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RESUREN

I.as  enfemedades  inflamatorias intestinales q=H)  se caracterizan por presentar

una  respuesta  irmune  intestinal  exngerada  frente  a  los  antigenos  de  la  dicta  o  a  la

microbiota. Entre  las EII destacan  la colitis ulcerosa (CU)  y la enfermedad de  Crohn

(EC).

Ia  respuesta  inflamatoria  comprende  la  activaci6n  de  vias  de  sefializaci6n

intracelulares asociadas con los receptores de tipo ro/J (rLRs) los cuales, al reconocer

su ligando especifico, desencadenan la expresi6n 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 fas 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 activaci6n de la via del TLR2 disminuye la inflamaci6n en un modelo murino

de CU, promoviendo un estado de protecci6n de ]a barrera epitelial intestinal.

Diversos  mecanismos  regulatorios  negativos  de  las  vfas  pro-inflamatorias  han

sido descritos, los cunles evitan el dafio tisular producido por la inflamaci6n exacerbada.

Uno  de  estos  mecanismos  comprende  la  generaci6n  de  receptores  solubles,  los  que

compiten con el receptor de membrana por el mismo ligando,  inhibiendo la activaci6n

de  la sefializaci6n intracelular. Las variantes  solubles del TI,R2 humano  (sTLR2) han

sido identificadas en plasma,  Ieche matema,  saliva y liquido amni6tico.  El papel anti-

inflamatorio  de  sTLR2  ha  sido  determinado  I.#  v7.fro,   donde  c6lulas  incubadas  con

plasma depletado de sTLR2, aumentaron la producci6n 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  electrofor6tica de  las  bandas  inmunoreactivas  de TLR2,  se

utiliz6 la linea celular monocitica TIIP-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  ®<

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 relaci6n a los otros grupos. Sin embargo, en las

muestras  de plasma humano  no  se  observaron  diferencias.  Por bltimo,  los  niveles  de

TNF-ti e IL-10, marcadores de la respuesta pro- y anti- inflanatorias, respectivamente,

no presentaron diferencias entre los grupos analizados.

En conclusion, la producci6n diferencial de TLR2 en pacientes con CU respecto

a EC, podria contribuir al conocimiento de la fisiopatologi'a de estas enfemedades y ser

de utilidad para su diagn6stico y tratamiento.
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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 trigger 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 z'» v7.fro,  where cells

incubated with sTLR2-depleted plasma, increased the production of pro-inflammatory

cytokines in comparison to those incubated with normal plasma.

The  air  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 inmunoblot and ELISA. To

validate the electrophoretic mobility of TLR2 inmunoreactive 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, Durm post-test).

Sinilarly, 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-tt  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 useful for diagnosis and treatment.
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-ODUccldN

1.- EI sistema immune

En   los   seres   vivos   el   sistema   encargado   de   la   defensa   frente   a   algin

microorganismo  o  sustancia  extrafia  es  el  sistema  inmune,  el  cual  comprende  dos

respuestas: Ia innata y la adaptativa.

La  respuesta  immune  innata  es   la  mds  ancestral  y  esta  presente  tanto  en

invertebrados  como  en  vertebrados.  Esta  se  activa  inmediatamente  por  el  hospedero

frente a alguna agresi6n, tat como un organismo pat6geno, extendiendose hasta 12 horas

post-infecci6n.  La respuesta inmune innata se manifiesta de  la misma forma frente  a

infecciones  repetitivas,  lo  cual  indica  que  no  presenta  memoria.  Esta  respuesta  esta

representada por las  barreras  fisicoqufmicas,  tales  como  el  epitelio  y  la piel,  factores

solubles ®roteinas del complemento, citoquinas y proteinas antimicrobianas), y celulas,

tales  como  fagocitos  (macrdfagos,  neutr6filos  y  c6lulas  dendriticas  (DC))  y  c6lulas

asesinas   naturales   aqK).   I.as   c5lulas   de   la   inmunidad   irmata   poseen   receptores

expresados constitutivamente, los receptores de reconocimiento de patrones ¢RRs), que

reconocen estructuras  comunes  a varios  grupos  de pat6genos,  o  patrones  moleculares

asociados a pat6genos ¢AMPs). Los PArms se encuentran altamente conservados, ya

que  son  esenciales para  la sobrevida de  los  pat6genos,  destacando  el  lipopolisacarido

(LPS), el peptidoglicano a'G), el DNA bacteriano y el RNA de doble hebra (dsRNA)

(Akira, Uematsu et al. 2006).

La respuesta immune adaptativa se encuentra solo en vertebrados mandibulados y

es una respuesta tardia que se desarrolla un dia post-infecci6n, manifestindose desde el

tercer al  quinto  dia.  La respuesta  adaptativa esta  orquestada por  dos  tipos  de  c5lulas

especializadas, los linfocitos T qT) y los 8 a,B). Los recaptores de los LT (TCR) y de

los  LB  (BCR)  abarcan un  anplio repertorio.  Cada  linfocito  posee un  rinico  reeeptor

producido  por  recombinaci6n  somatica,   que  reconoce  un  determinado   epfrope  del

antigeno (Ag). Los Ags son procesados por las DC, o por las c6lulas presentadoras de

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



mayor de histocompatibilidad Q4IIC). El peptido antig6nico es presentado a los LT en

los 6rganos linfoides secundarios, donde los Ags seleccionan s6lo un clon de linfocitos.

Este   proceso   de   selecci6n   clonal  promueve  la  activaci6n  del   LT  y  su  posterior

proliferaci6n  y  diferenciaci6n.  I,a  diferenciaci6n  de  los  LT,  produce  tanto  celulas

efectoras como de memoria. Las primeras se encargan de eliminar el agente extrafio y

las   celulas   de   memoria   acthan   frente   a   una   exposici6n   posterior   del   mismo,

producichdose  una  respuesta  adaptativa  mas  rdpida  y  aumentada  @elves  and  Roitt

2000).

La irmunidad innata y la adaptativa forman parte de un sistema integrado. La

inmunidad  innata  es  necesaria  para  la  activaci6n  y  condicionamiento  del  tipo  de

respuesta adaptativa.  Ambas  estin  coordinadas  para activarse  s6lo  frente  a  sustancias

extrafias  y mantener  la tolerancia  frente  a  los  propios  antigenos  (de  Souza,  Mesquita

Junior et al. 2010).

2.- El sistema immune intestinal y la mantenci6n de la homeostasis

El  sistema  immune  intestinal  esti  constantemente  expuesto  a  canbios  fisicos,

quinicos   y   microbianos   provocados   por   los   Ags   de   la   dicta,   tales   como   los

microorganismos  sinbi6ticos  que  habitan  la mucosa  intestinal  (MCGuckin,  Eri  et  al.

2009).   La  mantenci6n  de   las  condiciones   intestinales  necesarias  para  un  correcto

funcionamiento  del  sistema  intemo,  u homeostasis,  es  consecuencia  de  rna respuesta

immune capaz de reaccionar s6lo frente a aquellos microorganismos patogchicos,  y no

frente a los Ags de la dicta o los microorganismos comensales o beneficiosos (Takahashi

2010).

Estructuralmente,    el    intestino   posee   en    su   superficie   luminal    mhltip]es

vellosidades, que a su vez foman invaginaciones, denominadas criptas. Las vellosidades

permiten aumentar la superficie y el drea de contacto, aumentando asi la absorci6n de

nutrientes  en  el  intestino  delgado,  y  de  vitaminas  y  agua en  el  intestino  grueso.  Las

vellosidades  estin  constituidas  por  una  monocapa  de  ctlulas  epiteliales  intestinales

(CED  altamente  polarizadas  y  estructurndas.  Esta  conesponde  a  la  prinera  barrera



celular del intestino, cuya integridad es crucial para el mantenimiento de la homeostasis

intestinal OrcGuckin, Eri et al. 2009).

Las CEI secretan rna densa capa de mucus que recubre toda la superficie de las

vellosidades y criptas. El mucus es una banera fisicoquimica compuesta principalmente

por glicoproteinas tales como las mucinas, las cuales presentan funciones de hidrataci6n

y  lubricaci6n.  Ademds  de  moleculas  opsonizantes,  tales  como  las  inmunoglobulinas

ags) del tipo A, G y h4 y de p6ptidos trefoilos (del ingl5s Ire/oi.0, tales como lTF3AIF,
1os cuales estimulan la reparaci6n del  epitelio.  Tambien hay pdytidos  antimicrobianos

(defensinas,  catelisidinas,  y lisozimas)  y lectinas del tipo-C  (Abraham and  Cho 2009;

MCGuckin, Eri et al. 2009). La capa de mucus comprende una capa extema densa de 700

prm de espesor, y rna capa intema, de menor espesor. I.a capa extema esth compuesta

por    p6ptidos    antimicrobianos    diluidos    que    tienen    contacto    directo    con    los

microorganismos  intraluminales.  La capa intema,  a su vez es mucho mss adherente y

enriquecida  en  p5ptidos  antimicrobianos,  ademds  es  esferil  en  condiciones  normales

(Atuma, Strugala et al. 2001).

Para el manteniniento de la banera epitelial, es fundamental la integridad de las

uniones intercelulares, tales como las uniones estrechas, que sellan el espacio entre las

CEI,   y   las   uniones  de  tipo  hendidura   (del   ingl5s  grp),   las   cuales   establecen   la

comunicaci6n intracelular permitiendo el paso de pequefios metabolitos y regulando la

proliferaci6n  y la diferenciaci6n celular (Cario,  Gerken  et al.  2004;  Ey,  Eyking et al.

2009).  Ademds  de  producir  el  mucus,  las  CEI  secretan  citoquinas  que  controlan  la

colonizaci6n microbiana y la respuesta. inmune. Existen varios subtipos de CEI, entre los

cuales destacan las celulas caliciformes, Ias que producen el lnucus y los p6ptidos que

mantienen la capa epitelial; las celulas de Paneth las cuales son productoras de peptidos

antimicrobianos (a-defensinas y lectinas); y por tiltino  las c6lulas M,  que permiten la

fagocitosis de pat6genos al interior del lumen y la transcitosis celular (Abraham and Cho

2009; MCGuckin, Eri et al. 2009).

Entre las c6lulas epiteliales es posible encontrar algunos LT especializados Q`TKT

y y/8), c6lulas NK y las DC, cuyas prolongaciones se extienden entre las CEI detectando

el   contenido   intraluminal  alescigno, Urbano et al. 2001; Cheroutre 2005; Malinarich,



Grabski et al. 2010). Bajo el epitelio se encuentra la lininapropri.a (LP) constituida por

tejido   conectivo   y  por   una  poblaci6n   de   c5lulas   de   la  respuesta   inmune   innata

(monocitos, macr6fagos, celulas NK, DC y mastocitos), y c5lulas de la respuesta immune

adaptativa  a,T  y  LB)  (MCGuckin,  Eri  et  al.  2009).  Cuando  las  DC  detectan  algbn

pat6geno o mol6cula dafiina se activan y migran hacia los 6rganos linfoides secundarios

mesentericos  (las  Placas  de  Peyer  (PP),  los  ganglios  linfaticos  mesent6ricos,  y  los

foliculos linfoides aislados) activando as{ a los LT a.orenz and Newberry 2004). En el

intestino  las CPA @Cs y macr6fagos) poseen la capacidad de promover la tolerancia

bajo  condiciones  normales.  La tolerancia  intestinal  es  mantenida  ademds  por  los  LT

reguladores  qTreg),  los  cuales  son  abundantes  en  la LP,  y  son  capaces  de  seeretar la

citoquina  anti-inflanatoria  EL-10.  Para  el  mantenimiento  efectivo  de  la  homeostasis

intestinal, debe existir un estricto control del balance entre los LT efectores y los LTreg

(Abraham and Cho 2009).

3.- Quiebre de la homeostasis intestinal: enfermedades inflamatorias intestina[es

La  destrucci6n  de  la  barrera  epiteljal  intestinal  expone  de  manera  directa  las

c5lulas de la LP a los Ags intraluminales, activindose una respuesta immune exacerbada,

que  promueve  la  infiltraci6n  de  celulas  inmunes  y  la  inflalnaci6n,   alterindose  la

homeostasis intestinal y desencadenindose un cuadro que caracteriza a las enfermedades

inflamatorias   intestinales   @H).   Las   EII   son   multifactoriales,   influyendo   en   su

patogenesis los factores gen6ticos, el sistema immune del hospedero y el medioambiente

@ourna and Strober 2003; Strober, Fuss et al. 2007).

Las EII son patologias cr6nicas con episodios de crisis y remisi6n, clasificindose

en colitis ulcerosa (CU) y en la enfermedad de Crohn GC). Ambas enfermedades son

consideradas de importancia clinica debido al gran deterioro de la calidad de vida, de su

sintomatologia,  del  elevado  costo  del tratamiento,  y del  riesgo  elevado  de  desarrollar

cancer colorrectal en las personas que la padecen Qussel and Stockbrugger  1996). Los

tratamientos   utilizados   son   paliativos,   entre   los   cuales   se   encuentran   fzrmacos

moduladores     de     la     inflanaci6n     (mesalazina    o    foido    5-    aninosalicflico),



inmunosupresores  (esteroidales y azatioprina)  y anticuexpos  anti-TNF-a.  Sin embargo,

estos finacos pueden llevar a rna evoluci6n clinica desfavorable debido a sus efectos

secundarios q3ouma 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,

iniciindose principalmente entre los 15 y los 30 afros de edad (Abrchan and Cho 2009).

La  CU  y  la  EC  tienen  una  epjdemiologfa  similar  y  comparten  caracteristicas

clinicas  y  patol6gicas,   tales  como   la  diarrea,   a  veces   con   sangramiento   y  dolor

abdominal    a3ouma   and    Strober   2003),    y   manifestaciones    inflamatorias   extra-

intestinales,  tales  como  colangitis  esclerosante  primaria,  espondilitis  anquilosante  y

psoriasis  @emstein,  Wajda et al.  2005).  Sin embargo,  la CU y la EC  presentan una

patogchesis diferencial. En el caso de la CU, la extensi6n de la inflamaci6n es continua,

afectando desde el intestino grueso (o colon) al recto. En cambio, la EC presenta rna

afecci6n de forma intemitente, a modo de parches, de todo el tracto digestivo, desde la

boca  hasta  el  ano,  aunque  son  de  mayor  frecuencia  las  afecciones  del  ileon  (tiltimo

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 aninales de las EII inducidas se producen mediante

la administraci6n de quinicos que irritan la mucosa y producen un dafio agudo en la

barera epitelial, tales como el deido trinitrobenzensulfonico (TNBS) para el estudio de

la EC  y  el  sulfato  de  sodio  dextrano  ass)  para el  estudio  de  la  CU.  I.os modelos

murinos de las EII espontineas, se desarrollan por alteraciones en genes claves para la

mantenci6n de la homeostasis intestinal, tales como la deficiencia en el TFF3 Q4ashino,

Wu et al.  1996), y animales defectuosos en la producci6n de IL-10 (Mchler and Leiter

2002).

Varios  estudios  epidemiol6gicos nan  establecido  asociaciones  gen5ticas  con  la

suscaptibilidad a las EII.  En el caso de la EC  se ham descrito polinorfismos  en genes

codificantes para mol5oulas inmunes innatas, tales como NOD2  (que detecta bacterias

intracelulares) (Figueroa, Peralta et al. 2006; Glas, Seiderer et al. 2010), y en ATG16L1

(componente  del  complejo  de  autofagia)  (Gazouli,  Pachou]a  et  al.  2010).  Asimismo,

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



sefializaci6n de IL-23/Thl7, tales como el receptor de IL-23 (IL-23R) y en IL-12B, nan

sido asociedos a CU y EC (Abraham and Cho 2009).

En  las  EII  existe  una  elevada  infiltraci6n  de  celulas  inmunes,  por  lo  tanto  se

produce un aumento en  los niveles de citoquinas pro-inflamatorias, tales como TNF-c],

IL-lp, IFN-y, y en la vi'a de sefializaci6n de IL-23/Thl7 (ya que el receptor de IL-23 en

las c5lulas Thl 7 induce su diferenciaci6n) (Abraham and Cho 2009). Tambi6n, las EII se

caracterizan  por  un  aumento  de  la  respuesta de  los  LT  efectores  (de  la  subpoblaci6n

cooperadora (Th) CD4+, subtipos Thl, Th2 y Thl 7) que conlleva a rna disminuci6n de

los LTng a3lson, Cong et al. 2005). El tipo de infiltraci6n se diferencia entre la CU y la

EC. En la CU se distingue una inflamaci6n en la capa mds superficial de la mucosa, con

infiltraci6n de linfocitos y granulocitos (neutr6filos, bas6filos y eosin6filos) y p5rdida de

celulas  caliciformes,  que  conduce  a  la  producci6n  de  ulceraciones  y  abscesos.  En

cambio,  en  La EC  el  dafio  es  transmural,  con  afecci6n  de  todas  las  capas  de  la pared

intestinal,  en donde  se presenta rna infiltraci6n  densa de  linfocitos  y macr6fagos,  que

provocan,   en   la  mayon'a  de   los  cases,   el  desarrollo   de   granulomas,   ulceraciones

fisurantes y fibrosis en la submucosa ®ouma and Strober 2003) (Figura I).

Figura I. Dingrama de un corte trausversa] de intestino normal, con colitis u]eerosa

y       con        enfemedad        de       Crohn.       Modificado       de:       http://www.hopkjns-

gi.org/GDL_DiseaseLibrary.aspx?CurrentuDV=3l

El perfil irmunol6gico a nivel periferico permite diferenciar entre la CU y la EC.

La CU se asocia a la respuesta humoral de perfil Th2IThl 7, evidenciado por los niveles

aumentados  de  IL4,  IL-5,  IL-13  e  IL-17. En cambio, en la EC prevalece la respuesta



inmune celular de tipo Thl/Thl7, con secreci6n aumentada de IL-12, TNF-q IFN-y e

IL-17 (Beltran, Candia et al. 2009; Brand 2009).

4.- Receptores de tipo Toll: su |]apel en las enfermedades inflamatorias intestina]es

Los   receptores   de   reconocimiento   de   patrones   o   PRRs   son   receptores

transmembrana que se expresan en c6lulas del  sistema inmune innato y adaptativo, y

reconocen a los patrones moleculares asociados a pat6genos o PAuns. En el intestino,

los PRRs son los primeros en distinguir lo `tropio" de lo "ajeno", por lo tanto, tienen un

papel esencial en la respuesta immune inmediata aiakoff-Nahoum, Paglino ct al. 2004).

Los receptores tipo Toll (TLRs) son un tipo de PRRs relacionados a la proteina roJ/ de

D. ]#e/cz#ogas/er y descubiertos en la decada de los '90, cuyo papel es otorgar protecci6n

contra las infecciones ffingicas qemaitre, Nicolas et al. 1996). AI reconocer un ligando,

los TLRs producen un aumento de la producci6n de citoquinas pro-inflamatorias, las que

a  su  vez  condicionan  la  inmunidad  adaptativa  (Aderem  and  Ulevitch  2000).  En  el

intestino, los TLRs son expresados por monocitos y macr6fagos de la LP,  las DC, las

CEI, los LT efectores, los LTrcg y en menor cantidad por los LB (Cario 2010).

Los TIRs  son  glicoproteinas  de transmembrana de tipo  I,  pertenecientes  a la

fanilia  del  receptor  de  IL-I   (IL-1R),   que  poseen  tres  dominios   (amino-terminal,

transmembrana  y  carboxilo-terminal).  El  dominio  amino-terminal  es  extracelular,  con

repeticiones ricas en leucina a,RR), las cuales determinan la especificidad de uni6n a un

PAMP especffico (Bowie and ONeill 2000). El dominio carboxilo terminal intracelular

es  altanente  conservado,  posee  homo]ogfa  al  dominio  del  IL-lR  denominado  TIR

IToll/IL-1R), y participa en el reclutamiento de proteinas de la cascada de sefializaci6n

(Gay and Keith 1991).

Hasta el momento, diez tipos de TLRs ham sido descritos en humanos. Los TLRs

1, 2, 4, 5, 6 y 10 se localizan en la superficie ce]ular y reconocen principa[mente 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 deidos nucl6icos derivados de

vies  y  bacterias.  Los  TLRs  pueden fomar homo y heterodineros, Io cual aumenta la



probabilidad de uni6n de ligandos (Akira, Uematsu et al. 2006). Posterior a la union de

su ligando, los ThRs reclutan proteinas adaptadoras que contienen un dominio TTR. tales

como MyD88, TIRAP, TRIF y TRAM. MyD88 es adaptador de todos los TLRs, excepto

TLR3, y su union activa la via de las MAP quinasas QIAPKs), tales como ERK, JNK y

p38, activando el factor de transcripci6n NF-idi  e induciendo genes pro-inflamatorios,

tales como TNF-tt e IL-6. La proteina TRIF (adaptador de TLR3 y 4), activa la vi.a de las

MAPKs  y  los  factores  de  transcripci6n  NF-id3  e  RF3/IRF7.  IRF3ARF7  induce  la

expresi6n  de  interferones  de tipo  I  (ITN-cl  e  ITN-P).  Los  TLRs  de  superficie  activan

principalmente    NF-KB,    en    cambio,    los    TLRs    intracelulares    ademds    activan

principalmente RF3/IRF7 afumar, Kawai et al. 2009).

Las mutaciones gen6ticas 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 reparaci6n tisular que se exacerba en animales deficientes en MyD88, TLR2, TLR4

Qckoff-Naloum,  Paglino  et al.  2004),  ThR3  (Vljay-Krmar,  Wu et al.  2007),  TLR5

(Vijay-Kumar, Aitken et al. 2008) y en TLR9 Orachmilewitz, Katakura et al. 2004), lo

curl indica que los TLRs activan vias protectoras de la integridad de la barrera epitelial.

Sin embargo, ratones deficientes en NF-td3 presentan rna menor severidad en la colitis

inducida  por  DSS,  debido  a  rna  menor  expresi6n  de  citoquinas  pro-inflanatorias

a3rdman, Fox et al. 2001). Por lo tanto, las condiciones que otorgan un papel protector o

pro-inflamatorio de los TLRs en el intestino atin son  inciertas.

