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1- Abreviaturas

e 5-ASA, acido 5-aminosalicilico.

e ACP, andlisis de componentes principales.

e AEDT, Acido etilendiaminotetraacético.

e ANOVA, andlisis de la varianza.

e CP, componente principal.

e CS, controles sanos.

e CU, colitis ulcerosa.

e DTT, ditiotreitol.

e DTT/AEDT, medio HBSS con DTT y AEDT.

e EC, enfermedad de Crohn.

e Ell, enfermedad inflamatoria intestinal.

e HBSS, Hanks’ Balanced Salt Solution.

e iCU, tejido inflamado de colitis ulcerosa activa.

e IEC, tejido inflamado de enfermedad de Crohn activa.

¢ niCU, tejido no inflamado de colitis ulcerosa activa.

e niEC, tejido no inflamado de enfermedad de Crohn activa.
¢ NOD, nuclectide-binding oligomerization domain-containing protein 2.
¢ PBS, tamp6n fosfato salino o phosphate buffered saline.
¢ (CU, tejido quiescente de colitis ulcerosa.

e (EC, tejido quiescente de enfermedad de Crohn.

¢ PRR, receptor de reconocimiento de patrones o pattern recognition receptor.
e RPMI, Roswell Park Memorial Institute.

e SA-PE, estreptavidina conjugada con el fluoréforo PE.



2- Resumen

La homeostasis intestinal se consigue, en parte, gracias a monocitos que tras recibir las
sefales pertinentes se diferencian en macrofagos reguladores residentes en este tejido.
Este proceso sufre un desbalance en los pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal (que incluye a la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa), donde su fenotipo
es mayoritariamente proinflamatorio. Se conoce que la migracion de los monocitos
desde la sangre al intestino humano es dependiente de CCR2, pero son desconocidas
las quimiocinas que provocan su extravasacion. En este trabajo se ha puesto de
manifiesto la migracion diferencial de monocitos que existe entre controles sanos y
pacientes (activos y quiescentes) de enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, donde esta
se ve anulada hacia los tejidos quiescentes de enfermedad de Crohn y los activos de
colitis ulcerosa. Ademas, se analiz6 la concentracion de trece quimiocinas en la mucosa
intestinal, resultando que los niveles de CCL2 correlacionaron con la tasa de migracion
de los monocitos. Por otro lado, existié una gran correlacién entre la concentracion de
quimiocinas y la migracion de monocitos con la severidad de la enfermedad de Crohn,
a pesar de no ser encontrada para la colitis ulcerosa. Nuestros resultados confirman,
por tanto, la distinta fisiopatologia existente entre ambas enfermedades.

Abstract

Intestinal homeostasis is partially achieved thanks to tissue-resident tolerogenic
macrophages, whose monocyte precursors receive appropriate signals that achieve its
differentiation. This process is imbalanced in patients with inflammatory bowel disease
(including Crohn’s disease and ulcerative colitis), where their phenotype is mainly
proinflammatory. It is known that monocyte migration from the blood to the human
intestine is CCR2-dependent, but the chemokines mediating their extravasation remain
unclear. This work has shown the differential monocyte migration between healthy
controls and patients (active and quiescent) of Crohn’s disease and ulcerative colitis,
which is nullified in Crohn’s disease quiescent and active ulcerative colitis tissues.
Moreover, the concentration of thirteen chemokines was measured in the intestinal
mucosa, revealing that CCL2 levels correlated with the migration rate of the monocytes.
Also, there was a strong correlation between the chemokine’s concentration and the
monocyte migration with the severity of Crohn’s disease which was however not found
in patients with ulcerative colitis. Our results confirm therefore the different
physiopathology between both diseases.



3- Introduccion

3.1- Mucosa intestinal y tolerancia oral

El intestino delgado y grueso forman un tubo continuo compuesto por una Unica capa
de células epiteliales que separa el interior del exterior del organismo. El intestino
delgado posee una superficie epitelial mas amplia y mayor extension de vellosidades,
especializada en la absorcion de nutrientes y metabolitos. A medida que se avanza en
el aparato digestivo, el intestino grueso ve reducida su cantidad de vellosidades, y por
lo tanto la capacidad de absorcidon; sin embargo, aumenta la presencia de células
caliciformes, productoras de mucus, que actlan de barrera frente a la microbiota
comensal, encargada de procesar los nutrientes que las enzimas humanas no pueden?
(Figura 1).
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Figura 1. Estructura del intestino delgado (izquierda) y grueso (derecha). Se aprecian las células madre que originan las
células caliciformes (productoras de mucus), las células epiteliales (funcion barrera) y las células de Paneth (generan
péptidos antimicrobianos para controlar la microbiota comensal). En la lamina propria residen una gran variedad de
células inmunes™.

_—_________

El intestino posee la mayor cantidad de células inmunes del organismo, expuestas a un
gran abanico de antigenos y potenciales estimulos®. Gran parte de estos procesos
ocurren en la mucosa, que comprende el epitelio, la lamina propria y la muscularis
mucosae (el revestimiento muscular subyacente). Estas capas son muy delgadas y
susceptibles a sufrir una infeccién patogénica, lo que implica que el sistema inmune de
este 6rgano debe ser capaz de discriminar entre generar una respuesta inmune contra
antigenos peligrosos y tolerancia frente aquellos inocuos e imprescindibles para la
supervivencia, que adquirimos junto a la dieta?.

Esto se conoce como tolerancia oral y hay una clara diferencia entre la tolerancia a los
metabolitos de la dieta y la tolerancia bacteriana: mientras que la primera, inducida por
el intestino delgado, extiende su efecto a nivel sistémico, la tolerancia bacteriana
ejercida por el intestino grueso mantiene su efecto a nivel local, sin atenuar las
respuestas sistémicas y por lo tanto es exclusiva de la mucosa intestinal?.

Esta tolerancia selectiva a la microbiota es biol6gicamente coherente, pues el sistema
inmune debe ser capaz de responder en el caso de que puedan escapar del lumen
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intestinal. Determinados mecanismos se encargan de impedir el acceso de la microbiota
al sistema inmune del organismo, como son las barreras fisicas de la capa de mucus y
las células epiteliales, asi como las defensas inmunes innatas que las protegen®.

La microbiota intestinal varia longitudinal y transversalmente a lo largo del tubo digestivo
de un individuo, tanto en cantidad como en diversidad, existiendo claras diferencias en
las comunidades bacterianas que habitan en dos sujetos. Las simbiosis que mantienen
con su microbiota comensal explican cédmo responde cada uno a infecciones, cambios
en la dieta, ingesta de medicamentos y exposicion a xenobibticos. Su composicion
depende tanto de los factores ambientales como los del propio huésped
(aproximadamente un tercio de las bacterias fecales son hereditarias), y tiene un papel
crucial tanto en el mantenimiento de la homeostasis como en la respuesta frente a la
enfermedad*.

Cuando se altera este delicado balance, aparecen trastornos autoinmunes conocidos
como enfermedades inflamatorias intestinales (Ell).

3.2- Enfermedad inflamatoria intestinal

Bajo la denominaciéon de la Ell se engloban dos enfermedades principales: la
enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), que afectan al aparato digestivo y
se caracterizan por una inflamacién crénica del mismo. A pesar de que la etiologia de
estas condiciones es desconocida, hay numerosos factores que aumentan el riesgo de
sufrirla. Por ejemplo, aquellos recién nacidos que necesitaron una cesarea tienen una
mayor incidencia de Ell. Esto se debe a que no estuvieron en contacto con la flora
vaginal de sus madres, imprescindible para poseer una correcta microbiota comensal.
La Ell es también mas frecuente en paises con mayor nivel socioeconémico que en
aquellos en vias de desarrollo* (Figura 2).
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Figura 2. Agentes que predisponen a sufrir las Ell. Por ejemplo, fumar supone un desencadenante de un brote en el
caso de la EC. Por el contrario, en el caso de la CU, es un factor protector que ayuda a mantener la remision*®.

La disbiosis que sufren los pacientes con Ell en su intestino es un elemento clave en
dichos trastornos, aunque esté por dilucidar si como causa 0 consecuencia: la
desregulacion de la composicion bacteriana puede desencadenar cambios en la
microbiota o, por otro lado, la pared intestinal es la que conduce a una serie de cambios
gue desembocan en una microbiota anormal®.



Estos trastornos son cada vez mas frecuentes, viendo aumentada su prevalencia de
manera global de 79,5/100.000 habitantes en 1990 a 84,3/100.000 habitantes en 2017°.
Ambas enfermedades pasan por periodos de actividad (momento en el cual se
manifiestan los sintomas) y remisién (cuando estos desaparecen). Sin embargo, el
cuadro clinico de cada una es muy distinto, lo que obliga a tratarlas de manera
independiente:

e Colitis ulcerosa: la afectacion estd restringida al colon, siendo esta continua y
limitada a la mucosa y la submucosa. Los sintomas abarcan la formacion de
Ulceras, abscesos cripticos abiertos, dolor abdominal, diarrea sanguinolenta, y
un riesgo mayor de sufrir cancer de colon®.

e Enfermedad de Crohn: suele involucrar el ciego, el colon, el ileon terminal y la
zona perianal, pero al contrario que la CU puede afectar a cualquier zona que
abarque desde la boca hasta el ano. Ademas, esta afectacion es discontinua y
segmentaria (es decir, parcheada), atravesando la mucosa y submucosa y
produciendo una lesion transmural. Los sintomas también incluyen granulomas,
Ulceras penetrantes y formacion de fistulas®.

