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Resumen

Introduccion: Lainmunoglobulina A (IgA) es imprescindible para mantener 1os mecanismos de homeostasi s
intestinal y pararegular alamicrobiota. LalgA es producida por loslinfocitos B (LB) y las células
plasmaticas (CP) de la mucosa intestinal las cudles, asu vez, son importantes en € desarrollo de diversos
procesos intestinales, incluyendo la enfermedad inflamatoriaintestinal. Si bien |os diversos métodos de
procesamiento de |as biopsias intestinal es para obtener células mononucleares de lamina propia (CMLP) han
sido ampliamente estudiados en el contexto de otras células del sistema inmune, se desconoce sin embargo €l
protocolo 6ptimo para el estudio delos LB y CP de la mucosa humana.

Objetivos: Determinar e mejor método de procesamiento de las biopsias intestinal es humanas para estudiar y
caracterizar el fenotipo de las subpoblaciones de LB y CP intestinales.

Métodos. Se evaluaron los 2 métodos més empleados para la obtencion de CMLP: la digestion por
colagenasay el protocolo walk-out. En ambos casos, las biopsias se lavaron con DTT/EDTA para eliminar
las bacterias asociadas a tejido, asi como la capa de mucusy las células epiteliales. Seguidamente las
muestras fueron procesadas en paralelo, siendo la mitad de ellas digeridas con colagenasa/liberasa durante 2h
(protocolo colagenasa), mientras que la otra mitad fueron cultivadas en medio de cultivo completo durante
18h (protocolo-walkout), recogiendo posteriormente las CMLP que habian migrado de la mucosa hacia el
medio de cultivo. Dado que la colagenasa puede alterar |a expresion de algunos marcadores extracel ulares, se
evalud este aspecto en células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Las CM SP fueron obtenidas
mediante centrifugacion sobre gradiente de ficoll, traslo cua unafraccion fue directamente tefiiday la otra
fraccion fue tratada con los protocol os de colagenasa o de walk-out. Tanto las CMLP como las CMSP fueron
tefiidas con anticuerpos (CD19, CD27, CD38, CD45, IgD, IgG, IgM) y caracterizadas por citometria.

Resultados: Las CMLPy CM SP fueron caracterizadas dentro de las células viables singletes. LosLB se
identificaron como células CD19%, y las CP como CcD27atocp38at0, En |as CM SP se observd guela
colagenasa disminuy6 la expresiéon de CD19, CD27, CD38 e IgD, mientras que € cultivo de 18h sdlo
disminuyd significativamente la expresion de IgM. Deigual forma, las CMLP tratadas con colagenasa
disminuyeron sus niveles de CD19 ala par que aumentaron los niveles de CD38 e IlgG comparado con las
CMLP procesadas con e protocolo walk-out.
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Conclusiones: El aisamiento de las CMLP mediante la digestion con colagenasa altera significativamente la
expresion de marcadores clave para el estudio de las poblaciones intestinales de LB y CP por citometria de
flujo. Por tanto, la caracterizacion de las subpoblaciones de LB y CP presentes en la mucosa intestinal
humana deberia realizarse por abordajes alternativos, como es € protocolo walk-out.
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