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Introduccion

1.1. LA COLITIS ULCEROSA; RESUMEN DEL ESTADO ACTUAL

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es una inflamacion crénica del
tracto gastrointestinal, que cursa con periodos de brote o actividad, en los que
aparecen los sintomas, frente a periodos de remision, y cuya evolucion puede

causar lesiones progresivas.

La Ell incluye dos entidades mayores, la colitis ulcerosa (CU) y la
enfermedad de Crohn (EC). La denominacién colitis ulcerosa comprende un
sindrome caracterizado por la inflamacién y ulceracién de la mucosa intestinal,
generalmente confinada en el intestino grueso, que puede presentar distintos
grados de gravedad. La extension de la enfermedad y el grado de inflamacién
definiran la sintomatologia del paciente y su repercusion biolégica que en general
serd poco relevante cuando afecte aisladamente al recto pero grave cuando la
enfermedad involucre extensas areas de la mucosa del colon. Sin embargo, la
afectacién rectal, aunque sea aislada, es la causa de sintomas muy incapacitantes a
los que se debe prestar atencidn. Afortunadamente, el pronéstico ad vitam de este
sindrome es bueno, pero el efecto en la calidad de vida es, con cierta frecuencia,

negativo, si no se realiza un diagndstico precoz y tratamiento adecuado.

Se cree que la enfermedad se desarrolla en sujetos genéticamente
susceptibles, por una desregulacion de la homeostasis entre la microflora
comensal y/o otros elementos ambientales y la capacidad de respuesta inmune del
paciente, la cual presenta un desbalance hacia la perpetuaciéon del proceso
inflamatorio. Clasicamente, la Ell se ha considerado una enfermedad donde la
inmunidad adquirida mediada por linfocitos T era fundamental y es hacia donde se
han dirigido los esfuerzos terapéuticos. En el momento actual, se ha evidenciado
gue la inmunidad innata estd alterada inicialmente en los pacientes y parece ser la
responsable de que la inmunidad adquirida perpetue el proceso inflamatorio, al
estar respondiendo a las directrices que se generan en la interfase flora-

ambiente/inmunidad.
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1.1.1 EPIDEMIOLOGIA CU

La epidemiologia nos ha demostrado que, en las ultimas décadas, se ha
producido un aumento de la incidencia de CU y la EC, tanto en nuestro medio

como en los paises emergentes.

El pico de edad para la aparicién de la EC se situa entre los 20-30 afios y
para la CU hay dos picos, entre los 30-40 y entre los 60-70 afios. La Ell pediatrica
representa un 7%-20% de todos los casos (1,2).Se ha observado un mayor riesgo
de desarrollar la enfermedad entre los nifios que migran a poblaciones mas
desarrolladas antes de los 15 afos (3,4), y la apendicectomia antes de los 20 afos

parece disminuir el riesgo de CU.

La CU aparece con una frecuencia ligeramente mayor entre los hombres y
la EC entre las mujeres, particularmente en areas de incidencia alta (5,6). Esta
distribucidén es al contrario entre la poblaciéon pediatrica, cambiando la balanza

entre los 14 y los 17 anos (7).

Los estudios de Europa Occidental y América del Norte de los ultimos 20
anos han observado un notable aumento en la incidencia de la enfermedad, que
ha pasado de ser una entidad infrecuente a afectar del 0,5% al 1,0% de la
poblacién, con una incidencia en paises occidentales de mas de 200 casos por
100.000 habitantes (12.7 y 24.3 por 100.000 personas/afio para la EC y CU,

respectivamente) (8).

Existe un gradiente Norte-Sur, pero se viene observando un aumento de la
incidencia en paises en los cuales era baja, asi como en poblacién migratoria de
paises en vias de desarrollo a sociedades mas avanzadas (9). Ademas, la incidencia

en la EC parece estar aumentando de una forma mas acelerada que en la CU (10)

En el caso concreto de Espafia, existen publicaciones que también parecen
indicar un incremento de la incidencia y prevalencia de colitis ulcerosa en las

ultimas décadas. La prevalencia actual ronda los 250000 pacientes. A pesar de la
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exhaustiva investigacién para determinar los factores de riesgo que expliquen el
aumento de la incidencia no se ha logrado demostrar que se asocien a la
industrializacion, al aumento del nivel sociocultural o a los cambios en el habito de

vida.

Este aumento de incidencia, los nuevos tratamientos y la dependencia de
atencién hospitalaria hacen que esta enfermedad suponga una importante carga

econdmica para los sistemas sanitarios.

1.1.2 ETIOPATOGENIA CU

v FACTORES GENETICOS IMPLICADOS

Casi todas las enfermedades son el resultado de la interacciéon entre el
entorno y el paciente, pero la contribuciéon de la genética es relativamente
modesta en casi todas las patologias complejas. No obstante, conocer la base
genética de la patologia ayuda a entenderla, y de ese conocimiento puede surgir

una nueva terapia. Merece, pues, la pena investigarlo.
¢Como se estima el peso de la susceptibilidad genética?

Una manera de hacerlo es estudiar la concordancia de la patologia en
gemelos univitelinos, que debe ser alta si la base genética contribuye mucho a
inducirla. En el caso de la Ell la aportacion de factores genéticos es especialmente
modesta, como se desprende de la escasa concordancia en gemelos homocigotos

(10-15% en colitis, 30-35% en Crohn (11).
¢Como se aborda el estudio de lainmunogenética de la EllI?

Hay dos estrategias, la ultima relativamente reciente. La primera es
estudiar rutas o factores que razonablemente se puedan relacionar o se hayan

relacionado con lo que se sabe de la Ell, por ejemplo la integridad de la mucosa
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intestinal. Es decir, es en base a hipdtesis abordables que deben definir genes
conocidos. La segunda es la estrategia andnima, que analiza el genoma sin
prejuicio alguno, buscando genes que se asocien lo suficiente para que puedan

detectarse por esa técnica.
En el caso de la Ell estas dos estrategias se han aplicado en dos circunstancias:

En familias y han dado lugar a la descripcién de Ell monogénicas, siempre de edad
de comienzo muy temprano, lo que nos confirma que la CU y la EC son

enfermedades menos dependientes del genoma (12).
En cohortes de pacientes mediante GWAS (Genome Wide Association Studies).
Analicemos ambas estrategias y sus resultados.

e Estudios familiares:

Utilizando familias con mds de un miembro afecto es posible hacer estudios
de ligamiento bajo la hipdtesis de herencia dominante o recesiva, para después,
una vez acotada la region responsable, secuenciar los genes candidato que se
encuentren alli. Esta tediosa estrategia tiene sus limitaciones, y ahora se esta poco

a poco pasando a secuenciar el genoma completo.

* Ell monogénicas por defectos en la ruta IL-10 / IL-10R. El estudio de familias
con colitis congénita desvel6 la existencia de defectos en la sintesis de IL-10 o
en la expresién de su receptor, ambos implicados en la inhibicién de la
inflamacion intestinal (13). Existen dos posibles momentos en los que la
produccién y reconocimiento de la IL-10 puede prevenir la Ell: primero, en el
mantenimiento de la tolerancia a los antigenos o patdgenos intestinales,
segundo en la resolucidon de las respuestas excesivas a infecciones (14). El
hecho de que se cure con trasplante de progenitores hematopoyéticos indica

gue estas enfermedades monogénicas son exclusivamente leucocitarias.
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Estudios poblacionales (GWAS):

Estos solamente sirven para alelos cuya frecuencia sea mayor del 1%, ya

gue su resolucién en caso contrario es escasa. Se basan en la hipdtesis de que la

causa genética de la enfermedad debe haberse iniciado en algun lugar del genoma

en el enfermo fundador, y cerca de ese lugar existen polimorfismos que permiten

detectar dicho alelo patogénico a pesar del paso de los afos, que tiende a separar

genes lejanos, pero mucho menos genes cercanos. La densidad de los SNP en el

genoma es enorme (1 cada 100 pares de bases, unos 50 millones en total). Existen

chips comerciales que agrupan SNP por la funcién de los genes que mapean, como

Immnochip, lo que permite reducir el trabajo de busqueda bajo la hipdtesis de que

debe la patologia tener base inmunolégica.

GWAS de Crohn. Pero cuando se analiza la Ell, en concreto la enfermedad de
Crohn, que es la que mas base genética tiene, el resultado es muy confuso (71
genes), lo que sugiere que no hay un Unico mecanismo implicado y que quiza
se trate de varias enfermedades con similar expresion clinica. Una de ellas
podria ser la asociada a defectos en NOD2 (un detector citosdlico de patégenos
codificado en el cromosoma 16), que efectivamente aparece entre las
asociaciones detectadas. Ese hallazgo llevd a la secuenciacién de NOD2 en Ell.
(15). Casi un 30% de los pacientes con Crohn tienen alguna de las tres variantes
de NOD2 que se agrupan en el dominio LRR de detecciéon de patdgenos,
aunque hay otras muchas en otras regiones que aparecen en casi un 20% mas.

En contraste, apenas aparecen en CU.

Mecanismo patogénico de NOD2. NOD2 forma parte de los biosensores
encargados de detectar patdgenos en los diversos compartimentos celulares
para inducir finalmente inflamacion. Los TLR (toll- like receptors) sondean el
exterior de la célula vy el interior de las vesiculas celulares, incluidos los
fagosomas, mientras que los NOD sondean el citoplasma. Todos, sin embargo,

desembocan en la activacion de factores nucleares como NF-kB, que inducen
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citoquinas inflamatorias como el TNF-o. que ayudan a resolver la causa
infecciosa que las produjo. Es facil imaginar que este sistema puede dar lugar a
una excesiva inflamacion asociada a la deteccion del microbioma en la Ell. La
prueba de la implicacidon genética se consiguié en el afilo 2001, cuando se
descubrié que el gen NOD2/CARD15 es el gen de susceptibilidad mas
importante detectado para los caucdsicos (no para la raza asiatica, en la que el
gen NOD2 parece irrelevante). Entre el 20 y el 40% de los pacientes presenta

variantes de este gen (44% de los gemelos monocigotos) (16).

» La base genética de Crohn y CU es diferente. Los datos de concordancia de
gemelos univitelinos (12% en CU, 32% en Crohn) se refuerzan con varios datos
complementarios: a) la diferente heredabilidad que se deduce de los GWAS
(16% y 23%, respectivamente),b) los diferentes genes detectados en cada caso
(por ejemplo IL-7R y NOD2, respectivamente)c) los diferentes efectos del

ambiente (el tabaco protege de la CU mientras que agrava el Crohn)

= Pero la genética no lo es todo. Los genes detectados por GWAS no son, como
sabemos, mds que una parte menor del problema. En la siguiente figura (Figura
1), se resumen los factores ambientales y microbianos que, en interaccion con

los inmunitarios y genéticos, participan en la patogenia de la Ell (17).
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Genetic susceptibility
TLR4 \
XBP1 IL23R, IL12B, JAK2, STAT3, CCRé

NOD2, TLR4, CARD9, IRF5

XBP1 ?g;":‘ ATG16L1, IRGM, LRRK2
NOD2 ITLNT TNFSF15, TNFRSF6B
ATG16L1 SLC22A5 TNFAIP3, PTPN2/22
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IgG, IgA,
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Defensins, - TNF-q, IL-13,
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Microbial flora =~ Af—|Tmune dysregulation
r —
PRR signals,
metabolites — TSLP, RA,
IL-8/10/25/33,

MHC /I, CD1d

A

Enteropathogens
Antibiotics

Diet, hygiene . NSAIDs, smoking

Stress

Diet, hygiene

Environmental factors

Figura 1: Patogenia Ell. Obtenida de Kaser et al. Annu Rev Inmuno. 2010

Estos hallazgos apoyan el concepto de la complejidad poligénica y la

compleja heterogeneidad y variabilidad genética de estos sindromes. Es mas que
probable que se requiera mas de una mutacién para que se pueda manifestar la
enfermedad y que alguno de los genes implicados tengan una influencia sutil
cuantitativamente, pero relevante, ya que pueden ser la causa de las variaciones,

no solo fenotipicas, sino clinicas o evolutiva.