Mediante     ensayos      de      inmunofluorescencia      se      detemin6      que      la

inmunoreactividad de algunos TLRs en las CEI de intestino inflamado de pacientes con

EII difiere respecto al tejido no inflanado y a los individuos controles. Ademds en CEI y

LP de pacientes con CU y EC, los niveles de TLR3 estin disminuidos, mientras que los

de TLR4 y TLR2 est5n aumentados (Cario and Podolsky 2000; Hausmann, Kiessling et

al. 2002). Esto sugiere que las vias de sefializaci6n inflamatorias participan activamente

en ]a mantenci6n de la homeostasis de la mucosa intestinal.



5.- Relevancia de TLR2 en fas enfermedades inflamatorias intestina]es

La importancia de TLR2 en relaci6n a los otros TLRs, se debe al amplio espectro

de reconocimiento de PAMPs, debido a su homodimerizaci6n y heterodimerizaci6n con

TLRl   o  TLR6.  La  proteina  TLR2  reconoce  principalmente  PAMPs  derivados  de

bacterias  Gram-Positivas,  tales  como  PG,  Iipoproteinas,  dcido  lipoteicoico  (ALT)  y

lipop5ptidos di o tri-acilados (al heterodimerizar con TLR6 o TLRl). Adem5s, reconoce

lipoarabinomanano  de  M/cohac/err.a  f#berc#/osrj.sr,  zimosano  de  hongos,  y  glicosil-

fosfatidil-inositol de rrjpcw3oromcr C7'z4zz. (Akira, Uematsu et al. 2006).

Se  desconoce  si  la  sefializaci6n  via  TLR2  es  protectora  o  periudicial  para  ]a

homeostasis  intestinal.  Varias  evidencias ham  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 lipopeptido triacilado Pcm3Cj;[5Ser[ys:4 (PjcsKf),

un  ligando  de TLR2  especifico,  disminnye la inflamaci6n y se  estinula la reparaci6n

epitelial (Cario, Gerken et al. 2007). Similarmente, la estimulaci6n de cultivos primarios

de CEI con PjcsIKt induce la expresi6n de conexina 43, una subunidad de las uniones de

tipo hendidura, y la fomaci6n de uniones estrechas, promoviendo la mantenci6n de la

integridad epitelial (Cario, Gerken et al. 2004; Ey, Eyking et al. 2009). Tambi5n, en este

modelo murino de  CU inducida por DSS, ratones deficientes en TLR2,  presentan  una

disminuida producci6n del TFF3, y un aumento en la apoptosis e infiltraci6n leucocitaria

(Podolsky,  Gerken  et  al.  2009).  Por  otro  lado,  la  estimulaci6n  de  TLR2  induce  la

secreci6n de citoquinas pro- y anti-inflanatorias, dependiendo del tipo celular y de los

ligandos utilizados. Los niveles de TLR2 aumentan con la exposici6n a ALT y zimosano

en  monocitos  aislados  de  sangre  periferica  de  pacientes  con  EII,  y  se  correlacionan

directamente  con  el  contenido  de  TNF-ou  en  el  medio,  produciendo  el  aunento  de  la

respuesta inflamatoria (Canto, Ricart et al. 2006). Ademas,  macr6fagos CD14+/CD33+

obtenidos  de  la  mucosa  intestinal  de  pacientes  con  EC  presentan  niveles  de  TLR2

elevados,  y  la  estimulaci6n  con  bacterias  comensales  indujo  la producci6n  de  IL-23,

TNF-co e IL-6  acamada, Hisamatsu et al. 2008). En contraste, la estimulaci6n de DCs

CDllc+  con  P3CSK4 aumenta la producci6n de H.-10, suprimiendo la respuesta inmune



celular  j#  w./ro  (Yanagawa  and  Onoe  2007).  En  relaci6n  con  lo  anterior,  las  DCs

obtenidas de mucosa intestinal de modelos murinos de EII, estimuladas con un agonista

de TLR2 inducen la secreci6n de IL-10 y su restituci6n disminuye la inflamaci6n I.72 vf.vo

(Foligne,  Dessein  et  al.  2007).  Finalmente,  la transferencia de LT  efectores  a ratones

SCID  indujo  una  colitis  espontinea,  que  fue  atenuada  en  presencia  de  LTreg  CD4+

CD25+ previamente estinulados  con PjcsK7  qiu,  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 estimulaci6n via TLR2, ni los efectos inmunol6gicos en

un  sistema  I.#  t7j.vo,  ya  que  estos  efectos  dependerfan  del tipo  celular estimulado,  del

contexto  inflanatorio  o  microanbiente de  citoquinas  extracelulares  que modifican  el

entomo, y del tipo de dafio o de microorganismos que originen los PAMPs que servirin

de ligandos para las mol6culas de TLR2.

En  la actualidad,  se ha  estudiado  la proteina TLR2  a distintos  niveles,  ya  sea

deteminando    las    frecuencias    de    variantes    polin6rficas    de    f/r2    asociadas    a

enfermedades, comparando sus niveles de expresi6n en diversas enfermedades a nivel de

transcripci6n,  traducci6n  y  localizaci6n.  Los  polimorfismos  geneticos  son  utilizados

como  marcadores  moleculares  de  enfermedades  espeofficas.  En  el  caso  de  las  EII,

polimorfismos  del  gen  fJr2  (y  de  f/rJ  y  f/rf)  ham  sido  asociados  con  el  riesgo  y  la

gravedad  de  las  EII.  Por  ejemplo,  la  sustituci6n  de  R753Q  en  TLR2,  presente  en

pacientes  con  CU  0ierik,  Joossens  et  al.  2006),  se  asocia  con  una  deficiencia  en  la

sintesis  de  TFF3  y  en  uniones  del  tipo  hendidura  q]y,  Eyking  et  al.  2009;  Podolsky,

Gerken et al. 2009).  Sinilamente, la sustituci6n de P631H en TLR2 de pacientes con

EII, se correlaciona con una menor prevalencia de anticuexpos anti-Ags bacterianos (IgA

anti-Slaccharo"jJces cerevr.si.ae (ASCA) e IgA anti-Omp), los cuales tienen una funci6n

protectora en el intestino alenckaerts, Pierik et al. 2007).

Por otro lado, los niveles de mRNA de TLR2 se encuentran aumentados en un

modelo murino de EC inducida por TNBS (Gomariz, Arranz et al. 2005), como tambi5n

en  monocitos  y  macr6fagos  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 podia reflejarse en un

aumento de los niveles proteicos de TLR2 en estos pacientes.

Finalmente, los niveles proteicos de TLR2 en las CEI y en la LP de intestino de

pacientes sanos se encuentran disminuidos (Cario and Podolsky 2000) con respecto a las

muestras de intestino inflamado de pacientes con EII, o de un modelo murino con EC

inducida  por  TNBS  (Cario  and  Podolsky  2000;  Hausmarm,  Kiessling  et  al.  2002;

Gomariz,  Arranz  et  al.  2005;  Frolova,  Drastich  et  al.  2008),  Io  que  sugiere  que  el

ambiente inflamatorio de la mucosa intestinal coustituye un estimulo para la inducci6n

del receptor.

6.- Papel de las variantes solubles de TLR2 en la regulaci6n negativa del receptor

de membrana

Existen  diversos  mecanismos  regulatorios  de  los  TLR2s  que  evitan  el  dafio

generado  por  la  activaci6n  pemanente  de  las  vfas  de  sefializaci6n  pro-inflamatorias.

Entre estos destacan: a) lag proteinas intracelulares secuestradoras de adaptadores de ]a

via  de  sefializaci6n  de  TLRs,  b)  la  degradaci6n  de  los  TLR2s  o  de  ]as  proteinas  de

sefializaci6n,  c)  Ia disminuci6n  de la expresi6n de los genes //r, y d)  la generaci6n de

TLRs solubles que acthan como un sefiuelo que une los mismos ligandos que los TLRs

de membrana qiew,  Xu et al. 2005). De estos tiltimos,  se conocen variantes solubles

para TLR2 a.eBouder, Rey-Nores et al.`2003), TLR4 (Iwami, Matsuguchi et al. 2000) y

para TLR5 (Tsukada, Fukui et al. 2005). Se hun descrito varios reguladores negativos de

TLR2  que  intervienen  con  las  vias  de  sefiali2aci6n  intracelulares,  tales  como  P13K

(fosfo-inositol 3-quinasa) (Strassheim, Asehnoune et al. 2004; Arancibia, Benitez et al.

2011),  Tollip  ®roteina que  interacciona con Toll)  (Zhang and  Ghosh  2002)  y NOD2

(Dominio dc oligomerizaci6n de uni6n a nucle6tido 2) (Watanabe, Kitani et al. 2004).

Por  otro  lado,  variantes  solubles  de  TLR2  (sTLR2),  han  sido  detectadas  en  plasma

humano, leche matema a,eBouder, Rey-Nores et al. 2003), saliva qcuroishi, Tanaka et

al. 2007;  Srinivasan, Kodumudi et al.  2008) y liquido anni6tico  (Dulay, Buhinschi et

al. 2009).   Ademds,  monocitos  de  sangre  periferica  secretan  de  manera  constitutiva
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STLRE, lo cual puede ser activado directamente con PjcsKj o indirectamente por 6steres

de  fofool  (PMA)  (LeBouder,  Rey-Nores  ct  al.  2003).  Ademas,  la  administraci6n  de

sTLR2 a ratones infectados con bacterias Gram-Positivas produjo una disminuci6n en la

secreci6n  de  IL-8,  la activaci6n  de NF-idi  y  la  infiltraci6n  Leucocitaria,  sin  afectar  la

eliminaci6n  bacteriana.   Esto  sugiere  que  sTLR2  promueve  una  disminuci6n  de  la

sefializaci6n  de  la  via activada por TLR2.  Similarmente,  la  estimulaci6n  de  TLR2  en

celulas mononucleadas de sangre periferica a'BMC) incubadas con plasma depLetado de

sTLR2,  produjo  una respuesta  inflatnatoria mucho  mayor  a  la observada con  plasma

normal (Rat)y, Le Border et al. 2009), lo cual refuelza la idea de que sTLR2 tendria un

papel anti-inflamatorio (Figura 2).

Figura  2.  Representaci6n  esquemftica  de  TLR2  de  membrana  y  soluble  (sTLR2).  Se

esquematiza el dimero de TLR2 (con TLRl  o TLR6) ancledo a la membrana plasmatica, el cual

al unir su ligando, activa una via de seflalizaci6n irrtracelular promoviendo la expresibn de genes

pro-inflamatorios  (ILrfe,  TNFq  entre  otros)  y  moldeulas  de  adhesi6n.  Esta  via  es  reguLada

negativamente per TLR2 soluble (sTLR2),  que compite con el  receptor de memblana por  la

union del ligando. sTLR2 se representa como dfmero, pero no se ha demostrado la existencia de

dineros en la face soluble. Las estmct`ms de TLRs fueron adaptadas de (Jin, Kin et al. 2007).
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Hasta la fecha, no existe consenso sobre el ndmero de variantes de sTLR2 ni de

su peso molecular OM). Mediante inmunoblot los PMs de las variantes de sTLR2 van'an

segtin el origen de la muestra y del anticuexpo utilizado. En muestras de plasma hunano,

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 rna variante adicional de 70

kDa  qeBouder,  Rey-Nores  et  al.  2003).  Sin  embargo,  en  el  liquido  amni6tico  las

variantes que se detectaron fueron de 30 y 42 kDa a)ulay, Buhimschi et al. 2009) y en

saliva  las  variantes  fueron  de  27,  40,  55,  y  75  kDa  a€uroishi,  Tanaka  et  al.  2007;

Srinivasan, Kodumudi et al. 2008).

Por otro lado, el analisis del mRNA de TLR2 demostrd la presencia de un tinico

transcrito,  lo  cual  es  sugerente de que  las variantes  de sTLR2  no  seri'an producto de

empalme altemativo uraehnel, Schwaizfischer et al. 2002; LeBouder, Rey-Nores et al.

2003). Ademas, todas las variantes proteicas de sTLR2  comparten algth 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  identiflcada en varios fluidos humanos y que su

funci6n tendn'a un papel anti-inflamatorio, se ham demostrado algunas asociaciones entre

los niveles de sTLR2 y enfemedades de caricter inflamatorio. Los niveles de sTLR2

estan   disminuidos   con   respecto   a   individuos   sanos   en   suero   de   pacientes   con

tuberculosis a.eBouder, Rey-Nores et al. 2003), pacientes con VIII en estado avanzado

ureggelund, Flo et al. 2004) y en pacientes con infano agudo al miocardio (Heggelund,

Flo et al. 2004; Ueland, Espevik et al. 2006). Par otro lado, los niveles de sTLR2 estin

aumentados en saliva de pacientes con sindrome de boca quemante (del ingles bztr#j.#g)

(Srinivasan,  Kodumudi  et  al.  2008)  y  en  suero  de  pacientes  con  CU  (Candia,  Diaz-

Jinenez et al. 2012). Ademds en varias patologfas los niveles de sTLR2 se encuentran

alterados con respecto a individuos sanos.  Sin embargo, no  se ha observado un patron

predecible  de  expresi6n  de  sTLR2,  ya  que  depende  de  las  caracteristicas  de  cada

patologia. Por lo tanto, en este seminario de tftulo se propuso deteminar 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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IIIpbTESIS

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

encuentran aumentados en la mucosa intestinal de pacientes con EII.

OBJETIV0 GENERAL

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente las variantes de TLR2 en pacientes

con EII y su asociaci6n con marcadores inflamatorios.

OBiETlvos I]spEcmcos

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-c. e IL-10  en  la mucosa intestinal de pacientes con

CU, EC y controles, mediante ELISA.

2a.- Establecer una asociaci6n mediante la correlaci6n de Spearman entre los niveles de

TLR2  con  los  de  TNF-cf  e  IL-10,  en mucosa  intestinal  de  pacientes  con  CU,  EC  y

controles.
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MATERIALES, METODOS Y MUESTRAS

I.- Muestras de mucosa intestinal humana y plasmas

Un  total  de  28  muestras  de  mucosa  intestinal  fueron  obtenidas  de  resecciones

quinrgicas  o  procedimientos colonosc6picos  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 Comite de Etica de cada Hospital

o   Clinica   que   particip6   en   este   protocolo.   Todos    los   pacientes   fimaron   un

consentimiento  infomado  para  utilizar  sus  muestras  de  sangre  y  tejido  para  esta

investigaci6n (ver anexo).

El diagn6stico de  los pacientes fue basado en criterios clinicos, endosc6picos e

histol6gicos estindar. Los criterios de inclusion fueron: pacientes mayores de  I 8 afros y

con consentiniento informado diagnosticados con EII. Los criterios de exclusion fueron:

enfermedndes inflamatorias no clasificadas, colitis indeterminada,  ileocoLitis infecciosa,

historia de enfermedades autoinmunes y enfermedad celiaca.

Las muestras de mucosa intestinal de pacientes con EII  fueron obtenidas desde

las areas  inflanadas del  intestino las cuales comprend!an  la capa de mucus,  La lamina

epitelial, la 15minapropr7.a y la linina muscular de la mucosa (Figura 3).
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Figura    3.     Diagrama     de    uD     corte    tranrv€rsa]     de     intestine.     (Modificado     de:

http://www.cancer.gowiublishedconteiit/MediaLinks/415961.html)
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Para el estudio de las muestras de CU, ]a actividad fue determinada en el area

mds inflamada usando el  indice endosc6pico de Mayo  qewis,  Chuai et al. 2008)  (vcr

Tabla  2).  En  el  caso  de  la EC,  Ia  actividad  fue  determinada  de  acuerdo  al  puntaje

endosc6pico  simple  para  la EC  (SES-EC)  @apemo,  DHaens  et  al.  2004;  Sipponen,

Nuutinen et al. 2010) (vcr Tabla 2). El puntaje histol6gico fue usado para la evaluaci6n

de  la  inflamaci6n  intestinal  en  ambas  enfemedades.  Las  muestras  controles  fueron

tomadas  desde  pacientes  con  cancer  colorrectal,  y  la  ausencia  de  inflamaci6n  fue

confirmada  histol6gicamente   (el   medico   tratante  apart6   muestras   sin  compromiso

inflamatorio durante la intervenci6n). Posterior a la toma de muestras, 5stas se guardaron

en criotubos a -80°C hasta su procesaniento.

Las muestras de sangre  fueron recolectadas  antes  de la cirugra o colonoscopfa,

para  deteminar  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 centrifugaci6n,  el plasma fue separado y alicuotado. Para los an5lisis de

inmunoblot, el plasma fue pro-incubado con proteina A/G agarosa para eliminar uniones

inespecfficas   y   posteriomente   centrifugado.   El   sobrenadante   fue   separado   del

precjpitado enriquecido en proteinas unidas inespecificamente. Finalmente, Ias muestus

fueron gundadas a -80°C.
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Tabla I. Variab]es I)ara determinar la actividad de ]a CU segtin e] £Ddice de Mayo

y la actividad de ]a EC segdD el puntaje endosc6pico simple (SES-EC).
Evaluaci6n de laactivldad Variable Puntoje-

Colitis Ulcerosa :
F-encia de 0: I:  I a 2veces 2: 3 a 4 veees al 3: > 3 veces
deposiciones ninguna al dia mds de dia nrfu de lo al dia mds de

"fndice de Mayo" lo normal nomal lo normal

Sangrado 0: I : sangre 2: sangre visible 3: sangre
rectal nin8uno visible con con sangrado el visible y

sangrndo 50% de las sangrndo >
menos del50%delasV- Veces 50% de lasVeces

Aparielicin de 0: 1: 2 : cnfcmcdad 3:

la mucosa normal enfermeded moderada enfemeded
intestinal en ha leve (eritema severa

endoscopfa (eritema' marcado, patron (sangrado
patron vascular espontcheo,

vasculardisndnuido) a-te'erosiones) ulceraci6n)

Va[oracidn8loha[delmedico 0:nomal 1: media 2: moderada 3: severa

Enfinedad de
T8maflo de las 0: 1 : dlceras 2: dlceras de 3: tllceras

tlceras ningun pequchas tanafio medio grandes
Crohn: "Puntaje (diinetro de (diinetro de 0,5 (diinetro =

endose6pico sinpleparslaenfermedad 0,I a 0,5 cm) a 2 cm) 2cm)

Superficie 0: I: <  ]0 2:  10 a 30 3: > 30
de CT'ohn"(SES-EC) ulcerada ( %) ninguna

SDperficieafectada(%) 0:ninguna I: < 50 2: 50 a 75 3: > 75

Estenosis del 0: I: thica, 2 : multiples, 3: md,tip,es,
Iumen ninguna puede set pueden ser no pueden

intestinal paseda por el pasedas per el ser pasadas
endoscopio endoscopio per elendoscopio

*  La  sumatoria  de  lus puntajes  en  eJ 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,  I  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 celu]ar

La  linea  celular  de  monocitos  humanos  THP-1  0Vdmero  de  catalogo  ATCC:

TIE-202),  derivada  de  leucemia  monocitica  aguda,  fue  utilizada para  caracterizar  las

variantes  solubles  o  de  membrana  de ThR2  y para  deteminar  el  PM  de  6stas.  Las

celulas fueron crecidas en medio RPMI suplementado con  10% de suero fetal bovino,

penicilina/estreptomicina, al 5% C02 y 37°C. Las celulas fueron cultivadas en medio sin

suero por 24 h antes de realizar la extracci6n de proteinas para evitar la sobreestimaci6n

de los niveles de TLR2,  debido a la presencia de sTLR2  en el  suero (LeBouder, Rey-

Nores  et  al.  2003).  Las  c6Iulas  se  diferenciaron  a macr6fagos  por  el  tratamiento  con

PMA  a  una  concentraci6n  fmal  de  10  nM  por  24  h,  ya  que  la  diferenciaci6n  de

monocitos a macr6fagos genera un fenotipo con mayores niveles de expresi6n de TLR2

(Jouanlt, EI Abed-EI Behi et al. 2006).

3.- Anticuerpos y reactivos

Para   identificar   la   proteina   TLR2   mediante   inmunoblot   se   utilizaron   los

siguientes   anticuexpos:   anticuerpo   policlonal   anti-dominio   extracelular   de   TLR2

conjugado a biotina a3AF2616) al&D Systems Inc., USA); anticuerpo monoclonal anti-

dominio extracelular de TLR2 (clon 2.1; TL2.1 eBioscience lnc., Sam Diego, CA, USA);

anticuerpo monoclonal anti-dominio extracelular de TLR2 (clon 1030A5.138; IMG-319,

Imgenex,  San Diego, CA, USA); anticuerpo policlonal anti-p5ptido de  19 aminoacidos

del  carboxilo-terminal  de  TLR2  (C-19)  (sc-8690,  Santa  Cruz,  CA,  USA);  anticuerpo

policlonal anti-p5ptido de 17 aminoacidos del amino-terminal de TLR2 0V-17) (sc-8689,

Santa   Cruz,   CA,   USA);   anticuerpo   policlonal   anti-dominio   extracelular   de   ST2

conjugado  a  biotina  @AF1004,  R&D  Systems,  hc.,  USA).  Ademds  se  utilizo  el

anticuerpo  policlonal  anti-P-actina  (20-33,   Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO,  USA)  y

anticuerpos   secundarios   anti-conejo,   anti-cabra   y   anti-rat6n   conjugados   con   IIRP

(enzima peroxidasa de rabanito) (Jackson inmunoresearch, West Grove, PA, USA). Los

siguientes  p5ptidos  fueron  utilizados para el desplazamiento de anticuexpos: p6ptido de
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19 aminoacidos ubicados en el  extremo  carboxilo de TLR2  (C-19P)  (sc-8690P,  Santa

Cruz,  CA, USA) y p5ptido de  17 aminoacidos ubicados en el extremo amino de TLR2

0V-17P) (sc-8689P Santa Cmz, CA, USA). Para verificar la especificidad del anticuerpo

BAF2616, se utiliz6 el dominio extracelular recombinante de TLR2 hunano (2616TR,

R&D Systems, Inc., Mirmeapolis, MN, USA).

