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RESUMEN

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) se caracterizan por presentar
una respuesta inmune intestinal cxagerada frente a los antigenos de la dieta 0 a la
microbiota. Entre las EII destacan la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn
(EC).

La respuesta inflamatoria comprende la activacion de vias de sefializacién
intracelulares asociadas con los receptores de tipo Toll (TLRs) los cuales, al reconocer
su ligando especifico, desencadenan la expresion de citoquinas pro-inflamatorias. TLR2
es un integrante de esta familia de receptores que participa en la homeostasis intestinal,
sin embargo, su papel en la fisiopatologia de las EII no ha sido completamente aclarado.
Por un lado, la mucosa intestinal de pacientes con EII presenta niveles del mRNA de
TLR2 aumentados, los que se correlacionan con la actividad de la enfermedad. En
cambio, la activacién de la via del TLR2 disminuye la inflamacién en un modelo murino
de CU, promoviendo un estado de proteccion de la barrera epitelial intestinal.

Diversos mecanismos regulatorios negativos de las vias pro-inflamatorias han
sido descritos, los cuales evitan el dafio tisular producido por la inflamaci6n exacerbada.
Uno de estos mecanismos comprende la generacion de receptores solubles, los que
compiten con el receptor de membrana por el mismo ligando, inhibiendo la activacion
de la sefializacién intracelular. Las variantes solubles del TLR2 humano (sTLR2) han
sido identificadas en plasma, leche materna, saliva y liquido amnidtico. El papel anti-
inflamatorio de sTLR2 ha sido determinado in vitro, donde células incubadas con
plasma depletado de sTLR2, aumentaron la produccion de citoquinas pro-inflamatorias,
con respecto a las incubadas con plasma normal.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y cuantificar los niveles de las
variantes de TLR2, solubles y del receptor anclado a membrana, en muestras de mucosa
intestinal y plasma de pacientes con CU, EC y controles, mediante inmunoblot y ELISA.
Para validar la movilidad electroforética de las bandas inmunoreactivas de TLR2, se

utilizd la Iinea celular monocitica THP-1.
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Los niveles proteicos de TLR2 de membrana {97 kDa) en la mucosa intestinal de
pacientes con CU se encontraron aumentados respecto a los con EC y controles (p<
0.05, test de Kruskal Wallis, Dunn post-test). Similarmente, los niveles totales de TLR2
(solubles y de membrana) detectados mediante ELISA en mucosa intestinal de pacientes
con CU se encontraron aumentados en relacién a los otros grupos. Sin embargo, en las
muestras de plasma humano no se observaron diferencias. Por tltimo, los niveles de
TNF-a e IL-10, marcadores de la respuesta pro- y anti- inflamatorias, respectivamente,
no presentaron diferencias entre los grupos analizados.

En conclusion, la produccion diferencial de TLR2 en pacientes con CU respecto
a EC, podria contribuir al conocimiento de la fisiopatologia de estas enfermedades y ser

de utilidad para su diagnéstico y tratamiento.
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SUMMARY

The inflammatory bowel diseases (IBD) are characterized by an exaggerated
intestinal immune response against dietary antigens or microbiota. Among IBD, include
ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD).

The inflammatory response include the activation of intracellular signalling
pathways associated with Toll-like receptors (TLRs), which recognize its specific
ligands and frigger the expression of pro-inflammatory cytokines. TLR2 is a member of
this receptor family involved in intestinal homeostasis, however its role in IBD
pathophysiology has not been completely clarified. On one hand, intestinal mucosa of
IBD patients has elevated TLR2 mRNA level that correlates with the disease activity. In
contrast, TLR2 activation decreases the inflammation in a UC murine model, promoting
intestinal epithelial barrier protection.

Several negative regulatory mechanisms of pro-inflammatory pathways have
been described, which prevent tissue damage from excessive inflammation. One such
mechanism is the generation of soluble receptors, which recognize the same ligand as
membrane receptor, inhibiting intracellular signalling activation. The soluble variants of
human TLR2 (sTLR2) have been described in plasma, breast milk, saliva and amniotic
fluid. The anti-inflammatory role of sTLR2 has been determined in vitro, where cells
incubated with sTLR2-depleted plasma, increased the production of pro-inflammatory
cytokines in comparison to those incubated with normal plasma.

The aim of this study was to characterize and quantify the levels of TLR2
variant, soluble and membrane-anchored receptor, in intestinal mucosa and plasma
samples from patients with CU, EC and controls by using immunoblot and ELISA. To
validate the electrophoretic mobility of TLR2 immunoreactive bands, a monocytic cell
line THP-1 was used.

The levels of membrane TLR2 (97 kDa) in intestinal mucosa of UC patients were
increased in comparison to CD and controls (p< 0.05, Kruskal Wallis, Dunn post-test).
Similarly, the total TLR2 levels (soluble and membrane) detected by ELISA in intestinal

mucosa of UC patients were increased in comparison to other groups. However, no
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differences were found in the human plasma samples. Lastly, the TNF-q¢ and IL-10
levels, markers of pro- and anti-inflammatory responses, respectively, did not differ
between the analyzed groups.

In conclusion, the differential TLR2 production in patients with UC in
comparison to CD, might contribute to the understanding of diseases pathophysiology
and will be usefu] for diagnosis and treatment.
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INTRODUCCION

1.- El sistema inmune

En los seres vivos el sistema encargado de la defensa frente a algin
microorganismo © sustancia extrafia es el sistema inmune, el cnal comprende dos
respuestas: la innata y la adaptativa.

La respuesta inmune innata es la mds ancestral y estd presente tanto en
invertebrados como en vertebrados. Esta se activa inmediatamente por el hospedero
frente a alguna agresion, tal como un organismo patogeno, extendiéndose hasta 12 horas
post-infeccion. La respuesta inmune innata se manifiesta de la misma forma frente a
infecciones repetitivas, lo cual indica que no presenta memoria. Esta respuesta estd
representada por las barreras fisicoquimicas, tales como el epitelio y la piel, factores
solubles (proteinas del complemento, citoquinas y proteinas antimicrobianas), y células,
tales como fagocitos (macréfagos, neutréfilos y células dendriticas (DC)) v células
asesinas naturales (NK). Las células de la inmunidad innata poseen receptores
expresados constitutivamente, los receptores de recorocimiento de patrones (PRRs), que
reconocen estructuras comunes a varios grupos de patdgenos, o patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs). Los PAMPs se encucntran altamente conservados, ya
que son esenciales para la sobrevida de los patdgenos, destacando el lipopolisacérido
(LPS), el peptidoglicano (PG), el DNA bacteriano y el RNA de doble hebra (dsRNA)
{Akira, Uematsu et al. 2006).

La respuesta inmune adaptativa se encuentra solo en vertebrados mandibulados y
es una respuesta tardia que se desarrolla un dia post-infeccion, manifestindose desde el
tercer al quinto dia. La respuesta adaptativa estd orquestada por dos tipos de células
especializadas, los linfocitos T (LT) y los B (LB). Los receptores de los LT (TCR) y de
los LB (BCR) abarcan un amplio repertorio. Cada linfocito posee un tinico receptor
producido por recombinacién somdtica, que reconoce un determinado epitope del
antigeno (Ag). Los Ags son procesados por las DC, o por las células presentadoras de

Ag (CPA) profesionales para luego ser presentados en su superficie unidos al complejo



mayor de histocompatibilidad (MHC). El péptido antigénico es presentado a los LT en
los organos linfoides secundarios, donde los Ags seleccionan sélo un clon de linfocitos.
Este proceso de seleccién clonal promueve la activacién del LT y su posterior
proliferacién y diferenciacion. La diferenciaciéon de los LT, produce tanto células
efectoras como de memoria. Las primeras se encargan de eliminar el agente extrafio y
las células de memoria actian frente a una exposicién posterior del mismo,
produciéndose una respuesta adaptativa mds rdpida y aumentada (Delves and Roitt
2000).

La inmunidad innata y la adaptativa forman parte de un sistema integrado. La
inmunidad innata es necesaria para la activaci6én y condicionamiento del tipo de
respuesta adaptativa. Ambas estin coordinadas para activarse sélo frente a sustancias
extrafias y mantener la tolerancia frente a los propios antigenos (de Souza, Mesquita
Junior et al. 2010).

2.- El sistema inmune intestinal y Ia mantencién de Ia homeostasis

El sistema inmune intestinal estid constantemente expuesto a cambios fisicos,
quimicos y microbianos provocados por los Ags de la dieta, tales como los
microorganismos simbidticos que habitan la mucosa intestinal (McGuckin, Eri et al.
2009). La mantencién de las condiciones intestinales necesarias para un correcto
funcionamiento del sistema interno, 1 homeostasis, es consecuencia de una respuesta
inmune capaz de reaccionar sélo frente a aquellos microorganismos patogénicos, y no
frente a los Ags de la dieta o los microorganisimos comensales o beneficiosos (Takahashi
2010).

Estructuralmente, el intestino posee en su superficie luminal maltiples
vellosidades, que a su vez forman invaginaciones, denominadas criptas. Las vellosidades
permiten aumentar la superficie y el drea de contacto, aumentando asi la absorcién de
nutrientes en el intestino delgado, y de vitaminas y agua en el intestino grueso. Las
vellosidades estdn constituidas por una monocapa de células epiteliales intestinales

(CEI} altamente polarizadas y estructuradas. Esta corresponde a la primera barrera



celular del intestino, cuya integridad es crucial para el mantenimiento de la homeostasis
intestinal (McGuckin, Eri et al. 2009).

Las CEI secretan una densa capa de mucus que recubre toda la superficie de las
vellosidades y criptas. El mucus es una barrera fisicoquimica compuesta principalmente
por glicoproteinas tales como las mucinas, las cuales presentan funciones de hidratacion
y lubricacién. Ademds de moléculas opsonizantes, tales como las inmunoglobulinas
(Igs) del tipo A, G y M, y de péptidos trefoilos (del inglés trefoil), tales como TFF3/ITF,
los cuales estimulan la reparacion del epitelio. También hay péptidos antimicrobianos
(defensinas, catelisidinas, y lisozimas) y lectinas del tipo-C (Abraham and Cho 2009;
McGucekin, Eri et al. 2009). La capa de mucus comprende una capa externa densa de 700
pm de espesor, y una capa interna, de menor espesor. La capa externa estd compuesta
por péptidos antimicrobianos diluidos que tienen contacto directo con los
microorganismos intraluminales. La capa interna, a su vez es mucho mds adherente y
enriquecida en péptidos antimicrobianos, ademds es estéril en condiciones normales
(Atuma, Strugala et al. 2001).

Para el mantenimiento de la barrera epitelial, es fundamental la integridad de las
uniones intercelulares, tales como las uniones estrechas, que sellan el espacio entre las
CEL y las uniones de tipo hendidura (del inglés gap), las cuales establecen la
comunicacion intracelular permitiendo el paso de pequefios metabolitos y regulando la
proliferacién y la diferenciacion celular (Cario, Gerken et al. 2004; Ey, Eyking et al.
2009). Ademés de producir el mucus, las CEI secretan citoquinas que controlan la
colonizacién microbiana y la respuesta inmune. Existen varios subtipos de CEI, entre los
cuales destacan las células caliciformes, las que producen el mucus y los péptidos que
mantienen la capa epitelial; las células de Paneth las cuales son productoras de péptidos
antimicrobianos (u-defensinas y lectinas); y por ultimo las células M, que permiten la
fagocitosis de patogenos al interior del lumen y la transcitosis celular (Abraham and Cho
2009; McGuckin, Eri et al. 2009).

Entre las células epiteliales es posible encontrar algunos LT especializados (NKT
y 1/8), clulas NK y las DC, cuyas prolongaciones se extienden entre las CEI detectando
el contenido intraluminal (Rescigno, Urbano et al. 2001; Cheroutre 2005; Malinarich,




Grabski et al. 2010). Bajo el epitelio se encuentra la limina propria (LP)} constituida por
tejido conectivo y por una poblacién de células de la respuesta inmune innata
(monocitos, macréfagos, células NK, DC y mastocitos), y células de la respuesta inmune
adaptativa (LT y LB) (McGuckin, Eri et al. 2009). Cuando las DC detectan algin
patégeno o molécula dafiina se activan y migran hacia los érganos linfoides secundarios
mesentéricos (las Placas de Peyer (PP), los ganglios linfaticos mesentéricos, y los
foliculos linfoides aislados) activando asi a los LT (Lorenz and Newberry 2004). En el
intestino ias CPA (DCs y macréfagos) poseen la capacidad de promover la tolerancia
bajo condiciones normales. La tolerancia intestinal es mantenida ademas por los LT
reguladores (LTreg), los cuales son abundantes en la LP, y son capaces de secretar la
citoguina anti-inflamatoria IL-10. Para el mantenimiento efectivo de la homeostasis
intestinal, debe existir un estricto control del balance entre los LT efectores y los LT,

(Abraham and Cho 2009).

3.- Quiebre de la homeostasis intestinal: enfermedades inflamatorias intestinales

La destruccién de la barrera epitelial intestinal expone de manera directa las
células de la LP a los Ags intraluminales, activindose una respuesta inmune exacerbada,
que promueve la infiltracién de células inmunes y la inflamacién, alteridndose la
homeostasis intestinal y desencadendndose un cuadro que caracteriza a las enfermedades
inflamatorias intestinales (EII). Las EIl son multifactoriales, influyendo en su
patogeénesis los factores genéticos, el sistema inmune del hospedero y el medioambiente
(Bouma and Strober 2003; Strober, Fuss et al. 2007).

Las EII son patologfas crénicas con episodios de crisis y remision, clasificindose
en colitis ulcerosa (CU) y en la enfermedad de Crohn (EC). Ambas enfermedades son
consideradas de importancia clinica debido al gran deterioro de la calidad de vida, de su
sintomatologia, del elevado costo del tratamiento, vy del riesgo elevado de desarrollar
cancer colorrectal en las personas que la padecen (Russel and Stockbrugger 1996). Los
tratamientos utilizados son paliativos, entre los cuales se encuentran fdarmacos

moduladores de la inflamacién (mesalazina o 4cido 5- aminosalicilico),
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inmunosupresores (esteroidales y azatioprina) y anticuerpos anti-TNF-a. Sin embargo,
estos farmacos pueden llevar a una evolucién clinica desfavorable debido a sus efectos
secundarios (Bouma and Strober 2003; Pieper, Haag et al. 2009). Las EII tienen mayor
incidencia en paises desarrollados y pueden afectar a personas de todas las edades,
iniciandose principalmente entre los 15 y los 30 afios de edad (Abraham and Cho 2009).

La CU y Ia EC tienen una epidemiologfa similar y comparten caracteristicas
clinicas y patolégicas, tales como la diarrea, a veces con sangramiento y dolor
abdominal (Bouma and Strober 2003), y manifestaciones inflamatorias extra-
intestinales, tales como colangitis esclerosante primaria, espondilitis anquilosante y
psoriasis (Bernstein, Wajda et al. 2005). Sin embargo, la CU y la EC presentan una
patogénesis diferencial. En ¢l caso de la CU, la extension de la inflamacidn es continua,
afectando desde el intestino grueso {o colon) al recto. En cambio, la EC presenta una
afeccion de forma intermitente, a modo de parches, de todo el tracto digestivo, desde la
boca hasta el ano, aunque son de mayor frecuencia las afecciones del fleon (Gltimo
segmento del intestino delgado) y del colon (Abraham and Cho 2009).

Para el estudio de las EII se han desarrollado varios modelos murinos de EII
inducida y espontinea. Los modelos animales de las EIl inducidas se producen mediante
la administracion de quimicos que irritan la mucosa y producen un dafio agudo en la
barrera epitelial, tales como el dcido trinitrobenzensulfonico (TNBS) para el estudio de
la EC y el sulfato de sodio dextrano (IDSS) para el estudio de la CU. Los modelos
murinos de las EII esponténeas, se desarrollan por alteraciones en genes claves para Ia
mantencion de la homeostasis intestinal, tales como la deficiencia en el TFF3 (Mashimo,
Wu et al. 1996), y animales defectuosos en la produccién de 1L-10 (Mahler and Leiter
2002).

Varios estudios epidemioldgicos han establecido asociaciones genéticas con la
susceptibilidad a las EII. En el caso de la EC se han descrito polimorfismos en genes
codificantes para moléculas inmunes innatas, tales como NOD?2 (que detecta bacterias
intracelulares) (Figueroa, Peralta et al. 2006; Glas, Seiderer et al. 2010), y en ATG16L1

(componente del complejo de antofagia) (Gazouli, Pachoula et al. 2010). Asimismo,

polimorfismos en genes codificantes de moléculas que participan en las vias de




seflalizacion de IL-23/Th17, tales como el receptor de IL-23 (IL-23R) y en IL-12B, han
sido asociados a CU y EC (Abraham and Cho 2009).

En las EII existe una elevada infiltracion de células inmunes, por lo tanto se
produce un aumento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias, tales como TNF-q,
IL-1PB, IFN-y, y en la via de sefializacion de IL-23/Th17 (ya que el receptor de I1L-23 en
las células Th17 induce su diferenciacion) (Abraham and Cho 2009). También, las EII se
caracterizan por un aumento de la respuesta de los LT efectores (de la subpoblacién
cooperadora (Th) CD4", subtipos Th1, Th2 y Th17) que conlleva a una disminucién de
los LT (Elson, Cong et al. 2005). El tipo de infiltracion se diferencia entre la CU y la
EC. En la CU se distingue una inflamacion en la capa mas superficial de la mucosa, con
infiltracion de linfocitos y granulocitos (neutréfilos, basofilos y eosinéfilos) y pérdida de
células caliciformes, que conduce a la produccién de ulceraciones y abscesos. En
cambio, en la EC el dafio es transmural, con afeccién de todas las capas de la pared
intestinal, en donde se presenta una infiltracion densa de linfocitos y macréfagos, que
provocan, en la mayoria de los casos, el desarrollo de granulomas, ulceraciones

fisurantes y fibrosis en la submucosa (Bouma and Strober 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de un corte transversal de intestino normal, con colitis ulcerosa

y con enfermedad de Crohn. Modificado de:  http://www.hopkins-
gi.org/GDL_DiseaseLibrary.aspx?CurrentUDV=31

El perfil inmunolégico a nivel periférico permite diferenciar entre la CU y la EC.
La CU se asocia a la respuesta humoral de perfil Th2/Th17, evidenciado por los niveles

aumentados de IL-4, IL-5, IL-13 ¢ IL-17. En cambio, en la EC prevalece la respucsta




inmune celular de tipo Th1/Th17, con secrecion aumentada de IL-12, TNF-o, IFN-y ¢
IL-17 (Beltran, Candia et al. 2009; Brand 2009).

4.- Receptores de tipo Toll: su papel en las enfermedades inflamatorias intestinales

Los receptores de reconocimiento de patrones o PRRs son receptores
transmembrana que se expresan en células del sistema inmune innato y adaptativo, y
reconocen a los patrones moleculares asociados a patdgenos o PAMPs. En el intestino,
los PRRs son los primeros en distinguir lo “propic” de lo “ajeno”, por lo tanto, tienen un
papel esencial en la respuesta inmune inmediata (Rakoff-Nahoum, Paglino et al. 2004).
Los receptores tipo Toll (TLRs) son un tipo de PRRs relacionados a la proteina Toll de
D. melanogaster y descubiertos en la década de los 90, cuyo papel es otorgar proteccién
contra las infecciones fiingicas (Lemaitre, Nicolas et al. 1996). Al reconocer un ligando,
los TLRs producen un aumento de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, las que
a su vez condicionan la inmunidad adaptativa (Aderem and Uleviich 2000). En el
intestino, los TLRs son expresados por monocitos y macréfagos de la LP, las DC, las
CEL, los LT efectores, los LT, y en menor cantidad por los LB (Cario 2010).

Los TLRs son glicoproteinas de transmembrana de tipo I, pertenecientes a la
familia del receptor de IL-1 (IL-IR), que poseen tres dominios (amino-terminal,
transmembrana y carboxilo-terminal). El dominio amino-terminal es extracelular, con
repeticiones ricas en leucina (LRR), las cuales determinan Ia especificidad de unién a un
PAMP especifico (Bowie and O'Neill 2000). El dominio carboxilo terminal intracelular
¢s altamente conservado, posee homologia al dominio del IL-1R denominado TIR
(Tol/IL-1R), y participa en el reclutamiento de proteinas de la cascada de sefializacién
(Gay and Keith 1991).

Hasta el momento, diez tipos de TLRs han sido descritos en humanos. Los TLRs
1,2, 4, 5, 6y 10 sc localizan en la superficie celular y reconocen principalmente PAMPs
presentes en el exterior de bacterias, protozoos y hongos. Los TLRs 3, 7, 8 y 9 se
localizan en compartimentos intracelulares en donde unen 4cidos nucléicos derivados de

virus y bacterias. Los TLRs pueden formar homo y heterodimeros, lo cual aumenta la
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probabilidad de unién de ligandos (Akira, Uematsu et al. 2006). Posterior a la unién de
su ligando, Ios TLRs reclutan proteinas adaptadoras que contienen un dominio TIR, tales
como MyD3838, TIRAP, TRIF y TRAM. MyD88 es adaptador de todos los TLRs, excepto
TLR3, y su uni6n activa la via de las MAP quinasas (MAPK(s), tales como ERK, JNK y
p38, activando el factor de transcripcién NF-«B e induciendo genes pro-inflamatorios,
tales como TNF-a e IL-6. La proteina TRIF (adaptador de TLR3 y 4), activa la via de las
MAPKs y los factores de transcripcion NF-kB e IRF3/IRF7. IRF3/IRF7 induce la
expresién de interferones de tipo I (IFN-a ¢ IFN-B). Los TLRs de superficie activan
principalmente NF-kB, en cambio, los TLRs intracelulares ademds activan
principalmente IRF3/IRF7 (Kumar, Kawai et al. 2009).

