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m Resumen

Introduccion: La IL-10 es Palabras clave:

una importante citocina in-
munorreguladora que actia
en las células presentadoras
de antigeno mediante la in-
hibicién tanto de la sintesis
de citocinas como de mo-
léculas co-estimuladoras y
moléculas HLA clase II.

Objetivo: Determinar la expresién génica y protei-
ca de interleucina 10 (IL-10) en mucosa de pacien-
tes con colitis ulcerativa crénica idiopatica (CUCI).
Métodos: Se estudiaron 40 pacientes con CUCI
confirmado por histopatologia y 18 controles sa-
nos que no presentaran ningln tipo de colitis
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Background: Interleukin-10
(IL-10) is an important im-
munoregulatory — cytokine
that acts on antigen presen-
ting cells by the inhibiting
both the synthesis of cytoki-
nes, co-stimulatory and HLA
class Il molecules.

Objective: To study the gene
and protein expression of IL-10 in the mucosa from
patients with ulcerative colitis (UC). Methods: We
studied 40 patients with UC and 18 controls wi-
thout endoscopic evidence of intestinal inflamma-
tion. From rectal biopsies was determined the gene
expression of IL-10 by real time polymerase chain

ulcerative colitis,
polymerase chain
reaction, immu-
nohistochemistry,
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(infecciosa, posrradiacion, isquémica). A partir de
las biopsias de mucosa rectal se extrajo el acido
ribonucléico (ARN) total, se obtuvo acido des-
oxirribonucléico (ADN) de cadena complementa-
ria mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) vy la cuantificacién relativa de la expresién
se realizo a través de PCR en tiempo real para el
gen de IL-10.

Resultados: Los pacientes con CUCI en remision
presentaron de manera significativa mayor expre-
sién del gen IL-10 en la mucosa comparado con el
grupo de pacientes con CUCI activo (p = 0.01) y
con el grupo control (p = 0.05). Todos los pa-
cientes con CUCI activo presentaron pancolitis,
mientras que de los pacientes en remision de in-
flamacion distal, 16 presentaron mayor frecuencia
de manifestaciones extra intestinales y 23 un cua-
dro activo con inflamacion de leve a moderada y
posteriormente inactivo con menos de una recaida
al ano. Conclusiones: La expresion proteica y del
gen de IL-10 estd aumentada en la mucosa coldnica
de pacientes con CUCI en remision, lo cual con-
firma que es una citocina inmunorreguladora que
favorece la remision en pacientes con CUCI.

m Infroduccion

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) inclu-
ye la colitis ulcerosa crénica idiopdtica (CUCI) y la
enfermedad de Crohn (EC) que son padecimientos
autoinmunes crénicos. Si bien la etiologia de la EII
aun se desconoce, se han involucrado varios fac-
tores genéticos, ambientales e inmunoldgicos que
contribuyen en su patogénesis.! En el desarrollo
de la EII, la pérdida de la tolerancia inmunolégica
es un componente fundamental.? En la CUCI exis-
ten trastornos en la regulacién de la mucosa y del
sistema inmunolégico propiciando una respuesta
pro-inflamatoria a los componentes intralumina-
les generando autoinmunidad a los antigenos de
la mucosa colénica, por lo que se ha observado
incremento de los mediadores bioquimicos pro-
inflamatorios como IL-1, IL-6 y TNF-a asi como

reaction (PCR). The detection of the protein in tissue
was performed by immunohistochemistry.

Results: patients with UC in remission had signi-
ficantly higher expression of il-10 gene in mucosa
compared to the group of patients with active UC (p
= 0.01) and the control group (p = 0.05). All pa-
tients with active UC had pancolitis, while patients
in remission from distal inflammation, 16 had
extra-intestinal manifestations and 23 had mild to
moderate inflammation with less than one relapse
within a year. Patients with UC in remission had
significantly higher expression of IL-10 gene in mu-
cosa compared with the group of patients with active
UC (p = 0.01) or the control group (p = 0.05).
Conclusions: The expression of IL-10 gene is increa-
sed in colonic mucosa from patients with UC in re-
mission, confirming that it is an immunoregulatory
cytokine that promotes remission in patients with
UC.

disminucién de mediadores anti-inflamatorios ta-
les como el TGF-f, la IL-4 y la IL-10.}

A nivel de la barrera intestinal es poco lo que
se sabe, mientras que a nivel inmunoldgico, se
han senalado evidencias de que el factor desenca-
denante puede ser una repuesta exagerada frente
a la microbiota intestinal generdndose un proceso
de hipersensibilidad aunque también se sugiere
el proceso contrario (hiposensibilidad) frente a la
misma. Al respecto, diferentes estudios han en-
contrado evidencias para ambas condiciones, aun-
que siempre en combinacién con predisposicién
genética y con factores ambientales.’