Los  siguientes  reactivos  fueron  utilizados:  cdetel  de  inhibidores  de  proteasas

aloche®    Applied    Science,    Indianapolis,    IN,   USA),    inhibidores    de    fosfatasas

(ortovanadato  de  sodio,  pirofosfato  de  sodio  y  fluoruro  de  sodio),   inhibidores  de

metaloproteasas     (fenantrolina     (Calbiochem,     Alemania)),     GM6001     (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

Orew England Biolal]s, Massachusetts, USA), reactivo de Bradford q}ioRad, Hercules,

CA, USA), reactivo de revelado ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfront

UK),  2-mercaptoetanol  (Invitrogen  Life  Technologies,  Carlsbad,  CA,  USA),  PMA

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), penicilina/estreptomicina (Cat. N°.  15140-122,

Gibco,  Carlsbad,  CA,  USA),  suero  fetal  bovino  qhermoscientific  Hyclone,  South

Logan,  UT,  USA),  marcador  de  PM  de  proteinas  qlpN  800E,  Amersham  Little

Chalfront, UK) y Tween-20 (Calbiochem, Alemania).

4.- Extracci6n y cuantificaci6n de proteinas

Para la dcterminaci6n de TLR2 por inmunoblot,  se utilizaron  lxl06 c5lulas/ml,

las cuales fueron lavadas 2 veces con PBS  IX frio (137 mM Nacl, 2,7 mM Kcl, 4,3

mM Na2HP04 X 7H20,  I,4 mM KH2P04). Posteriomente, las celulas y las resecciones

quirirgicas de mucosa intestinal se lisaron sobre hielo con  150 prl de tamp6n LDB (del

ingl6s  "/ow cJ€/erge#/ bcjLorer": 20 mM TrisAIcl pH 7.5, 2 mM EDTA, 150 mM Nacl, y

0,5% Triton X-100),  en presencia de inhibidores de proteasas,  fosfatasas (100 riM de

ortovanadato de sodio,  10 mM de pirofosfato de sodio y 10 mM de fluoruro de sodio) y

metaloproteasas (10 mM de fenantrolina,  10  prM de GM600l).  Despu6s de  15  min,  el

contenido  se  traspas6  a  un   tubo  y  se  someti6  a  sonicaci6n  (sonicador  de  vdstago
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Microsan, Misonix Inc., Farmingdale, NY, USA) 3 veces a 14 watts por 10 s y a 4°C. La

suspension se centrifug6 a 14000 rpm, 5 min a 4°C, recuperindose el sobrenadante. La

cunntificaci6n  del  contenido  de  proteinas  en  los  homogeneizados  celulares  y  de  las

muestras  de mucosa  intestinal  se realiz6  por el  metodo  de  Bradford3  con  la posterior

determinaci6n de la absorbancia a 595 nm @radford 1976).

5.- Inmunoblot

Las  muestras  se  mezclaron  con  un  volumen  de  tamp6n  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 c5lulas THP-1  o

75  Hl de los sobrenadantes de las c6lulas (volumen mckimo contenido en el pocillo del

gel de poliacrilamida, sin cuantificaci6n de los rLg cargados) se utilizaron para cargar los

geles de poliacrilanida. Para los sobrenadantes no se cuantific6 el contenido de proteina,

ya  que  el  contenido  de  TLR2  es  escaso,  por  lo  tanto,  un  volumen  mayor  de  carga

permiti6 su detecci6n. Para la detecci6n de TLR2 en las muestras de mucosa intestinal se

utilizaron 35 pug de proteinas totales.

Geles de poliacrilamida SDS al 12% fueron corridos a 80 V por 30 min y luego a

125 V por 1,5 h. Lag proteinas fueron transferidas a rna membrana de nitrocclulosa con

poro de 0,45  pin @io-Rad, Hercules, CA, USA) a 300 rnA por 1,5 h. Para verificar la

transferencia de las proteinas cargadas, las membranas fueron tefiidas momentineamente

con rojo Ponceau al  1%. Posteriormente,  las membranas fueron lavadas  5  veces por 5

min en TBS IX (5M Nac1, 1M Tris/IIcl pH 7,5). El bloqueo de la biotina intrinseca en

la muestra de proteinas totales de mucosa intestinal,  fue realizado con clara de huevo

flltrada (diluida  1:2 en TBS  IX), por 30 min con agitaci6n,  seguido por el bloqueo de

caseina, con leche descremada al 5% en TBS  IX por 1 h con agitaci6n. Las membranas

se lavaron 5 veces por 5 min con TBS  IX-Tween-20 0,1% con agitaci6n y luego fueron

incubadas con anticuexpos prinarios (1 :1000) durante toda la noche a 4° C con agitaci6n

orbital. Posteriormente, las membranes se lavaron 5 veces 5 min con TBSIX-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   IX-Tween-20   0,1%   por  20   min   con

agitaci6n.   Para   los   demds   anticuerpos   primarios,   el   anticuelpo   secundario-HRP

correspondiente  se  incub6  por  I  h  con  agitaci6n.  A  continuaci6n,  las  membranas  se

lavaron 5  veces 5 min en TBS  IX-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  an5lisis  deusitom5trico  de  las  bandas  fue

realizado con el programa Gel Pro Analyzer 4.5 Media Cybernetics, Inc., USA.

6.- Inmunoprecipitaci6n

Trescientos  pg  de  proteinas  totales  de  mucosa  intestinal  ®roveniente  de  un

paciente  con  CU)  fueron  utilizados  para  la  inmunoprecipitaci6n  (IPP).  5  pl  de  suero

normal del aninal donde fue producido en anticuerpo fueron agregados a la mp para

disminuir la inespecificidad de union de los anticuerpos. De esta forma, suero normal de

rat6n y de cabra fueron usados para el anticuepo anti-dominio extracelular de TLR2

(eBioscience), y para el antiouexpo anti-p6ptido de 19 aminoacidos carboxilo-teminal de

TLR2 (Santa Cruz), respectivamente. I.a mezcla fue incubada durante 15 min a 4°C con

agitaci6n orbital,  y luego  se agregaron 20  prl  de proteina A/G agarosa por  I  h a 4°C.

Posteriormente se centrifug6 a 14000 rpm por 5 min a 4°C, recuperando el sobrenadante.

Las muestras fueron irmunoprecipitadas con 2 pg de anticuerpo (con el anticuerpo anti-

anino-terminal  de  TLR2  (eBioscience)  y  con  el  anti-  19  aminoacidos  del  carboxilo-

termin.al (C-19 Santa Cruz)), con una incubaci6n de toda la noche a 4° C, con agitaci6n

orbital. Posteriormente, 20 prl de proteina A/a agarosa fueron agregados e incubados por

I  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 PBS IX, para su posterior an5lisis

mediante inmunoblot.
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7.- Desglicosilaci6n de proteinas

La  muestra  de  proteinas  totales  de  c6lulas  fueron  desglicosiladas  mediante  el

tratamiento  con  la  enzima  PNGasaF  que  remueve  las  glicosilaciones  complejas  del

amino-terminal ricas en manosa. 25 pug de proteinas totales fueron denaturadas a 100° C

por  10  min  en  tampon  de  denaturaci6n.  A  la muestra  de  reacci6n  se  agreg6  1  Hl  de

tamp6n  de reacci6n  "G7'9,  1  Hl  de NP40  10% y  0,3  prl  de  la enzima PNGasaF,  y se

incub6 a 37° C por  1  h.  Las muestras fueron guardadas a -80° C hasta el  analisis por

inmunoblot.

8.- Concentraci6n y ultracentrifugaci6n de sobrenadantes celulares

Las  celulas  monociticas  TIH'-1   (control)  y  macr6fagos  diferenciados  (lxl06

c6lulas/ml),  fueron  cultivados  de  18  a 24  h,  en  ausencia de  suero.  Los  sobrenadantes

fueron obtenidos y concentrados 10 veces mediante centrifugaci6n a 1200 rpm a 4°C por

5  min (para eliminar la posible presencia de c6lulas). Luego,  los sobrenadantes fueron

filtrados a trav5s de un poro de 0.22 iJm ®ara eliminar el debris celular) en hielo. Para

mantener la integridnd de la muestra de proteinas, se agreg6 un c6ctel de inhibidores de

proteasas,  diluido  en PBS  IX y  0.1% de NP40.  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 in;n y los sobrenadantes concentrados fueron

centrifugados a 10000 g por 30 min a 4°C, y posteriormente a 120.000 g por I h a 4°C.

Los sobrenadantes fueron colectados cuidadosamente y el precipitado fue resuspendido

en PBS IX (en presencia de inhibidores de proteasas) y congelado a -80 °C.

9.- ELISA

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

de fondo tipo F (plano) Maxisorp®. Para la detecci6n de TLR2 en muestras de plasma y
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mucosa intestinal de pacientes, se utiliz6 el ELISA ScI#ch4;!./ch (cat. N° DY2616, Duoset,

R&D  Systems,  Minneapolis,  MN,  USA),  el  cual  utiliza como  sistema de detecci6n  la

estreptavidina-mp. El limits de detecci6n para TLR2 fue de 66 pg/ml. Para la detecci6n

de TNF-ci e H,-10 en muestras de mucosa intestinal, tambi5n fueron utilizados ELISA

tFowdrz./ch   (cat.   N°   88-7346   y   N°   88-7106,   eBioscience,   Sam   Diego,   CA,   USA

respectivamente).

10.- Estadistica

Los  analisis  estadisticos  fueron  realizados  utilizando  el  programa  Graph  Pad

Prism 5 ¢a Jolla, CA, USA). Para la comparaci6n de los niveles de TLR2 en los tres

grupos  en  estudio  (controles,  CU  y EC)  se  utiliz6  el  test no-parametrico  de Kruskal-

Wallis, con la comparaci6n posterior de pares  individuales de grupos utilizando el test

de Duns (con 5% de significancia). Para la comparaci6n de dos grupos se utilizd el test

de Mann Whitney (con 5% de significancia). Para los analisis de correlaci6n se utiliz6 el

Coeficiente de Colrelaci6n de Spearman (r).Los valores de p < 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1.  Estandarizaci6n  del  proceso  de  extracci6n  de  proteinas  totales  de  muestras

quirirgicas pars detectar TLR2 mediante inmunob]ot

Debido a que el m6todo de extracci6n de proteinas utilizado en c6lulas produjo

un bajo rendimiento en muestras de mucosa intestinal humana, y por consecuente, rna

deficiente visunlizaci6n de TLR2 mediante inmunoblot, se estandariz6 el procedimiento

que se describe a continuaci6n.  Las muestras de mucosa intestinal  congeladas  (de  0,5

cm2  aprox.)  fueron  pulverizadas  en  un mortero y homogenizadas en tampon  LDB  en

presencia   de   inhibidores   de   proteasas,   fosfatasas   y   metaloproteasas   a   4°C.   Los

homogeneizados fueron pasados 3  veces por una jeringa tuberculina para disgregar los

trozos de tejido de mayor tamafio. La ruptura mecinica se llev6 a cabo por 5 ciclos de

congelamiento-descongelalniento    sobre    hielo    seco    y    a    temperatura    ambiente,

respectivamente.   La   suspension   se   centrifug6   a   14.000   rpm   por   5   min   a   4°C,

reeuperando el sobrenadante y finalmente las muestras fueron alicuotadas y guardadas a

-80°C  hasta  su  utilizaci6n  G]igura  4  y  Tabla  2).  En  ]a  Tabla  2  se  muestran  las

caracten'sticas de las proteinas obtenidas al aplicar este metodo.
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Figura 4. Proceso de ewhacci6n  de protefnas de mucosa  fntestina]  ltumana.  Las muestras

congeladas fueron trit`mdas en hielo seco disminuyendo la probabilidad de la degradaci6n de las

proteinas.  La  disgregaci6n  de  la  muestra  se  realiz6  a  trav5s  de  una jeringa  tuberculina  y  la

rupt`m celular fue realizada por ciclos de congeLanientordescongelamiento, lo cual resulto ser

mis eficiente que el proceso de sonicaci6n.
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Tabla 2. Caracteristicas del extracto proteico de mucosa intestinal humana*

Tamafio de la muestra a procesar O'5 cm2

Volumen de tamp6n de lisis en presencia de inhibidores de 150  prl

proteasas, fosfatasas y metaloproteasas

Concentraci6n de proteinas promedio obtenida 8  pug/prl

Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente Baja

Integridad post- descongelarniento Baja

Duraci6n de la muestra integra guardada a -80 °C. 2 meses

•Los  datos mostrados  corresponden al  valor promedio  de  6  muestras  de mucosa  intestird,  2

muestras  de cada condici6n (CU,  EC y controles). El parinetro para la determinaci6n de la

integridad  de  las  muestras  y  la  duraci6n  del  tratamiento,  fue  la  detecci6n  de  TLR2  por

inmunoblot en el periodo establecido de 2 meses.
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2. Determinaci6n de la esEiecificidad de anticuer|)os utilizados pars detectar 'ELR2

en muestras de mucosa intestinal y de plasma humano

Para la detecci6n de las variantes de sTLR2 en muestras de mucosa intestinal, se

utilizaron    cuatro   anticuexpos   anti-dominio    amino-terminal,    y   uno    anti-dominio

carboxilo-terminal  de  TLR2.  En  el  caso  de  las  muestras  provenientes  de  biopsias,  la

detecci6n 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 solo en muestras de resecciones quirdrgicas.

Los    anticuerpos    anti-dominio    amino-terminal    (extracelular)    permiten    la

identificaci6n 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  aMG-319),  y  anticuerpos

policlonales de Santa Cruz OT-17) y el de R&D Systems (BAF-2616 @iotinilado)). Los

primeros  tres  anticuerpos  mencionados  requieren  para  su  detecci6n  un  anticuexpo

secundario  acoplado  a IIRP,  mientras  que  el  riltino  utiliza  estreptavidina-REP.  Una

banda especifica para TLR2 de 97 kDa solo fue detectada con los anticuexpos anti-N-17

(detecci6n muy d5bil) y el anticuexpo biotinilado BAF-2616 (marca mds notoria) ¢igura

5A, flecha negra). Los resultados sugieren que la expresi6n de TLR2 es mny baja en la

mucosa  intestinal.  La  banda  de  TLR2  posee  un  PM  de  97  kDa,   calculado  por

intelpolaci6n en  la recta resultante del  grffico  de Log(Tho  versus migraci6n relativa

QD (Figura 58). Para asegurar la identificaci6n de ThR2 en los ensayos posteriores, se

utiliz6    el    auticuerpo    biotinilado    a3AF-2616),    cuyo    sistema    de    detecci6n    es

estreptavidina-Imp,  el  cunt  amplifica  la  sefial  mds  que  un  anticueipo  secundario

acoplado a IIRP, ya que la union de biotina: estreptavidina es de 1 :4, aumentando cuatro

veces mds la sefial.

El anticuerpo que reconoce los  19 aminoacidos del carboxilo-terminal (C-19) de

TLR2 (dominio intracelular) pemite la identificaci6n de TLR2 unido a membrana, ya

que s6lo esta variante presenta 6ste dominio. En la mucosa intestinal, el anticuerpo C-19

detect6  Ia  misma  banda de 97 kDa que los anticuexpos antirdominio amino-teminal de
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TLR2.   Sin   embargo,   la  detecci6n   con   el   anticuerpo   C-19,   no   es   completamente

especffica, ya que los controles en los cuales se omite el anticuerpo primario, o cuando

se desplaza la inmunoreactividad de ThR2 con el p5ptido (C-19P), el anticuerpo detecta

la misma banda de 97 kDa (Figura 5A, flecha negra).

Reportes   anteriores   mostraron   la  detecci6n   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

curl se utilizaron dos anticuerpos anti-dominio amino-teminal (N-17 y BAF-2616) que

permitieron  la  identificaci6n  de  TLR2  en  mucosa  intestinal,  mostrando  un  patr6n  de

bandeo muy similar al reportado anteriormente (LeBouder, Rey-Nores et al. 2003).  Sin

embargo,  los  resultados mostraron que  esta detecci6n correspondi6 a ]a identificaci6n

inespecifica  segivn  los  controles  realizados  (Figura  5C).  El  anticueipo  C-19  tampoco

permiti6 la detecci6n especifica de TLR2 en plasma Q]igura 5C), lo cual era predecible

ya que el contenido de ]a forma de membrana de TLR2 estaria presente en las c6lulas y

no en plasma.

Interesantemente al utilizar los anticuexpos N-17, BAF-2616 y C-19, aparece una

banda de  150 kDa aproximadamente en muestras de mucosa intestinal y de plasma,  la

cual colTesponde a rna banda inespecffica, ya que tambi6n aparece en los controles en

donde  se  utiliz6  solo  el  anticuexpo  secundario-IIRP  (anticuerpo  BAF-2616).  Estos

resultados permiten concluir que los anticuerpos anti-dominio amino-terminal  QT-17 y

BAF-2616) y anti-dominio carboxilo-teminal (C-19) pemiten la detecci6n de TLR2 en

mucosa intestinal humana.
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Figura 5. Inmuno-detecci6n de urn banda de 97 kDa corres|)ondiente a TLR2 en mucosa

intestinal. La especificidad de los anticuerpos fue confirmada mediante el control que carece del

anticuelpo primario, y ademis por el desplazaniento de la union con el pgptido correspondiente

a cada anticueipo (5 veces: nasa de p5ptido/anticuerpo primario). Lus anticuexpos y ]a cantidad

de proteina total utliznda de homogenizado de tejido se indican en la figura. A. Detecci6n de

TLR2  err  mucosa  intestinal  con  distintos  anticuexpos  dirigidos  al  domihio  amino-terminal

(eBioscience, IMG-319, N-17, BAF-2616) y al carboxilo-terminal (C-19) de TLR2. Se utiliz6 P-

actina  como  control  de  carga.  8.  Determinaci6n  del  PM  de  TLR2  identificado  en  mucosa

intestinal con el anticuerpo BAF-2616,  mediante interpolaci6n en la recta de Log(PM) versus

higraci6n relativa (RD. El valor obtenido del PM fue de 97 kDa. C. El contehido de TLR2 en

muestras plasmaticas fue detectado solo con el auticuerpo N-17. Se realizaron tres experimentos

independientes con muestras de CU, EC y controles. solo se muestran los resultados obtenidos a

partir del uso de muestras de un paciente con CU. a: anti-. M: nasa relativa. N-17P: p6ptido de

17   aminodeidos   del  amino-teminal   de  TLR2.   Estrept.:   estreptavidina.  rhTLR2:   proteina

recombinante humana del dominio extracelular de TLR2. C-19P: peptido de los 19 aminofcidos

del carboxilo-terminal de TLR2.
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3. Especificidad de la detecci6n de TLR2 en mucosa intestinal humana

La mejor detecci6n de TLR2 en muestras de mucosa intestinal se obtuvo al usar

el anticuelpo policlonal biotinilado BAF-2616. Este anticuerpo pemiti6 la detecci6n de

rna  banda   especifica   de  TLR2   de   97   kDa  pero   ademas   detect6   varias   bandas

inespeeificas, entre ellas un duplete de 73 kDa aproximadamente y bandas de bajo PM.

Estas ultimas bandas podian corresponder a uniones inespecificas de los dominios Fc de

los anticuelpos acomplejados a rna protefna recombinante humana de TLR2 (rhTLR2)

que  poseen  una  alta  afinidad  por  la  membrana  de  nitrocelulosa  a7igura  6A).  Para

dilucidar este  planteamiento,  las  muestras  proteicas,  conteniendo  los  anticuerpos  y  la

proteina rhTLR2 se incub6 con proteina A/G agarosa, la cual tiene una alta afmidad por

el dominio Fc de los anticuexpos, y por lo tanto,  los complejos formados  deberfan ser

precipitados.  Sin embargo,  esta suposici6n  fue  descartada,  ya que  la intensidad de  las

bandas inmunoreactivas de bajo PM no disminuyeron (Figura 68, lado izquierdo). I,a

uhi6n inespecifica de proteinas end6genas biotiniladas se bloque6 con avidina, presente

en la clara de huevo (mds leche al 5%), lo cual disminuy6 consideral)lemente las bandas

de bajo PM, comparado con el bloqueo s6lo con leche al 5% (Figura 68, lado derecho

comparado con el izquierdo).

Entre las bandas detectadas en las muestras de mucosa intestinal, se observ6 un

duplete   de   73   kDa,   el   cual   segtin   el   uso   de   controles   corresponderia  a   bandas

inespecfficas. Sin embargo, la migraci6n 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 podia estar enmascarado  por la detecci6n

inespecffica  de  otras  proteinas  biotiniladas  de  mucosa  intestinal,  con  una  migraci6n

similar a la del dominio extracelular de TLR2. Estos resultados permiten concluir que el

anticueipo  anti-dominio  anino-temiinal  BAF-2616,  identifica  especificamente  solo  a

rna banda de TLR2 de 97kDa en mucosa intestinal.
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Figure 6. Especiricidad de] anticuerpo I)iotinilado BAF-2616 y condicioDes experimenta[es

pars detector TLR2. A. Esquema representativo de la union de Los anticuerpos a una molecula

de rhTLR2 a ]a membrana de ultrocelulosa ®or medio de su dominio Fc).  8. Deteeei6n 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 end6gena con clara de huevo (1 :2) previo al bloquco

con  leche  5%,  disminuye  notoriamente  las  bandas  inespec(ficas  de  bajo  PM.  Las  bandas

inespeclficas  siguieron  apareciendo cuando el  anticuelpo  fue pre-incubado  con  15  veces  mds

nasa de rhTLR2/anticueipo primario y cuando se incub6 en ausencia del anticuerpo primario.

Los  ensayus  mostrados  corresponden  a  la  muestra  de  mucosa  intestinal  proveniente  de  un

paciente con CU. Este ensayo fue reali2ado en 5 experimentos indapendientes (CU n=3, EC n=2,

control n=l). C. Eusayos de especificidad para la detecci6n de la proteina rhTLR2 (10 ng), con

un  PM de  75  kDa.  Este  ensayo  fue  realizndo 3  veces.  a:  anti-.  Mr:  Tnasa  relativa.  a  control:

anticuelpo  control  de  isotipo:  anticuelpo  anti-ST2  biotinilado  ([gG),  producido  en  el  mismo

animal en que se produjo el anticuerpo anti-TLR2. rhTLR2: proteina recombinante hunana del

domirio extracelular de TLR2. A/G aga. : proteina A/G agarosa. Estrept. : estreptavidina.
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4. Identiricaci6n de TIR2 de menbrana en mucosa intestinal Iiumana

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  pediatricos  con  EII,  con  un  PM  de  90  kDa  (Szebeni,  Veres  et  al.  2008).

