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Efecto de la criopreservacion de biopsias intestinales sobre las
subpoblaciones de linfocitos intraepiteliales mediante analisis por

citometria de flujo

RESUMEN

La enfermedad celiaca es un trastorno que cada dia afecta a mas poblacién siendo su
diagndstico complicado y poco concluyente. El linfograma intraepitelial es una técnica
avanzada que demuestra la existencia de esta enfermedad, pero no puede aplicarse en
aquellos hospitales que no cuentan con los equipos pertinentes para realizarla, ya que es
necesario que se lleve a cabo transcurridas pocas horas tras la extracciéon de la muestra del
paciente. Ademas, dicha técnica requiere del acceso a un citdmetro de flujo que no siempre
se encuentra disponible en los hospitales. Por ello, en este trabajo se propone la
criopreservacion del tejido intestinal como un método de ampliacidn de esta técnica, para que
pueda efectuarse en mayor nimero de centros y mejorar asi el diagndstico de esta

enfermedad y consecuentemente, la calidad de vida de los pacientes.

Palabras clave: Enfermedad celiaca — Linfocitos — Intraepitelial — Citometria de flujo —

Intestino — Inflamacidn



ABSTRACT

Celiac disease is a disorder that is affecting more and more people every day, being its
diagnosis complicated and inconclusive. The intraepithelial lymphogram is an advanced
technique to prove the existence of this disease, but it cannot be applied in those hospitals
that do not have the relevant equipment to perform it, since it must be performed within a
few hours after the extraction of the sample from the patient. Furthermore, this technique
requires access to a flow cytometer that is not always available in all hospitals. Therefore,
this work proposes the cryopreservation of intestinal tissue as a method to extend this
technique, so that it can be performed in more centers and thus improve the diagnosis of

this disease and consequently, the quality of life of patients.

Key words: Coeliac disease — Lymphocytes — Intraepithelial — Flow cytometry — Bowel —

Inflammation
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ABREVIATURAS

EC: Enfermedad celiaca

NK: del inglés Natural Killer
TCR: del inglés T Cell Receptor
IgA: inmunoglobulina A

RNA: acido ribonucleico

LIE: linfocitos intraepiteliales
CD: cluster de diferenciacién

FMO: del inglés Fluorescence Minus One

11



12



1. INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es uno de los trastornos crénicos y autoinmunes mas frecuentes
en aquellos paises en los que predomina el gluten en la dieta. De hecho, en nuestro pais es la
intolerancia alimentaria mds comun'. Consiste en una intolerancia a las proteinas de
determinados cereales (trigo, cebada, centeno y algunas variedades de avena) que provoca
una atrofia severa en la mucosa del duodeno (intestino delgado superior). Como
consecuencia, el epitelio de dicha regién vera su tamarfio disminuido de modo que la absorcion
de nutrientes sera menor, repercutiendo esto en el desarrollo y crecimiento del paciente en

cuestion.

1.1. DIAGNOSTICO

El diagndstico de esta enfermedad es complicado, ya que son muchos los analisis necesarios

para determinar un resultado concluyente.

El criterio de diagndstico para la enfermedad celiaca esta actualmente basado en encontrar
atrofias vellositarias e hiperplasia de las criptas en el intestino delgado superior, junto con
inflamacién extensiva del epitelio y la ldmina propia, asi como presentar una mejora clinica

y/o histoldgica tras la induccidon de una dieta sin gluten?.

1.1.1. Pruebas de diagndéstico

Sin embargo, existen varias intervenciones de diagndstico que permiten afirmar con mayor
precision la existencia de enfermedad celiaca en el paciente. Las principales pruebas son las

siguientes3.
- Analisis seroldgico que evidencie la presencia de anticuerpos IgA

Los principales marcadores presentes en el suero (plasma sanguineo sin proteinas) que
evidencian esta enfermedad son los de tipo antiendomisio (EMA), antigliadinas (AGA) y

antitransglutaminasa (AATGt).

13



- Prueba de analisis de haplotipo de riesgo

Esta enfermedad requiere predisposicion genética para llegar a desarrollarse siendo

actualmente dos genes los que senalan una relacién directa con la enfermedad.

Esta predisposicién genética a la enfermedad celiaca esta asociada a la presencia del
heterodimero HLA-DQ2. Aproximadamente el 90% de los casos de enfermedad celiaca
estan asociados a este heterodimero. Del resto de celiacos, aproximadamente el 5% son

portadores de un segundo heterodimero HLA-DQ8*.
- Atrofia vellositaria

La presencia de una atrofia en el intestino se puede comprobar mediante la extraccion de
una biopsia que presente atrofia de las vellosidades intestinales, hiperplasia de las criptas
y linfocitosis intraepitelial (FIGURA 1). Esto se traduce en un apelmazamiento de los

epitelios del intestino, impidiendo asi la absorcién de los nutrientes.

ATROFIA VELLOSITARIA

FIGURA 1: ATROFIA VELLOSITARIA INTESTINAL. Desarrollo de la lesion de la mucosa del
intestino delgado inducida por gluten con el tiempo en la enfermedad celiaca. En la
primera imagen (A) se observa una estructura vellosa normal, en la sequnda imagen (B)
se aprecia inflamacion de la mucosa con hiperplasia de la cripta, mientras que en la
ultima (C) se puede diagnosticar atrofia vellosa con hiperplasia de la cripta. Las flechas

muestran el sitio de la linfocitosis intraepitelial.
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- Dieta sin gluten

Es el unico tratamiento que existe para este tipo de pacientes. Se trata de eliminar la

ingesta de gluten para evitar asi todos los sintomas que esta intolerancia plantea.

Se utiliza como prueba de diagndstico ya que no es invasiva ni perjudicial en ningun
aspecto para el paciente y permite afirmar la presencia de EC si éste mejora tras su

seguimiento.
- Linfograma intraepitelial

Una de las técnicas complementarias utilizadas en el diagnéstico de la EC es el linfograma
intraepitelial. Se trata de un andlisis poblacional de las células del sistema inmune que
presenta el tejido intraepitelial del intestino. Mediante esta técnica, es posible conocer el
porcentaje de linfocitos Ty§, que son biomarcadores de la enfermedad celiaca. Niveles

aumentados de estas células evidencian que el paciente presenta este trastorno.

Esta es la técnica evaluada en este estudio. Para ello, es necesario la extracciéon de
muestras del paciente mediante una endoscopia. Las biopsias obtenidas seran el sujeto de

analisis.

Los principales inconvenientes que plantea esta prueba es el equipamiento necesario para
su realizacidn, ya que los resultados se procesan con un citémetro de flujo (equipo con el
gue no cuentan muchos hospitales en Espafia), asi como el procesamiento de la muestra
gue ha de realizarse en los minutos consecutivos a su extraccién, es decir, cuando la

muestra aun esta fresca.