Las mutaciones genéticas en los TLRs causan un desbalance en la homeostasis
intestinal. En un modelo murino de la CU inducida por DSS, se observa una deficiencia
en la reparacién tisular que se exacerba en animales deficientes en MyD88, TLR2, TLR4
{Rakoff-Nahoum, Paglino et al. 2004), TLR3 (Vijay-Kumar, Wu et al. 2007), TLRS
(Vijay-Kumar, Aitken et al. 2008) y en TLR9 (Rachmilewitz, Katakura et al, 2004), lo
cual indica que los TLRs activan vias protectoras de la integridad de la barrera epitelial.
Sin embargo, ratones deficientes en NF-kB presentan una menor severidad en la colitis
inducida por DSS, debido a una menor expresién de citoquinas pro-inflamatorias
(Erdman, Fox et al. 2001). Por lo tanto, las condiciones que otorgan un papel protector o
pro-inflamatorio de los TLRs en el intestino aiin son inciertas.

Mediante ensayos de inmunofluorescencia se determind que Ia
inmunoreactividad de algunos TLRs en las CEI de intestino inflamado de pacientes con
EIl difiere respecto al tejido no inflamado y a los individuos controles, Ademés en CEl y
LP de pacientes con CU y EC, los niveles de TLR3 est4n disminuidos, mientras que los
de TLR4 y TLR2 estén aumentados (Cario and Podolsky 2000; Hausmann, Kiessling et
al. 2002). Esto sugiere que las vias de sefializacion inflamatorias participan activamente

en la mantencion de la homeostasis de la mucosa intestinal.




5.- Relevancia de TLR2 en las enfermedades inflamatorias intestinales

La importancia de TLR2 en relacion a los otros TLRs, se debe al amplio espectro
de reconocimiento de PAMPs, debide 2 su homodimerizacion y heterodimerizacion con
TLR1 o TLR6. La proteina TLR2 reconoce principalmente PAMPs derivados de
bacterias Gram-Positivas, tales como PG, lipoprotefnas, 4cido lipoteicoico (ALT) y
lipopéptidos di o tri-acilados (al heterodimerizar con TLR6 o TLR1). Ademds, reconoce
lipoarabinomanano de Mycobacteria tuberculosis, zimosano de hongos, y glicosil-
fosfatidil-inositol de Tripanosoma Cruzi (Akira, Uematsu et al. 2006).

Se desconoce si la sefializacién via TLR2 es protectora o perjudicial para la
homeostasis intestinal. Varias evidencias han demostrado que TLR2 cumple un papel
protector en estas enfermedades. De esta forma se report6 que en un modelo murino de
CU inducido por DSS y expuesto al lipopéptido triacilado Pam;CysSerLys, (P3CSKy),
un ligando de TLR2 especifico, disminuye Ia inflamacién y se estimula la reparacién
epitelial (Cario, Gerken et al. 2007). Similarmente, la estimulacién de cultivos primarios
de CEI con P3CSK, induce la expresién de conexina 43, una subunidad de las uniones de
tipo hendidura, y la formacion de uniones estrechas, promoviendo la mantencién de la
integridad epitelial (Cario, Gerken et al. 2004; Ey, Eyking et al. 2009). También, en este
modelo murino de CU inducida por DSS, ratones deficientes en TLR2, presentan una
disminuida produccién del TFF3, y un aumento en la apoptosis e infiltraci6n leucocitaria
(Podolsky, Gerken et al. 2009). Por ofro lado, la estimulacién de TLR2 induce la
secrecién de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, dependiendo del tipo celular y de los
ligandos utilizados. Los niveles de TLR2 aumentan con la exposicién a ALT y zimosano
en monocitos aislados de sangre periférica de pacientes con EIl, y se correlacionan
directamente con el contenido de TNF-a. en el medio, produciendo el aumento de la
respuesta inflamatoria (Canto, Ricart et al. 2006). Ademas, macréfagos CD147/CD33*
obtenidos de la mucosa intestinal de pacientes con EC presentan niveles de TLR2
elevados, y la estimulacion con bacterias comensales indujo la produccién de IL-23,
TNF-u ¢ IL-6 (Kamada, Hisamatsu et al. 2008). En contraste, Ia estimulacién de DCs

CDl11c" con P3;CSK, anmenta la produccién de IL-10, suprimiendo la respuesta inmune




celular in vitro (Yanagawa and Onoe 2007). En relacién con lo anterior, las DCs
obtenidas de mucosa intestinal de modelos murinos de EIl, estimuladas con un agonista
de TLR2 inducen la secrecion de IL-10 y su restitucién disminuye la inflamacién i vivo
(Foligne, Dessein et al. 2007). Finalmente, la transferencia de LT efectores a ratones
SCID indujo una colitis espontinea, que fue atenuada en presencia de LT, CD4"
CD25" previamente estimulados con P;CSK; (Liu, Komai-Koma et al. 2006). Por lo
tanto, con los antecedentes previamente descritos, no se puede predecir con certeza el
efecto funcional que tendria la estimulacion via TLR2, ni los efectos inmunolégicos en
un sistema in vivo, ya que estos efectos dependerian del tipo celular estimulado, del
contexto inflamatorio o microambiente de citoguinas extracelulares que modifican el
entorno, y del tipo de dafio o de microorganismos que originen los PAMPs que servirdn
de ligandos para las moléculas de TLR2.

En la actualidad, se ha estudiado la proteina TLR2 a distintos niveles, ya sea
determinando las frecuencias de variantes polimérficas de #r2 asociadas a
enfermedades, comparando sus niveles de expresion en diversas enfermedades a nivel de
transcripcion, traduccién y localizacion. Los polimorfismos genéticos son utilizados
como marcadores moleculares de enfermedades especificas. En el caso de las EII,
polimorfismos del gen #r2 (y de #Irl y tIr6) han sido asociados con el riesgo y la
gravedad de las EIl. Por cjemplo, la sustitucion de R753Q en TLR2, presente en
pacientes con CU (Pierik, Joossens et al. 2006), se asocia con una deficiencia en Ia
sintesis de TFF3 y en uniones del tipo hendidura (Ey, Eyking et al. 2009; Podolsky,
Gerken et al. 2009). Similarmente, la sustitucién de P631H en TLR2 de pacientes con
EIl, se correlaciona con una menor prevalencia de anticuerpos anti-Ags bacterianos (IgA
anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) e IgA anti-Omp), los cuales tienen una funcién
protectora en el intestino (Henckaerts, Pierik et al. 2007).

Por otro lade, los niveles de mRNA de TLR2 se encuentran aumentados en un
modelo murino de EC inducida por TNBS (Gomariz, Arranz et al. 2005), como también
en monocitos y macréfagos aislados de mucosa intestinal de pacientes adultos y
pediatricos con EII (Hausmann, Kiessling et al. 2002; Szebeni, Veres et al. 2008;

Candia, Diaz-Jimenez et al. 2012). Estos resultados sugieren que la maquinaria
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transcripcional para este receptor se encuentra aumentada, lo que podria reflejarse en un
aumento de los niveles proteicos de TLR2 en estos pacientes.

Finalmente, los niveles proteicos de TLR2 en las CEI y en Ia LP de intestino de
pacientes sanos se encuentran disminuidos (Cario and Podolsky 2000) con respecto a las
muestras de intestino inflamado de pacientes con EH, o de un modelo murino con EC
inducida por TNBS (Cario and Podolsky 2000; Hausmann, Kiessling et al. 2002;
Gomarijz, Arranz et al. 2005; Frolova, Drastich et al. 2008), lo que sugiere que el
ambiente inflamatorio de la mucosa intestinal constituye un estimulo para la induccién

del receptor.

6.- Papel de las variantes solubles de TLR2 en la regulacién negativa del receptor

de membrana

Existen diversos mecanismos regulatorios de los TLR2s que evitan el dafio
generado por la activacién permanente de las vias de sefializacién pro-inflamatorias.
Entre éstos destacan: a} las proteinas infracelulares secuestradoras de adaptadores de la
via de seffalizacién de TLRs, b) la degradacion de los TLR2s o de las protefnas de
sefializacién, ¢) la disminucién de la expresién de los genes tlr, y d) la generacién de
TLRs solubles que actian como un sefiuelo que une los mismos ligandos que los TLRs
de membrana (Liew, Xu et al. 2005). De estos tiltimos, se conocen variantes solubles
para TLR2 (LeBouder, Rey-Nores et al..2003), TLR4 (Iwami, Matsuguchi et al. 2000) y
para TLRS (Tsukada, Fukui et al. 2005). Se han descrito varios reguladores negativos de
TLR2 que intervienen con las vias de sefializacién intracelulares, tales como PI3K
(fosfo-inositol 3-quinasa) (Strassheim, Asehnoune et al. 2004; Arancibia, Benitez et al.
2011), Tollip (proteina que interacciona con Toll) (Zhang and Ghosh 2002) y NOD2
(Dominio de oligomerizacién de unién a nucledtido 2) (Watanabe, Kitani et al. 2004).
Por otro lado, variantes solubles de TLR2 (STLR2), han sido detectadas en plasma
humano, leche materna (LeBouder, Rey-Nores et al. 2003), saliva (Kuroishi, Tanaka et
al. 2007; Srinivasan, Kodumudi et al. 2008) y liquido amniético (Dulay, Buhimschi et

al. 2009). Ademds, monocitos de sangre periférica secretan de manera constitutiva
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sTLR2, lo cual puede ser activado directamente con P;CSK; o indirectamente por ésteres
de forbol (PMA) (LeBouder, Rey-Nores et al. 2003). Ademas, la administracion de
sTLR2 a ratones infectados con bacterias Gram-Positivas produjo una disminucién en la
secrecion de IL-8, la activacion de NF-xB y la infiltracion leucocitaria, sin afectar la
eliminacion bacteriana. Esto sugiere que sTLR2 promueve una disminucion de la
sefializacion de la via activada por TLR2. Similarmente, la estimulacion de TLR2 en
células mononucleadas de sangre periférica (PBMC) incubadas con plasma depletado de
sTLR2, produjo una respuesta inflamatoria mucho mayor a la observada con plasma

normal (Raby, Le Bouder et al. 2009), lo cual refuerza la idea de que sTLR2 tendria un

papel anti-inflamatorio (Figura 2).
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Figura 2. Representacién esquemitica de TLR2 de membrana y soluble (STLR2). Se
esquematiza el dimero de TLR2 (con TLR1 o TLR6) anclado a la membrana plasmatica, el cual
al unir su ligando, activa una via de sefializacion intracelular promoviendo la expresion de genes
pro-inflamatorios (IL-6, TNF-qo, entre otros) y moléculas de adhesion. Esta via es regulada
negativamente por TLR2 soluble (sTLR2), que compite con el receptor de membrana por la
union del ligando. STLR2 se representa como dimero, pero no se ha demostrado la existencia de

dimeros en la fase soluble. Las estructuras de TLRs fueron adaptadas de (Jin, Kim et al. 2007).
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Hasta 1a fecha, no existe consenso sobre el nfimero de varianies de STLR? ni de
su peso molecular (PM). Mediante inmunoblot los PMs de las variantes de sTLR2 varian
segiin el origen de la muestra y del anticuerpo utilizado. En muestras de plasma humano,
las variantes identificadas corresponden a 25, 38, 40, 66 y 83 kDa y en sobrenadante de
monocitos se detectan las mismas variantes que en plasma y una variante adicional de 70
kDa (LeBouder, Rey-Nores et al. 2003). Sin embargo, en el liquido amnidtico las
"variantes que se detectaron fueron de 30 y 42 kDa (Dulay, Buhimschi et al. 2009) y en
saliva las variantes fueron de 27, 40, 55, y 75 kDa (Kuroishi, Tanaka et al. 2007;
Srinivasan, Kodumudi et al. 2008).

Por otro lado, el andlisis del mRNA de TLR2 demostré la presencia de un tinico
transcrito, lo cual es sugerente de que las variantes de STLR2 no serian producto de
empalme alternativo (Hachnel, Schwarzfischer et al. 2002; LeBouder, Rey-Nores et al.
2003). Ademds, todas las variantes proteicas de STLR2 comparten algiin segmento del
dominio extracelular de receptor, por lo que es altamente probable que sean resultado de
un procesamiento proteolitico post-traduccional (LeBouder, Rey-Nores et al, 2003).

Debido a que STLR2 ha sido identificada en varios fluidos humanos y que su
funcién tendria un papel anti-inflamatorio, se han demostrado algunas asociaciones entre
los niveles de STLR2 y enfermedades de cardcter inflamatorio. Los niveles de sTLR?2
estdn disminuidos con respecto a individuos sanos en suero dc pacientes con
tuberculosis (LeBouder, Rey-Nores et al. 2003), pacientes con VIH en estado avanzado
(Heggelund, Flo et al. 2004) y en pacientes con infarto agudo al miocardio (Heggelund,
Flo et al. 2004; Ueland, Espevik et al. 2006). Por otro lado, los niveles de STLR? estén
aumentados en saliva de pacientes con sindrome de boca quemante (del inglés burning)
(Srinivasan, Kodumudi et al. 2008) y en suero de pacientes con CU (Candia, Diaz-
Jimenez et al. 2012). Ademés en varias patologfas los niveles de sTLR2 se encuenttan
alterados con respecto a individuos sanos, Sin embargo, no se ha observado un patrén
predecible de expresion de sTLR2, ya que depende de las caracteristicas de cada
patologfa. Por lo tanto, en este seminario de titulo se propuso determinar los niveles de
TLR2 en pacientes con EII 'y ademds identificar la presencia de las variantes de STLR2,

COmO Un mecanismo que contribuye al mantenimiento de la homeostasis intestinal.
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HIPOTESIS

Los niveles proteicos de las variantes de TLR2 (de membrana y solubles) se

encuentran aumentados en la mucosa intestinal de pacientes con EIL

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente las variantes de TLR2 en pacientes

con EII y su asociacién con marcadores inflamatorios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar las variantes de TLR2 (de membrana y solubles) en el plasma y en la
mucosa intestinal de pacientes con EII y controles.

1a.- Cuantificar los niveles de TLR2 en muestras de mucosa intestinal de pacientes con
CU, EC y controles mediante inmunoblot,

1b.- Cuantificar los niveles totales de TLR2 en mucosa intestinal y en plasma mediante
ELISA.

2.- Determinar los niveles de TNF-a ¢ IL-10 en la mucosa intestinal de pacientes con
CU, EC y controles, mediante ELISA.

2a.- Establecer una asociacién mediante la correlacién de Spearman entre los niveles de
TLR2 con los de TNF-a ¢ IL-10, en mucosa intestinal de pacientes con CU, EC y

controles,
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MATERIALES, METODOS Y MUESTRAS
1.- Muestras de mucosa intestinal humana y plasmas

Un total de 28 muestras de mucosa intestinal fueron obtenidas de resecciones
quirdrgicas o procedimientos colonoscopicos de pacientes con CU (n=8), EC (n=5) y
cancer de colon (n=8), provenientes del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y de
la Clinica Las Condes. El estudio fue aprobado por el Comité de Ftica de cada Hospital
0 Clinica que participd en este protocolo. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado para utilizar sus muestras de sangre y tejido para esta
investigacion (ver anexo).

El diagnéstico de los pacientes fue basado en criterios clinicos, endoscopicos e
histol6gicos estdndar. Los criterios de inclusion fueron: pacientes mayores de 18 afios y
con consentimiento informado diagnosticados con EII. Los criterios de exclusion fueron:
enfermedades inflamatorias no clasificadas, colitis indeterminada, ileocolitis infecciosa,
historia de enfermedades autoinmunes y enfermedad celiaca.

Las muestras de mucosa intestinal de pacientes con EIl fueron obtenidas desde
las dreas inflamadas del intestino las cuales comprendian la capa de mucus, la ldmina

epitelial, la ldmina propria y la lamina muscular de la mucosa (Figura 3).

Figura 3. Diagrama de un corte transversal de intestino. (Modificado de:
http://www.cancer.gov/PublishedContent/MediaLinks/415961.html)
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Para el estudio de las muestras de CU, la actividad fue determinada en el drea
més inflamada usando el indice endoscopico de Mayo (Lewis, Chuai et al. 2008) (ver
Tabla 2). En el caso de la EC, la actividad fue determinada de acuerdo al puntaje
endoscopico simple para la EC (SES-EC) (Dapemno, D'Haens et al. 2004; Sipponen,
Nuutinen et al. 2010) (ver Tabla 2). El puntaje histolégico fue usado para la evaluacion
de la inflamacién intestinal en ambas enfermedades. Las muestras controles fueron
tomadas desde pacientes con céancer colorrectal, y la ansencia de inflamacién fue
confirmada histologicamente (el médico fratante aparté muestras sin compromiso
inflamatorio durante la intervencion). Posterior a la toma de muestras, éstas se guardaron
en criotubos a -80°C hasta su procesamiento.

Las muestras de sangre fueron recolectadas antes de la cirugia o colonoscopia,
para determinar los niveles plasmaticos de sTLR2 mediante ELISA. Las muestras
sanguineas fueron homogeneizadas por inversion y centrifugadas a 1500 g por 15 min.
Posterior a la centrifugacion, el plasma fue separado y alicuotado. Para los andlisis de
inmunoblot, el plasma fue pre-incubado con proteina A/G agarosa para eliminar uniones
inespecificas y posteriormente centrifugado, FEl sobrenadante fie separado del
precipitado enriquecido en proteinas unidas inespecificamente. Finalmente, las muestras

fueron guardadas a -80°C.
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Tabla 1. Variables para determinar la actividad de la CU segiin el indice de Mayo
y la actividad de la EC segin el puntaje endoscopico simple (SES-EC).

Evaluacion de la Variable Puntaje’
actividad
Frecuencia de 0: 1: 1a2veces | 2:3 a4 vecesal | 3:>3 veces
Colitis Ulcerosa: deposiciones ninguna | aldiamasde | diamasdelo | al dia masde
“indice de Mayo” lo normal normal lo normal
Sangrado 0: 1:sangre | 2:sangre visible | 3: sangre
rectal ninguno | visible con | con sangrado el visible y
} sangrado 50% de las sangrado >
| menos del veces 50% de las
| 50% de las veces
veces
‘ Apariencia de 0: | B 2: cnfermedad 3.
{ Ia mucosa normal enfermedad moderada enfermedad
; intestinal en la leve (eritema severa
| endoscopia (eritema, | marcado, patrén | (sangrado
] patrén vascular espontdneo,
| vascular ausente, ulceracion)
disminuido) erosiones)
Valoracién 0: 1: media 2: moderada 3: severa
global del normal
médico
Tamaiio de las 0: 1: dlceras 2: dlceras de 3: tilceras
Enfermedad de iilceras ninguna pequeifias tamafio medio grandes
Crohn: “Puntaje (didmetro de | (diametro de 0,5 | (didmetro >
endoscopico simple 0,1a0,5cm) a2 cm) 2 cm)
para la enfermedad Superficie 0: 1:<10 2:10230 3:>30
de Crohn”™ ulcerada (%) | ninguna
| EES-EC) Superficie 0: 1: <50 2:50a75 3:>75
afectada (%) ninguna
Estenosis del 0: 1: Gnica, 2: maltiples, 3: maltiples,
lumen ninguna puede ser pueden ser no pueden
intestinal pasada porel | pasadas por el ser pasadas
endoscopio endoscopio por el
endoscopio

* La sumatoria de los puntajes en el Indice de Mayo y SES-EC indican la actividad de la
enfermedad. Para el indice de Mayo el rango va de 0 a 12, donde 0: inactiva, 1 a 4: leve, 5 a 8:
moderada, 9 a 12: severa. Para SES-EC el puntaje se otorga a los cinco segmentos del intestino,
por lo tanto el rango va de 0 a > 16, donde 0 a 2: inactiva, 3 a 6: leve, 7 a 15: moderada, > 16:

severa.
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2.- Linea celular

La linea celular de monocitos humanos THP-1 (Niimero de catalogo ATCC:
TIB-202), derivada de leucemia monocitica aguda, fue utilizada para caracterizar las
variantes solubles 0 de membrana de TLR2 y para determinar el PM de é&stas. Las
células fueron crecidas en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino,
penicilina/estreptomicina, al 5% CO, y 37°C. Las células fueron cultivadas en medio sin
suero por 24 h antes de realizar la extraccidn de proteinas para evitar la sobreestimacién
de los niveles de TLR2, debido a la presencia de STLR2 en el suero (LcBouder, Rey-
Nores et al. 2003). Las células se diferenciaron a macr6fagos por el tratamiento con
PMA a una concentracién final de 10 nM por 24 h, ya que la diferenciacién de
monocitos a macréfagos genera un fenotipo con mayores niveles de expresién de TLR2
(Jouault, El Abed-El Behi et al. 2006).