Mientras que las variantes solubles se hen reportado en plasma,  leche matema, liquido

amni6tico y saliva, con un rango de PM entre 25 y 80 kDa a,eBouder, 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  compar6  el  PM  calculado  por  la

secuencia aminoacidica de TLR2  con el PM detectado por inmunoblot de la proteina

glicosilada   y   desglicosilada.   Ademds   se   determin6   la   detecci6n   de   TLR2   en

sobrenadantes  celulares  ultracentrifugados  y  en  inmunoprecipitaciones  (IPPs)  con  los

anticuexpos anti-dominio amino-terminal y carboxilo-terminal de TLR2 en la mezcla de

proteinas totales Q7igura 7). La proteina TLR2 presenta cuatro sitios de glicosilaciones

en el extremo amino-teminal,  las cunles son necesarias para el tfafico vesicular de la

proteina y su inserci6n en la superficie (Weber, Morse et al. 2004). Para determinar el

PM de TLR2 mds las glicosilaciones, se utilizaron extractos proteicos de c5lulas THP-1

diferenciadas  a macr6fagos,  debido  a  que  la detecci6n  de  TLR2  en  6stas  c6lulas  es

comparable a la detecci6n en mucosa intestinal G'igura 7A; 95 y 97 kDa, en monocitos y

mucosa intestinal, respectivamente). Iid proteina ThR2 desglicosilada tiene un PM de 86

kDa, de esta foma, el PM otorgado por las glicosilaciones fue de aproximadamente 9,5

kDa  (Figura  7A).   Posteriormente,   el  PM  te6rico   correspondientes   a  la  secuencia

aminoacidica  de  los  diferentes  dominios  de  TLR2  fueron  calculados  utilizando  tres

programas diaponibles en la web (Tabla 3). Una vez obtenidos los PMs para la secuencia

aminoacidica,  se  sumaron  los  9,5  kDa  otorgados  por  las  glicosilaciones  al  dominio

extracelular, obteniendose un PM de 73,7 kDa. Este PM fue muy sinilar a las bandas

dupletes   de   alrededor  de   73   kDa  detectados   en  mucosa  intestinal.   La  detecci6n

especffica   esfa   enmascarada   por   protefnas   biotiniladas   end6genas   con   la   misma

migraci6n  relativa,  y  equivalente  al PM experimental de la rhTLR2 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,   fue   de   97,27   kDa,   lo   cual   fue   muy   sinilar   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  realiz6  una  ultracentrifugaci6n  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 78). Esta detecci6n podia

sugerir la posibilidad de que la forma de membrana de TIR2 se encuentre en endosomas

que permanecen en los sobrenadantes posterior a la ultracentrifugaci6n.

Para optimizar la identificaci6n de las variantes  de  sTLR2  y de membrana en

mucosa intestinal, el extracto inmunorreactivo se enriqueci6 mediante IPP utilizando el

anticuerpo dirigido  contra el  anino-terminal y el  carboxjlo-terminal  de TLR2. Ambas

IPPs enriquecjeron s6lo la variante de 97 kDa (Figura 7C). Como control de las IPPs, se

realiz6 la carga de los sobrenadantes de las Pps (rotulado como A en la Figura 7C), en

la cual  no  aparece  la banda de  97  kDa,  corroborando  asi la eficiencia de  la  IPP y la

especificidad   en  la  detecci6n.   Estos  resultados  permiten  concluir  que  en  mucosa

intestinal humana s6Io  es  identificable especificamente  el  TLR2  de membrana con  el

anticuerpoBAF-2616.
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Figure   7.   fdentificaci6n   de   TLR2   de   membrana   en   mucosa   intestinal   y   en   medio

condicionedo  de  monacitos.  A.  Ifa  deteeci6n  de  TLR2  en  mucosa  intestinal  (97  kDa)  es

comparable a la obtenida en muestras proteicas de monocitos TIP-1  control (C) y diferencindos

a rmacr6fagos con PMA (95,5 klra). La desglicosilaci6n con PNGasaF en el extracto proteico de

monocitos control muestra rna banda de 86 kDa (fleeha roja).  Los PM fueron deducidos por

interferencia en el grifico del LogoM) versus Rf. 8. Detecci6n de TLR2 de membrana (95 kDa)

en  los  sobrenadantes  y  en  los  preeipitadus  de  la  ultracentrifugaci6n  de  sobrenadantes  de

monocitos, es detectado el TLR2 (n= 2, experinentos independientes). C. Inmunoprecipitaci6n

(IPP)  de  300  ng  de  prote{rms  de  mucosa  intestinal,  con  el  anticuelpo  anti-amino-teminal

eBioscience (TF'P ct-amino) y con el andcuerpo antj-  19 aminodeidos del carboxilo termiTtal  C-19

(IPP a-carboxilo). E]  preeipitado a') de ambas IPPs detectan la banda de 97 kDa, confirmando

que corresponde a TLR2 de membrana. A partir de la fase acuosa de fas IPPs, 35 y 50 I.I fueron

cargados en los geles (A), y en ambas muestras no se detecto el TLR2 de 97 kl)a. 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 te6rico y experinental de TLR2 y sus dominios.

TLR2

PM Oua) te6rico PM (kDa) per see. PM (Id)a) experinental
Calculado por see. aa. mss PM per obtenido por

an, glieosilaciones" inmunob[ot

Forma completa 87,77 97,27 97   (mucosa intestinal)

(aa. 19 -aa. 781) 95,5 (monocitos)

Dominio extTacelulal.(aa.19-aa.580 64,19 73,70 75    (rhTLR2)

Dominiotransmembrana(aa.587-aa.639) 6,22 - .

Dominio intrace]u]ar(aa.640-an.784) ]7,40 - -

*  EI  PM  te6rico  fue  calculado  por  la  secuencia  aminoacidica  (sec.  aa.)  de  TI,R2  humano

(nbmero de acceso: AAH33756.I). Se muestra el promedio de los resultados obtenidos con tres

progranas disponibles en la web: http//www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htin

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

http://www.peptideguide.com/peptidecalculator.html
** EI PM otorgado por glicosilaciones en el dominio extracelular teminal amino de TLR2, se

calcul6 experimentalmente y es  de 9,5 kDa a7ig.  4A).  Este valor fue sumado al  obtenido del

calculo te6rico.
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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 5stas  muestras  14  fueron diagnosticadas  con  CU

(50%),  8  con  EC  (28.6%)  y  6  muestras  fueron  de  pacientes  sanos  a  la  patologfa

(controles)  (21.4%).  Algunas  de  ]as  caracten'sticas  demograficas  y  clfnicas  de  los

pacientes  analizados se muestran en  la Tabla 4.  En el  grupo de pacientes  con  CU,  1a

edad  promedio  fue  de  37.8  afros  (rango  26  -  45);  35.70/o  fueron  mujeres;  el  85.7%

present6 colitis extensiva y el 14.3% colitis lateral izquierda. Para el grupo de pacientes

con la EC, la edad promedio fue de 39.3 afros (rango 29 - 58); 62.5% fueron mujeres; el

37.5% de los pacientes tenia afectado el ileon; el 25% el colon; el 25°/o la regi6n fleo-

col6nica y el 12.50/o la region ileo-cecal. De los pacientes control, la edad promedio fue

de  66  afros  (rango  64  -  68);  50%  fueron  mujeres.  Se  exclnyeron  del  grupo  control

pacientes  con  manifestaciones  inflamatorias  extra-intestinales.  I.a  localizaci6n  de  la

zona dafiada fue en su mayorfa en el colon de pacientes con CU, pero para la EC fue

mucho  mds  variable,  abarcando  en  algunos  casos  el  dltimo  segmento  del  intestino

delgado (ileon) y/o el intestino grueso (colon). El analisis en este estudio,  se encuentra

determinado por las condiciones inflamatorias propias de cada patologla, por lo que las

diferencias entre el intestino grueso y delgado, en cuanto a estructura y representaci6n

celular, no fueron consideradas. I.a agrupaci6n fie segdn CU o EC, independiente de la

actividad de esta. El analisis 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 detecci6n de los niveles proteicos de TLR2,

en muestras de mucosa intestinal humana, cantidades crecientes de proteinas totales (15,

25,  35  y 50  pug), provenientes de un paciente con CU fueron cargadas.  Esto  se realiz6

para  evitar  el  error  asociado  a  la  semi-cuantificaci6n  de  bandas  saturadas,  lo  cual

provocaria una subestimaci6n de los niveles reales a comparar. Los resultados indicaron

que 35 pug de proteina permiti6 la detecci6n de TLR2 sin saturaci6n ¢igura 8A). Esto se
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representa claranente en el grifico de densidad 6ptica @0) de TLR2 versus masa de

proteina, donde la tendencia lineal se pierde con valores superiores a los 35  pug Q7igura

8A,  lado  derecho).  La  semi-cuantificaci6n  de  los  niveles  de  TLR2  de membrana  (97

kDa)  revel6  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 a < 0.05) y entre

CU y EC a < 0.05)  (Figura 88  y C). La comparaci6n  entre los niveles de TLR2  de

membrana entre la CU activa (Cua) y CU inactiva (Cui) mostr6 una expresi6n de TLR2

que tiende a aumentar en el estado activo,  sin  embargo,  no se obtuvieron diferencias

significativas a7igura 8C).

Papa determinar los niveles totales de TLR2 (variantes solubles y de membrana),

las mismas muestras de mucosa intestinal fueron analizadas mediante ELISA, ya que el

anticuelpo uti]izado detecta el domino extracelular y no discrinina 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 a:igura 8D). No obstante, al aumentar el ndmero de pacientes analizados

mediante  ELISA,   dentro   de   los   cuales   se   encuentra   el   analisis   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) ¢igura 8F). El grupo de pacientes con CU analizados mediante ELISA no

present6 diferencias significativas entre la enfermedad activa e inactiva en los nive]es

totales de TLR2 (Figura 8F).

De  los  pacientes  cuyas  muestras  de  mucosa  intestinal  fueron  analizadas  por

inmunoblot,  ademds  se  examinaron  los  niveles  plasmaticos  de  TLR2  total  mediante

ELISA.  Se observ6 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 a]igura 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  sometidos  a  cirugia  y  enrolados  en  el

esfudio para analisis medjante inmunob]ot.

Control EC CU

i Pacientes 6 8 14

! Masculinoffemenino 3/3 4/5 9/5

t
Rango (promedio ± DE) (afros)

64 - 68 29-58 26 - 45

E (66 ± 2,8) (39,3 ± 10,5) (37,8 ± 7,4)

j!.ii D0
Exteusiva 12

Lateral izquierda 2

E!

Ileal 3

Col6nica 2

fleo-col6nica 2

f]eol;ecal 1

t? i Indice de Mayo (n° de pacientes
5/91) inactivos / activos)

u SES-CD  (n° de pacientes

1/8i E] inactivos / activos)

* La exteusi6n 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. Estanchrizacich de la nasa de protofnas cargadas para deteminar la saturaci6n en la

detecci6n de TLR2 de membrana (97 kha). El grafioo muestra la nasa de proteina cangada (Ltg)

versus  la  densidad  6ptica  (Ire).  Se  determin6  que  con  35  pg  de  protctms  se  obtiene  una

detecci6n sin saturaci6n. 8. Figura representativa de la detecci6n de TLR2 de membrana en la

mucosa  intestinal  de  resecciones  quirfugicas  de  pacientes  control,  con  CU  y  EC.  C.  Semi-

cuantificacidn  de  los niveles de TLR2 de membrana (97 kDa) normali2ada a los niveLes de P-

actina.  Los niveles de TLR2  fueron estadisticanente diferentes entre los grupos ® = 0.0026,

Kniskal  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. Cuantificaci6n de lus niveles totales de TLR2 por ELISA de las mismas

muestras  de  mucosa  intestinal  analizndas  en  la  Figura  5C,  La  Leetura  fue  nomalizada  a  la

cantidad de protefna total. No se encontraron diferencias significativas a(niskal Wallis test).  E.

Determinci6n de los niveles totales de TLR2 por ELISA en plasmas de algunos de los pacientes

analizados en La Figura 5C. No se encontraron difelencias significativas (Knrshal WalLis test).

(Controles  n =  5,  CU =  10 y EC  =  I).  F.  Cuantificaci6n de  los  niveles totales  de  TLR2  por

ELISA en muestras de resecciones quirdrgicas y biopsias de mucosa intestinal, Al aumentar el

n`inero  de  pacientes  se  encontraron  diferencias  significativas  en  las  medianas  de  los  grupos

analizndos (p = 0.0066). Los pacientes con CU presentaron niveles mayores que [os controles (p

< 0.05). Se utili2raron los tests de Kniskal Wallis y Mann Withney, respectivamente (Controles n

= 34, CU n = 35. EC n = 29).
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6. Marcadores de inflamaci6n en la mucosa intestinal de los pacientes con EII

Para determinar la producci6n 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 determin6 la expresi6n de TLR2 mediante inmunoblot y

ELISA. Los niveles de IL-10 no  fueron diferentes entre los grupos analizados  G'igura

9A,  lado  izquierdo).  Sinilarmente,  los  niveles  de  TNF-a  no  presentaron  diferencias

significativas, pero si rna tendencia aumentada en el grupo de EC. Las medianas fueron

de   24.28,    16.85   y   34.87   (®g/mL)/mg   de   proteina)   en   controles,   CU   y   EC,

respectivamente aJigura 9A lado derecho). Al comparar los niveles de TNF-a e IL-10 en

mucosa intestinal en todos los grupos analizados  se aprecia que  los niveles de TNF-cl

son mayores  en un orden de magnitud con respecto a los  de IL-10  (Figura 9A). Esto

tiltino sugiere que en el grupo analizado, pequefias variaciones en las cantidades de IL-

10 podrian tener un efecto funcional apreciable, a diferencia de los niveles de TNF-d.

Posteriormente,  se  determin6  la posible  asociaci6n  entre  los  niveles  de  TLR2

totales (detectados mediante ELISA) y los niveles de citoquinas en la mucosa intestinal.

Sin  embargo,  no  se encontr6 una asociaci6n estadisticamente significativa. Aunque el

grupo  de EC  se acerca a una correlaci6n positiva de  los niveles totales  de TLR2  con

TNF-u e IL-10 (p=0,5075 y p=0,2475, respectivamente) (Figura 98). Por el contrario, en

el caso del grupo de CU pareciera existir una tendencia hacia una corre]aci6n negativa

entre   los   niveles   totales   de   TLR2   con   TNF-a   e   IL-10   ®=0,4563   y  p=0,7427,

respectivanente)  ¢igura 98). Estas  observaciones  sugieren  que podrfa 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 ndmero de pacientes analizados para tener una

mayor certeza en los resultados.
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Figura 9. Niveles de [L,10 y TNT-a en mucosa intestinal de pacientes con ETT. A. Niveles de

EL-lo y TNFu medidos per ELISA en muestras de mucosa intestinal de los pacientes analizados

por   inmunoblot.   Los   niveles   de   cada  rna  de   estas   citoquinas   no   preseutan   diferencias
significativas entre los grupos analizades (test de Kruskal Wallis). 8. Analisis de correlaci6n de

Spearman entre los niveles de TLR2 tctales y los niveles de IL-10 (lado izquierdo) o entre los

niveles   de   TLR2   totales   y   los   niveLes   de   TNF-d   (lado   derecho),   no   mostr6   asociaci6n

significativa para ninguno de ]os grupos analizados.
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RESUREN DE RESULTADOS

-     En lamucosa intestinal se detect6 TLR2 de membrana con un pM de 97 kDa.

-     Bajo los m6todos utilizados (inmunoblot y ELISA) no es posible la detecci6n y

caracterizaci6n 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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DISCUSI0N

En este seminario de trfulo se demostr6 que los niveles de TLR2 de membrana se

encuentran  aumentados  en  pacientes  con  CU  respecto  a  EC  y  controles.  Nuestros

resultados  muestran  rna  clara  asociaci6n  entre  la  expresi6n  de  TLR2  con  las  EII y

sugieren  que este receptor cumple un papel  importante en la fisiopatologia 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 epitelial (Bouma and Strober 2003), lo cual podria influir en el desarrollo

natural  de una respuesta protectora.  Ademas,  la  sefializaci6n  de  la via  intracelular de

ThR2  promueve  la  reparaci6n  epitelial  y  controla  procesos  celulares,  tales  como  la

proliferaci6n,  la  formaci6n  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 enfemedad existen lesiones profundas que

involucran las paredes del intestino y el engrosamiento de la pared intestinal con rna

infiltraci6n densa de linfocitos y macr6fagos @ouma 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 interrunpida de manera similar a lo observado en las EII de hurnanos. De esta

forma, la activaci6n de TLR2 ha sido asociada con la raparaci6n epitelial que conlleva a

una protecci6n en el desarrollo del proceso inflamatorio (Cario, Gel.ken et al. 2007). En

cambio, en el modelo murino de EC generado a partir de la transferencia de LT efectores

a ratones SCID infectados con ZJ. focpcz/J.can, se demostr6 que la activaci6n de TLR2 no

participa  en  el  desarrollo  de  la  enfermedad.  Adicionalmente,  la transferencia  de  LT

deficientes en TLR2, no produjeron cainbios en el cuadro inflamatorio en comparaci6n

al grupo control @oulard, Asquitli et al. 2010). El papel protector de TLR2 en la barrera

epitelial  intestinal,  s6lo  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, mds alla de la barrera epitelial, por lo que otros mecanismos serian

necesarios  para lograr frenar el dafio tisular provocado por la inflamaci6n. En relaci6n 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  nive]es  de  TLR2  de

membrana tienden al aumento, con respecto a los pacientes en etapa inactiva Q]igura 8C

y 8F, lado derecho).

La  inportancia  de  TLR2  en  las  EII  tambi6n  podia  asociarse  a  la  etapa  de

desarrollo de la enfermedad Orowat 2010). Durante un proceso inflamatorio agudo (una

etapa temprana de la enfermedad)  las moleculas pro- y anti-inflamatorias  serfan mds

efectivos en ejercer su efecto, condicionando as{ el desarrollo de la enfermedad. Es por

esto,  que  en el  modelo  de  colitis con  inflamaci6n  aguda  inducida por DSS,  donde  el

evento primario de la enfemedad es el dafio en el epitelio, la participaci6n de la via de

sehalizaci6n de TLR2 es muy importante en la progresi6n  de la enfermedad  Q4owat

2010). Segin Mowat y cols., la similitud entre el modelo murino de EII cr6nica 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 desregulaci6n immune,  entre

otros mecanismos. Este planteaniento es coherente con los resultados obtenidos en este

seminario de tfulo, puesto que los pacientes con EC no presentaron diferencias en los

niveles  de  TLR2  con  respecto  a  los  controles  Q'igura  8C  y  8F,  lado  izquierdo).  En

resumen,  la observaci6n de que los niveles de ELR2  en CU son mds elevados que en

EC, podrfan ser adj.udicados al papel de TLR2 en la rcparaci6n de la barrera epitelial, la

cunt no ejerceria efecto alguno en la EC, donde el dafio es mucho mds profundo QTigura

10)

En nuestro laboratorio, los nive]es de TLR2 totales (de membrana y solubles) de

mucosa intestinal fueron deteminados por ELISA. Ademds,  la expresi6n de variantes

solubles   de   TLR2   (sTLR2)   fue   identificada   en   medio   condicionado   de   celulas

mononucleadas provenientes de mucosa intestinal  de pacientes con EII  (Candia, Diaz-

Jimenez et al. 2012). Los niveles de sTLR2 de resecciones quirdrgicas de pacientes con

CU se encontraron aumentados con respecto a las muestras de EC y controles (Candia,

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

determinar    especificamente   por   inmunoblot   en   mucosa   intestinal,   debido   a   la
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complejidad del tejido a analizar, a la baja producci6n de sTLR2  y a la limitante de la

inmunodctecci6n mediante los anticuerpos utilizados para detectar estas variantes.

Figure  10. Mode[o proptiesto pars TLR2 en patologins inflamatorias del intestino.  En la

CU, atln se encuentran celulas epiteliales, Ias ouales poseen altos niveles de TLR2 de membrana,

el  cual,  al  unir  su  ligando,  podr'a  estar  favoreciendo  la  reparaci6n  epitelial,  en  un  dafio

superficial.  En  canbio,  en  la  EC  el  dafio  es  trausmural,  y  la  banera  flsica  se  encuentra

profundamente   interrmpida.   Ademds   en   la   EC,   los   nive]es   de   TLR2   disminuidos   no

contribuirfan    en    los    procesos    de    reparaci6n.    Modificado    de:     http://www.hopkins-

gi,org/GDL_DiseaseLibrary,aspx?CumentuDV=3l

El analisis de la mucosa intestinal completa refleja un sistema complejo, ya que

es  un  tejido  compuesto  por  variados  tipos  celulares,  edemas  de  factores  solubles  y

mucus. I.as c5lulas 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  estas,  se  encuentran  neutr6filos  y  celulas  mononucleadas  (linfocitos  y

macr6fagos),  los  cunles  podrian  corresponder  a  celulas  residentes  o  infiltradas en La
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mucosa O`Tishida,  Murase  et  al.  2002).  En  nuestro  laboratorio  c5lulas  mononucleadas

fueron aisladas de la LP y se observ6 que la poblaci6n de macr6fagos CD33ThR2+ se

encuentra aumentada en muestras provenientes de pacientes con CU en comparaci6n a

pacientes  con  EC  y  controles  (Candia,  Diaz-Jimenez  et  al.  2012).  Estos  resultados

sugieren que los macr6fagos residentes y/o infiltrantes son una de las principales c5lulas

que expresan TLR2 de membrana y una fuente de sTLR2.

En la mucosa intestinal se detectaron dos bandas inmunoreactivas muy pr6ximas

entre  sf  de  alrededor  de  73  lDa,  las  cuales,  segdn  los  controles  realizados,  serian

inespecificas ¢igura 6A).  Sin embargo,  estos resultados no son del todo concluyentes,

ya  que  este  duplete  de  73  kDa  podria  corresponder  a  variantes  de  sTLR2,  dada  la

sinilitud  en  el  PM  con  la  proteina rhTLR2  correspondiente  al  dominio  extracelular

completo  ¢igura  68).  Asi  el  PM  del  dominio  extracelular  de  TLR2  (calculado  por

secuencia aminoacidica),  sumado al PM otorgado por las glicosilaciones (deteminado

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 podn'a

estar  enmascarando  por  otras  proteinas  biotiniladas  del  intestino,  con  una  migraci6n

electroforetica similar a las variantes de sTLR2. El anticuexpo utilizado es biotinilado y

la  reactividad  se  detect6  con  estreptavidina,  que  podr'a  unirse  inespecfficanente  a

proteinas intestinales biotiniladas.  Si esto fuese correcto, el duplete no serfa rna banda

tinica consecuencia del grado de  glicosilaci6n en el extremo  amino-teminal  de TLR2

(Weber, Morse et al. 2004).

