja tanto en
pacientes como en controles (Tabla 14). El porcentaje de linfocitos T CD80", si embargo, es
significativamente mayor en pacientes con CU (2 = 0.3%) que en controles (1 + 0.2%; p<0.01).

En cuanto a la molécula B7.2, CD86, su expresion es mayor en linfocitos T de mucosa que la
de CD80 (Tabla 14). Existe un menor porcentaje de linfocitos T CD86" en mucosa de pacientes con
EC (4 + 1%) que en pacientes con Colitis Ulcerosa (14 + 2%; p<0.05) y en controles (7 + 3%),
aunque no estadisticamente significativo. En lamina propria de controles, la expresion de CD86 es
muy variable aunque, en general, se asemeja mas a la encontrada en pacientes con CU.

Segun los resultados obtenidos sobre la expresion de las moléculas B7.1 y B7.2 en linfocitos
T, el mayor porcentaje de células CD8" encontrado en pacientes con EC (Tabla 12), corresponde a
células que no expresan ninguno de los dos marcadores, con lo cual el porcentaje de células CD80™
CD8" y CD86°CD8" es mayor en pacientes con EC que en controles, de forma estadisticamente
significativa en el caso de CD86 (33 £ 1% en EC vs 13 + 4% en controles; p<0.05).

No se encuentran diferencias en el porcentaje de linfocitos T CD103" presente en lamina
propria de pacientes con EC, CU e individuos control (Tabla 14). La expresion de esta integrina en
linfocitos T CD4" o CD8" tampoco difiere significativamente entre linfocitos T de lamina propria de

pacientes y controles.
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2.2.- Lineas celulares T-HVS de mucosa

Tras la infeccion con HVS de las células obtenidas de 19 biopsias procedentes de pacientes
con EC, 11 de pacientes con CU, y 7 de individuos control, se obtuvo 1 linea T-HVS de EC, 4 lineas
CU vy 2 lineas control. Estos datos representan un porcentaje de infeccion de 6% en linfocitos T de
mucosa de pacientes con EC, 36% en pacientes con CU y un 29% en controles.

Las lineas celulares se han obtenido tanto de muestras en estado leve de la enfermedad como
moderado o severo, sin que se observen diferencias en el fenotipo ni en la capacidad proliferativa de
las lineas. Otros autores han descrito que la localizacién o la duracion de la enfermedad, la
presencia de inflamacion, actividad clinica, o el tratamiento de los pacientes es independiente del
comportamiento de las células T de mucosa de los pacientes con Ell o de los marcadores de
superficie (Kugathasan et al 1998, Ina et al 1999).

2.2.1- Estudio fenotipico

Al infectar células de mucosa con HVS se han obtenido tanto lineas CD4" como CD8",
contrastando con la infeccidn de linfocitos de sangre periférica que dio lugar en todos los casos a
lineas CD8". La linea procedente de un paciente con EC y el 50% de las lineas obtenidas de
pacientes con CU y controles presenta fenotipo CD4", y el otro 50% CD8". Todas las lineas T HVS
de mucosa presentan el fenotipo de activacion caracteristico también de las lineas de sangre
periférica. Los resultados de las lineas CD4" y CD8" se presentan y se analizan por separado debido

a que existen diferencias fenotipicas y funcionales entre ellas (Tabla 15).

Tabla 15.- Porcentaje de expresion de marcadores especificos de linaje en lineas celulares
T-HVS de mucosa procedentes de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e

individuos control.

A. Lineas CD4"

Control CD4" cu cp4’
Marcador HVS hrlrltflcosa (n) HVS rzn;;cosa (n)
CD45 100 + 0.1 (3) 98 + 1 4)
CD56 33 (1) 12+ 5 (3)
CD2 95 + 1 (2) 98 + 1 (3)
CD3 99 + 04 (3) 99 + 0.3 4)
CD4 90 + 4 (3) 94 + 1 (4)
CD8 3+ 1 (3) 4 +1 4)
TcRyd 0.1 (1) 1+05 (2)
CD45RA 1+0.2 (2) 5+ 2 4)
CD45RO 70 + 15 (2) 87 + 5 4)
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Tabla 15.- A. Lineas CD4". Continuacion

Control CD4" Cu cD4*

Marcador HVSr‘T:L;cosa (n) HVS r‘rl'n=uzcosa (n)

CD25 84 + 2 (3) 74 + 9 (4)

CD26 94 + 3 (3) 99 + 1 (4)

CD28 2+0 (3) 7+2 4)

CD80 39 (1) 42 + 10 (4)

CD86 73+ 5 (3) 94 + 2% (4)

HLA-DR 97 + 0.1 (2) 99 + 1 4)
B. Lineas CD8"

Control CD8" EC CD8" CuU cD8’

Marcador HVS rzn;.;cosa (n) HVS rzn;.;cosa (n) HVS r;r:;cosa (n)
CD45 100 + 0.1 4) 100 + O 2) 100 + 0 4)
CD56 31+ 3 (2) 59 + 7 2)
CD2 92 + 7 (3) 93 + 1 (2) 9% + 3 4)
CD3 99 + 0.3 (5) 100 + 0.1 (3) 99 + 04 5)
CD4 1+0.3 (5) 05+ 0.3 (2) 1+05 (5)
CD8 92 + 4 (5) 99 + 0.2 (2) 97 + 1 4)
CD45RA 5+ 3 (3) 5+ 03« (2) 1+04 (2)
CD45RO 91 + 04 (2) 90 +5 (2) 68 + 15 (2)
CD25 43 + 1 (2) 48 + 16 (2) 40 + 10 (5)
CD26 99 (1) 94 (1) 93 (1)
CD28 1+ 1 4) 3+2 (2) 1+05 (5)
CD80 15 £+ 11 4) 31 + 22 (2) 8+6 (5)
CD86 12 £ 7 4) 30 + 20 (2) 49 + 13* (3)
HLA-DR 97 + 1 (2) 98 + 0.3 (2) 94 +5 4)

X+SEM. (N) niumero de lineas. (n) nimero de experimentos. *p<0.05 respecto a controles. ¢p<0.05

respecto a CU.
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2.2.2.- Estudios de proliferacion celular

La capacidad proliferativa de las lineas HVS de mucosa es diferente entre pacientes con
Enfermedad de Crohn, Colitis Ulcerosa e individuos control, en respuesta a determinados estimulos
(Tabla 15) (Figuras 8 y 9). Las lineas CD4" procedentes de pacientes con Colitis Ulcerosa responden
de forma significativamente superior ante el estimulo PMA+lonomicina (52 + 7 cpmx10™) que las
lineas control (20 + 3 cpmx10%; p<0.01). Diferencias que no se observan basalmente, en respuesta a
IL-2, a PMA o a lonomicina por separado.

La estimulacién via CD3 de las lineas CD4" de mucosa de pacientes con CU da lugar a una
proliferaciéon celular similar a la de lineas control (Figura 8B). Al estimular con anticuerpos aCD2,
individualmente o en combinacion con IL-2 o PMA, las lineas de pacientes responden en menor
medida que las lineas control, aunque la diferencia entre ambas no es estadisticamente significativa
(Figura 8C).

Las lineas CD8" procedentes de pacientes con Enfermedad de Crohn presentan mayor
capacidad de proliferacion a lonomicina (28 + 4 cpmx10'3) que las lineas control (7 + 2 cpmx10'3;
p<0.001) (Figura 3A). Tanto las lineas CD8" procedentes de mucosa de pacientes con EC (188 + 24
cpmx10) como con CU (182 + 26 cpmx10™) responden de manera significativamente mayor a la
estimulacion con aCD3 que las lineas control (101 + 14 cpmx10™; p<0.05 respecto a EC y p<0.01
respecto a CU). Al afiadir a los anticuerpos aCD3 otras sustancias mitogénicas como IL-2, PMA o
aCD2 la respuesta de las lineas de pacientes sigue siendo mayor que las de controles (Figura 9B),
de forma estadisticamente significativa en las lineas procedentes de pacientes con CU en respuesta
a CD3+IL-2 (167 + 19 cpmx10™ en CU vs 103 + 14 cpmx10~ en controles; p<0.05).

La respuesta de las lineas CD8", al contrario que la de las lineas CD4" es similar o mayor en
lineas de pacientes que en las lineas control (Figura 9C). Al combinar anticuerpos aCD2 con PMA, la
respuesta obtenida en lineas CD8" EC (116 + 10 cpmx10”) es significativamente mayor que en
lineas control (48 + 10 cpmx10'3; p<0.01).

En las lineas HVS CD8" procedentes de mucosa no se observan las diferencias en el
comportamiento proliferativo encontradas entre las lineas de sangre periférica, CD8", de pacientes

con Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa.
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Figura 8.- Respuesta proliferativa en cuentas por minuto (cpm) x10? de lineas T-HVS de mucosa CD4"

procedentes de pacientes con Colitis Ulcerosa e individuos control.
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Figura 9.- Respuesta proliferativa en cuentas por minuto (cpm) x10 de lineas T-HVS de mucosa CD8"

procedentes de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.
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Tabla 16.- Proliferaciéon celular en cmpx10'3 de lineas celulares T-HVS de mucosa procedentes de
pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

A. Lineas CD4"

Control CD4" Cu cD4’

Estimulo HVShrlrltflcosa (n) HVS rzn;;cosa (n)

BASAL 21+ 6 5) 35 +7 4)

IL-2 53 + 13 (5) 52 + 22 4)

PMA 36 + 30 (3) 34 £+ 11 4)

PMA+IL-2 44 + 12 (3) 34 + 18 4)

PMA,, 30 £+ 8 4) 30 £ 4 4)

ION 10 + 4) 23 + 9 4)

PMA,,+ION 20 + 4) 52 + 7** (4)

aCD3 90 + 23 5) 120 + 26 4)

aCD3+IL-2 101 £ 21 (5) 108 + 18 4)

aCD3+PMA 57 + 20 (5) 76 £ 39 4)

aCD3+aCD2 101 £ 16 5) 128 + 31 4)

aCD2 78 + 22 5) 48 (1

o CD2+IL-2 85 + 13 5) 50 + 2 (4)

aCD2+PMA 54 + 18 (5) 48 + 11 4)

B. Lineas CD8"
Control CD8" EC CcD8* Cu cD8"

Estimulo HVS r\l}':;cosa (n) HVS r\rln=l:cosa (n) HVS "l:"l:uzcosa (n)
BASAL 20 £ 4 (15) 28 £+ 9 (3) 28 + 8 (5)
IL-2 64 + 11 (11) 70 + 29 (3) 68 + 12 (5)
PMA 35 + (12) 64 + 10 (3) 48 + 20 (5)
PMA+IL-2 36 + (7) 75 + 32 (3) 45 + 10 4)
PMA,, 29 + 11 (5) 41 (1) 39 + 13 (5)
ION 7+ (6) 28 £+ 4*** (2) 15+ 5 (5)
PMA,,+ION 35 £ (6) 66 + 18 (2) 61 £ 19 (6)
aCD3 100 + 14 (14) 189 + 24 * (3) 182 + 26* (6)
aCD3+IL-2 102 + 14 (13) 149 + 21 (3) 167 + 28* (6)
aCD3+PMA 88 + 16 (13) 139 + 32 (3) 145 + 31 (5)
aCD3+aCD2 138 + 21 (14) 224 + 43 (3) 19 + 35 (5)
aCD2 66 + 14 (13) 116 (1) 92 £+ 75 (3)
aCD2+IL-2 85 + 16 (13) 108 + 74 (3) 137 + 35 (3)
aCD2+PMA 48 + 10 (11) 116 + 10 ** (3) 119 + 43* (3)

X+SEM. (N) niumero de lineas. (n) numero de experimentos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 respecto a control.
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2.2.3.- Estudios de movilizacion de calcio

Las lineas HVS CD4" de mucosa analizadas, lineas control y procedentes de pacientes con
CU, se comportan de manera similar en cuanto a movilizacién de calcio tras la estimulacion via CD3
(Figura 10). No existen diferencias entre la cantidad de calcio en el citoplasma en condiciones
basales ni tras estimulacion con aCD3, aCD3+crosslinker o con lonomicina (liberacion total de calcio
al citoplasma) entre lineas control y lineas de pacientes con CU.