Los factores genéticos suponen una parte considerable de la patogénesis de la Ell. Se
conocen 240 genes de riesgo en la Ell, aunque 30 de ellos compartidos entre laEC y la
CU. Entre estos genes se incluyen algunos responsables de la homeostasis intestinal,
la funcion barrera, la regulacion inmune, etc. EI mas caracteristico es el NOD2
(nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2), asociado con la EC.
NOD2 es un receptor tipo NOD citosoélico y es uno de los sistemas de deteccion de
invasores bacterianos. Ciertas mutaciones estan relacionadas con un fenotipo mas
agresivo, mientras que otras incrementan las respuestas de citoquinas
proinflamatorias®.

Actualmente, no hay cura para estas enfermedades. Los tratamientos disponibles tienen
como objetivo mantener la remisién’. La farmacoterapia convencional se basa en:

¢ Aminosalicilatos: medicamentos como la sulfasalazina, que interfieren con el
metabolismo del &cido araquidénico, molécula precursora de prostaglandinas y
leucotrienos, importantes mediadores inflamatorios; interfiere en la funcién de
los glébulos blancos y en la produccién de citoquinas. Esta destinado a pacientes
con CU, ya que para EC su efectividad no esta clara’.

e Inmunomoduladores: tiopurinas (inhiben la proliferacion y activaciéon de
linfocitos T), metotrexato (disminuye los niveles de citoquinas proinflamatorias),
etc’.

e Bioldgicos: los farmacos mas modernos, que abarcan desde inhibidores de
citoquinas proinflamatorias (anti-TNFa, anti-IL22/IL23) a antagonistas de
integrinas (a4p7), entre otros’.

e Moléculas pegquefias: Utiles por su cémoda administracion oral, como los
inhibidores de JAK quinasas’.

Si las estrategias anteriores no surten efecto, la cirugia es el recurso empleado en los
casos mas severos, extirpando la zona afectada por la enfermedad”.

La hipétesis en base a la que nacen estos tratamientos es la respuesta inmune
desmesurada que se proyecta contra el microbioma intestinal. Ciertos datos apoyan que
individuos con EC ven inducida la curacion de la mucosa afectada al someterlos a un
desvio fecal, y su inyeccién reactiva la enfermedad. Ademas, los pacientes con CU
consiguen una reduccion de la inflamacion cuando se les trata con antibiéticos de gran
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espectro. En conjunto, es probable que la pérdida de tolerancia sea fruto de una
susceptibilidad genética que genera una respuesta excesiva por parte del sistema
inmune de las mucosas y un desbalance de la microbiota intestinal, lo que despierta una
reaccion patolégica inmune®,

3.3- Macroéfagos residentes de la mucosa intestinal

Los macréfagos residentes en el intestino son parcialmente los que se encargan de
mantener la homeostasis al detectar sustancias extrafias en el lumen intestinal. Son
capaces de eliminar patégenos invasores sin inducir una respuesta inflamatoria por
parte de los linfocitos de la lamina propria. Los macréfagos extienden proyecciones a
través de las células epiteliales para encargarse del reconocimiento de los antigenos.
Si detectan antigenos provenientes de la dieta no sucedera una co-estimulacion por
parte de sus receptores de reconocimiento de patrones (PRR), impidiendo una
respuesta proinflamatoria. Sin embargo, cuando reconocen antigenos derivados de
organismos patdgenos si se produce una estimulacion via PRR y por tanto se secretan
citocinas y sustancias bactericidas con el fin de mantener la integridad intestinal®.

Los monocitos derivados de la médula Osea circulantes por la sangre son los
precursores de estos macréfagos, que son reclutados hacia el intestino. Si bien poseen
un fenotipo inflamatorio al llegar al intestino, el microambiente intestinal (incluyendo
sefiales como el TFG-B que inhibe la activacion de NF-kB) los polarizan hacia
macroéfagos anérgicos® (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de los macréfagos en la mucosa intestinal. Se aprecia la infiltracion de antigenos bacterianos en
los pacientes con Ell, salvo que en CU dicha intrusion alcanza la mucosa, mientras que en EC consiste en una invasion
transmural®.

Resultados previos del laboratorio han demostrado una distribucion especifica de los
macréfagos residentes del tracto gastrointestinal. Estos se identifican como
CD14*CD64"HLA-DR™" y su presencia es mayor en el colon (tanto distal como proximal)
respecto al intestino delgado (ileon terminal y duodeno). A su vez, estos macréfagos
poseen una expresion diferencial de CD11c que permite clasificarlos en tres subgrupos:
CD11chde", CD11c%my CD11c. Aquellos CD11c"9" predominan en el colon mientras que
los CD11c en el intestino delgado. Por otro lado, los monocitos circulantes en sangre
se clasifican como clasicos (CD14*CD16°), intermedios (CD14*CD16") y no clasicos
(CD14-CD16%)%.



Los macréfagos CD11c"9" poseen una gran expresion de los marcadores CCR2 y
CX3CRL1 en comparacién con el resto de los subgrupos de macrofagos en funcién de
CD11c. Los monaocitos, paralelamente, muestran una indiscriminada expresion de
CX3CRL1 entre los grupos descritos anteriormente, pero la expresion de CCR2 es
especifica de aquellos CD14*. Se deduce, por tanto, que hay una clara correlacion en
la expresion de CD11c, CCR2 y CX3CR1, existiendo en la mucosa intestinal macrofagos
fenotipicamente comparables a los monocitos circulantes CD14" identificables como
CD11c"9"CCR2*CX3CR1*, mientras que los macréfagos residentes son distinguibles
como CD11c’CCR2 CX3CR1. Ademas, el nivel de expresion de CD11c revela el patron
de maduracion de los monocitos en la mucosa intestinal, progresando desde un tipo
proinflamatorio (a mayor expresion de CD11c cuando se infiltran en la mucosa) a uno
tolerogénico (con pérdida de expresién de este cuando han sido condicionados por el
microambiente intestinal)®.

Aquellas células con un perfil fenotipicamente de monocito (CD11c"9") poseen un
comportamiento proinflamatorio al ser secretoras de IL-1p, mientras que los macréfagos
(CD11c) mantienen la homeostasis al producir IL-10. Son ademas los
monocitos/macrofagos que expresan CD11c, y que exhiben un patron inflamatorio, los
que se encuentran expandidos en los tejidos inflamados tanto de CU como EC, opuesto
a lo que se encuentra en tejidos no inflamados o quiescentes respecto a los sanos*®.

Utilizando los sobrenadantes de cultivos de biopsias de controles y pacientes de Ell
como estimulo, los ensayos de migracion muestran que aquellos monocitos clasicos
CD14* son reclutados en mayor cantidad hacia los tejidos inflamados tanto de CU como
EC. Esto explica el hecho de que se produzca acumulacién de macréfagos CD11c"o"
que promueven la inflamacion del tejido. Esta migracion es dependiente de CCR2 ya
gue al bloguear dicho receptor se anula completamente (Figura 4)°,
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Figura 4. Ensayos de migracion que revelan un reclutamiento aumentado de monocitos clasicos CD14* en los pacientes
de Ell con la enfermedad activa, medido con la ratio de migracién o migration ratio. Esta migracion es dependiente de
CCR2, pues al bloquear dicho receptor la ratio de migracion cae a los niveles basales (sefialado en la grafica con el valor
de 1)*. La leyenda en el eje X corresponde a: HC, controles sanos; aUC, pacientes con CU activa; qUC, pacientes con
CU quiescente; aCD, pacientes con EC activa'y qCD, pacientes EC quiescente.

No obstante, aun sabiendo que la migracion depende de CCR2, se desconoce qué
quimiocinas median los mecanismos que dirigen el reclutamiento de los monocitos al
tracto gastrointestinal, pudiendo ser las mismas que en los controles sanos, pero en
distintas dosis, o bien existir moléculas completamente diferentes. Esto es crucial pues
conocer qué citoquinas gobiernan la migracién de estas células podria revelar posibles
dianas terapéuticas. Ademdas, es necesario analizar la existencia de diferencias
regionales en el intestino para dicha migracion.



3.4- Hipodtesis y objetivos
De acuerdo con lo anteriormente expuesto:

Nuestra hipétesis es que existe una migracion de monocitos CD14" aumentada
hacia los sobrenadantes producto de tejidos inflamados de pacientes de EC y
CU, siendo igual a la encontrada en los controles sanos en el caso de los tejidos
no inflamados o quiescentes de ambas enfermedades. Esto seria producto de
una mayor cantidad de quimiocinas proinflamatorias en los sobrenadantes
anteriores, en concreto de aquellas que dependan del receptor CCR2.

Partiendo de esta base, los objetivos principales son:

Determinar la ratio de migracion hacia los sobrenadantes con ensayos de
migracion transwell de tejidos de pacientes sanos, activos inflamados de EC
(iEC), activos no inflamados de EC (niEC), quiescentes de EC (qEC), activos
inflamados de CU (iCU), activos no inflamados de CU (niCU) y quiescentes de
CU (gqCu).