En un individuo no "genéticamente predispuesto” a desarrollar CU o EC, la

respuesta inflamatoria frente a un patégeno u otro antigeno no reconocido como

habitual, consigue detectarlo y eliminarlo, y los mecanismos de reparacion de la
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mucosa restituyen el sistema ad integrum. Sin embargo, el individuo
“genéticamente predispuesto” a sufrir CU o EC es incapaz de detener la respuesta
inflamatoria frente a elemento (s) "ambiental”(es). Estos incluyen elementos
antigénicos extrinsecos (alimentarios, bacterianos, farmacos, tabaco, polucion,
etc.), intrinsecos (ROS, moléculas consecuencias de lesiones tisulares, etc), o
incluso la propia microbiota por no ser reconocida como tal o por haber sufrido
disbalance en su composicién y/o distribucién porcentual, haciéndola
irreconocible por el sistema inmune innato y no estar memorizada por el sistema

inmune adquirido.

Sin embargo las alteraciones genéticas definidas no estdn presentes en
todos los individuos afectos de estos sindromes (como mucho en un 40% de ellos)
y no tienen una distribucidon étnica ni geografica homogénea. Ello sugiere que, o
no conocemos todas las alteraciones genéticas necesarias que induzcan a padecer
la enfermedad, o que los polimorfismos genéticos por ellos mismos no son los
Unicos causantes de estas entidades, sino que deben existir otros elementos o
situaciones que encienden la “chispa” que inicia el fuego de la respuesta

inflamatoria similar a lo que ocurre con los patégenos invasivos.

Las alteraciones genéticas, como maximo, predisponen al individuo a
desarrollar cualquiera de estos sindromes, pero no lo desencadenan, aunque el
componente genético o ambiental puede tener un impacto mayor o menor en
distintos individuo, lo que podria explicar la variabilidad clinica, fenotipica vy
evolutiva de los pacientes que sufren los sindromes de CU y EC y que representan
mecanismos patogénicos distintos que confluyen en unas lesiones comunes mas o

menos graves y extensas.

El sindrome CU es un paradigma de esta situacién. En él se han descrito,
por ahora, menos polimorfismos genéticos que en el sindrome EC. En cambio, si se
ha reconocido un papel importante del factor ambiental, ya que la microbiota

tiene en el colon su habitat principal.
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v MICROBIOTA Y ENTEROPATOGENOS

La microbiota intestinal se compone de los microorganismos que habitan
en el intestino. Se adquiere al nacer y en el adulto es bastante estable en el tiempo

aunque se producen fluctuaciones en respuesta a factores ambientales.

Se calcula que una persona sana lleva en su cuerpo 1 kilogramo de
bacterias la mayoria de las cuales residen en el intestino. El nUmero absoluto de
bacterias saprofitas (o comensales) seria de 10*/mm3. Se cree que existen mas de
500 especies, la mayoria poco conocidas, que colonizan el intestino. El tracto
gastrointestinal, pero especialmente el colon, contiene mads bacterias que células
el cuerpo humano. Estas bacterias no habitan solo en la luz intestinal, si no que se
hallan también adheridas a la mucosa, separadas de su epitelio mediante una capa
de moco, que en parte dificulta o regula que las bacterias traspasen la barrera
epitelial de la mucosa intestinal. Por tanto, son muy importantes para la digestion
de los alimentos y para evitar que microorganismos patogénos nos invadan.
Ademas de bacterias también existen hongos, virus y protozoos que forman parte

de nuestra flora comensal (18).

Existen multiples evidencias a favor de la implicacidn de la microbiota en Ia
Ell. Diferentes modelos experimentales animales demuestran que las colitis
inducidas o espontdneas se inician y perpetian en presencia de bacterias
residentes entéricas, mientras que en condiciones de esterilidad (germ-free) se
previene o se atenua, de forma muy significativa, el desarrollo de las mismas.
Clinicamente, esta idea se apoya por la evidencia de que los sintomas de la Ell
mejoran o no se producen cuando hay derivacidn del torrente fecal. Existen tres

observaciones clinicas que apoyan la implicacion de la flora bacteriana en la Ell:

1. La Ell ocurre, sobre todo, en el ileon terminal y en el colon, donde Ia

concentracion de flora bacteriana alcanza sus maximos.
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2. Tanto los probidticos como los antibiéticos han mostrado capacidad
moduladora de la inflamacion intestinal, sugiriendo que la modificacion del

contenido microbiano puede modificar el curso de la inflamacién.

3. Algunos datos sugieren que los pacientes con EIIC presentan una respuesta
inmune exacerbada a los antigenos bacterianos, junto con una pérdida de

tolerancia que participa del proceso patogénico.
En el colon, las bacterias van a llevar a cabo, fundamentalmente tres acciones:

e Metabdlicas. Mediante la interaccidn con los restos alimentarios no digeridos o
absorbidos en los tramos mas altos del aparato digestivo. La accidn metabdlica
qgque producen las bacterias es la sintesis de elementos bioldgicos,
especialmente los derivados de su accion sobre los carbohidratos,
denominados acidos de cadena corta (acetato, propionato y butirato). De ellos,
el propionato tiene efectos sistémicos, pero el butirato es un elemento
esencial para el mantenimiento de la estructura del epitelio, su metabolismo
energético, la produccion de moco, la funciéon absortiva del colon (ahorro de
sodio y agua) y el sistema inmune, al regular algunos de los sistemas de seiales
intracelulares que ponen en marcha la respuesta inflamatoria. En la CU se ha
descrito un déficit de produccién y de oxidacidn del butirato, con el
consiguiente déficit en la sintesis de acetil CoA. Como consecuencia, habrd un
déficit energético en el colonocito, disminuird la absorcidn agua-sodio, la
sintesis de moco y disminucidon de su papel atenuador de la activacion del
factor de transcripcion NFkB, por lo que favorecera el inicio de la respuesta

inflamatoria.

e Competitiva frente a los gérmenes patdgenos. La microbiota adherida a la
mucosa del colon ocupa los receptores bacterianos y compite por ellos frente a

los patdgenos invasivos.
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e La microbiota adherida a la mucosa del colon mantiene una relacién de buena
vecindad con el sistema inmune. Entre ambos regulan la respuesta inmune de

dos formas:

= Atenuando la respuesta inflamatoria, al ser reconocida por el sistema

inmune como no patdégeno.

= Trasmitiendo esta informacién a la primera linea de defensa innata
(células de Paneth y la produccién de sustancias antimicrobianas como
defensinas y lisozimas), como al sistema inmune adaptativo, el cual
memoriza esta informaciéon y no responde agresivamente frente a la

inmensa cantidad de antigenos a los que se enfrenta.

Estos aspectos son fundamentales para entender el hecho de que no es
necesario que sea un germen patdgeno el que inicie la reaccidon en cadena que
cronifica el proceso inflamatorio, sino que incluso la propia microbiota,
probablemente desbalanceada, puede ser la responsable. Es decir, es posible que
la microbiota, en estos casos, haya perdido el patrén bacteriano distributivo
propio de cada individuo, por lo que ciertos gérmenes que, aunque propios, se
encuentran en exceso o defecto por causas no del todo conocidas (gastroenteritis,

antibidticos, dieta, tabaco, polucién, etc...).

Este concepto se denomina disbiosis, y en la Ell se ha desarrollado
recientemente, ya que ha sido improductiva la busqueda de patdgenos en la Ell
para hallar un Unico elemento patdgeno desencadenante de la enfermedad. Sin
embargo, parece que los pacientes con Ell presentan perfiles menos complejos de
bacterias comensales, a la vez que un mayor numero de bacterias asociadas a la

mucosa (19).

Estudios cuantitativos de la cantidad de bacterias asociadas a la mucosa
intestinal han demostrado que en la Ell hay mas bacterias, tanto aerobias como
anaerobias, asociadas al intestino. Ademds, se observan diferencias en la

distribucidén, siendo en el ileon terminal donde se encuentran mayor cantidad de
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bacterias, tanto en la EC como en la CU, y siendo el ciego donde se encuentran
menos bacterias en ambas entidades (respecto a los otros tramos intestinales,
aunque el ciego en la CU y en la EC sigue teniendo mas bacterias que los
controles). Finalmente, a nivel de recto, el mayor contenido de bacterias se
presenta en la EC y no en la CU, lo cual apoya, de nuevo, el concepto de disbiosis

en la enfermedad activa.

Hasta la fecha, no se ha podido aislar un solo patégeno como causante de
la Ell. Ademas, la evidencia existente de patégenos asociados a la actividad de la
Ell sigue sin resolver si son los causantes o son oportunistas que anidan en una
pared intestinal inflamada y mas permeable que en condiciones de normalidad.
Varios estudios han implicado a la bacteria Escherichiacoli en la patogenia de la Ell.
Se ha evidenciado que la Escherichiacol iasociada a mucosa y la Escherichiacoli
intramucosa, asi como las hemaglutininas que producen, son mucho mas
prevalentes en la EC (98% de las bacterias intramucosas eran Escherichiacoli), que

en la CU (45%) y que en la poblacién sin Ell (2%) (19).

Esta Escherichiacoli invasiva parece estimular la producciéon de IL-8 y TNF-a,
asi como aumentar la permeabilidad intestinal de las uniones estrechas

(tightjunctions), de modo que, segln algunos autores, podria ser parte patogénica.

Todavia tenemos un conocimiento limitado y fragmentario de nuestra flora
intestinal. Gracias a los avances técnicos, como los sistemas de secuenciacion de
nueva generacién, se estd empezando a comprender que existen alteraciones
cuantitativas y cualitativas en la microbiota de pacientes con Ell (Figura 2). Sin
embargo, no se sabe si estas alteraciones son causa o consecuencia de la
enfermedad. En algunos modelos animales se ha podido establecer una clara
relacion entre la presencia de determinadas bacterias comensales y la aparicién de

la enfermedad.
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Figura 2. Disbiosis en la Ell. Obtenida de Frank et a.Proc Natl Acad Sci USA 2007.