Las lineas HVS CD8" de mucosa de pacientes alcanzan un nivel de calcio en el citoplasma
tras la estimulacion con aCD3+crosslinker similares a la linea control (MFI 24+3 en CU, 25 en EC y
21 en control). Sin embargo, los niveles basales de calcio son superiores en las lineas de pacientes
con CU (MFI 28+2) y con EC (MFI 17) que en la linea control (MFI 5). Por el contrario, el nivel
maximo de calcio, conseguido al estimular con lonomicina, es menor en lineas de pacientes con CU
(MFI 46£2) y EC (MFI 48) que en el control (MFI 65). De esta forma el ratio entre el calcio existente
en el citoplasma tras estimulacién y el nivel basal es mucho menor en las lineas de pacientes que

en la linea control (Figura 11).

Figura 10.- Movilizacién de calcio en lineas T-HVS de mucosa CD4" procedentes de pacientes con

Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.
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A. Cantidad de calcio en el citoplasma celular segun la intensidad de fluorescencia media (MFI). B. Ratio entre
la cantidad de calcio tras los distintos estimulos y la cantidad basal. N= ndmero de lineas. n= nimero de

experimentos. CL crosslinker.
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Figura 11.- Movilizacién de calcio en lineas T-HVS de mucosa CD8" procedentes pacientes con

Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.
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3.- Células dendriticas

Este trabajo recoge un estudio sobre la localizacién de las distintas subpoblaciones de células
dendriticas (DC) en diferentes lugares del tracto intestinal: placas de Peyer, mucosa de ileon y
mucosa de colon, tanto en individuos control como en pacientes con Enfermedad Inflamatoria

Intestinal.

3.1.- Células dendriticas en distintas localizaciones del tracto intestinal

El analisis, mediante citometria de flujo, de las células extraidas de tejido intestinal permite
identificar las células dendriticas como aquellas que expresan en superficie altos niveles de HLA-DR,
pero son negativas para la expresion de los marcadores especificos de otros linajes celulares, como
CD3, CD14, CD16, CD19 y CD34.

Dentro de las células que relnen estas caracteristicas (HLA-DR”, linaje”), se pueden distinguir
distintas subpoblaciones de células dendriticas: las células dendriticas “mieloides”, CD11c+, y
células dendriticas “plasmacitoides”, BDCA-2" y CD123", pero CD11c™. Dentro de la poblaciéon de
estudio (HLA-DR’ linaje”) existe otra subpoblacidon celular menos estudiada que consiste en las
células CD11c BDCA-2~ CD123™ (Figura 12).

El porcentaje de células dendriticas totales en distintas localizaciones intestinales se
representa en la Tabla 17. El estudio incluye placas de Peyer procedentes de controles, pacientes
con EC y pacientes con CU seguidos en el Servicio de Gastroenterologia Pediatrica de los hospitales
Southampton General Hospital (SGH) de Southampton y Royal Free Hospital de Londres. Las
muestras de mucosa de ileon proceden de pacientes de los servicios de Gastroenterologia
Pediatrica anteriores y del Servicio de Gastroenterologia del SGH. La mucosa de colon se obtuvo de
pacientes seguidos en el Servicio de Gastroenterologia del SGH.

En individuos control el porcentaje de células dendriticas en placas de Peyer (2.4 £ 2.2%) es
mayor que en la mucosa (lamina propria) de ileon (0.7 + 0.5%) y colon (0.3 £ 0.2%), aunque la
diferencia no es estadisticamente significativa.

Dentro de cada tejido, el porcentaje de cada una de las subpoblaciones es distinta (Figura 13)
(Tabla 17). En placas de Peyer hay menor porcentaje de células dendriticas mieloides que en
mucosa de ileon y de colon (17 £ 7%, 65 £ 11% y 64 + 10% respectivamente; p<0.05 respecto a EC
y p<0.01 respecto a CU), mientras que el porcentaje de células dendriticas plasmacitoides es similar
en los tres tipos de tejidos estudiados. Las células dendriticas dobles negativas son mas abundantes

en placas de Peyer que en mucosa de ileon y de colon.
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Figura 12.- Analisis de células dendriticas en citdmetro de flujo.

A. Determinacién del porcentaje de células dendriticas totales (HLA-DR" lin") dentro de la ventana R1 escogida

segun las caracteristicas de tamafio (FSC) y complejidad (SSC) celular. Porcentaje de células dendritcas

mieloides (CD11c") y plasmacitoides (CD123" o BDCA-2") dentro de la ventana R2, correspondiente a células

dendriticas totales.
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B. Las células dendriticas CD11c" son CD123™ y BDCA-2" y viceversa.
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C.Las células dendriticas mieloides (azul) expresan mas HLA-DR que las plasmacitoides (magenta).
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Tabla 17.- Porcentaje de las distintas subpoblaciones de células dendriticas dentro de la

poblacién HLA-DR® linaje™, y porcentaje de células dendriticas totales en distintas localizaciones.

% en HLA-DR* Lin~ |Placas de Peyer (N) Muic::cs,z de  (n) Mu:;zar\‘de (n)

CcD11c¢’ 17 + 7 (4) 65 + 1% (5) 64 + 10 ** (5)
CD123" +5 4) + 1 (5) + 2 (5)
BDCA-2* +5 (4) + 1 (5) + 1 (5)
CD11¢c CD123 75 + 12 (4) 31+ 10% (5) 29 + 10* (5)
CD11c BDCA-2~ 76 + 12 (4) 31 + 10% (5) 30 + 10% (5)
% de DC totales 24 + 2.2 (4) 0.7 £ 05 (5) 0.3 £ 0.2 (5)

X + SEM. (n) numero de experimentos. * p<0.05 respecto a controles. ** p<0.01 respecto a controles.

La distribucion de las células dendriticas mieloides y plasmacitoides en las placas de Peyer del
intestino humano se ha estudiado mediante técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.
La mayoria de las células dendriticas mieloides, CD11c", se encuentran en la regién subepitelial de
las placas de Peyer, algunas en el centro germinal y en las zonas interfoliculares (Figura 11A, B),
mientras que las células dendriticas plasmacitoides, BDCA-2", son mucho mas escasas y se

encuentran en las regiones interfoliculares ricas en células T (Figura 11C, D).

Figura 14.- Localizacion de las distintas subpoblaciones de células dendriticas en placas de Peyer
humanas.
A.

A. Inmunofluorescencia de la regién del domo subepitelial de una placa de Peyer con anticuerpo a.CD11c verde y
aCD68 rojo. Las células marcadas en verde son células dendriticas mieloides, CD11c’, CD68". Las células

marcadas en amarillo son macroéfagos, células positivas tanto para CD11c como para el marcador citoplasmico
CDAR] 84
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B. Inmunofluorescencia de un centro germinal y parte de zona interfolicular de una placa de Peyer con los

mismos anticuerpos. C. Inmunofluorescencia de la region interfolicular de una placa de Peyer. En verde se

ha utilizado un anticuerpo aCD3 y en rojo el anticuerpo especifico de células dendriticas plasmacitoides

BDCA-2.

D. Corte de inmunohistoquimica de parte de un centro germinal y la zona interfolicular de una placa de

Peyer. En rojo se observan las células BDCA-2".
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3.2.- Células dendriticas en el tracto intestinal de pacientes con Ell

3.2.1.- Células dendriticas en placas de Peyer de pacientes con Ell

El porcentaje de células dendriticas totales en placas de Peyer parece ser menor en pacientes
con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EC 0.9 + 0.02%, CU 0.4%) que en controles (2.4 + 2.2%)
aunque la diferencia no es estadisticamente significativa (Tabla 14).

En las placas de Peyer de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal se observa un
aumento del porcentaje de células dendriticas mieloides, CD11c”, respecto a controles (17%+7),
tanto en pacientes con EC (27 £ 11%) como con CU (54%) (Tabla 18). El porcentaje de células
dendriticas plasmacitoides en este caso aumenta en pacientes con EC (CD123" 14 + 8%, BDCA-2"
12 + 4%) y CU (CD123" 18%, BDCA-2" 19%) frente a controles (CD123" 7 + 5%, BDCA-2" 6 + 5%).
Las células dendriticas dobles negativas se encuentran en un menor porcentaje en placas de Peyer
de pacientes con CU (CD11°CD123™ 26%, CD11¢c BDCA-2" 26%) y EC (CD11°CD123™ 59 + 20%,
CD11c BDCA-2" 61 £ 16%) que en controles (CD11°CD123™ 75 + 12%, CD11c BDCA-2" 76 + 12%),

si bien estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Tabla 18.- Porcentaje de las distintas subpoblaciones de células dendriticas dentro de la poblacion
HLA-DR® linaje”, y porcentaje de células dendriticas totales en placas de Peyer de pacientes con

Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

% en HLA-DR" Lin~ Control (n) EC (n) cu (n)

cb11c 17 + 7 (4) 27 + 11 2) 54 (1)
CD123" 7+5 (4) 14 + (2) 18 (1)
BDCA-2" 6 +£5 (4) 12 + (2) 19 (1)
CD11¢™CD123" 75 + 12 (4) 50 + 20 (2) 26 (1)
CD11c’BDCA-2" 76 + 12 (4) 61 +16 (2 26 (1)
% de DC totales 24 + 22 (4) 09 + 0.02 (2) 0.4 (1)

X + SEM. (n) nUmero de experimentos.
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3.2.2.- Células dendriticas en mucosa de colon de pacientes con Ell

El porcentaje de células dendriticas en células aisladas de lamina propria de colon es mayor
en pacientes de Enfermedad de Crohn (4.4 + 5%) y Colitis Ulcerosa (1.1 = 0.7%) que en controles
(0.3 +£0.2%) (Tabla 19).