Cabe resaltar que las distintas moléculas que
participan en la inmunobiologia de la CUCI son
fundamentales para el desarrollo de esta enferme-
dad: moléculas de adhesién, quimiocinas, citocinas
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y sus receptores, son las principales senales en
esta compleja red celular que parece darse como
respuesta a la incapacidad del organismo para
defenderse adecuadamente ante el dafio y a otros
factores, como la disbiosis. En la CUCI se pierde la
capacidad de regulacién de la produccién y la fun-
cion de las células caracteristicas de los procesos
de inflamacién croénica, las cuales acumulan una
memoria dafiina para el organismo.

La interleucina (IL-10) es una importante cito-
cina inmunorreguladora que actta en las células
presentadoras de antigeno (células dendriticas,
macréfagos y células T) mediante la inhibicion
tanto de la sintesis de citocinas como de molécu-
las co-estimuladoras y moléculas HLA clase II.+*
Asimismo, acttia directamente en la proliferacién
y diferenciacién de las células T responsables de
la respuesta inmune tipo Th2 caracteristica de la
CUCI y los tipos Thl y Th17 presentes en la enfer-
medad de Crohn. Existen estrategias en el trata-
miento de la EII que incluyen la administracion de
IL-10 recombinante y microesferas de gelatina que
contienen IL-10.*

El objetivo del presente trabajo es determinar
la expresidn génica y proteica de la IL-10 en la mu-
cosa intestinal de pacientes con CUCI, en las dife-
rentes condiciones de la enfermedad (actividad y
remisién) y compararla con controles. Ademas, de-
terminar la asociacién de la expresién génica con
el grado de actividad histolégico y endoscépico de
la enfermedad con algunas variables clinicas.

m Metodos

Pacientes: Se realizé un estudio prospectivo de
casos y controles que incluyé un total de 40 ca-
sos con CUCI (25 activos y 15 en remision) y 18
controles sin datos clinicos ni endoscopicos de in-
flamacion intestinal o de alguna otra enfermedad
sistémica (cdncer, enfermedad autoinmune, enfer-
medad diverticular, colitis medicamentosa, colitis
pos-radiacion, colitis infecciosa, colitis isquémi-
ca). Los controles fueron individuos que acudieron
por pérdida de peso y anemia en estudio. Todos
los sujetos con CUCI pertenecen a la Clinica de En-
fermedad Inflamatoria Intestinal del Instituto Na-
cional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ) y firmaron su consentimiento
informado antes de participar en el estudio. Este
proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del
INCMNSZ. La evaluacién de la actividad de CUCI

Fonseca-Camarillo G. et al.

en la mucosa se basé en hallazgos endoscdpicos e
histolégicos, segin la puntuacién MAYO e indice
de Riley® respectivamente (Tabla 1). El diagndstico
de CUCI se confirmé por criterios histopatoldgicos.

Tejido: Para la cuantificacién de la expresion
génica de IL-10 se obtuvieron 58 biopsias de muco-
sa rectal. Las biopsias de intestino se colocaron en
tubos crioviales con 1 mL de preservador de acidos
nucleicos (RNA later®), se mantuvieron a tempera-
tura ambiente por un periodo de seis a ocho horas,
posteriormente fueron almacenadas a -70°C hasta
el momento de la extraccién del 4cido ribonucléico
(ARN).

Extraccion de ARN total: A partir de las biop-
sias de recto se obtuvo el ARN total empleando un
kit de extracciéon de ARN (High Pure RNA Tissue
Kit, Roche) segtin la metodologia sugerida por el
fabricante. Las biopsias se mezclaron usando el ho-
mogeneizador durante un minuto con amortigua-
dor de lisis, se lavd con etanol al 100%, empleando
las columnas de purificacién, se centrifugd la mez-
cla a 13 000 xg durante 15 segundos, lavdndose
con amortiguador de lavado a 13 000 xg durante 15
segundos, finalmente se agregd 100 pL de elution
buffer para diluir el ARN total.

Transcriptasa reversa y reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) en tiempo real: El 4cido des-
oxirribonucléico (ADN) de cadena complemen-
taria se obtuvo por transcripcién reversa. La
reaccion se llevd a cabo con 20 uL de la siguiente
forma: Preincubacién: 25°C por 10 minutos, incuba-
cién: 55°C por 30 minutos, seguida de la desnaturali-
zacién: 85°C por cinco minutos en un termociclador
(Perkin-Elmer).