3.- Anticuerpos y reactivos

Para identificar la proteina TLR2 mediante inmunoblot se utilizaron los
siguientes anticuerpos: anticuerpo policlonal anti-dominio extracelular de TLR2
conjugado a biotina (BAF2616) (R&D Systems Inc., USA); anticuerpo monoclonal anti-
dominio extracelular de TLR2 (clon 2.1; TL2.1 eBioscience Inc., San Diego, CA, USA);
anticuerpo monoclonal anti-dominio extracelular de TLR2 (clon 1030A5.138; IMG-319,
Imgenex, San Diego, CA, USA); anticuerpo policlonal anti-péptido de 19 aminoacidos
del carboxilo-terminal de TLR2 (C-19) (sc-8690, Santa Cruz, CA, USA); anticuerpo
policlonal anti-péptido de 17 aminoécidos del amino-terminal de TLR2 (N-17) (sc-8689,
Santa Cruz, CA, USA); anticuerpo policlonal anti-dominio exiracelular de ST2
conjugado a biotina (BAF1004, R&D Systems, Inc., USA). Ademis se utilizo el
anticuerpo policlonal anti-B-actina (20-33, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ¥
anticuerpos secundarios anti-conejo, anti-cabra y anti-ratén conjugados con HRP
(enzima peroxidasa de rabanito) (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA). Los

siguientes péptidos fueron utilizados para el desplazamiento de anticuerpos: péptido de
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19 aminodcidos ubicados en el extremo carboxilo de TLR2 (C-19P) (sc-8690P, Santa
Cruz, CA, USA) y péptido de 17 aminoacidos ubicados en el extremo amino de TLR2
(N-17P) (sc-8689P Santa Cruz, CA, USA). Para verificar Ia especificidad del anticuerpo
BAF2616, se utiliz6 el dominio extraceiular recombinante de TLR2 humano (2616TR,
R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA).

Los siguientes reactivos fueron utilizados: céctel de inhibidores de proteasas
(Roche® Applied Science, Indiandpolis, IN, USA), inhibidores de fosfatasas
(ortovanadato de sodio, pirofosfato de sodio y fluoruro de sodio), inhibidores de
metaloproteasas  (femantrolina (Calbiochem, Alemania)), GMG6001 (Chemicon,
Temecula, CA, USA)), estreptavidina conjugada con peroxidasa (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), proteina A/G sefarosa (sc-2003 Santa Cruz, CA, USA), PNGasaF
(New England Biolabs, Massachusetts, USA), reactivo de Bradford (BioRad, Hercules,
CA, USA), reactivo de revelado ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Litle Chalfront,
UK), 2-mercaptoetanol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), PMA
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), penicilina/estreptomicina (Cat. N°. 15140122,
Gibco, Carlsbad, CA, USA), suero fetal bovino (Thermoscientific Hyclone, South
Logan, UT, USA), marcador de PM de proteinas (RPN 800F, Amersham Little
Chalfront, UK) y Tween-20 (Calbiochem, Alemania).

4.- Extracci6n y cuantificacién de proteinas

Para la determinacion de TLR2 por inmunoblot, se utilizaron 1x10° células/ml,
las cuales fueron lavadas 2 veces con PBS 1X fifo (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3
mM Na;HPO, x 7H,0, 1,4 mM KH,POy). Posteriormente, las células y Tas resecciones
quirirgicas de mucosa intestinal se lisaron sobre hielo con 150 gl de tampén LDB (del
inglés “low detergent buffer”: 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, y
0,5% Tritén X-100), en presencia de inhibidores de proteasas, fosfatasas (100 nM de
ortovanadato de sodio, 10 mM de pirofosfato de sodio y 10 mM de fluoruro de sodio) y
metaloproteasas (10 mM de fenantrolina, 10 pM de GM6001). Después de 15 min, el

contenido se traspas6 a un tubo y se sometié a sonicacién (sonicador de vistago
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Microsan, Misonix Inc., Farmingdale, NY, USA) 3 veces a 14 watts por 10sya4°C. La
suspension se centrifugd a 14000 rpm, 5 min a 4°C, recuperandose el sobrenadante. La
cuantificacién del contenido de proteinas en los homogeneizados celulares y de las
muestras de mucosa intestinal se realizd por el método de Bradford, con la posterior
determinacion de la absorbancia a 595 nm (Bradford 1976).

5.- Inmunoblot

Las muestras se mezclaron con un volumen de tampén de carga 4X (SDS,
tamp6n de muestra, 2-mercaptoetanol y azul de bromofenol) y fueron calentadas a
100°C por 5 min. 50 pg de homogeneizado de proteinas totales de las células THP-1 o
75 pl de los sobrenadantes de las células (volumen méximo contenido en el pocillo del
gel de poliacrilamida, sin cuantificacién de los pg cargados) se utilizaron para cargar los
geles de poliacrilamida. Para los sobrenadantes no se cuantificé el contenido de proteina,
ya que el contenido de TLR2 es escaso, por lo tanto, un volumen mayor de carga
permitio su detecci6n. Para la deteccién de TLR2 en las muestras de mucosa intestinal se
utilizaron 35 pg de proteinas totales.

Geles de poliacrilarida SDS al 12% fueron corridos a 80 V por 30 min y luego a
125 V por 1,5 h. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con
poro de 0,45 pm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a 300 mA por 1,5 h. Para verificar la
transferencia de las proteinas cargadas, las membranas fueron teflidas momentaneamente
con rojo Ponceau al 1%. Posteriormente, las membranas fueron lavadas 5 veces por 5
min en TBS 1X (SM NaCl, 1M Tris/HCI pH 7,5). El bloqueo de Ia biotina intrinseca en
la muestra de proteinas totales de mucosa intestinal, fue realizado con clara de huevo
filtrada (diluida 1:2 en TBS 1X), por 30 min con agitacién, seguido por el bloqueo de
caseina, con leche descremada al 5% en TBS 1X por 1 h con agitacién. Las membranas
se lavaron 5 veces por 5 min con TBS 1X-Tween-20 0,1% con agitacion y luego fueron
incubadas con anticuerpos primarios (1:1000) durante toda la noche a 4° C con agitacién
orbital. Posteriormente, las membranas sc lavaron 5 veces 5 min con TBS1X-Tween-20

0,1%. En el caso del anticuerpo primario biotinilado, las membranas se incubaron con
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estreptavidina-HRP diluida 1:1000 en TBS 1X-Tween-20 0,1% por 20 min con
agitacion. Para los demds anticuerpos primarios, el anticuerpo secundario-HRP
correspondiente se incubé por 1 h con agitacion. A continuacién, las membranas se
lavaron 5 veces 5 min en TBS 1X-Tween-20 0,1% y fueron incubadas con el reactivo
quimioluminiscente ECL para detectar las bandas inmunoreactivas de TLR2.
Finalmente, las membranas fueron expuestas en placas autorradiograficas para
bioluminiscencia (KODAK®, USA) y el anslisis densitométrico de las bandas fue
realizado con el programa Gel Pro Analyzer 4.5 Media Cybernetics, Inc., USA.

6.- Inmunoprecipitacion

Trescientos pg de protefnas totales de mucosa intestinal (proveniente de un
paciente con CU) fueron utilizados para la inmunoprecipitacion (IPP). 5 ul de suero
normal del animal donde fue producido en anticuerpo fueron agregados a Ia IPP para
disminuir la inespecificidad de uni6n de los anticuerpos. De esta forma, suero normal de
ratén y de cabra fueron usados para el anticuerpo anti-dominio extracelular de TLR2
(eBioscience), y para el anticuerpo anti-péptido de 19 aminodcidos carboxilo-terminal de
TLR2 (Santa Cruz), respectivamente. La mezcla fue incubada durante 15 min 2 4°C con
agitacién orbital, y luego se agregaron 20 pl de protefna A/G agarosa por 1 h a 4°C.
Posteriormente se centrifugé a 14000 rpm por 5 min a 4°C, recuperando el sobrenadante,
Las muestras fueron inmunoprecipitadas con 2 pg de anticuerpo (con el anticuerpo anti-
amino-terminal de TLR2 (eBioscience) y con el anti- 19 aminodcidos del carboxilo-
terminal (C-19 Santa Cruz)), con una incubaci6n de toda la noche a 4° C, con agitacién
orbital. Posteriormente, 20 pl de protefna A/G agarosa fueron agregados e incubados por
1 h a 4°C con agitaci6n orbital. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 14000
rpm por 5 min a 4°C, y los IPPs se lavaron 4 veces con PBS1X, para su posterior andlisis

mediante inmunoblot.
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7.~ Desglicosilacién de proteinas

La muestra de proteinas totales de células fueron desglicosiladas mediante el
tratamiento con la enzima PNGasaF que remueve las glicosilaciones complejas del
amino-terminal ricas en manosa. 25 g de proteinas totales fueron denaturadas a 100° C
por 10 min en tampon de denaturacién. A la muestra de reaccion se agregd 1 pl de
tampdn de reaccion “G7”7, 1 ul de NP-40 10% y 0,3 pl de la enzima PNGasaF, y se
incubd a 37° C por 1 h. Las muestras fueron guardadas a -80° C hasta el andlisis por

inmunoblot.
8.- Concenfracion y ultracentrifugacion de sobrenadantes celulares

Las células monociticas THP-1 (control) y macréfagos diferenciados (1x10°
células/ml), fieron cultivados de 18 a 24 h, en ausencia de suero. Los sobrenadantes
fueron obtenidos y concentrados 10 veces mediante centrifigacion a 1200 rpm a 4°C por
5 min (para eliminar la posible presencia de células). Luego, los sobrenadantes fueron
filtrados a través de un poro de 0.22 pm (para eliminar el debris celular) en hielo. Para
mantener la integridad de la muestra de proteinas, se agregé un coctel de inhibidores de
proteasas, diluido en PBS 1X y 0.1% de NP-40. Cuatro ml de sobrenadantes fueron
colocados sobre filtros Amicon (Millipore, Billerica, MA, USA) y centrifugados a 4000
g por 10 min. Luego, para solubilizar las proteinas y colectar el concentrado, las
muestras fueron calentadas a 37°C por 2 min y los sobrenadantes concentrados fueron
centrifugados a 10000 g por 30 min a 4°C, y posteriormente a2 120,000 g por 1 h a 4°C.
Los sobrenadantes fileron colectados cuidadosamente y el precipitado fue resuspendido

en PBS 1X (en presencia de inhibidores de proteasas) y congelado a -86 °C.
9.- ELISA

En todos los ensayos se utilizaron placas de 96 pocillos Nunc ® Immunosopport

de fondo tipo F (plano) MaxiSorp®. Para la deteccién de TLR2 en muestras de plasma y
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mucosa intestinal de pacientes, se utilizé el ELISA sandwitch (cat. N° DY 2616, DuoSet,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), el cual utiliza como sistema de deteccion la
estreptavidina-HRP. El limite de deteccion para TLR2 fue de 66 pg/ml. Para la deteccién
de TNF-u e IL-10 en muestras de mucosa intestinal, también fueron utilizados ELISA
sandwitch (cat. N° 88-7346 y N° 88-7106, eBioscience, San Diego, CA, USA

respectivamente).

10.- Estadistica

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa Graph Pad
Prism 5 (La Jolla, CA, USA). Para la comparacion de los niveles de TLR2 en los tres
grupos en estudio (controles, CU y EC) se utilizo el test no-paramétrico de Kruskal-
Wallis, con la comparacion posterior de pares individuales de grupos utilizando el test
de Duns (con 5% de significancia). Para la comparacién de dos grupos se utilizé el test
de Mann Whitney (con 5% de significancia). Para los analisis de correlacién se utilizé el
Coeficiente de Correlacion de Spearman (r).Los valores de p < 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1. Estandarizacién del proceso de extraccién de proteinas totales de muestras

quirdrgicas para detectar TLR2 mediante inmunoblot

Debido a que el método de extraccién de proteinas utilizado en células produjo
un bajo rendimiento en muestras de mucosa intestinal humana, y por consecuente, una
deficiente visualizacién de TLR2 mediante inmunoblot, se estandarizé el procedimiento
que se describe a continuacion. Las muestras de mucosa intestinal congeladas (de 0,5
cm’ aprox.) fueron pulverizadas en un mortero y homogenizadas en tampon LDB en
presencia de inhibidores de proteasas, fosfatasas y metaloproteasas a 4°C. Los
homogencizados fueron pasados 3 veces por una jeringa tuberculina para disgregar los
trozos de tejido de mayor tamafio. La rupfura mecénica se llevé a cabo por 5 ciclos de
congelamiento-descongelamiento sobre hielo seco y a temperatura ambiente,
respectivamente. La suspensién se centrifugé a 14.000 rpm por 5 min a 4°C,
recuperando el sobrenadante y finalmente las muestras fireron alicuotadas y guardadas a
-80°C hasta su utilizacion (Figura 4 y Tabla 2). En la Tabla 2 se muestran las

caracterfsticas de las proteinas obtenidas al aplicar este método.
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Con una espatula aislar Pulverizar el pedazo Colocar el pulverizado en

desde la muestra de aislado sin descongelarlo, un tubo con 150 pl de
mucosa intestinal en un mortero sobre hielo > tampén de lisis en presencia
congelada, un pequefio seco. de inhibidores de proteasas,
pedazo (aprox. 0,5 em?) fosfatasas y metaloproteasas.

Centrifugar a 14000 rpm 5 Someter la muestra a cinco Pasar cinco veces por una
min., a 4°C, y rescatar el ciclos de congelamiento — tuberculina, succionando v
sobrenadante. Alicuotar las descongelamiento,  sobre expulsando, para disgregar
proteinas de a 20 ul y hielo seco y a temperatura trozos de mayor tamaio.
guardar a -80°C. ambiente, respectivamente.

Figura 4. Proceso de extraccién de proteinas de mucosa intestinal humana. [.as muestras
congeladas fueron trituradas en hielo seco disminuyendo la probabilidad de la degradacién de las
proteinas. La disgregacion de la muestra se realizo a través de una jeringa tuberculina y la
ruptura celular fue realizada por ciclos de congelamiento-descongelamiento, lo cual result6 ser

mas eficiente que el proceso de sonicacion.
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Tabla 2. Caracteristicas del extracto proteico de mucosa intestinal humana’

Tamafio de la muestra a procesar 0,5 cm®
Volumen de tampén de lisis en presencia de inhibidores de 150 pl
proteasas, fosfatasas y metaloproteasas
Concentracion de proteinas promedio obtenida 8 ppful
Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente Baja
Integridad post- descongelamiento Baja
Duracién de la muestra integra guardada a -30 °C. 2 meses

"Los datos mostrados corresponden al valor promedio de 6 muestras de mucosa intestinal, 2
muestras de cada condicién (CU, EC y controles). El pardmetro para la determinacién de la
integridad de las muestras y la duracién del tratamiento, fue la deteccién de TLR2 por

inmunoblot en el periodo establecido de 2 meses.

i)
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2. Determinacién de la especificidad de anticuerpos utilizados para detectar TLR2

en muestras de mucosa intestinal y de plasma humano

Para Ia deteccion de las variantes de STLR2 en muestras de mucosa intestinal, se
utilizaron cuatro anticuerpos anti-dominio amino-terminal, y unc anti-dominio
carboxilo-terminal de TLR2. En ¢l caso de las muestras provenientes de biopsias, la
deteccion de TLR2 no fue posible con los anticuerpos utilizados mediante inmunoblot
(datos no mostrados) debido al tamafio de las muestras analizadas. Por lo tanto, el
analisis realizado se utiliz6 s6lo en muestras de resecciones quirirgicas.

Los anticuerpos anti-dominio amino-terminal (extracelular) permiten la
identificacion de las variantes de STLR2 y de la forma transmembrana, ya que ambas
comparten este dominio proteico. Los anticuerpos utilizados fueron anticuerpos
monoclonales de eBioscience (clon 2.1) y de Imgenex (IMG-319), y anticuerpos
policlonales de Santa Cruz (N-17) y el de R&D Systems (BAF-2616 (biotinilado)). Los
primeros tres anticuerpos mencionados requieren para su deteccién un anticuerpo
secundario acoplado a HRP, mientras que el Gitimo utiliza estreptavidina-HRP. Una
banda especifica para TLR2 de 97 kDa solo fue detectada con los anticuerpos anti-N-17
(deteccion muy débil) y el anticuerpo biotinilado BAF-2616 (marca més notoria) (Figura
5A, flecha negra). Los resultados sugieren que la expresion de TLR2 es muy baja en la
mucosa intestinal. La banda de TLR2 posee un PM de 97 kDa, calculado por
interpolacién en la recta resultante del grifico de Log{PM) versus migracién relativa
{Rf) (Figura 5B). Para asegurar la identificacion de TLR2 en los ensayos posteriores, se
utiliz6 el anticuerpo biotinilado (BAF-2616), cuyo sistema de deteccién es
estreptavidina-HRP, el cual amplifica la sefial mds que un anticuerpo secundario
acoplado a HRP, ya que la union de biotina: estreptavidina es de 1:4, aumentando cuatro
veces mas la sefial.

El anticuerpo que reconoce los 19 aminodcidos del carboxilo-terminal (C-19) de
TLR2 (dominio intracelular) permite la identificacion de TLR2 unido a membrana, ya
que solo esta variante presenta éste dominio. En la mucosa intestinal, el anticuerpo C-19

detecté Ia misma banda de 97 kDa que los anticuerpos anti-dominio amino-terminal de
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TLR2. Sin embargo, la deteccién con el anticuerpo C-19, no es completamente
especifica, ya que los controles en los cuales se omite el anticuerpo primario, o cuando
se desplaza la inmunoreactividad de TLR2 con el péptido (C-19P), el anticuerpo detecta
la misma banda de 97 kDa (Figura 5A, flecha negra).

Reportes anteriores mostraron la deteccion de las variantes de sTLR2 en
muestras de plasma de individuos sanos, con PM de 25, 38, 40, 66 y 83 kDa. El objetivo
de este trabajo, era detectar STLR2 en plasma de individuos con EII y controles. Para lo
cual se utilizaron dos anticuerpos anti-dominio amino-terminal (N-17 y BAF-2616) que
permitieron la identificacion de TLR2 en mucosa intestinal, mostrando un patrén de
bandeo muy similar al reportado anteriormente (LeBouder, Rey-Nores et al. 2003). Sin
embargo, los resultados mostraron que esta deteccién correspondié a la identificacion
inespecifica segiin los controles realizados (Figura 5C). El anticuerpo C-19 tampoco
permiti6 la deteccion especifica de TLR2 en plasma (Figura 5C), lo cual era predecible
ya que el contenido de ia forma de membrana de TLR2 estaria presente en las células y
1to en plasma.

Interesantemente al utilizar los anticuerpos N-17, BAF-2616 y C-19, aparece una
banda de 150 kDa aproximadamente en muestras de mucosa intestinal y de plasma, la
cual corresponde a una banda inespecifica, ya que también aparece en los controles en
donde se utiliz6 sélo el anticuerpo secundario-HRP (anticuerpo BAF-2616). Estos
resuitados permiten concluir que los anticuerpos anti-dominio amino-terminal (N-17 y
BAF-2616) y anti-dominio carboxilo-terminal (C-19) permiten la deteccién de TLR2 en

mucosa intestinal humana.
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Figura 5. Inmuno-deteccién de una banda de 97 kDa correspondiente a TLR2 en mucosa
intestinal. La especificidad de los anticuerpos fue confirmada mediante el control que carece del
anticuerpo primario, y ademds por el desplazamiento de Ia unién con el péptido correspondiente
a cada anticuerpo (5 veces: masa de péptido/anticuerpo primario). Los anticuerpos y Ia cantidad
de proteina total utilizada de homogenizado de tejido se indican en Ia figura. A. Deteccién de
TLR2 en mucosa intestinal con distintos anticuerpos dirigidos al dominio amino-terminat
(eBioscience, IMG-319, N-17, BAF-2616) y al carboxilo-terminal (C-19) de TLR2. Se utilizé p-
actina como control de carga. B. Determinacién del PM de TLR2 identificado en mucosa
intestinal con el anticuerpo BAF-2616, mediante interpolacion en la recta de Log(PM) versus
migracién relativa (Rf). El valor obtenido del PM fue de 97 kDa. C. El contenido de TLR2 en
muestras plasmaéticas fue detectado sélo con el anticuerpo N-17. Se realizaron tres experimentos
independientes con muestras de CU, EC y controles. S6lo se muestran los resultados obtenidos a
partir def uso de muestras de un paciente con CU. a: anti-. Mr: masa relativa, N-17P: péptido de
17 aminodcidos del amino-terminal de TLR2. Estrept.: estreptavidina. thTLR2: protefna
recombinante humana del dominio extracelular de TL.R2. C-19P: péptido de los 19 aminodcidos
del carboxilo-terminal de TLR2.
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3. Especificidad de Ia deteccién de TLR2 en mucosa intestinal humana

La mejor deteccion de TLR2 en muestras de mucosa intestinal se obtuvo al usar
el anticuerpo policlonal biotinilado BAF-2616. Este anticuerpo permitié la deteccién de
una banda especifica de TLR2 de 97 kDa pero ademds detectd varias bandas
inespecificas, entre ellas un duplete de 73 kDa aproximadamente y bandas de bajo PM.
Estas tiltimas bandas podrian corresponder a uniones inespecificas de los dominios Fc de
los anticuerpos acomplejados a una proteina recombinante humana de TLR2 (thTLR2)
que poseen una alta afinidad por la membrana de nitrocelulosa (Figura 6A). Para
dilucidar este planieamiento, las muestras proteicas, conteniendo los anticuerpos y la
proteina thTLR2 se incubd con proteina A/G agarosa, la cnal tiene una alta afinidad por
el dominio Fc de los anticuerpos, y por lo tanto, los complejos formados deberfan ser
precipitados. Sin embargo, esta suposicién fue descartada, ya que la intensidad de las
bandas inmunoreactivas de bajo PM no disminuyeron (Figura 6B, lado izquierdo). La
union inespecifica de proteinas enddgenas biotiniladas se bloqued con avidina, presente
en la clara de huevo (més leche al 5%), lo cual disminuy6 considerablemente las bandas
de bajo PM, comparado con el bloqueo s6lo con leche al 5% (Figura 6B, lado derecho
comparado con el izquierdo).