Determinar la concentracion, en los sobrenadantes anteriores, de las siguientes
quimiocinas mediante la tecnologia de analisis mdaltiple de analitos por
inmunoensayo (multiplex): CXCL5 (ENA-78), CCL11 (eotaxina-1), CXCL1
(GROaq), CXCL8 (IL-8), CXCL10 (IP-10), CXCL11 (I-TAC), CCL2 (MCP-1),
CXCL9 (MIG), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL20 (MIP-3a), CCL5
(RANTES) y CCL17 (TARC) y analizar si existe correlacion entre la
concentracion de las mencionadas y la ratio de migracion.

Determinar la correlacion entre la severidad de la EC, medida con el indice
endoscopico simple para EC (o Simple Endoscopic Score for Crohn's Disease,
SES-CD) y la CU, medida con el indice endoscoépico de Mayo, con la ratio de
migracion y la concentracion de quimiocinas proinflamatorias encontradas.

Profundizando, los objetivos especificos del trabajo se resumen en:

Recolectar los sobrenadantes provenientes del cultivo de la lamina propria de
las biopsias de intestino de estos pacientes (a nivel de colon ascendente, colon
descendente e ileon terminal).

Realizar ensayos de migracion utilizando los sobrenadantes de estas biopsias
para reclutar monocitos CD14*.

Investigar la existencia de diferencias regionales en el intestino, tanto en la ratio
de migracién como en la concentracién de las quimiocinas, en los grupos de
controles sanos, EC y CU.

Averiguar si hay diferencias significativas en las ratios de migraciéon y la
concentracion de quimiocinas en los diferentes grupos respecto a los controles
sanos.

Comparar los datos entre los tejidos inflamados de EC y CU, con el fin de revelar
algun patron diferencial entre ambas enfermedades.

Identificar qué quimiocina o grupo de quimiocinas son responsables de la
migracion de monocitos CD14".

Estudiar la posible correlacién de la gravedad de ambas enfermedades con la
ratio de migracion y la concentracion de cada quimiocina.



4- Materiales y métodos

4.1- Demografia y pacientes a estudio

La obtencién de biopsias fue consentida por cada uno de los pacientes de acuerdo con
lo dictaminado por el Comité Etico de Investigacién con medicamentos del Area de
Salud de Valladolid Este (Pl_19-1352). Estas biopsias de colon ascendente, colon
descendente e ileon terminal fueron tomadas mediante colonoscopia por los Servicios
de Aparato Digestivo del Hospital Clinico Universitario y del Hospital Universitario Rio
Hortega (ambos en Valladolid), en el transcurso de la practica rutinaria de diagnéstico y
seguimiento de enfermedades.

Las biopsias se preservaron en medio RPMI a 4°C en su llegada al laboratorio, momento
en el que se congelan a -80°C en medio de congelacion hasta su posterior utilizacion.
Estas biopsias provienen de un total de 83 pacientes pertenecientes a siete grupos de
estudio: 14 controles sanos (CS), 17 pacientes con EC activa -de los que se obtuvo
muestra tanto del tejido inflamado (iEC) como del no inflamado (niEC)-, 15 pacientes
quiescentes de EC (qEC), 22 pacientes con CU activa -de los que se obtuvo muestra
tanto del tejido inflamado (iCU) como del no inflamado (niCU)- y 15 pacientes
quiescentes de CU (qCU).

4.2- Reactivos y medios de cultivo
Tabla 1. Lista de reactivos y medios de cultivo, conjunto a su casa comercial.

Reactivo Casa Comercial
Diliotreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Acido etilendiaminotetraacético disédico (AEDT) Sigma-Aldrich
Human BD Fc Block™ 0,5 mg/mL BD Biosciences
LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (viability) Invitrogen
CDA45 (PerCP) 25 mg/mL BD Biosciences
Paraformaldehido 10% Protocol
DMSO 99% MP Biomedicals
Azida de sodio Sigma-Aldrich
L-glutamina 200 mM Gibco
Penicilina-Streptomicina (P/S) 10.000 U/mL Gibco
Gentamicina 50 mg/mL Gibco
AIM-V®: Serum Free Medium Gibco
Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 1X (RPMI) Gibco
Hanks’ Balanced Salt Solution 1X (HBSS) Gibco
Suero fetal bovino (FBS) Gibco
Phosphate Buffered Saline 1X 0,0067 M (PBS) Cytiva Hyclone
Ficoll-Paque™ PLUS endotoxin tested (<0.12 EU/mL) Cytiva Hyclone
Tripan Blue Stain (0,4%) Gibco

4.3- Soluciones tamponadas
Tabla 2. Lista de soluciones tamponadas (buffers) utilizada.

Tampon Composicion

Medio de congelacion 90% FBS filtrado + 10% DMSO

FACS Buffer 500 mL PBS + 10 mL FBS Filtrado + 0,1 g NaN3 + 2,5 mL AEDT
HBSS con DTT/AEDT 50 mL HBSS + 500 uL AEDT filtrado + 500 pL DTT

(DTT/AEDT)

TFM 45 mL RPMI + 5 mL FBS + 500 pL L-glutamina + 500 uL P/S + 50
puL gentamicina
Solucion AEDT 1,86 g AEDT en 100 mL Agua mili-Q y filtracion



4.4- Equipos

Tabla 3. Equipos de laboratorio usados en el trabajo.

Equipo Casa comercial
Citébmetro analitico Gallios Beckman Coulter
Centrifuga 5424 R Eppendorf
Agitador tipo vortex Heidolph Reax Top
Agitador-Incubador Shaker MaxQ 4450 Thermo Scientific
LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit Biolegend
Centrifuga GT 2R Fisher Brand
Bafio térmico Wendigen w6
Corning® HTS Transwell® 96 Well Plate Corning Inc.
MaxQ™ 4000 Benchtop Orbital Shakers Thermo Fisher
RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail STEMCELL™

4.5- Obtencion de monocitos CD14" de sangre periférica

Los monocitos CD14* se obtienen de sangre periférica (en bolsas de sangre
denominadas buffy coats) de donantes provenientes del Centro de Hemoterapia y
Hemodonacién de Castilla y Ledn (Valladolid), procesandose con el kit RosetteSep™
Human Monocyte Enrichment Cocktail. Las bolsas de sangre se vacian en Falcon 50 y
se aflade 50 pL de la solucidon del kit por cada mililitro de sangre periférica, incubandose
20 min a temperatura ambiente. Esta sangre se diluye 1:2 con PBS y a continuacion, en
Falcon 15, se afiade Ficoll (relacion 1/3 con dicha sangre diluida) y posteriormente la
sangre. Esta debe ser depositada como un flujo laminar muy lentamente con pipetas
Pasteur, para que no precipite al fondo del tubo. Una vez llenos, se centrifugan los
Falcon 15 (800 g, 30 min, 4°C, sin freno) y con pipetas Pasteur se recogen los monocitos
en Falcon 50 con RPMI, que ahora forman una interfase entre el Ficoll y el PBS en forma
de nube. Estos Falcon 50 se centrifugan (300 g, 5 min, 4°C), se desecha el sobrenadante
y se resuspenden las células en medio de congelacion, repartiendo en crioviales de
1 mL a una concentracion de 10° células/mL para posteriormente conservarlos a -80°C.

4.6- Cultivo y recoleccion de sobrenadantes de lamina propria

Las biopsias se descongelan en un bafio a 37°C y se afiaden sobre placas de Petri con
RPMI. Se homogeniza con pipetas Pasteur, se recogen y afiaden en Falcon 15 con 5
mL DTT/AEDT y se incuban 30 min 37°C 250 rpm. EI DTT elimina el mucus del tejido,
mientras que el AEDT rompe las uniones de calcio liberando a los linfocitos
intraepiteliales. Estos quedan en la fase liquida mientras que la ldmina propria resta en
el tejido. Al acabar la incubacion, se agitan con el vortex, se retira el sobrenadante y se
vuelven a incubar las biopsias con 5 mL DTT/AEDT.

Después de separar los sobrenadantes nuevamente, las biopsias se colocan en una
placa de cultivo de 48 pocillos usando la pipeta Pasteur y se afiaden 500 uL AIM-V,
incubandolas durante 24 h a 37°C. Estos sobrenadantes se recogen en crioviales y se
congelan a -80°C hasta su posterior utilizacion.

4.7- Ensayos de migracion transwell y tincion de monocitos

Los monocitos CD14* se descongelan en un bafio a 37°C y se transfieren a un Falcon
15 con 5 mL TFM. Se centrifuga (300 g, 5 min, 4°C) y se elimina el sobrenadante,
resuspendiendo el pellet con 1 mL TFM en el vortex. A continuacién, se utiliza una
alicuota de 36 uL Tripan Blue a la cual se afiaden 4 uL de la suspension de células, se
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homogeniza y se introducen 10 uL en la cAmara Neubauer para realizar el contaje de
las células vivas.

Para realizar el ensayo de migracion transwell, es necesario que en el pocillo superior
se coloquen 200.000 células/mL con un volumen de 75 uL. En el pocillo inferior, se
colocan 200 uL de los sobrenadantes que actuaran como estimulo, que se descongelan
utilizando el bafio a 37°C. En aquellos pocillos que van a ser utilizados como control
basal para evaluar la migracion espontdnea se sustituye el sobrenadante por 200 uL de
medio de cultivo sin condicionar. La placa se incuba durante 4 h a 37°C, y pasado ese
periodo se retira la membrana y se transfieren los sobrenadantes a tubos de citometria.