La reaccién en cadena de la polimerasa se
realiz6 empleando como sustrato el ADN com-
plementario que resultd de la retrotranscripcion.
Para la amplificacién de las regiones de interés, la
reaccion fue llevada a cabo en 10 pL. La amplifica-
cién se realizé bajo las siguientes condiciones: un
programa de desnaturalizacién a 95°C durante 10
minutos, 45 ciclos de amplificacién (95°C-10 segun-
dos, alineacién 60°C 10 segundos, extensién 40°C 30
segundos) y un ciclo de enfriamiento a 40°C du-
rante 30 segundos. Para determinar la expresion
relativa del gen IL-10 y GAPDH (gliceraldehido
fosfato deshidrogensa, como gen de referencia) se
utilizé el termociclador (Light Cycler 2.0 Roche®)
empleando ensayos validados en nuestro labora-
torio para la cuantificaciéon (reproducibilidad y
linearidad), con iniciadores sentido y antisentido
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M Tabla 1. Indices de actividad endoscépica e histoldgica.

Indices de actividad endoscépica e histolégica
Actividad Endoscépica

(MAYO) Actividad Histoldgica (Riley)
(Caracteristicas macros- | (Caracteristicas microscopicas)
copicas)
0 Normal 0 Normal

Incremento del infiltrado
inflamatorio crénico (lin-
focitos y células plasmati-

cas), no hay destruccién

del tejido.
Incremento importante del
infiltrado inflamatorio, no
hay destruccién del tejido.

Leve: Eritema leve,
1 disminucién del 1
patrén vascular.

Moderado: San-
2 grado al ligero 2
contacto.
Grave: Sangrado
3 | espontaneo y ulce- | 3
raciones

Incremento abundante del
infiltrado inflamatorio,
destruccion del tejido.

de Invitrogen® y sondas Tag Man para cada gen
(Universal Probe Library Set, Human de Roche®);
como se muestra en la Tabla 2.
Inmunohistoquimica: La deteccién de IL-10 in
situ en tejido intestinal se realizé por inmunohis-
toquimica por el método de la peroxidasa y avi-
dina-biotina con anticuerpos especificos (Santa
Cruz, CA). Se elimind la parafina de las muestras
de tejido intestinal en el horno a 54°C durante 45
min y se hidrataron en xileno, alcohol al 100%,
alcohol al 96%, alcohol al 50% y agua destilada
durante tres minutos y en agitacion. Posteriormen-
te las laminillas se incubaron con una solucién de
peroéxido al 3% en metanol absoluto (1:9 volumen/
volumen) durante 20 minutos, para eliminar la ac-
tividad de peroxidasa enddgena. Los sitios de pe-
gado inespecifico se bloquearon con anticuerpos
provenientes del Kit ABC staining system (Santa
Cruz, CA) durante 30 minutos a temperatura am-
biente en cdmara himeda. Los tejidos se incubaron

M Tabla 2. Iniciadores de los genes empleados en la PCR en tiempo real.

por 24 horas a 4°C con el anticuerpo monoclonal
IgG,, de raton anti IL-10 humana (Santa Cruz, CA)
diluido a una concentracién de 10 pg/mL en albu-
mina al 3%.

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo se-
cundario biotinado correspondiente durante una
hora a temperatura ambiente. Posteriormente se
empleé el complejo avidina-peroxidasa, con el
que se incubd por una hora a temperatura am-
biente. La reaccién se desarrollé empleando una
solucién de 6 mg de diaminobencidina en 10 mL
de Tris-HC1 0.05 M, pH 7.6 y 10 uL de H,O, al 30%
durante 10 minutos. Esta reacciéon produjo un
precipitado de color sepia en las células inmuno-
rreactivas. Las muestras se contra-tifieron con he-
matoxilina de Harris y se deshidraté el tejido con
alcohol al 96%), alcohol absoluto, solucién de alco-
hol absoluto/xileno (vol/vol), xileno y se montaron
con resina. Para el control negativo, se sustituyo
el anticuerpo primario por uno no relacionado,
mientras que para el blanco de reactivos el anti-
cuerpo primario se sustituyd por albimina. Las la-
minillas fueron analizadas a 160 y 320 aumentos.