En definitiva, el aumento que la incidencia de la Ell esta teniendo en las
ultimas décadas sugiere que, al menos, uno, sino mas de los elementos
patogénicos probables (genético, bacteriano-ambiental o inmune), esta
cambiando. Un aumento en los polimorfismos genéticos, una microflora alterada o
una alteracién en la interaccidn entre la microflora y el huésped pueden contener
la clave patogénica. El aumento de incidencia de la Ell se ha atribuido durante
mucho tiempo a la “teoria de la higiene”, mas conocida actualmente como la
“hipdtesis de la microflora”. Ambas hipdtesis manejan la idea de que un ambiente
excesivamente higiénico, probablemente influenciado también por el excesivo uso
de antibidticos en las sociedades desarrolladas, ha disminuido la exposicion de
nuestro intestino a los antigenos bacterianos, de modo que nuestro sistema
inmune sobreactla cuando se le expone a la flora comensal o a una disbiosis

bacteriana.
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v TRASTORNOS INMUNOLOGICOS EN LA EIIC

En el proceso patogénico general de los sindromes que componen la que
denominamos enfermedad inflamatoria intestinal, la alteracién en el sistema
inmune innato es fundamental. La mucosa del colon se ve inundada e invadida por
la propia microbiota y las sefiales producidas inician el proceso efector del sistema
inmune adaptativo con produccidon de proteinas inflamatorias (interleucinas),
mediadores lipidicos proinflamatorios, migracion de células inflamatorias con
infiltracién de la mucosa y produccién de las lesiones conocidas. Este sistema se
retroalimenta y entra en un bucle que no cesa y aumenta de intensidad, al no

funcionar correctamente los procesos de autofagia y apoptosis.

e Toleranciay control de la inflamacion:

La lamina propia intestinal contiene una compleja poblacién de células
inmunes que equilibran la tolerancia inmunoldgica a la microbiota luminal con la
necesidad de defenderse contra los patdgenos, la entrada excesiva de la
microbiota intestinal o ambos. El sello distintivo de actividad en la Ell es una
pronunciada infiltracion de células de inmunidad innata (neutrdfilos, células
dendriticas y las células Natural Killer) en la lamina propia. El aumento y la
activacion de estas células en la mucosa intestinal eleva los niveles locales de TNF-

a, IL 1B, Interferon gamma y citoquinas de la via IL23/Th 17.

En la colitis experimental, algunos linfocitos intestinales responden a
antigenos microbianos, pero la medida concreta en que los antigenos microbianos

impulsan a las linfocitos intestinales en la Ell es desconocida.

Dos factores implicados en la patogenia de la Ell son la apoptosis de células

Ty la funcion defectuosa de barrera del epitelio intestinal.

=  Apoptosis de células T.

Existen diferencias en la respuesta de las células T entre pacientes con ECy

CU, habiéndose detectado apoptosis defectuosa en células T de las mucosas en la
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EC, pero no en la CU. En ambas enfermedades existe un incremento de las

citoquinas producidas por macrdéfagos: IL6, IL 1 y TNFa.

=  Funcidon defectuosa de la barrera del epitelio intestinal

El epitelio intestinal constituye la interfase entre la microbiota intestinal y
el tejido linfoide asociado con el sistema inmune gastrointestinal y juega un papel
critico en la respuesta inmune de la mucosa. Las células epiteliales intestinales
mantienen funciones de barrera fisica contra la excesiva entrada de bacterias y
otros antigenos desde el lumen intestinal a la circulacién y también funciones
inmunorreguladoras a través de la interaccién con bacterias comensales y
patégenas. Para ello utilizan proteinas receptoras de patrones moleculares
presentes en los microorganismos como los TLRs o los NOD-Like Receptors (NLRs).
La interacciéon de estos receptores con la flora comensal es crucial en el
mantenimiento de la homeostasis del epitelio. Estas células son también capaces
de integrar sefiales que detecten microorganismos patégenos y transmitir esa

informacidn a través de la liberacién de citoquinas al sistema inmunitario.

En la Ell, el espacio paracelular presenta un aumento de la permeabilidad y

la regulacién de la permeabilidad por las uniones estrechas es defectuosa.

Otras defensas adicionales contra la invasidn bacteriana son las células
epiteliales especializadas e incluyen a las células caliciformes y las células de
Paneth. Las células caliciformes regulan la produccién de moco vy los factores que
contribuyen a la reparacion epitelial. Las células de Paneth secretan péptidos
antimicrobianos como las defensinas. La regeneracién y reparacion epitelial sirven
para controlar y resolver en Ultima instancia, la respuesta inflamatoria a la lesidn.
Sin embargo, en la Ell, la respuesta inflamatoria da lugar a una lesion epitelial
continua que provoca erosiones, Ulceras y disminuciéon de las defensinas. El
resultado es una mayor exposicidén a la microbiota intestinal y la ampliacién de la

respuesta inflamatoria.
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e Factores que desencadenan la cascada inflamatoria.

El sistema inmune parece ser el mediador principal en la patogenia de Ila
Ell, aunque su funcionamiento parece ser condicionado por el bagaje genético del
individuo y su interaccién con factores ambientales. Clasicamente se ha
considerado que la Ell estaba mediada por una respuesta alterada de la inmunidad
adquirida (linfocitos T y B), fundamentalmente por una desregulacion de los
linfocitos T, de modo que prevalecia una respuesta inmune de linfocitos Thelper
(Th1) (mas tipica de autoinmunidad), en la EC y una respuesta tipo Th2 (mas tipica

de procesos alérgicos), en la CU.

Recientemente, gracias a investigaciones detalladas, se ha producido un
cambio conceptual en la patogenia de la Ell, habiéndose observado alteraciones
relevantes en la inmunidad innata (macréfagos, neutrdfilos, células natural killer) y
en células epiteliales (células de Paneth y células dendriticas) que, probablemente

sean primarias y condicionen la respuesta de le inmunidad adquirida.

También se han caracterizado subpoblaciones de células T reguladoras y

células T efectoras Th17 con actividad proinflamatoria.

La autofagia es un proceso de la inmunidad innata por el cual son
eliminados los componentes de las células. Se ha descubierto recientemente que
un polimorfismo especifico del gen ATG16L1, regula el proceso de autofagia, y que

mutaciones en este gen incrementa el riesgo de desarrollar Ell y en concreto EC.

e Respuesta inmune innata

El brazo innato del sistema inmune proporciona una respuesta inicial y
rapida a los microbios. Las células de los receptores del sistema innato reconocen
patrones generales microbianos (receptores de reconocimiento de patrones), en
contraste con el reconocimiento de antigenos especificos por parte de los
receptores del sistema adaptativo. El epitelio intestinal expresa diversos

receptores del sistema innato que median en la defensa contra la microbiota
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luminal y con las células presentadoras de antigeno para inducir los mecanismos

de tolerancia que mantienen la homeostasis inmune en el intestino.

El sistema inmune innato posee distintas estructuras funcionales
interrelacionadas, de manera que es capaz de reconocer incluso sutiles cambios en
la composicion de la microbiota u otros antigenos (alimentarios, etc), por lo que es
esencial en los mecanismos de tolerancia y en el mantenimiento de la homeostasis

inmunoldgica en el intestino.
Forman parte del sistema inmune innato:
- Estructuras moleculares:

e Los receptores de membrana (en todas las células), denominados toll-like
receptors (TLR) que son la primera linea de reconocimiento de la estructura

molecular de antigenos.

e Los receptores intracelulares (NOD y MyAD8 entre otros), que recibirdn la

informacidén de los anteriores y la trasmitiran al sistema PPARy.

e Elsistema PPARy, que activara los factores que trascribiran la informacién a los

genes del nucleo celular.
- Estructuras celulares:

e (Células M (captan las bacterias de la luz intestinal y las traslocan a la ldmina
propia donde pueden ser detectadas por las células del sistema inmunitario),

linfocitos intraepiteliales y linfocitos T natural killer (NKT).

e (Células dendriticas. Emiten proyecciones de su citoplasma que pasan entre las
células epiteliales y llegan a la luz del intestino para capturar bacterias que

seran presentadas a los linfocitos del sistema MALT.
e Monocitos- macrofagos.

e Granulocitos.
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e Células de Paneth y las sustancias bactericidas y bacteriostaticas producidas

(defensinas y lisozima).

Las células presentadoras de antigenos activadas, en particular las células
dendriticas, presentan a continuacidn antigenos pépticos a los linfocitos T en los
organos linfoides secundarios del intestino, tales como las placas de Peyer,
ganglios linfaticos mesentéricos y foliculos linfoides aislados. Esta interaccidn inicia
una respuesta inmune adaptativa, tras el desarrollo de los
linfocitos de memoria. Una de las caracteristicas de la inmunidad adaptativa es
una respuesta rdpida y robusta a la siguiente estimulacién por el antigeno, es

decir, la memoria inmunoldgica.

Parecen especialmente relevantes los hallazgos de déficit de defensinas en
la mucosa del intestino delgado y colon en los pacientes con EC. Existen dos tipos
de defensinas, las a-defensinas y las B-defensinas que actuarian en el colon

mediante vias dependientes de NFkp.
El factor de transcripcion nuclear kB (NF-xB)

El NF-xB, es una familia de factores de transcripcidon con importantes
funciones en diversos procesos fisioldgicos y patolégicos, y en la respuesta celular
a la hipoxia, estrés e isquemia. Ademas el papel de NF-kB en la inflamacidn se ha
demostrado con estudios genéticos e inhibidores quimicos, y ha sido punto focal
de atencion en el intento de comprender cémo las sefiales extracelulares inducen

la expresioén especifica de grupos de genes (20).

El NF-xB forma parte de la familia Rel de factores transcripcionales,
constituida por cinco proteinas que contienen dominios homdlogos y que forman
entre ellas homo o heterodimeros (21).Estas proteinas son: p50 (NF-kB1 y su
precursor p105), p52 (NF-kB2 y su precursor p100), p65 (también Ilamado RelA), c-
Rel y RelB; que estan caracterizados por la presencia de un dominio homélogo N-
terminal, denominado Rel (RHD), responsable tanto de la homo como

heterodimerizacion, asi como de la unién a la secuencia especifica del DNA. RelA,
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c-Rel, y RelB también contienen un dominio C-terminal de activacién de la
transcripcién (TAD), sin embargo las subunidades p52 y p50 no tienen el dominio
TAD vy la transcripcion la llevan a cabo por la unién con otros factores que regulan
la transcripcion (20).La formacidon del homodimero o heterodimero es
determinante en la actividad transcripcional, en los promotores de los genes
diana. El heterodimero p50/p65 es el mas comun y su actividad transcripcional
ocurre gracias a la proteina p65 .Aunque los homodimeros p50 y p52 no poseen
actividad transcripcional, pueden estimular la transcripcién cuando se unen a la
proteina nuclear BCL-3.(22). Los precursores p105 y p100, procesados por el

proteosoma, dan lugar a las formas activas p50 y p52 respectivamente (Figura 3).

En la literatura estd bien establecido que el NF-kB es activado por una
amplia variedad de estimulos, que incluyen agentes biolégicos como
lipopolisacdridos, citocinas inflamatorias, ésteres de forbol y estimulos citotdxicos
como agentes de quimioterapia, luz ultravioleta y radiaciones ionizantes entre

otros (23).

Dado que existen tantos activadores de NF-kB, es de esperar que este
factor de transcripcién controle diversos genes y se encuentre involucrado en
varios procesos biolégicos y enfermedades, incluyendo desarrollo embrioldgico,
respuesta inmune, respuestas inflamatorias, proliferacion, cadncer, arteriosclerosis

entre otras.
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Figura 3- En condiciones normales, NFkB (p65-p50) se encuentra atrapado en el citoplasma, formando
un complejo inactivo con la subunidad inhibitoria IxB. Después de su activacion, kB es primero
fosforilada y posteriormente ubiquitinizada. El fosfato verde significa fosforilacion que tiene como
resultado una regulacién negativa de la proteina fosforilada, mientras que el fosfato gris indica
activacion

Vias de sefializacion

Via cldsica o canodnica

La via de senalizacion mas importante y mejor estudiada, utilizada por la
mayoria de estimulos es la clasica, la cual se lleva a cabo principalmente por los
heterodimeros RelA/p50 y c-Rel/p50. Esta via se centra en la activacién del
complejo trimérico de la IxB cinasa (IKK), complejo formado como ya hemos dicho
de dos subunidades cataliticas (IKK-B, IKK-a) y una subunidad reguladora NEMO
(24).