Dentro de las células dendriticas (HLA-DR’ linaje”), al contrario de lo que ocurre en la mucosa
de colon, el porcentaje de DC mieloides, CD11¢”, es mayor en controles (64%+10) que en DC de
lamina propria de pacientes con EC (34 + 23%) y con CU (24 + 12%; p<0.05 respecto a controles).
No existen diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de DC plasmacitoides en la
mucosa control (CD123" 8 + 2%, BDCA-2" 6 + 1%) y mucosa de pacientes con EC (CD123" 2 + 2%,
BDCA-2" 2 + 2%) y CU (CD123" 7 + 3%, BDCA-2" 4 + 4%). El porcentaje de DC dobles negativas,
consecuentemente, es mayor en la mucosa de pacientes con EC (CD11¢c'CD123™ 64 + 25%, CD11¢c”
BDCA-2" 64 + 25%) y CU (CD11¢CD123™ 69 + 12%, CD11¢'BDCA-2" 72 + 11%) que en controles
(CD11cCD123™ 29 + 10%, CD11c BDCA-2~ 30 + 10%; p<0.05 respecto a CU) (Tabla 19), a la

inversa que en placas de Peyer.

Tabla 19.- Porcentaje de las distintas subpoblaciones de células dendriticas dentro de la
poblacién HLA-DR" linaje”, y porcentaje de células dendriticas totales en mucosa de colon de

pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control.

% en HLA-DR" Lin~ Control (n) EC (n) cu (n)

cpi1ct 64 + 10 (5) 34 + 23 (2) 24 + 12*  (4)
CD123" + 2 (5) + (2) +3 (4)
BDCA-2* + 1 (5) + 2) + 4 (4)
CD11¢CD123" 29 + 10 (5) 64 + 25 (2) 69 + 12* (4)
CD11c'BDCA-2" 30 + 10 (5) 64 + 25 ) 72+ 11*  (4)
% de DC totales 0.3 £ 0.2 (5) 44 + 59 (2) 11+ 07 (4)

X £ SEM. (n) numero de experimentos. * p<0.05 respecto a controles.
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Discusion

1.- Las diferencias fenotipicas encontradas en las células
mononucleares en fresco entre pacientes con Ell e individuos
control son distintas en sangre periférica y en mucosa

Las células mononucleares procedentes de individuos sanos y de pacientes con Ell muestran
caracteristicas distintas segun provengan de sangre periférica o de lamina propria, dado que se trata
de células de dos compartimentos distintos y la proporcion de cada subtipo celular dentro del total de
leucocitos, asi como sus caracteristicas fenotipicas, es diferente en ambos. Por ejemplo, en lamina
propria, la mayor parte de linfocitos T son CD4" y la mayoria expresa el marcador CD45RO
(MacDonald y Spencer 1994, Harvey et al 1989), mientras que en sangre periférica los niveles
normales de linfocitos T cooperadores no suelen sobrepasar el 65%, y la mayor parte presenta el
fenotipo CD45RA". No es de extrafiar, por tanto, que las diferencias encontradas en sangre periférica
entre pacientes de Ell e individuos control no se reflejen en células procedentes de mucosa.

Los linfocitos T de los tejidos, activados por antigeno, recirculan a través del sistema linfatico y
vasos sanguineos principalmente de vuelta al érgano donde fueron activados por primera vez
cuando eran células virgenes. De manera que un comportamiento anormal de los linfocitos T de
sangre periférica en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal puede estar implicada en la generacion de
una respuesta inmunolégica alterada en la pared intestinal (Pérez-Machado et al 1999). Aunque los
leucocitos circulantes pueden no reflejar el compartimento intestinal, si podrian transportar mensajes
o tener un papel activo también en la respuesta sistémica y extraintestinal en la Ell (Bernstein et al
1997). Ademas, todavia no esta claro si la inflamacion intestinal en la Ell implica a células T
expandidas localmente, el reclutamiento de células T que migran desde la sangre a la mucosa, o
ambos. (Meresee et al 2001). Hasta ahora varios autores habian estudiado el fenotipo de los
linfocitos en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal, si bien se han descrito datos distintos y
contradictorios tanto en el compartimento sistémico como intestinal.

Al analizar el fenotipo de superficie de CMSP sin infectar, no se encuentran diferencias
importantes en la expresion de la mayoria de los marcadores estudiados entre los pacientes con EC
y CU y controles. La proporcidon de células de cada uno de los linajes principales de leucocitos
(leucocitos totales, monocitos, células NK, linfocitos B, linfocitos T) y de linfocitos T (T cooperadores,
T citotéxicos, TcRaf" o TcRyd") presentes en sangre periférica de pacientes con Ell y de controles,
es similar. Unicamente se encuentran diferencias en la expresion de CD45RA y CD28 (Tablas 6 y 8).
El porcentaje de células CD45RA" es significativamente menor en CU que en individuos control. De
forma concordante, se observa un aumento en el porcentaje de células CD45R0O", no significativo
probablemente debido al bajo numero de pacientes analizados.

La disminuciéon en CD45RA, y el aumento en CD45R0O, en CMSP de pacientes con CU, puede
reflejar un estado de activacién de las células en los pacientes con Ell, y concuerda con datos

previamente publicados (Suzuki et al 2000, Meenan et al 1997).

89



Discusion

Por otra parte hemos encontrado una disminuciéon del porcentaje de células que expresan
CD28 (Tabla 8), también descrito previamente en la literatura (Hildebrandt et al 2001). CD28 es una
molécula coestimuladora requerida para la activacion de las células T. La disminuciéon encontrada
puede implicar una inadecuada capacidad funcional de las células T de pacientes. En sangre
periférica de pacientes con Esclerosis Multiple, otra patologia en la que se ha implicado una
disfuncion del Sistema Inmunoldgico como mecanismo etiopatogénico subyacente, se ha descrito un
nivel significativamente disminuido de precursores de células T supresoras (CD28°CD8"), junto con
un aumento significativo de células T virgenes (CD45RA") (Crucian et al 1995). Por otra parte,
también durante el proceso de envejecimiento se ha descrito un descenso en la expresién de CD28
(Warrington et al 2003) y la expansion de células T CD45RO'CD8” (Ginaldi et al 2001).

EL porcentaje de expresion de otros marcadores indicadores de activacién celular, como
CD25, CD26, CD80, CD86 o HLA-DR, no presenta diferencias entre pacientes y controles.

El estudio fenotipico de los linfocitos extraidos de mucosa inflamada de los pacientes con
Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa, y de mucosa sana, revela algunas diferencias entre los tres
grupos estudiados, y respecto a las células de sangre periférica.

En la lamina propria, la mayor parte de los linfocitos T pertenecen al linaje CD4. Sin embargo,
el porcentaje de linfocitos T CD4" esta disminuido en pacientes con Ell, siendo significativa la
diferencia entre EC y controles (Tabla 12). Consecuentemente, el porcentaje de linfocitos T CD8" es
mayor en pacientes con CU y EC que en individuos control, a pesar de no ser una diferencia
significativa. Esto indicaria que se produce un mayor reclutamiento de linfocitos T de linaje CD8 a la
lamina propria de pacientes con Ell, o bien que existe una mayor expansion de esta poblacién en el
tejido. En la literatura se encuentran datos controvertidos respecto a las diferencias entre la
proporcion de las distintas subpoblaciones de células T en pacientes con Ell (Cagigas et al 1987, Ina
et al 1999, Kugathasan et al 1998, Selby et al 1984).

El analisis de la expresion de otras moléculas de superficie aporta mas informacion sobre el
estado de activacion de los linfocitos T de la mucosa de los pacientes. No se han encontrado
diferencias significativas en el porcentaje de células CD45RA" ni CD45R0O", en linfocitos T totales ni
en ninguna de las subpoblaciones, T cooperadores o T citotdxicos (Tabla 12). Sin embargo, en los
leucocitos totales, al contrario de lo que se observa en sangre periférica, hay un mayor porcentaje de
células CD45RA" en mucosa de pacientes con EC y CU que en mucosa control, siendo significativo
el aumento en CU (Tabla 11B). Dado que esta diferencia en la expresién de CD45RA en la mucosa
de pacientes con CU y controles no se debe a los linfocitos T, la causa del aumento en CD45RA
deben ser las células B, CD19", que también se encuentran aumentadas en mucosa de pacientes
con CU. Segun estos resultados, la mayor proporcién de células B que infiltra la mucosa de
pacientes con Colitis Ulcerosa presenta un fenotipo virgen. En sangre periférica, el porcentaje de
células CD19" no es superior en pacientes con CU, por lo que las caracteristicas de los linfocitos B
no son responsables de alteraciones fenotipicas en las CMSP totales. Posiblemente, la menor

expresion de CD45RA en CMSP de pacientes, se deba a un mayor porcentaje de linfocitos T
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CD45R0O", aunque no poseemos la informacion necesaria para afirmarlo, dado que no conocemos la
expresion conjunta de los marcadores CD45RA y CD45R0O con CD3 o CD19.

Otra discrepancia de las células T de mucosa respecto a CMSP se encuentra en la expresion
de la molécula coestimuladora CD28. En la mucosa, el porcentaje de células T totales CD28" es
similar en pacientes con Ell y en controles (Tabla 14). La distribucion de este marcador varia en las
poblaciones CD4" y CD8". La mayor parte de las células CD4" son CD28", y apenas existen células
CD28°CD4". En EC, el menor porcentaje de células CD4'CD28" se debe al menor porcentaje de
linfocitos T CD4" existente en la mucosa de pacientes. En cuanto a la poblaciéon CD8", el porcentaje
de células CD28'CD8" se encuentra aumentado significativamente en linfocitos T de mucosa de
pacientes de EC y CU frente a controles. Por el contrario, en sangre periférica, como se ha
comentado anteriormente, el porcentaje de células CD28"CD8" es menor en pacientes con CU que
en individuos sanos (Tabla 8). Es necesario tener en cuenta que en la mucosa de pacientes existe un
mayor porcentaje de linfocitos T CD8" que en la mucosa control, mientras que estas diferencias no
se encuentran en CMSP. En pacientes con CU, este aumento corresponde a células CD28", lo que
hace que haya una expresion significativamente mayor en estos pacientes.

Meresse y cols. encuentran un aumento de células CD28°CD8" en mucosa inflamada de
pacientes con EC respecto a la mucosa no afectada, tanto en el compartimento de linfocitos
intraepiteliales como en la lamina propria, mientras que en el intestino sano, la mayor parte de los
LIEs CD8" son CD28", por lo que la expresién de esta molécula seria consecuencia de las
condiciones de inflamacioén. Este trabajo recoge una comparacion de las longitudes teloméricas y del
repertorio de TcR VP entre la mucosa inflamada y la no inflamada, y concluye que la mayor
proporcion de LIEs CD28°CD8" en la mucosa inflamada se debe, probablemente, mas al
reclutamiento de linfocitos de la periferia que a la adquisicion de la molécula debido a la inflamacion
(Meresse et al 2001).