Entre las bandas detectadas en las muestras de mucosa intestinal, se observé un
duplete de 73 kDa, el cual segin el uso de controles corresponderia a bandas
inespecificas. Sin embargo, la migracién de la proteina recombinante correspondiente al
dominio extracelular de TLR2, posee un PM muy cercano de 75 kDa (Figura 6C). Este
resultado indica que el duplete de 73 kDa podria estar enmascarado por la deteccion
inespecifica de otras proteinas biotiniladas de mucosa intestinal, con una migracién
similar a la del dominio extracelular de TLR2. Estos resultados permiten concluir que el
anticuerpo anti-dominio amino-terminal BAF-2616, identifica especificamente sélo a
una banda de TLR2 de 97kDa en mucosa intestinal.
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Figura 6. Especificidad del anticuerpo biotinilado BAF-2616 y condiciones experimentales
para detectar TLR2. A. Esquema representativo de la union de los anticuerpos a una molécula
de rhTLR2 a la membrana de nitrocelulosa (por medio de su dominio Fc). B. Deteccién de una
banda inmunoreactiva especifica de TLR2 de 97 kDa en mucosa intestinal en un extracto de
proteinas (35 pg). El bloqueo de la biotina endogena con clara de huevo (1:2) previo al bloqueo
con leche 5%, disminuye notoriamente las bandas inespecificas de bajo PM. Las bandas
inespecificas siguieron apareciendo cuando el anticuerpo fue pre-incubado con 15 veces mas
masa de rhTLR2/anticuerpo primario y cuando se incub6 en ausencia del anticuerpo primario.
Los ensayos mostrados corresponden a la muestra de mucosa intestinal proveniente de un
paciente con CU. Este ensayo fue realizado en 5 experimentos independientes (CU n=3, EC n=2,
control n=1). C. Ensayos de especificidad para la deteccion de la proteina rhTLR2 (10 ng), con
un PM de 75 kDa. Este ensayo fue realizado 3 veces. a: anti-. Mr: masa relativa. a control:
anticuerpo control de isotipo: anticuerpo anti-ST2 biotinilado (IgG), producido en el mismo
animal en que se produjo el anticuerpo anti-TLR2. rhTLR2: proteina recombinante humana del

dominio extracelular de TLR2. A/G aga.: proteina A/G agarosa. Estrept.: estreptavidina.
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4. Identificacion de TLR2 de membrana en mucosa intestinal humana

Se ha demostrado un amplio rango del PM para las diferentes variantes de TLR2.
TLR2 de membrana fue detectado anteriormente por inmunoblot en mucosa intestinal de
pacientes pediétricos con EII, con un PM de 90 kDa (Szebeni, Veres et al. 2008).
Mientras que las variantes solubles se han reportado en plasima, leche materna, liquido
amniético y saliva, con un rango de PM entre 25 y 80 kDa (LeBouder, Rey-Nores et al.
2003; Kuroishi, Tanaka et al. 2007; Dulay, Buhimschi et al. 2009),

Para demostrar que la banda identificada de 97 kDa corresponde al TLR2 de
membrana, se realizaron los siguientes ensayos. Se compard el PM calculado por la
secuencia aminoacidica de TLR2 con ¢l PM detectado por inmunoblot de la proteina
glicosilada y desglicosilada. Ademds se determiné la deteccién de TLR2 en
sobrenadantes celulares ultracentrifugados y en inmunoprecipitaciones (IPPs) con los
anticuerpos anti-dominio amino-terminal y carboxilo-terminal de TLR2 en la mezcla de
proteinas totales (Figura 7). La protefna TLR2 presenta cuatro sitios de glicosilaciones
en el extremo amino-terminal, las cuales son necesarias para el trafico vesicular de la
proteina y su insercion en la superficie (Weber, Morse et al. 2004). Para determinar el
PM de TLR2 mas las glicosilaciones, se utilizaron extractos proteicos de células THP-1
diferenciadas a macréfagos, debido a que la deteccion de TLR2 en éstas células es
comparable a la deteccion en mucosa intestinal (Figura 7A; 95 y 97 kDa, en monocitos y
mucosa intestinal, respectivamente), La proteina TLR2 desglicosilada tiene un PM de 86
kDa, de esta forma, el PM otorgado por las glicosilaciones fue de aproximadamente 9,5
kDa (Figura 7A). Posteriormente, el PM tedrico correspondientes a la secuencia
aminoacidica de los diferentes dominios de TLR2 fueron calculados utilizando tres
programas disponibles en la web (Tabla 3). Una vez obtenidos Jos PMs para la secuencia
aminoacidica, se sumaron los 9,5 kDa otorgados por las glicosilaciones al dominio
extracelular, obteniéndose un PM de 73,7 kDa. Este PM fue muy similar a las bandas
dupletes de alrededor de 73 kDa detectados en mucosa intestinal. La deteccion
especifica estd enmascarada por protefnas biotiniladas endbgenas con la misma

migracion relativa, y equivalente al PM experimental de la thTLR2 de 75 kDa. Para la
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proteina completa, la suma del PM de la secuencia aminoacidica con el PM de las
glicosilaciones, fiuie de 97,27 kDa, lo cual fue muy similar al PM detectado
experimentalmente en monocitos y mucosa intestinal, de 95,5 y 97 kDa, respectivamente
(Tabla 3).

Para determinar si la variante de TLR2 de 97 kDa se encuentra unida a
membrana, se realizé una ultracentrifugacion de los sobrenadantes de los monocitos
THP-1 y se detect6 una banda inmunoreactiva de 97 kDa correspondiente a TLR2 en el
precipitado de los sobrenadantes ultracentrifugados (Figura 7B). Esta deteccién podria
sugerir la posibilidad de que la forma de membrana de TLR2 se encuentre en endosomas
que permanecen en los sobrenadantes posterior a la ultracentrifugacion.

Para optimizar la identificacion de las variantes de STLR2 y de membrana en
mucosa intestinal, el extracto inmunorreactivo se enriquecié mediante IPP utilizando el
anticuerpo dirigido contra el amino-terminal y el carboxilo-terminal de TLR2. Ambas
IPPs enriquecieron sélo la variante de 97 kDa (Figura 7C). Como control de las IPPs, se
realiz6 la carga de los sobrenadantes de las IPPs (rotulado como A en Ia Figura 7C), en
la cual no aparece la banda de 97 kDa, corroborando asi la eficiencia de la IPP y la
especificidad en la deteccién. Estos resultados permiten concluir que en mucosa
intestinal humana s6lo es identificable especificamente el TLR2 de membrana con el
anticuerpo BAF-2616.
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Figura 7. Identificacion de TLR2 de membrana en mucosa intestinal y en medio
condicionado de monocitos. A. La deteccion de TLR2 en mucosa intestinal (97 kDa) es
comparable a la obtenida en muestras proteicas de monocitos THP-1 control (C) y diferenciados
a macrofagos con PMA (95,5 kDa). La desglicosilacion con PNGasaF en el extracto proteico de
monocitos control muestra una banda de 86 kDa (flecha roja). Los PM fueron deducidos por
interferencia en el gréfico del Log(PM) versus Rf. B. Deteccion de TLR2 de membrana (95 kDa)
en los sobrenadantes y en los precipitados de la ultracentrifugacion de sobrenadantes de
monocitos, es detectado el TLR2 (n= 2, experimentos independientes). C. Inmunoprecipitacion
(IPP) de 300 pg de proteinas de mucosa intestinal, con el anticuerpo anti-amino-terminal
eBioscience (IPP a-amino) y con el anticuerpo anti- 19 aminoécidos del carboxilo terminal C-19
(TPP a-carboxilo). El precipitado (P) de ambas IPPs detectan la banda de 97 kDa, confirmando
que corresponde a TLR2 de membrana. A partir de la fase acuosa de las IPPs, 35 y 50 ul fueron
cargados en los geles (A), y en ambas muestras no se detectd el TLR2 de 97 kDa. La figura es
representativa de resultados obtenidos con muestras de pacientes con CU y controles. (n= 2,

experimentos independientes).
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Tabla 3. Peso molecular teérico y experimental de TLR2 y sus dominios.

(aa. 640 —aa. 784)

PM (kDa) teérico | PM (kDa) por sec. | PM (kDa) experimental
TLR2 Calculado por sec. | aa. mis PM por obtenido por
aa.” glicosilaciones"* inmunoblot
Forma completa 87,77 97,27 97 (mucosa intestinal)
(aa. 19 -aa. 781) 95,5 (monocitos)
Pominio extracelular 64,19 73,70 75 (thTLR2)
(aa. 19 —aa. 5806)
Dominio 6,22 - -
transmembrana
(aa, 587 — aa. 639)
Dominio intracelular 17,40 - -

* El PM teérico fue calculado por la secuencia aminoacidica (sec. aa) de TLR2 humano
(niimero de acceso: AAH33756.1). Se muestra el promedio de los resultados obtenidos con tres
programas disponibies en la web: hitp://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm

http://www.encorbio.com/protocols/Prot-MW.htm

htp:/fwww.peptideguide.com/peptide-calculator.html

** El PM otorgado por glicosilaciones en el dominio extracelular terminal amino de TLR2, se
calculé experimentalmente y es de 9,5 kDa (Fig. 4A). Este valor fue sumado al obtenido del

calculo tedrico,
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5. Niveles de TLR2 aumentados en mucosa intestinal y en el plasma de pacientes

con colitis ulcerosa

Un total de 28 muestras de pacientes obtenidas mediante cirugia fueron
analizadas mediante inmunoblot. De éstas muestras 14 fueron diagnosticadas con CU
(50%), 8 con EC (28.6%) y 6 muestras fueron de pacientes sanos a la patologia
(controles) (21.4%). Algunas de las caracteristicas demogréficas y clinicas de los
pacientes analizados se muestran en la Tabla 4. En el grupo de pacientes con CU, la
edad promedio fue de 37.8 afos (rango 26 - 45); 35.7% fueron mujeres; ¢l 85.7%
presenté colitis extensiva y el 14.3% colitis lateral izquierda. Para el grupo de pacientes
con la EC, la edad promedio fue de 39.3 afios (rango 29 - 58); 62.5% fueron mujeres; el
37.5% de los pacientes tenia afectado el ileon; el 25% el colon; el 25% la regitn ileo-
colénica y el 12.5% la regién ileo-cecal. De los pacientes control, la edad promedio fue
de 66 afios (rango 64 - 68); 50% fueron mujeres. Se excluyeron del grupo control
pacientes con manifestaciones inflamatorias extra-intestinales. La localizacién de la
zona dafiada fue en su mayoria en el colon de pacientes con CU, pero para la EC fue
mucho més variable, abarcando en algunos casos el dltimo segmento del intestino
delgado (ileon) y/o el intestino grueso (colon). El anélisis en este estudio, se encuentra
determinado por las condiciones inflamatorias propias de cada patologia, por lo que las
diferencias entre el intestino grueso y delgado, en cuanto a estructura y representacién
celular, no fueron consideradas. La agrupacion fue segiin CU o EC, independiente de la
actividad de ésta. El an4lisis de los casos por actividad versus inactividad de las EII, s6lo
fue posible para la CU, ya que no habia un minimo de pacientes inactivos para el estudio
estadistico en el caso de la EC.

Para determinar la saturaci6n de la deteccién de los niveles proteicos de TLR2,
en muestras de mucosa intestinal humana, cantidades crecientes de proteinas totales (15,
25, 35 y 50 pg), provenientes de un paciente con CU fueron cargadas. Esto se realizé
para evitar el error asociado a la semi-cuantificacién de bandas saturadas, lo cual
provocaria una subestimacion de los niveles reales a comparar. Los resultados indicaron

que 35 pg de proteina permitio la deteccion de TLR2 sin saturacion (Figura 8A). Esto se

37




representa claramente en el grifico de densidad dptica (DO) de TLR2 versus masa de
proteina, donde la tendencia lineal se pierde con valores superiores a los 35 pg (Figura
8A, lado derecho). La semi-cuantificacion de los niveles de TLR2 de membrana (97
kDa) revelé un aumento significativo en los pacientes con CU con respecto a los
pacientes con la EC y a los controles. Las medianas de los niveles de TLR2 para los
pacientes con CU, EC y controles fueron de 0.60, 0.24 y 0.31, respectivamente. Las
medianas fueron significativamente diferentes entre CU y controles (p < 0.05) y entre
CU y EC {p < 0.05) (Figura 8B y C). La comparacién entre los niveles de TLR2 de
membrana entre la CU activa (CUa) y CU inactiva (CUi) mostrd una expresién de TLR2
que tiende a aumentar en el estado activo, sin embargo, no se obtuvieron diferencias
significativas (Figura 8C).

Para determinar los niveles totales de TLR2 (variantes solubles y de membrana),
las mismas muestras de mucosa intestinal fueron analizadas mediante ELISA, ya que el
anticuerpo utilizado detecta el domino extracelular y no discrimina por PM. De estos
ensayos se obtuvo una tendencia aumentada de los niveles de TLR2 total en CU con
respecto a la EC y controles, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (Figura 8D). No obstante, al aumentar el niimero de pacientes analizados
mediante ELISA, dentro de los cuales se encuentra el andlisis de muestras de
resecciones quirdrgicas y de biopsias, los niveles totales de TLR2 obtenidos fueron
significativamente elevados en pacientes con CU con respecto a los pacientes controles
(p < 0.05) (Figura 8F). El grupo de pacientes con CU analizados mediante ELISA no
presenté diferencias significativas entre la enfermedad activa e inactiva en los niveles
totales de TLR2 (Figura 8F).

De los pacientes cuyas muestras de mucosa intestinal fueron analizadas por
inmunoblot, ademas se examinaron los niveles plasmaticos de TLR2 total mediante
ELISA. Se observd solo una tendencia aumentada en pacientes con CU con respecto a
los pacientes controles. Esto puede deberse a que una muestra analizada se aleja de la
mediana del grupo (Figura 8E). De estos resultados se concluye que los niveles de TLR2
en la mucosa intestinal de pacientes con CU se encuentran significativamente

aumentados con respecto a la EC y controles.
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes

estudio para anilisis mediante inmunoblot.

sometidos a cirugia y enrolados en el

Control EC CU
= Pacientes 6 8 14
g
3 Masculino/Femenino 3/3 4/5 9/5
- . 64 - 68 29— 58 26 -45
S Rango (promedio = DE) (afios)
b5 66+2,8 | (39,3+£10,5 | (37,8+7.4)
Extensiva 12
=
= . e Lateral izquierda 2
3 =
= T Tleal 3
]
2 g Colénica 2
g <1y S
g @ Heo-coldnica 2
fleo-cecal 1
Indice de Mayo (n° de pacientes
1 = 5/9
E © inactivos / activos)
:% o SES-CD (n° de pacientes
< B inactivos / activos) 1/8

* La extension se refiere a los segmentos del intestino afectados.

** Los criterios para la actividad de la enfermedad se muestran en la Tabla 1.
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Figura 8. Niveles de TLR2 de membrana aumentados en mucosa intestinal de pacientes
con CU. A. Estandarizacion de la masa de proteinas cargadas para determinar la saturacion en la
deteccion de TLR2 de membrana (97 kDa). El grafico muestra la masa de proteina cargada (ug)
versus la densidad optica (DO). Se determiné que con 35 pg de proteinas se obtiene una
deteccion sin saturacion. B. Figura representativa de la deteccion de TLR2 de membrana en la
mucosa intestinal de resecciones quirtrgicas de pacientes control, con CU y EC. C. Semi-
cuantificacion de los niveles de TLR2 de membrana (97 kDa) normalizada a los niveles de p-
actina. Los niveles de TLR2 fueron estadisticamente diferentes entre los grupos (p = 0.0026,
Kruskal Wallis Test). Los valores de la mediana en la CU fue significativamente mayor
comparado con el grupo de EC y control (* p < 0.05, Dunn post-test). (Controles n = 6, CU n=
14, EC n = 8). En el panel derecho, se muestra que en la CU activa (CUa) los niveles de TLR2
tienden a aumentar con respecto a la CU inactiva (CUi), sin presentar diferencias significativas
(Mann Withney test). D. Cuantificacion de los niveles totales de TLR2 por ELISA de las mismas
muestras de mucosa intestinal analizadas en la Figura 5C. La lectura fue normalizada a la
cantidad de proteina total. No se encontraron diferencias significativas (Kruskal Wallis test). E.
Determinacion de los niveles totales de TLR2 por ELISA en plasmas de algunos de los pacientes
analizados en la Figura 5C. No se encontraron diferencias significativas (Kruskal Wallis test).
(Controles n = 5, CU = 10 y EC = 1). F. Cuantificacion de los niveles totales de TLR2 por
ELISA en muestras de resecciones quirtrgicas y biopsias de mucosa intestinal. Al aumentar el
naimero de pacientes se encontraron diferencias significativas en las medianas de los grupos
analizados (p = 0.0066). Los pacientes con CU presentaron niveles mayores que los controles (p
< 0.05). Se utilizaron los tests de Kruskal Wallis y Mann Withney, respectivamente (Controles n
=34,CUn=35ECn=29).
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6. Marcadores de inflamacién en 12 mucosa intestinal de los pacientes con EII

Para determinar la produccion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, los niveles
de TNF-a e IL-10 fueron cuantificados mediante ELISA en extractos proteicos de
mucosa intestinal en los que se determiné la expresion de TLR2 mediante inmunoblot y
ELISA. Los niveles de 1L-10 no fueron diferentes entre los grupos analizados (Figura
9A, lado izquierdo). Similarmente, los niveles de TNF-o no presentaron diferencias
significativas, pero si una tendencia aumentada en el grupo de EC. Las medianas fueron
de 24.28, 16.85 y 34.87 ((pg/mL)mg de proteina) en controles, CU y EC,
respectivamente (Figura 9A lado derecho). Al comparar los niveles de TNF-u e IL-10 en
mucosa intestinal en todos los grupos analizados se aprecia que los niveles de TNF-u
sont mayores en un orden de magnitud con respecto a los de IL-10 (Figura 9A). Esto
ultimo sugiere que en ¢l grupo analizado, pequefias variaciones en las cantidades de IL-
10 podrian tener un efecto funcional apreciable, a diferencia de los niveles de TNF-a.

Posteriormente, se determind la posible asociacion entre los niveles de TLR2
totales (detectados mediante ELISA) y los niveles de citoquinas en la mucosa intestinal.
Sin embargo, no se encontrd una asociacién estadisticamente significativa. Aunque el
grupo de EC se acerca a una correlacion positiva de los niveles totales de TLR2 con
TNF-u ¢ IL-10 (p=0,5075 y p=0,2475, respectivamente) (Figura 9B). Por ¢l contrario, en
el caso del grupo de CU pareciera existir una tendencia hacia una correlacién negativa
entre los niveles totales de TLR2 con TNF-au e IL-10 (p=0,4563 y p=0,7427,
respectivamente) (Figura 9B). Estas observaciones sugieren que podria existir alguna
influencia del contexto inflamatorio (determinado por los niveles de citoquinas pro y
anti-inflamatorias) en la expresi6n o estabilidad de TLR2 de manera diferencial para CU
y EC, aunque es necesario aumentar el mimero de pacientes analizados para tener una

mayor certeza en los resultados.
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Figura 9. Niveles de IL-10 y TNF-a en mucosa intestinal de pacientes con EII. A. Niveles de
IL-10 y TNF-a medidos por ELISA en muestras de mucosa intestinal de los pacientes analizados
por inmunoblot. Los niveles de cada una de estas citoquinas no presentan diferencias
significativas entre los grupos analizados (test de Kruskal Wallis). B. Analisis de correlacion de
Spearman entre los niveles de TLR2 totales y los niveles de IL-10 (lado izquierdo) o entre los
niveles de TLR2 totales y los niveles de TNF-o (lado derecho), no mostré asociacion

significativa para ninguno de los grupos analizados.
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RESUMEN DE RESULTADOS
En la mucosa intestinal se detecté TLR2 de membrana con un PM de 97 kDa.
Bajo los métodos utilizados (inmunoblot y ELISA) no es posible la deteccién y
caracterizacion de las variantes solubles de TLR2 en la mucosa intestinal y en el
plasma de pacientes.
Los niveles de TLR2 de membrana y totales, estin aumentados en mucosa

intestinal de pacientes con CU con respecto a pacientes con EC y a pacientes

control.
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DISCUSION

En este seminario de titulo se demostrd que los niveles de TLR2 de membrana se
encuentran aumentados en pacientes con CU respecto a EC y controles. Nuestros
resultados muestran una clara asociacién entre la expresion de TLR2 con las EH y
sugieren que este receptor cumple un papel importante en la fisiopatologfa de la CU.
Una caracteristica que diferencia la CU y la EC se relaciona con la naturaleza del dafio
en la mucosa intestinal. En el caso de la CU es superficial, con disrupci6n casi completa
de la barrera epitclial (Bouma and Strober 2003), lo cual podria influir en el desarrollo
natural de una respuesta protectora. Ademds, la sefializacion de la via intracelular de
TLR2 promueve la reparacién epitelial y controla procesos celulares, tales como Ia
proliferacién, Ia formacién de uniones estrechas y la apoptosis (Cario, Gerken et al.
2007). En cambio este tipo de respuesta protectora via TLR2, podria no tener el efecto
esperado en el caso de la EC, ya que en esta enfermedad existen lesiones profundas que
involucran las paredes del intestino y el engrosamiento de la pared intestinal con una
infiltracién densa de linfocitos y macréfagos (Bouma and Strober 2003),

En un modelo murino de CU inducido por DSS, el papel protector de TLR2 ha
sido extensamente estudiado. La barrera epitelial del intestino de estos animales se
encuentra interrumpida de manera similar a lo observado en las EII de humanos. De esta
forma, la activacién de TLR2 ha sido asociada con la reparacién epitelial que conlieva a
una proteccién en el desarrollo del proceso inflamatorio (Cario, Gerken et al. 2007). En
cambio, en €l modelo murino de EC generado a partir de la transferencia de LT efectores
a ratones SCID infectados con H. hepaticus, se demostré que la activacién de TLR2 no
participa en el desarrollo de la enfermedad. Adicionalmente, la transferencia de LT
deficientes en TLR2, no produjeron cambios en el cuadro inflamatorio en comparacién
al grupo control (Boulard, Asquith et al. 2010). El papel protector de TLR2 en la barrera
epitelial intestinal, sélo seria apreciable en la CU en donde se presenta un dafio
superficial en la capa epitelial. Por el contrario, en la EC el dafio del tejido es mds
profundo, es decir, més alld de la barrera epitelial, por lo que otros mecanismos serfan

necesarios para lograr frenar el dafio tisular provocado por la inflamacién. En relacién a
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estas observaciones, los resultados obtenidos en este trabajo son equivalentes, en el

sentido de que en los pacientes con CU en etapa activa, los niveles de TLR2 de

membrana tienden al aumento, con respecto a los pacientes en etapa inactiva (Figura 8C
y 8F, lado derecho).