Debido a que el mRNA de TLR2 no se procesa mediante empalme altemativo

qeBouder, Rey-Nores et al.  2003),  las variantes  de sTLR2  se  generarfan a partir de

mecanismos post-traduccionales. De esta forma, la producci6n de sTLR2 se generaria a

partir del TLR2 de membrana por la acci6n de proteasas presentes en mucosa intestinal,

tales  como  las  metaloproteinasas  de  matriz  aVIMPs).  I.as  MMPs  son  proteasas  que

controlan varios procesos celulares, tales como la homeostasis de la matriz extracelular,

el crecimiento y la divisi6n celular, la respuesta inmune innata y adquirida. Las MMPs

participan  en  ]a prote6lisis  de proteinas  de membrana  facilitando  el reclutaniento  de

celulas  inflamatorias,  y por ende, participando en el remodelamiento del tejido. De esta
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forma, la expresi6n de MMP-9 y MRE-3 se encuentra aumentada en modelos murinos

de   EII   (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 generaci6n de variantes de sTLR2 por monocitos !.#

1;j.fro esta mediada por la acci6n de las Mhffs (datos no publicados).

El   analisis   de   los   niveles   perifericos   de   sTLR2   en   plasmas   de  pacientes

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

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

respecto  a  EC  y  a  los  controles.  Ademds,  el  analisis  de  asociaci6n  de  Spearman

demostr6 que s6lo los pacientes con CU presentan niveles perifericos de sTLR2 que se

correlacionaron  negativamente  con  los  niveles  totales  de  TLR2  en  mucosa  intestinal

(Candia,  Diaz-Jimenez  et  al.  2012).  Esto  podn'a  sugerir  que  el  transporte  de  sTLR2

desde la mucosa inflamada hacia la periferia se ve reflejado en un aumento relativo a
`nivel periferico ®lasma), deteminando rna disminuci6n relativa a nivel local.

Los  niveles  de  TNF-a  en  mucosa  intestinal  proveniente  de  pacientes  con  EC

presentan  una  tendencia  al  aumento.  Sin  embargo,  1os  antecedentes  indican  que  la

citoquina  TNF-ct,  de  cardcter  pro-inflamatorio  y  del  tipo  Thl,  se  expresa  mds  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 otro lado, los niveles de la

citoquina anti-inflamatoria IL-10, de tipo Th2, no presentaron diferencias en ]a 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,   Maroiniak  et   al.   2009).   La   diferencia   entre   los   datos

obtenidos  en  este  estudio  con  los  reportados  previamente  podria  deberse  al  ntimero

reducido de pacientes analizados o al tratamiento farmacol6gico que ellos reciben como

por  ejemplo,  glucocorticoides  e  inmunosupresores  de  otros  tipos,  los  cuales  podhan

influir en la expresi6n de moldeulas inflamatorias (Tursi, Elisei et al. 2011). Ademas, los

pacientes  con  CU  y  EC  analizados  en  este  trabajo,  corresponden  en  su  mayon'a  a

pacientes en etapa activa de la enfermedad ¢abla 4), por lo tanto, los marcadores de

inflamaci6n   estarl'an   mds   representados   que   los  anti-inflanatorios.  Es  importante
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mencionar  que  al  analizar  las  muestras  provenientes  de  pacientes,  es  comdr  obtener

datos con una gran dispersi6n, principalmente debido a las variaciones gen6ticas entre

los individuos. Ofro factor que determina la gran variabilidad de los datos obtenidos es

la   exposici6n   a   diferentes   tratamientos   farmacol6gicos,   1os   cuales   influencian   la

expresi6n  de   muchas   moleculas  mediadoras   de   la  inflamaci6n.   Precisamente,   Ios

tratamientos utilizados en las EII, tales como glucocorticoides y anticuelpos anti-TNF-qu

son capaces de influenciar la expresi6n de TLR2 ¢Iermoso, Matsuguchi et al. 2004), lo

cual seria interesante de analizar en un futuro estudio. Sin embargo,  aumentar el niinero

de  pacientes  analizados,  permitha 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 las EII, es necesaria la bdsqueda de factores diferenciales entre

la CU y la EC, lo cual sen'a de utilidad para su diagn6stico, ya que los tratamientos son

exclusivos de cada una, enfocindose en mecanismos diferentes para frenar el desarrollo

de estas. Por lo mismo, el hallazgo y la caracterizaci6n de moldeulas anti-inflamatorias,

que ya se encuentren presentes en el tejido, son chordadas como futuras contribuciones

en el tratamiento complementario actual de estas patologias.
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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.

Tambi6n la detecci6n mediante ELISA pemiti6 la cuantificaci6n de los niveles totales

de  TLR2  (soluble  y  de  membrana)  en  mucosa  intestinal,  los  cunles  se  encuentran

aumentados en pacientes con CU con respecto a EC. Por lo tanto, se podrfa postular a

TLR2 como un biomarcador diferencial entre ambas EII. En los ensayos con monocitos

TTIP-1   diferenciados   a   macr6fagos,   la  detecci6n  de   TLR2   de   membrana  en   los

sobrenadantes  celulares  indicaron que tambien podr'a encontrarse  este  receptor en  el

medio   extracelu]ar,   posiblemente   contenido   en   exosomas,   lo   cual   queda  por   ser

dilucidado, as[ como tambien los efectos funcionales que esto tendria.

Los  niveles   de  marcadores   pro-   y  anti-inflamatorios   (TNF-ci   e   Hj-10)   no

mostraron  diferencias  estadisticanente  significativas  en  correlaci6n  con  los  niveles

totales  de  TLR2  determinados  en  los  grupos  analizados.  Sin  embargo,  este  resultado

podria  mejorarse  al  incorporar  mayor  ndmero  de  muestras  de  pacientes  a  analizar.

Finalmente, la importancia de encontrar moleculas marcadoras diferenciales entre la CU

y la EC,  podr'a ayudar al diagn6stico  de estas enfermedades  y ademis otorgarfa   un

tratamiento mds adecuado para estas EII.
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ANEXOS

r`
CONSENTIMIENT0 INFORMADO PARA  INVESTIGAcldN CLINICA (Gmpo mayor de 18

afros con Enrermedad Jnnamatoria Intestinal rerractarin a] tratamieDto)

El objeto de esta informaci6n es ayudarlo a tomar la decisi6n de participar o no en cste estudio que

trata de evaluar la presencia de la molecula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen rna enfermedad

similaralasuya(EnfermededlnflamatorialntestinaI,yaseaEnferrnedaddeCrohaoColitisUlcerosa).

Su  medico  tratante,  que  es  uno  de  los  coinvestigadores,  ha  considerado  que  dado  el  fiacaso  al

tratamiento medico con fiinacos, necesita someterme a un tratamiento quirtirgico para poder manejar de

manera adecunda su cnfemeded. Es por esto que se le esta solicitando su autorizaci6n para tomar despu5s

de la cirugia una pequefia muestra de una zona de su colon o intestino delgado ya resecado con el fin de

sex analizachs y lLevar a caho esta investigaci6n.

OBJETIVOS:  Comprobar que  esta  molecula;  ZZR2  se  encuentra  mayoritariamente  presente  en  los

pacientes que  sufron  de Enfermedad  de Crohn o  Colitis Ulcerosa y no  en pacientes que sufren de otra

enfermedad diferente, podia ser dtil  para entender mejor porqu5 se produce la enfemedad, y a futuro

plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Una vez   resecado  su colon  o  intestino,  uno  de  los  coinvestigadores  de  este

estudio seccionafa un area del colon o intestino de aproxinadanentc 5 cm. El resto de la pieza quirdrgica

(colon  o  intestino  resecado)  se  enviari  al  Servicio  de Anatomia Patol6gica para  su  evaluaci6n  por  el

pat6logo con el fin de dcterminar la sevcridad de su enfermedad. La evaluaci6n del colon o intestino por

parte del patdlogo es un procedimiento que se realiza de rutim en toda pieza quirdrgica que se obtiene de

rna cirugia, por lo que su evaluaci6n no estara condiciormda por su eventual participaci6n e[i este estudio.

Ademds, al tinino de su cirugi'a se obtendri una muestra de  15 ml de sangre para poder determinar la

presencia de esta mol6cula en el conjunto de celulas presentes en la sangre, como la que podria circular en

e]  suero.  El  procedimiento  de  extraer su sangre sera  similar al  que  se  ha reali2ado  cundo  su medico

tratante le ha solicitado exinenes de sangre.

Los resultados obtenidos del estudio de sue muestras de intestino, colon o sangre seran conocidos par

§u medico tratante quien le infomari personalmente de los resultedos obtenidos al estudiar sue muestTas.

Se le solicita su autorizaci6n pan que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en este

estudio  puedan  ser  congeladas  en  un  refrigerndor  a  nl0°C,   lo   que  permitiri  a  nuestro  grupo  de

investigaci6n  seguir  realizando  estudios  de  su  enfermedad  con  el  fin  de  loglar  entender  mejor  los

mecanismosquelaprodueenytenerlaposibitidaddeencontrarnuevosymejorestratanientos.Encasode

que  nuesfro  grupo  de  investigaci6n  desee  utilizar  sue  muestras  para  un  pr6ximo  estudio  destinado  a

conocer que otros factores provocan la aparici6n o modifican la evoluci6n de su enfermedad, nosotros nos

comprometemos a solicitar previamente su aprobaci6n.
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CONFIDENCIALIDAD:  Los resultados obtenidos del  estudio  de sue muestras de intestino,  colon o

sangre  serin  conocidos  solamente  por  el  equlpo  de  investigaci6n  que  forma  parte  de  este  estudio

manteniendo de esta manera la m6xina confidencialjdad de su participaci6n.

BENEFICI0S: La opci6n de entender mej or esta enfemedad y lograr tener nuevos tratamientos podria

permitir tralar mejor a los pacientes que padecen su enfermedad.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra que se evaluari en este estudio se obtendrf solamente rna

vez resecado su colon o intestino, por lo tanto este procedimiento no implicari ningLma demora o riesgo

para usted durante su cirugfa como tampoco implicari un riesgo en su evoluci6n postoperatoria,

COSTOS: Usted debe estar tranqullo de que tanto  la toma de las muestus de colon e intestino y de

sangre como su analisis no tendril ningdn costo papa usted.

COMPENSAC16N: No existiri ninguna ayudr econ6mica por su participaci6n dado que la indicaci6n

de la cirugia est5 dada por la falta de respuesta al tratamiento medico y que las muestras senin obtenidas

una vez resecedos su colon a intestino sin existir ningdn riesgo.

COMUNICAC16N: La investigaci6n a la cual se me esta invitando a participar se realiza en la Secci6n

de Gastroenterologia y el Departanento de Cingia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y la

C]fnica  Las  Condes,  en  conjunto  con  cl  Laboratorio  de  lnmunidad  lnnata,  Programa  Disciplinario  de

lnmunologia, Iustituto de Ciencias Biomedieas, 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  (tel5fono:

4888300, Servicio de Gastroenterologfa Clinica Las Condes).

Este estudio  fue  aprobado  por el  Comite  de  Etica  del  Hospital  Clinico  de  la  Universidad  de  Chile

(tel6fono           ) y de la clinica Las condes (tel5fono                ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE:  Debe tener claro que en  caso  de no  aceptar participar en este

esfudio, Ia atenci6n y dedicaof 6n entregada por el equipo de m6d;cos tratantes no senin afectadas.

For lo  tanto  declaro  que  Y0  he  sido  informado  por  el  lnvestigador  Principal"edico  Respousal)le

quien estim6 que mi Diagndstico es compatible con los criterios de selecci6n del estudio.

Declaro alem5s haber entendido toda y cada una de las partes del documento que estoy firmando.

Firma paciente

Fecha y hora de la Firma Consentimjento lnformado:
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-erg                       ffi
CONSENTIMIENT0 INroRMADO PARA  INVESTIGAC16N CLINICA (Grupo entre 15 a 18
aflus con Enfermedad IDflamatoria Intestinal refractaria al tratamiento, AUTORIZACION dado

por €1  Padre"adre/Tutor de Paciente)

EI objeto de esta informaci6n es solicitar que su hijo o persoTia enferma a su cargo pueda I)articipar en

este esfudio que trata de evaluar la presencia de la molecula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen

un enfermedad similar a la de mi hijo o person a mi cuidado (Enfermeded lnfla"toria Intestinal, ya sea

Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

El  medico  tratante,  que  es  uno  de  los  coinvestigadores,  ha  considerado  que  dado  el  fracaso  al

tratamiento medico con finacos, el enfemo necesita someterse a un trataniento quirdrgico pars poder

manejar de manera edecuada su  enfermedad.  Es por esto que se le esta so]jcitando su autorizaci6n para

que nosotros pedamos tomar una pequcha muestra de rna 2x)na su colon o intestiro deLgedo ya resecado

despres de la cinlgia con el fin de ser analizadas y llevar a cabo esta investigaci6n.

OBJETIVOS: Comprohar que esta moldsula 7ZJt2 se encuentra presente en log 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  dtil  papa  entender  mejor  porque  se  produce  la  enfermedad  y  a  futuro

plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS:  Una  vez  reseeado  su  colon  o  intestino  uno  de  los  coinvestigadores  de  este

estudio seecionari un area del colon o intestino de aproxinadannente 5 cm. E] resto de la pien quirfugica

(colon  o  intestino  resecado)  se  enviat  al  Servicio  de  Anatomia  Patol6gica  para  su  evaluaci6n  por  el

patologo con el fin de determinar la severidad de su enfemredad. Ira evaluridn del colon o intestino por

parts del pafologo es un pTocedimiento se rcaLiza de rutina en todr pieza quirdrgica que se obtiene de un

cirugia pop  lo  que  su  evaluncidn  no  estari condieionada por su  eventul  participaci6n  en  este erfudio.

Ademds, al tinino de su cirugl'a se obtendri Lma muestra de  15  ul de sangre pea peder determinar la

presencia de  esta  moldeula  Canto  en  el  conjunto  de  celulas  presentes  en  el  suero.  El  procedimiento  de

extraer su sangre see hecho durante la operaci6n aprovechando la anestesia, sin molestia para el paciente.

Los resultados obtenidos del estudio de sue muestras de intestino, colon o sangre serin conocidos por eL

medico tratante a quien se le informari personalmente de los resultedos obtenidos al estudiar sus muestras.

Se solicita su autorizaci6n  para que las muestras de sangre y biopsias que no  scan  utilizadas en este

estudio  puedan  ser  congeladas  en  un  reffigerador  a  ng0°C,  Io  que  podn'a  pemitir  a  nuesfro  grupo  de

investigaci6n  aprovechar  nuevas  tecnologias  y  conocimientos  que  aparezcan  prra  squir  rcalizando

estudios  de  su  enfermedad  con  el  fin  de  entender  mejor  Los  mecanismos  que  La  producen  y  tener  la

posibilided de encontrar nuevos y mejores tratamientos.  En caso de que nuestro grupo de investigaci6n

desee  utilizar  estas  muestras  para  un  pr6ximo  estudio  de  inmunologia  o  genetico  en  el  drea  de  su

enfermedad,nosotrosnoscomprometemosasolicitarprevianentetantosuaprobaci6ncomoladesuhijo.
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CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos del estudio de cstas muestras de intestino, colon o

sangre  serin  conoctdos  solanente  por  el  equipo  de  investigaci6n  que  forma  parte  de  este  estudio

marten;endo de esta manera la maxima confidencialidad de su participaci6n.

BENEFICIOS: La opci6n de entender mej or esta enfermedad y lograr tener nuevos tratamientos podria

permitir a futuro tratar mejor a los pacientes que padecen estas enfemedades.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra que se evaluari en este estudio se obtendri solamente

despues de resecado su colon o intestino, por lo tanto este procediniento no implicnd ninguna demora o

riesgo durante su cirugia o durante su evoluci6n postoperatoria,

COSTOS: Tanto la toma de las muestras de colon e intestino y de sangre como su analisis no tendrin

ningivn costo erfro para el enfermo.

COMPENSAC16N: No exjstiri ninguna ayuda econ6mjca por su participaci6n dado que la indicaci6n

de la cirugfa esta dads por la falta de respuesta al tratamiento medico y que fas muestras serin obtenidas

del colon o intestino ya  resecados sin existir ningtin riesgo pan el paciente.

COMUNICAC16N: La investigaci6n a la curl se esta invitando a participar se realiza en la Secei6n de

Gastroenterologia y  el  Departamento  de  Cirugia del  Hospital Clinico  de  la Universidad de Chile  y  la

Clinica  Las  Condes,  en  conjunto  con  el  Laboratorio  de  Tnmunidad  lrmata,  Programa  Disciplinario  de

Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomedicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En

caso necesario usted se podri contactar Con eJ  cojnvestigador principal: Dr. Rodigo  Qucra P (tel6fono:

48883 00, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este  estudio  fue  aprobado  por el  Comit6  de  Etica del  Hospital  Clinico  de  la Universidad  de  Chile

(tel5fono           ) y de la clinica Las condes (tel6fono                ).

DERECHOS  DEL  PARTICIPANTE:  Debe  tener  claro  que  en  caso  de  no  acaptar que  el  enfermo

participe en este estndio, la atenci6n y dedicaci6n entregada a 6VelJa por el equipo de medicos tratantes no

serin afectadas.

Por  lo  tanto  declare  que  YO  he  sido  inforzmdo  por  el  Investigador Principal"edico  Respousable

quien estin6 que el Diagn6stico de mi hijo o persona a cargo es compatible con los criterios de selecci6n
del estudio.

Declaro ademds haber entendido toda y cada rna de fas partes del documento que estoy filmando.

Firma Madred'adreff ersona a cargo

Fecha y hora de la Firma Consentimiento lnformado:
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ETi(=fl
CONSENTIMIENTOINFORMAI)OPARAnIVESTIGACI0NCLINICA(Gmpocontrolmayor

de ]8 afros de edad)

Elobjetodeestainformaci6nesayudarloatomarladecisi6ndeparticiparonoenesteestudio,enque

medicos y un grupo de cientificos, esfan interesados en estudiar la presencia de la moldeula ]lamada TLR2

quepuedeestarpresenteenelintestinodepacientesquetienenunaenfermedaddistintaalaqueyotengo

llamada  Enfermedad  lnflamatoria  Intestinal  (ya  sea  Enfermedad  de  Croha  a  Colitis  Ulcerosa).  Sin

embargo para que este estudio sea titil,  es necesario  comparar los resultados de estos pacientes con los

obtenjdos desde un gnlpo control que pucden ser pacientes con apendicitis aguda, diverticulitis o cancer

colorectal.

Sumedicotratantehacousideradoquepresentaunadeestastrespatologl'asmotivoporelculrequiere

de un tratamiento quirdrgico para su manejo. Es pot esto que se ha solieitado su autorizaci6n para tomar

muestras  de  su  colon  si  es  que  tengo  diagnostico  de  diverticulitis    o  cancer  de  colon.  0  bien  tomar

muestras de apchdice, si es que padezco de apendicitis, durante nd cirugia para ser analizadas y llovar a

cabo esta investigaci6n.

OBJETIVOS: El poder comprobar que esta molecula 7:[R2 se encuentra presente en los pacientes que

sufro  de  Enfermedad  de  Crohn  o  Colitis  Ulcerosa  y  que  no  esth  en  pacientes  que  sufren  de  otra

enfemedaddiferentecomolaqueustedpresenta,podiasertitilparaentendermejorporqu6seprodrcela

enfermedadinflamatoriaintestinalyafuturoplantearnuevostratamientosposibles.

PROCEDlrmENTOS:  Una  vez  resecado  su  colon  o  apchdice  uno  de  los  coinvestigadores  de  este

estudio seccionarin un area del colon (aproxinadalnente 5 cm) o ap8ndice (un cm) segin el diagn6stico

inicial(diverticulitis/Cancerdecolonoapendicitisreapectivanente).Elrestodelapiezaquirdrgica(colon

oapendiceresecado)seenviarialServiciodeAnatomfaPatol6gicapansuevaluaci6nporelpat6Iogocon

elfindedeterminareldiagn6sticoyseveridaddesuenfelmedad.Laevaluaci6ndelcolonoap6ndicepor

parts del pat6logo es un procedimiento se realjza de rutina en toda pien quirdrgica que se obtiene de una

cinigia por  lo  que su  evalunci6n no  estari condicionada por su  eventul  participaci6n  en  este  estudio.

Ademds, al termino de su cirugia se obtendra rna muestra de  15 ml de sangre pea poder determiner la

presenciadeestamoldeulaelconjuntodec6Iulaspresentesenlasangrecomoenlaquepoch'acircularen

el  suero. El  procedindento  de extraer su sangre sera similar al  que  se ha realizzido  cuando    su medico

tratante ]e ha solieitado exdmenes de sangre.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de colon, apchdice o sangre serfu conocidos por su

medicotratantequienleinfomatpersonalmentedelosresultadosobtenidosalestudiarsusmuestras.

Se le solicita su autorizaci6n para que ]as muestras de sangre y biopsias que no sean utilizedas en este
Jesfudio   puedan   ser  congeladas   en  un  refrigerador  a  ng0°C,   lo   que  permitira  a  nuesfro   grupo   de

investigaci6nseguirrealizandoestudiossobreenfermedadinflaniatoriaintestinal(enfermededdeCrohny
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colitis ulcerosa) con el fin de lograr entender mejor los meeanismos que la producen y tener la posibilidad

de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de que nuestro grupo de investigaci6n desee utilizar

bus  muestras para un prdx].mo  estndio  destinado  a conocer  que  otros factores provocan  la aparici6n  o

modificai  la  evoluci6n  de  su  enfermedad,  nosotros  mos  comprometemos  a  solicitar  previanente  su

aprobaci6n.

CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos dcl  estudio de sus muestras de colon, apchdice o

sangre  serin  conocidos  solamente  por  el  equipo  de  investigaci6n  que  foma  parte  de  este  estudio

mantenjendo de esta manera ]a maxima confidencialidad de su participaci6n,

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 usted, por

no padecer esta enfcmedad, no significan'a ningivn beneficio directo.