El objetivo principal de este trabajo es solventar la indisponibilidad para realizar esta
prueba de diagndstico proponiendo como solucién la criopreservacion de las muestras,
pudiendo asi extenderla a mas hospitales. Para demostrarlo, se realizard un estudio
comparativo de las poblaciones de linfocitos de muestras frescas frente a muestras
congeladas. En este contexto, estudios recientes han demostrado que las biopsias
intestinales no presentan diferencias de viabilidad y funcionalidad en las células inmunes
tras su criopreservacion®. Sin embargo, si bien los abordajes de criopreservacion de
biopsias intestinales han demostrado que no existen diferencias para el estudio de las
células de la lamina propria mediante abordajes de citometria de masas o secuenciacién
masiva de RNA, o incluso para el cultivo de organoides, no se ha estudiado si esta técnica

puede aplicarse para el estudio de las poblaciones intraepiteliales.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. CLUSTERES DE DIFERENCIACION

En primer lugar, es preciso conocer que todas las células del sistema inmune presentan una
proteina denominada cluster de diferenciacién CD45. Este es el primer eslabdn de la cadena
de poblaciones hasta llegar a los linfocitos que determinardn la posibilidad de existencia de
EC.

Existen tres tipos de linfocitos; los linfocitos B (que expresan CD19), los linfocitos T (objetivo
del estudio y marcados por CD3) y linfocitos NK (los mas desconocidos hasta ahora ya que son
la poblacién excluida por dichos marcadores, es decir, CD19- y CD3-). Sin embargo, hay un
cluster comun a los linfocitos T y los NK, CD7. Por lo tanto, la nomenclatura en marcadores

para cada tipo de linfocito serd la siguiente”’:

- Linfocitos B: CD19+
- Linfocitos T: CD7+ CD3+
- Linfocitos NK: CD19- CD3- CD7+

Los linfocitos T, que son aquellos de interés en este estudio, presentan una region de
naturaleza proteica denominada TCR (receptor de células T) que es lo que les confiere la

capacidad de reconocer antigenos?.

Existen dos tipos de células T (o linfocitos T) en base a su receptor de células T (TCR), o T-cell
receptor en inglés: alfa beta (af) o gamma delta (y8). Los linfocitos TaP estdn presentes
Unicamente en mamiferos superiores mientras que los linfocitos Tyd estan presentes en todas

las especies que tienen un sistema inmune adaptativo.

Dentro de la poblacién de TaB, van a aparecer otros dos tipos de linfocitos: los helpers o
ayudantes, (identificados por la expresion de CD4) y los citotdxicos (identificados por la
expresion de CD8). Estos ultimos, al reconocer al antigeno se encargan de inducir su lisis,
mientras que los helpers, tras el reconocimiento, producen citocinas que desencadenaran una

respuesta del sistema inmune.

Las poblaciones de las que se va a hablar posteriormente son la poblacidon de linfocitos
intraepiteliales (LIE) Ty§, la poblacion de LIE CD3 cldsicos y la poblacidon de NK like. Estas tres
se analizaran de forma individualizada, tanto su porcentaje como su fenotipo en muestras

frescas y congeladas.
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Para identificarlas se muestra a continuacién (FIGURA 2) una clasificacién leucocitaria para los
linfocitos intraepiteliales. Como bien se conoce, el marcador CD45 es especifico para los
leucocitos. Dentro de la poblacion que lo expresa, se pueden apreciar otras dos poblaciones:
los CD3 positivos y los CD3 negativos. Dentro de los primeros es dénde se encuentran dos de
las subpoblaciones de interés: los Tyd, que expresan tanto CD3 como Ty9, y los CD3 clasicos
que solamente expresan CD3. Volviendo atras, se encuentra la poblaciéon que no expresa CD3,
donde se encuentran los NK like®. Esta es una poblacidn de linfocitos de la que se sabe aln
muy poco, pero es determinante en el diagndstico de EC ya que se conoce que un porcentaje

de NK like inferior al 20% determina inflamacién intestinal°.

Poblacion Tyd

CD3+ Tyb+
Muertas // . Eglfers
CD3+__ Poblacién CD3 cldsicos —
T CD3+Ty6- St
. T CD8
CELULAS CD45+ e Citotoxicos
Vi - ., CD3-Tyé+
/ S 2
Viables CD3- ¢
ey * CD3- Ty6-
\. CDA45- Poblacion NK like

FIGURA 2: GATING CELULAR. Poblaciones de linfocitos intraepiteliales.

Asimismo, para el diagnéstico de EC, se ha sugerido que un recuento bajo de linfocitos NK-
like, esta asociado a la presencia de inflamacidn en el intestino. Por lo tanto, estas dos son las
poblaciones mas determinantes a la hora de dar un diagndstico. De esta forma, todos los
pacientes no celiacos presentaran niveles disminuidos de linfocitos Ty6 y niveles bajos de
linfocitos NK-like si la mucosa estd inflamada o normales si no lo esta. Por el contrario, todos
los pacientes con enfermedad celiaca presentan niveles aumentados en los linfocitos Tys. A
su vez, los niveles bajos de NK-like indicardn si el paciente presenta inflamacién (paciente de
nuevo diagndstico), o si por el contrario se trata de un paciente celiaco sin inflamacion
intestinal (niveles normales de la poblacién NK-like) consecuencia de seguir de forma correcta

la dieta sin gluten.
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2.2. ANTICUERPOS MARCADOS POR FLUOROCROMOS

Como se ha mencionado previamente, cada tipo de célula presenta proteinas Unicas que
permiten su identificacion frente a otras células, pero écémo se puede observar esto a nivel

macromolecular?

La técnica de citometria de flujo plantea el uso de anticuerpos especificos frente a dichas
proteinas que expresan las células, estando ademds estos anticuerpos conjugados con
diversos fluorocromos que emiten a una longitud de onda diferente. De esta forma, al evaluar
las longitudes de onda emitidas por una célula se puede determinar los anticuerpos que se le

han unido y por tanto las proteinas que expresa dicha célula®?.

2.3. FENOMENO DE FLUORESCENCIA

Los fluorocromos son sustancias capaces de absorber energia en forma de radiaciones
electromagnéticas y luego emitir parte de esa energia en forma de radiacién electromagnética
de longitud de onda superior (ANEXO). En el estudio se han utilizado fluorocromos que
absorben radiacion a tres longitudes de onda: 405nm, 488nm, 633nm, ya que son las
longitudes a las que emiten los tres ldseres con los que cuenta el citdmetro del que se dispone

para el estudio.

2.4. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica cuantitativa utilizada para medir simultdneamente ciertas
caracteristicas fisicoquimicas de células o particulas en suspension que atraviesan un haz de

luz (laser) y ofrece la posibilidad de separarlas en funcién de sus particularidades (sorting)*2.

2.4.1. Fenomenologia de la citometria de flujo

En la citometria de flujo estan presentes cuatro fendmenos fisicoquimicos: la fluidica debido
al flujo laminar que se genera con la entrada de células; la dptica, debido a la utilizacion de
laseres, la presencia de luz dispersada y fluorescencia y el sistema de filtros para la recoleccién

de seiial; la electrénica debido a la amplificacion de la sefial mediante detectores

19



fotomultiplicadores; y la informatica ya que es necesario un software para realizar el analisis

de datos.

2.4.2. Funcionamiento del citometro

El procedimiento de funcionamiento del citdmetro es el siguiente:

La suspension de células se coloca dentro del citdmetro el cual la aspira mediante un sistema
de vacio. Una vez dentro del sistema, se mezcla con una solucién salina de forma que la
suspension celular pasard a través de un canal estrecho, provocando asi que las células formen

una sola linea antes de que pasen a través del haz de luz.