Respecto a la expresion CD25 en los linfocitos T de mucosa, en pacientes con Enfermedad de
Crohn existe un porcentaje de células CD3'CD25" mucho menor que en pacientes con CU vy
significativamente menor que en controles (Tabla 13). La disminucién en el porcentaje de expresion
de CD25 en linfocitos T de mucosa de EC, afecta tanto a las células CD25°CD4" como a las
CD25'CD8" y, por el contrario, las células CD25"CD8" se encuentran aumentadas significativamente
respecto a controles. Asi pues, el aumento en células CD8" en linfocitos T de pacientes con EC
corresponde a células no activadas, en relacion a la expresion de CD25.

En pacientes con Colitis Ulcerosa hay una disminuciéon no significativa en el porcentaje de
linfocitos T totales CD25", y existe gran variabilidad en la expresion de este marcador. No se observa
disminucién de células CD25'CD8", aunque si de células CD25°CD4" o CD25'CD8” respecto a
controles. En estos pacientes hay mayor porcentaje de células CD25"CD8" que en controles, por lo
que el aumento en el porcentaje de linfocitos T CD8" en Colitis Ulcerosa se debe también a células
CD25".
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Las células CD25"CD4", representan una poblacién de células T supresoras que previenen la
induccion de enfermedades autoinmunes organoespecificas (Thornton y Shevach 2000). El
porcentaje de estas células esta reducido en mucosa de pacientes con EC y CU, lo que concuerda
con que en estos pacientes exista una excesiva reactividad de las células T que lleve al desarrollo de
la patologia. Las células CD25'CD4" ofrecen una posibilidad de aplicacion clinica, en el modelo de
induccion de colitis en ratén mediante la transfeccion de células T CD4"'CD45RB™" (Mottet et al
2003), ya que se consigue revertir la inflamacion establecida, llevando a la curacion de colitis.

La molécula HLA-DR no presenta diferencias significativas de expresion entre linfocitos T de
mucosa de pacientes y controles, aunque en EC el porcentaje de células T HLA-DR" es menor que
en controles y pacientes con CU (Tabla 13). La menor expresion de HLA-DR se da tanto en células
HLA-DR'CD4" como en células HLA-DR'CD8". En este caso, también se observa un aumento de las
células HLA-DR™CDS8" en la mucosa de pacientes respecto a controles, tanto en CU como en EC y
este porcentaje es significativamente mayor en pacientes con EC que en el caso de CU.

Al igual que en CMSP, en linfocitos T de lamina propria, la molécula CD80 (B7.1) apenas esta
presente. Sin embargo en individuos con Colitis Ulcerosa, la expresion de esta molécula en mucosa
es mayor que en controles y pacientes con EC (Tabla 14), lo que podria indicar que las células de
estos pacientes se encuentran en mayor estado de activacion. Dentro de las subpoblaciones CD4" y
CD8" no se aprecian diferencias significativas. La expresion de CD80, en células CD4" o CD8™, es
similar en controles y pacientes de EC y CU, por lo que la diferencia se encontraria en las células
CD80'CD8", que es superior en pacientes con CU. La mayor parte de las células CD8", aumentadas
en pacientes con EC y CU, corresponden a células CD80".

El porcentaje de expresion de CD86 (B7.2) es muy variable en las muestras de mucosa control
analizadas (Tabla 14). Debido a esto, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas
frente a pacientes, aunque se aprecia una ligera disminucién en el porcentaje de células T CD86" en
pacientes con CU, disminucion mucho mas acusada en pacientes con EC. Dentro de las células
CD8™ (CD4"), la disminucion en el porcentaje de células CD86" se mantiene en EC respecto a
controles de forma no significativa, pero no frente a CU. En las células CD8", la expresion de CD86
es menor en EC que en controles, y menor que en CU. El porcentaje de células CD86°CD8™ es
menor en pacientes de EC y de CU respecto a controles, mientras que el porcentaje de linfocitosT
CD86°CD8" disminuye en EC, pero no en CU. Respecto a la expresion de CD86, el mayor porcentaje
de células CD8 observado en la mucosa de pacientes con Ell corresponderia a células no activadas.

En conjunto, estos datos indican que el exceso de linfocitos T CD8" encontrado en la mucosa
de pacientes con EC y CU, corresponde a células no activadas, que no expresan en superficie los
marcadores de activacién CD25 y HLA-DR o moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. En todos los
casos, el porcentaje de células T CD8" negativas para la molécula de activacién en cuestion, es
mayor en pacientes con Ell que en controles, muchas veces de forma estadisticamente significativa.

En el caso de la molécula coestimuladora CD28, los linfocitos T CD8" aumentados en la mucosa de
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pacientes con CU son CD28", mientras que en EC, aumentan tanto las células CD8'CD28" como las
CD8'CD28".

El porcentaje de células que expresan la integrina CD103 (agfB7), caracteristica de linfocitos
intraepiteliales, en lamina propria de pacientes con Ell es similar al de lamina propria control. No se
encuentran diferencias significativas en el porcentaje de células CD103°CD4" ni CD103"CD8" entre
pacientes de EC, CU y controles. Por lo tanto, segun estos resultados, no existiria mayor porcentaje
de linfocitos T en la lamina propria de pacientes con Ell con posibilidad de alcanzar el epitelio que en
la mucosa normal. Sin embargo, el nimero de células si podria ser mayor, ya que en este caso se
analiza la proporcién dentro de los linfocitos T totales. Tampoco se han encontrado diferencias
respecto a individuos sanos en el porcentaje de células que expresan esta integrina en sangre
periférica de pacientes, por lo que con estos resultados no podemos concluir que en Enfermedad

Inflamatoria Intestinal se produzca mayor recirculacion de células de la mucosa a la sangre.

93



Discusion

2.- Caracteristicas fenotipicas de las lineas T-HVS procedentes de
sangre periférica y de mucosa en pacientes con Ell

La transformacién de células T con el Herpesvirus saimiri ha permitido la obtencién de lineas
celulares estables de pacientes con EC, CU y controles, tanto de sangre periférica como de mucosa.
Estas lineas permiten llevar a cabo estudios mas amplios, de fenotipo de superficie y ensayos
funcionales de proliferacion celular y movilizacién de calcio, imposibles de realizar con las células
obtenidas a partir de 10 ml de sangre vy, principalmente, a partir de muestras de tejido de pequeno
tamafio, como las biopsias. Ademas, las lineas obtenidas son una fuente practicamente inagotable
de células con las que realizar otros estudios funcionales, genéticos o bioquimicos, que pueden
llevar a un mayor entendimiento del papel de estas células en la etiopatogenia de la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal, evitando el problema de la dificil obtencién de muestras tisulares en pacientes
y controles, o la continua extraccion de sangre a los pacientes, asi como del escaso niumero de
células obtenido de cada biopsia.

Al comparar las lineas T HVS de sangre periférica procedentes de pacientes con Ell con lineas
procedentes de individuos sanos no se encuentran diferencias significativas en la expresion de
ninguno de los marcadores estudiados. Esto puede ser debido a que la infeccion por HVS
homogenice el fenotipo de las lineas al activarlas, todas las lineas T-HVS obtenidas a partir de
CMSP muestran un fenotipo de células CD8 activadas, o bien el virus puede haber seleccionado
poblaciones similares en enfermos y controles. Sin embargo esto no parece probable al observar los
resultados referentes al estudio de proliferacion celular de las lineas.

Las lineas T HVS obtenidas a partir de mucosa presentan fenotipo CD4" en unos casos, y
CD8" en otros, mientras que las lineas procedentes de linfocitos T de sangre periférica pertenecian al
fenotipo CD8" en su totalidad. Posiblemente, el hecho de que el fenotipo predominante de los
linfocitos T de lamina propria sea CD4", favorece que sean estas células las infectadas por el virus,
mientras que en sangre periférica el fenotipo con mayor predisposicion a la transformacién por HVS
es el CD8, tanto en pacientes como en controles. Tanto las lineas de mucosa CD4" como las CD8",
presentan un fenotipo de células activadas, al igual que las lineas de sangre periférica, aunque la
expresion de algunos marcadores las diferencia de las lineas procedentes de CMSP y entre si.

Una de las diferencias de las lineas de mucosa, tanto CD4" como CD8", con las lineas T HVS
de sangre periférica, es que el porcentaje de células CD56" en las lineas de sangre periférica es mas
alto que en las lineas de mucosa, independientemente de que procedan pacientes con EC, con CU o
de controles (Tablas 9y 15).

La expresiéon de CD25 en lineas CD4" es mayor que en las lineas CD8", tanto en controles
como en lineas de pacientes con CU (Tabla 15). La linea de EC, CD8", expresa niveles de CD25
similares al resto de lineas CD8". En lineas de sangre periférica (Tabla 9), de fenotipo CD8", el
porcentaje de expresion de CD25 es comparable al de las lineas CD8" de mucosa. Esta diferencia

entre células CD4" y CD8" refleja el fenotipo de los linfocitos T sin infectar, ya que la mayor parte de
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las células CD25" son CD4", tanto en linfocitos de mucosa (Tabla 13) como en linfocitos de sangre
periférica (Tabla 7). Por tanto, las lineas HVS, aumentan la expresion de CD25 pero mantienen las
diferencias entre células CD4" y CD8" en fresco. En las lineas CD4", el porcentaje de células CD25"
es inferior en las lineas de CU que en la linea control. Esto mismo ocurria en las células CD25'CD4"
o CD25"CD8 sin infectar.

El porcentaje de células CD80", tan escaso en linfocitos T de mucosa sin infectar, aumenta en
las lineas HVS. La expresion de esta molécula coestimuladora es muy variable tanto en las lineas
CD4" como CD8" de pacientes y controles. No se mantiene la diferencia en el porcentaje de células
CD80" que se observaba en los linfocitos CD3" de mucosa sin infectar (Tabla 14), aunque el mayor
porcentaje de CD80" en CU no se observaba tampoco en cada uno de los linajes, CD4" o CD8" por
separado. En la expresion de esta molécula se aprecia el efecto activador del virus HVS sobre el
fenotipo de las células infectadas.

El trabajo de Ina y cols., con células T de mucosa de pacientes con Ell cultivadas durante
varias semanas en presencia de IL-2, describe una menor expresion de los marcadores CD80 y
CD28 en células procedentes de pacientes con CU respecto a controles, asociado a un menor
crecimiento de las lineas de pacientes (Ina et al 1999). En nuestro modelo, el virus reduce en todas
las lineas la expresion de la molécula CD28, y aumenta la de CD80. Sin embargo, los resultados de
Ina y cols. tampoco corresponden a lo encontrado en las células de lamina propria en fresco, donde
no se observan cambios en la expresion de CD28 en linfocitos T totales, y si un mayor porcentaje de
células T CD80" en CU respecto a controles. Consecuentemente, en nuestro estudio, no se observa
un menor crecimiento de las lineas procedentes de mucosa de pacientes con CU respecto a las
lineas control.