Una vez que el complejo IKK es activado, se fosforila la IxB-a en la Ser32 y
en la Ser36, llevando a su poliubiquitinacién y su posterior degradacién por el
proteosoma 26S, permitiendo asi, la liberacion de NF-kB (representada
principalmente por los heterodimeros p65/p50) que se trasloca al nucleo, donde
actua como un factor de transcripcion mediante la unién a secuencias de DNA

conocidas como sitios kB, para llevar a cabo la transcripcidon de genes especificos,
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entre ellos, genes de aproximadamente 27 citoquinas y quimiocinas, moléculas de
adhesién, receptores de citoquinas, moléculas de histocompatibilidad y otras,
incluyendo el de IkB-a como hemos dicho anteriormente, el cual facilita la
terminacion de la respuesta transcripcional por la unién a los dimeros de NF-kB en

el citoplasma (20).

Los genes regulados por NF-kB son los responsables de la codificacién de
proteinas inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, la proteina inflamatoria del
macroéfago 1 alfa (MIP-1a) y de la proteina quimiotdctica (MCPs), de las moléculas
de adhesion celular de superficie, tales como E-selectina, VCAM-1, ICAM-1, de las
enzimas inducibles incluyendo COX2 y la iNOS, y de las moléculas de supervivencia,

como la molécula inhibidora de la apoptosis celular 1y 2 (IAPS) y BCL-XL.

Una serie de estimulos se ha demostrado que activan NF-kB a través de la
via cldsica, incluyendo citoquinas proinflamatorias, productos bacterianos, factores
de crecimiento y la hipoxia (23). NF-kB también es activado por la luz ultravioleta,

por el estrés oxidativo, dafio endotelial y por otros mecanismos

Via alternativa o no candnica

Junto a esta activacion cldsica de NF-xB, hay una via de activacion de NF-xB
independiente de IKK-y (NEMO) importante para el desarrollo de los érganos
linfoides secundarios, la homeostasis y la inmunidad adaptativa. Es inducida por; el
factor activador de célula B perteneciente a la familia del TNF (BAFF), linfotoxina
(LTB), CD40, T-virus linfotrépico humano y virus de Epstein-Barr (EBV), y en ella
participa la cinasa inductora de NF-kB (NIK). NIK fosforila al homodimero IKKa
desencadenando su interaccion con la proteina p100 que esta unida a RelB. La
fosforilacién de p100 es seguida de su procesamiento en el proteosoma a p52 vy

por la translocacién del complejo RelB/ p52 al nucleo (20).

NF-kB v la resolucion de la inflamacion
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La hipoxia activa el sistema de NF-xkB en el rifién de rata y provoca la
produccién de factores inflamatorios (25). En un estudio in vivo (26) se ha
demostrado que durante la isquemia renal se produjo la activacién de NF-kB vy
alcanzé su punto mdaximo después de 15 minutos de la reperfusion, lo que tuvo

como consecuencia la liberacién de los mediadores de la inflamacion.

Aunqgue el NF-xB actua principalmente como iniciador de la inflamacidn,
hay estudios que sugieren que también puede actuar en la modulacién de ésta
(27). La inhibicion de NF-xB después del inicio de la agresion inflamatoria, y
durante la fase de resolucién, podria en ciertas condiciones prolongar la
inflamacién mas que inhibirla, retrasando en este caso la reparacién del tejido

(27).

Se ha demostrado que la activacién de NF-kB en los leucocitos reclutados
durante el inicio de la inflamacién se asocia con la expresién de genes pro-
inflamatorios, mientras que la activacién durante la resolucidn de la inflamacién se
asocia con la expresién de genes anti-inflamatorios y la induccion de apoptosis. La
inhibiciéon de NF-kB en la resolucién de la inflamacidn prolonga la respuesta
inflamatoria y previene la apoptosis. Esto sugiere que NF-kB tiene un papel anti-
inflamatorio in vivo participando en la regulacién de la resolucién inflamatoria

(27).

e Respuesta inmune adquirida

Los linfocitos T se subdividen en dos tipos: a) Linfocitos T ayudantes,
también conocidos como linfocitos T helper (Th) o linfocitos CD4+ y Linfocitos T
citotoxicos (CTL, por sus siglas en inglés) o linfocitos CD8+. Clasicamente, la Ell se
ha considerado una enfermedad relacionada con un aumento de linfocitos CD 4+
gue son reclutados intraepitelialmente en el intestino. El campo de la inmunologia
ha evolucionado ampliamente en la ultima década, habiéndose descubierto,
recientemente, diversos subtipos de linfocitos T con produccién de citoquinas

especificas y funciones reguladores implicadas en patologias autoinmunes. Entre
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los distintos subgrupos descritos, cabe destacar los linfocitos Th17 y las células T
reguladoras (Treg) por su implicacidn en la patogenia de la Ell y por la interaccidon

reguladora que se produce entre ellas.

Los linfocitos T CD4+ se activan al entrar en contacto con antigeno a través
de las células antigen presenter cell (APC). Los linfocitos CD4+ naive pueden

diferenciarse en Thl, Th2 o Th17, en funcién de las citoquinas que se secreten

(Figura 4).
Adaptive Immunity Innate Immunity
Helper T cell subsets Innate lymphocyte subsets
_____________ y
O 0 |
IFN-Y ILC1 |
Natural killer (NK)
TH1 |
Naive CD4’ IL-13,; IL- 4 _____________ )
T cell TH2 IL- 6 IL-5 ILC2 |
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_____________ "

TH17 AOR° 117, IL- 22| (/w ILC17 !
= Lymphoid tissue inducer (LTi
&/ W/ Lymphoid tissue indu r(LTi) |
TH22 22 | O 1co2 |
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o0 TGF-B,IL10 3@
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Figura 4: Paralelismo entre células linfoides innatas y linfocitos Th. Obtenida de Rankin et al. Front.
Immunol. 2013

La mucosa inflamada de la Ell tiene una infiltracion masiva de células Th17
gue se ubican en la mucosa en el caso de la colitis ulcerosa. Datos muy recientes
parecen indicar que la produccién de IL-17 esta elevada, fundamentalmente, en la

CU, mientras que en la EC se incrementa, fundamentalmente, el INF-y.
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Ademas, la citoquina TNF-a se ha erigido como elemento fundamental que
rige el trastorno inmune y, de hecho, el desarrollo terapéutico de las ultimas
décadas se ha centrado en contrarrestar esta alteracién de la inmunidad adquirida,

consiguiendo una inmunosupresion y/o bloqueo del TNF-a

Las células Treg representan otro tipo de células Th que desarrollan una
labor inmunosupresora. Las células Treg secretan citoquinas antiinflamatorias,
como la IL-10 y el TGF-B. En situaciones de eubiosis en las que predomina la flora
comensal, la respuesta inmunitaria es tolerogénica y predomina la produccién de
citoquinas antiinflamatorias (IL-10 y TGF-B). En situaciones de disbiosis la
respuesta inmunitaria debe reconocer y responder a los patégenos produciéndose
la inflamacion (Figura 5). Asi, el bloqueo de la II-10, en modelos experimentales
animales, conlleva el desarrollo de inflamacién intestinal. Por tanto, se requiere un

fino balance entre las Th17 y las Treg, para asi evitar una inflamacién excesiva.

a Eubiosis b Dysbiosis

Pathogenic bacteria,
wviruses and injury

[— BAFF and APRIL

IgA*
O plasma cell ITSLF‘ IL-33 IL-25 TGFI}HTGFB IL-& IL-1 IL—18I
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- = R ———m
IL-10 ) |
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ST T T T T i
i i
I IL-10 @ IL-12 --—=* 6 j
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Epithelial 5 i

IL-22 =— LTi cell — > IL-17A Neutrophil

barrier maintence
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Figura 5: Respuesta inmunitaria a microorganismos patégenos en el intestino
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La caracterizacién de la funcidn e interrelacidon entre las células th1l7 y las
Treg ayudard a entender el complejo balance entre la tolerancia y Ia
autoinmunidad. Las Th17 dada su localizacién y plasticidad, parecen tener una
posicidn privilegiada para entender la inmunopatogénesis de la Ell y, por tanto,
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, algunas de las cuales ya se
estan desarrollando. Como cambiar el balance inmunitario de la autoinmunidad
hacia la tolerancia sera la piedra angular de las nuevas estrategias terapéuticas de

los préximos afios.

Esta ultima figura (Figura 6) resume lo que seria el desarrollo de la Ell en
términos generales. Alteraciones en diversos factores genéticos que tienen que ver
con diferentes procesos celulares como la secrecién de péptidos antibidticos,
autofagia, la produccién de citoquinas, o fallos en la funcidn de barrera del epitelio
intestinal pueden aumentar la susceptibilidad a desarrollar Ell. Esta alteraciones
genéticas necesitan factores ambientales (colonizacién por diversos
microorganismos, dieta, estrés, tabaco, uso de antibiéticos o farmacos, etc) para
desencadenar una respuesta inflamatoria aguda. En los pacientes susceptibles otro
factor que puede contribuir al desarrollo de la Ell seria la incapacidad de controlar
de forma adecuada la inflamacién aguda debido a alteraciones del sistema
inmunitario, como fallos en los linfocitos T-reguladores, en el funcionamiento de
linfocitos T efectores o en las células del sistema inmunitario innato como
macrofagos o linfocitos innatos. Estos fallos conducirian al establecimiento de la
inflamacién crénica que en ultima instancia llevaria al desarrollo de fibrosis,

fistulas, abscesos y a la aparicién de cancer o manifestaciones extraintesinales.
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Environmental factors
= Microorganisms
= Diet
Genetic factors = Infections
= Antimicrobial peptides e Stress
= Autophagy = NSAIDs
= Handling of bacteria = Appendectomy
= Chemokines = Smoking
= Cytokines = Antibiotics
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tissue destruction Fibrosis, stenosis, abscess, fistula, cancer
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Figura 6: Desarrollo de la Ell

1.1.3 DIAGNOSTICO CU

v/ ASPECTOS CLINICOS

La Ell es un trastorno inflamatorio crénico del intestino que engloba dos
entidades clinicas: la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. En un 10-15% de
pacientes, la Ell no puede etiquetarse de ninguna de las dos entidades, por
incongruencia entre aspectos clinicos, endoscdpicos o histoldgicos, de forma que a

este grupo de pacientes se les asigna el término de colitis inclasificable.

Ambas entidades se caracterizan por la cronicidad y la heterogeneidad en
su forma de presentacion, curso clinico, prondstico y desarrollo de complicaciones.

Durante la evolucion de la enfermedad, se alternan periodos de actividad (brotes o
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recidivas), con intensidad y gravedad variable, y otros periodos de inactividad o
remision.

La CU se caracteriza por afectar exclusivamente al colon aunque a veces se
afecta el ileon terminal, denominandose ileitis por reflujo. La inflamacién es
continua y superficial por lo que el dafio estd fundamentalmente localizado en la

capa mucosa del colon, con la aparicidn de criptitis y abscesos de las criptas.

El diagndstico se establece en funcién de una combinacién de criterios
clinicos, endoscdpicos, histolégicos y radioldgicos. Es obligado hacer diagndstico
diferencial con otras formas de colitis aguda o crdénica, como son: colitis
microscopica, infecciosas, pseudomembranosa, por farmacos, por agentes fisicos,
isquémica, eosinofilica, causas metabdlicas y hormanales, neoformaciones,

enfermedades sistémicas, diverticulosis y colitis funcionales (28),(29).

El diagnéstico se basa en una minuciosa historia clinica, comenzando por la
existencia de antecedentes familiares de Ell, pues se ha demostrado la mayor
frecuencia de aparicién de la enfermedad en familiares de primer grado (se ha

sugerido un riesgo en torno a un 5% de padecerla a lo largo de su vida).