Cada célula dentro de la muestra atraviesa el rayo ldser una por una, permitiendo asi que cada
una de ellas sea analizada de forma individual. De este modo, cada vez que una célula
atraviese el haz, el laser dispersard la luz en multiples direcciones. La denominada forward
scatter es la sombra generada en sentido frontal y es quién dara la relacién directa con el
tamafio de la célula. Por otro lado, la luz side scatter es dispersada lateralmente y esta
relacionada con la complejidad interna de la célula. El cittmetro detecta la luz dispersada
gracias a unos sensores que convierten la luz dispersada en un pulso eléctrico, que es

directamente proporcional a la cantidad de luz dispersada.

Analizando los dos tipos de luz dispersada se puede obtener un andlisis del tamafio, y
complejidad de la célula. Esto permite dividir las células de la muestra en diferentes

poblaciones segun sus caracteristicas.

Ademas de este tipo de analisis, la técnica de citometria de flujo también permite detectar luz
emitida por moléculas excitadas por fluorescencia como por ejemplo anticuerpos marcados

con fluorocromos, que es el caso de este estudio.

Los fluorocromos son excitados por longitudes de onda especificas para cada uno de ellos. Por
eso, el citdmetro cuenta con diferentes laseres. Tras la excitacidn, la luz emitida por el
fluorocromo es dirigida a lo largo de un camino de espejos que van “rompiendo” el haz de luz
en funcion de la longitud de onda. La luz dispersada que sale de ellos llega a una serie de filtros

que permiten la deteccion de multiples fluorocromos (FIGURA 3).
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FIGURA 3: FUNCIONAMIENTO DEL CITOMETRO. Dispersion de la luz dentro del citémetro.

En el citémetro referenciado en la FIGURA 3, se puede observar cdmo la fluorescencia emitida
por las células se conduce a través de tres espejos dicroicos, de forma que el proceso seria del

siguiente modo;

Hay tres filtros de longitud de onda: el primero, dejara pasar toda la energia con longitud de
onda mayor de 550nm, el segundo a toda aquella mayor de 640nm y el tercero Unicamente a

la energia con longitud de onda mayor que 735nm.

Estas ramas de energia reflejadas por cada espejo posteriormente atraviesan unos filtros que
captan solamente las energias con A pertenecientes a un rango. El primer filtro detectara la
luz dispersada por aquellos fluorocromos que emitan entre 525nm y 535nm, el segundo
detecta los fluorocromos que emiten entre 564nm y 606nm, el tercero entre 650nm y 670nm
y el cuarto entre 750nm y 810nm. Esta energia a su vez serd captada por sensores

fotomultiplicadores que la convierten en seiial eléctrica.

La senal eléctrica sera posteriormente analizada por un equipo informatico que extraerd los

datos en formato digital.
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3. OBIJETIVOS

Los objetivos de este estudio son los siguientes:

- Identificar linfocitos intraepiteliales en el duodeno humano y caracterizar su fenotipo.

- Evaluar si la criopreservacion de las biopsias previa a su analisis afecta a su

identificacion y/o fenotipo.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MUESTREO

Para extraer las muestras celulares del intestino, se intervino a los pacientes mediante una
técnica denominada endoscopia que consiste en la introduccién de un equipo quirdrgico
que consta de una camara y unas pinzas de extraccién de biopsias. Se introduce a través
de la cavidad bucal del paciente y se extiende hasta el comienzo del duodeno, donde se

toman las biopsias en el contexto de la practica clinica habitual.

Tras la extraccidon de las muestras se preservaron por el equipo clinico en medio de cultivo
celular (RPMI 1640) durante un periodo maximo de 30min y a 4°C hasta su recoleccidon y

posterior llegada al laboratorio anexo al hospital.

La toma de muestras se realizd a 13 pacientes (8 mujeres y 5 hombres) en el Departamento
de Gastroenterologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, dirigido por el Dr.
Luis Fernandez Salazar. La edad media de los pacientes fue de 44 afios en el momento de
la toma de muestras. La edad media de las 8 mujeres fue de 47 y la de los 5 hombres de
40.

La toma de estas muestras fue consentida de forma escrita por cada uno de los pacientes
intervenidos en el contexto del proyecto con cédigo PI19/1352 aprobado por el Comité
Etico de Investigacién con medicamentos (CEIm) del Area de Salud de Valladolid Este a
fecha de 25 de abril de 2019.

4.2. REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron los siguientes:

e Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
Marca: Gibco

Concentracion: 1X
e Maedio completo de cultivo Roswell Park Memorial Insitute (RPMI 1640 Medium)

Marca: Gibco

Concentracion: 1X
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e Ditiotreitol (DTT)
Marca: Sigma-Aldrich
Concentracion de las alicuotas preparadas: 100mM
Preparacion de las alicuotas: 1g DTT + 65ml H,O milliQ. Esterilizar por filtracion y

preparar alicuotas de 500ul en cada vial para conservar en el congelador a -20°C.

¢ Acido etilendiaminotetraacético disédico (EDTA)
Marca: Sigma-Aldrich
Concentracion de la disolucién preparada: 50mM
Preparacion de la disolucion: 1.86g Na;EDTA + 100ml H,O milliQ. Esterilizar por

filtracién y conservar en la nevera a 4°C.

e Paraformaldehido (PA)
Marca: Protocol
Concentracion de la disolucion preparada: 2%

Preparacion de la disolucion: dilucién de PA al 10% en FACS Buffer.

e Suero fetal bovino o Fetal Calf Serum (FCS)
Marca: Gibco

Alicuotas de 10ml preparadas en esterilidad.

e Azida sddica (NaNs)

Marca: Sigma

e Reactivo fijador (Reactivo A)
Marca: BioRad

e Reactivo permeabilizador (Reactivo B)
Marca: BioRad

4.3. DISOLUCIONES TAMPON

Las disoluciones tampdn se prepararon a partir de los reactivos anteriores.

e Disoluciéon tampdn salina o Phosphate Buffered Saline (PBS)

Marca: Sigma-Aldrich
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e Disolucion de citometria o Fluorescence Activated Cells Sorting Buffer (FACS
Buffer)
Preparacion: Anadir 10ml suero fetal bovino + 0.1g NaNs (azida de sodio) + 0.18g
EDTA a un volumen total de 500ml de PBS.

e Disolucidn para separar el epitelio (HBSS suplementado con DTT y EDTA)
Preparacion de disoluciéon: Aiadir Iml EDTA + 500ul DTT a 49ml de HBSS.

e Maedio de congelacion
90% suero fetal bovino y 10% DMSO (dimetilsulféxido).

4.4. ANTICUERPOS/MATERIAL DE CITOMETRIA

Se hicieron cuatro tinciones diferentes.

e Tincion de viabilidad de las células (Viability dye)
Marca: ThermoFisher Scientific (Invitrogen)
Canal equivalente a APC-Cy7
LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit, for 633 or 635 nm excitation

e Tincion bloqueante de receptores Fc
Marca: BD

e Tincion de citometria

ANTICUERPO FLUOROCROMO CLON
TCRyd FITC B1

CD16 PE 3G8

CD127 PE-CF594 HIL-7R-M21
CDA45 PE-Cy7 HI30

CD3 APC HIT3a

CD8 Alexa Fluor RPA-T8
CcD7 Bv421 M-T701
CD4 BV510 SK3

CD56 PE B159
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4.5.