La molécula CD86 diferencia también las lineas de los dos linajes diferentes. El porcentaje de
células CD86" en las lineas CD4" es mayor que en lineas CD8" existiendo gran variabilidad en el
porcentaje de expresién de B7.2 en estas ultimas. A pesar de las diferencias entre las lineas de
distinto fenotipo, en ambos tipos se observa un aumento significativo del porcentaje de células CD86"
en lineas de pacientes con CU respecto a controles. Este aumento no se observaba en las células en
fresco. Una explicacion posible a esta discrepancia seria que en las células recién extraidas
estuviese influyendo algun factor externo, que no se encuentra en los cultivos de células T
infectadas, tras los meses de crecimiento transcurridos hasta la realizacion de los experimentos.

Debido a que la transformacién con el Herpesvirus saimiri tiende a homogeneizar el fenotipo de
las lineas obtenidas, y a que induce la expresién en superficie de moléculas propias de estados de
activacion, las lineas T-HVS no se pueden considerar un modelo apropiado para realizar estudios
fenotipicos en linfocitos de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Sin embargo en otros
estudios realizados con pacientes de cancer gastrico las lineas han mantenido diferencias

fenotipicas importantes existentes en células T no transformadas (Valeri et al 2003).

El estudio fenotipico de las lineas HVS aporta informacion sobre los efectos del virus en las

células transformadas. Toda la informaciéon posible acerca del modelo de estudio es util ya que
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permite conocer sus beneficios y limitaciones, y determinar en qué casos puede ser de utilidad y en
cuales no. A pesar de las modificaciones que pueda introducir el virus HVS en las células que
transforma, el hecho de que las células de pacientes se comporten de forma distinta a las células
control, indica que existe alguna alteracién en la célula del paciente que la diferencia de las células
normales y hace que reaccione de manera distinta ante cualquier estimulo, probablemente
influyendo asi en el desarrollo de la patologia. Las diferencias entre linfocitos T de pacientes con Ell
y controles se reflejan de forma mas acusada en los experimentos de proliferacion celular, tanto en
células procedentes de sangre periférica como de mucosa.
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3.- Las diferencias funcionales entre las lineas T-HVS de pacientes
con Ell e individuos sanos son distintas en sangre periférica y en
mucosa

Estudios de proliferacion celular de CMSP en fresco
Tras la estimulacion con mitdgenos, las células mononucleares de sangre periférica en fresco

de donantes sanos y de pacientes proliferaron de manera similar, con escasas diferencias. Los
pacientes con Colitis Ulcerosa rindieron siempre respuestas mayores que los controles, mientras que
los pacientes de Enfermedad de Crohn alcanzaron respuestas menores, que fueron
significativamente menores que en controles tras la estimulacion con PHA+PMA. (Figura 3C). En
este caso, las células de pacientes con CU y los controles proliferaron de manera similar y las células
procedentes de pacientes con EC de forma claramente menor. Esta diferencia podria reflejar una
caracteristica distintiva de las células de EC, aunque se requiere aumentar el nimero de pacientes
analizados para soportar esa afirmacion.

El hecho de que las células de los individuos control respondan de forma similar a las células
de pacientes podria ir en contra de los datos fenotipicos anteriores, que muestran un estado de
activacion celular en los pacientes. Sin embargo una posible explicaciéon es que las células activadas
son mas dificiles de estimular que las células en reposo, o que estas células son las mas propensas
a entrar en apoptosis tras la estimulacién, maxima en el caso de los estimulos mas potentes como
PMA+ION, CD28+PMA+ION, PHA+PMA, PHA+aCD2, aCD3+PMA, aCD2+PMA. (Figura 3). Datos
previamente publicados afirman que la respuesta proliferativa defectuosa encontrada en pacientes
con CU no se debe a apoptosis (Pérez-Machado et al 1999). Alternativamente, el tratamiento médico
a que estan sometidos estos pacientes podria alterar la capacidad de proliferar de estas células e
igualar la respuesta de las células de pacientes con la de controles (Elitsur et a/ 1990, Nielsen et al
2001, Stevens et al 1995).

Estudios de proliferacion celular en lineas T-HVS de sangre periférica

Las lineas T HVS siempre alcanzan mayores respuestas proliferativas que las CMSP en fresco
(ver proliferacion basal, Figura 4A). Ademas, y al contrario de lo encontrado en CMSP, las lineas de
pacientes con EC responden mas vigorosamente a los estimulos mitogénicos, tanto de membrana
como citoplasmicos. Sorprendentemente, las lineas de pacientes con CU se parecen mas a las
lineas control que a las lineas de EC.

La estimulacion mediada por CD3, bien con anticuerpo a.CD3 sélo o en combinacion con IL-2,
PHA o anticuerpos aCD28, da lugar a respuestas significativamente mayores en los pacientes con
EC (Figura 4C). Esta respuesta aumentada se observa también cuando las lineas se estimulan con
IL-2, también un estimulo de membrana, individualmente.

La estimulacion del receptor de la célula T (TcR) dispara vias de transduccién de sefales que

regulan la activacion de los linfocitos T. Este proceso depende de la actividad de proteinas tirosina
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quinasa, que inducen la fosforilacion de otras proteinas. Las PTKs que median en este proceso
incluyen los miembros de la familia Src, Ick y fyn, y los miembros de la familia Syk, ZAP70 y syk
(Weiss y Littman 1994). La transformacién con HVS activa la quinasa Ick mediante la union de la
proteina Tip del virus (Isakov y Biesinger 2000). Este hecho, sin embargo, puede explicar que las
células T transformadas, independientemente del estado clinico del donante, proliferen mas que las
CMSP sin infectar, pero no explica la razén de una respuesta significativamente mas activa en las
lineas procedentes de pacientes con EC que en lineas control y de pacientes con CU.

Los estimulos mediados por CD3 o IL-2 comparten la quinasa Ick en su ruta de activacién. Esta
podria ser la causa de que, tras la transformacion, la Ick alcance un estado de activaciéon que haga
que las células respondan en mayor medida. Aun asi, las lineas HVS de EC responden mas que las
controles o CU, lo que indica que la mayor respuesta proliferativa en estos pacientes no se debe al
proceso de transformacion con el virus.

Cuando se consideran los estimulos transmembrana, se encuentra también una respuesta
proliferativa mayor en lineas procedentes de sangre periférica de pacientes con EC. La estimulacion
con PMA sola o unida a anticuerpos aCD3 o aCD2, da lugar a mayor respuesta proliferativa en
pacientes que en individuos. La PMA es un analogo del diacilglicerol que se une y activa a la proteina
quinasa C y esto resulta aumentado en células de pacientes con EC.

En las lineas HVS de sangre periférica, los datos obtenidos indican que las células de
pacientes con EC son hiperreactivas, comparadas con células control y CU. Esta podria ser también
la situacién in vivo. De hecho, algunos datos clinicos y experimentales revelan claras diferencias
entre EC y CU. La EC es una patologia donde predomina una respuesta Th1, mientras que la CU
estd mas cerca, aunque no totalmente, a una enfermedad mediada por respuestas Th2. En la
primera, el uso de anticuerpos monoclonales frente a TNFa (infliximab) ejerce beneficios
terapéuticos, mientras que esto no ocurre en la CU. Consistente con nuestros resultados, Agnholt y
Kaltoft informaron que lineas celulares obtenidas de pacientes con EC mediante estimulacion
continua con IL-2, producen mayores cantidades de IFNy y TNFa que las lineas celulares control,
una produccién que disminuye al afadir infliximab al cultivo (Agnholt y Kaltoft 2001). Ademas, la
infiltracion celular y los granulomas, caracteristicos de respuestas Th1 en modelos animales de Ell,
se han encontrado en EC. Por el contrario, la inflamacion mediada por células Th2 se caracteriza por
infiltrados celulares mas superficiales, semejantes a las encontradas en CU.

El hecho de que las diferencias encontradas entre las lineas T-HVS de sangre periférica no se
reflejen en los ensayos de proliferacion llevados a cabo con CMSP, puede deberse al efecto de algun
factor presente en los pacientes (citoquinas, el tratamiento médico, alguno con efecto
inmunosupresor) que pueden impedir la proliferacion de las células tras la estimulacion. Las lineas
celulares han crecido durante varios meses y, por tanto, cualquiera de estos compuestos habria
desaparecido del cultivo y las células pueden proliferar libremente. De hecho, un trabajo de Jacquot y
cols. revela que lineas celulares dependientes de IL-2, obtenidas de explantes de tejido de pacientes

con EC libres de tratamiento inmunosupresor, responden mas vigorosamente a activacion mediada
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por CD3 que lineas celulares de individuos control (Jacquot et al 1996). Sin embargo, su modelo no
es totalmente comparable al de este trabajo, ya que, cuando consideran lineas procedentes de
sangre periférica en lugar de tejido, no encuentran diferencias en el crecimiento celular. No se puede
excluir una explicacion alternativa, como una tasa de apoptosis elevada en las células de los
pacientes tras la estimulacion. Seria necesario realizar experimentos clarificadores para averiguar si
esta es la causa de la menor proliferacion de las células de los pacientes de EC en fresco, aunque
otros autores han demostrado que las células T de mucosa de pacientes con EC son mas resistentes
a apoptosis inducida por privacién de IL-2, y mediada por Fas y 6xido nitrico (Ina et al 1999).

Las diferencias encontradas en el comportamiento de las lineas celulares tras la activacion,
indica que esta distinta capacidad de proliferacion es inherente a las células T, y no se debe a la
influencia de otros tipos celulares, que no se encuentran en los cultivos, o a factores del medio, ya
que el trabajo con lineas celulares permite controlar las condiciones externas para que sean idénticas

en controles y pacientes.

Estudios de proliferacion celular en lineas T-HVS de mucosa

Las células T de lamina propria tienen una baja capacidad proliferativa en respuesta a la
activacion a través del TcR y necesitan coestimulacion a través de CD2 (MacDonald y Spencer
1994). En las lineas T HVS de mucosa, sin embargo, la proliferacién en respuesta a anticuerpos
aCD3 es similar a la de lineas procedentes de sangre periférica. Posiblemente el hecho de que los
experimentos estén realizados con el anticuerpo pegado a plastico, de manera que se produce
entrecruzamiento de los receptores, favorece la proliferacion de estas células. Por otra parte, el
crecimiento de estas lineas depende de la interaccion CD2-CD58 (Mittriker et al 1992), lo que hace
que exista una activacion continua a través de CD2. El hecho de que se trate de lineas celulares de
linfocitos T que llevan en cultivo varios meses alejadas del entorno intestinal, hace que estas células
no estén sometidas a posibles factores que inhiban el crecimiento mediado por CD3 producidos por
otros tipos celulares como las células epiteliales (Christ et al 1997).