El volumen se completa con 800 uL de FACS Buffer y se afladen 0,5 uL de marcador
de viabilidad para identificar las células muertas, se centrifugan (400 g, 5 min, 4°C) y se
descarta el sobrenadante. Se afaden 2 pL Fc Block para bloquear las uniones
inespecificas antigeno-anticuerpo y se incuban en la oscuridad 10 min a temperatura
ambiente. Acabada la incubacion, se afiade 1 mL FACS Buffer, se agitan los tubos en
el vortex y se centrifugan (mismas condiciones) para retirar el exceso de Fc Block. El
sobrenadante se elimina como en el paso anterior y se afiaden 100 uL de una mezcla
de CD45 con FACS Buffer (1:100), incubandose 20 min a 4°C.

Se lava de nuevo afadiendo 1 mL FACS Buffer, agitando con el vortex y centrifugando
para posteriormente eliminar el sobrenadante. Se afiaden 250 uL paraformaldehido 4%
y se incuba 10 min a 4°C. Después de realizar un ultimo lavado, tras eliminar el
sobrenadante se afiaden 500 mL FACS Buffer y se conservan a 4°C hasta la adquisicion
de los tubos en el citbmetro. La lectura del marcador de viabilidad en el citbmetro se
realiza con el laser rojo con un filtro 755 long-pass y la de CD45 con un laser azul con
un filtro 695 band-pass/30.

4.8- Analisis multiplex de analitos por inmunoensayo

Para la determinacion de la concentracion de quimiocinas mencionadas en los
sobrenadantes se utilizd un LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit, el panel
predefinido como Human Proinflammatory Chemokine Panel 1.

El fundamento del ensayo consiste en la utilizacion de bolas que poseen anticuerpos en
su superficie especificos contra los analitos a estudiar. Estas bolas se diferencian en su
tamafio y complejidad, separandolas en dos grupos Ay B, y cada una cuenta con una
intensidad de fluorescencia especifica. La clasificacion de estas se realiza con el laser
rojo con filtro 695 band-pass/30. Cuando los analitos son capturados por las bolas, el
siguiente paso es la adicion de anticuerpos biotinilados y posteriormente estreptavidina
conjugada con PE (SA-PE), ya que su intensidad de fluorescencia se mide con el canal
de este fluoréforo (laser azul con filtro 575 band-pass/30)**.

En primer lugar, la placa con filtro se acondiciona con 100 pL buffer de lavado durante
1 min a temperatura ambiente, y se aplica vacio para eliminarlo (5-10 s). La placa posee
96 pocillos, de los cuales 16 de ellos poseen los estandares para construir las curvas de
calibrado (ocho por duplicado) con concentraciones que escalan de la siguiente manera
(en pg/mL): 0, 2.4, 9.8, 39.1, 156.3, 625, 2500 y 10000. En cada pocillo se afiaden
25 uL Assay Buffer, 25 uL, ya sea de sobrenadante o patrén, y finalmente 25 uL de las
bolas mezcladas mediante voértex. La placa se sella y se incuba 2 h a 500 rpm a
temperatura ambiente.

Finalizada la incubacion se aplica vacio y se lava con 200 uL de buffer de lavado,
eliminandose de nuevo con el vacio (este paso se repite una vez mas). Después, se
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afiaden 25 uL de los anticuerpos de deteccion a cada pocillo, se sella la placa y se
vuelve a incubar en las mismas condiciones durante 1 h. Tras esto, se adicionan 25 pL
de SA-PE y se incuba por ultima vez durante 30 min. Se realiza un ultimo lavado como
el descrito y se afiaden 150 uL de buffer de lavado con el fin de resuspender las bolas
en el agitador durante 1 min. Este volumen se transfiere a un tubo de citometria y se
completa hasta 300 uL con buffer de lavado (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de la estrategia de valoracion de quimiocinas®®.
Completado el proceso, las muestras estan preparadas para ser leidas en el citbmetro.

4 9- Tratamiento de datos

Los resultados obtenidos mediante la citometria de flujo para la migracion fueron
analizados mediante el software FlowJo 10.6.2, mientras que los diagramas de flujo, las
curvas patron y las concentraciones de las quimiocinas fueron estudiados utilizando el
software LEGENDplex™ Data Analysis Software Suite. Aquellas muestras que se
encontraban tanto por debajo del limite de deteccion de la técnica multiplex como
saturadas, se les otorgd el valor minimo y méaximo, respectivamente, con el fin de
realizar el andlisis correspondiente. El analisis estadistico fue llevado a cabo utilizando
el programa GraphPad Prism 9.0.0.121, utilizando el andlisis de la varianza (ANOVA)
para hallar diferencias entre grupos, indicando con el simbolo correspondiente aquellas
diferencias significativas encontradas que cumplen p<0,05, o bien indicando el valor
especifico del p-valor cuando 0,05<p<0,10, hablando de tendencia en esos datos.
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5- Resultados

5.1- Identificacion de los monocitos CD14* en los sobrenadantes tras migracion
Tras realizar el ensayo de migracion y tefir los monocitos, se procede a identificar las
células vivas en los sobrenadantes. La tincion con el marcador de muerte-viabilidad nos
permite excluir las células muertas, mientras que la tincion con CD45 permite identificar
a los monocitos presentes en la muestra (Figura 6). Estos leucocitos son monocitos
CD14*, las Unicas células presentes en la muestra gracias al método especifico de
extraccion (definido en el apartado 4.5).
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Figura 6. Estrategia de analisis para identificar a las células vivas en los sobrenadantes. En primer lugar, se escoge la
fraccion singlete (no mostrado) que recoge la adecuada relacion area-altura que guardan los eventos recogidos que son
las células no dobletes. Después, se elige la region que contiene a las células vivas (imagen izquierda) separandolas del
debris. En el siguiente paso se seleccionan los monocitos CD45* para el canal FL4 (con el que se identifica CD45) y
negativos para el marcador de muerte-viabilidad (que se reporta con el canal FL8, imagen izquierda), notificando a las
células vivas respecto a las muertas excluidas de la seccién “monocitos”.

Como se aprecia en la Figura 6 (imagen izquierda), los eventos recogidos a la izquierda
de la fraccion titulada como ‘“células” corresponden al debris celular. Dentro de la
fraccion celular, se identifican los monocitos en la parte inferior derecha (grafico
derecho), correspondiente a las células vivas positivas para CD45, puesto que las
células ocupantes del cuadrante superior derecho son positivas para el marcador de
muerte-viabilidad, y por lo tanto muertas.

5.2- Perfil migratorio de los monocitos CD14*
En primer lugar, se realiz6 una comparacion para hallar la existencia de diferencias
regionales en la ratio de migracion atendiendo a los grupos control, EC y CU (Figura 7).

Grupo control Enfermedad de Crohn Colitis Ulcerosa
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Figura 7. Comparacion de la ratio de migracion entre el colon descendente, colon ascendente e ileon terminal en los
grupos: iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC,
tejido quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de
pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU. Se aprecia la linea discontinua indicando la ratio
migracion de valor 1, la migracion espontanea, tomada como control hacia el medio de cultivo sin condicionar en lugar
de los sobrenadantes muestra. Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95%.
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No se aprecian diferencias regionales significativas en la ratio de migracion dentro de
los diferentes grupos estudiados. Sin embargo, se aprecia que la migracion hacia los
sobrenadantes de pacientes gEC, iCU y niCU no se diferencia de la espontanea,
concluyendo que no existe migracién de monocitos CD14* hacia dichas muestras.

Dado que no existian diferencias en la ratio de migracién hacia los tres tejidos a estudio,
a continuacion, se procedioé a comparar el colon (agrupando ascendente y descendente)
y el ileon terminal entre los distintos grupos de muestra (Figura 8). La separacion entre
colon e ileon se realiz6 debido a que la CU activa se restringe al colon, mientras que la
EC activa puede presentar inflamacion en el colon y/o en el ileon.

Colon ileon terminal

Ratio de migracion
Ratio de migracion

) CS IiEC gEC niCUqCU

.

N

Figura 8. Ratio de migracion mostrado por el colon y el ileon terminal de los diferentes grupos: CS, controles sanos; iEC,
tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido quiescente
de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de pacientes con CU
activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU. Se marca la migracion basal o espontanea mediante linea
discontinua en y = 1. El estudio comparado se realizd ejecutando un analisis ANOVA. El simbolo * indica diferencias

significativas respecto al CS (*p<0,05) y el * respecto al grupo iEC (“p<0,05). En el colon se observa que los pacientes
con gEC, iCU y niCU poseen una ratio de migracion significativamente menor respecto a los CS e igual a la migracion
basal. Ademas, los pacientes con IEC poseen una ratio de migracién significativamente mayor que los pacientes con
iCU. Por otro lado, en el ileon terminal, no se observan diferencias significativas, pero al igual que en el colon los pacientes
con gEC y niCU poseen una ratio de migracion igual a la migracion espontanea.