RIESGOS: Debe quedar claro que la muestra de colon o apchdice que se evaluari en este estudio se

obtendri solamente una vcz resecado su colon o apchdice, por lo tanto este procedjndento no implicari

ninguna demora o riesgo para usted durante su cirugla como tampoco inplicari un riesgo en su evoluci6n

postoperatoria.

COSTOS:  Usted debe  estar tranquilo  quc tanto  la toma de las  muestras  de colon  o  apchdice y  de

sangre come su ahalisis no tendril ningbn costo para usted.

COMPENSAC16N: No existizf nii]guna ayuda econ6mica por su participaci6n dado que )a indicaci6n

de  la  cirugla  por  apendicitis,  diverticulitis  o  cancer  de  colon  no  esti  determinada  por  su  posible

I)articipaci6n en este estudio.

COMUNICAC16N: La investigaci6n a la cual se le esta invitando a participar se realiza en la Secci6n

de Gastroenterologia y el Departanento de Cirugia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y la

Clinica  Las  Condes,  en  conjunto  con  el  Laboratorio  de  lnmunided  lnmtB,  Programa Disciplinario  de

lrmunologia, Instituto de Ciencias Biom6dicas, de la Faoultad de Medicina de la Universidad de Chile. En

caso necesario usted se pods contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (tel5fono:

48883 00, Servicio de Gastroenterologfa Clfnica Las Condes).

Este  estudio  fue  aprobado  por el  Comite  de Etica del  Hospital  Clinico  de la Universidad  de  Chile

(tel6fono           ) y de la clinica Las condes (tel6fono                ).

DERECHOS DEI. PARTICIPANTE: Debe tener claro  que en caso  de no aceptar participar en este

estudio, la atenci6n y dedicaci6n entregada por el equipo de medicos tratantes no serfu afectadas.

Por lo  tanto  declaro  que  YO  he  sido  informado  por  cl  Investigedor PrincipalM6dico  Responsable

quien estim6 que mi Diagn6stico es compatible con los criterios de selecci6n del estudio.

Declaro adends haber entendjdo toda y cada una de las panes del dooumento que estoy firmando.

Firma paciente

Fecha y hora de la Firma Consentimiento lnformado:
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•-gr+                           RE
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA  INVESTIGACI0N CLINICA (Grupo control el.tre

15 a 18 afros. AUTORIZACION Padre"adreHutor de Paciente)

El objeto de esta carta es solicitar que su hijo/hija/persona enferma a su cargo pueda paticipar en este

estudio, que medicos y un grupo de cientificos estin  interesados en evaluar la presencia de la moldeula

llamada TLR2 que puede estar presents en el intestino de pacientes que tienen un enfermeded distinta a

la de  su hijothija/persona a cargo  llamada Enfermedad  lnflamatoria Intestinal  (enfemedad  de  Crohn o

Colitis Ulcerosa). Sin embargo pare que este estudio sea dtil, es necesario compalar los resultados de estos

pacientes  con  los obtenidos desde un  grupo  control que pueden ser pacientes con apendicitis  aguda.  El

medico  tratante  a cargo de  su hijothija/persona a cargo  ha cousiderndo que  el/ella presenta este  cuadro

motivo por el oual neeesita un tratamiento quirdrgico para su manejo. Es por esto que se ha solicitado su

autorinci6n para tomar muestras del  apchdice una vez extraido con el  fin de analizarla y poder llevar a

cabo esta investigaci6n.

OBJETIVOS: Comprobar que esta moldeula  r[R2 se encuentra presente en los pacientes que sufren

de Enfermedad  de Crohn o  Colitis  Ulccosa y  que no esta en pacientes que  sufren  de otra enfermeded

diferente como la que su hijothija/persona a cargo presenta, pedrfa ssr util para entender mejor porque se

producelaenfemedadinflamatoriaintestinalyafroiroplantearnuevostratamientosposibles.

PROCEDIMIENTOS:  Una  vez  resecado  el  apchdice,  uno  de  los  coinvestigadores  de  este  estudio

seccionat un area del apchdice (aproximadamente un cm). EI resto del ap6ndice se enviara al Servicio de

Anatomia  Patol6gica  para  su  evaluaci6n  por  el  pat6logo  con  el  fin  de  determiner  el  dingndstico  y

severidad de su enfermedad,  La evaluaci6n deL apendice pot parte del pat6logo es un procedimiento  se

rcaliza de rutina en toda pien quirfuSca que se obtiene de rna cirugia par lo que su evaluaci6n no estafa

condicionada por  la  eventual  particjpaci6n  de  su  hijo/hija/persona  a cargo  en  este  estudio.  Adends,  al

tinino de su cirugia se obtendi una muestra de  15 ml de sangre para poder determinar la presencia de

estamoleculatantoenelconjuntodec5lulaspresentesenlasangrecomoenelsuero.E[procedimientode

exhaersusangresedhechodurautelaoperacidnaprovechandelaanestesia,sinmolestiaparaelpaciente.

Los resultados obtenidos del estudio de las muestras del  ap6ndice o sangre de su hijo/hija/persona a

cargo  serfu  conocidos por  su  medico  tratante  a quien  se  le  informari  personalmente de  ]os  resultedos

obtenjdos al estudiar estas muestras.

Se solicita su autorizacich para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en este

estudio  puedan  set  congeLadas  en  un  refrigerader  a ng0°C,  lo  que  podria permitir  a  nuestro  grupo  de

investigaci6n  aprovechar  nuevas  tecnologias  y   conocimientos  que  aparezcan  papa  snguir  realizando

estudios  sobre  enfermedad  inflamatoria  intestinal  con  el  fin  de  entender m¢or  los  mecanismos  que  la

producenytenerlaposibilidaddeencontrarnuevosymejorestratamientos.Encasodequenuesfrogrupo

de  investigaci6n  desee  utilizar  las  muesthas  de  su   hijothija/persona  a  cargo  para un proximo estudio
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destinedo a conocer que otros factorcs provocan la aparici6n o modifican la evo]uci6n de su enfermedad,

nosotrosnoscomprometemosasolicitarpreviamentesuaprobaci6nyladesuhijo.

CONFII)ENCIALIDAD: Los resultados obtehidos del  estudio de las muestras de apchdice o sangre

serin conocidos solamente por el equipo de investigaci6n que forma parte de este estudio manteniendo de

esta manera la m5xina confidencialidrd de su participacidn.

BENEFICI0S: La opci6n de entender mejor el origen y los mecanismos de la enfermednd inflamatoria

intestinal  y  lograr  tener  nuevos  tratanientos  podria  permitir  tratar  mejor  a  estos  pacientes.  Para  su

hijoth;ja/personaacargopornopadecerestasenfermedades,nosignificarianingtinbeneficiodirecto.

RIESGOS: Debe quedar clara que la muestra de colon o apchdice de su hijothija/persona a cargo que

se  evaluari en  este  estudio  se  obtendra solamente  despu6s  de resecado  el  apchdice.  For  lo  tanto  este

procedimiento  no  implicari  ninguna  demora  o  riesgo  para  durante  su  cirugia  o  durante  su  evoluci6n

postoperatoria.

COSTOS: Tanto la toma de ]as muestras de apchdice y de sangre como su analisis no tendrfu ningtin

costo extra para el enfermo.

COMPENSAcldN: No existifa ninguna ayuda econ6mica por usted o su hijo/hija/persona a cargo por

]a participaci6n  dado que la indicaci6n  de la cingi'a por apcndicitis no  esta determinada por la posible

participaci6n de eL o ella en este estudio.

COMUNICAC16N: Le investigaci6n a la oral se le esth invitando a participar se realiza en la Secci6n

de Gastroenterologia y el I)epartanento de Cirugia del IIospital Clinico de la Universidad de Chile y la

Clinica  Las  Condes,  en  conjunto  con  el  Laboratorio  de  lnmunidad lmata,  Programa  Disciplinario  de

lnmunologia,IustitutodeCienciasBiom6dicas,delaFacultaddeMedicinadelaUniversidaddeChile.En

caso necesario usted se podra contactar cam el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo  Quera P (telefono:

4888300, Servicio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este  estudio  fue aprobado  por  el  Comit6  de Etica  del  Hospital  Clinico  de la Universidrd de  Chile

(tel6fono           ) y de la clinica Lag condes (tel5fono                ).

DERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro que en  caso  de no  aceptar participar en  este

estudio, Ia atenci6n y dedicaci6n entregada por el equipo de medicos tratantes no seen afectadas.

Por lo  tanto  deelaro  que  Y0  he sido  informado  por  el  lnvestigador Principal"5dico  Responsal]le

quien estim6 que el Diagn6stico de mi hijo es compatible con los criterios de selecci6n del estudio.

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

Firma Madreff acre/Persom a cargo Paciente/

Fecha y hora de la Firma Consentimiento Informado:
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CONSENTIMIENTO INFO"ADO PARA  INVESTIGAcldN CLINICA (Gmupo Adulto con

Enfermedad lnflamatorfu lntestim] con actividad  en difei.entes estadios)

El  objcto de esta informaci6n es ayudarlo a tomar la decision de participar o no en este estudio que

trata de evaluar la presencia de la molecula TLR2 en el  intestino de pacientes que tienen una enfermedad

similar  a  la  suya  llanada  Enfermedad  Inflamatoria  Intestinal  (ya  sea  Enfermedad  de  Crohn  o  Colitis

Ulcerosa).

OBJETIVOS: El poder comprobar que esta moldeula 7Z,Jt2 se encuenha presente en los pacientes que

sufron  de  Enfermednd  de  Crohn  o  Colitis  Ulcerosa  y  que  no  estin  en  pacientes  que  sufron  de  otra

enfermedad  diferente,  podr{a  ser  dtil  para  entender mejor  porque  se  produce  la  enfemeded  y  a  futuro

plantear nuevos tratamientos posibles.

PROCEDIMIENTOS:  Durante  un crisis de nd  enfermedad determinada cl{nicanente por su medico

tratante se tomat rna muestra de sangre de  15 mJ, este procedimiento se rcalizat como cualquier otro

examen de sangre solicitado previamente por su medico tratante durante sus controles. En esta muestra se

deteminnd los  niveles  de  la  molecula  7ZR2  circulante  en  el  suero.  Cundo  usted  haya  alcamando  la

etapa de inactividad de su enfermedad, se le tomari nuevamente 15 mJ de sangre para volver a determinar

la presencia de esta mol6cula en eL suero circulante.

I.os resultados obtenidos del estudio de sue muestras de sangre serin concoidos por su medico tratante

quien le infomat personalmente de los resu]tndos obtenidos al estudiar sue muestras.

Se  le  solicita su autorizaci6n  para que las muestras de  sangre que  no  sean  utilizadas  en  este  estudio

puedansercongeladasenunrefrigerndoranl0°C,loquepermitirianuestrogrupodeinvestigaci6nseguir

realizandoest`rdiosdesuenfermedadconelfindelograrentenderrnejorlosmeeanismosqueLaproducen

y  tener  la  posibilidad  de  encontrar  nuevos  y  mejores  tratamientos.  En  caso  de  que  nuestro  grupo  de

investigaci6n desee utilizar sus muestras para un pr6xjmo estudio destinado a coTiocer que otros facto]es

pueden provocar la aparici6n o modificar la evoluci6n de su enfermeded, nosotros nos comprometemos a

solicitar previamente su aprobaci6n.

CONF[DENCIALIDAD: Los resultados obtenidos det estudio de sue muestras sangre serfu concoidos

solamente por el equipo de investigaci6n que fomia parfe de este estudio manteniendo de esta manera la

maxima confidencjalidad de su participacj6n.

BENEFICIOS:Laopci6ndeentendermejorestaenfemedadylogrartenernuevostratamientospodria

pemitir tratar mejor a los pacientes que padecen su enfermednd.

RIEScOS:Debequedarclaroquelatomdemuestradesangreserisimilaralosexinenesdesangre

solicitndos por su medico tratante por lo que estan exentas de riesgo part ]a evoluci6n de su enfermedad.

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

tendin ningin costo para usted.
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COMPENSAC16N:  No  existife  ninguna  ayuda  econ6miea  por  su  participaci6n  en  este  estudio.

COMUNICAC16N: La investigaci6n a la cual se le esta invitando a participar se realiza en la Secci6n de

Gastroenterologia y  el  Departamento  de Cirugfa del  Hospital  Clinico  de  la  Universidrd  de  Chile y  la

Clinica  Las  Condes,  en  conjunto  con  el  Laboratorio  de  Inmunidad  Irmata,  Prograna Disciplinario  de

lnmunologfa, Instituto de Ciencias Biom5dicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En

caso necesario usted se podrfi contactar con el  coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P  (tel5fono:

48 88300, Servicio de Gastroenterolog[a Clinica Las Condes).

Este  estudio  foe aprobado  por el  Comite  de Etica  del  Hospital  Clinico  de  la  Universidad  de  Chile

(tel6fono           ) y de la clinica Las condes (tel6fono                ).

I)ERECHOS DEL PARTICIPANTE: Debe tener claro  que en caso de no  aceptar participar en este

estudio, la atenci6n y dedicaci6n entregada por el equipo de medicos tratantes no senin afectadas.

Por lo  tanto  declare  que  YO  he  sido  informndo  por  el  lnvestigador  Principal/M5dico  Responsable

quien estim6 que mi Diagn6stico es compatible con los criterios de selecei6n del estudio.

Declare ademds haber entendido toda y cada rna de las partes del documento que estoy firmando.

Firmapaciente

Fecha y hora de la Firma Consentimiento lnformado:

67

Investigador Principal
o Medico Responsable



=....:-:..

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA  INVESTIGAC16N CLINICA (Grupo cntrc 15-18
afros con Enrermedad lnflamatoria Intestinal con actividad  en dir€rentes estndios,

AUTORIZACION Padre/MadreITutor de Paciente)

El objeto de esta informaci6n es solicitar que su hijothija/persona enferma a su cargo pueda participar

en este estudio que quiere evaluar la presencia de la molecula TLR2 en el intestino de pacientes que tienen

rna enfermedad sinilar a la de su hijothija/persona a cargo llamada Enfemedrd Inflamatoria lntestiml

(Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

OBJETIVOS: Comprobar que csta moldeula 7ZR2 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, podia ser ritil para entender mejor porque se produce la enfermedad y a futuro plantear nuevos

tratanientos posibles.

PROCEDIMIENTOS: Durante un crisis de la enfermedad de su su hijothija/person a cargo,  la cual

sera determinada clhicamente por su medico  tratante,  se tomari una muestra de sangre de  15  ml, este

procedimiento se rcalizzha como  cualquier otro examen de sangre solicitado previamente pot el  medico

tratante de  su hijothija/persona a cargo durante sus controles. En esta muestra se determinari los niveles

de la rmldeula r[R2 circiilante en el suero. Cuando su su hijothija/persona a cargo  haya alcanzando la

etapa de inactividad de su enfemedad, se le tomara nuevamente 15 ml de sangre para volver a determjnar

la presencia de esta moldeula en el suero circulante.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de sangre scrin conocidos por su medico tratante

quien  le   infomari  personalmente  de  los  resultados  obtenidos   al   estudiar  ]as  muestras  de   su   su

hijothija/persona a cargo.

Se le solicita su antorizaci6n para que las muestras de sangre de su su hijothija/persona a cargo que no

sean  utilizadas  en  este  estudio  puedan  ser  conge]adas  en  un  refrigerador  a -80°C,  lo  que  permitira  a

nuestro grupo de investigaci6n seguir realizando estudios de la enfermedad de su hijothij a/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 investigaci6n desee t]tilizar sue muestras

para un pr6xino estudio destinado a conocer que otros factores pueden provocar la aparici6n o modificar

la evoluci6n de ]a enfermedad que presentan su hijothija/persona a cargo, nosotros nos comprometemos a

solicitor previamente su aprobaci6n y la de el/ella.

CONFIDENCIALIDAD:   Los   resultados   obtenidos   del   estudio   de   las   muestras   sangre   de   su

hijothija/persona a cargo serin conocidos so(amente por el equipo de investigaci6n que forma parte de este

esfudio manteniendo de esta manera la maxima confidencialidad de su participaci6n.

BENEFICIOS: La opci6n de entender mejor esta enfermedad y lograr tener nuevos tratamientos podr'a

permitir tratar mej or a los pacicntes que padecen estas cnfcrmcdades.
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RIESGOS: Debe quedar claro que la toma de muestra de sangre see similar a los exinencs de sangre

solicitadosporelmedicotratantedesuhijo/hija/personaacargoporloqueestincxentasderiesgoparala

evoluci6n de su enfermedad.

COSTOS: Tanto la toma de las muestras de sangre como su analisis no tendr6n ningtin costo extra papa

usted ni para el enfermo.

COMPENSAC16N: No existira ninguna ayuda eeon6mica por la participaci6n de su hij.othija/persona

a cargo en este estudio.

COMUNICAC16N: La investigaci6n a la cunt se le est6 invitando a participar sc rcaliza en la Secci6n

de Gastroenterologia y el Departamento de Cirugfa del Hospital Cl{nico de 18 Universidad de Chile y la

Clinica Las  Condes,  en  conjunto  con  el  Laboratorio  de  Inmunidad  lmata,  Prograrm  Disciplinario  de

Inmunologia, Instituto de Ciencias Biom6dicas, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. En

caso necesario usted se podri contactar con el coinvestigador principal: Dr. Rodrigo Quera P (telefono:

4888300, Servjcio de Gastroenterologia Clinica Las Condes).

Este estudio  fue  aprobado  por el  Comjt6  de Etica del  Hospital  Clinico  de  la Universidad  de  Chile

(tel6fono           ) y de la clinica Las condes (tel6fono                ).

DEREcrlos  DEL  PARTICIPANTE:  Debe  tener  claro  que  en  caso  de  Ilo  aceptar que  el  enfermo

participen en este estudio, ]a atenci6n y dedicaci6n entregada por el equipo de medicos tratantes no serfu

Ofeetadas.

Por lo  tanto  declaro  que  YO  he  sido  informado  por  el  Investigador  Principal"edico  Responsable

quien estim6 que el Diagn6stico de mi hijo es compatible con los criterios de selecci6n del estudio.

Declare adends haber entendido toda y cada una de fas partes del documento que estoy fLrmando.

Firmapaciente

Fecha y hora de la Fina Consentimiento lnfomado:
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CONSENTIMIENTO INFORMAD0 PARA  INVESTIGAC16N CLINICA (Grupo paciente entre
15-18 afros con Enrermedad lnflamatoria Intestinal rerractaria al trataniento)

El  ob.ieto  de  csta inforznaci6n  es  explicarte  porque I)osotros  te  estamos  pidiendo  que nos  ayude§  a

rcalizar este estudio de investigaci6n donde buscamos determinar la presencia de una molecula llamadr

TLR2 en el intestino de pacientes que tienen una enfemedad similar a la suya a3nfermedad Inflamatoria

htestinal, ya sea Enfermedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

Si nosotros  logramos  demostrar que esta mol6cula  7ZR2  se encuentra presente en ]os pacientes que

{sufron  de  Enfermedad  de  Crohn  o  Colitis  U)cerosa  y  que  no  estin  en  paof entes  que  sufren  de  otra

enfemedad diferente,  podria ser ritil  para  entender mejor porque  se produce  la enfermeded y  a futuro

lplantearnuevostratamientosposibles.

Tu  medico  tratante,  que  es  uno  de  los  coinvestigadores,  ha  considerado  que  el  trataniento  no  ha

logrado oontrolar tu enfermedad y que th necesitas ser operado pan poder manejarla de manera adecuada.
`Fs por eso  que te solicitamos,  si  es posible  que rna  vez  que  el  medico  te haiya sacado  e]  colon  o  el

intestino, nosotros podanos tomar un pequefio trozo  de estos pare poder realizar nuestro estudio.  Estas

muestras las obtendremos s6lo despu6s que te hayan exhaido el colon o el intestino. Ademds nosotros te

tomaremos t[na muestra de sangre que sera sinilar a lan muestras de sangre que te ha solicitado tu medico

tratante  antes  de  tu  operaci6n.  Ninguno  de  los  dos  procedimientos  de  toma  de  muestras  alterari  tu

evoluci6n.

Los resultados obtenidos del estudio de sus muestras de intestino, colon o sangre senin conocidos por

su medico tratante quien le informara personalmente de los resultados obtenidos al estudiar sue muestras.

Tambich te pedimos tu aprobaci6n para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas

en este  estudio puedan ser congeladas en un reffigerador a ng0°C,  lo  que pennitiri a nuestro  grupo  de

investigaci6n  seguir realizando  estudios  sobre  tu  enfermedad  con  el  fin  de  ]ograr  entender  mejor  los

mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En caso de

que  nuestro  gnipo  de  investigaci6n  desee  utilizar  tus  muestras  para  un  proximo  estudio  destinndo  a

conocer que otros factores provocan ]a aparici6n o modifican ]a evoluci6n de su enfermedad, nosotros mos

comprometemos a solicitar previamente tu aprobaci6n.

Aunque tus padres o ]a persona a tu cargo ham aceptado nuestra peticj6n de que th puedas participar en

nuestro estudio, th estis en todo tu derecho de negarte a pazticipar y nosotros aceptaremos esa decisi6n.

Declaro  ndemds  haber entendido  toda y  cada  rna de  las  partes  del  estudio y  documento  que  estoy
frmando.

Firma paciente

Fccha y hora de la Firma Asentimiento Informado:
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CONSENTIMIENTO INFORMAD0 PARA  INVESTIGACION CLINICA (G"po Control entre
ls a 18 afros)

El  objeto  de  esta informaci6n  es  explicarte porque  nosotros te  estamos pidiendo  que  mos  ayudes  a

realjzar este estudio de investigaci6n doz]de bLLscanos determinar ]a presencia de rna molecula lJamada

TLR2  en  el  intestino  de  pacientes  que  tienen  una  enfermedad  diferente  a  la  tuya  y  que  se  llama

Enfemedrd lnflamatoria Intestinal (Enfermedad de Crchn o Colitis Ulcerosa).

Si nosotros logramos demostrar que esta mol6cula  7ZR2  se encuentra presente en los pacientes que

sufron  de  Enfermedad  de  Crohn  o  Colitis  Ulcerosa  y  que  no  estin  en  pacientes  que  sufren  de  otra

enfermedad diferente, podrfu ser titil  para  entender mejor porqu6  se produce la  enfermedad y a futun

plantear nuevos tratamientos posibles. Sin embargo para que este estudio sea thil, es necesario comparar

los resultados de estos pacientes con los obtenidos desde un grupo control que pueden ser pacientes con

apendicitis agude. El medico  tratante a cargo tnyo  ha considerado que th tienes este cuadro por lo  que

necesitas ser operado.