Andlisis estadistico: Se realizé con el paquete
estadistico SPSS versién 17.0. La comparacién de
los datos de grupos independientes se analizé me-
diante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
La asociacion de la expresién génica de IL-10 con las
variables clinicas se realiz6 con la correlacion de
Spearman y se consideré como significativo un va-
lor de p <0.05.

m Resultados

Se estudiaron un total de 40 pacientes con CUCI (14
hombres y 26 mujeres con una edad media de 41
anos) y 18 controles (10 hombres y ocho mujeres
con una edad media de 44 afnos). Las caracteristicas
clinicas y demograficas se presentan en la Tabla 3.
Expresion del gen de IL-10 en mucosa y detec-
cion de la proteina en pacientes con CUCI y controles:

Sondas de Universal Probe
GEN INICIADOR SENTIDO INICIADOR ANTISENTIDO Library Set, de ROCHE
IL-10 S’cataaattagaggtctccaaaatcg3’ 3’aaggggctgggtcagetats’ Sonda N°45
GAPDH Sagccacatcgetcagacac’3’ 3’gcccaatacgaccaaatece’s’ Sonda N° 60
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M Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con CUCI.

Fonseca-Camarillo G. et al.

Control N=18 CUCI remision N=15 CUCI activa N=25
Edad promedio 44.30 41.86 39.65
Sexo
Femenino 8 9 17
Masculino 10 6 8
Tratamiento
5-ASA 15 25
Prednisona 8
Azatioprina 4
Curso Clinico
-Cuadro inicial activo y después inactivo. 9 6
-Actividad intermitente leve <1 recaida/ano. 6 14
-Actividad intermitente intensa >1 recaida/ano. -- 2
-Actividad continua (refractario a tratamiento). -- 3
Extension
Pancolitis 8 16
Distal 7 9
Manifestaciones extraintestinales
Presente 4 11
Ausente 11 14
Respuesta al tratamiento
Si 13 14
No 2 11

La expresion génica de IL-10 fue mayor en mucosa
rectal de pacientes con CUCI remisién en compara-
cion con los pacientes con CUCI activo (p = 0.001)
y con el grupo control (p = 0.05). Ademads, se ob-
servé diferencia significativa en los pacientes con
CUCI en remisién comparado con el grupo control
(p = 0.005) (Figura 1).

Las biopsias de los pacientes con CUCI pre-
sentaron infiltrados inflamatorios abundantes,
predominantemente de células mononucleares, los
cuales se extendian desde la capa serosa hasta la
mucosa, siendo mds abundantes en el epitelio y en
la serosa. En todos los casos se observd una des-
truccién importante de la mucosa.

En lo referente a la producciéon de la proteina
de IL-10, se observoé una correlacién histomorfold-
gica de la sintesis de esta citocina con las células
mononucleares, predominantemente de estirpe

macrofagica, siendo incipiente en los linfocitos, no
sélo de infiltrados perivasculares, sino también de
los distribuidos en el parénquima principalmente en los
sitios de ulceracién en la ldmina propia (Figura 2).
Asociacion de la expresion de IL-10 y las carac-
teristicas clinicas: Todos los pacientes con CUCI
activo presentaron pancolitis, mientras que los
pacientes en remision inflamacioén distal, 16 pre-
sentaban mayor frecuencia de manifestaciones ex-
tra intestinales y 23 tenian un cuadro activo con
inflamacién de leve a moderada y posteriormente
inactivo con menos de una recaida al ano.

m Discusion

En el presente trabajo se demostrd que la expresion
génica y proteica de IL-10 estdn aumentadas en mu-
cosa de pacientes con CUCI en remision al comparar-
se con CUCI activo y los controles sin inflamacién.
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M Figura 1. Los pacientes con CUCI en remision presentaron de manera
significativa mayor expresion del gen IL-10 en la mucosa comparado con el
grupo de pacientes con CUCI activo y grupo control.

10 p=0.05
T

9 p=0.01
=
g 8 5.70 p=0.005
- 1
= 7
3
£ 6
F
8 5
<
£ 4
=
S
g 37
2 0.112 0.004
5 21
&

1

0

CUCI activo CUCI remision Control

Los hallazgos obtenidos de la expresién del
gen de IL-10 en los diferentes grupos de estudio,
mostré que la expresion en biopsias de recto en
pacientes con CUCI en remisién estuvo aumenta-
da comparada con CUCI activo y el grupo control
sano.