Tincion intracelular

Anticuerpo CD3 conjugado al fluorocromo PE-Cy5 (Clon: UCHT1).

EQUIPAMIENTO

El material utilizado en todos los experimentos fue el siguiente.

4.6.

Los instrumentos y herramientas de laboratorio utilizados fueron los siguientes.

Agitador tipo Vortex

Marca: Heldolph Reax Top
Microcentrifuga “Centrifuge 5424R"”
Marca: Eppendorf

Centrifuga “Rotanta 460R"”

Marca: Hettich Zentrifugen

Agitador tipo Shaker “MaxQ 4000”’

Marca: Barnstead Lab-Line

MATERIAL

Micropipetas

Marca: Eppendorf Research Plus

Tubos

Marca: BD Falcon (15ml) y Corning (50ml)
Placas

Marca: Falcon (Corning Brand)
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e Filtros 100um de Nylon
Marca: Fisherbrand
e Tubos de citometria
Marca: Falcon (Corning Brand)
e Pipetas Pasteur

Marca: Falcon (Corning Brand)

4.7. PROTOCOLOS DE TRABAJO

De cada paciente, se obtuvo un nimero par (n) de biopsias. Esto permitié que n/z biopsias se
procesaran en fresco y n/z se congelaron para poder realizar asi el estudio comparativo en

cuestion.

El procedimiento que se utilizd para aislar la poblacidon de los linfocitos intraepiteliales

procedentes de biopsias frescas es el siguiente!3:

Se depositd la muestra sobre una placa Petri con ayuda de una pipeta Pasteur para que todas
las biopsias quedasen depositadas. Dichas biopsias se tomaron con la misma pipeta, se
llevaron a un tubo Falcon de 15ml y se le afladieron 5ml de disolucién de HBSS suplementado
con DTT y EDTA. Se agitd el tubo con la ayuda un agitador tipo Vortex y a continuacion, se

introdujo en un agitador orbital durante 30 minutos, a 37°Cy 250 (rpm).

Después de la primera incubacion de la muestra, se traspasoé el contenido del tubo (células
resuspendidas en HBSS) a la placa Petri. Las biopsias que quedaron en el tubo se siguieron
resuspendiendo, para lo que se afiadié de nuevo 5ml de HBSS con DTT+EDTA al mismo tubo,

se llevaron de nuevo al agitador orbital y se incubaron con las mismas condiciones que antes.
El remanente de la placa Petri se recogid en un nuevo tubo Falcon de 15ml para mantener a
4°C.

Tras la segunda incubacion de la muestra, se trasfirié el contenido del tubo a la placa Petriy
se lavd con otros 5ml de HBSS suplementado con DTT y EDTA, que también se depositaron
sobre la placa. Todo ello se recogié en el tubo mantenido a 4°C, de modo que éste finalmente

contenia 15ml de disolucion.
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El objetivo de estas incubaciones fue eliminar la capa mucosa externa y separar el epitelio de
la lamina propia. El papel que desempeiié el DTT en esta incubacion fue de tensioactivo, es
decir, se encargd de generar micelas alrededor de las moléculas de naturaleza lipidica
presentes en el moco intestinal para facilitar su eliminacién. El EDTA, sin embargo, se afiadid
para complejar el Ca?* que ancla el epitelio sobre la ldmina propia y permitir asi la separacion

de ambas capas.

El contenido del tubo de 15ml se filtré (100 micras) sobre otro para eliminar los restos de
mucosa y fibras de colageno remanentes en la disolucidn. El tubo se centrifugd durante 10
minutos, a 4°C y 400 unidades de fuerza centrifuga relativa (RCF: relative centrifugal force o

fuerza g) con una bajada de freno 3.

Transcurridos esos minutos, se descartd el sobrenadante y se secé el tubo con cuidado de no
resuspender el pellet celular, enriquecido en células epiteliales y linfocitos intraepiteliales. Se
agitd el tubo con el agitador Vortex para resuspender el pellet y se le afiadié 1ml de FACS

Buffer. Se traspaso el contenido a un tubo de citometria con la ayuda de la misma pipeta.

Para tefir las células muertas se utilizd un marcador de viabilidad (viability dye). Se afiadieron

0.5ul de dicho marcador al tubo y incubd durante 30 segundos a temperatura ambiente (T2).

Se centrifugaron las células de nuevo a 400 RFCy 4°C con bajada de freno normal (9) durante
5 minutos. Después de ese tiempo, se repitié mismo proceso de descartar el sobrenadante y
se secd el tubo con cuidado de no resuspender el pellet. Se afiadieron 100 ul de FACS Buffer
al tubo. Las uniones inespecificas de los anticuerpos a las células se bloquearon anadiendo 2ul
de FC block y se dejo incubar la muestra en la oscuridad durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

Después, para lavar, se afiadiéo 1 ml de FACS buffer al tubo y se centrifugd con las mismas
condiciones (400 RFCy 4°C con bajada de freno normal (9) durante 5 minutos). A continuacion,
se descartd el sobrenadante y se secé el tubo con cuidado de no resuspender el pellet. Una
vez eliminado el sobrenadante, se agitd el tubo con el agitador Vortex para resuspender el

pellet.

Para tefir las células, se anadieron al tubo 100ul de una disolucién que contenia los
anticuerpos marcados con los fluorocromos correspondientes. La concentracién éptima de
cada anticuerpo habia sido optimizada en el Laboratorio de Inmunologia de las Mucosas del
Instituto de Biologia y Genética Molecular. Se dejo incubar el tubo en oscuridad a 4°C durante

20 minutos.

Se lavé de nuevo del mismo modo que anteriormente.
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Para realizar la tincidn intracelular, se afiadieron al tubo 100l de reactivo A (fijador de tincidn
extracelular) y se dejé incubar durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se
lavé pasada esta media hora y se resuspendié en 100ul de reactivo B (formador de poros en
la membrana celular). Se afiadié 1ul del anticuerpo intracelular CD3 marcado con PE-Cy5 (que
penetroé a través de los poros generados por el reactivo B) y se dejé incubar en la oscuridad a

temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se lavé de nuevo del mismo modo que anteriormente.

Para fijar las células, se anadieron 250ul de Paraformaldehido al 2% y se dejo reposando

durante 10 minutos en la oscuridad a 4°C.
Se lavé de nuevo del mismo modo que anteriormente.

Finalmente, se afiadieron al tubo 500ul de FACS Buffer y se conservé a 4°C hasta su adquisicién

en el citdmetro.

4.8. CRIOPRESERVACION

Se prepararon las biopsias para criopreservar. Para ello, se afadid 1ml de medio de
congelacion a un criovial y se depositaron en él las biopsias escogidas para congelar. Las
biopsias fueron inmediatamente transferidas a contenedores especificos de congelacidon
(disminuyen la temperatura a 1°C por minuto) a un congelador a -80°C. Al dia siguiente, las
biopsias fueron archivadas en el congelador. Una semana después de su congelacién, el
criovial con las biopsias fue descongelado en medio de cultivo y las biopsias procesadas de la
misma manera que anteriormente para obtener y teiir la poblacion de linfocitos

intraepiteliales.