La presencia o el antecedente de manifestaciones extraintestinales tipicas
de la Ell aportan un dato mds de sospecha diagnodstica. Fundamentalmente,
afectacion articular (artropatia periférica o axial, con frecuencia espondilitis o
sacroileitis), ocular (uveitis, epiescleritis), cutdneomucosa (pioderma gangrenoso,
eritema nodoso, aftas orales recurrentes) o hepatica (colangitis esclerosante
primaria, pericolangitis) entre otras. También se debe tener en cuenta la posible
asociacion de la Ell con otras enfermedades de origen inmune (enfermedad

celiaca, vasculitis, etc.).

En los afios 80 se establecieron los criterios de Leonnard-Jones para el
diagnéstico de la CU y la EC. Se requiere la presencia de, al menos, 2 criterios para

el diagndstico, siendo el histopatoldgico el definitivo (30).
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Tabla 1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LENNARD-JONES

CRITERIOS CLiNICO e RECTORRAGIA
e  DIARREA CRONICA

e DOLORABDOMINAL

e MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES

CRITERIOS ENDOSCOPICOS . Mucosa eritematosa, granular,
edematosa y/o friable

e  Exudado o ulceraciones
e  Hemorragia al roce o espontanea

e  Pseudopdlipos o polipos

e  Lesiones continuas y afectacion
constante del recto

El sintoma mds frecuente es la rectorragia. En general, mas copiosa cuanto
mayor es la gravedad. Si esta es muy importante puede provocar hipovolemia y

bajo gasto. Suele asociarse tenesmo rectal. El segundo sintoma mas frecuente es la
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diarrea diurna y/o nocturna. Se manifiesta como aumento del nimero de
deposiciones o como disminucion de la consistencia. Normalmente aparece como
deposiciones frecuentes y de poca cuantia, tipico de la diarrea por lesién del colon.
El dolor abdominal suele ser célico de localizacién variable que suele mejorar tras
la deposicidn. Es frecuente la emisién anal de pujos de moco y sangre reiterados
que suele traducir la afectacidén rectal severa. En colitis mds extensas pueden
asociarse sintomas sistémicos como pérdida de peso, febricula o fiebre, malestar
general e hiporexia. Un 15% de los pacientes pueden debutar como casos graves

con hemorragia digestiva baja, perforacién colénica o megacolon toxico.

La exploraciéon fisica puede encontrarse dentro de la normalidad o
podemos evidenciar un abdomen patolégico, con alteracién de los ruidos
hidroaéreos, distension, timpanismo y/o dolor, restos mucosanguinolentos o
estenosis en el tacto rectal o alteraciones en la inspeccién perianal. Si hay
afectacion sistémica puede evidenciarse febricula o fiebre, palidez cutaneo-
mucosa que traduzca anemia, signos de manifestaciones extraintestinales tipicas y,
en casos de gravedad, taquicardia, alteraciones de la tensidn arterial o deficiente
estado nutricional, entre otros. Es recomendable realizar una evaluacidn
nutricional basica mediante peso, talla y determinacién de indice de masa corporal

(IMC).

El curso o patrén de la enfermedad consta frecuentemente de periodos de
recaida clinica que alternan con otros de remisiéon (5% presentardn un curso
continuo sin remisién), atendiendo a ese patrén, tras los tres primeros anos de
diagndstico, clasificamos las recaidas en frecuentes (> 2 anuales) o infrecuentes (<

1 anual) (31).
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v" PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Pruebas de laboratorio: Serd util la informacidon del hemograma, bioquimica

basica y hepatica, metabolismo del hierro y reactantes de fase aguda
(marcadores de actividad bioldgica). Puede existir ferropenia o anemia,
leucocitosis, trombocitosis, hipoproteinemia, elevacion de reactantes de fase
aguda como velocidad de sedimentacién (VSG) y/o proteina C reactiva (PCR).
En algunos casos hay alteraciéon de la bioquimica hepadtica, lo que obliga a
descartar la asociacion de colangitis esclerosante primaria, entre otras
entidades. La PCR tiene una vida media corta y refleja cambios en la actividad
inflamatoria de forma muy precoz. Se estan perfilando otros biomarcadores
como complementarios al diagndstico, aunque aun no se puede recomendar

su uso sistematico en el estudio inicial (32).

Marcadores fecales: En los Ultimos anos se ha propuesto la determinacion de

marcadores de inflamacion intestinal, como la calprotectina (proteina
procedente de los neutréfilos que traduciria la migracidon de estos a través de
la pared intestinal inflamada hasta la mucosa). La calprotectina permanece
estable en heces 7 dias y sus niveles se correlacionan bien con la actividad
inflamatoria endoscépica e histolégica. Ofrece una alta sensibilidad
diagndstica, aunque es poco especifica. Se ha propuesto para la distincidon
frente a patologia funcional (valor predictivo positivo para la Ell, frente al
sindrome de intestino irritable, del 85-90%) y para la previsién de las recaidas
en Ell. AUn no se han determinado con exactitud unos niveles diagndsticos
uniformes. Otros marcadores estudiados son la lactoferrina, elastasa, lisozima,

lactoferrina y, recientemente, el SI00A12 (33).

Serologia: Se ha descrito la presencia de autoanticuerpos y anticuerpos
antimicrobianos asociados a la Ell. La positividad aislada de anticuerpos
anticitoplasma de neutrdfilos perinucleares atipicos (PANCA) es mas especifica

en la CU (88,5%), aunque con una baja tasa de sensibilidad (50-60%). La
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combinaciéon de pANCA positivos y anticuerpos anti- Saccharomyces cerevisae
(ASCA) negativos puede ayudar en algunos casos a diferenciar la CU de la EC.

(Sensibilidad: 51,3%, Especificidad: 94,3%) (34).

Microbiologia: Es obligatoria la recogida de muestras de heces para despistaje

de patologia infecciosa, mediante coprocultivo e investigacion de parasitos y
toxina de Clostridium difficile (recomendable varias muestras). La realizacién
de Mantoux con Booster se hace desde el inicio no sélo para despistaje de
tuberculosis, sino también para evitar complicaciones de posibles tratamientos
inmunosupresores. En colitis graves y/o refractarias al tratamiento debe
descartarse infeccion por citomegalovirus (CMV) y Clostridium difficile. La
reactivacion de CMV no es infrecuente en pacientes inmunocomprometidos
por la propia enfermedad o por el uso de farmacos inmunosupresores. No se
ha establecido aln el método de diagndstico definitivo. El estudio de biopsias
colorrectales que muestren multiples cuerpos de inclusiéon intranucleares es el

mas empleado.

Endoscopia: La ileocolonoscopia con toma de biopsias es la técnica basica de
diagnéstico en ausencia de gravedad. Mostrara una afectacidn de la mucosa de
caracter continuo en distintos segmentos coldnicos. La clasificacion de
Montreal distingue, seglin la extension de la afectacién macroscépica de la
mucosa, entre proctitis o afectacion limitada al recto (E1), colitis izquierda o
distal al angulo esplénico (E2) y colitis extensa, que se extiende proximalmente
al angulo esplénico (E3). La inflamacidon puede sufrir una extensiéon o una
regresion a lo largo del tiempo. Se han descrito variantes atipicas de afectacion
por CU: la indemnidad rectal, la afectacién parcheada cecal o periapendicular y
la denominada “ileitis por reflujo” (aunque no estd claro que sea esa su
patogenia). La actividad inflamatoria puede ser leve (mucosa de superficie
granujienta con edema, eritema, pérdida de brillo, ausencia de visualizacién de
vascularizacién submucosa), moderada (microulceraciones, friabilidad al roce,

exudado fibrinoso) o grave (uUlceras mayores de 5 mm, confluentes, profundas,
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sangrado espontaneo). Existen diferentes indices de puntuacién endoscdpica
para su valoracidn, aunque ninguno de ellos ha sido validado, que se utilizan
mas en ensayos clinicos que en practica diaria. En colitis crénicas, en periodos
de inactividad inflamatoria o quiescencia, la mucosa se muestra atrofiada, con
secuelas cicatriciales, la luz puede presentar tubulizacién, disminucién de la
haustracion, acortamiento de la longitud del colon o estenosis, y es frecuente
la presencia de pseudopdlipos inflamatorios y puentes de mucosa respetada.
En colitis grave se planteard realizar rectosigmoidoscopia con minima
insuflacidn y sin preparacion intestinal, para evitar complicaciones y demoras

en el diagnéstico.

Histopatologia: Cabe destacar la importancia de una adecuada y suficiente

toma de biopsias de colon por tramos y del recto, incluyendo, si es accesible,
mucosa del ileon terminal (al menos 5 localizaciones). Es caracteristica la
afectacion difusa de la mucosa colorrectal. No se ha determinado el nimero de
alteraciones necesarias para el diagnéstico de CU, aunque se establece con: la
existencia de plasmacitosis basal, aumento celular intenso, difuso y
transmucoso de la |dmina propia y ensanchamiento de la mucosa o
alteraciones de la arquitectura criptal. En las dos primeras semanas tras el
inicio de los sintomas, pueden no presentarse los hallazgos tipicos de CU. La
biopsia en la enfermedad quiescente o ya tratada puede ser normal o persistir

alguna de las alteraciones descritas.

Radiologia: En el enfoque inicial puede resultar de utilidad la realizaciéon de
una radiografia simple de abdomen que podria detectar signos indirectos como
tubulizacién, acortamiento de la luz colénica o pérdida de haustracién. Resulta
imprescindible en la valoracion inicial de un brote grave por sospecha de
perforacién o dilatacién coldnica (2 6 cm) o de asas de intestino delgado. Las
técnicas con mayor resolucién de imagen, como la resonancia magnética
abdominal o la tomografia axial computerizada (TAC), pueden aportarnos

informacién que sugiera Ell y sus complicaciones. Sin embargo, en ausencia de
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gravedad, en el debut de la enfermedad, las técnicas endoscdpicas suelen
precederlas en el estudio inicial. El enema opaco se utiliza para el diagndstico
con menos frecuencia, aunque puede aportar informacién importante como es

la presencia de estenosis, pélipos, masas endoluminales o fistulas.

e Medicina nuclear: La gammagrafia con leucocitos autélogos marcados puede

mostrar una captacion patoldgica en zonas intestinales con actividad
inflamatoria aguda y ser orientativa en cuanto a la extensiéon de la enfermedad,

pero carece de especificidad para Ell (35).

v/ CLASIFICACION DE LA COLITIS ULCEROSA

Las caracteristicas clinicas de la CU y su curso evolutivo y prondstico, dependen

de la extension de las lesiones y de la actividad o gravedad de las mismas.

En la clasificacién de Montreal y en la guia de la European Crohn’s and Colitis
Organisation (ECCO) se definen los criterios establecidos por consenso para la

tipificacion de la enfermedad (36),(37).

La clasificacién de Montreal se basa en un informe que se publicé en el aio
2005 del grupo de trabajo de Montreal que traté de integrar los aspectos clinicos,
moleculares y seroldgico de la Ell en una clasificacién que mejorase las anteriores

de Viena y Roma (38).