Los estudios de proliferacion celular se han analizado por separado en lineas CD4" y CD8" de
mucosa, ya que existen diferencias entre ambas, como la expresion de CD25, que pueden
determinar respuestas proliferativas distintas.

En las lineas CD4" de mucosa de pacientes con CU, la proliferacion ante la mayoria de los
estimulos es similar a la de controles. Existen diferencias significativas en el caso de la activacion
con PMA+lonomicina, que da lugar a una mayor respuesta en las lineas procedentes de pacientes
que en la linea control, lo que indica que tienen mayor capacidad proliferativa ante estimulos fuertes.

La proliferacion tras estimulacion a través de CD3 es muy similar en las lineas de pacientes y
de control, tanto si se estimula con anticuerpo aCD3 sélo o en combinaciéon con IL-2, PMA o
anticuerpos aCD2 (Figura 8). La activacion de las lineas de mucosa pacientes con CU a través de

CD2, con anticuerpos a.CD2 sélo o con IL-2 o PMA, induce niveles proliferacion menores que en la
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linea control. Este comportamiento similar en las lineas de pacientes con Colitis Ulcerosa y en las
lineas control coincide con los resultados obtenidos en lineas de sangre periférica.

Las lineas CD8" de mucosa de pacientes con CU, muestran mayor respuesta proliferativa que
las lineas control en respuesta a estimulacién a través de CD3, con aCD3 s6lo y con aCD3+IL-2. La
estimulacion a través de CD2 no da lugar a diferencias estadisticamente significativas entre las
lineas de pacientes y la linea control, aunque se observa mayor respuesta proliferativa en las lineas
de pacientes, tanto tras la estimulacién con anticuerpos aCD2, como con aCD2+IL-2 0 aCD2+PMA.
Las lineas CD8" de mucosa pacientes con CU se comportan de manera distinta a las lineas control,
presentando mayor capacidad proliferativa que estas, al contrario de lo observado en las lineas CD4"
de mucosa y en las lineas de sangre periférica.

Las lineas CD8" procedentes de mucosa de pacientes con Enfermedad de Crohn, proliferan
mas que la linea control ante la mayoria de los estimulos (Figura 9). Esta respuesta es
significativamente mayor en los casos de estimulacion con lonomicina, con anticuerpos aCD3 y
cuando se estimula con anticuerpos aCD2+PMA. En las lineas obtenidas a partir de sangre periférica
se observan los mismos resultados, las lineas de pacientes con EC proliferan mas que las lineas
control al estimular con la mayor parte de los mitégenos, aunque las diferencias son mas acusadas y
significativas en mas ocasiones.

Los resultados de los estudios de proliferacién indican que la activaciéon excesiva de los
linfocitos T de la mucosa intestinal, podria contribuir a la patogénesis de la Enfermedad Inflamatoria
Intestinal, tanto en EC como en CU. Otros autores encuentran también un mayor crecimiento de
lineas de células T de mucosa de pacientes con EC respecto a células control (Kugathasan et al
1998, Ina et al 1999). Estos trabajos demuestran la mayor capacidad proliferativa en las células de
estos pacientes tras la estimulacién con IL-2, pero no incluyen estudios sobre el efecto de otros
estimulos en estas células. El estudio de Ina y cols. no coincide con nuestros resultados en cuanto a
las células de mucosa de pacientes con CU. En su trabajo, las células T de CU crecen
significativamente menos que las células control. Por otra parte, Qiao y cols. describen una mayor
proliferacion de las células T de lamina propria de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal a
la estimulacion a través del TcR, (con anticuerpos aCD3 en combinacién con IL-2), como ocurre en
las lineas T-HVS CD8", aunque este trabajo, al igual que los anteriores, no analiza la respuesta de
los linfocitos T CD4" o CD8" aisladamente (Qiao et al 1994). El Herpesvirus saimiri favorece la
produccién de citocinas Th1 en las lineas (De Carli et al 1993) y esto, posiblemente, impide que en
nuestros resultados se aprecien diferencias entre pacientes y controles en respuesta a IL-2. Sin
embargo, si que se observan respuestas mayores con otros estimulos utilizados. La gran cantidad de
células obtenidas mediante la transformacion con HVS permite realizar analisis funcionales mas
amplios, con mayor numero de combinaciones mitogénicas, que los incluidos en trabajos anteriores.
Varios trabajos apoyan estos resultados demostrando que las células T de mucosa de pacientes con
EC son mas resistentes a la apoptosis inducida por la activacion de la via de CD2 (Boirivant et al

1999) y por deprivacion de IL-2, o a la apoptosis mediada por Fas y por 6xido nitrico (Ina et al 1999).
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4.- Los estudios de movilizacion de calcio en lineas T-HVS
muestran variaciones entre células de sangre periférica y de
mucosa, y entre pacientes con Ell y controles

Estudios de movilizacion de calcio en lineas T-HVS de sangre periférica.

El estudio de un mecanismo de activacion temprana, como la movilizacion de calcio, indica que no
existe diferencia entre las lineas de sangre periférica procedentes de pacientes y las lineas control,
tras la estimulacién a través de CD3. Los niveles de calcio en el citoplasma alcanzados con la
activacion con anticuerpo aCD3 o aCD3+crosslinker, son similares en lineas de pacientes con EC,
CU y controles. También lo son los niveles de calcio en reposo (basal), y, por tanto, el incremento

(ratio) debido a la activacion (Figura 6).

Estudios de movilizacién de calcio en lineas T-HVS de mucosa

En las lineas de mucosa CD4", los niveles de calcio intracelular de las lineas de pacientes con
CU son similares a los de la linea control, tanto basalmente, como tras la estimulacién a través de
CD3, o los niveles maximos de calcio en el citoplasma tras estimulacion con lonomicina (Figura 10).
Estos resultados coinciden con el hecho de que la activacion a través de CD3 de las lineas de
pacientes muestren niveles de proliferacion similares a los de la linea control.

Los niveles de calcio basal en las lineas de mucosa control CD4" y CD8" son menores que en
las lineas de sangre periférica, coincidiendo con los resultados obtenidos recientemente por Schwarz
y cols. en linfocitos T en fresco (Schwarz et al 2004). Las lineas CD4" de mucosa de CU no se
diferencian de los controles, tal como ocurre en los estudios de proliferacién. Sin embargo, en las
lineas CD8" de pacientes con EC y CU, los niveles de calcio son mayores en condiciones basales,
igualando los niveles de las células de sangre periférica. Tras la estimulacion con aCD3+crosslinker,
en cambio, las lineas de pacientes con CU responden de manera similar a las células de mucosa
control, y tras la estimulaciéon con lonomicina el calcio intracitoplasmico total es menor que en las
lineas control (Figura 11). Schwartz y cols. describen también mayores niveles de calcio en células
de mucosa de pacientes con Ell, aunque no en células sin estimular. Posiblemente el mayor nivel de
calcio basal encontrado en las lineas CD8" de pacientes esté relacionado con la hiperreactividad de
estas lineas a distintos estimulos proliferativos y con la menor capacidad de la lonomicina de inducir
mayores niveles de calcio intracelular.

Estos resultados, a pesar de ser muy preliminares, indican que existen diferencias en las lineas
de sangre periférica y de mucosa en cuanto a su comportamiento en la movilizaciéon de calcio. Por
otra parte, revela diferencias entre las células CD4" y las CD8" de mucosa de pacientes de Colitis
Ulcerosa, indicando una mayor activacion de las células CD8", al igual que ocurre en los estudios de

proliferacioén celular.
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5.- Células dendriticas

5.1.- Células dendriticas en distintas localizaciones del tracto intestinal

Los estudios de citometria de flujo realizados en células aisladas de distintas localizaciones
intestinales han permitido observar diferencias en los porcentajes de las diferentes subpoblaciones
de células dendriticas en lugares con distinta funcién inmunolégica. Esta metodologia no permite
conocer el numero de células, sino la proporcién de cada tipo celular especifico dentro de una
poblacion celular de estudio. En tejido control, la proporcién de células dendriticas totales (HLADR®
linaje”) en placas de Peyer parece superior a la existente en la mucosa intestinal, tanto de ileon
como de colon, a pesar de que las comparaciones estadisticas no revelan diferencias significativas
(Tabla 17). Sin embargo, los mayores valores en el porcentaje de DC dentro de poblacion estudiada
se encontraron siempre en células obtenidas de placas de Peyer. Seria necesario aumentar el
numero de muestras para llegar a conclusiones definitivas, especialmente en este caso en que las
células de estudio estan presentes en proporciones tan escasas.

Dentro del total de células dendriticas, en individuos control, existe un mayor porcentaje de DC
mieloides, CD11c”, que plasmacitoides, tanto en placas de Peyer como en mucosa de ileon y en
mucosa de colon.

El porcentaje de células dendriticas mieloides en placas de Peyer es significativamente menor
que en la mucosa sana de ileon y de colon. Estas células CD11¢”, poseen una elevada capacidad de
captura y presentacion de antigenos (Robinson et al 1999). El hecho de que existan en la lamina
propria de ileon y colon, en porcentajes incluso superiores a placas de Peyer, indica que estas
células pueden ejercer una funcion importante en la presentacion de antigenos a los linfocitos T de la
lamina propria. Posiblemente estas células dendriticas empleen el mecanismo descrito en el modelo
propuesto por Rescigno y cols, y emitan prolongaciones citoplasmicas a través de la barrera epitelial
sin alterar su integridad, para tomar antigenos del lumen intestinal (Rescigno et al 2003).

Las células dendriticas plasmacitoides, CD123", BDCA-2*, se encuentran en porcentajes
mucho menores, en todos los tejidos estudiados y no existen diferencias significativas entre los
porcentajes encontrados en placas de Peyer respecto a mucosa de ileon y de colon. (Tabla 17,
Figura 13). Un estudio de Teig y cols. describe la disminucién de células CD123", pero no CD11¢” de
sangre periférica con la edad (Teig et al 2002). Las muestras de mucosa de colon pertenecen en
general a individuos de mayor edad que las muestras de placas de Peyer (procedentes de pacientes
del Servicio de Gastroenterolgia Pediatrica), sin embargo, no se observa esta disminucion de
CD123". Tampoco se observa esta diferencia, ni cambios en la proporcion de células CD11c” entre
las muestras de mucosa de ileon procedentes de pacientes de pediatria respecto a las procedentes
de adultos, por lo que podriamos suponer que las diferencias observadas no serian debidas a la
edad de los pacientes, o bien la disminucién en el nimero de DC plasmacitoides no se produce en la

mucosa intestinal.