La importancia de TLR2 en las EII también podria asociarse a la etapa de
desarrollo de la enfermedad (Mowat 2010). Durante un proceso inflamatorio agudo (una
etapa temprana de la enfermedad) las moléculas pro- y anti-inflamatorias serian mds
efectivos en ejercer su efecto, condicionando asi el desarrollo de la enfermedad. Es por
esto, que en el modelo de colitis con inflamacién aguda inducida por DSS, donde el
evento primario de la enfermedad es e] dafio en el epitelio, la participacion de la via de
sefializacion de TLR2 es muy importante en la progresion de la enfermedad (Mowat
2010). Segin Mowat y cols., la similitud entre el modelo murino de EII crénica con la
EC humana es un punto critico, en donde el papel de TLR2 no seria relevante y los
dafios en el epitelio son secundarios y consecuencia de la desregulacién inmune, entre
otros mecanismos. Iiste planteamiento es coherente con los resultados obtenidos en este
seminario de titulo, puesto que los pacientes con EC no presentaron diferencias en los
niveles de TLR2 con respecto a los controles (Figura 8C y 8F, lado izquierdo). En
resumen, la observacién de que los niveles de TLR2 en CU son mds elevados que en
EC, podrian ser adjudicados al papel de TLR2 en la reparacion de 1a barrera epitelial, la
cual no ejerceria efecto alguno en la EC, donde el dafio es mucho mas profundo (Figura
10}

En nuestro laboratorio, los niveles de TLR2 totales (de membrana y solubles) de
mucosa intestinal fueron determinados por ELISA. Ademds, la expresién de variantes |
solubles de TLR2 (sTLR2) fue identificada en medio condicionado de células }
mononucleadas provenientes de mucosa intestinal de pacientes con EIl (Candia, Diaz- ‘
Jimenez et al. 2012). Los niveles de sTLR2 de resecciones quirirgicas de pacientes con
CU se encontraron aumentados con respecto a las muestras de EC y controles (Candia,

Diaz-Jimenez et al. 2012). No obstante, las variantes de sTLR2 no se pudieron

S determinar especificamente por inmunoblot en mucosa intestinal, debido a Ia
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complejidad del tejido a analizar, a la baja produccion de sTLR2 y a la limitante de la

inmunodeteccion mediante los anticuerpos utilizados para detectar estas variantes.

. Enfermedad de Crohn
Intestino normal Colitis Ulcerosa

la capa de
la mucosa

- Daiio
Transmural

" TLR2 de
membrana

*® ligando

Figura 10. Modelo propuesto para TLR2 en patologias inflamatorias del intestino. En la
CU, ain se encuentran células epiteliales, las cuales poseen altos niveles de TLLR2 de membrana,
el cual, al unir su ligando, podria estar favoreciendo la reparacién epitelial, en un dafio
superficial. En cambio, en la EC el dafio es transmural, y la barrera fisica se encuentra
profundamente interrumpida. Ademds en la EC, los niveles de TLR2 disminuidos no
contribuirian en los procesos de reparacién. Modificado de: http:/www.hopkins-
gi.org/GDL_DiseaseLibrary.aspx?CurrentUDV=31

El anélisis de la mucosa intestinal completa refleja un sistema complejo, ya que
es un tejido compuesto por variados tipos celulares, ademas de factores solubles y
mucus. Las células que podrian estar contribuyendo al aumento de TLR2 de membrana
en la mucosa de pacientes con CU, son aquellas ubicadas en la LP (Cario and Podolsky
2000). Entre éstas, sc encuentran neutréfilos y células mononucleadas (linfocitos y

macrofagos), los cuales podrian corresponder a células residentes o infiltradas en la
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mucosa (Nishida, Murase et al. 2002). En nuestro laboratorio células mononucleadas
fueron aisladas de la LP y se observd que la poblacién de macréfagos CD33"TLR2' se
encuentra aumentada en muestras provenientes de pacientes con CU en comparacion a
pacientes con EC y confroles (Candia, Diaz-Jimenez et al. 2012), Estos resultados
sugieren que los macr6fagos residentes y/o infiltrantes son una de las principales células
que expresan TLR2 de membrana y una fuente de sSTLR2.

En la mucosa intestinal se detectaron dos bandas inmunoreactivas muy préximas
entre si de alrededor de 73 kDa, las cuales, seglin los controles realizados, serian
inespecificas (Figura 6A). Sin embargo, estos resultades no son del todo concluyentes,
va que este duplete de 73 kDa podria corresponder a variantes de sTLR2, dada la
similitud en el PM con la proteina thTLR2 correspondiente al dominio extracelular
completo (Figura 6B). Asi el PM del dominio extracelular de TLR2 (calculado por
secuencia aminoacidica), sumado al PM otorgado por las glicosilaciones (determinado
experimentalmente), corresponde a 75 kDa, muy similar al duplete de 73 kDa (Tabla 3).
Estos resultados sugieren que el reconocimiento del duplete alrededor de 73 kDa podria
estar enmascarando por otras proteinas biotiniladas del intestino, con una migracién
electroforética similar a las variantes de sTLR2. El anticuerpo utilizado es biotinilado y
la reactividad se detect6é con estreptavidina, que podria unirse inespecificamente a
proteinas intestinales biotiniladas. Si esto fuese correcto, el duplete no seria una banda
tinica consecuencia del grado de glicosilacién en el extremo amino-terminal de TLR2
{Weber, Morse et al. 2004).

Debido a que el mRNA de TLR2 no se procesa mediante empalme alternativo
(LeBouder, Rey-Nores et al. 2003), las variantes de STLR2 se generarian a partir de
mecanismos post-traduccionales. De esta forma, la produccién de sSTLR2 se generaria a
partir del TLR2 de membrana por la accién de proteasas presentes en mucosa intestinal,
tales como las metaloproteinasas de matriz (MMPs). Las MMPs son proteasas que
controlan varios procesos celulares, tales como la homeostasis de la matriz extracelular,
el crecimiento y la division celular, la respuesta inmune innata y adquirida. Las MMPs
participan en la protedlisis de proteinas de membrana facilitando el reclutamiento de

células inflamatorias, y por ende, participando en el remodelamiento del tejido. De esta
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forma, la expresion de MMP-9 y MMP-3 se encuentra aumentada en modelos murinos
de EIl (CU inducida por DSS, EC inducida por TNBS y colitis inducida por
transferencia de LT efectores en ratones SCID) (Ravi, Garg et al. 2007). Similarmente,
nosotros hemos demostrado que la generacion de variantes de STLR2 por monocitos in
vitro esta mediada por la accién de las MMPs (datos no publicados).

El andlisis de los niveles periféricos de STLR2 en plasmas de pacientes

analizados en este estudio no fue diferente estadisticamente. Sin embargo, al aumentar el

ntimero de pacientes analizados, los niveles totales de TLR2 fueron aumentados en CU

respecto a EC y a los controles. Ademis, el andlisis de asociacién de Spearman
demostré que sélo los pacientes con CU presentan niveles periféricos de sSTLR2 que se
correlacionaron negativamente con los niveles totales de TLR2 en mucosa intestinal
(Candia, Diaz-Jimenez et al. 2012). Esto podria sugerir que el transporte de sTLR2
desde la mucosa inflamada hacia la periferia se ve reflejado en un aumento relativo a
nivel periférico (plasma), determinando una disminucion relativa a nivel local.

Los niveles de TNF-¢ en mucosa intestinal proveniente de pacientes con EC
presentan una tendencia al aumento. Sin embargo, los antecedentes indican que la
citoquina TNF-a, de caricter pro-inflamatorio y del tipo Thl, se expresa més en el
intestino de pacientes con CU en estado activo, comparados con pacientes con CU
inactivos, con EC y controles (Olsen, Goll et al. 2007). Por ofro lado, los niveles de la
citoquina anti-inflamatoria IL-10, de tipo Th2, no presentaron diferencias en ia mucosa
intestinal de los pacientes analizados. Reportes previos indican que los niveles
plasmaticos de IL-10 se encuentran aumentados en pacientes con CU respecto a EC y
controles (Szkaradkiewicz, Marciniak et al. 2009). La diferencia entre los datos
obtenidos en este estudio con los reportados previamente podria deberse al nimero
reducido de pacientes analizados o al tratamiento farmacologico que ellos reciben como
por ejemplo, glucocorticoides e inmunosupresores de otros tipos, los cuales podrian
influir en la expresién de moléculas inflamatorias (Tursi, Elisei et al. 2011). Ademds, los
pacientes con CU y EC analizados en este trabajo, corresponden en su mayoria a
pacientes en etapa activa de la enfermedad (Tabla 4), por lo tanto, los marcadores de

inflamacion estarian mas representados que los anti-inflamatorios. Es importante




mencionar que al analizar las muestras provenientes de pacientes, es comiin obtener
datos con una gran dispersion, principalmente debido a las variaciones genéticas entre
los individuos. Ofro factor que determina la gran variabilidad de los datos obtenidos es
la exposicion a diferentes tratamientos farmacologicos, los cuales influencian la
expresién de muchas moléculas mediadoras de la inflamacién. Precisamente, los
tratamientos utilizados en las EII, tales como glucocorticoides y anticuerpos anti-TNF-a,
son capaces de influenciar la expresion de TLR2 (Hermoso, Matsuguchi et al. 2004), lo
cual serfa interesante de analizar en un futuro estudio, Sin embargo, aumentar el niimero
de pacientes analizados, permitird obtener una mayor claridad de la tendencia de los
resultados obtenidos en muestras de pacientes con EII (Candia, Diaz-Jimenez et al.
2012).

En el estudio de Ias EII, es necesaria la blisqueda de factores diferenciales entre
la CU y la EC, lo cual seria de utilidad para su diagnéstico, ya que los tratamientos son
exclusivos de cada una, enfocdndose en mecanismos diferentes para frenar el desarrollo
de é&stas. Por lo mismo, el hallazgo y la caracterizacion de moléculas anti-inflamatorias,
que ya se encuentren presentes en el tejido, son abordadas como futuras contribuciones

en el tratamiento complementario actual de estas patologfas.
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CONCLUSION

Los niveles de TLR2 de membrana (97 kDa) se encuentran aumentados en la
mucosa intestinal de pacientes con CU con respecto a los pacientes con EC y controles.
También la deteccion mediante ELISA permitié la cuantificacion de los niveles totales
de TLR2 (soluble y de membrana) en mucosa intestinal, los cuales se encuentran
aumentados en pacientes con CU con respecto a EC. Por lo tanto, se podria postular a
TLR2 como un biomarcador diferencial entre ambas EIL En los ensayos con monocitos
THP-1 diferenciados a macréfagos, la deteccion de TIR2 de membrana en los
sobrenadantes celulares indicaron que también podria encontrarse este receptor en el
medio extracelular, posiblemente contenido en exosomas, lo cual queda por ser
dilucidado, asi como también los efectos funcionales que esto tendria.

Los niveles de marcadores pro- y anti-inflamatorios (TNF-a e IL-10) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en correlacién con los niveles
totales de TLR2 determinados en los grupos analizados. Sin embargo, este resultado
podria mejorarse al incorporar mayor niimero de muestras de pacientes a analizar.
Finalmente, la importancia de encontrar moléculas marcadoras diferenciales entre la CUJ
y la EC, podria ayudar al diagnéstico de estas enfermedades y ademds otorgaria un
tratamiento mds adecuado para estas EIL
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ANEXOS

ICLC

l:D TUMCA LAS COUDEE

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA {Grupo mayor de 18
afios con Enfermedad Inflamatoria Intestinal refractaria al tratamiento)

El objeto de esta informaci6n es ayudarlo a tomar la decisién de participar o no en este estudio que
trata de evaluar la presencia de la molécula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen una enfermedad
similar a la suya (Enfermedad Inflamatoria Intestinal, ya sea Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

Su médico tratante, que es uno de los coinvestigadores, ha considerado que dado el fracaso al
tratamiento medico con férmacos, necesita someterme a un fratamiento quirirgico para poder mancjar de
manera adecuada su enfermedad. Es por esto que se le estd solicitando su autorizacién para tomar después
de la cirugfa una pequefia muestra de una zona de su colon o intestino delgado ya resecado con el fin de
ser analizadas y llevar a cabo esta investigacion.

OBJETIVOS: Comprobar que esta molécula; TLR2 se encuentra mayoritariamente presente en fos
pacientes que sufren de Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa y no en pacientes gue sufren de otra
enfermedad diferente, podria ser dtil para entender mejor porqué se produce la enfermedad, y a faturo
plantear nuevos tratamientos posibles,

PROCEDIMIENTOS: Una vez resecado su colon o intestino, uno de los coinvestigadores de este
estudio seccionard un drea del colon o intestino de aproximadamente 5 cm. El resto de Ia pieza quirtirgica
(colon o intestino resecado) se enviard al Servicio de Anatomia Patolégica para su evaluacién por el
pat6logo con el fin de determinar la severidad de su enfermedad. La evaluacién del colon o intestino por
parte del patélogo es un procedimiento que s realiza de rutina en toda pieza quirirgica que se obtiene de
una cirugfa, por lo que su evaluacidn no estar condicionada por su eventual participacién en este estudio.
Ademis, al término de su cirugfa se obtendrd una muestra de 15 ml de sangre para poder determinar la
presencia de esta molécula en el conjunto de células presentes en la sangre, como la que podria circular en
el suero. El procedimiento de extracr su sangre serd similar al que se ha realizado cuando su médico
tratante le ha solicitado exdmenes de sangre,

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de intestino, colon o sangre serdn conocidos por
su médico tratante quien le informara personalmente de los resultados obtenidos al estudiar sus muestras.

Se le solicita su autorizaci6én para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en este
estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitird a nuestro grupo de
investigacidn seguir realizando estudios de su enfermedad con el fin de lograr entender mejor los
mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos v mejores tratamientos. En caso de
que nuestro grupo de investigacién desee utilizar sus muestras para un préximo estudio destinado a
conocer que otros factores provocan la aparicién o modifican la evolucién de su enfermedad, nosotros nos

comprometemos a solicitar previamente su aprobacidn.
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CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de intestino, colon o
sangre serin conocidos solamente por el equipo de investigacién que forma parte de esie estudio
manteniendo de esta manera la maxima confidencialidad de su participacion.

BENEFICIOS: La opcién de entender mejor esta enfermedad y lograr tener nuevos tratamientos podria
permitir tratar mejor a los pacientes que padecen su enfermedad.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra que se evaluard en este estudio se obtendrs solamente una
vez resecado su colon o intestiino, por lo tanto este procedimiento no implicard ninguna demora o riesgo
para usted durante su cirugia como tampoco implicard un riesgo en su evolucién postoperatoria.

COSTOS: Usted debe estar tranguilo de que {anto la toma de las muestras de colon e intestino y de
sangre como su andlisis no tendrin ningiin costo para usted,

COMPENSACION: No existira ninguna ayuda econémica por su participacién dado que la indicacion
de Ia cirugia estd dada por la falta de respuesta al tratamiento médico y que las muestras serin obtenidas
una vez resecados su colon o intestino sin existir ningin riesgo.

COMUNICACION: La investigacion a la cual se me esta invitando a participar se realiza en la Seccién
de Gastroenterologia y el Departamento de Cirugia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y la
Clinica Las Condes, en conjunto con ¢l Laboratorio de Inmunidad Innata, Programa Disciplinario de
Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En
caso necesario usted se podra contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (teléfono:
4888300, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile
{teléfono ) ¥ de la Clinica Las Condes (teléfono ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en caso de no aceptar participar en este
estudio, Ia atencién y dedicacién entregada por el equipo de médicos tratantes no serdn afectadas.

Por lo tanto declaro que YO he sido informado por el Investigador Principal/Médico Responsable
quien estimé que mi Diagnostico es compatible con los criterios de seleccién del estudio.

Declaro ademés haber entendido toda y tada una de las partes del documento que estoy firmando.

Firma paciente Investigador Principal
o Médico Responsable

Fecha y hora de la Firma Consentimiento Informado:
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‘," CcLC

CLINICA LAS CONDES

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo entre 15a 18
aios con Enfermedad Inflamatoria Intestinal refractaria al tratamiento, AUTORIZACION dada
por el Padre/Madre/Tutor de Paciente)

El objeto de esta informacion es solicitar que su hijo o persona enferma a su cargo pueda participar en
este estudio que trata de evaluar la presencia de la molécula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen
una enfermedad similar a la de mi hijo o persona a mi cuidado (Enfermedad Inflamatoria Intestinal, ya sea
Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

El médico tratante, que es uno de los coinvestigadores, ha considerado que dado el fracaso al
tratamiento médico con farmacos, el enfermo necesita someterse a un tratamiento quirtrgico para poder
manejar de manera adecuada su enfermedad. Es por esto que se le esta solicitando su autorizacién para
que nosotros podamos tomar una pequefia muestra de una zona su colon o intestino delgado ya resecado
después de la cirugia con el fin de ser analizadas y llevar a cabo esta investigacion.

OBJETIVOS: Comprobar que esta molécula TLR?2 se encuentra presente en los pacientes que sufren de
Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa y que no estin en pacientes que sufren de otra enfermedad
intestinal diferente, podria ser til para entender mejor porqué se produce la enfermedad y a futuro
plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Una vez resecado su colon o intestino uno de los coinvestigadores de este
estudio seccionard un 4rea del colon o intestino de aproximadamente 5 cm. El resto de la pieza quirtrgica
(colon o intestino resecado) se enviard al Servicio de Anatomia Patologica para su evaluacion por el
patdlogo con el fin de determinar la severidad de su enfermedad. La evaluacion del colon o intestino por
parte del patdlogo es un procedimiento se realiza de rutina en toda pieza quirirgica que se obtiene de una
cirugia por lo que su evaluacién no estard condicionada por su eventual participacion en este estudio.
Ademés, al término de su cirugia se obtendra una muestra de 15 ml de sangre para poder determinar la
presencia de esta molécula tanto en el conjunto de células presentes en el suero. El procedimiento de
extraer su sangre serd hecho durante la operacion aprovechando la anestesia, sin molestia para el paciente.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de intestino, colon o sangre serdn conocidos por el
médico tratante a quien se le informaré personalmente de los resultados obtenidos al estudiar sus muestras.

Se solicita su autorizacién para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en este
estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que podria permitir a nuestro grupo de
investigacion aprovechar nuevas tecnologias y conocimientos que aparezcan para seguir realizando
estudios de su enfermedad con el fin de entender mejor los mecanismos que la producen y tener la
posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de que nuestro grupo de investigacion
desee utilizar estas muestras para un préximo estudio de inmunologia o genético en el drea de su

enfermedad, nosotros nos comprometemos a solicitar previamente tanto su aprobacién como la de su hijo.

60




CONFIDENCIALIDAD:; Los resultados obtenidos del estudio de estas muestras de intestino, colon o
sangre serin conocidos solamente por el equipo de investigacién que forma parte de este estudio
manteniendo de esta manera la mixima confidencialidad de su participacién,

BENEFICIOS: La opcidén de entender mejor esta enfermedad y lograr tener nuevos tratamientos podria
permitir a futuro tratar mejor a los pacientes que padecen estas enfermedades.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra que se evaluard en este estudio se obtendra solamente
después de resecado su colon o intestino, por lo tanto este procedimiento no implicara ninguna demora o
riesgo durante su cirugia o durante su evolucién postoperatoria.

COSTOS: Tanto la toma de las muestras de colon e intestino y de sangre come su andlisis no tendrin
ninglin costo extra para el enfermo.

COMPENSACION: No existird ninguna ayuda econdmica por su participacién dado que Ia indicacién
de la cirugia estd dada por la falia de respuesta al tratamiento médico y que las muestras serdn obtenidas
del colon e intestino ya resecados sin existir ningtin riesgo para el paciente.

COMUNICACION: La investigacién a la cual se estd invitando a participar se realiza en la Seccitn de
Gastroenterologia y el Departamento de Cirugia del Hospital Clinico de Ia Universidad de Chile y la
Clinica Las Condes, en conjunto con el Laboratoric de Inmunidad Innata, Programa Disciplinario de
Inmunologia, Instituie de Ciencias Biomédicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En
caso necesario usted se podra contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (teléfeno:
4888300, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile
(teléfono )}y de la Clinica Las Condes (teléfono ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en caso de no aceptar que el enfermo
participe en este estudio, la atencién y dedicacién entregada a él/ella por el equipo de médicos tratantes no
serdn afectadas.