Segun la clasificacion de Montreal, la CU se clasifica de la siguiente manera,

segun la extension (denominada E):

e E1: Proctitis ulcerosa con extensidn limitada a recto. Su limite mdas proximal

seria distal a la unién rectosigmoidea.

e E2: Colitis izquierda o distal. Se extenderia al recto y colon distal al angulo

esplénico.
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e E3: CU extensa o pancolitis. La colitis se extenderia a tramos mas proximales al

angulo esplénico.
En el caso de la gravedad (denominada S de severity):
e SO: Colitis en remisién. No hay sintomas de la enfermedad.

e S1: Colitis leve. 4 o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre,

leucocitosis, taquicardia, anemia ni aumento de VSG.

e S2: Colitis moderada. Criterios intermedios entre leve y grave. Sin signos o con

signos minimos de afectacién sistémica.

e S3: Colitis grave. 6 o mas deposiciones al dia con sangre, fiebre, leucocitosis,

taquicardia, anemia, aumento de VSG y signos de afectacion sistémica grave.

La extensién de la enfermedad tiene importantes implicaciones prondsticas y

terapéuticas. También se relaciona con un mayor riesgo de cancer de colon.

v" INDICES DE ACTIVIDAD

Valorar la actividad de la CU tiene importancia a corto plazo, para realizar el
tratamiento mas adecuado del paciente que tiene un brote. Sin embargo, también
se ha comprobado que la actividad de la enfermedad durante los tres primeros
anos del diagndstico condicionara el curso evolutivo los siguientes cinco afios. La
actividad y gravedad de la CU también ha tratado de medirse con indices descritos

para valorar, de forma objetiva, la respuesta a diferentes tratamientos.

e indices de actividad clinica

» indice de Truelove-Witts: Es el indice de actividad clinica mas utilizado

en el que se incluyen cuatro variables clinicas y dos de laboratorio.
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TABLA 2. INDICE DE TRUELOVE-WITS MODIFICADO

PUNTUACION 3 PUNTOS 2 PUNTOS 1PUNTO

SANGRE +/+++ + -

ALBUMINA (g/1) <30 30-32 >33

TAQUICARDIA >100 80-100 <80

LEUCOCITOS >13.000 10.000-13.000 <10.000

Distingue entre enfermedad en remisidén y con actividad, diferencidndose
entre actividad leve o grave, pudiéndose considerar moderada una situacién
intermedia. No es un indice vdlido en las proctitis, ni da un valor cuantitativo a la
actividad, pero se recomienda su uso a la hora de plantearse el ingreso de los
pacientes. En él se basan las clasificaciones de actividad de la CU de Montreal, de
European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) y del American College of

Gastroenerology (ACG)

- Leve: Si hay < 4 deposiciones al dia con o sin sangre, sin signos de toxicidad
sistémica, es decir, temperatura < 37,5 2C, frecuencia cardiaca < 90 Ipm, VSG < 30

mm/hy Hb > 10,5 g/dl.

- Moderada: Si el paciente tiene > 4 deposiciones al dia con escasos signos de

toxicidad sistémica.

- Grave: Si tiene > 6 deposiciones al dia con sangre y signos de toxicidad como
fiebre (temperatura > 37,52 C), taquicardia (frecuencia cardiaca > 90 Ipm),

elevacion de la VSG (> 30 mm/h) o anemia (Hb <10,5 g/dl).
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- Fulminante: Si el paciente tiene > 10 deposiciones al dia, sangrado persistente,
signos de toxicidad, distensién e hipersensibilidad abdominal, necesidad de
transfusiones y dilatacién coldnica. Este ultimo apartado se diferencia solo en la
clasificacién del ACG. En realidad, la colitis fulminante seria una descripcidn

retrospectiva de pacientes con colitis grave que requirieron colectomia.

* [ndice de Actividad (Al, Activity Index) o de Seo: También se basa en
sintomas y datos de laboratorio: nUmero de deposiciones, sangre en las

heces, albumina, hemoglobina y VSG, es de calculo mas complejo.

* [ndice Rachmilewitz o Clinical Activity Index (CAl): Incluye nimero
semanal de deposiciones, cantidad de sangre en las heces, fiebre y/o
dolor abdominal, VSG, hemoglobina y la valoracién del médico,

obteniéndose una puntuacién cuantitativa entre 0 y 29 puntos.

* [ndices de Lichtiger y de Ho: Son Utiles en pacientes graves, y valoran la
respuesta a la ciclosporina. Entre sus variables incluyen el dolor

abdominal y el peritonismo, y la dilatacion coldnica.
¢ indices endoscépicos puros

Entre los que se encuentran el indice de Baron, el indice de Baron modificado,
evaluacién sigmoidoscopica de Powell-Tuck y el indice endoscépico de

Rachmilewitz.
e indices mixto

= |ndice de la clinica Mayo o UCDAI (Ulcerative Colitis Disease Activity
Index): elaborado por la conjuncién de datos clinicos, endoscdépicos y la
valoracion global del médico que incluye el nimero de deposiciones, la
cantidad de sangre en las heces, la actividad endoscépica y la
valoracion global del médico . El subindice endoscdpico es el mas
utilizado en la practica clinica. El indice de Mayo predice la

corticorrefractariedad de un brote grave de CU en caso de no haber
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mejoria a los 3 y 5 dias de inicio del tratamiento. Este indice se utiliza
en numerosos trabajos en los que se valora la respuesta a tratamientos,
pero empleando puntuaciones distintas y mas o menos estrictas para

definir la respuesta clinica, la remisidn clinica o endoscdpica.
e [ndices histoldgicos

La correlacidn de los indices histoldgicos con los clinicos y endoscdpicos es
discreta, de hecho, la ausencia de lesiones mucosa en la endoscopia (curacién
mucosa), no refleja una ausencia histoldgica de inflamacion. Los dos mas

empleados son el indice de Ryely y el indice de Geboes.

1.1.4 TRATAMIENTO

No existe en la actualidad un tratamiento curativo para la CU. El objetivo
del tratamiento farmacoldgico es inducir y mantener la remisién clinica en un
escenario libre de esteroides, proporcionar un alivio sintomatico, controlar la
actividad de la enfermedad, mantener un estado de nutricién apropiado vy
conseguir una calidad de vida para el paciente lo mas cercana posible a la de una
persona sana y, finalmente, evitar cirugias innecesarias. Los farmacos mas
utilizados incluyen el acido 5-amino salicilico (5-ASA), antibiéticos, corticoides, las
terapias inmunomoduladoras y las terapias bioldgicas, de manera que el abordaje

quirdrgico se reserva para casos mal controlados

En las ultimas décadas se han producido avances significativos en cuanto al
arsenal terapéutico con el que contamos en la CU, fundamentalmente con el uso
de inmunosupresores y farmacos bioldgicos, entre ellos los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el factor de necrosis tumoral (TNF). La eleccién de
una terapia u otra va a depender, en gran medida, de factores como el grado de
actividad inflamatoria, la extensiéon y gravedad del brote, las complicaciones

extraintestinales, la aparicidn de efectos adversos y la relacién coste-efectividad.
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La extension influird en la via de administracion de los farmacos; en este
sentido, la CU distal (englobando en ella la afectacién rectal o hasta el angulo

esplénico) permite el tratamiento tépico y/o sistémico.

A pesar de que clasicamente el propdsito del tratamiento de
mantenimiento ha sido la remision clinica, las evidencias recientes apuntan a que
el verdadero objetivo del tratamiento seria conseguir la desaparicién de las
lesiones mucosas. La llamada “cicatrizacién mucosa” es ahora uno de los objetivos
primarios de los estudios terapéuticos y comienza a ser ya un objetivo en la
practica clinica, debido a que se ha asociado al mantenimiento de la remisién
clinica y a la reduccion de tasas de hospitalizacion y de reseccidén quirurgica, tanto
en CU como en EC, asi como a la disminucidn en el consumo de recursos

sanitarios.
v" SALICILATOS

Los aminosalicilatos son el tratamiento de primera linea en la induccién y el
mantenimiento de la colitis ulcerosa cuya utilidad en enfermedad inflamatoria se

conoce desde hace 70 afos.

El 5-ASA por si solo administrado por via oral es inactivo, ya que se afecta
por el pH acido del estdmago y no llega al intestino, que es el sitio de accidn. Es

por ello que se han desarrollado diferentes compuestos de 5-ASA.

El mecanismo de accion de esta clase de farmacos todavia permanece
incierto. Es probable que el 5-ASA tenga efecto sobre distintos sistemas: la sintesis
de prostaglandinas y leucotrienos, inhibicion de la movilizacion de leucocitos a la
mucosa intestinal y accidn antioxidante actuando tanto como secuestradores de
radicales libres como inhibidores de su produccién; todo esto favoreceria en gran

medida la reparacidn tisular.

Podemos distinguir dos tipos de moléculas: por un lado los profarmacos,

gue consisten en distintos dimeros entre el acido 5-ASA vy diferentes portadores
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inertes que impiden la absorcidn en tramos proximales del tubo digestivo; y por
otro lado, las formulaciones de liberacién controlada, en las que el 5-ASA esta
protegido por excipientes (férmulas multimatriz MMX) que permiten llegar al

farmaco a puntos concretos del tubo digestivo (39).

La eficacia del tratamiento parece ser directamente proporcional a la dosis
empleada. Dado que el 5-ASA administrado por via oral presenta concentraciones
rectales inferiores a las del colon derecho, excepcidon hecha de las formulaciones
MMX, el tratamiento tépico en forma de supositorios, espumas o enemas que

libera el farmaco directamente en el colon distal también es de utilidad (40).
v" CORTICOIDES

Los corticoides, todavia en el siglo XXl y en la era de los bioldgicos, son los
farmacos mads usados en el tratamiento de los pacientes con colitis ulcerosa. Por
tanto, hasta que no dispongamos de nuevos farmacos que demuestren seguridad
a largo plazo, van a seguir siendo la piedra angular del tratamiento y nuestros

esfuerzos deben ir dirigidos a conocerlos y manejarlos bien.

Segun las recomendaciones de las distintas guias de practica clinica, en
pacientes con colitis ulcerosa que no responden a los salicilatos, los corticoides
seran los farmacos de primera eleccién (41). Cuando el paciente presenta una
enfermedad moderada-grave esta indicado iniciar tratamiento con corticoides

sistémicos (42).

La administracion de corticoides sistémicos se ha relacionado con la
aparicion de numerosos efectos secundarios. La prevalencia y gravedad de su
aparicién depende fundamentalmente de la dosis y duracién del tratamiento.
Aumentan el riesgo de infecciones y se los ha considerado como los principales

responsables de la aparicidn de osteopenia y osteoporosis en estos pacientes (43).

Como alternativa a los corticoides clasicos podemos utilizar los corticoides

de accion tdpica con eficacia similar y buen perfil de seguridad, como el
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dipropionato de beclometasona que estad indicado actualmente en la CU leve a
moderada de forma concomitante a los salicilatos en pacientes que previamente

no han respondido a ellos.
v INMUNOSUPRESORES

Aunque el tratamiento médico de los pacientes con colitis ulcerosa ha
avanzado mucho en las ultimas décadas, mas del 25 % de los pacientes requieren
antes o después una colectomia (44) y es en este escenario donde los farmacos
inmunosupresores van a desarrollar un importante papel: tanto en los pacientes
con CU corticodependientes como en los corticorrefractarios. Definimos la
corticodependencia (45) como aquella situacién en la que, para un correcto
control clinico, se precisan dosis de prednisona superiores a 10 mg/dia o
reactivacion de la enfermedad antes de 3 meses de haber suspendido los
corticoides. La incidencia de corticodependencia en los pacientes con CU se
desconoce, pero se estima que podria ser similar al 20-30% descrito para los

pacientes con enfermedad de Crohn.

Definimos corticorresistencia como aquella situacion en la que la
enfermedad se mantiene activa pese al tratamiento con dosis plenas de

corticoides (45).