Nosotros te solicitamos si es posible que tina veg que e] medico te haya sacedo el apchdice, nosotros

podamos  tomar  un  pequefio  trozo  de  este  para  poder  realizar  nuestro  estudio.  Estas  muestras  las

obtendremos s6lo despu6s que te hayan extraido el apendice. Ademds nosotros te tomaremos urra muestra

de sangre que sera similar a las muestras de sangre que te lia solicitndo tu medico tratante antes de tu

operaci6n. Ninguno de los dos procedimientos de toma de muestras alterara tu evoluci6n.

Los resultndos  obtenjdos  del  estudio  de  tus  muesfros  de  apendice y  sangre serin  conocidos  por tu

medico tratante quien te informnd personalmente de los resultados obtenidos al estudiar tus muestras.

Tambi5n te pedimos tu aprobaci6n para que las muestras de sangre y biopsias que no sean utilizadas en

este  estudio  pucdan  scr  congeladas  en  un  refiigerador  a  ng0°C,  Io  que  permitiri  a  nuestro  grupo  de

jnvestigaci6n seguir realizando  estudios sobre la enfermedad inflamatoria intestinal con el fin de loglar

entender mejor los mecanismos que  ]a producen y  tener ]a posibilidad  de encontzur nuevos y  mejo[es

tratamientos. En caso de que nuestro grupo de investigaci6n desee utilizar tus muestras para un pr6ximo

estudio  destinedo  a  conocer  que  otros  factores  provocan  la  aparici6n  o  modifican  la  evoluci6n  de  su

enfermedad, nosotros mos comprometemos a solicitar previamente tu aprobaci6n.

Aunque tus padres o la persona a tu cargo ham aceptado nuestra petici6n de que th puedas participar en

nuestro esfudio, th estas en todo tu derecho de negarte a participar y nosotros accptaremos esa decisi6n.

Dcelaro  ademis  haber entendido  toda y  cada rna  de  las partes  del  estudio  y  docunento  que  estoy
firmando.

Firmapaciente

Fecha y hora de la Firma Asentimiento Infomado:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA  INVESTIGAC16N CLINICA (Gmpo elltre 15 a 18

afros con EDfermedad lnflamatoria Intestinal con actividad  en difeTentes estadios)

El  objeto  de  esta  informaci6n  es  explicarte porque  nosotros  te  estamos  pidiendo  que  mos  ayudes  a

realizar este estudio  de investigaci6n donde buscamos determiner la presencia de urra moldeula llamade

TLR2 en el intestino de pacientes que tienen `lna enfermedad similar a la suya (Enfermeded lnflamatoria

Intestinal, ya sea Enfemedad de Crohn o Colitis Ulcerosa).

Si  nosotros Jogramos demostrar que esta molecu]a  7ZR2  se  encuentra presente en  los pacientes que

sufron  de  Enfermedad  de  Crohn  o  Colitis  Uloerosa  y  que  no  estin  en  pacientes  que  sufren  de  otra

enfermedad  difermte,  podria  ser  dtil  para  entender  mejor  porque  se  prnduce  la  enfermedad  y  a  futuro

plante@r nuevos tratamientos posibles.

Tu medico tratante, que es uno de los coinvestigadores, ha considerado que tu enfermedad se encuentra

activa. Nosotros que remos solicitarte si es posib]e tomar una muestra de sangne ahora y rna nuevamente

cuando  te encuentres en  buenas  condiciones y  tu enfermedad se encuentre  inactiva.  Esto  mos permitir6

dcterminar la molecula 7ZR2 en las dos etapas de fu enfemedad (actividad e inactividad). Estas muestras

de  sangre  serfu  simjlares  a  lan  muestras  de  sangre  que  te  ha  solicitado  tu  medico  tratante  en  otras

ocasiones. Ninguno de los dos procedimientos de toma de muestras alterari tu evoluci6n.

Los  resultados obtenidos  del  estudio de sus  muestras  sangre  serin conocidos pop tu  medico tratante

quien te informari personalmente de ]os resultadus obtenjdos a] esttidiar sue muesom

Tambi6n  te  pedimos  tu  aprobaci6n  para que  las  muestras  de  sangre  que  no  sean  utilizadas  en  este

estudio  puedan  ser  congeladas  en   un  refrigerador  a  ng0°C,   lo   que  permitiri  a  nuestro   grupo  de

investigaci6n  seguir  realizando  estudios  sobre  tu  enfermedad  con  el  fin  de  log.ur  entender  mejor  los

mecanismos que la producen y tener la posibilidad de encontrar nuevos y mejores tratamientos. En case de

que  nuestro  grupo  de  investigaci6n  desee  utilizar  tus  muestras  para  un  prdxino  estudjo  destinedo  a

concoer que otros factoles provocan la aparici6n o modifican la evoluci6n de su enfermedad, nosotros mos

comprometemos a solicitar previamente tu aprobaci6n.

Aunque tus padres o ]a persona a tu cargo ham aceptado nuestra petici6n de que th puedas participar en

nLiestro estudio, th estas en todo tu dere>cho de negarbe a participar y nosotros aceptanemos esa decisich.

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

Firma paciente
o Medico Responsable

Fecha y hora de la Firma Asentimiento lnformado:

72

InvestigadorPrincipal
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Toll-like reteptor 2 (TLR2) is a type I pattern recognition receptor that has been shown to participete
in intestlrral homcostasis. Its increased expression in tlle lamina I)ropria has been associated witli the
pathogenesisininflammatoryhoweldisease(lBD).suchasulceratl-vecoliti.s(UC)andcrohn.sdisease(CD).
Recently. soluble TLRZ (sTLR2) variants have been shown to counteract inflammatory responses dnven
bythecognatereceptor.DespitetheevidentrolesofTIR2inintestlnali[rmunity.nostudyhaseli[cidated
theproductionandcellularsouiceofsTLR2inlBD.Fiirtherlnore.anincreaseinthepopulationofactivated
macrophages expressing TIJ`2 that infiltrates the intestine in lBD has been repolted. We aimed first to
assesstheprnductionOfthesTIR2DyUCaJ]dCDorganculturebiopsiesandLamimproprlamononuclear
ce»s (lpMCs) as well as the levels Of sTLR2 in serum. and then characterize the cell  population from
lamim propria producing the soluble protein.

Mucosaexpfants.LPMCsandserumwereobtainedfromUCCDpetientsandcontroJsubjects.[helevel
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 correlatlon between the content of intestirral and
serum s.IIR2 levels was observed in UC patients. Addltiomlly. when characterizing the cellular source of
the increased sTLR2 by LPMCs from UC patients, an increase in TIR2t/CD33+ cell population was found.
AJso, these cells expressed CX3CRl. which was related to the increased levels of intestinal FKN in lIC
petients, suggesting that a higher proportlon of TIR2+ mononuclear cells infiltrate the lamina propria.
The increased production Of sTLR2 suggests that a differential I.egulating factor Of the innate inmune
system is present in the intestinal mucosa of UC patients.

© 2011 Elsevier GmbH. AJl lights reserved.

hnductin
The two main clinically defined forms of inflammatory bowel

disease (lBD) are ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD).

Abharfen.ous..TLR2.toll-Likereeeptor2;sTLR2,soJubJeTLR2:lBD.Inflammatory
boweJdiscases:UC,uJcerativecolitls:CD.Crohn'sdisease:FKN.fTactalk[ne;CX3CR1.
FKN  ieeeptor:  LPMCs.  Lamina  proprla  molronuclear tells;  TNF-a.  fuTTror necrt)sis
factorwh: [L. interieukm.

*  Corresponding  author  at:  Discii)Iinary  Progi.am  of  [mmuno]ogy.  [netltute  of

Biomedicalsciences.Facii]tyofMedidne.LJniversidaddecILile.]ndependencial027.
Santrago. CI. 8380453. Chile. Tel.: +56 2 978 6572; fax: +56 2 978 6979.

I-mail oddms.. mhemioso@meduchi[e.cl (MA HelTmso).

0171 -2985/S -see front maroer ® 201 I  Elsevier CmbH. AIL nghts reserved.
doi:10.1016/j.imbio.2011.10.023

Although the etiology of lBD remins unclear, accumulating evi-
dence suggests that deregulation of mucosal immune respoT]se to
bacterial microbiota plays an important role in their pathogenesis,
resulting in chronic inflammation in a genetically susceptible host
(Baumgalt and  Cal.ding 2007). Several genetic factors  have  been
associated with susceptibility or IBD phenotype, such as variants
in the immune receptor genes NOD2 (CARD15), CD14, and toll-like
receptors (TLRs)  I. 2. 4 and 6 (Figueroa et al. 2006;  Franchimont
et al. 2004; Henckaerts et al. 2007; Pienk et al. 2006).

Toll-like  receptors  (TLRs)  are  a  class  Of  pattern  recognition
reeeptors (PRRs) that play a key role in microbia] recognition and
induction  of tlie  imlTiune  response.  TLRs  recognize  components
from  pathogenic  or  commensa[  associated  molecular  patterns
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(PAMl]s  or  CAMPs,  respectively)  and  endogenous  ligands  (Cario
etal.2002).MultiplemechanismsofnegativeregtiLationoperateat
different levels of the pathway to prevent over-activation of TLRs
signaling, IntTacel]ularly, the ThR signaling pathway can be regu-
latedbycytoplasmaticTnolecules,suchasMyD88s,IRAK-M,TOLL]P,
andbyactivationofthepraK/Aktpathway.amongothers(Arancibia
et  al.  2011;  Berglund  et  al.  2010;  Bums  et  al.  2003;  Kobayashi
et al.  2002;  Zhang and  Ghosh  2002).  Extracellularly,  soluble TIE
( STLR) behaves as a decoy receptor that counteracts receptor acti-
vation. sTIR2  has  been detected in hulTtan fluids. such as seruln.
plasma,  breast milk, saliva and arnniotic fluid (Dulay et al. 2009;
Kuroishi et al. 2007: LeBouder et al. 2003). In partinlar, sTIR2 vari-
ants have been shown to block inflammatory resporises driven tryy
"R2 activation. through negative regulatory effects. by ading as a
decoy receptor, and by disrupting the close proximity between the
coreceptor (CD14) and the receptor (TLR2) that is cnicial to highly
efficient signaling (LeBouder et al. 2003; RIby et al. 2009). The data
indicates the presence of a single encoding TLR2 mRNA, and sTIR2
mightresuLtfromapost-tTanslationalprocessingofthefulI-length
receptor (l£Bouder et al. 2003).

[n the normal intestine, TLR2 is expressed in low levels by dif-
ferent cell types throughout the gastrointestinal  tract. including
lamina propria mononuclear cells (LJ>MCs) and intestinal epithe-
lial cells (IECs) (Cario  2008;  Cario and  Podolsky 2000;  llausmann
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).  FCT  R (CD64),  CR3 (CD1 ]b/CD18) and
CR4  (CDllc/CDl8). These  cells  produce  low  levels  of tytckines,
such as lL-1. ILfi. IL-10, IL-12. TCF-B and TNF-a, and chemokines
as RANTES, CCL4 and CCL21, while retaining their phagocytic and
bactericidal activities (Smith et a]. 2011 ; Smythies et al. 2005). This
-no  response  phenotype-  resident  intestinal  macrophage  lil(ely

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 inflarmatory
process involved in the disease (Kamada et al. 2008; Nishida et al.
2002).  An  increased  expression  of TLR2  and  TLR4  in  intestinal
macrophages  from  ]BD  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 (FKI\I. or CX3CL1 ) is increased in
IBDpatients(Kobayashietal.2007).ExperimentalDSS-inducedcol-
itisinknockflutmiceforitsreceptor(CX3CR1)promotesareduced
recruitmentofmacrophagestothetissue(Kostadinovaetal.2010).

Despite the data from the literature stating that Tu2 is highly
expressedinIBD,nostudyhaselucidatedtheidentificationofsTLR2
anditscellularsourceinthedisease.]nthisstudy.wedemoustrated
that the expression of total TLR2 and sllR2 in intestinal mucosa is
increased in patients with UC. We furtlter established that sTLR2
prodiiction and CD33+rTIR2+|CX3CR1+  cells are increased in the
LPMCs from UC patients, suggesting that the intestinal mononu-
clear cell population with hick levels of surface TIR2 may be the
main cellular source of the decoy receptor.

Matndals and methods

Patierits and controls

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

Deparment as well  as  Colorectal Surgery Unit from Clinica  ljis
Condes. Hospital ainico Universidad de Chile and Hospital Clinico
Pontificia Universidad Cat6lica de Chile. Patients were diagnosed
based  on  standard  clinical,  endoscopic  and   histological  crite-
Iia.  The  study  was  approved  by  the  Ethics  Committee/Ethics
Review   Board   of  each   participating   center   and   all   prtients
signed  an  infomied  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-
Inens were obtained endoscopically from compromised areas of
the intestine for mucosal t]ssue samples from act)ve patients. Con-
trot samples were taken from patients with colorectal cancer or
family history of colorectal cancer, and the absence Of inflanTna-
tion was histopathologically confilTned Procedures were carried
out  by  gastroenterologists  with  more  than  5  years  of experi-
ence  in  colonoscopy (ccLauthors  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  noTiilassifiable  [BD.  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
inflanmationinbothdiseases.Eachbiopeywasgradedonascaleof
OL3 (0 -normal: 1 a mild; 2 = moderate: 3 € severe, including tliose
patients  with  active  ulceration) as  previously  descnbed  (Comes
et al.1986) and reported (Diaz-]imenez 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 activ]ty 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  fernale.  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 Sin-
plc Endoscopic Score for Crohn.s Disease (SES-CD) (Dapemo et al.
2004;  Sipponen  et al. 2010). 89.7% presented with inflammatory
behavior(Don-stricturing,Ron-penetrating),and4(13.8%)patients
had perianal involvement. Of all  patients with  IBD. only 4 (6.3%)
I]ad  extraintestina[  manifestations,  such  as  artThalgy,  erythema
nodosum and pyoderma gangrenosum.

Intestinal  resections  from  ]BD  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  ]BD  patients  were  obtained  from
inflamed areas of each resected tissue. The [BD patients subjected
to  surgery `uere  those  refractory  to  treatment  and  the  control
patients were those with non-stricturing colon cancer reqiiiring
removal. At the momeTit of the colonoscopic or surgical procedure.
19 UC (54.2%) and 12 CD (41.4%) patients were active according to
elldoscopie Maya score ±2 and SES{D 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.Althoughthelownumberofpatientsreceiving
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-
sics  were  incubated  in  RPMI  media  containing  5%  fetal  calf
serum.loo IU/mL, penicillin/streptomicin.  50 LI.g/mL  gentamicin
and 50 IU/mL amphotericine 8. Cultures were Tnaintained in a 5%
C02 humidified incubator at 37 oC.

PraparationOflaminapropriamononueleaTcells(LPMCs)from
I.nfestr'nal milcoso

IJ>MCs were isolated froITi sunglically resected intestinal tr-ssue
using  enzymatic  techniques  as  previously described  (Kobayashi
et al. 2007). Briefly. dissected mucosa was incubated with Hank's
balanced  salt  soltition  (HBSS,  Gibco,  Carlsbad,  CA.  USA) su|)plc-
mented with  1 mM dithiothreitol (Sigma Chemical Co., St. Ii]uis,
MO.   USA).  The  mucosa  was   then  incubated   in  HBSS  (Gibco,
carlshad,  CA. USA)  containing  1 mM EDTA (Sigma  Chemical  Co..
St.   Ii)uis,   MO,   USA)  and   incubated   for   lh   in   RPMI   culture
medium (Themoscientific Hyclone. South li)gan, UT.  USA) with
1 mg/mL type IV collagenase and 1 mg/ml. DNase I (Roche Applied
Science,  Indianapolis,  ]N.  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  iodide  by
flow cytometry. Finally. the cell population that corresponded [o
LPMCs was cultured in RPMI medium containing 100 IU/mL peni-
cillin/streptomicin,  50 i].g/mL gentamicin  and  50]U/ml,  ampho-
tericine 8 and  maintained in a 5% C02 humidified incubator at
37uC.

Flow cytometTic analysis

Specific  antibodies  against  CD33. T1.R2  and  isotype-matched
control antibodies were purchased from eBiosciences (San Diego,
CA. USA). Monoclonal antibodies for CX3CRI and isotypeLrnatched
antibody were purchased  from R&D Systems (Minneapolis.  MN.
USA).

For cell staining. 3 x 105  freshly isolated cells were incubated
with fluorescent-conjngatedspedficantibodiesagainstcD33,]1R2
or CX3CR1. or isotype-matched antibodies for 30 min on ice. Cell-
surface fluorescence intensity was assessed using a FACscalibur
analyzer  and  CellQuest  software  (BD  Blosciences.  Sam lose,  CA.
USA).

RNA isolation and ami]liif ecation by RT-PCR

TotalRNAwasisolatedfromcolonoscopicbiopsiesusingTrizol®
Reagent(InvitrogenLifeTechnologies.Carlsbad.CA,USA)followed
by treatment with nJRBO DNase I (Ambion, Austin. TX, USA) and
reverse transcribed using Affinity Script (Stratagene. ha |olla. CA.
USA).  PCR amplifications were  carried  out using Paq  5000  DNA
polymerase (Stratagene, h|olla. CA. USA) and 250 nM of each spe-
cific primer for liuman TLR2 (tod: 5'-AACCGGAGAGAC.rlTGCTCA-
3';   rev:   5'-GGGAGGCATrlGGTAGAGTC-3')  and  human   riboso-
mal  RNA  18S   (fwd:   5'-GTGGAGCGATrrGTCI.GGTIL3';   rev:   5'-
CGCTGAGCcaGTCAGTGTAG-3')inatotalvolumeof25HLEachpcR
amplificationwasperformedinaSwiftMaxiThermalCyder(rsco
Technologies. Hatboro, CA. USA) using the  following conditions:
initial denaturation at 95 °C for lomin: 35 eycles at 94°C for 30 s,
59oCfor45sand72°Cfor45s;andafinalelongationstepat72°C
for 10min. TIR2 amplified products were resolved in agarose gels
and dighalized images were analyzed I)y optic densitometry anal-
ysis using Gel-Pro Analyzer 4.5 software (Media Cybernetics. Inc..
USA).Thevalueswerenormalizedto18Sandexpressedasrelative
arbitrary units.

Quanflficat].on of ]1R2. fKN. sTLR2 and eytok.nes Jevezs dy
I.nfesn-riaJ miicosa arld mMC

Levels  of TLR2  and  FKN  were  determined  using  commercial
enzyrne-linked inmuno-sorbent assay (ELISA)  kits  (Duoset,  R&D
Systems,  Minneapolis,  MN.  USA). The  sensitivity and  specificity
of the TIR2  EIJSA was  calculated,  and  the  detection  limit was
66 pg/ml. We also determilled the milior dilution of the standard
curve in the linear range, and this value was 62.5 pg/ml. levels of
TNF-ct and lL-I 0 were also determined by EusA (eBjosc].ence, San
Diego, CA. USA).

Forbiopsyanalysis,proteinextractswereobtainedbyhomoge-
hizationusingalow-detelgentlysisbuffer(IJ)B:20mMTrisl]ClpH
75. 2 mM EDTA,150 mM NacI. 0.5% Triton X-100) supplemented
with a protease inhibitor cocktail (Complete mini. Roche Applied
Sciences,Indlanapolls.IN.USA)andsubseqtientdlsnipn.onbyson-
ication. Content of total intestinal TLR2 and FKN, as well as sTLR2
and cytokines. was adjusted to the total protein concentration in
the mticosa sample or organ culture biopsy, determined by Brad-
ford assay (Biorad. Hercules, CA. USA) and expressed as ng/mg of
total protein.

Forconditionedmediaanalysis,supematantfromorganculture
biopsies and IPMCs obtained after centrifugation was filtered by
0.22 I-.in pore to eliminate cellular debris and concentrated about
20 times using an loIDa exclusion column (Amicon ultra4, 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 pulven.zed on dry ice and solubi-
lized on ice-cold LDB supplemented with Complete Mini Protease
lnhibitor Cocktail tablets (Roche®  Applied  Science.  Indianapolis,
IN. USA). Mechanical breal(dowli of samples was performed by 5
freeze-thaw eycles (dry ice-room temperature). Protein concen-
tration was determined by Bradford assay (BioRad, Hercules. CA.
USA). Colonic mucosa proteins were separated onto  10% sodium
dodecyl  su]phate-polyacrylamide  gel  electrophoresis  and  elec-
trotransferred  to  a  nitrocellulose  membrane (Bio-Rad.  Hercules.
CA, USA). Nan-specific l]inding was blocked with a solution con-
talning  filtered  white  egg  and  5%  non-fat  milk  in  TBS  (2mM
Tis-Ha.pH7.6.13.7mMNacl).DetectionofThR2wasdetermined
using a goat polyclonal antibody biotin-conjugated human raised
agalust TIR2  extracellular domain  (R&D  Systems.  Inc.. USA) fol-
lowed by horseradish peroxidase-conjugated streptavidin (Strop.)
(SiglTia-Aldrich.  Saint  Louis.  MO.  USA).  Actin  content  was  also
detected with a specific antibody (Sigma-Aldrich, St. Louts,  MO,
USA). ]mmuno-reactive bands were visualized with the enhanced
chemioluminescence (ECI,) Western Blotting System (AmerchanL
little Chalfront, UK). I)ensitometry analysis of specific bands from
scanned-ray  films  were  performed  using  Gel-Pro  Analyzer 45
software (Media Cybernetics, Inc.. USA). Tm2 intensity were nor-
malized to actin and expressed as relative arbitrary tmits.

Specificity of TIR2 detection was performed by a competl-tl.on
assaywithrecombinantproteinoftheextracellulardomainofTrm2
(rh-TLR2: R&D Systems. Inc.. Mineapolis. MN. USA).