Como se observa en la Figura 8, la migracion es significativamente menor en los
pacientes con qEC, iCU y niCU referido a los CS. Ademas, los pacientes iEC atrajeron
mas monocitos que los pacientes con iCU. Por otro lado, no se encontraron diferencias
cuando se estudio el ileon terminal de estos pacientes, aunque se volvié a encontrar
una tendencia a menor migracion (igual a la espontanea) en los pacientes geC y niCU,
no existiendo muestras de iCU en este tejido porque la CU Unicamente afecta al colon.

El hecho de no existir diferencias regionales dentro de los distintos grupos nos permitio
agrupar todos los segmentos intestinales estudiados para compararlos entre si.
Nuestros resultados confirman la nula capacidad atrayente sobre los monocitos
circulantes de la mucosa intestinal de pacientes con gEC, iCU y niCU al coincidir la ratio
de migracion con el de la migracion basal o espontanea. Ademas, se confirma que el
tejido de los iEC tiene mayor capacidad atrayente que el de los iCU (Figura 9).
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Figura 9. Estudio comparado de la ratio de migracion agrupando el colon ascendente, descendente y el ileon terminal
entre los distintos grupos: CS, controles sanos; iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no
inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes
con CU activa; niCU, tejido no inflamado de pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU. Se
marca la migracion basal o espontanea mediante linea discontinua en y = 1. El estudio comparado se realizé ejecutando

un andlisis ANOVA. El simbolo * indica diferencias significativas respecto al CS (*p<0,05) y el * respecto al grupo iEC

(“p<0,05). De nuevo, los pacientes con gEC, iCU y niCU poseen una ratio de migraciéon menor respecto a los CS e igual
a la migracion espontanea. Ademas, la migracion presente en los pacientes con iEC es significativamente mayor respecto
a los pacientes con iCU.

5.3- Identificacion y cuantificacion de quimiocinas

Los sobrenadantes, tras el tratamiento con el ensayo multiplex, fueron analizados
mediante citometria de flujo, siguiendo las indicaciones del distribuidor (Figura 10). Las
bolas se clasifican en dos grupos A y B, diferenciables mediante su tamafio (forward
scatter, FS) y complejidad (side scatter, SS). Dentro de cada una, la intensidad de
fluorescencia de cada tipo de bola se clasificé y cuantificé utilizando la configuracién de
laseres vy filtros descrita en el apartado 4.8. Las bolas A corresponden a CXCL8 (A4),
CXCL10 (A5), CCL11 (A6), CCL17 (A7), CCL2 (A8) y CCL5 (A10), mientras que las B
son CCL3 (B2), CXCL9 (B3), CXCL5 (B4), CCL20 (B5), CXCL1 (B6), CXCL11 (B7)y
CCL4 (B9).
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Figura 10. Ejemplo de estrategia de analisis de las bolas para clasificacion y cuantificacion de quimiocinas. En primer
lugar, se clasifican en los grupos A y B (imagen izquierda) segin su tamafio y complejidad, para posteriormente
cuantificarlas utilizando su histograma de fluorescencia.

5.4- Perfil de quimiocinas de los sobrenadantes de |[amina propria

La estrategia de analisis para estudiar la concentracion de las diferentes quimiocinas en
cada tipo de sobrenadante generado por la mucosa intestinal de estos pacientes fue la
misma seguida para la migracion de monocitos. En primer lugar, se realizé la
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comparativa dentro de los grupos sanos y enfermos para cada una de las quimiocinas
con el fin de examinar la existencia de diferencias regionales (Figura 11).
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Figura 11. Ejemplo de la comparacion de la concentracion de, en este caso, CCL2 dentro de cada uno de los grupos de
estudio: iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC,
tejido quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de
pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU No se observan diferencias regionales entre el
colon descendente, ascendente e ileon terminal de estos pacientes en la concentracion de dicha quimiocina.

Ninguna de las quimiocinas estudiadas mostrd diferencias significativas entre las
distintas regiones sometidas a examen tanto en los sobrenadantes procedentes de la
EC como de la CU. Sin embargo, en los CS, CCL4 mostré una concentracion de esta
guimiocina significativamente mayor en el colon ascendente respecto al ileon terminal
de estos pacientes (datos no mostrados).

Por lo tanto, el siguiente estudio ejecutado fue la agrupacion del colon ascendente y
descendente con el fin de compararlo entre los distintos grupos (Tabla 4):

Tabla 4. Concentracion de las trece quimiocinas analizadas en el colon de cada uno de los grupos: CS, controles sanos;
iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido

quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de pacientes
con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU. Se representa la media + desviacion estandar.

Concentracion (pg/mol) de quimiocinas en el colon

Quimiocina CS iEC niEC gEC iCU niCuU qCuU
CXCL5 85,48+82,74 = 393,6+240,7  108+108,4 16,01+5,393  46,04+60,01 18,49+10,36 = 61,07+74,13
CCL11 4,39+1,959 = 9,852+5,297  4,15+2,257 = 1,25+0,5705  3,359+2,072 1,507+1,038 = 2,918+3,626
CXCL1 329644614 837443983 = 415645340 | 79,39+73,58 = 233,3+415,9 59,34+108 262,9+308,4
CXCL8 6740+4046  8749+3063 = 5829+3940 1522+974 3188+3536 1446+1693 1903+1517

CXCL10 44,69+21,68 88,17+52,05 @ 49,48+20,66 @ 21,49+7,958 27,88+19,1 20,17+12,22 26,83+12,09
CXCL11 2,653+1,307 8,058+4,672 1,831,462 @ 0,414+0,2298 1,194+0,8678 0,4171+0,3541 2,391+5,431
CCL2 444,4+257,8 = 437,6+411 | 387,9+334,3 113,44+98,36 = 147,8+274,5 29,49+17,39 | 198,6+189,9
CXCL9 114,8+100,2  4342+4525 @ 100,6+124,8 9,59+10,97 100,6+153,4 12,89+14,97 55,24+125,4
CCL3 55,19+29,94  186+127,8 @ 30,13+13,79 18+9,021 16,12+9,088 18,22+2,71 20,9+11,74
CCL4 92,74453,26 =~ 811,9+975  39,22+36,74  8,389+11,83 4,16+2,845 2,853+0,7593 = 7,168+6,46
CCL20 402,6£513,7 1289+732,5 @ 143,7£134,3 59,94+72,9 14,51+11,67 9,696+5,74 89,15+116,3
CCL5 42,19+20,69 106,5+67,4  34,24+5,043  26,21+10,21 47,75+£35,84 34,08+13,05 23,36x13,32
CCL17 2,911+1,638  9,783+6,662 3,638+3,586 0,777+0,4008 @ 1,283+1,104 = 0,7757+0,458 | 1,818+2,132

Lo que se observa en primera instancia es la variacion de concentraciones que existen
entre las distintas quimiocinas en cada uno de los grupos. Ademas, dentro de cada
quimiocina, se abarca un amplio abanico de concentraciones, representado por la
desviacién estandar, lo que indica una gran diferencia en la concentracion de cada una
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de un paciente a otro. A continuacion, se realizé un ANOVA con el fin de estudiar si
existen diferencias significativas en la concentracion de estas moléculas frente a los CS
(Tabla 5):

Tabla 5. P-valores obtenidos mediante ANOVA comparando cada grupo con los controles sanos de colon: CS,
controles sanos; iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa;
gEC, tejido quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado
de pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU (ns indica no significativo, *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001, ****p<0,0001. Aquellos p-valores que no cumplen el nivel de significacion, pero son *p<0,10 se muestran en
la tabla de forma numeérica).

p-valor (vs CS)

Quimiocina iEC nieC gEC iCU niCuU gqCuU
CXCL5 Fkkk ns ns ns ns ns
CCL11 *x ns ns ns ns ns
CXCL1 ns ns ns ns * ns
CXCL8 ns ns ki 0,0507 ke xx

CXCL10 *x ns ns ns ns ns
CXCL11 *k ns ns ns ns ns
CCL2 ns ns * 0,0645 * ns
CXCL9 ns ns 0,0645 ns ns ns
CCL3 Fkkk ns ns ns ns ns
CCL4 ns ns ns ns ns ns
CCL20 ok ns ns 0,0503 0,0842 ns
CCL5 *k ns ns ns ns ns
CCL17 i ns ns ns ns ns

Atendiendo al nivel de significacién obtenido y a las concentraciones mostradas en la
Tabla 4, se observa que, para gran parte de las quimiocinas, en los tejidos de colon iEC
Se encuentran en mayor concentracion respecto a los sanos. Por otro lado, la
concentracién de estos compuestos en los sobrenadantes niEC no se diferencian
respecto a los CS. CXCL8 tiende a estar en menor concentracién en aquellos tejidos
gEC, niCU, iCU y qCU; CCL2 se comporta de manera parecida, estando disminuida
principalmente en el colon de los tejidos gEC, niCU y iCU; CXCL9 muestra dicha
tendencia en los sobrenadantes qEC, mientras que CCL20 lo hace en iCU y niCU.

Tabla 6. P-valor obtenido para cada quimiocina, comparando los resultados obtenidos para el colon entre el grupo de
pacientes con tejido inflamado de EC activa (iEC) y el grupo de pacientes con tejido inflamado de CU activa (iCU) (ns

indica no significativo, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Aquellos p-valores que no cumplen el nivel de
significacion, pero son *p<0,10 se muestran en la tabla de forma numérica).