Disponemos en la actualidad de tres familias diferentes de farmacos
inmunosupresores: tiopurinas (azatioprina y mercaptopurina); metotrexato vy

calcineurinicos (ciclosporina y tacrolimus).

Algunos de estos farmacos se emplean en los pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal desde hace mas de 15 afios, inicialmente de forma empirica,
y cada vez con mayor frecuencia. Actualmente su eficacia estd plenamente
demostrada en algunas situaciones clinicas. Resumimos en la siguiente tabla (Tabla
3) los niveles de evidencia y grado de recomendacion recogidos en el consenso

elaborado por la organizacion europea de Crohn y Colitis (ECCO) (41).
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TABLA 3. INMUNOSUPRESORES EN CU: RECOMENDACIONES Y NIVELES DE EVIDENCIA (ECCO)

Farmaco Indicacién Nivel de Grado de recomendacion
evidencia

Azatioprina/ Induccién remisién moderado 1b B
mercaptopurina | corticorrefractario

Mantenimiento corticodependiente

Mantenimiento tras induccién ciclosporina 1a A

1b C

Metotrexate No indicacion
Ciclosporina Induccién remision grave corticorrefractario 1b C
Tacrolimus Induccién remision grave corticorrefractario 1b C
v" BIOLOGICOS

Las dificultades del tratamiento de

la colitis ulcerosa ya fueron

perfectamente resumidas en 1950 (46), momento en el que la mortalidad de los

brotes agudos graves superaba en algunas series el 25%, la mortalidad anual global

era del 9%, y “el paciente tenia mas del 56% de probabilidad de sobrevivir 20

anos”(47). Aunque en algunos centros se habia empezado a utilizar la salazopirina,

el cambio fundamental en el tratamiento derivd de la demostracién de un

jovencisimo Sidney Truelove, de que lo hidrocortisona era muy eficaz en el

tratamiento de los brotes agudos (48).

En las décadas siguientes, se generalizd el uso de salicilatos y corticoides, se

definieron las pautas para su uso en el tratamiento agudo y en el mantenimiento y

de la ciclosporina en el brote grave corticorrefractario, y mejoraron sensiblemente

las expectativas quirurgicas. Con todo ello se redujo sensiblemente la mortalidad,
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hasta el punto de que en varios estudios epidemiolégicos se asemejaba a la de la

poblacién control.

Al revisar el estado actual del tratamiento del brote agudo y el de
mantenimiento llama la atencién el hecho de que, a pesar del uso correcto de las
modalidades de tratamiento disponibles, sigue habiendo muchas “oportunidades”
de mejora (49). Es mas, sigue siendo necesaria a menudo la cirugia que, ademas,

no siempre soluciona la enfermedad, como atestigua la frecuente reservoritis.

En este contexto se plantea la posibilidad de utilizar terapias "bioldgicas”
en el manejo de las enfermedades inflamatorias intestinales. Arbitrariamente se
incluyen en el concepto “bioldgicos™: 1) preparaciones de origen bioldgico, como
productos hematicos o vacunas; 2) péptidos o proteinas recombinantes; 3)
anticuerpos; 4) terapia basada en 4cidos nucleicos; 5) terapia génica; y 6)
moléculas de pequeno tamarfio disefiadas para interferir con procesos fisioldgicos.
En teoria, los primeros pasos se dan basandonos en los conocimientos
fisiopatologicos que tenemos sobre la enfermedad, escogiendo dianas
terapéuticas potenciales y después, desarrollando productos que bloqueen o

potencien determinadas rutas metabdlicas o inmunolégicas.

Sin duda, en la enfermedad en la que los bioldgicos han representado un

avance mas importante es la artritis reumatoide (50).

Por otra parte, aunque las posibilidades tedéricas son muchas (51),(52),
desde un punto de vista clinico actual solo tienen interés aquellos bioldgicos que

han alcanzado la fase Il de investigacidn clinica (Tabla 4).
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TABLA 4. FARMACOS BIOLOGICOS EN Ell

Diana Sustancia Laboratorio Fase de desarrollo Aprobacion

TNF Infliximab MSD \Y) FDA/EMA
2007

TNF Adalimumab Abbvie \Y) 2011

TNF Golimumab MSD 1\ 2013

Integrina Vedolizumab Millenium \Y] 2013

CcD3 Visiluzimab PDL Interrumpido No

CD25 Daclizumab Roche Interrumpido No

CD25 Basiliximab Cerimon Il No

CTLA-4 Abatacept BMS 1] No

CD20 Ratuximab Roche Il No

1.2. MODELOS EXPERIMENTALES DE Ell

La gravedad y la prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal en la
sociedad occidental han motivado un crecimiento exponencial de la actividad
investigadora en este campo en las ultimas décadas. La necesidad de una mejor
comprensién de la fisiopatologia con el objetivo ultimo de mejorar el arsenal
terapéutico disponible, ha favorecido la aparicién de una amplia amalgama de
modelos animales experimentales en los que intentar reproducir las principales

caracteristicas de esta entidad.

Actualmente, y a pesar de los distintos abordajes metodoldgicos
empleados, ningin modelo ha sido reconocido como una réplica exacta de la

enfermedad en humanos; circunstancia probablemente debida a la
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heterogeneidad y complejidad de la propia Ell y al desconocimiento de parte de los
mecanismos celulares y moleculares que desembocan en la aparicion y
mantenimiento de esta patologia. Asimismo, estos modelos no estan exentos de la
importante limitaciéon que siempre supone la experimentacién en animales con
fines traslacionales; por lo que los resultados obtenidos deberan ser siempre

interpretados con cautela.

Modelos de Ell en ratén

Se describen en la literatura mas de 65 modelos experimentales que han
sido utilizados con la intencion de simular las caracteristicas clinicas, bioldgicas e
histolégicas de la Ell del ser humano (53). En funcién de las herramientas vy la
metodologia experimental empleada en la induccidn de la colitis, y con el objetivo
de sistematizar este apartado, estos modelos pueden ser clasificados en 7

categorias:

Induccion quimica.

Modelos knockout.

Modelos de Colitis espontdnea.
Modelos transgénicos.

Modelos de Transferencia adoptiva.
Induccién inmunolégica.

Modelos knockin

v/ INDUCCION QUIMICA.

Esta clase de modelos, gracias a su sencillez y su demostrada eficacia y

eficiencia, han sido los mas ampliamente utilizados (54).

e Colitis Inducida por Dextrano sulfato sddico (DSS)

Este modelo experimental, descrito inicialmente por Okayasu et al, es uno

de los mas cominmente empleados (53),(54),(55).
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El DSS ha demostrado inducir una colitis autolimitada en varias especies de

roedores como ratas, hamsters, cobayas y ratones.

En términos generales, la administracién oral ad libitum en el ratéon del
polimero DSS 2-5 % produce un cuadro de diarrea hemorragico y pérdida de peso
en un plazo de 4-8 dias (54) .Es fundamental sefialar que en las caracteristicas del
proceso patogénico inducido influyen, ademds de variables predecibles como la
concentracion de DSS y la duraciéon de la administracion, otros factores que

pueden ser obviados a priori como:

-Cepa de ratén. En 1998 Mahler et al demostraron que existe una variabilidad

determinada genéticamente en la susceptibilidad al dafio generado por el DSS
(56). Posteriormente en el afio 2005, Melgar, Agneta Karlsson y Erik Michaélsson
publicaron un estudio en el que la administracion oral de DSS 3% durante cinco
dias progresaba a la cronicidad en la cepa C57/BI6 a pesar de la interrupcién de la
toma de DSS. Como punto de partida en una investigacién que haga uso de este
modelo es recomendable evaluar previamente la concentracion de DSS y el tiempo

de exposicidn necesarios para cada cepa (54).

-Peso molecular. DSS de 5000 Da induce inflamacién en el ciego y colon proximal,

mientras que DSS con un peso molecular de 40.000-50.000 Da provoca una colitis
de afectacién mas distal. Polimeros de mayor peso molecular (500.000 Da) no

inducen inflamacidén colénica (54).

El mecanismo exacto mediante el cual este compuesto genera la lesion
mucosa es desconocido. Se postula que parte importante del dafio es secundario a
un proceso quimico sin mediacién del sistema inmune. Sin embargo, el andlisis del
proceso inflamatorio agudo revela un aumento de citocinas proinflamatorias
asociadas a células de la inmunidad innata como IL1 —beta, IL -6 y TNF-alfa por lo
gque se cree que macrofagos y neudtrofilos desempeiian un papel relevante

(54),(57).
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A pesar de que algunos autores califiquen este abordaje experimental
como un modelo de diarrea aguda autolimitada sin intervencién de la respuesta
inmune adaptativa, en funcion del protocolo puede inducirse una colitis aguda o

cronica.

El estudio anatomopatolégico del colén en la fase aguda suele revelar
acortamiento, infiltrado importante de granulocitos y mononucleares, edema,
ulceracion manifiesta de la mucosa, pérdida de células caliciformes y en ocasiones
abscesos cripticos. Para el estudio microscépico suele utilizarse el colén distal por

ser el mas severamente afectado.

La reproducibilidad y accesibilidad de este modelo, su similitud con el cuadro
clinico e histolégico de la colitis ulcerosa en el humano; asi como su contrastado
uso en numerosos estudios han sido los determinantes que han impulsado su

eleccion como modelo a emplear en nuestro experimento.

e Colitis Inducida por acido trinitrobenceno sulfénico (TNBS)

Descrito por primera vez en ratas en el aiio 1989 por Morris GP et al. mediante
la administracidon intrarrectal de TBNS disuelto en etanol al 50 % observaron que
se producia una inflamacién y ulceracién del colén dosis dependiente (5-30mg) de
al menos 8 semanas de duracién que clinicamente se manifestaba con diferentes
grados de diarrea, pérdida de peso y prolapso rectal. Histolégicamente acontece
un proceso inflamatorio transmural en el coldn con aparicion parcheada de
Ulceras con infiltracién de neutrdfilos, macréfagos, linfocitos, mastocitos,

fibroblastos y formacién de granulomas (58).

e Colitis inducida por acido acético

MacPherson BR y Pfeiffer CJ idearon este modelo en el aifio 1978 al
observar que la instilacion intrarrectal de 0.5ml de a&cido acético en
concentraciones que variaban del 10% al 50% inducia una colitis difusa dosis-

dependiente (59).



Introduccion

El hecho de que no se establezca un proceso inflamatorio crénico
constituye una importante limitacién del modelo ya que obvia una de las
principales caracteristicas de la CU; no obstante, su sencillez y la similitud con la
fase aguda de la Ell en humanos (60) han favorecido su uso en multitud de

experimentos.

e Colitis inducida por yodoacetamida/ N- etilmaleiamida

En el aflo 1997, Satoh, Sato, Takami y Szabo, idearon un nuevo modelo en
ratas basandose en la hipotética capacidad protectora de la mucosa gastrica de
los compuestos sulfidrilicos endégenos (Ej. Glutatidn). Postularon que el bloqueo
de estas moléculas podria originar un dafio en el epitelio colénico. Para comprobar
la validez de su hipétesis estudiaron el efecto de dos sustancias bloqueantes de
grupos sulfidrilo de forma separada, yodoacetamida y N-etilmaleimida. Fueron
administradas a diferentes concentraciones via catéter en la mucosa coldnica.
Observaron que ambas sustancias quimicas provocaban en los animales diferentes
alteraciones que incluian diarrea hemorrégica, pérdida de peso, dilatacion de
colén y un dafio inflamatorio con un patréon histoldgico similar a la CU en el

humano (61).

e Colitis inducida por oxazolona

En 1998 Borevant, Fuss, Chu y Strober describieron un modelo de colitis de
aparicion mas precoz que el provocado con TNBS/etanol mediante enema de

oxazolona y etanol.