La interleucina-10 aumenta su expresion en el
grupo en remisiéon debido a que es una citocina
con efecto anti-inflamatorio en el intestino, posee
propiedades anti-inflamatorias ya que inhibe tanto
la presentacién de antigenos y la posterior libera-
cién de citocinas pro-inflamatorias.” El papel de la
IL-10 en el sistema inmunitario de las mucosas ha
sido ampliamente estudiado, en ratones knockout
para la IL-10 los cuales desarrollaron enterocoli-
tis crénica y la administracién de IL-10 previno su
aparicién.® Si la IL-10 se administra cuando la en-
fermedad, esta establecida, se produce mejoria del
cuadro pero no la curacién completa. Al suprimir
la expresién del gen de la IL-10 en estos ratones
genera un aumento en la produccién de IL-12 e
[FN-y.% 10

Nuestros hallazgos confirman los resultados
obtenidos por Melgar y colaboradores!! que repor-
taron un aumento muy significativo en la expre-
sién génica delL-10 en los linfocitos T y células
positivas a IL-10 en colon de pacientes con CUCL

La disminucién en la expresion génica de IL-
10 en el grupo de los pacientes con CUCI activo

M Figura 2. Expresion de la IL-10 en el tejido intestinal de pacientes con
CUCl activo y controles. A. Muestra representativa de un control a 160X. B.
Tejido del mismo control a un aumento de 320X. C. Muestra de un paciente
con CUCI a 160X. El infiltrado inflamatorio crénico se encuentra constituido
principalmente por macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. D. Tejido
del mismo paciente a 320X. Las flechas sefialan las células inmunorreac-
tivas a IL-10 presentes en la mucosa. E. Muestra representativa de un pa-
ciente con CUCI a 160X. F. Tejido del mismo paciente a 520X. Las fechas
sefialan las células perivasculares productoras de IL-10.
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podria explicarse por el hecho de que existe una
disminucién en las poblaciones de células especifi-
cas, tales como células epiteliales o T reguladoras,
una respuesta anormal a estimulos especificos,
0 una disminucién de la afinidad de la IL-10 a sus
receptores.

Otras células reguladoras que pueden partici-
par en la inmunopatogénesis de la CUCI a través
de la produccién de IL-10 es un subtipo de células
B (Bregs).!? Mizoguchi y colaboradores" demos-
traron que las células B pueden ser responsables
de la supresién inmunoldgica por mecanismos que
incluyen a la IL-10 y TGF-p1 en la EIL

El descubrimiento de receptores para la IL-10
en las células entéricas ha planteado la posibilidad
de utilizar esta interleucina por via tépica, ya que de
esta forma se lograria aumentar sus concentracio-
nes en la mucosa colénica y mejorar su eficacia.®
En animales de experimentacién, la administra-
cion de IL-10 en forma de enemas (mediante un
vector adenoviral o contenida en microesferas de
gelatina) ha mostrado resultados alentadores.*

Por otro lado, se ha estudiado que la IL-22
es un miembro de la familia de IL-10 que posee
propiedades inmunorreguladoras, en los pacientes
con CUCI activo se observa un incremento en la
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expresion del gen de IL-22, dicho incremento se ex-
plica como un mecanismo inmunorregulador ya
que induce la restitucion del epitelio intestinal por
la produccién aumentada de moco por las células
calciformes.**

Un mayor conocimiento de los mediadores
implicados en la inflamacion intestinal ha abierto
nuevas lineas de investigacién basadas en la ma-
nipulacion de la respuesta inmunitaria con fines
terapéuticos, como son la administracién de IL-10,
que es una citocina anti-inflamatoria, cuando ésta
se administra, produce una mejoria del cuadro
pero no la cura; sin embargo, el descubrimiento
de receptores para IL-10 en las células entéricas ha
planteado la posibilidad de utilizar esta interleuci-
na por via tépica, ya que de esta forma se lograria
aumentar sus concentraciones en la mucosa colé-
nica y mejorar su eficacia.

Este tipo de estudios basicos permite identifi-
car marcadores bioquimicos de inflamacién para
su aplicacién en clinica y su potencial uso, en
la administracién de terapias bioldgicas. En este
trabajo se confirman observaciones previas de la
funcién inmunorreguladora de la IL-10 y se apoya
un aspecto en la fisiopatologia de la enfermedad
inflamatoria con potencial terapéutico. El disefo
sélo permite confirmar este hecho en CUCI ya que
aun no ha sido explorada en otros tipos de colitis.
Por lo anterior, es importante considerar el papel
que pueden desarrollar citocinas con propiedades
inmunorreguladoras en las diferentes condicio-
nes de enfermedad (actividad y remisién), con el
fin de desarrollar nuevos métodos diagndsticos y
terapéuticos.

Fonseca-Camarillo G. et al.

m Conclusion

La expresién génica y proteica de IL-10 estd au-
mentada en la mucosa coldnica de pacientes con
CUCI en remision, lo cual confirma que es una
citocina inmunorreguladora que favorece la remi-
sién en pacientes con CUCI.
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