4.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO

En todos los casos se compararon los datos obtenidos de un mismo individuo por lo que los
datos se consideraron pareados.

Los tests estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism 7. Se empleé la
prueba d’Angostino y Pearson para determinar si las diferencias entre los distintos grupos

seguian una curva de normalidad.
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Puesto que las diferencias eran paramétricas las comparaciones se realizaron mediante la
prueba ANOVA y una t de student para muestras pareadas. Los datos se trataron como la
media +/- el error estandar de la media (S.E.M).

En todos los casos se considerd como significativo p-valores menores a 0,05 (* p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACION DE POBLACIONES LINFOCITARIAS

5.1.1. Identificacidn de linfocitos intraepiteliales

Para conocer la poblacidon de linfocitos de la muestra y diferenciarlos del resto de células

presentes se aplican unas acotaciones denominados gatings'*.

El primer filtro utilizado es identificar los singletes, ya que el citdmetro no diferencia cuantas
células pasan a través del haz de luz. Se asume que pasan de una en una, pero a veces pueden
superponerse. El citbmetro asigna un pulso a cada célula, con un area (A) y una altura (H)
determinadas. La relacion entre el drea y la altura es constante, es decir, si las células pasan
de una en una, la proporcidon H/A es constante. Pero en el caso de que pasen dos células a la
vez, se medird un pulso con una altura normal pero un area dos veces mayor que la

correspondiente. Por lo tanto, esta poblacidn se saldrd de la media (FIGURA 4).

Para acotar la poblaciéon de singletes se expresan las alturas frente a las areas y se selecciona

la poblacién conveniente.

En segundo lugar, es necesario conocer qué células estan vivas puesto que las células muertas
pueden unir anticuerpos de forma no especifica afectando por tanto el resultado. Para esto
se ha realizado previamente la tincién con un colorante de viabilidad (viability dye), que marca
aquellas que estan muertas. En el programa se ve esta division entre poblaciones
representando el marcador de viabilidad frente al tamafio de las células. La poblacién marcada
con dicho fluorocromo representa aquellas que se han tefiido y, por lo tanto, que estdn
muertas; la poblacidn negativa, en consecuencia, representa las células vivas. Este dato de
positividad se conoce gracias a los controles negativos de tincién correspondiente a este
marcador previamente optimizados en el laboratorio de inmunologia de las mucosas del

Instituto de Biologia y Genética Molecular.

Dentro de las células vivas, el siguiente paso es identificar los leucocitos. Para ello se expresa
la granularidad de las células frente a CD45 tefiido con PE-Cy7 (se aplica este analisis por
convenio). Aparece una poblacidn claramente diferenciada en la region de la derecha, que es
la zona positiva segun el control negativo para este marcador. Esta es la poblacién dentro de
la cual se centra el analisis. La FIGURA 4 muestra un ejemplo representativo sobre cémo se

han identificado los linfocitos intraepiteliales en todos los casos.
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FIGURA 4: IDENTIFICACION DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. Los linfocitos intraepiteliales,
se identificaron dentro de la fraccion singlete (FSC-A y FSC-H), como células viables

(negativas para este marcador) que expresaban CD45.

5.1.2. Controles para la identificacion de poblaciones

Cuando se construyen paneles de citometria de flujo multicolor, es importante la utilizacién
de unos controles que se denominan FMOs (Fluorescence Minus One). Estos determinan

donde se van a establecer los limites de cada fluorocromo.

Este proceso de control es particularmente importante cuando se quiere diferenciar una
poblacién positiva de una negativa, asi como cuando los niveles de expresion son bajos. Al
adquirir los datos se percibe una dispersién de fluorescencia, especialmente con los
fluoréforos mas brillantes, que es particularmente notable después de la compensacién y la
excitacion cruzada con laser. Un disefio experimental cuidadoso y evitar canales que tienen
una gran cantidad de difusién ayudara a reducir esta influencia, pero los controles FMO siguen

siendo importantes.

Para realizar el control FMO se tifien las células experimentales con todos los fluoréforos

menos uno de ellos, como se detalla en la FIGURA 5.
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FLUOROCROMO Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8 Tubo 9
FITC - Tyd Tyd Tyd Tyd Tyd Tyd Tyd Tyd
PE CD16+CD56 - CD16+CD56 | CD16+CD56 | CD16+CD56 | CD16+CD56 | CD16+CD56 | CD16+CD56 | CD16+CD56
PECF594 CD127 CD127 - CD127 CD127 CD127 CD127 CD127 CD127
PE-Cy5 CD3+ CD3+ CD3+ - CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+
PC7 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 CDA45
APC CD3 CD3 CD3 CD3 - CD3 CD3 CD3 CD3
Alexa 700 CD8 CD8 CD8 CD8 CD8 - CD8 CD8 CD8
APC7 VIABLE VIABLE VIABLE VIABLE VIABLE VIABLE VIABLE VIABLE VIABLE
Bv421 CD7 CD7 CD7 CD7 CD7 CD7 - CD7 CD7
BV510 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 - CD4

FIGURA 5: TABLA DEL CONTENIDO DE CADA TUBO PARA LOS CONTROLES DE FMO (FLUORESCENCE MINUS ONE). Cada uno de los tubos

contiene todos los marcadores menos uno, y el tubo 9 contiene todos ellos.
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De este modo, el tubo 1 contiene todos los fluorocromos excepto FITC y asi sucesivamente,

hasta el vial 9 que los contiene todos.
Esto permite analizar las regiones de positividad de cada fluorocromo.

Por ejemplo, para conocer a partir de qué intensidad es positivo CD3 se observa que todos los
viales presentan una poblacion visible excepto el vial 4. Esto permite marcar esta intensidad
como punto de inflexién entre una poblacién CD3- y CD3+. Del mismo modo se puede
observar que para la poblacion de Ty§, es el primer tubo el que no presenta dicha poblacidn

mientras que el resto si (FIGURA 6).
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FIGURA 6: CONTROLES FMO PARA LOS MARCADORES CD3 Y Tyé. La primera grdfica
pertenece al tubo 1, que no contiene el marcador para Tyd. La sequnda pertenece al tubo 4,
que no contiene el marcador para CD3. Estas dos grdficas permiten determinar el limite de

marcaje de cada especie. Se ponen en comun en la ultima grdfica, que contiene ambos.

Por lo tanto, gracias a este control, se pueden establecer limites poblacionales, lo que permite

dividir la grafica en cuatro poblaciones:

- Ql: Tys+ CD3-
- Q2: Tyé+ CD3+ (doble positiva)
- Q3:Tyd- CD3+
- Q4:Tyb- CD3- (doble negativa)

Este mismo mecanismo, se utilizdé con el resto de los marcadores para establecer sus gatings

y con ello los limites de positividad y negatividad para cada marcador a estudio.
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5.1.3. Variabilidad de los IEL en el duodeno humano

Como ya se ha mencionado, se conoce que dentro de los linfocitos intraepiteliales existen
diversas subpoblaciones, principalmente los linfocitos CD3 clasicos, los linfocitos CD3 Tyb y los

linfocitos NK-like. En este apartado se fenotiparon las subpoblaciones de cada una de ellas.