102



Discusion

Dentro de las células dendriticas existe otra poblacidn que no expresa ninguno de los
marcadores especificos de linaje mieloide o plasmacitoide. Las DC dobles negativas (CD11¢ CD123~
0 CD11c BDCA-2") estan presentes en un mayor porcentaje dentro de las DC de placas de Peyer
que en mucosa de ileon y colon (Tabla 17). Estas DC no se han descrito en sangre periférica en
humanos (Robinson et al 1999), sin embargo, Hagendorens y cols. encuentran células dendriticas
CD11c” CD123%™ con caracteristicas fenotipicas menos diferenciadas que las células dendriticas
CD11c” o CD123", en sangre de cordén umbilical. Esta poblacién representa la poblacion principal
de DC en sangre de cordén umbilical y desciende con la edad (Hagendorens et al 2003). Estudios en
animales muestran que en ratéon se encuentra una poblacién de células dendriticas que no expresa
marcadores propios de DC mieloides (CD11b) ni linfoides (CD8a.) pero si el marcador CD11c¢, propio
de ambas subpoblaciones de células dendriticas en raton (lwasaki y Kelsall 2000). Las células
dendriticas dobles negativas de raton son abundantes en 6rganos linfoides asociados al intestino,
como placas de Peyer y nodulos linfaticos mesentéricos, pero no en ganglios linfaticos periféricos o
en el bazo. Se encuentran en la regiéon subepitelial, en las zonas interfoliculares y en el epitelio
folicular especializado de las placas de Peyer. Su localizacion junto con el hecho de que expresan
altos niveles de moléculas HLA-II intracelular (caracteristica de DC inmaduras) indica que estas
células podrian ser activas en la captura de antigenos luminales, directamente, o tras el transporte
por células M. No se ha demostrado in vitro que las células dobles negativas representen un estado
de diferenciacion distinto al de células CD11c” o CD8", aunque no se puede excluir la posibilidad de
que las DC dobles negativas requieran unas condiciones especificas para diferenciarse hacia la
subpoblacién mieloide o linfoide (lwasaki y Kelsall 2001). El hecho de que en este trabajo se hayan
detectado mayores niveles de DC dobles negativas en placas de Peyer que en mucosa, apoyaria la
idea de que en las placas de Peyer se esta produciendo una importante actividad de captura y
presentacion de antigeno a los linfocitos T.

Los estudios de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica demuestran que en las placas de
Peyer humanas, las células dendriticas mieloides se encuentran principalmente en la regidn
subepitlieal También se observan en la zona del centro germinal y en las zonas ricas en linfocitos T
(Figura 14A y B). Otros autores habian mostrado la existencia de células CD11¢” en placas de Peyer
humanas (Jameson et al 2002), pero, debido a que este marcador no es exclusivo de células
dendriticas, es necesario contrastar la presencia de otras células CD11c”, como los macréfagos. En
este trabajo, se ha utilizado un anticuerpo aCD68, de manera que Unicamente las células que
expresan en superficie CD11c, pero no CD68, son células dendriticas. Los macréfagos, también
presentes en estas zonas, expresan ambos marcadores.

La escasa presencia de células dendriticas plasmacitoides en placas de Peyer se ha detectado
unicamente en las zonas interfoliculares, ricas en células T y no en las zonas mas superficiales, que
podrian estar mas relacionadas con la captura de antigenos del exterior. Para la deteccion de este
subtipo de DC se ha utilizado un anticuerpo aBDCA-2, (Dzionec et al 2000, Dzionek et al 2001) que

asegura la especificidad, en lugar de uno frente a CD123, que se expresa también en otras células
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linfoides. Seria interesante comprobar la localizacion in situ de ambos linajes de células dendriticas
también en la mucosa intestinal.

Las DC que se encuentran en el domo subepitelial de las placas de Peyer poseen la situacion
anatémica ideal para la captura de antigenos del lumen intestinal transportados por las células M, y
las localizadas en la region interfolicular, probablemente son las responsables de la activacion de
células T, ya que estan en contacto con linfocitos T virgenes (lwasaki y Kelsall 1999).

El hecho de que no exista un marcador especifico de células dendriticas que se exprese en
todas las subpoblaciones, y no en otros tipos celulares, hace mas dificil su localizacion mediante
técnicas de inmunohistoquimica. En este trabajo, por tanto, no se puede demostrar la localizacién en
el tejido de las células dendriticas dobles negativas. La citometria de flujo, en cambio, permite la
identificacion y caracterizacién de células dendriticas en poblaciones celulares aisladas a partir de

muestras de tejido, aun siendo éstas escasas, como en el caso de biopsias.
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5.2.- Células dendriticas en el tracto intestinal de pacientes con Ell

5.2.1.- Células dendriticas en placas de Peyer de pacientes con Ell

En placas de Peyer de pacientes con Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa, el porcentaje de
células dendriticas es menor que en controles (Tabla 18). Esta posible disminucion deberia
asegurarse con un mayor numero de estudios, ya que el nimero de muestras de placas de Peyer es
muy escaso. Podria deberse a un aumento en el porcentaje del resto de poblaciones celulares
presentes en las muestras de pacientes, como linfocitos B y linfocitos T, en condiciones de
inflamacion.

En cuanto a la proporcion de los distintos subtipos dentro del total de DC, se observa un
aumento del porcentaje de DC mieloides en placas de Peyer de pacientes con EC y CU respecto a
controles. Teniendo en cuenta la gran capacidad presentadora de antigeno de estas células,
posiblemente este aumento refleje una mayor actividad de captura de antigenos y posterior
presentacion, en las placas de Peyer, en los pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.
También aumenta ligeramente el porcentaje de DC plasmacitoides en pacientes con Ell. Las células
dendriticas mieloides inducen la respuesta Th1 en linfocitos T, mientras que las DC linfoides
favorecen la polarizacion de los linfocitos T hacia Th2 (Rissoan et al 1999). En placas de Peyer de
pacientes afectos de Ell se observa un aumento de ambas subpoblaciones, que podria reflejar un
intento de mantener el equilibrio Th1-Th2 en el tejido.

La poblacion de DC restante, dobles negativas para CD11c y CD123/BDCA-2,
consecuentemente disminuye su proporcion en las células dendriticas totales de placas de Peyer en
pacientes con EC y CU, respecto a individuos control (Tabla 18). Segun los estudios de
Hagendorens y cols., las células dendriticas dobles negativas son poco diferenciadas (Hagendorens
et al 2003). En placas de Peyer de pacientes con Ell, el porcentaje de esta subpoblacion se
encuentra disminuido. Aunque no ha sido demostrado, no se puede excluir la posibilidad de que
estas células hayan madurado hacia DC mieloides o plasmacitoides en las condiciones especiales

de inflamacion.

5.2.2.- Células dendriticas en mucosa de colon de pacientes con Ell

En mucosa de colon el porcentaje de células dendriticas no varia significativamente entre
pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal e individuos control. Sin embargo se observa que
los porcentajes de DC son mayores en mucosa de EC y CU que en mucosa sana. En la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal se produce un aumento de la infiltraciéon celular a la mucosa inflamada. El
hecho de que el porcentaje de DC se mantenga, e incluso aumente en las células de lamina propria
de estos pacientes, indica que también se ha producido un aumento de células dendriticas en la
mucosa. Bell y cols. encuentran un menor niumero de células DR+lin+ (no DC) en pacientes con Ell
comparado con controles. Esto puede ser reflejo de un aumento in vivo de la diferenciacién a DC
durante la enfermedad, ya que existen evidencias de reclutamiento de monocitos CD14" a la mucosa

de pacientes con EC y estas células pueden representar una fuente de diferenciacién a DC (Bell et al
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2001). Algunos autores han observado que el nimero de células dendriticas DC-SIGN" (DC-specific
ICAM-3 grabbing non-integrin) se encuentra aumentado en la mucosa de colon de pacientes con EC
(Te Velde et al 2003). Este marcador no se expresa en todas las células dendriticas, sino
Unicamente en las CD11¢” y no en las CD123" y se encuentra también en algunos tipos de
macrofagos tisulares (Jameson et al 2002). Otros trabajos encuentran células dendriticas maduras y
activadas que expresan en la mucosa inflamada de pacientes con EC y CU, asi como mayor
capacidad estimuladora y produccion de 6xido nitrico en DC de sangre periférica de pacientes con
CU (Ikeda et al 2001), aunque no especifican qué subpoblaciones de DC estan implicadas en estos
cambios. Bell y cols. estudian la presencia de células CD11c” y CD11¢™ en mucosa de colon, aunque
no contemplan una mayor division ya que no incluyen marcadores especificos de DC plasmacitoides
como CD123 o BDCA-2. En sus estudios no encuentran diferencias estadisticamente significativas
en el numero de DC en mucosa de colon inflamado aunque los valores de la mediana eran mayores.
Esto se puede deber a la naturaleza imprecisa de la cuantificacion de células extraidas
enzimaticamente. Otra explicacion posible es que los estimulos inflamatorios pueden incrementar
tanto el reclutamiento como la tasa de salida de las DC de mucosa y, en consecuencia, el nimero de
DC residentes en el tejido en un determinado momento no se encontraria necesariamente
aumentado. Puede que las DC del intestino jueguen su efecto inmunorregulador en los nédulos
linfaticos y sea aqui donde ejerzan su influencia sobre la Ell (Bell et al 2001).

Al analizar los porcentajes de cada subpoblacién de DC, se observa que la proporcién de DC
mieloides es menor en mucosa de colon de pacientes con EC y CU que en mucosa control. El
porcentaje de DC plasmacitoides parece estar también ligeramente disminuido, aunque
estadisticamente no existen diferencias entre los grupos de pacientes y controles (Tabla 19). Esta
disminucion no indica que exista menor numero de estas células en mucosa de pacientes que en
controles, ya que se refiere a la proporcion de subpoblaciones dentro de las células dendriticas
totales. Por tanto, no se puede concluir que la funciéon de estas células, especialmente las DC
mieloides, que se encuentra en menor proporcion respecto a controles, tenga menor relevancia en
pacientes con EII.

El hecho de que la proporcion de DC mieloides y plasmacitoides sea menor, conlleva un mayor
aumento en la poblacion de DC dobles negativas. El porcentaje de células CD11c” CD123/BDCA2™
es mayor en mucosa con EC y CU que en controles, siendo la diferencia significativa entre CU y
controles. Las células dendriticas inmaduras expresan receptores de citocinas inflamatorias como
CCRY7, lo que puede representar un modo de mantener y reclutar DC en los sitios de inflamacion,
donde permanecerian llevando a cabo la funcion de toma de antigenos. Ademas, las DC podrian
contribuir al mantenimiento y aumento del proceso inflamatorio mediante el reclutamiento de nuevos
leucocitos, ya que producen quimiocinas atrayentes de leucocitos como MIP-1a y MIP-2. Finalmente,
tras la pérdida de expresién o de funcion de algunos receptores de citocinas, las células dendriticas
podrian abandonar el lugar de inflamacion y alcanzar los nddulos linfaticos de drenaje a través de los

vasos linfaticos aferentes (Rescigno et al 1999).
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Los experimentos realizados muestran que existen diferencias en la presencia de las distintas
subpoblaciones de células dendriticas en diferentes localizaciones intestinales, y que estas
subpoblaciones varian en los pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal. En posteriores
estudios, seria interesante analizar el estado de activacion de las células de cada subpoblacion, sus
receptores de membrana y el espectro de citocinas producidas, que determinan la interaccion de
estas células con otras poblaciones celulares. Esto arrojaria luz sobre el papel que las DC estan
desempefiando en la mucosa intestinal de estos pacientes.