Par lo tanto declaro que YO he sido informado por el Investigador Principal/Médico Responsable
quien estimé que el Diagnéstico de mi hijo o persona a cargo es compatible con los criterios de seleccion
del estudio.

Declaro ademds haber entendido toda y cada una de las partes del documento que estoy firmando,

Firma Madre/Padre/Persona a cargo Investigador Principal
o Médico Responsable

Fecha y hora de Ia Firma Consentimiento Informado:
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CD TUmCA tas CONDES

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA. INVESTIGACION CLINICA {Grupo control mayor
de 18 afios de edad)

El objeto de esta informacién es ayudarlo a tomar la decisién de participar o no en este estudio, en que
médicos y un grupo de cientificos, estin interesados en estudiar la presencia de la molécula llamada TLR2
que puede estar presente en el intestino de pacientes que tienen una enfermedad distinta a la que yo tengo
ltamada Enfermedad Inflamatoria Intestinal (ya sea Enfecrmedad de Crohn o Colitis Ulcerosa). Sin
embargo para que este estudio sea 1til, es necesario comparar los resultados de estos pacientes con los
obtenidos desde un grupo control que pueden ser pacientes con apendicitis aguda, diverticulitis o cdncer
colorectal.

Su médico tratante ha considerado que presenta una de estas tres patologias motivo por el cual requiere
de un tratamiento quirdrgico para su manejo. Es por esto que se ha solicitado su autorizacién para tomar
muestras de su colon si es que tengo diagnostico de diverticulitis o céncer de colon. O bien tomar
muestras de apéndice, si es que padezco de apendicitis, durante mi cirugia para ser analizadas y llevar a
cabo esta investigacion.

OBJETIVOS: El poder comprobar que esta molécula TZR? se encuentra presente en los pacientes que
sufren de Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa Y que no estd en pacienies que sufren de otra
enfermedad diferente como la que usted presenta, podria ser ttil para entender mejor porqué se produce la
enfermedad inflamatoria intestinal y a firturo plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Una vez resecado su colon o apéndice uno de los coinvestigadores de este
estudio seccionardn un érea del colon (aproximadamente 5 cm) o apéndice (un cm) segiin el diagndstico
inicial (diverticulitis/cdncer de colon o apendicitis respectivamente). El resto de la pieza quirdrgica (colon
o apéndice resecado) se enviaré al Servicio de Anatomia Patolégica para su evaluacién por el patélogo con
el fin de determinar ¢l diagndstico y severidad de su enfermedad. La evaluacién del colon o apéndice por
parte del patélogo es un procedimiento se realiza de rutina en foda pieza quirirgica que se obtiene de una
cirugia por lo que su evaluacién no estari condicionada por st eventual participacién en este estudio.
Ademds, al término de su cirugia se obtendrd una muestra de 15 ml de sangre para poder determinar la
presencia de esta molécula el conjunto de células presentes en la sangre como en la que podria circular en
el suero. El procedimiento de extraer su sangre serd similar al que se ha realizado cuando su médico
tratante le ha solicitado exdmenes de sangre.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de colon, apéndice o sangre serdn conocidos por su
médico tratante quien le informar4 personaimente de los resultados obtenidos al estudiar sus muestras,

Se le solicita su autorizacién para que las muestras de sangre ¥ biopsias que no sean utilizadas en este
‘estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitird a nuestro grupo de
investigaciGn seguir realizando estudios sobre enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y
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colitis ulcerose) con el fin de lograr entender mejor los mecanismos que la producen y tener la posibilidad

de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de que nuestro grupo de investigacién desee utilizar
sus muestras para un préximo estudio destinado a conocer que otros factores provocan la aparicién o
modifican la evolucién de su enfermedad, nosotros nos comprometemos a solicitar previamente su
aprobacion.

CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de colon, apéndice o
sangre serin conocidos solamente por el equipo de investigacién que forma parte de este estudio
manteniendo de esta manera la mixima confidencialidad de su participacion.

BENEFICIOS: La opcion de entender mejor ¢l origen y los mecanismos de la enfermedad inflamatoria
intestinal y lograr tener nuevos tratamientos podria permitir tratar mejor a estos pacientes, Para usted, por
no padecer esta enfermedad, no significarfa ningiin beneficio directo.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra de colon o apéndice que se evaluara en este estudio se
obtendra solamente una vez resecado su colon o apéndice, por lo tanto este procedimiento no implicara
ninguna demora o riesgo para usted durante su cirugfa como tampoco implicard un riesgo en su evolucién
postoperatoria.

COSTOS: Usted debe estar tranquilo que tanto la toma de las muestras de colon o apéndice y de
sangre como su andlisis no tendrin ninglin costo para usted.

COMPENSACION: No existird ninguna ayuda econémica por su participacién dado que la indicacion
de la cirugia por apendicitis, diverticulitis o cdncer de colon no est? determinada por su posible
participacion en este estudio,

COMUNICACION: La investigacién a la cual se le estd invitando a participar se realiza en la Seccion
de Gastroenterologia y el Departamento de Cirugia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y Ia
Clinica Las Condes, en conjunto con el Laboratorio de Inmunidad Innata, Programa Disciplinatio de
Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, de fa Facultad de Medicina de 1a Universidad de Chile, En
caso necesario usted se podré contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (teléfono:
4888300, Servicio de Gastroenterologfa Clinica Las Condes).

Este estudio fue aprobade por el Comité de Ftica del Hospital Clinico de Iz Universidad de Chile
(teléfono ) y de la Clinica Las Condes (teléfono )

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en caso de no aceptar participar en este
estudio, la atencién y dedicaci6n entregada por el equipo de médicos tratantes no serdn afectadas.

Por lo tanto declaro que YO he sido informado por el Investigador Principal/Médico Responsable
quien estimé que mi Diagnéstico es compatible con los criterios de seleccitn del estudio.

Declaro ademds haber entendido toda y cada una de las partes del documento que estoy firmando.

Firma paciente Investigador Principal
o Médico Responsable
Fecha y hora de 1a Firma Consentimiento Informado:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo control entre
15 a 18 aiios, AUTORIZACION Padre/Madre/Tutor de Paciente)

El objeto de esta carta es solicitar que su hijo/hija/persona enferma a su cargo pueda participar en este
estudio, que médicos y un grupo de cientificos estén interesados en evaluar la presencia de la molécula
llamada TILR2 que puede estar presente en el intestino de pacientes que tienen una enfermedad distinta a
la de su hijo/hija/persona a cargo llamada Enfermedad Inflamatoria Intestinal (enfermedad de Crohn o
Colitis Ulcerosa). Sin embargo para que este estudio sea (til, es necesario comparar los resultados de estos
pacientes con los obtenidos desde un grupo control que pueden ser pacientes con apendicitis aguda. El
médico tratante a cargo de su hijo/hija/persona a cargo ha considerado que él/ella presenta este cuadro
motivo por el cual necesita un tratamiento quirtrgico para su manejo. Es por esto que se ha solicitado su
autorizacion para tomar muestras del apéndice una vez extraido con el fin de analizarla y poder llevar a
cabo esta investigacion.

OBJETIVOS: Comprobar que esta molécula TLR2 se encuentra presente en los pacientes que sufren
de Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa ¥ que no estd en pacientes que sufren de otra enfermedad
diferente como la que su hijo/hija/persona a cargo presenta, podria ser (til para entender mejor porqué se
produce la enfermedad inflamatoria intestinal y a futuro plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Una vez resecado el apéndice, uno de los coinvestigadores de este estudio
seccionard un drea del apéndice (aproximadamente un cm). El resto del apéndice se enviaré al Servicio de
Anatomia Patolégica para su evaluacion por el patologo con el fin de determinar el diagnostico y
severidad de su enfermedad. La evaluacién del apéndice por parte del patélogo es un procedimiento se
realiza de rutina en toda pieza quirirgica que se obtiene de una cirugia por lo que su evaluacién no estard
condicionada por la eventual participacion de su hijo/hija/persona a cargo en este estudio. Ademas, al
término de su cirugia se obtendra una muestra de 15 ml de sangre para poder determinar la presencia de
esta molécula tanto en el conjunto de células presentes en la sangre como en el suero. El procedimiento de
extraer su sangre serd hecho durante la operacién aprovechando la anestesia, sin molestia para el paciente.

Los resultados obtenidos del estudio de las muestras del apéndice o sangre de su hijo/hija/persona a
cargo serdn conocidos por su médico tratante a quien se le informara personalmente de los resultados
obtenidos al estudiar estas muestras.

Se solicita su autorizacion para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en este
estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que podria permitir a nuestro grupo de
investigacién aprovechar nuevas tecnologias y conocimientos que aparezcan para seguir realizando
estudios sobre enfermedad inflamatoria intestinal con el fin de entender mejor los mecanismos que la
producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de que nuestro grupo

de investigacion desee utilizar las muestras de su hijo/hija/persona a cargo para un préximo estudio
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destinado a conocer que otros factores provocan la aparicién o modifican la evolucién de su enfermedad,
nosotros nos comprometemos a solicitar previamente su aprobacién y la de su hijo.

CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos del estudio de las muestras de apéndice o sangre
serdn conocidos solamente por el equipo de investigacion que forma parte de este estudio manteniendo de
esta manera la mixima confidencialidad de su participacion.

BENEFICIOS: La opci6n de entender mejor el origen y los mecanismos de la enfermedad inflamatoria
intestinal y lograr tener nuevos tratamientos podria permitir tratar mejor a estos pacientes. Para su
‘hijo/hija/persona a cargo por no padecer estas enfermedades, no significaria ningiin beneficio directo.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra de colon o apéndice de su hijo/hija/persona a cargo que
se evaluard ¢n este estudio se oblendrd solamentie después de resecado el apéndice, por lo tanto este
procedimiento no implicard ninguna demora o riesgo para durante su cirugfa o durante su evolucitn
postoperatoria.

COSTOS: Tanto la toma de las muesiras de apéndice y de sangre como su andlisis no tendrdn pingln
costo extra para el enfermo.

COMPENSACION: No existird ninguna ayuda econémica por usted o su hijo/hija/persona a cargo por
la participacién dado que la indicacion de la cirugia por apendicitis no esta determinada por Ia posible
participaci6n de €l o ella en este estudio.

COMUNICACION: La investigacion a Ia cual se le est4 invitando a participar se realiza en la Seccion
de Gastroenterologia y €l Departamento de Cirugfa del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y la
Clinica Las Condes, en conjunto con el Laboratorio de Inmunidad Innata, Programa Disciplinario de
Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En
caso necesario usted se podra contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (teléfono:
4888300, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ftica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile
(teléfono ) ¥ de la Clinica Las Condes (teléfono ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en caso de no aceptar participar en este
estudio, Ta atencién y dedicacion entregada por el equipo de médicos tratantes no serdn afectadas.

Por lo tanto declaro gue YO he sido informado por el Investigador Principal/Médico Responsable
quien estim6 que el Diagndstico de mi hijo es compatible con los criterios de seleccién det estudio.

Declaro ademas haber entendido toda y cada una de las partes del documento que estoy firmando.

Firma Madre/Padre/Persona a cargo Paciente/ Investigador Principal
0 Médico Responsable

Fecha y hora de la Firma Consentimiento Informado:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo Adulto con
Enfermedad Inflamatoria Intestinal con actividad en diferentes estadios)

El objeto de esta informacion es ayudarlo a tomar la decisién de participar o no en este estudio que
trata de evaluar la presencia de la molécula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen una enfermedad
similar a la suya llamada Enfermedad Inflamatoria Intestinal (ya sea Enfermedad de Crohn o Colitis
Ulcerosa).

OBJETIVOS: El poder comprobar que esta molécula TLR2 se encuentra presente en los pacientes que
sufren de Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa y que no estdn en pacientes que sufren de otra
enfermedad diferente, podria ser util para entender mejor porqué se produce la enfermedad y a futuro
plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Durante un crisis de mi enfermedad determinada clinicamente por su médico
tratante se tomard una muestra de sangre de 15 ml, este procedimiento se realizard como cualquier otro
examen de sangre solicitado previamente por su médico tratante durante sus controles. En esta muestra se
determinard los niveles de la molécula TLR2 circulante en el suero. Cuando usted haya alcanzando la
etapa de inactividad de su enfermedad, se le tomard nuevamente 15 ml de sangre para volver a determinar
la presencia de esta molécula en el suero circulante.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de sangre serén conocidos por su médico tratante
quien le informara personalmente de los resultados obtenidos al estudiar sus muestras.

Se le solicita su autorizacién para que las muestras de sangre que no sean utilizadas en este estudio
puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitira a nuestro grupo de investigacion seguir
realizando estudios de su enfermedad con el fin de lograr entender mejor los mecanismos que la producen
y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de que nuestro grupo de
investigacion desee utilizar sus muestras para un préximo estudio destinado a conocer que otros factores
pueden provocar la aparicién o modificar la evolucién de su enfermedad, nosotros nos comprometemos a
solicitar previamente su aprobacion.

CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras sangre serdn conocidos
solamente por el equipo de investigacion que forma parte de este estudio manteniendo de esta manera la
méxima confidencialidad de su participacion.

BENEFICIOS: La opcion de entender mejor esta enfermedad ¥y lograr tener nuevos tratamientos podria
permitir tratar mejor a los pacientes que padecen su enfermedad.

RIESGOS: Debe quedar claro que la toma de muestra de sangre serd similar a los exdmenes de sangre
solicitados por su médico tratante por lo que estdn exentas de riesgo para la evolucién de su enfermedad.

COSTOS: Usted debe estar tranquilo que tanto la toma de las muestras de sangre como su andlisis no

tendran ningtin costo para usted.

66




COMPENSACION: No existira ninguna ayuda econdmica por su participacién en este estudio,
COMUNICACION: La investigacion a Ia cual se le estd invitando 2 participar se realiza en la Seccion de
Gastroenterologia y el Departamento de Cirugia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y la
Clinica Las Condes, en conjunio con el Laboratorio de Inmunidad Innata, Programa Disciplinario de
Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En
caso necesario usted se podrd contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrige Quera P (teléfono:
4888300, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico de Ja Universidad de Chile
(teléfono }¥ de la Clinica Las Condes (teléfono ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en caso de no aceptar participar en este
estudio, la atencidn y dedicacion entregada por el equipo de médicos tratantes no seran afectadas.

Por lo tanto declaro que YO he sido informado por el Investigador Principal/Médico Responsable
quien estimé que mi Diagnéstico es compatible con los criterios de seleccién del estudio.

Declaro ademés haber entendido toda y cada una de las partes del documente que estoy firmando.

Firma paciente Investigador Principal
o Médico Responsable

Fecha y hora de la Firma Consentimiento Informado:




ICLC

CLIHIC & LAS COUDES

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo catre 15-18
afios con Enfermedad Inflamatoria Intestinal con actividad en diferentes estadios,
AUTORIZACION Padre/Madre/Tutor de Paciente)

El objeto de esta informacién es solicitar que su hijo/hija/persona enferma a su cargo pueda participar
en este estudio que quiere evaluar la presencia de I2 molécula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen
una enfermedad similar a la de su hijo/hija/persona a cargo {lamada Enfermedad Inflamatoria Intestinal
(Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

OBIJETIVOS: Comprobar que esta molécula TLR2 se encuentra presente en los pacientes que sufren de
Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa y que no estin en pacientes que sufren de otra enfermedad
diferente, podria ser til para entender mejor porqué se produce la enfermedad y a futuro plantear nuevos
tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Durante un crisis de la enfermedad de su su hijo/hija/persona a cargo, la cual
serd determinada clinicamente por su médico tratante, se tomard una muestra de sangre de 15 ml, este
procedimiento se realizard como cualguier otro examen de sangre solicitado previamente por el médico
tratante de su hijo/hija/persona a cargo durante sus controles. En esta muestra se determinara los niveles
de la molécula 7LR2 circulante en el suero, Cuando su su hijo/hija/persona a catgo haya alcanzando la
etapa de inactividad de su enfermedad, se le tomara nuevamente 15 mi de sangre para volver a determinar
la presencia de esta molécula en el suero circulante.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de sangre serdn conocidos por su médico tratante
quien Ie informarid personalmente de los resultados obtenidos al estudiar las muestras de su su
hijo/hija/persona a cargo.

Se le solicita su autorizacion para que las muestras de sangre de su su hijo/hija/persona a cargo que no
sean utilizadas en cste estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitird a
nuestro grupo de investigacion seguir realizando estudios de la enfermedad de su hijo/hija/persona a cargo
con el fin de lograr entender mejor los mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar
nuevos y mejores tratamientos. En caso de que nuestro grupo de investigacidn desee utilizar sus muestras
para un préximo estudio destinado a conocer que otros factores pueden provocar 1a aparicién o modificar
la evolucién de la enfermedad que presentan su hijo/hija/persona a cargo, nosotros nos comprometemos a
solicitar previamente su aprobacion y la de él/ella,

CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos del estndio de las muestras sangre de su
hijo/hija/persona a cargo serdn conocidos solamente por el equipo de investigacion que forma parte de este
estudio manteniendo de esta manera la méxima confidencialidad de su participacién.

BENEFICIOS: La opcion de entender mejor esta enfermedad y lograr tener nuevos tratamientos podria
permitir tratar mejor a [os pacicntes que padecen estas enfermedades.
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RIESGOS: Debe quedar claro que la toma de muestra de sangre sera similar a los exémenes de sangre
solicitados por el médico tratante de su hijo/hija/persona a cargo por lo que estan exentas de riesgo parala
evoalucion de su enfermedad.

COSTOS: Tanto la toma de Jas muestras de sangre como su anélisis no tendrén ningiin costo extra para
usted ni para el enfermo.

COMPENSACION: No existird ninguna ayuda econémica por la participacién de su hijo/hija/persona
a cargo en este estudio.

COMUNICACION: La investigacién a la cual se le estd invitando a participar se realiza en la Seccién
de Gastroenterologia y el Departamento de Cirugfa del Hospital Clinico de la Universidad de Chile yla
Clinica Las Condes, en conjunto con el Laboratorio de Inmunidad Innata, Programa Disciplinario de
Inmunologia, Instituto de Clencias Biomédicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Fn
caso necesario usted se podrd contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (teléfono:
4888300, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico de I Universidad de Chile
(teléfono )}y de la Clinica Las Condes (teléfono ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en caso de no aceptar que el enfermo
participen en este estudio, 1a atencién y dedicacion entregada por el equipo de médicos tratantes no serdn
afectadas.

Por lo tanto declaro que YO he sido informado por el Investigador Principal/Médico Responsable
quien estimé que el Diagnéstico de mi hijo es compatible con los criterios de seleccién del estudio.

Declaro ademas haber entendido toda y cada una de las partes del documento que estoy firmando.

Finma paciente Investigador Principal
o Meédico Responsable

Fecha y hora de Ia Firma Consentimiento Informado:
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CLIHICK LAS COHDLS

cLc

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo paciente entre
15-18 afios con Enfermedad Inflamatoria Intestinal refractaria al tratamiento)

El objeto de esta informacién es explicarte porque nosotros te estamos pidiendo que nos ayudes a
realizar este estudio de investigacién donde buscamos determinar la presencia de una molécula Hamada
TLRZ en el intestino de pacientes que tienen una enfermedad similar & la suya (Enfermedad Inflamatoria
JIntestinal, ya sea Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

Si nosotros logramos demostrar que esta molécula TLR2 se encuentra presente en los pacientes que
sufren de Enfermedad de Crohn o Colitis Uleerosa y que no estin en pacientes que sufren de otra
enfermedad diferente, podria ser Witil para entender mejor porqué se produce la enfermedad y a futuro
plantear nuevos tratamientos posibles.

Tu médico tratante, que es uno de los coinvestigadores, ha considerado que el tratamiento no ha
logrado controlar tn enfermedad y que tii necesitas ser operado para poder manejarla de manera adecuada,
:Es por eso que te solicitamos, si es posible que una vez que el médico te haya sacado el colon o el
intestino, nosotros podamos tomar un pequefio frozo de estos para poder realizar nuestro estudio. Estas
muestras las obtendremos sélo después que te hayan extraido el colon o el intestino. Ademnés nosotros te
tomaremos una muestra de sangre que serd similar a las muestras de sangre que te ha solicitado tu médico
tratante antes de tu operaci6n. Ninguno de los dos procedimientos de toma de muestras alterard tu
evolucion.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de intestino, colon o sangre serdn conocidos por
su meédico tratante quien le informard personalmente de los resultados obtenidos al estudiar sus muestras.

También te pedimos tu aprobacion para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas
en este estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitird a nuestro grupo de
investigacién seguir realizando estudios sobre tu enfermedad con el fin de lograr entender mejor los
mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de
que nuestro grupo de investigacion desee utilizar tus muestras para un proximo estudio destinado a
conocer que otros factores provocan la aparicién o modifican la evolucion de su enfermedad, nosotros nos
comprometermos a solicitar previamente tu aprobacion,

Aunque tus padres o la persona 2 tu cargo han aceptado nuestra peticion de que tit puedas participar en
nuestro estudio, ti estds en todo tu derecho de negarte a participar y nosotros aceptaremos esa decisién.

Declaro ademds haber entendido toda y cada una de las partes del estudio y documento que estoy
firmando.

Firmna paciente Investigador Principal
O Médico Responsable

Fecha y hora de Iz Firma Asentimiento Informado:
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cLc

CLINICA LAS CONDES

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo Control entre
15 a 18 aiios)
El objeto de esta informacion es explicarte porque nosotros te estamos pidiendo que nos ayudes a

realizar este estudio de investigacién donde buscamos determinar la presencia de una molécula llamada
TLR2 en el intestino de pacientes que tiencn una enfermedad diferente a la tuya y que se llama
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

Si nosotros logramos demostrar que esta molécula TLR2 se encuentra presente en los pacientes que
sufren de Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa y que no estén en pacientes que sufren de otra
enfermedad diferente, podria ser 4til para entender mejor porqué se produce la enfermedad y a futuro
plantear nuevos tratamientos posibles. Sin embargo para que este estudio sea (til, es necesario comparar
los resultados de estos pacientes con los obtenidos desde un grupo control que pueden ser pacientes con
apendicitis aguda. El médico tratante a cargo tuyo ha considerado que ti tienes este cuadro por lo que
necesitas ser operado.