NK like cD3 Tyd
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FIGURA 7: EXPRESION DE CD7 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. Se muestra la expresion de CD7 entre las diferentes poblaciones de

linfocitos intraepiteliales incluyendo los linfocitos NK like, los CD3 cldsicos y los Tyé.
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FIGURA 8: ESTADISTICA DE CD7 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. Se muestran los resultados de varios experimentos independientes para la
expresion de dicho marcador en las mencionadas poblaciones. Se aplicé un ANOVA con
muestras pareadas realizando comparacion posterior entre todos los grupos en el caso de

que fuese significativa (se considerd como significativo un p-valor < 0,05).
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Tal y como muestra la Figura 8, se puede observar que CD7 se expresa para todas las

subpoblaciones. Esto coincide con lo estipulado, ya que CD7 es un marcador especifico de

linfocitos intraepiteliales generales.
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FIGURA 9: EXPRESION DE CD127 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. Se muestra la expresion de CD127 entre las diferentes poblaciones de

linfocitos intraepiteliales incluyendo los linfocitos NK like, los CD3 cldsicos y los Tyé.
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FIGURA 10: ESTADISTICA DE CD127 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS

INTRAEPITELIALES. Se muestran los resultados de varios experimentos independientes para la

expresion de dicho marcador en las mencionadas poblaciones. Se aplicé un ANOVA con

muestras pareadas realizando comparacion posterior entre todos los grupos en el caso de

que fuese significativa (se considerd como significativo un p-valor < 0,05).
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A diferencia del marcador anterior, CD127 es un marcador que no se expresa de forma
habitual en todas las poblaciones de LIE (FIGURA 10). Sin embargo, se aprecia una presencia
mayor en las poblaciones de CD3 clasicos y Tyd. Por lo tanto, se puede afirmar que hay

diferencias significativas entre la expresién de CD127 en NK like y CD3 clasicos y/o Tyd.
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FIGURA 11: EXPRESION DE CD16+CD56 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. Se muestra la expresion de CD16+CD56 entre las diferentes
poblaciones de linfocitos intraepiteliales incluyendo los linfocitos NK like, los CD3 cldsicos y

los Tyé.
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FIGURA 12: ESTADISTICA DE CD16+CD56 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. Se muestran los resultados de varios experimentos
independientes para la expresion de dicho marcador en las mencionadas poblaciones. Se
aplicé un ANOVA con muestras pareadas realizando comparacion posterior entre todos los
grupos en el caso de que fuese significativa (se consideré como significativo un p-valor <
0,05).
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La estadistica determina que en la poblacién en la que CD16 y CD56 mas se expresa es en los
TyS y en los NK like (FIGURA 12). En los CD3 clasicos tiene muy poca expresion.
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FIGURA 13: EXPRESION DE CD4 Y CD8 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. Se muestra la expresion de CD4 y CD8 entre las diferentes poblaciones de

linfocitos intraepiteliales incluyendo los linfocitos NK like, los CD3 cldsicos y los Tyé.
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FIGURA 14: ESTADISTICA DE CD4 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES.
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FIGURA 15: ESTADISTICA DE CD8 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
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FIGURA 16: ESTADISTICA DE CD4+CD8+ EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE

LINFOCITOS INTRAEPITELIALES.
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FIGURA 17: ESTADISTICA DE CD4-CD8- EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. En estos ultimos paneles, se muestran los resultados de varios
experimentos independientes para la expresion de dicho marcador en las mencionadas
poblaciones. Se aplicé un ANOVA con muestras pareadas realizando comparacion posterior
entre todos los grupos en el caso de que fuese significativa (se consideré como significativo

un p-valor < 0,05).

Observando las graficas (FIGURA 15) se puede afirmar que CD8 es otro marcador que se
manifiesta de manera habitual en todas las poblaciones de LIE, en especial en los CD3 clésicos,

a diferencia de CD4 que practicamente no se expresa (FIGURA 14).

Por otro lado, se observa que existe una leve expresidn de células dobles positivas en los LIE
(FIGURA 16), dato interesante ya que en sangre periférica no se manifiesta este tipo de
marcador. También se expresan dobles negativos en todas ellas (FIGURA 17), siendo un poco

menos frecuentes en la poblacion de CD3 clasicos.

5.2. CONGELACION DE LAS BIOPSIAS
5.2.1. Identificacion de los IEL

COMPARATIVA METODO CLASICO: FSC-H vs. FSC-A

Para identificar la poblacidon de linfocitos intraepiteliales existe una forma clasica de analisis:

descartar dobletes analizando FSC-H frente a FSC-A y células muertas analizando viabilidad
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frente a FSC-A. Dentro de esta poblacién se representa SSC-A frente a CD45 y se obtienen los
linfocitos intraepiteliales objeto de estudio.
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FIGURA 18: METODO CLASICO DE IDENTIFICACION DE IEL PARA UNA MUESTRA FRESCA.
Analizando una muestra fresca de este modo cldsico se llega a una poblacion de linfocitos

intraepiteliales de 32.1%.

A continuaciodn, se analiza la muestra congelada correspondiente al mismo paciente utilizando
el mismo método de identificacion.
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FIGURA 19: METODO CLASICO DE IDENTIFICACION IEL PARA UNA MUESTRA CONGELADA.
Con el mismo método clasico para identificar IEL en la muestra congelada pareada con la

anterior se obtiene una poblacion de 24.7%.

A pesar de que se trata del mismo paciente, los porcentajes de linfocitos intraepiteliales
identificados no coinciden. Para ver si existen diferencias significativas o no entre las muestras

frescas y congeladas en todos los casos se realiza un estudio estadistico que se muestra a
continuacion (FIGURA 20).
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FIGURA 20: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS

PARA LA POBLACION DE IEL - METODO CLASICO. Se observan cuatro casos en los que la
poblacion disminuye, a pesar de que la tendencia general parece determinar un aumento.
Por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias significativas entre los valores

obtenidos a partir de las muestras frescas y los obtenidos a partir de las congeladas.

Estos resultados evidencian que los valores de LIE identificados en muestras frescas
congeladas no coinciden. Sin embargo, es preciso analizar también los porcentajes de |

subpoblaciones para conocer si también presentan diferencias.

Y
as

Para ello, se analiza Tyé frente a CD3 clasicos y se obtienen los siguientes cuadrantes. Cada

uno de ellos corresponde a una subpoblacion:

Cuadrante Q4: linfocitos NK like

- Cuadrante Q3: linfocitos CD3 clasicos

- Cuadrante Q2: linfocitos Tyd

En la FIGURA 21 se muestra la asignacién de cada cuadrante a cada poblacion. Se trata de un

ejemplo representativo de uno de los pacientes.
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FIGURA 21: Tyé frente a CD3 de muestra fresca vs. muestra congelada con método de
identificacion cldsico. Comparando las grdficas puede apreciarse una disminucion del
porcentaje de la subpoblacion de linfocitos NK like, ya que pasa de 21.3% en la muestra
fresca a 7.21% en la muestra congelada. Asimismo, se observan variaciones en las otras dos

poblaciones.