Quimiocina p-valor (iEC vs iCU)
CXCL5 bk
CCL11 rorx
CXCL1 *
CXCL8 *
CXCL10 i
CXCL11 rorx
CCL2 0,0918
CXCL9 0,0597
CcCL3 ok
CcCL4 ok
CCL20 Fkk

CCL5 *
CCL17 i
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A continuacion, examinamos si existen diferencias entre los tejidos iIEC y los iCU (Tabla
6).

Resulta interesante encontrar que el nivel de quimiocinas en el colon IEC se encuentra
significativamente elevado respecto al iCU (siendo dicha tendencia menor en CCL2 y
CXCL9), lo cual marca dos pautas distintas entre estas enfermedades a nivel coldnico.

Este mismo analisis se realiz6 para el ileon terminal (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion de las quimiocinas encontradas en el ileon terminal (representando media + desviacion estandar)
para cada uno de los grupos: CS, controles sanos; iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido
quiescente de pacientes con EC; niCU, tejido no inflamado de pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de
pacientes con CU. El hecho de que CXCL8 posea una desviacion estandar igual a O se debe a la saturacion instrumental,

otorgando a esta quimiocina el valor maximo de la curva de calibracion.

Concentracion (pg/mol) de quimiocinas en el ileon terminal

Quimiocina CS iEC gEC niCU qCu
CXCL5 47,88+30,26 392,4+225 14,61+7,888 11,55+3,545 47,8+46,02
CCL11 5,71+1,121 8,642+2,737 1,47+0,9272 1,27+0,5023 2,134+1,609
CXCL1 330+286,2 6842+4440 41,47+31,74 20,27+18,14 294,5+350,1
CXCL8 5561+4518 10000+0 858,9+499,7 444,8+370 2851+3434
CXCL10 34,37+22,14 61,29+7,402 17,554,829 14,745,596 27,98+17,19
CXCL11 4,12+2,2 7,15+4,176 0,45+0,4249 0,28+0,03464 1,064+0,7612

CCL2 138,2+107,5 467,9+298,7 42,43+20,28 20,039,189 274,8+301,1
CXCL9 163+185,1 1520+1712 13,93+11,14 21,98+24,65 22,17+14,69
CCL3 30,41+5,502 100,7+74,41 10,93+7,264 13,42+11,45 22,68+11,85
CCL4 16,68+3,168 143,6+137,5 3,398+2,374 3,727+3,372 4,034+1,39
CCL20 699,9+678 626,1+498,9 128+170,4 7,713+6,23 167,9+103
CCL5 63,48+31,88 75,52+59,74 28,96+6,53 46,97+26,77 31,09+11,73
CCL17 7,71+9,969 7,258+2,089 0,648+0,1863 0,6967+0,254 1,152+1,077

De la misma manera que lo encontrado para el colon, la variabilidad de concentraciones
se repite entre las distintas quimiocinas, asi como en las concentraciones que pueden
abarcar individualmente.

El ANOVA realizado expuso lo siguiente (Tabla 8). Al igual que lo he encontrado en el
colon, la concentracion de quimiocinas en el ileon terminal esta de manera genérica
aumentada para los tejidos iEC. Respecto a los gEC, esta se ve disminuida para CCL11,
CXCL8, CXCL11 y CCL17. Por otro lado, para el grupo niCU esta tendencia se ve
reflejada en CCL11, CXCL8 y CCL20, mientras que para qCU Unicamente se presenta
en CCL11.

Dado que no existen diferencias significativas en la concentracion de las quimiocinas
entre el colon y el ileon terminal (excepto para CCL4), se procedio a su agrupacion para
conocer la concentracién global de estos compuestos en los distintos tipos de tejidos
(Tabla 9):
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Tabla 8. P-valor obtenido para cada quimiocina mediante ANOVA en el ileon terminal: CS, controles sanos; iEC, tejido
inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido quiescente de pacientes con EC; niCU, tejido no inflamado de
pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU (ns indica no significativo, *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001, ****p<0,0001. Aquellos p-valores que no cumplen el nivel de significacion, pero son *p<0,10 se muestran en
la tabla de forma numeérica).

p-valor (vs CS)

Quimiocina iEC gEC niCuU qCuU
CXCL5 b ns ns ns
CCL11 0,0589 ** * *
CXCL1 ** ns ns ns
CXCL8 0,0583 * 0,0547 ns

CXCL10 * ns ns ns
CXCL11 ns 0,0842 ns ns
CCL2 0,0985 ns ns ns
CXCL9 0,0825 ns ns ns
CCL3 * ns ns ns
CCL4 * ns ns ns
CCL20 ns ns 0,0953 ns
CCL5 ns ns ns ns
CCL17 ns 0,0825 ns ns

Tabla 9. Concentracidn de quimiocinas conteniendo los datos agrupados de colon e ileon terminal: CS, controles
sanos; iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC,
tejido quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de
pacientes con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU. Se representa la media + desviacion estandar.

Concentracion (pg/mol) de quimiocinas global

Quimiocina CSs iEC nieC gEC iCU niCuU qCuU
CXCL5 71,8+68,86 @ 393+221,9  164,6+169,2 15,54 +6,078  44,24+57,56 = 16,41+9,249 | 56,65+64,65
CCL11 4,871,767 | 9,302+4,174 4,812+2,589 1,323+0,6829  3,295+1,988  1,436+0,8874 2,657+3,056
CXCL1 221843878 = 7677+4057 = 513045339 = 66,75+64,11 = 368,1+4158 @ 47,62+90,56 | 219,1+399,6
CXCL8 6311+4037  9318+2262 = 6524+3914 1301+886,6 302443419 1146+1475 221942250

CXCL10 40,94+21,36 = 75,95+39,66 @ 55,12+23,08  20,18+7,147 27,35£18,3 18,53+10,66 | 27,21+13,37
CXCL11 3,186+1,74  7,645%4,256 2,523+2,144 0,426+0,293  1,142+0,8468 0,376+0,297 @ 1,949+4,421
CCL2 333,1+259,3 | 451,4+347 @ 490,6+390,7  89,75+86,82 = 139,5+263,3  26,65+15,53 224+224.7
CXCL9 132,3+130 3059+3686  261,6+409,8 11,02+10,83 97,09+146,7 15,62+17,43 @ 44,22+102,2

CCL3 46,18+26,52 = 15,64+8,904 21,49+11,38  58,13+69,72 16,786,277 147,2+111,2 | 15,76%8,755
CCL20 510,7+564,6 987,8+698,4 @ 614,6+1160 79,3£113,9 13,87+11,35 9,073+45,61 115,4+114,9
CCL5 49,93+£26,02 = 92,42+62,94 = 40,46+15,9 27,12+8,997 52,44+37,83 37,95+£17,65 | 25,94+12,95
CCL17 4,656+6,106 = 8,635+5,067 @ 5,33+5,241 = 0,734+0,3423 1,228+1,07 = 0,752+0,3945 1,729+1,809

Una vez mas, se repitid el patrén en las concentraciones observadas, habiendo una
gran variacion entre los valores de cada una de las citoquinas quimiotacticas, asi como
los valores que puede adoptar cada una. Mediante un ANOVA, examinamos las
diferencias significativas respecto a los grupos CS e iEC (Tabla 10, Tabla 11).
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Tabla 10. P-valor obtenido para cada quimiocina mediante ANOVA para la totalidad de los datos: CS, controles sanos;
iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido
quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de pacientes
con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU (ns indica no significativo, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
***%pn<0,0001. Aquellos p-valores que no cumplen el nivel de significacién, pero son *p<0,10 se muestran en la tabla de
forma numeérica).

p-valor (vs CS)

Quimiocina iEC niEC gqEC iCU niCuU qCuU
CXCL5 kK ns ns ns ns ns
CCL11 whk ns ** ns ** ns
CXCL1 ns ns * ns x* ns
CXCLS8 * ns k. * ok *
CXCL10 i ns 0,0616 ns 0,0693 ns
CXCL11 *x ns 0,0522 ns 0,0834 ns

CCL2 ns ns 0,0604 ns * ns
CXCL9 ns ns ** ns * ns
CCL3 Fkkk ns ns ns ns ns
CCL20 0,0759 ns 0,0893 0,052 0,0652 ns
CCL5 ** ns ns ns ns ns
CCL17 ns ns ns ns ns ns

Tabla 11. P-valor obtenido comparando los resultados obtenidos para la globalidad de los valores entre pacientes con
tejido inflamado de EC activa (iEC) y pacientes con tejido inflamado de CU activa (iCU) (ns indica no significativo, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Aquellos p-valores que no cumplen el nivel de significacion, pero son *p<0,10 se
muestran en la tabla de forma numérica).

Quimiocina p-valor (iEC vs iCU)
CXCL5 rorxk
CCL11 rorxk
CXCL1 *x
CXCL8 ikl
CXCL10 ek
CXCL11 rokkk
CCL2 &
CXCL9 *
CCL3 b
CCL20 kk
CCL5 *
CCL17 rokkk

Los resultados de las Tablas 10 y 11 se asemejan a los obtenidos para las anteriores:
las guimiocinas tienden a poseer una concentracion mayor en el iEC y disminuidas en
los quiescentes de esta enfermedad y niUC. Por otro lado, CXCL8 se ve disminuida en
los pacientes con iUC (como tiende a exhibir CCL20) y aquellos quiescentes.