Nosotros te solicitamos si es posible que unz vez que el médico te haya sacado el apéndice, nosotros
podamos tomar un pequefio trozo de este para poder realizar nuestro estudio. Estas muestras las
obtendremos sélo después que te hayan extraido el apéndice, Ademds nosotros te tomaremos una muestra
de sangre que serd similar a las muestras de sangre que te ha solicitado tu médico tratante antes de tu
operacién. Ninguno de los dos procedimientos de toma de muestras alteraré tu evolucién.

Los resultados obtenidos del estudio de tus muestras de apéndice y sangre seran conocidos por
médico tratante quien te informars personalmente de los resuitados obtenidos al estudiar tus muestras.

También te pedimos tu aprobacién para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en
este estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitird a nuestro grupo de
Investigacién seguir realizando estudios sobre la enfermedad inflamatoria intestinal con el fin de lograr
entender mejor los mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores
tratamientos. En caso de que nuestro grupo de investigacion desee utilizar tus muestras para un préximo
estudio destinado & conocer que otros factores provocan la aparicién o modifican la evolucién de su
enfermedad, nosotros nos comprometemos 2 solicitar previamente tu aprobacién.

Aunque tus padres o la persona a tu cargo han aceptado nuestra peticién de que td puedas participar en
nuestro estudio, ti estds en todo tu derecho de negarte a participar y nosotros aceptaremos esa decisién.

Declaro ademds haber entendido toda y cada una de las partes del estudio y documento que estoy
firmando.

Firma paciente Investigador Principal
o Médico Responsable
Fecha y hora de la Firma Asentimiento Informado:
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 CcLC 8

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA (Grupo entre 15a 18
aiios con Enfermedad Inflamatoria intestinal con actividad en diferentes estadios)

El objeto de esta informacion es explicarte porque nosotros te estamos pidiendo que nos ayudes a
realizar este estudio de investigacién donde buscamos determinar la presencia de una molécula llamada
TLR2 en el intestino de pacientes que tienen una enfermedad similar a la suya (Enfermedad Inflamatoria
Intestinal, ya sea Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

Si nosotros logramos demostrar que esta molécula TLR2 se encuentra presente en los pacientes que
sufren de Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa y que no estdn en pacientes que sufren de otra
enfermedad diferente, podria ser Gtil para entender mejor porqué se produce la enfermedad y a futuro
plantear nuevos tratamientos posibles.

Tu médico tratante, que es uno de los coinvestigadores, ha considerado que tu enfermedad se encuentra
activa. Nosotros que remos solicitarte si es posible tomar una muestra de sangre ahora y una nuevamente
cuando te encuentres en buenas condiciones y tu enfermedad se encuentre inactiva. Esto nos permitird
determinar la molécula TLR2 en las dos etapas de tu enfermedad (actividad e inactividad). Estas muestras
de sangre seran similares a las muestras de sangre que te ha solicitado tu médico tratante en otras
ocasiones. Ninguno de los dos procedimientos de toma de muestras alterard tu evolucion.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras sangre serdn conocidos por tu médico tratante
quien te informara personalmente de los resultados obtenidos al estudiar sus muestras.

También te pedimos tu aprobacion para que las muestras de sangre que no sean utilizadas en este
estudio puedan ser congeladas en un refrigerador a —80°C, lo que permitird a nuestro grupo de
investigacion seguir realizando estudios sobre tu enfermedad con el fin de lograr entender mejor los
mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de
que nuestro grupo de investigacion desee utilizar tus muestras para un proximo estudio destinado a
conocer que otros factores provocan la aparicién o modifican la evolucién de su enfermedad, nosotros nos
comprometemos a solicitar previamente tu aprobacion.

Aunque tus padres o la persona a tu cargo han aceptado nuestra peticién de que tii puedas participar en
nuestro estudio, t estds en todo tu derecho de negarte a participar y nosotros aceptaremos esa decisién.

Declaro ademés haber entendido toda y cada una de las partes del estudio y documento que estoy
firmando.

Firma paciente Investigador Principal
0 Médico Responsable

Fecha y hora de la Firma Asentimiento Informado:
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Introduction

The two main clinically defined forms of inflammatory bowel
disease (IBD) are ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD).

Toll-like receptor 2 (TLR2) is a type I pattern recognition receptor that has been shown to participate
in intestinal homeostasis. Its increased expression in the lamina propria has been associated with the
pathogenesis ininflammatory bowel disease (IBD), such as ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD).
Recently, soluble TLR2 (sTLR2) variants have been shown to counteract inflammatory responses driven
by the cognate receptor. Despite the evident roles of TLR2 in intestinal immunity, no study has elucidated
the production and cellular source of sTLR2 in IBD. Furthermore, an increase in the population of activated
macrophages expressing TLR2 that infiltrates the intestine in IBD has been reported. We aimed first to
assess the production of the sTLR2 by UC and CD organ culture biopsies and lamina propria mononuclear
cells (LPMCs) as well as the levels of sTLR2 in serum, and then characterize the cell population from
lamina propria producing the soluble protein.

Mucosa explants, LPMCs and serum were obtained from UC, CD patients and control subjects. The level
of sTLR2 was higher in conditioned media from organ culture biopsies and LPMCs from UC patients in
comparison to CD and controls. Moreover, an inverse correlation between the content of intestinal and
serum sTLR2 levels was observed in UC patients. Additionally, when characterizing the cellular source of
the increased sTLR2 by LPMCs from UC patients, an increase in TLR2*/CD33" cell population was found.
Also, these cells expressed CX3CR1, which was related to the increased levels of intestinal FKN in UC
patients, suggesting that a higher proportion of TLR2* mononuclear cells infiltrate the lamina propria.
The increased production of sTLR2 suggests that a differential regulating factor of the innate immune
system is present in the intestinal mucosa of UC patients.

© 2011 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Although the etiology of IBD remains unclear, accumulating evi-
dence suggests that deregulation of mucosal immune response to
bacterial microbiota plays an important role in their pathogenesis,
resulting in chronic inflammation in a genetically susceptible host
(Baumgart and Carding 2007). Several genetic factors have been
associated with susceptibility or IBD phenotype, such as variants

Abbreviations: TLR2, toll-like receptor 2; sTLR2, soluble TLR2; IBD, inflammatory
bowel diseases; UC, ulcerative colitis; CD, Crohn's disease; FKN, fractalkine; CX3CR1,
FKN receptor; LPMCs, lamina propria mononuclear cells; TNF-a, tumor necrosis
factor-ai; IL, interleukin.
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in the immune receptor genes NOD2 (CARD15), CD14, and toll-like
receptors (TLRs) 1, 2, 4 and 6 (Figueroa et al. 2006; Franchimont
et al. 2004; Henckaerts et al. 2007; Pierik et al. 2006).

Toll-like receptors (TLRs) are a class of pattern recognition
receptors (PRRs) that play a key role in microbial recognition and
induction of the immune response. TLRs recognize components
from pathogenic or commensal associated molecular patterns
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(PAMPs or CAMPs, respectively) and endogenous ligands (Cario
etal. 2002). Multiple mechanisms of negative regulation operate at
different levels of the pathway to prevent over-activation of TLRs
signaling. Intracellularly, the TLR signaling pathway can be regu-
lated by cytoplasmatic molecules, such as MyD88s, IRAK-M, TOLLIP,
and by activation of the PI3K/Akt pathway, among others (Arancibia
et al. 2011; Berglund et al. 2010; Burns et al. 2003; Kobayashi
et al. 2002; Zhang and Ghosh 2002). Extracellularly, soluble TLR
(sTLR) behaves as a decoy receptor that counteracts receptor acti-
vation. sTLR2 has been detected in human fluids, such as serum,
plasma, breast milk, saliva and amniotic fluid (Dulay et al. 2009;
Kuroishi et al. 2007; LeBouder et al. 2003). In particular, sTLR2 vari-
ants have been shown to block inflammatory responses driven by
TLR2 activation, through negative regulatory effects, by acting as a
decoy receptor, and by disrupting the close proximity between the
coreceptor (CD14) and the receptor (TLR2) that is crucial to highly
efficient signaling (LeBouder et al. 2003; Raby et al. 2009). The data
indicates the presence of a single encoding TLR2 mRNA, and sTLR2
might result from a post-translational processing of the full-length
receptor (LeBouder et al. 2003).

In the normal intestine, TLR2 is expressed in low levels by dif-
ferent cell types throughout the gastrointestinal tract, including
lamina propria mononuciear cells (LPMCs) and intestinal epithe-
lial cells (IECs) (Cario 2008; Cario and Podolsky 2000; Hausmann
et al. 2002). Among the mononuclear cells, resident intestinal
macrophages behave as anergic cells with a down-regulated
expression of innate response-related receptors, such as CD14,
CD16, CD32, Fca R (CD89), Fcy R (CD64), CR3 (CD11b/CD18) and
CR4 (CD11c/CD18). These cells produce low levels of cytokines,
such as IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, TGF-3 and TNF-a, and chemokines
as RANTES, CCL4 and CCL21, while retaining their phagocytic and
bactericidal activities (Smith et al. 2011; Smythies et al. 2005). This
“no response phenotype” resident intestinal macrophage likely
prevents an inappropriate activation, preserving intestinal homeo-
stasis.

In IBD, a variety of inflammatory cells infiltrate the intestine.
An increase in the population of activated macrophages has been
demonstrated to be a central characteristic of the inflammatory
process involved in the disease (Kamada et al. 2008; Nishida et al.
2002). An increased expression of TLR2 and TLR4 in intestinal
macrophages from IBD patients has been reported (Hausmann
et al. 2002; Tanaka 2008), suggesting that these pathways may
be implicated in the inflammatory process and mononuclear cell
phenotype. Additionally, cellular migration and recruitment to
intestinal inflammatory areas are mainly mediated by a gradient of
chemokines. Of these, fractalkine (FKN, or CX3CL1) is increased in
IBD patients (Kobayashi et al. 2007). Experimental DSS-induced col-
itis in knock-out mice for its receptor (CX3CR1) promotes a reduced
recruitment of macrophages to the tissue (Kostadinova et al. 2010).

Despite the data from the literature stating that TLR2 is highly
expressed in IBD, no study has elucidated the identification of STLR2
and its cellular source in the disease. In this study, we demonstrated
that the expression of total TLR2 and sTLR2 in intestinal mucosa is
increased in patients with UC. We further established that sTLR2
production and CD33"/TLR2*/CX3CR1" cells are increased in the
LPMCs from UC patients, suggesting that the intestinal mononu-
clear cell population with high levels of surface TLR2 may be the
main cellular source of the decoy receptor.

Materials and methods

Patients and controls

Participants included in colonoscopic procedures and/or
undergoing surgery were recruited from the Gastroenterology

Department as well as Colorectal Surgery Unit from Clinica Las
Condes, Hospital Clinico Universidad de Chile and Hospital Clinico
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Patients were diagnosed
based on standard clinical, endoscopic and histological crite-
ria. The study was approved by the Ethics Committee/Ethics
Review Board of each participating center and all patients
signed an informed consent prior to their enrollment in this
study.

Between January 2009 and December 2010, 98 patients, includ-
ing 35 (35.7%) with UC, 29 (29.6%) with CD and 34 (34.7%) controls
to the pathology were subjected to colonoscopy. Biopsy speci-
mens were obtained endoscopically from compromised areas of
the intestine for mucosal tissue samples from active patients. Con-
trol samples were taken from patients with colorectal cancer or
family history of colorectal cancer, and the absence of inflamma-
tion was histopathologically confirmed. Procedures were carried
out by gastroenterologists with more than 5 years of experi-
ence in colonoscopy (co-authors RQ, FL-K, MA-L); findings were
classified according to the clinical criteria of the Montreal Clas-
sification (Silverberg et al. 2005). Inclusion criteria for the study
were: IBD diagnosed patient, >18 years-old. Patients excluded from
the study were those with non-classifiable IBD, indeterminate
colitis, celiac disease, eosinophilic enterocolitis, infectious ileo-
colitis, and history of autoimmune diseases, asthma and allergic
disorders.

The histopathological score was used to evaluate intestinal
inflammation in both diseases. Each biopsy was graded on a scale of
0-3 (0=normal; 1=mild; 2=moderate; 3 =severe, including those
patients with active ulceration) as previously described (Gomes
et al. 1986) and reported (Diaz-Jiménez et al. 2011). In the case of
UC, the mean age was 39.24 years (range 21-70), 40% were female,
17.1% presented with proctitis, 14.3% left-sided colitis and 68.6%
extensive colitis, and endoscopic activity was determined in the
most inflamed area using the endoscopic Mayo Score (Lewis et al.
2008). In the case of CD, the mean age was 43.15 years (21-86
range) and 51.7% were female. Of these patients, 48.3, 24.1 and
24.1% had colonic, ileal and ileocolonic compromise, respectively,
and the endoscopic activity was determined according to the Sim-
ple Endoscopic Score for Crohn’s Disease (SES-CD) (Daperno et al.
2004; Sipponen et al. 2010). 89.7% presented with inflammatory
behavior (non-stricturing, non-penetrating), and 4 (13.8%) patients
had perianal involvement. Of all patients with IBD, only 4 (6.3%)
had extraintestinal manifestations, such as artrhalgy, erythema
nodosum and pyoderma gangrenosum.

Intestinal resections from IBD patients subjected to surgery
were collected for isolation of lamina propria mononuclear cells
(UC=14(40.0%); CD =9 (31.0%); control =11 (32.4%)). Control sam-
ples were obtained from unaffected intestinal tissues of colon
cancer patients. Samples of IBD patients were obtained from
inflamed areas of each resected tissue. The IBD patients subjected
to surgery were those refractory to treatment and the control
patients were those with non-stricturing colon cancer requiring
removal. At the moment of the colonoscopic or surgical procedure,
19 UC (54.2%) and 12 CD (41.4%) patients were active according to
endoscopic Mayo score >2 and SES-CD score >6, respectively. For
each group, 17.1% UC (6/35) and 27.6% CD (8/29) patients did not
receive any medication and the predominant treatment consisted
of 5-aminosalicilic acid (5-ASA) in 62.8% UC (22/35) and 37.9% CD
(11/29) of patients. Although the low number of patients receiving
a specific medication did not allow for statistical evaluation, the
groups showed similar values for analyzed intestinal and serum
TLR2.

Blood specimens were collected just before colonoscopy
or surgery to determine serum sTLR2 levels. For total TLR2
determination in intestinal mucosa, biopsies were immedi-
ately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 C until
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analysis. For detection of sTLR2 production, organ culture biop-
sies were incubated in RPMI media containing 5% fetal caif
serun, 1001UfmL penicillinfstreptomicin, 50 pg/ml gentamicin
and 501U{mL amphotericine B. Cultures were maintained in a 5%
CO, humidified incubator at 37 °C.

Preparation of lamina propria mononuclear cells (LPMCs) from
intestinal mucosa

LPMCs were isolated from surgically resected intestinal tissue
using enzymatic techniques as previously described {Kobayashi
et al, 2007). Briefiy, dissected mucosa was incubated with Hank's
balanced salt solution (HBSS, Gibco, Carlsbad, CA, USA) supple-
mented with 1mM dithicthreitol (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA). The mucosa was then incubated in HBSS (Gibco,
Carlsbad, CA, USA) containing 1 mM EDTA (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) and incubated for 1h in RPMI culture
medium (Thermoscieatific Hyclone, South Logan, UT, USA) with
1 mg/mL type IV collagenase and 1 mgfmL DNase I {Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, USA). The cellular fraction was pel-
leted and separated twice through 40% isotonic Percoll solution,
and cells were centrifuged over Ficoll-Hypaque density gradi-
ent (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Viable LPMCs population
was determined by negative staining of propidium icdide by
flow cytometry, Finally, the cell population that corresponded to
LPMCs was cultured in RPMI mediuvm containing 100 1U/mL peni-
cillinfstreptomicin, 50 pg/mL gentamicin and S01UfmL ampho-
tericine B and maintained in a 5% €O, humidified incubator at
37-C.

Flow cytometric analysis

Specific antibodies against CD33, TLR2 and isotype-matched
control antibodies were purchased from eBiosciences (San Diego,
CA, USA}. Monoclonal antibodies for CX3CR1 and isotype-matched
antibody were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA).

For cell staining, 3 x 10° freshly isolated cells were incubated
with fluorescent-conjugated specificantibodies against CD33, TLR2
or CX3CR1, or isotype-matched antibodies for 30min on ice. Cell-
surface fluorescence intensity was assessed using a FACSCalibur
analyzer and CellQuest software (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA)

RNA isolation and amplification by RT-PCR

Total RNA was isolated from colonoscopic biopsies using Trizol®
Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) followed
by treatment with TURBO DNase I (Ambion, Austin, TX, USA) and
reverse transcribed using Affinity Script (Stratagene, La Jolia, CA,
USA). PCR amplifications were carried out using Paq 5000 DNA
polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, USA) and 250 nM of each spe-
cific primer for human TLR2 (fwd: 5-AACCGGAGAGACTTTGCTCA-
3F; rev: 5-GGGAGGCATCTGGTAGAGTC-3') and human riboso-
mal RNA 18S (fwd: 5-GTGGAGCGATTTGICTGGTI-3'; rev; 5
CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG-3")in atotal volume of 25 gL Each PCR
amplification was performed in a Swift Maxi Thermal Cycler (ESCO
Technologies, Hatboro, CA, USA) using the following conditions:
initial denaturation at 95°C for 10min; 35 cycles at 94°C for 30s,
39°Cfor 455 and 72°C for 45 s; and a final elongation step at 72°C
for 10min. TLR2 amplified products were resolved in agarose gels
and digitalized images were analyzed by optic densitometry anal-
ysis using Gel-Pro Analyzer 4.5 software (Media Cybermnetics, Inc.,
USA). The values were normalized to 185 and expressed as relative
arbitrary units,

Quantification of TLR2, FKN, sTLR2 and cytokines levels by
intestinal mucosa and LPMC

Levels of TLR2 and FKN were determined using commercial
enzyme-linked inmuno-sorbent assay (ELISA) kits (DuoSet, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). The sensitivity and specificity
of the TLR2 ELISA was calculated, and the detection limit was
66 pgfml, We also determined the minor dilution of the standard
curve in the linear range, and this value was 62.5 pg/ml. Levels of
TNF-we and IL-10 were also determined by ELISA (eBioscience, San
Diego, CA, USA).

For biopsy analysis, protein extracts were obtained by homoge-
nization usinga low-detergent lysis buffer (LDB: 20 mM Tris HCl pH
7.5, 2mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.5% Triton X-100) supplemented
with a protease inhibitor cocktail (Complete mini, Roche Applied
Sciences, Indianapolis, IN, USA) and subsequent disruption by son-
ication. Content of total intestinal TLR2 and FKN, as well as sTIR2
and cytokines, was adjusted to the total protein concentration in
the mucosa sample or organ culture biopsy, determined by Brad-
ford assay (Biorad, Hercules, CA, USA) and expressed as ng/mg of
total protein.

For conditioned media analysis, supernatant from organ culture
biopsies and LPMCs obtained after centrifugation was filtered by
0.22 pm pore to eliminate cellular debris and concentrated about
20 times using an 10kDa exclusion column (Amicon ultra-4, Mil-
lipore, Billerica, MA, USA). The final concentration of sTLR2 was
calculated, adjusting the concentration factor.,

Immunoblotting

For TLR2 detection by immunoblot, small pieces of frozen
colonic surgery samples were pulverized on dry ice and solubi-
lized on ice-cold LDB supplemented with Complete Mini Protease
Inhibitor Cocktail tablets (Roche® Applied Science, Indianapolis,
IN, USA). Mechanical breakdown of samples was performed by 5
freeze-thaw cycles (dry ice-room temperature). Protein concen-
traticn was determined by Bradford assay (BioRad, Hercules, CA,
USA). Colonic mucosa proteins were separated onto 10% sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis and elec-
trotransferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Non-specific binding was blocked with a solution con-
taining filtered white egg and 5% non-fat milk in TBS (2mM
Tris-HCl, pH 7.6, 13.7 mM NaC(l). Detection of TLR2 was determined
using a goat polyclonal antibody biotin-conjugated hurnan raised
against TLR2 extracellular domain (R&D Systemns, Inc,, USA) fol-
lowed by horseradish peroxidase-conjugated streptavidin (Strep.)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Actin content was also
detected with a specific antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Immuno-reactive bands were visualized with the enhanced
chemioluminescence (ECL) Western Blotting System (Amersham,
Little Chaifront, UK). Densitometry analysis of specific bands from
scanned-ray films were performed using Gel-Pro Analyzer 4.5
software (Media Cybernetics, Inc., USA). TLR2 intensity were nor-
malized to actin and expressed as relative arbitrary units.

Specificity of TLR2 detection was performed by a competition
assay with recombinant protein of the extraceliular domain of TLR2
{rh-TLR2; R&D Systems, Inc., Mineapolis, MN, USA).