Las estadisticas muestran los resultados obtenidos de todas las muestras.
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FIGURA 22: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS NK LIKE MEDIANTE EL METODO CLASICO. En la

mayoria de los casos se observa un descenso pronunciado en la poblacion de los linfocitos NK
like.
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FIGURA 23: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD3 CLASICOS MEDIANTE EL METODO CLASICO.
En las poblaciones de CD3 cldsicos también se observan diferencias entre las muestras

frescas y congeladas, pudiéndose apreciar un leve aumento en la mayoria de los casos.
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FIGURA 24: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS Ty5 MEDIANTE EL METODO CLASICO. Ocurre lo
mismo para el caso de las poblaciones de linfocitos Tyb, se observan grandes cambios entre
las muestras frescas y las congeladas. En este caso es mds complicado observar una
tendencia, ya que en algunos casos hay un aumento porcentual y en otros se aprecia un

descenso.

El andlisis estadistico de las poblaciones, tanto de linfocitos intraepiteliales generales como

de subpoblaciones, evidencia que existen diferencias significativas entre muestras frescas y
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congeladas, por lo tanto, es necesario buscar un nuevo método para identificar poblaciones

en el que no se aprecie variacion a la hora de comparar muestras.

COMPARATIVA NUEVO METODO: CD45 vs. SSC

Ya que el método clasico no es concluyente porque todas las muestras congeladas presentan
una clara variacion de la poblacion leucocitaria, es preciso buscar otro mecanismo de andlisis

para identificar los linfocitos intraepiteliales.

Se ha probado analizando directamente SSC-A frente a CD45, evitando los pasos de acotar los
singletes y las células vivas, y se ha observado que no existen diferencias entre las poblaciones

de las muestras frescas y de las congeladas (FIGURA 25).
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FIGURA 25: METODO NUEVO DE IDENTIFICACION DE IEL EN MUESTRA FRESCA VS. MUESTRA
CONGELADA. Analizando directamente granularidad frente al marcador CD45 no se observan
diferencias entre los porcentajes de la poblacidn leucocitaria de la muestra fresca y la

muestra congelada.

Para verificar que este método se adecua a todos los casos, se realiza el andlisis estadistico

habitual con todos los datos de las muestras.
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FIGURA 26: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LA POBLACION DE IEL - METODO NUEVO. Los porcentajes de linfocitos intraepiteliales

presentan apenas variacion comparando las muestras frescas con las congeladas.

Mediante este nuevo método no se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre
los porcentajes de LIE obtenidos a partir de las muestras frescas y sus correspondientes
muestras congeladas. Por lo tanto, este es el método mas adecuado para identificar la

poblacion de linfocitos objeto de estudio.

En cualquier caso, y una vez que los LIE han sido identificados de forma correcta, para poder
analizar las subpoblaciones sin errores es necesario eliminar los dobletes y las células muertas,
por lo que se aplican los dos filtros utilizados anteriormente: para reunir Unicamente los

singletes y posteriormente para agrupar las células vivas.
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FIGURA 27: ANALISIS DE MUESTRA FRESCA CON NUEVO METODO DE IDENTIFICACION DE IEL.

Identificacion de LIE mediante el nuevo método en una muestra fresca.
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FIGURA 28: ANALISIS DE MUESTRA CONGELADA CON NUEVO METODO DE IDENTIFICACION

DE IEL. Identificacion de LIE mediante el nuevo método en una muestra congelada.

Del mismo modo que antes, es preciso comprobar si este método se puede aplicar para
obtener todas las subpoblaciones. Para ello, se realizan los estudios estadisticos

correspondientes que se muestran en las figuras a continuacion.
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FIGURA 29: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS NK LIKE MEDIANTE EL METODO NUEVO. Se
observan las variaciones para la poblacion de NK like. En el caso de esta poblacion, se

observan diferencias significativas.
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FIGURA 30: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS CD3 CLASICOS MEDIANTE EL METODO NUEVO.
Se representan los valores obtenidos para las poblaciones de CD3 cldsicos. Apenas existe

variacion entre las parejas.
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FIGURA 31: ESTADISTICA COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS
PARA LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS Ty5 MEDIANTE EL METODO NUEVO. Se obtienen
los datos correspondientes a la subpoblacion de Tyd. Esta es la que menos variacion

presenta; los valores se mantienen prdcticamente constantes para cada pareja.

A grandes rasgos, se puede afirmar que este método de identificacién es mdas adecuado que
el clasico, ya que en todos los casos las poblaciones presentan menor variacién si bien el

porcentaje de linfocitos NK-like se encuentra disminuido tras la congelacion de las células.
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5.2.2. Comparativa frescas vs congeladas para cada marcador en cada

subpoblacion

Otra caracteristica interesante que analizar, para poder afirmar con total seguridad que la
criopreservacion es una técnica aceptable que no promueve cambios en las células, es el
fenotipo que presentan las subpoblaciones. Es decir, lo que se busca en este apartado es
conocer si las células estudiadas presentan el mismo fenotipo tras su congelacién. Para ello,
se analiza la manifestaciéon de cada marcador para los tres tipos de subpoblaciones en cada

pareja de muestras mediante un estudio cualitativo.

Si cada marcador se expresa tanto en la muestra fresca como en la congelada, se puede

afirmar que la criopreservacion no altera el fenotipo de las células.
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FIGURA 32: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD7 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. El
marcador CD7 se manifiesta en todas las poblaciones de forma equivalente para las

muestras frescas y congeladas.
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FIGURA 33: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD127 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES.
El marcador CD127 no se expresa prdcticamente para la poblacion de NK like, tanto en
frescas como en congeladas. Sin embargo, en la poblaciones de CD3 cldsicos hay una

expresion mayor en las muestras congeladas.
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FIGURA 34: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD16+CD56 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. El marcador CD16+CD56 no se expresa en los CD3 cldsicos mientras que
en las poblaciones de NK like y Ty se observa una manifestacion mayor, equiparable para

frescas y congeladas.
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FIGURA 35: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD4 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. El
marcador CD4 tiene una expresion igualable en muestras frescas y muestras congeladas; no

se expresa en ninguna de las poblaciones.
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FIGURA 36: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD8 EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. El
marcador CD8 tiene una expresion igualable en muestras frescas y muestras congeladas;

presenta una alta manifestacion.
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FIGURA 37: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD4+CD8+ EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. Asimismo, se puede afirmar que tampoco hay diferencias entre la

expresion de la poblacion doble positiva entre las muestras frescas y congeladas.
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FIGURA 38: COMPARATIVA MUESTRAS FRESCAS VS. MUESTRAS CONGELADAS PARA EL
MARCADOR CD4-CD8- EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
INTRAEPITELIALES. La poblacion negativa para los marcadores CD4 y CD8 se expresa de igual

manera para frescas y congeladas en todas las poblaciones de linfocitos, disminuyendo su

porcentaje en la poblacidon Ty tras el congelado.
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En todas ellas se puede observar que el fenotipo se mantiene practicamente intacto, ya que
todas aquellas que manifiestan un marcador en fresco lo expresan también tras su
congelacion. Esto permite afirmar que la criopreservacion es una técnica que no afecta a las
caracteristicas tanto estructurales como fisicoquimicas de los linfocitos intraepiteliales y por

lo tanto la habilita para su utilizacién en el diagnéstico de enfermedad celiaca.
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Atendiendo a los resultados expuestos en el apartado anterior cabe realizar una
interpretacion de estos para concluir el estudio y dar a conocer si se han cumplido los objetivos

propuestos.