TissuedetectionOfTIR2andmacrophagemarker

Immune-histochemical analyses were performed on formalin-
fixedparaffin-embeddedtissueofcolonbiopsiesfromIBDpatients
and controls. Serial  sections (3 prm) of paraffin-embedded tissue
were mounted on positively charged glass slides. deparaffinized.
rehydratedandstainedfollowingtheirnmuno-peroxidasemethod
of Ultravision-LP Large Volume Detection System HPR polymer
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(Thermoscientific.Waltham,MA,USA).Briefly.sectionswereincu-
bated with Ultra V Block solution (Thermo scientific, Waltham. MA,
USA)andwerethenincuhatedwiththespecificprinaryantibodies:
mouseanti-hunanCD68(PG-M1;lgG3:Dako,Glostrup,Denmark}
mouse anti-human lLR2 (TIR 2.1 ; IgG fraction; Abcan. Cambridge,
UK)  or isotype  control (Sigma-Aldrich, St.  Louis,  MO). The  sam-
ples were then treated with Primary Antibody Elthancer (Thermo
scientific, Walthan. MA. USA). washed and incubated with Ultra-
vision ONE HRP Polymer (Themo scientific, Walthan, MA. USA).
DiaminoberEidine (I)AB)<hromogen was added to the samples.
and  counterstained  with  helTiatoxylin  Harris  (TheTmo  scientific.
Waltham,  MA. USA) before mounted with Eukitt (EMS, PA. USA)
for further examination under a light microscope.

Imagesweredigitalized(Coolsmp-ProcF.Halfcybemetic.USA)
and  analyzed  morphometrically  (Image  PnoLplus,  Media  Cyber-
netics,  Bethesda.  MD,  USA).  Macrophage  marker expression was
evaluated in two different mucosal locations: the upper and lower
part of the lainina propria. The immuno-reactivrty was based on
color  detection  and  expressed  in  ii.m2,  as  previously  described
(Gonzalez et al. 2007).

Statistical analysis

Statistical amlysis was performed using Graphpad Prism 5 soft-
ware (ha jolla. CA.  USA). The Kruskal-Wallis non-parametric test
was  applied  to  define  differences  in  TLR2.  FKN.  cytokines  and
sTLR2  levels among the triree groups included in the study. Fur-
ther comparisons  of all  pairs  of groups  were  perfomed  using
BonfelToni-Dunn's test. Comparison of t`^ro groups was performed
using the Mann Whitney test. Association analysis was conducted
usingspearman.scorrelationcoefficient(r).Foreachstatisticaltest,
J' values ±0.05 were considered significant.

Rou[ts

TIR2 variants in intestinal mucosa from IBD patients

Soluble TLR2 is released by placental tissue (Dulay et al. 2009).
To evaluate the production of sllR2 by intestinal mucosa, organ
culture biopsies from IBD and control patients were incubated for
24h  in c`Ilture media  and detected by EL]SA in the  supematant.
The median values of sllR2 accumulation in conditioned media
were 0.48, 1.44 and 036 ng/mg for control. UC and CD, respectively
(Fig. 1 A). The mucosal explants from LJC patients produced signifi-
cantlyhigherlevelsofslLR2thanCDandcontrolpatients(P<0.05)
(Fig.1 A)-

To contrast the levels of sTIR2 released into the culture media
with the initial content of Tm2  in the intestine of IBD patients.
biopsies taken from patients were analyzed by ELISA. Median val-
ues of total mucosal Tun2 levels were OJ7. 0.92 and 0.71 ng/mg for
controls, UC and CD, respectively. Comparison of Tnedian values of
total inlestilia\ macosa TIR2 levels showed a siglilficant ditte\ence
between UC and controls (P< 0.05) (Fig. 18).

We next evaluated the protein levels of ll.R2 in colonic mucosa
of patients with ]BD and controls by immunoblot and optical dell-
sity (fig. 1 C, left panel). Median values of full-length TLR2 variant
(97km)were031.0.60.and024arbitraryunits(a.u)forcontrols,
UC and CD, respectively. The band intensity in mucosal tissues was
significantly higher in UC compared to controls and CD (P<O.05)
(Fig. 1 C). although a I.jgh dispersion of TLR2 content was observed
in  UC  patients  as  reflected  in  the  representative  imlTiunoblot.
The detectioli specificity of TLR2 was confirmed by incubafron of
the  transfened  intestinal  proteins  with  streptavidin-HRP alone
or anti-TLR2  in combination with  recombinant human extracel-
lular domain ofTLR2 ( rhThR2). We consistently detected a specific

Control          UC              CD

Control                            UC                                     CD

„----------TLR2a----------.-`----.---^ctn

Contrd       UC           CD

Conlr®l              CD                  uC

I       ,     10.

_=a
_     _~-u

Fig.1.  [ntestirml mucosa from UC patients prnduce h]gh Levels orsTLR2. (A) Release
Of sTIR2. deteTmned by ELJS^ in condit]oned media of organ cult\Lre biopsies from
lBD and control patients cut[ured c7i whio for 24 h. sTIR2 release. nomalized to total
protein conteTit or each explant, was significantly hi8her in UC petlents companed
to contTo] and CD petlents glunps (.P< 0.05). (8) Toeal TLR2 level in intestinal biop-
sies was detemined by ELIS^ in protein extracts from contTo], UC and CD biopsies
and  tiot'maLized to total  I)ToteiTi contenl UC patients show higher nR2  le`/els  in
comparison with control subjects (.P< 0.05). (C) TLR2 detection, by immunoblot,
in colond mucosa from confroL UC and CD pat]ents. A representatrve fig`ne shows
tlie expresslon of fuJ]-leng(h nR2 (97 kDa) and acm (42 lcDa} as a loading control
(LJpper panelL The lower plot shows optic demsitometnc analysis of TLR2 relative
to actln (TLR2/actin). Rehti`/e lLR2 expression was sign]ficantly higher in UC com-
pared with  cofrol and  CI) patients (.P<0.05). The lowrer right figue  shows the
specjficny Of the lmmuno,blot assay.  I]nspecific bindlng or the detection  system
(Strept.)isobservedinlane1.Arecomb]nantprofeinoftheTLR2(whTLR2)wasused
fora[ompetitionassay(]ane3).Thearrowsho`^rsthespecificbandOfTIR2(97kDa.
lane 2| (D) The  expression of TLR2 mENA was detected  dy RT-PCR  ln  intestinal
ITLucosa from LBD patients. A representatrve figure shows tl`e amplified products for
Tm2 and rRNA l8S (2so bp and 200 bp. respect]vely). Reladre expression of TLR2
was measured by optic densitometly and romanzed to rRNA 18S (nR2/18S} No
significant diflerence was found among groups. a.u.. arbitrary units.

97kDaimmunoreactivebandthatmaybetheTLR2full-lengthvari-
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, TIR2  transcripts were
analyzed by RT-PCR in colonoscopic biopsies of intestinal mucosa
(Fig.   ]D).  Although  there  were  no  statistically  significant  dif-
ferences  in  TIR2   mRNA  content  among  groups.  there  was  a
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to2.Serumsrm2IevelsareinereasedinIBDpanents.(A)SerumsTLR2contelitwasquantifiedbyELISAinsamplesfromusandCDpenentsaswellascontrolindividuals.
Significant differences were found in serum s"2 content from CD patlents corrpred to controls (.P< OJ}5). (8) Analysis of se"m sTuCZ and total ilitrglrinal Tug levels
in  UC patients according to activity scores Dlsthout]on of seri]m sum and total intesun TLR2 levels in UC pat]ents according to .he 4-rank Endoscopic Mayo Actlvity
Score(AandC)(activlty:0-inactive;1-mild;2-moderate;3-severe).Dataarerapresentedasmedianandpeicentiles(25tl`-75th).SerumsTIR2levetsalmngUCilatient
sub-groupstendtobeinverselyrehtedtoactivftyscomTotalililestinalm2Ievetsacdirectlyassorratedwithactlvityscoi.es(C)Conelattonanalysisoftotalintestmal
1`LR2andsenlmsTmlevelsforcontroLUCandCDpatients.I`rendlinesSpearman.srankconehtioncceffiaent(r)andsignificantlydifferentvalues(P)foreachgroupai.e
shown.Asignmcantlynegar[vecorrelationwasfoundforUCpetients(.P-0029).

trend  toward  higher  levels  in  the  UC  patients  (Fig.   11),  lower
graph).

Detection Of sTIR2 in serum Of patients with IBD

Soluble TLR2 has been previously ideTitified in human plasma.
breast  milk.  saliva  as  well  as  amniotic  fluid  (Dulay  et  al.  2009:
KIIroishietal.2007:LeBouderetal.2003;Srinivasanetal.2008).To
assess whether changes in total TLR2 content in intestinal miicosa
were reflected in the periphery, serum TLR2 levels were measured
by ELISA in IBD and control patients. We found tha. median values
of serum sTLR2 were 101.3.192.6 and 197.4 pg/mL for control. UC
andCDpatients.respectively.ThecomparisonofthesTLR2levelsin
serum in lBD patients were significantly higher than those of con-
trols (P< 0.05) (Fig. 2A). When the selum and intestinal TLR2 levels
were analyzed according to the endoscopic activity indexes in UC
patients,therewerenostatisticallysigr`ificantdifferencesbetween
those  in  an  active  or  inactive  state  (fig.  28).  However.  a  trend
toward a decrease in serum sTLR2 levels and  increase in mucosa
totilnR2contentwasseeninrelationtotheactivityscores.More-
over.whenacorrelationanalysiswasperformedforintestinaltotal
TLR2andseTumsTLR2contenLweobservedthatonlytheUCgroup
presented a significant inverse relationship between the variables
(r--0.49, P= 0.025) (Fig. 2C).

TIR2 and CD68 distribution in colonic mucoso tissue from lBD
patents

Due  to  the  high  TLR2  levels  observed  LPMC  in  IBD  (Cano
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  immunoLhistochemistry.  Representa-
five  images  of tissue  sections  show  the  immunordetection  of
CD68.  an  intracellular  macrophage  marker  (Supplementary  Fig.
1A-C) and lLR2 (Supplementary Fig.  ID-F). Morphometric anal-
ysis  of CD68  distribution  in  the  upper  and  lower  palt  of  the
lamina proplia showed a significantly higher immuno-reactivity
in  colonic  sections  of  UC  and  CD  in  comparison  to  controls
(Supplementary Fig.1G). Moreover, nR2 immuno-reactivity was
increased  in  l}oth  re   ons Of the  intestinal  lamina  propria of UC
and  CD  patients  in  comparison  [o  controls  (Supplementary  Fig.
IH).  TLR2  reactivity  was  significantly  increased  in  UC  and  CD
compared to controls (Sup|)lementary  Fig.  2H) (P<0.05L  Fimlly,
the histopathological aspect of UC (Supplementary Fig.18 and  E)
and  CD (Supplementary  Fig.  1C and  F)  samples  showed  edema-
tous milcosa. nilmerous inflalTlmatory cells in the lamim propria.
deep  ulceration  of the  mucosa  and  loss  of normal  integrity  of
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FIB. 3.  CD33+mR2+  pop`Ilation  is  ilionased  in LPMCs  frolli  UC  patiems  (A) LMPCs  pullfied  from  181) patients alid  control  individuals  were c`ilhiTed  ex vivo  for 24h. Th
release of sTl.R2 (left) TNF-a and lL-10 (right) into the culture sL]permtant was assayed dy EusA. The sTIR2 piutuction was significantly higher ]n UC compeped with
controls(.P<0.05}ForTNF-a.asignlficantlyincreasedproductlonwasobsemedinCDcompanedtocontrols(.Jl<0.05).NodiiferemesweredeterrinedforlL-10levets.All
concentrationsaresliownasineans±SE.(a)CharacterlzationofthepunfiedL"CswascarriedoutbyFACS.ThepercentageorCD33./11R2`cellspi.esentincontroisand
UC-i]urifiedLPMCsareshownintheleftpanel.Thisce»papLilationisaugmemed]nl]CcomparedtoconfroJs(.P<0.05).kepresentativedot-p]otsfortwoUCpetients(LJcl
andUC2)andaconfrolsubjectareshowninnghtpaneL(C)Theexpres5ionofFKNreei]tt)I,CX3CR1.wasang]yzedintheCD33+ITm2+populafronbyFACS.Tbepercentage
OfcD33+nlR2+/CX3CR1+cellsismcreasedinUCcompandtocontrols.(.P<0.05).(D)FKNlevelinintesftna]mucosa]biops.esfromconfrolandL/Cpat]entswereassayedby
fusA. FKN concentration is significantly higher in UC compand to controls (.P< a.05).

intestinal tissue. A loss of goblet cell conteTit and focal superficial
erosion  was  mainly  observed   in  UC  patients  (Supplementary
Fig.18 and E).

Prnduction Of sThR2 by morro"cleatT cells Of intestinal mucosa is
increased in UC patients

We  have  observed  that  mucosa  explants  from  UC  patients
releasehigheramountsofsTLR2(Fig.]A).TLR2contentisincreased
inlaminapropria(SupplementaryFig.1H),andlJ'MCsexpresshigh
levels of TLR2 in IBD (Hausmann et al. 2002). Given the preceding,
we aimed to characterize whether IJ.MCs are a principal source of
the soluble receptor variant. We determined the accumulation of
sTIR2 in the conditioned media of LPMCs cultured ex vl.vo. Mean
values of sThR2 levels in LPMCs conditioned media were 7.7, 52.7
and 16.0 pg/106 cells for control. UC and CD patients. respectively
(Fig.  3A, left panel).  In  addition, we foi]nd  significant differences

between  UC  and  control  patients  (P< O.05)  but not between  CD
and the confrol group. Moreover, when evaluating the release of
an inflammatory cytokine  into the  culture media  of LPMCs, we
found that mean values of TNF-in content in the conditioned media
were 1.0. 5.7 and 15.6 pg/106 cells for control, UC and CD groups.
respectively. with a statistically significant difference between CD
andcontrollJ]MCs(P<0.05)(Fig.3A.upperright).Whenevaluating
the conterit of IL-10 in the conditioned media of LJ'MCs. no differ-
enceamoligthegroupswasseenintheanti-inflammatorycytokine
production ( Fig. 3A. lower right).

As  we determined  that the  higher  production  of sTLR2  was
related  to  u.MCs  obtained  from  uC  patients.  we  then  charac-
terized  the CD33+  cells  present in the  intestinal-purified  IPMCs
co-expressing TIR2. Given their potential role as a pl.evalent cel-
lular source of sTLR2, we deterlliined the mQ expression in this
cell population by FACS analysis. CD33 was evaluated as a marker
forintestinalmonocyticcells,aspreviouslydoneinseveralroutine
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isolation protocols from the colon Uunker et al. 2009;  Kobayashi
et al. 2007; Rogler et dl. 1998 ). It would not have been convenient to
use another macTophage 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,rightpanel).ThehichestpercentageofTLR2+/CD33+
cellswasseenintheLPMCsfromUCpatientscomparedtotheother
groups(P<O.05)(fig.3B).MedianvaluesofTLR2t/CD33+cellswere
2.10and12.55%forcontrolandUCpatients,respectively.Moreover,
TLR2 expression is mainly restricted to CD33+ cells. as sho`^/n in the
representative dot-plots (we included two UC patients to demoTi-
strate the distribution Of the data shown in the bar graph) (Fig. 38).
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 mononucleaT cells expressed TLR2.

Expression If cx3CRr in the CD33+/nR2+ cells from UC patients

Due  to  the  increased  content  of the  chemokine  FKN  in  the
inflamed mucosa from patients with lBD (Kobayashi et al.  2007)
and the crucial role of its receptor, CX3CR1. in macrophage recruit-
ment into the intestine (I(ostadinova et al. 2010). we determined
whether  the  CD33'/ILR2+  lpMCs  population  purified  from  UC
patients expressing CX3CR1. CD33+/TLR2+/CX3CR1 + cells was sig-
nificantlyhigherinuccomparedtothecontrolgroup(P<0.05).We
found that 15.6% of the CD33+/Iu2+  cells were CX3CR1+. mean-
ing that CD33+/TIR2+/CX3CR1+  cells  from  UC patients  increased
2.5-foldascomparedtocontrols(Fig.3C).Moreover,totalFKNprcL
teincon.entinintestinalmucosabiopayex(ractswasa]sohigherin
UC than controls, with median values of 1176.0 and 616.3 pg/mgL
respectively(P<0.05)(Fig.3D).Thesedataarerelatedtothehigher
percentage  Of CX3CR1+/mR2+/CD33+  macrophages  found  in  UC
patients.

Dtscusslon

ln this work, we showed for the first time elevated production
of sTIR2 by LPMCs from UC patients and an increase Of a specific
CD33+rnR2+ 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
2cO8). We found that expression Of total nR2 was significantly
increased in intestinal mucosa from UC patients in comparison to
CD and coritrols, although the expression of TLR2 mRNA was not
significantlydifferentamonggroups.Whilethisfindingmayappear
contradictory, similar observations were reported in Sj6gren Syli-
dromeforBP230proteinlevels(Gonzalezetal.2011).Accordingto
these studies, in Saccharomyces, a difference bet`^reen relative trai`-
scription and translation efficiency has been documented (Tulter
et al. 2007 ), sLiggesting that the cell preserves a global equilibrium
betweentheprocesses.Thetranslationefficiencycanbemodulated
by several factors which contribute to the tTanslation process as
seen in medulloblastoma cells (Vogel et al. 2010).

WenextdemonstTatedasignificantincreaseincoustitutivepro-
duction of sllR2 in conditioned media of organ culture biopsies
from  UC  patients.  Different  cellular  sources  of  the  sTLR2  vari-
ai)t  might contribute  to  the accumulation  in  cultured  media  of

organ culture blopsies, such as resident cells and immune cells that
infiltrate the mucosa: macrophages, dendritic cells. rmast cells and
lymphocytes (Kamada et al. 2008;  Nishicla et al. 2002); neverthe-
less.sTIR2productionhasbeendirectlyassocjatedwithmonocytic
cells (LeBouder e[ 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-tTanslatioml modification of the surface TLR2 present in high
levels in LPMCs isolated from these patients.

The increase in circulating slu2 might reflect a defective reg-
ulation of the innate immune resporrse in ]BD patients. [ncTeased
levels of sTLR2 in serum are inversely associated with (he produc-
tion of sTLR2 by mucosa explants of CD I)atients, suggesting that
tlie source of circulating sTLR2 might be associated with cells from
the periphery expl.essing high levels of surface receptor (Campos
et al. 2011 ). On the other hand.  for UC patients, increased  levels
of sTm2 in serum are inversely associated with the activity of the
disease:patientswithahiglieractivityscorehavethelowestsTLR2
levels. Similar observations were reported for the soluble receptor
foradvancedglycationendproducts(RAGE)thatisdecreasedinthe
serum of patients with juvenile idiopathic arthritis and inversely
correhtes  with  disease  activity  and  S100A12  levels  (Vlswanath
et al. 2011 ). I]owever, the activity of uc is directly associated with
a higher content of total TLR2  in intestinal  mucosa  that  is also
reflectedinanincreasedproductlonofsTIR2byorganculturebiop-
sics. This trend in TLR2 levels in intestine and selum explains the
inverse correlation that we have seen and indicates that the sTLR2
variant might be a regulator of lcea] inflammation in UC petients.

TIR2 has been attributed with nan-immune f`inctions such as
maintenance of intestinal homeostas[.s and protection from direct
epithelial  injury,  likely  by  production  of several  factors  (heat-
shock proteius. TNF. Ius and I(C-I ) (Rakoff-Nahoum et al. 2004)
involvedincytoprotectionandtissuerepairasKGF-1(Putninsetal.
2002), KGF-2 (Sanale et al. 2002), TGFB1  (van Tol et al.  1999) and
VEGF (Li  et  al.  2001 :  Zheng  et  al.  2002).  Many of these  factors
are  important in  protection  froTn gut  injury (Podolsky  1999).  In
a deficient-TLR2 mouse model. major damage in the mucosa was
observedafterchemically-inducedcolitis,suggestingthatthenR2
signaling pathway might promote mLicosa 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.
impairingmucosalhealingandtolerance,processesthatareabsent
in UC.

Inanattempttodissectthesystemandtomakeacloserapprox-
imation of the possible cellular source of sTLR2, we found that the
IJ.MCs ol]tained from UC patients produced elevated levels of the
soluble  receptor.  A  high  percentage  of TLR2+  mononuclear cells
present in  the  lamiun  propria cells  were also  CD33+.  snggesting
that this cell population likely conesponds to the same described
in CD patients by other authors (Kamada et al. 2008). A consistent
increase in nR2 associated with monocyte/macrophages might be
related to the change in intestinal tolerance and/or loss of mucosa
integnty  that  occurs  in  lBD.  In  line  with  this.  we  observed  an
increasedproductionofTNF-ubyIJ]MCscultul'esinCDincompari-
sonwithcontrolpatients,ashasbeenpreviouslyrepell:ed(Kamada
et al, 2008).  In relation  (o [L-10, this cytckine  has a tendeney to
increase in UC, and the  resulting ratio between these cytokines
mightreflectadifferentialirlflammatoryenvironmentbetweenthe
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 productlon Of sTLR2 in UC,  an observation
that strengthei`s the disparity between the diseases. in particular
thesourceofsolublepro-aswellanti-inflammatorymoleculesthat
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might contribute to a more supelficial or deeper injury in UC and
CD, respectively. This concept is reinforced by the observation tliat
addittonalsolublemolecules.suchassST2,havebeendifferentially
detected in the pathologies (Beltran et al. 2010).

IBD    is    charactelized    by    intestinal    infiltration    by    pro-
inflalrmatory cells. Evidence suggests that resident differentiated
macrophages have a lower proliferative capacity (van Furth et al.
1979) and the increase in CD68t cells might be a consequence of
theirinfluxfromtheperiphery(Rugtveitetal.1994).Inthepresent
study,  we  demonstrated  that  the  perceritage  Of  CD33+/TLR2+
cells  expressing  CX3CRl  is  inc.Teased  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-receptoT  interactioli  might  be  involved  in  the
increased  recruitment  of  mononuclear  cells  into  the  mucosa
Participation of the FKI\l/CX3CR]  axis in the intestinal infiltration
by macrophages was documented in Tnice subjected to colitis and
further treated with a  neutralizing aritibody raised  against  FKN
and  in  ex3CRl  deficient  mice  subjected  to  colitis.  The  severfty
of the colitis was alleviated  in  both animal models (Kostadinova
et al.  2010;  Nishimura  et al.  2009).  indicating a  relevant  role of
the FKN/CX3CRl  pathway in intestinal inflammation leading to a
colitis phenotype.

Inconc]usion,wepostulatethattl]einflammatoryresponsethat
characterizestheUCdiseasefavorstheincreasedproductionoflhe
sTIR2 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 solul)Ie variants of other TIRs 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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