5.5- Correlacion entre severidad, perfil migratorio y concentracion de
guimiocinas

El nivel de severidad de la Ell puede ser clasificado atendiendo a una serie de indices
gue los clinicos utilizan en funcién de biomarcadores, como puede ser la proteina C-
reactiva o la calprotectina fecal. En el caso de la EC, el indice de clasificacion
endoscopica utilizado es el SES-CD, mientras que para la CU se usa el indice
endoscopico de Mayo!?®3. Por lo tanto, y a la vista de los datos obtenidos, nos result6
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interesante correlacionar la gravedad de la enfermedad con las quimiocinas
encontradas, asi como la migracion encontrada hacia los sobrenadantes analizados
(Tabla 12).

Tabla 12. Correlacion (r) encontrada entre la concentracion de quimiocinas y los indices endoscopicos para cada
enfermedad que marcan su severidad. Para la EC se utilizé el indice endoscopico simple para EC (o Simple Endoscopic
Score for Crohn's Disease, SES-CD) y para la CU el indice endoscoépico de Mayo (ns indica no significativo, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

SES-CD indice endoscépico de Mayo

Quimiocina r p-valor r p-valor

CXCL5 0,7471 hkx -0,3027 0,0869
CCL11 0,7425 Forkk -0,009821 ns
CXCL1 0,8358 hkx -0,2398 ns
CXCL8 0,9058 Forkk -0,1042 ns
CXCL10 0,6372 e -0,2085 ns
CXCL11 0,6429 ok -0,1509 ns
CCL2 0,6675 il -0,2558 ns
CXCL9 0,3644 * 0,0138 ns

CCL3 0,4797 * -0,3356 0,0562
CCL4 0,2782 ns -0,2599 ns
CCL20 0,3925 * -0,4815 *
CCL5 0,5592 ** 0,2144 ns
CCL17 0,6435 il -0,2480 ns

Como se aprecia en la Tabla 12, salvo CCL4, todas las quimiocinas poseen una
concentracion mayor a medida que aumenta la gravedad de la sintomatologia en la EC.
Este alto grado de correlacién también se encontré respecto al ratio de migracion de los
monocitos CD14* (r = 0,6543, ****p<0,0001). Por otro lado, para la CU, esta correlacion
fue negativa, ademas de no ser significativa la severidad de la enfermedad, medida con
el indice endoscépico de Mayo, con la concentracion de las quimiocinas (salvo CCL20).
Sumado a esto, la ratio de migracion presenta un resultado similar (r = -0,4287, *p<0,05),
que no parece relacionarse con el empeoramiento de la enfermedad en estos pacientes.

Debido al gran conjunto de datos, se realiz6 un andlisis de componentes principales
(ACP) con el fin de reducir la dimensién del problema y el nimero de variables para
recoger la maxima variabilidad posible (Figura 14). Este analisis revelé que el
componente principal 1 (CP1) separa a los tejidos iEC y niEC del resto, estando estos
ultimos mas cerca de los CS. A su vez, ciertos valores pertenecientes a los CS parecen
estar desplazados respecto a la gran concentracion de datos que comprende los qCU,
gEC, iCU y niCU en su mayoria. Esto concordaria con lo encontrado en la ratio de
migracion y la concentracion de quimiocinas de manera genérica. EI componente
principal 2 (CP2), sin embargo, no es capaz de realizar ninguna separacion satisfactoria
gue distinga a los grupos entre si.
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Figura 14. Andlisis de componentes principales donde se muestran las dos componentes que recogen la maxima
variabilidad de los datos (75,13%), incluyendo ratio de migracién y concentracién de quimiocinas. CS, controles sanos;
iEC, tejido inflamado de pacientes con EC activa; niEC, tejido no inflamado de pacientes con EC activa; qEC, tejido
quiescente de pacientes con EC; iCU, tejido inflamado de pacientes con CU activa; niCU, tejido no inflamado de pacientes
con CU activa; qCU, tejido quiescente de pacientes con CU.

Es de especial interés el estudio del peso que tiene cada variable a la hora de formar
las componentes principales mediante combinacion lineal (denominadas cargas) (Tabla
13, Figura 15).

Tabla 13. Valor de las cargas de cada variable para las componentes principales que registran la mayor variabilidad,

CP1y CP2. Se observa que los valores obtenidos para la ratio de migracion y CCL2 son muy similares y distintos del
resto, que tienden a mostrar datos parecidos dos a dos.

Variable CP1 CP2
CXCL5 -0,8558619 0,20015348
Ratio de migracion -0,4651609 0,64124171
CCL11 -0,8527457 0,0142163
CXCL1 -0,849249 0,18713605
CXCL8 -0,8343809 0,39052937
CXCL10 -0,925648 -0,0456023
CXCL11 -0,8124073 -0,1228608
CCL2 -0,5669065 0,64831798
CXCL9 -0,7826926 -0,5599689
CCL3 -0,8703049 -0,2977519
CCL4 -0,7467049 -0,5424282
CCL20 -0,8429399 0,01506764
CCL5 -0,6202441 -0,0934839
CCL17 -0,882688 -0,0501417
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Figura 15. Representacion vectorial de cada una de las cargas producto del ACP, indicando su valor para el componente
principal 1 (CP1) y el componente principal 2 (CP2) con origen en el (0,0).

Se observa que las distintas quimiocinas se separan a través del CP2, siendo que
algunas de ellas poseen valores muy parecidos, como CCL4 con CXCL9 o CXCL5 con
CXCL1, indicando que estas poseen informacion muy similar al construir las
componentes principales. Atendiendo al andlisis ACP, se observa que la ratio de
migracion y CCL2 permanecen al margen del resto de las quimiocinas, y que estas dos
variables poseen coordenadas similares atendiendo a las cargas. Esto encaja con el
aspecto de las distintas graficas analizadas anteriormente, siendo bastante parejas la
forma encontrada para CCL2 y la ratio de migracién y muy distintas respecto a las
encontradas para el resto de las quimiocinas.
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6- Discusion

En este trabajo se ha descrito la migracibn de monocitos CD14* a los distintos
sobrenadantes generados de biopsias (en concreto, de la lamina propria) de pacientes
con Ell, incluyendo tejidos inflamados, no inflamados y quiescentes de colon
ascendente, colon descendente e ileon terminal. Ademas, se ha medido la
concentracion de las trece quimiocinas distintas en estos sobrenadantes, con el fin de
descubrir cuél o cuéles contribuian mayoritariamente a la migracién de los monocitos a
estas muestras, simulando el tejido intestinal de los pacientes a partir del microambiente
generado por los sobrenadantes. Cabe destacar que, debido a la limitacion muestral,
algunas regiones intestinales no pudieron ser recolectadas, o se disponia de poco
tamafio muestral de las mismas (ileon terminal niEC y colon descendente e ileon
terminal de iCU), y que por lo tanto seria idbneo aumentar el nUmero de datos de dichas
regiones para poder realizar un andlisis apropiado.

Podemos afirmar que los objetivos planteados al principio del trabajo han sido
completados con éxito. En primer lugar, la determinacién de la ratio de migracion CD14*
del colon descendente, ascendente e ileon terminal en los CS, de EC y CU revela que
existe la misma tasa migratoria diferenciando tejido activo afectado, no afectado y
quiescente (Figura 7). Sin embargo, destaca que no existe migracion, al no diferenciarse
de la espontanea fruto de la naturaleza del ensayo transwell, en los tejidos iCU, niUC y
gEC. Esto se mantiene al examinar el colon (ascendente y descendente), el ileon
terminal y juntando ambos segmentos intestinales, existiendo diferencias significativas
en la ratio de migracion respecto a los CS en estos tres grupos en el colon y en el
compendio de datos, ademas de una mayor ratio de migracién en el tejido iEC frente al
iUC (Figuras 8y 9).

Los resultados del ACP (Tabla 13, Figura 15) sugieren que CCL2 es la principal
quimiocina responsable de la migracion de los monocitos. Esto coincide con lo estudiado
anteriormente en el laboratorio, ya que al bloquear CCR2 la migracién caia a niveles
basales!?, aunque son necesarios ensayos de migracion que requieran como estimulo
las quimiocinas usadas en este trabajo para confirmar este hecho. En los controles, la
migraciéon de monocitos es necesaria para su posterior diferenciacion a macrofagos
reguladores que se encargan de mantener la homeostasis intestinal. Por otro lado, que
no exista migracioén hacia aquellos tejidos qEC seria concordante con la resolucion de
la inflamacién, donde se produce la supresién de citoquinas proinflamatorias*®.