6.1. INTERPRETACION DE LOS DATOS

Se han estudiado los linfocitos intraepiteliales que presentan las biopsias extraidas del
duodeno. Se conoce que el recuento de este tipo de células presentes en el epitelio intestinal

es determinante para conocer si existe o no inflamacion.

Este estudio estd enfocado al diagndstico de la enfermedad celiaca, por lo tanto, dentro de la
poblacién de linfocitos intraepiteliales, se centra en dos subpoblaciones en concreto: los
linfocitos Tyd y los linfocitos NK like. Ademds de estas también se ha analizado la poblaciéon de

linfocitos CD3 cldsicos, necesarios para identificar las otras 2 poblaciones.

Los marcadores que contiene la tincién aplicada son los responsables de la caracterizacion
fenotipica de las dos subpoblaciones en cuestidn; se pretende demostrar que estos linfocitos
expresan el mismo tipo de marcador habiendo sido procesados en fresco o tras su

congelacién®.

Los datos obtenidos demuestran que la naturaleza fisicoquimica de los linfocitos
intraepiteliales, asi como su fenotipo no se ven alteradas a grandes rasgos tras su congelacién
a -80°C. También se puede afirmar, gracias a los porcentajes de cada subpoblacién (NK like,
CD3 clasicos y Tyd) analizada, que el recuento de linfocitos no varia en exceso comparando las
muestras frescas con las congeladas. La interpretacidon de estos resultados es muy clara: la
técnica de criopreservacion funciona de forma correcta y se puede aplicar para realizar

linfogramas intraepiteliales para el diagnédstico de EC.

6.2. DIAGNOSTICO

Como ya se ha comentado previamente, se conoce que el diagndstico de la enfermedad

celiaca es poco concluyente en la mayoria de los casos. Mediante la realizacion de un
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linfograma intraepitelial se puede aclarar si existe o no inflamacidn intestinal. Por ello, es una

técnica muy importante a la hora de evaluar si existe esta enfermedad.

En este trabajo se ha demostrado que la criopreservacion es una técnica valida para conservar
las biopsias intestinales y, por lo tanto, esto habilita la posibilidad de realizar esta prueba a

hospitales que no cuenten con el equipamiento correspondiente.

A pesar de que los datos son estadisticamente aceptables, es preciso realizar un ajuste en el

porcentaje de NK like.

Se ha observado que el porcentaje de NK like disminuye en 10 unidades de media al ser la
muestra congelada. Se conoce que por debajo del 20% de NK like existe inflamacién en el
paciente. Tal y como se muestra en el grafico, se dan casos en los que la muestra fresca situa
la poblacién de NK like por encima del 20% y su pareja congelada la situa por debajo. Esto
supone un problema ya que implicaria un diagndstico diferente para cada muestra. El ajuste
realizado para solventar este problema es marcar diferentes limites porcentuales de NK like
en fresco y congelado para determinar si existe inflamacion o no; en fresco se mantiene en
20% y en congelado se baja hasta el 10%. De este modo el diagndstico serd pareado en todas

las muestras.
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FIGURA 39: AJUSTE PORCENTUAL DE NK LIKE LIMITE PARA EL DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDAD CELIACA. Para las muestras frescas el limite determinante de inflamacion se
mantiene en 20% de NK like mientras que el limite para las muestras congeladas se
disminuye hasta el 10% puesto que los datos presentan valores menores (aproximadamente
de 10 unidades).
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6.3. REPERCUSION SOCIAL Y CIENTIFICA

Como ya se ha comentado en el primer apartado, el diagndstico de la enfermedad celiaca no
es sencillo y por desgracia, hasta ahora, esta técnica no se podia aplicar en muchos hospitales.

Con este estudio se solventa este problema y se optimiza su realizacién.

Gracias a la posibilidad de poder conservar las biopsias extraidas, se puede realizar una
recoleccién de muestras hasta contar con un buen nimero de ellas para procesar de forma
simultanea y asi ahorrar tiempo y material. Del mismo modo, se pueden recoger muestras en
multiples centros y que sean transportadas a uno que cuente con el equipamiento
correspondiente para realizar el linfograma. Por lo tanto, este estudio supone un aumento del

espectro de centros que puedan realizar esta prueba de diagndstico.

Ademas de esto, es preciso tener en cuenta que la obtencidn de las muestras no es un proceso
sencillo. Se trata de una intervencién previamente establecida al paciente, es decir, se lleva a
cabo a una hora determinada y no permite variaciones. Antes de realizar este estudio, la
muestra debia procesarse inmediatamente después de su extraccidon, pero gracias a la
posibilidad de preservarla, esto ya no es necesario. Como consecuencia, se facilita el trabajo

tanto del personal clinico como del personal de laboratorio.

Sin embargo, lo ideal para poder afirmar con totalidad que esta técnica de preservacién se
puede aplicar en todos los casos, seria aumentar N, ya que en este estudio se ha contado con
13 pacientes. Se trata de un publico de espectro amplio ya que fueron de todas las edades y
de ambos géneros. Aun asi, siempre es adecuado aumentar el nimero de pruebas para

garantizar con exactitud que el método funciona.

6.4. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, los pacientes que han participado en este
estudio son de ambos géneros y diferentes edades. Esto ha permitido observar una variacién
en funcidn de estas dos variables. Puesto que este no era el objetivo de este estudio, no se
han presentado los datos correspondientes. No obstante, como proyecto futuro se puede

plantear la posibilidad de estudiar las tendencias que se observan en las poblaciones

59



linfocitarias en funcién del género y la edad, puesto que, hasta ahora, solamente se conocen

estas diferencias en pacientes sanos?®.

Otro dato de interés que se ha observado durante la realizacién de los experimentos es un

ligero aumento de las células viables tras la preservacién de las biopsias. La hipétesis que se

ha planteado para explicar este hecho es la siguiente: el estrés celular. Las células al ser
extraidas se ven sometidas a un proceso traumatico, por lo que muchas de ellas mueren. En
el caso de que sean procesadas de forma consecutiva, un mayor nimero de ellas sufrirdn la
apoptosis. Por el contrario, si tras su extraccion se congelan, el tejido tendra la habilidad de
recuperarse antes de su procesado. Sobre la base de las ideas expuestas cabria la posibilidad

de realizar un estudio.

6.5. CONCLUSIONES

Para finalizar, se puede afirmar que los objetivos propuestos en este estudio se han cumplido

y se ha habilitado un nuevo campo de aplicacién cientifica en el mundo clinico.
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8. ANEXOS

ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE LOS FLUOROCROMOS UTILIZADOS:

Laser azul de 405nm
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Laser azul de 488nm
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Laser rojo de 633nm

B Alexa Fluor® 700 Excitation W Alexa Fluor® 700 Emission W APC Excitation B/ APC Emission
B APC/Cy7 Excitation W APC/Cy7 Emission M| Excitation Laser 633(nm)

120

L]
¥ =

= o =]
o ) o

=]

* Normalzed Excitation/Emission

300 400 500 600 700 800 Q00

Fuente: https://www.biolegend.com/

67


https://www.biolegend.com/

68