El conocimiento de la funcién de las DC, asi como de su origen, y desarrollo todavia es muy
escaso, especialmente in vivo, debido a la dificultad del aislamiento de poblaciones de células
dedriticas puras en cantidad suficiente, y a que muchos de los estudios se estan realizando con
lineas de DC obtenidas a partir de la diferenciacion de otros subtipos celulares (Sallusto y
Lanzavecchia 1994, Blom et al 2000, Ardavin et al 2001). El avance de los estudios en este campo
ofrecera la posibilidad de un mayor entendimiento del papel de las DC en Ell, y por tanto sobre la

etiopatogenia de esta enfermedad.
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Conclusiones

1-

7.-

En CMSP de pacientes con CU, pero no EC, se observa una disminucion del porcentaje de
células CD45RA" y CD28" frente a individuos control.

En células mononucleares de lamina propria, sin embargo, existe un menor porcentaje de células
CD3", CD4", CD25" y CD86" y un mayor porcentaje de células CD45RA",CD28" y CD80" en

pacientes con Ell.

El exceso de linfocitos T CD8" encontrado en la mucosa de pacientes con EC y CU corresponde
a células no activadas, que no expresan en superficie los marcadores de activaciéon CD25,
CD80, CD86 y HLA-DR. Son CD28" en la mucosa de pacientes con CU mientras que en EC,
aumentan tanto las células CD8"CD28" como las CD8"CD28".

La transformacién con HVS ha permitido obtener lineas celulares T de crecimiento estable, tanto
a partir de sangre periférica como de mucosa de pacientes con Enfermedad Inflamatoria
Intestinal e individuos control. El analisis fenotipico de las lineas no revela las diferencias antes

mencionadas.

Los estudios de proliferacion celular con lineas celulares T-HVS indican un estado de
hiperreactividad en respuesta a la mayoria de los estimulos en células T CD8" de sangre
periférica de pacientes con EC respecto a pacientes con CU e individuos control, que no se

aprecia en CMSP sin infectar.

En lineas T HVS CD8" de mucosa, se observa mayor capacidad proliferativa en pacientes de EC

y CU que en controles, en respuesta a los estimulos utilizados.

Los estudios de movilizacion de calcio revelan menores niveles basales de calcio en lineas
control procedentes de mucosa que de sangre periférica, asi como mayores niveles basales en
las lineas CD8" de mucosa de pacientes con Ell respecto a mucosa control. No existen
diferencias en la movilizaciéon de calcio en respuesta a aCD3 entre lineas T-HVS de sangre
periférica de pacientes con Ell y de controles, ni entre lineas de mucosa CD4" de pacientes con

CU y controles.

Las discrepancias entre los resultados de proliferacion de las células en fresco y las lineas
celulares podrian deberse al tratamiento al que estan sometidos los pacientes. Las diferencias
entre lineas obtenidas de sangre periférica o de mucosa podrian ser debidas a la naturaleza

distinta de las células de las que derivan.
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Conclusiones

8.- El estudio fenotipico de células dendriticas de mucosa, indica la existencia de tres linajes distintos
con una localizacién anatémica diferente. Asi, el porcentaje de DC CD11¢” es mayor que el de
DC CD123"BDCA-2", tanto en placas de Peyer como en mucosa de ileon y de colon. En placas
de Peyer, el porcentaje de células dendriticas CD11c” es menor que en la mucosa de ileon y de

colon, mientras que las DC dobles negativas se encuentran en mayor porcentaje.

9.- En la mucosa de pacientes con Ell se encuentran diferencias en los porcentajes de los distintos
linajes de DC con respecto a la mucosa control. En placas de Peyer de pacientes con EC y CU el
porcentaje de células dendriticas CD11¢” y CD123"BDCA-2" es mayor que en controles, mientras
que disminuye el porcentaje de DC dobles negativas, aunque la diferencia no es estadisticamente
significativa. En mucosa de colon el porcentaje de DC CD11¢c” es menor en pacientes con EC y
CU que en controles, mientras que las DC dobles negativas se encuentran en mayor porcentaje

en la mucosa de pacientes. En ambos casos la diferencia es estadisticamente significativa en CU.
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Abreviaturas

o - anti

AP-1 - Activator protein-1. Proteina activadora-1

APC - Allophycocyanin. Aloficocianina

BALT - Bronchus associated lymphoid tissue. Tejido linfoide asociado al tejido bronquial

CD - Cluster de diferenciacion

CGE - Células gliales entéricas

CL - Crosslinker. Entrecruzador

CMF-HBSS - Calcium- and magnesium-free Hank's Balanced Salt Solution. Solucién salina
tamponada de Hank, sin calcio ni magnesio

CMLP - Células mononucleares de lamina propria

CMSP - Células mononucleares de sangre periférica

CpGODN - Unmethylated CpG containing oligo deoxynucleotides. Oligonucleétidos que contienen
motivos CpG imitando el DNA bacteriano

Cpm - Cuentas por minuto

CTLA-4 - Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4. Antigeno de linfocito T citotdxico

CU - Colitis Ulcerosa

Cy5-PE - Cianina 5-R-ficoeritrina

DAG - Diacilglicerol

DC - Dendritic cells. Células dendriticas

DC-SIGN - DC specific ICAM-3 grabbing non-integrin

DNAds - Deoxyribose nucleic acid double-stranded Acido desoxirribonucleico de doble hebra

Dok - Docking protein. Proteina puerto

EC - Enfermedad de Crohn

EDTA - Acido etilendiaminotetraacético

Ell - Enfermedad Inflamatoria Intestinal

FAE - Follicle associated epithelium. Epitelio asociado al foliculo

FDC - Follicular dendritic cells. Células dendriticas foliculares

FITC - Fluorescein isothiocyanate. Isotiocianato de fluoresceina

Gads - GRB2-related adaptor proteins. Proteinas adaptadoras relacionadas con GRB-2

GALT - Gut associated lymphoid tissue. Tejido linfoide asociado al intestino

GAP - GTPase activating proteins. Proteinas activadoras de GTPasas

GEF - Guanine nucleotide exchange proteins. Proteinas de intercambio de nucleétidos de guanina

GEMs - Glycosphingolipid-enriched microdomains. Microdominios enriquecidos en
glicoesfingolipidos

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. Factor estimulante de colonias de

granulocitos y macrofagos
GRB-2 - Growth factor binding protein 2. Proteina de union a factor de crecimiento 2

GTP - Guanosine triphosphate. Guanosin trifosfato

112



Abreviaturas

HEPES - N-[2-hydroxymethillpiperazine-N’ —[ethanesulfonic acid]

HVS - Herpesvirus saimiri

IFI - Inmunofluorescencia indirecta

IL - Interleuquina

IL-1ra - IL-1 receptor antagonist. Antagonista del receptor de interleuquina-1

ION - lonomicina

IP3 - Inositol trifosfato

ITAM - Immune receptor tyrosine-based activation motifs. Motivos de activacion basados en tirosina
del receptor inmunolégico

KGF - Keratinocyte growth factor. Factor de crecimiento de queratinocitos.

LAT - Linker for activation of T cells. Enlace para la activacién de las células T.

LIE - Linfocitos intraepiteliales

LLP - Linfocitos de lamina propria

LRR - Leucine rich repeat. Repeticiones ricas en leucinas.

LTa4f,. Lymphotoxin-ca; /3, Linfotoxina-o4 3.

LTBR - lymphotoxin-f receptor. Receptor de linfotoxina-f

MAdCAM-1- Mucosal addressin cell adhesion molecule 1. Molécula de adhesion celular adresina de
mucosa 1

MALT - Mucosal associated lymphoid tissue. Tejido linfoide asociado a la mucosa

MAP - Mitogen-activated protein kinases. Proteinas quinasa activadas por mitégenos

MBL - Mannose binding lectin. Lectina de unién a manosa

M-CSF - Macrophage colony-stimulating factor. Factor estimulante de colonias de macréfagos

M-CSFR - Macrophage colony-stimulating factor receptor. Receptor del factor estimulante de
colonias de macrofagos

NALT - Nasopharynx associated lymphoid tissue. Tejido linfoide asociado al tejido nasofaringeo

NF«xB - Nuclear factor kappa B. Factor nuclear kappa B

NFAT - Nuclear factor of activated T-cells. Factor nuclear de células T activadas

PAG - Proteins Associated with GEMs. Proteinas asociadas con GEMs

pP-ANCA - Perinuclear anti neutrophil cytoplasma antibody. Anticuerpos anti antigenos citoplasmicos
perinucleares en neutrofilos

PBS - Phospate buffered saline. Tampén fosfato salino

PCR - Polimerase chain reaction. Reaccién en cadena de la polimerasa.

PE - Phycoerythrin. Ficoeritrina

PerCP - Peridin-chlorophyill protein. Proteina clorofila peridinina

PH - Plextrin homology. Homologia a plextrina

PHA - Phytohemagglutinin. Fitohemaglutinina

PI3K - Phosphoinositide-3 kinase. Fosfatidil inositol 3 quinasa

PIP2 - Phosphoinositoldiphosphate. Fosfatidil inositol bifosfato
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PKB - Protein kinase B. Proteina quinasa B

PKC - Protein kinase C. Proteina quinasa C

PLC~ - Phospholipase C-y. Fosfolipasa C-y

PMA - Phorbol myristate acetate. Acetato de forbol miristico

PTK - Protein tyrosine kinase. Proteina tirosina quinasa

rhlL-2 - recombinant human IL-2. IL-2 humana recombinante

R-PE - R-Phycoerythrin. R-ficoeritrina

SED - Subepithelial dome. Domo subepitelial

SH2 - Src homology 2. Homologia a Src 2

SLAP - Src-like adaptor protein. Proteina adaptadora similar a Src

SLP - SH2-domain-containing leukocyte protein. Proteina de leucocitos que contiene dominios SH2

SNC - Sistema Nervioso Central

SNE - Sistema Nervioso Entérico

Src - Steroid receptor coactivator. Coactivador del receptor de esteroides

StpC - Saimiri transformation-associated protein of subgroup C virus strains. Proteina asociada a la
transformacion de saimiri de las cepas del subgrupo C

TcR - T cell receptor. Receptor para antigeno de la célula T

TGFp - Transforming growth factor f. Factor de crecimiento transformante f3

Tip - Tyrosine kinase-interacting protein. Proteina de interaccidn con tirosina quinasas

TLR - Toll-like receptor. Receptor similar a Toll

TNFa - Tumor necrosis factor a.. Factor de necrosis tumoral o

TNFR - TNF receptor. Receptor de TNF

TRITC - Tetramethyl rhodamine isothiocyanate. |sotiocianato de tetrametil rodamina
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