Tissue detection of TLR2 and macrophage marker

Immuno-histochemical analyses were perforrned on formalin-
fixed paraffin-embedded tissue of colon biopsies from IBD patients
and controls. Serial sections (3 pm) of paraffin-embedded tissue
were mounted on positively charged glass slides, deparaffinized,
rehydrated and stained following the immuno-peroxidase method
of Ultravision-LP Large Volume Detection System HPR polymer
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(Thermo scientific, Waltham, MA, USA). Briefly, sections were incu-
bated with Ultra V Block solution (Thermo scientific, Waltham, MA,
USA) and were then incubated with the specific primary antibodies:
mouse anti-human CD68 (PG-MT1; IgG3; Dako, Glostrup, Denmark),
mouse anti-human TLR2 (TLR 2.1; IgG fraction; Abcam, Cambridge,
UK) or isotype control (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The sam-
ples were then treated with Primary Antibody Enhancer (Thermo
scientific, Waltham, MA, USA), washed and incubated with Ultra-
vision ONE HRP Polymer (Thermo scientific, Waltham, MA, USA).
Diaminobenzidine (DAB)-chromogen was added to the samples,
and counterstained with hematoxylin Harris (Thermo scientific,
Waltham, MA, USA) before mounted with Eukitt (EMS, PA, USA)
for further examination under a light microscope.

Images were digitalized (Cool Snap-Pro CF, Half Cybernetic, USA)
and analyzed morphometrically (Image Pro-Plus, Media Cyber-
netics, Bethesda, MD, USA). Macrophage marker expression was
evaluated in two different mucosal locations: the upper and lower
part of the lamina propria. The immuno-reactivity was based on
color detection and expressed in wm?, as previously described
(Gonzalez et al. 2007).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5 soft-
ware (La Jolla, CA, USA). The Kruskal-Wallis non-parametric test
was applied to define differences in TLR2, FKN, cytokines and
STLR2 levels among the three groups included in the study. Fur-
ther comparisons of all pairs of groups were performed using
Bonferroni-Dunn'’s test. Comparison of two groups was performed
using the Mann Whitney test. Association analysis was conducted
using Spearman’s correlation coefficient (r). For each statistical test,
P values <0.05 were considered significant.

Results
TLR2 variants in intestinal mucosa from IBD patients

Soluble TLR2 is released by placental tissue (Dulay et al. 2009).
To evaluate the production of sTLR2 by intestinal mucosa, organ
culture biopsies from IBD and control patients were incubated for
24h in culture media and detected by ELISA in the supernatant.
The median values of sTLR2 accumulation in conditioned media
were 0.48, 1.44 and 0.36 ng/mg for control, UC and CD, respectively
(Fig. 1A). The mucosal explants from UC patients produced signifi-
cantly higher levels of sTLR2 than CD and control patients (P<0.05)
(Fig. 1A).

To contrast the levels of sTLR2 released into the culture media
with the initial content of TLR2 in the intestine of IBD patients,
biopsies taken from patients were analyzed by ELISA. Median val-
ues of total mucosal TLR2 levels were 0.37, 0.92 and 0.71 ng/mg for
controls, UC and CD, respectively. Comparison of median values of
total intestinal mucosa TLR2 levels showed a significant difference
between UC and controls (P<0.05) (Fig. 1B).

We next evaluated the protein levels of TLR2 in colonic mucosa
of patients with IBD and controls by immunoblot and optical den-
sity (Fig. 1C, left panel). Median values of full-length TLR2 variant
(97 kDa) were 0.31, 0.60, and 0.24 arbitrary units (a.u.) for controls,
UC and CD, respectively. The band intensity in mucosal tissues was
significantly higher in UC compared to controls and CD (P<0.05)
(Fig. 1C), although a high dispersion of TLR2 content was observed
in UC patients as reflected in the representative immunoblot.
The detection specificity of TLR2 was confirmed by incubation of
the transferred intestinal proteins with streptavidin-HRP alone
or anti-TLR2 in combination with recombinant human extracel-
lular domain of TLR2 (rhTLR2). We consistently detected a specific
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Fig. 1. Intestinal mucosa from UC patients produce high levels of sTLR2. (A) Release
of sTLR2, determined by ELISA in conditioned media of organ culture biopsies from
IBD and control patients cultured ex vivo for 24 h. sTLR2 release, normalized to total
protein content of each explant, was significantly higher in UC patients compared
to control and CD patients groups (*P<0.05). (B) Total TLR2 level in intestinal biop-
sies was determined by ELISA in protein extracts from control, UC and CD biopsies
and normalized to total protein content. UC patients show higher TLR2 levels in
comparison with control subjects (*P<0.05). {C) TLR2 detection, by immunoblot,
in colonic mucosa from control, UC and CD patients. A representative figure shows
the expression of full-length TLR2 (97 kDa) and actin (42 kDa), as a loading control
(Upper panel). The lower plot shows optic densitometric analysis of TLR2 relative
to actin (TLR2/actin). Relative TLR2 expression was significantly higher in UC com-
pared with control and CD patients (*P<0.05). The lower right figure shows the
specificity of the immuno-blot assay. Unspecific binding of the detection system
(Strept.) is observed in lane 1. A recombinant protein of the TLR2 (rhTLR2) was used
for a competition assay (lane 3). The arrow shows the specific band of TLR2 (97 kDa,
lane 2). (D) The expression of TLR2 mRNA was detected by RT-PCR in intestinal
mucosa from [BD patients. A representative figure shows the amplified products for
TLR2 and rRNA 18S (290 bp and 200 bp, respectively). Relative expression of TLR2
was measured by optic densitometry and normalized to rRNA 18S (TLR2/18S). No
significant difference was found among groups. a.u., arbitrary units.

97 kDa immunoreactive band that may be the TLR2 full-length vari-
ant according to the theoretical molecular weight (Fig. 1C, lower
right gel).

To assess whether the high content of TLR2 in UC patients
was related to elevated gene expression, TLR2 transcripts were
analyzed by RT-PCR in colenoscopic biopsies of intestinal mucosa
(Fig. 1D). Although there were no statistically significant dif-
ferences in TLR2Z mRNA content among groups, there was a
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Fig. 2. Serum sTLR2 levels are increased in IBD patients. (A) Serum sTLR2 content was quantified by ELISA in samples from UC and CD patients as well as control individuals.
Significant differences were found in serum sTLR2 content from CD patients compared to controls (*P<0.05). (B) Analysis of serum sTLR2 and total intestinal TLR2 levels
in UC patients according to activity scores. Distribution of serum sTLR2 and total intestinal TLR2 levels in UC patients according to the 4-rank Endoscopic Mayo Activity
Score (A and C) (activity: 0=inactive; 1=mild; 2 = moderate; 3 =severe). Data are represented as median and percentiles (25th-75th). Serum sTLR2 levels among UC patient
sub-groups tend to be inversely related to activity scores. Total intestinal TLR2 levels are directly associated with activity scores. (C) Correlation analysis of total intestinal
TLR2 and serum sTLR2 levels for control, UC and CD patients. Trend lines, Spearman’s rank correlation coefficient (r) and significantly different values (P) for each group are

shown. A significantly negative correlation was found for UC patients (*P=0,029).

trend toward higher levels in the UC patients (Fig. 1D, lower
graph).

Detection of sTLR2 in serum of patients with IBD

Soluble TLR2 has been previously identified in human plasma,
breast milk, saliva as well as amniotic fluid (Dulay et al. 2009;
Kuroishi et al. 2007; LeBouder et al. 2003: Srinivasan et al. 2008).To
assess whether changes in total TLR2 content in intestinal mucosa
were reflected in the periphery, serum TLR2 levels were measured
by ELISA in IBD and control patients. We found that median values
of serum sTLR2 were 101.3, 192.6 and 197.4 pg/mL for control, UC
and CD patients, respectively. The comparison of the sTLR2 levels in
serum in IBD patients were significantly higher than those of con-
trols (P<0.05) (Fig. 2A). When the serum and intestinal TLR2 levels
were analyzed according to the endoscopic activity indexes in UC
patients, there were no statistically significant differences between
those in an active or inactive state (Fig. 2B). However, a trend
toward a decrease in serum sTLR2 levels and increase in mucosa
total TLR2 content was seen in relation to the activity scores. More-
over, when a correlation analysis was performed for intestinal total
TLR2 and serum sTLR2 content, we observed that only the UC group
presented a significant inverse relationship between the variables
(r=-0.49, P=0.025) (Fig. 2C).

TLR2 and CD68 distribution in colonic mucosa tissue from IBD
patients

Due to the high TLR2 levels observed LPMC in IBD (Cario
2008; Hausmann et al. 2002; Tanaka 2008) and the finding that
the CD14"/CD33" macrophage population increases in these dis-
eases (Kamada et al. 2008), we investigated the macrophage
distribution and expression of TLR2 in intestinal mucosa of IBD
and controls patients by immuno-histochemistry. Representa-
tive images of tissue sections show the immuno-detection of
CD68, an intracellular macrophage marker (Supplementary Fig.
1A-C) and TLR2 (Supplementary Fig. 1D-F). Morphometric anal-
ysis of CD68 distribution in the upper and lower part of the
lamina propria showed a significantly higher immuno-reactivity
in colonic sections of UC and CD in comparison to controls
(Supplementary Fig. 1G). Moreover, TLR2 immuno-reactivity was
increased in both regions of the intestinal lamina propria of UC
and CD patients in comparison to controls (Supplementary Fig.
1H). TLR2 reactivity was significantly increased in UC and CD
compared to controls (Supplementary Fig, 2H) (P<0.05). Finally,
the histopathological aspect of UC (Supplementary Fig. 1B and E)
and CD (Supplementary Fig. 1C and F) samples showed edema-
tous mucosa, numerous inflammatory cells in the lamina propria,
deep ulceration of the mucosa and loss of normal integrity of
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Fig. 3. CD33*/TLR2* population is increased in LPMCs from UC patients. (A) LMPCs purified from IBD patients and control individuals were cultured ex vivo for 24h. The
release of sTLR2 (left), TNF-cx and IL-10 (right) into the culture supernatant was assayed by ELISA. The sTLR2 production was significantly higher in UC compared with
controls (*P<0.05). For TNF-a, a significantly increased production was observed in CD compared to controls (*P< 0.05). No differences were determined for 1L-10 levels. All
concentrations are shown as means - SE. (B) Characterization of the purified LPMCs was carried out by FACS. The percentage of CD33*[TLR2* cells present in controls and
UC-purified LPMCs are shown in the left panel. This cell population is augmented in UC compared to controls (*P<0.05). Representative dot-plots for two UC patients (UC1
and UC2) and a control subject are shown in right panel. (C) The expression of FKN receptor, CX3CR1, was analyzed in the CD337/TLR2* population by FACS. The percentage
of CD33*TLR2*CX3CR1* cells is increased in UC compared to controls, (*P< 0.05). (D) FKN level in intestinal mucosal biopsies from control and UC patients were assayed by
ELISA. FKN concentration is significantly higher in UC compared to controls (*P<0.05).

intestinal tissue. A loss of goblet cell content and focal superficial
erosion was mainly observed in UC patients (Supplementary
Fig. 1B and E).

Production of sSTLR2 by mononuclear cells of intestinal mucosa is
increased in UC patients

We have observed that mucosa explants from UC patients
release higher amounts of sSTLR2 (Fig. 1A), TLR2 content is increased
inlamina propria (Supplementary Fig. 1H), and LPMCs express high
levels of TLR2 in IBD (Hausmann et al. 2002). Given the preceding,
we aimed to characterize whether LPMCs are a principal source of
the soluble receptor variant. We determined the accumulation of
STLR2 in the conditioned media of LPMCs cultured ex vivo. Mean
values of sTLR2 levels in LPMCs conditioned media were 7.7, 52.7
and 16.0 pg/108 cells for control, UC and CD patients, respectively
(Fig. 3A, left panel). In addition, we found significant differences

between UC and control patients (P<0.05) but not between CD
and the control group. Moreover, when evaluating the release of
an inflammatory cytokine into the culture media of LPMCs, we
found that mean values of TNF-« content in the conditioned media
were 1.0, 5.7 and 15.6 pg/10° cells for control, UC and CD groups,
respectively, with a statistically significant difference between CD
and control LPMCs (P<0.05) (Fig. 3A, upper right). When evaluating
the content of IL-10 in the conditioned media of LPMCs, no differ-
ence among the groups was seen in the anti-inflammatory cytokine
production (Fig. 3A, lower right).

As we determined that the higher production of STLR2 was
related to LPMCs obtained from UC patients, we then charac-
terized the CD33" cells present in the intestinal-purified LPMCs
co-expressing TLR2. Given their potential role as a prevalent cel-
lular source of sTLR2, we determined the TLR2 expression in this
cell population by FACS analysis. CD33 was evaluated as a marker
for intestinal monocytic cells, as previously done in several routine
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isolation protocols from the colon (Junker et al. 2009; Kobayashi
etal.2007; Rogler et al. 1998). It would not have been convenient to
use another macrophage marker, such as CD68, in flow cytometric
analysis as the permeabilization steps performed for intracellular
labeling lead to loss of cells and increase in cellular debris (Rogler
et al. 1998). Although the CD33 protein is also expressed in gran-
ulocytes, the different gradient procedures performed for LPMCs
isolation might allow us to obtain a highly pure cell population
(Bull and Bookman 1977; Rogler et al. 1998). CD33* cells were
found in UC and control patients, as shown in the representative
figure (Fig. 3B, right panel). The highest percentage of TLR2*/CD33*
cells was seen in the LPMCs from UC patients compared to the other
groups (P<0.05) (Fig. 3B). Median values of TLR2* /CD33* cells were
2.10and 12.55% for control and UC patients, respectively. Moreover,
TLR2 expression is mainly restricted to CD33* cells, as shown in the
representative dot-plots (we included two UC patients to demon-
strate the distribution of the data shown in the bar graph) (Fig. 3B).
Thus, we found that 92.6% of the TLR2* cells in LPMCs obtained
from UC patients were CD33* suggesting that a high proportion of
the mononuclear cells expressed TLR2.

Expression of CX3CR1" in the CD33*/TLR2" cells from UC patients

Due to the increased content of the chemokine FKN in the
inflamed mucosa from patients with IBD (Kobayashi et al. 2007)
and the crucial role of its receptor, CX3CR1, in macrophage recruit-
ment into the intestine (Kostadinova et al. 2010), we determined
whether the CD33*/TLR2" LPMCs population purified from UC
patients expressing CX3CR1. CD33*/TLR2*/CX3CR1* cells was sig-
nificantly higher in UC compared to the control group (P<0.05). We
found that 15.6% of the CD33*/TLR2* cells were CX3CR1*, mean-
ing that CD33*/TLR2*/CX3CR1" cells from UC patients increased
2.5-fold as compared to controls (Fig. 3C). Moreover, total FKN pro-
tein content in intestinal mucosa biopsy extracts was also higher in
UC than controls, with median values of 1176.0 and 616.3 pg/mg,
respectively (P<0.05) (Fig. 3D). These data are related to the higher
percentage of CX3CR1*/TLR2*/CD33" macrophages found in UC
patients.

Discussion

In this work, we showed for the first time elevated production
of sTLR2 by LPMCs from UC patients and an increase of a specific
CD337/TLR2" cell population in the lamina propria in comparison
to controls.

TLR2 has been previously associated with IBD pathogenesis
(Pierik et al. 2006) and has been shown to be increased in a cell
population present in the lamina propria (Cario 2008: Cario and
Podolsky 2000; Hausmann et al. 2002; Szebeni et al. 2008; Tanaka
2008). We found that expression of total TLR2 was significantly
increased in intestinal mucosa from UC patients in comparison to
CD and controls, although the expression of TLR2Z mRNA was not
significantly different among groups. While this finding may appear
contradictory, similar observations were reported in Sjogren Syn-
drome for BP230 protein levels (Gonzalez et al. 2011). According to
these studies, in Saccharomyces, a difference between relative tran-
scription and translation efficiency has been documented (Tuller
et al. 2007), suggesting that the cell preserves a global equilibrium
between the processes. The translation efficiency can be modulated
by several factors which contribute to the translation process as
seen in medulloblastoma cells (Vogel et al. 2010).

We next demonstrated a significant increase in constitutive pro-
duction of sTLR2 in conditioned media of organ culture biopsies
from UC patients. Different cellular sources of the sTLR2 vari-
ant might contribute to the accumulation in cultured media of

organ culture biopsies, such as resident cells and immune cells that
infiltrate the mucosa: macrophages, dendritic cells, mast cells and
lymphocytes (Kamada et al. 2008; Nishida et al. 2002): neverthe-
less, sTLR2 production has been directly associated with monocytic
cells (LeBouder et al. 2003). The molecular mechanism that gen-
erates this TLR2 regulatory protein may not involve alternative
splicing (LeBouder et al. 2003). Our results suggest that the molec-
ular origin of the high accumulation of sTLR2 found in conditioned
media of mucosa explants from UC patients is a consequence of a
post-translational modification of the surface TLR2 present in high
levels in LPMCs isolated from these patients.

The increase in circulating sTLR2 might reflect a defective reg-
ulation of the innate immune response in IBD patients. Increased
levels of sTLR2 in serum are inversely associated with the produc-
tion of sTLR2 by mucosa explants of CD patients, suggesting that
the source of circulating sTLR2 might be associated with cells from
the periphery expressing high levels of surface receptor (Campos
et al. 2011). On the other hand, for UC patients, increased levels
of sTLR2 in serum are inversely associated with the activity of the
disease: patients with a higher activity score have the lowest sTLR2
levels. Similar observations were reported for the soluble receptor
for advanced glycation endproducts (RAGE) that is decreased in the
serum of patients with juvenile idiopathic arthritis and inversely
correlates with disease activity and S100A12 levels (Viswanath
et al. 2011). However, the activity of UC is directly associated with
a higher content of total TLR2 in intestinal mucosa that is also
reflected in an increased production of sTLR2 by organ culture biop-
sies. This trend in TLR2 levels in intestine and serum explains the
inverse correlation that we have seen and indicates that the sTLR2
variant might be a regulator of local inflammation in UC patients.

TLR2 has been attributed with non-immune functions such as
maintenance of intestinal homeostasis and protection from direct
epithelial injury, likely by production of several factors (heat-
shock proteins, TNF, IL-6 and KC-1) (Rakoff-Nahoum et al. 2004)
involved in cytoprotection and tissue repair as KGF-1 (Putnins et al.
2002), KGF-2 (Sanale et al. 2002), TGF1 (van Tol et al. 1999) and
VEGF (Li et al. 2001; Zheng et al. 2002). Many of these factors
are important in protection from gut injury (Podolsky 1999). In
a deficient-TLR2 mouse model, major damage in the mucosa was
observed after chemically-induced colitis, suggesting that the TLR2
signaling pathway might promote mucosa healing and protection
(Rakoff-Nahoum et al. 2004). As there is an excess of sTLR2 in
UC, the receptor signaling pathway might be partially abolished,
impairing mucosal healing and tolerance, processes that are absent
in UC.

In an attempt to dissect the system and to make a closer approx-
imation of the possible cellular source of sTLR2, we found that the
LPMCs obtained from UC patients produced elevated levels of the
soluble receptor. A high percentage of TLR2* mononuclear cells
present in the lamina propria cells were also CD33*, suggesting
that this cell population likely corresponds to the same described
in CD patients by other authors (Kamada et al. 2008). A consistent
increase in TLR2 associated with monocyte/macrophages might be
related to the change in intestinal tolerance and/or loss of mucosa
integrity that occurs in IBD. In line with this, we observed an
increased production of TNF-ac by LPMCs cultures in CD in compari-
son with control patients, as has been previously reported (Kamada
et al. 2008). In relation to IL-10, this cytokine has a tendency to
increase in UC, and the resulting ratio between these cytokines
might reflect a differential inflammatory environment between the
diseases. Monocytic cells present in UC have a distinctive inflam-
matory profile due to production of soluble factors that might add
a new characteristic differentiating both diseases. These cells are
involved in increased production of sTLR2 in UC, an observation
that strengthens the disparity between the diseases, in particular
the source of soluble pro- as well anti-inflammatory molecules that
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might contribute to a more superficial or deeper injury in UC and
CD, respectively. This concept is reinforced by the observation that
additional soluble molecules, such as sST2, have been differentially
detected in the pathologies (Beltran et al. 201 0).

IBD is characterized by intestinal infiltration by pro-
inflammatory cells. Evidence suggests that resident differentiated
macrophages have a lower proliferative capacity (van Furth et al.
1979) and the increase in CD68"* cells might be a consequence of
their influx from the periphery (Rugtveit et al. 1994). In the present
study, we demonstrated that the percentage of CD33*/TLR2*
cells expressing CX3CR1 is increased in LPMCs of patients with
UC that most likely correspond to the cells reported previously
in CD (Kamada et al. 2008). Moreover, the total FKN content
in intestinal mucosa is also increased in UC, suggesting that
this chemokine-receptor interaction might be involved in the
increased recruitment of mononuclear cells into the mucosa.
Participation of the FKN/CX3CR1 axis in the intestinal infiltration
by macrophages was documented in mice subjected to colitis and
further treated with a neutralizing antibody raised against FKN
and in CX3CR1 deficient mice subjected to colitis. The severity
of the colitis was alleviated in both animal models (Kostadinova
et al. 2010; Nishimura et al. 2009), indicating a relevant role of
the FKN/CX3CR1 pathway in intestinal inflammation leading to a
colitis phenotype.

In conclusion, we postulate that the inflammatory response that
characterizes the UC disease favors the increased production of the
STLR2 that has been shown to be a negative regulatory factor of the
innate immune system. Even though more experiments need to be
done to elucidate the role and the mechanism involved in sTLR2
production from intestinal macrophages as well as the contribu-
tion of soluble variants of other TLRs to immune surveillance of the
intestinal mucosa, our results suggest that there is a differential
regulation of the mucosal immune response in UC and CD.
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