Las quimiocinas analizadas se encuentran en una concentracion aumentada, de manera
genérica, en los tejidos IEC de estos pacientes. Por el contrario, aquellos tejidos gEC,
iUC y niUC poseen niveles significativamente menores que los CS (Tablas 5, 8 y 10).
Esto se explica por la gravedad de la enfermedad al correlacionar el valor obtenido por
el indice de Mayo (para CU) y el SES-CD (para EC). En el caso de la CU, la correlacion
existente con su indice es negativo, y no es significativa, lo que implica que la gravedad
de la enfermedad encontrada para estos pacientes, desde la quiescencia hasta el grado
méximo de actividad de la patologia, no se relaciona con la concentracion de las
quimiocinas analizadas en este estudio. Sin embargo, si es significativa la correlacion
(también negativa) encontrada con la ratio de migracion, de lo que se deduce que, a
medida que se suavizan los sintomas de la enfermedad, la migracion de monocitos
CD14* aumenta. Este comportamiento es totalmente opuesto en EC, ya que hay una
fuerte correlacibn que muestra la tendencia de dichas quimiocinas a estar mas
presentes en estos tejidos conforme la severidad de la enfermedad aumenta. Asimismo,
la ratio de migracion varia en la misma direccion, existiendo una correlacion positiva
muy significativa (Tabla 12). Esto se ve apoyado también por el ACP (Figura 14), donde
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se ve una clara separacion gracias a CP1 de los pacientes iEC y niEC, diferenciando un
pequefo grupo de CS y existiendo una agrupacién del resto de grupos (iCU, niCU y
gCU), siendo un reflejo de la conducta encontrada para la concentracion de quimiocinas
y la ratio de migracion.

El hecho de que los procesos inflamatorios en estas muestras sean muy distintos entre
ambas enfermedades puede deberse al alcance de las heridas de cada una, siendo que
la CU sélo alcanza a las primeras capas intestinales mientras que la EC consiste en una
lesién transmural®®. Ademads, se ha descrito que estas enfermedades poseen una
diferente respuesta inmune: mientras que la CU esta caracterizada por una respuesta
tipo Th2, donde hay una mayor produccion de IL-5 e IL-13 con una normal secrecion de
INF-y pero sin IL-4, la EC posee una respuesta Th1/Th17 donde predominan INF-y, IL-
17 e IL-22%. Por lo tanto, respuestas celulares caracteristicas de un perfil inmune
Th1/Thl7 requeriran mayor presencia de células y provocaran un aumento de las
quimiocinas proinflamatorias (CXCL8 es un importante quimioatrayente de
neutréfilost®), al contrario que respuestas humorales tipo Th2.

No obstante, resultados obtenidos por otros laboratorios muestran que ciertas
quimiocinas como CCL2, CXCL5, CXCL10 y CXCL11 se encuentran aumentadas en el
suero sanguineo de pacientes con EIllI*’. En esta linea, otro estudio muestra que CCL2
y CCL11 estan en una concentracion significativamente mayor en aquellos pacientes
con EC, pero los pacientes con CU no se diferencian de los controles sanos?®. Por otro
lado, un ensayo donde se utilizaron biopsias colénicas para estudiar la secrecién de
citoquinas expone que CCL2 se encuentra aumentada en tejidos CU, pero los EC no se
diferencian de los tejidos sanos, mientras que CCL5 y CXCL8 si®. Datos similares se
encuentran para el resto de las quimiocinas?®2, lo que indica que hay una gran cantidad
de variables en juego como podria ser el estado inmune del paciente a la hora de ser
tomada la muestra.

Un estudio?? revela que infliximab, un anticuerpo monoclonal recombinante contra el
TNF-o que se usa como tratamiento para pacientes con Ell, es capaz de reducir los
niveles séricos de CCL2 y CXCL10 en aquellos pacientes que responden a él, indicando
gue son importantes para el control de la inflamacién intestinal. Consecuentemente, esto
reduciria a priori la migracién de monocitos tal y como arrojan nuestros datos (Figura
16), lo cual ayudaria a entender por qué aquellos pacientes gEC poseen una migracion
reducida a sus tejidos intestinales (suponiendo que responden al tratamiento), aunque
se requieren mas estudios para terminar de confirmarlo. Por otro lado, infliximab se
administra junto a una gran variedad de farmacos entre los que se incluyen
corticoesteroides, tiopurinas y 5-ASA. Seria interesante conocer el efecto de cada uno
de los medicamentos por separado en la concentracién de las quimiocinas analizadas
en este trabajo. También ayudaria estudiar cémo afectarian las terapias combinadas a
reestablecer los niveles basales de estos compuestos, tanto a nivel sérico como tisular,
ya que son las opciones terapéuticas mas comunes para estos pacientes.

No fue sin embargo posible realizar un estudio completo referente a la farmacoterapia
aplicada para cada paciente debido a la limitacion muestral de cada cohorte, asi como
a la gran heterogeneidad de tratamientos aplicados, tanto medicamentos individuales
como la combinacién de estos, ademas del desconocimiento de qué pacientes
responden al tratamiento y cuales no (datos no mostrados). Es necesario por tanto
aumentar el tamafio muestral para obtener valores que cobren relevancia a la hora de
analizar el efecto de los tratamientos, separar ambas enfermedades a la hora de realizar
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el analisis e incluso someter a examen los segmentos intestinales evaluados en este
trabajo.

Como se aprecia en la Figura 4, los resultados previos del laboratorio'® muestran una
migracién de monocitos aumentada hacia aquellos tejidos activos de CU y EC, mientras
que los quiescentes de ambas patologias no se diferenciaban de los CS. El hecho de
que los resultados discrepen de los expuestos en este trabajo puede deberse al
tratamiento diferencial aplicado a las biopsias. Las biopsias que condujeron a esos
resultados iniciales conservaban el mucus y la barrera epitelial, capas que fueron
eliminadas en este trabajo mediante el tratamiento con DTT/EDTA (apartado 4.6). El
objetivo de eliminar estas capas es estudiar un modelo de estudio de migracién de
monocitos y produccion de quimiocinas que soélo involucrara a la ldmina propria, ya que
es el lugar donde sucede la inflamacion, eliminando asi el ruido generado por las
quimiocinas producidas por la barrera epitelial. Por consiguiente, lo observado en la
eliminacion de la monocapa de enterocitos es que la lamina propria es la causante de
la migracién de monocitos hacia la mucosa intestinal de forma constitutiva pero no en
los procesos inflamatorios. Esto explicaria los datos obtenidos para los CS, ya que el
tejido sano requiere del reclutamiento de macréfagos residentes en el intestino para
conservar la homeostasis. Se aprecia también en los tejidos iEC, niEC y qUC.

Se deduce, por tanto, que el no haber encontrado una migracibn aumentada de
monaocitos hacia los tejidos inflamados de los pacientes de Ell se debe a que la capa de
células epitelial es la principal encargada de la produccion de quimiocinas responsables
de dicha migracion en los procesos inflamatorios. En concreto, un estudio® demostré
que la produccion de CCL2 por las células epiteliales es mayor que la encontrada para
las células inmunes inflamatorias de la mucosa, ademas de distintos patrones de
expresion en otras quimiocinas.

La CU, al contrario que lo encontrado para la EC, no presenta migracion constitutiva en
aguellos tejidos iCU y niCU, lo cual sefiala que la principal fuente de quimiocinas que
recluten monocitos en estos pacientes son las células epiteliales y no la lamina propria.
También se observa que la lamina propria es capaz de generar una mayor
concentracion de las quimiocinas proinflamatorias estudiadas en este trabajo en la EC,
pero no en la CU, lo que concordaria con la correlacion encontrada con la severidad
para cada enfermedad, remarcando por tanto la diferente fisiopatologia entre ambas.
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7- Conclusiones

e Se ha caracterizado la ratio de migracion de monocitos CD14* que existe en el
colon ascendente, colon descendente e ileon terminal entre los distintos grupos
de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, comprobando que no
existen diferencias regionales.

e Laratio de migracién es menor para aquellos pacientes de enfermedad de Crohn
en fase quiescente y para los pacientes de colitis ulcerosa con la enfermedad
activa que presentan o no inflamacion.

e Se ha cuantificado la concentracion de las quimiocinas CXCL8, CXCL10, CCL11,
CCL17, CCL2, CCL5, CCL3, CXCL9, CXCL5, CCL20, CXCL1, CXCL11y CCLA4.
De manera genérica, no hay diferencias en su expresion entre el colon y el ileon,
y se encuentran aumentadas en los tejidos inflamados de pacientes con
enfermedad de Crohn, mientras que se ven inhibidas en aquellos quiescentes
de Crohn y activos inflamados y no inflamados de colitis ulcerosa.

e La inflamacion de la enfermedad de Crohn es diferente a la de colitis ulcerosa,
tanto a nivel migratorio como a su concentracion de quimiocinas. La severidad
correlaciona una mayor concentracion de quimiocinas y migracion de monocitos
CD14" en la enfermedad de Crohn, pero no en la colitis ulcerosa, lo que acentla
la diferencia existente entre ambas enfermedades.

e Se revela la necesidad de investigar el efecto de los tratamientos de estos
pacientes en la evaluacion de su nivel de quimiocinas y su ratio de migracion.

e Se propone a la lamina propria como modelo de generaciéon basal de
guimiocinas. Estas aumentan su concentracion en procesos inflamatorios para
la enfermedad de Crohn, pero no para la colitis ulcerosa, donde la barrera
epitelial intestinal seria la encargada de la produccion de quimiocinas tanto de
manera constitutiva como en estadios proinflamatorios.

e La lamina propria provocaria la migracién basal de monocitos al intestino

humano, condicion que cumple la enfermedad de Crohn, pero no la colitis
ulcerosa, en cuyo caso la responsable seria la barrera epitelial.
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