La colitis estd confinada al colon distal y microscépicamente aparece una
inflamacién superficial caracterizada por ulceracién, edema, y un infiltrado

inflamatorio mixto de linfocitos, granulocitos y eosinéfilos (62).
v" COLITIS EN RATONES KNOCKOUT (KO)

En términos generales, la caracteristica comun a todos ellos es la

inactivacion de un gen concreto cuyo producto funcional desempefia una actividad
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importante no completamente conocida en la homeostasis de la mucosa coldnica.
La pérdida de este producto funcional favorece la aparicién de un proceso
inflamatorio en el tubo digestivo, y en ocasiones en otras partes del organismo, de
caracteristicas variables. Una de las variantes que mads atencidn ha recibido es el

modelo IL10 -/- (53),(54).
v" MODELOS ESPONTANEOS DE COLITIS.

En 1994 Sundberg et al. desarrollaron una nueva subcepa de ratén en la
que, de forma espontdnea, aparecia una colitis (63). Estos investigadores
observaron que la cepa C3H/Hej presentaba de forma esporadica diarrea, colitis
derecha y ulceras perianales en menos del 1 % de los casos. La cria selectiva de los
ratones afectados desembocd en la génesis de una subcepa especifica designada
como C3H/HejBir que presentaba una colitis derecha espontdnea en un 88 % de

los machos y un 79% de las hembras (64).

Este modelo también ha sido usado en combinacién con modelos de colitis
inducida y ha contribuido de manera importante en el estudio e identificacidon de

factores genéticos y ambientales de susceptibilidad de la Ell (60).
v MODELOS TRANSGENICOS.

Esta categoria engloba a los modelos de raton modificados mediante
ingenieria genética que sobreexpresan un gen de interés en todas sus células
corporales (modelos transgénicos convencionales) o exclusivamente en
determinados tipos celulares (modelos transgénicos condicionales). La
sobrexpresion de dicho gen desembocaria en un aumento de los niveles de su
producto funcional, el cual seria parcial o completamente responsable de iniciar
y/o mantener la inflamacion de la mucosa digestiva. Este abordaje metodoldgico

ha permitido realizar avances de gran relevancia en la fisiopatologia de la Ell (60).
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v" MODELOS DE TRANSFERENCIA ADOPTIVA

CD 45 es un glicoproteina transmembrana con actividad tirosinfosfatasa
presente en la superficie celular de todas las células hematopoyéticas (23). De este
subtipo de modelos el mas utilizado nace en 1993. Powrie et al publicaron un
estudio en el que la inyeccion de linfocitos T CD4+ naive que expresaban niveles
altos de la isoforma RB de CD45 procedentes de ratones sanos wildtype a ratones
singénicos con inmunodeficiencia combinada severa SCID inducia una colitis
crénica progresiva con diarrea no sanguinolenta, pérdida de peso en un plazo de 5-

8 semanas (65).
v INDUCCION INMUNOLOGICA ANTI CD40

La ruta de sefializacion CD154 (CD40L)/ CD40 ha demostrado jugar un papel
importante en la patogénesis de la colitis ulcerosa tanto en modelos animales

como en humanos.

Mediante la administracién Unica intraperitoneal de anticuerpos
monoclonales con capacidad agonista anti CD40 en ratones inmunodeficientes
RAG -/-, se produce en el animal en los 4 dias siguientes a la inyeccidon un cuadro
agudo y autolimitado caracterizado por pérdida rdpida de peso, diarrea,
esplenomegalia, hepatopatia y aumento del tamano de los ganglios mesentéricos

alrededor del dia siete (66).
v" MODELOS KNOCKIN (KI)

Se incluyen ratones modificados genéticamente que son portadores de una
mutacién/es en un gen de interés. Entre estos se encuentran: PI3Kp110d KI,

TNF(ARE) KI, gp130 KI, Epi/N-cadherin Kl (53).
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1.3. CARDIOTROFINA-1, CITOQUINA ANTIINFLAMATORIA Y ANTIAPOPTOTICA

v" ESTRUCTURA MOLECULAR

La proteina Cardiotrofina-1 (CT-1) fue caracterizada e identificada en 1995
por Pennica y cols., como una proteina de 21,5KDa, que potencialmente induce
hipertrofia de cardiomiocitos en modelos “in vivo” de células cardiacas (67). Es un
mediador de comunicacion celular y esta implicada en el proceso de supervivencia
de los cardiomiocitos en respuesta al estrés oxidativo. También tiene un efecto

protector frente a la apoptosis.

La CT-1 es un miembro de la familia de interleukina-6 (IL-6) (68), que
comprende ademas de la IL-6, el factor inhibidor de la leucemia (LIF), el factor
neurotroéfico ciliar (CNTF), la oncostatina M (OSM), la interleucina 11 (IL-11), la
interleucina 27 (IL-27), la interleucina 31 (IL-31), la citoquina parecida a

cardiotrofina (CLC) y la neuropoietin/cardiotrofina-2 (NP/CT-2).

Son también llamadas citoquinas gp130 por presentar en su complejo de
receptores, una subunidad comun, la glicoproteina 130 (gp130), encargada de
traducir la sefial al interior de la célula. Presentan también una segunda o tercera

subunidad que juegan un papel vital en la formacion del complejo receptor.

Poseen efectos pleiotrépicos y redundantes (69) en el organismo y estan
involucradas en una gran variedad de respuestas bioldgicas, incluyendo respuesta
inmune, inflamacidn, desarrollo neuronal y hematopoyesis (70). Ademads, activan
genes involucrados en crecimiento, diferenciacién, supervivencia, apoptosis vy

proliferacion.

La mayoria de los efectos de la CT-1 han sido descritos en el corazén, pero
actualmente se han descubierto importantes efectos protectores en otros érganos

como higado, rifidn, sistema nervioso, etc. (71).



Introduccion

La CT-1 presenta ademds un gran nimero de funciones a veces, con efectos

opuestos.

Puede aumentar la supervivencia de las células y también puede causar
dafo en los tejidos. La evidencia reciente ha demostrado que la exposicion crénica
a niveles muy elevados de CT-1 esta asociada a fibrosis cardiaca, renal y vascular,

con dafio estructural y funcional en el corazén, aorta y rifidn (72).

Asi, la CT-1 produce ambos efectos, protectores y perjudiciales en muchos
organos, y estos efectos opuestos podrian se dependientes de la dosis y del

tiempo de exposicidn.

Los efectos perjudiciales de CT-1 sobre el rifién y corazén, se ponen de
manifiesto cuando se mantienen niveles elevados de citoquinas en plasma, ya sea

por sobreproduccién natural o cuando es administrada a altas concentraciones.

Todos estos efectos no se observan cuando se administra a bajas dosis o

cuando el nimero de administraciones es pequefio (73).

v RECEPTORES DE CT-1

El receptor de CT-1 esta formado por un heterocomplejo de 3 proteinas
transmembrana altamente glicosiladas, que son: la glicoproteina 130 (gp130), la
subunidad B del receptor LIF (LIFR B), también llamado glicoproteina 190 (gp190) y
la subunidad alfa del receptor de CT-1 (CT-1Ralfa). (Figura 7)

GP130

Se encuentra formando parte del receptor de todas las moléculas de la

familia,y es la encargada de iniciar el mecanismo de accion (74).
Consta de:
- El dominio extracelular

- El dominio transmembrana (TM)
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- La regidn citoplasmadtica, necesaria para la unién a JAK1 y 2 y la transduccién de

sefiales al interior de la célula.
CT-1Ra

CT-1Ra o gp80R, es la subunidad a especifica de la citoquina, sin capacidad
de enviar sefiales al citoplasma. Su region extracelular es la de unién con la CT-1.
CT-1Ra participa en la formacién de este complejo trimérico y es la que le confiere

una alta sensibilidad y especificidad para CT-1.

Receptor del factor LIF (LIFRB)

El receptor LIFRB, también denominado gpl190, es la subunidad
transductora de sefial al interior de la célula, que no es especifica de la CT-1, sino

gue es compartida por receptores de otras citoquinas de la familia.

LIF-R
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Figura 7.- La CT-1 se une a un complejo trimérico de receptores para activar la cascada de

sefalizacion, formado por los receptores: gp130, CT-1Ra, LIFRP.
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v' ACTIVACION DEL COMPLEJO RECEPTOR

Tras la unién de CT-1 al receptor, ambos gp130 y LIFR- B son fosforilados en
residuos tirosina, haciendo mas evidente que la sefalizacién de CT-1 es a través
del heterodimero gp130/LIFR-B (75). La activacion de gp130 por CT-1 se lleva a
cabo de manera secuencial. La CT-1 interaccionaria con su receptor especifico.
Este complejo binario (CT-1/CT-1Ra) es entonces competente para acoplarse al
receptor gpl130, permitiendo la unién de gpl130, para formar un complejo

trimolecular intermedio sin capacidad de sefializacion.

Este complejo trimolecular formado por la uniéon de la CT-1 a sus
receptores, produce heterodimerizacion de gp130, LIFR y la tercera subunidad del
receptor. Esto induce una serie de sefiales intracelulares que incluyen la activacién
temprana de tirosina cinasas de la familia de las janus cinasas (JAK-1, JAK2 y Tyk2).

(Figura 8).

HETERODIMERO LIFR/GP130

Feed-back

NUCLEO ACTIVACION GENICA

Figura 8. Receptor de CT-1, compuesto por heterodimero LIFR/gp130 y las vias

intracelulares activadas por CT-1.
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v' VIAS DE SENALIZACION

La union de CT-1 a gp130 desencadena la activacidon de tres cascadas de

sefalizacion:
-JAK/STAT (janus kinasa/trasductores y activadores de transcriptasa)

-ERK1/2/MAPK (cinasa regulada por sefales extracelulares 1/2/ protein cinasa

activada por mitégenos)
-PI3K/AKT (fosfatidilinositol 3 kinasa/protein kinasa B)
o JAK/STAT

La activacion de esta via se inicia por la unién de CT-1 a sus receptores, y
depende principalmente de la activacion de las dos familias de proteinas, las janus
cinasas (JAK-1, JAK-2 y Tyk2) y el grupo de factores de transcripcion citosdlicos
STATSs (STAT-1, STAT-3, STAT-5). Por este motivo, a la via de sefializacion de la CT-1
se la conoce como via JAK/STAT, representando una forma de sefializacién desde

la membrana celular hasta el ndcleo extraordinariamente rapida.

La unién de CT-1 a su receptor produce un cambio conformacional en este,
gue hace que las JAKS se aproximen. Una vez activadas, las JAKS van a fosforilar
tanto al receptor (en su dominio intracelular) como a los STATSs. La fosforilacion de

las STATs induce el reclutamiento del factor de transcripcién STAT3 (76).

En ausencia de estimulacion, las STATs se encuentran latentes en el
citoplasma y por lo tanto estan transcripcionalmente inactivas. Pero una vez que
son fosforiladas por las JAK a través de la fosforilacidon de sus residuos de tirosina
conservados, se lleva a cabo la dimerizacién con otros STATs formando homo o

heterodimeros.

El reclutamiento de un Unico grupo de STAT para cada familia de receptores
de citoquinas supone un hecho critico para definir la especificidad de la respuesta
bioldgica. Algunos receptores de citoquinas tienen un Unico sitio de anclaje para

STAT, mientras que otros poseen mas de un sitio de unién. La presencia de mas de
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un sitio de uniéon permite que dos moléculas de STAT puedan ser activadas
simultaneamente facilitando la dimerizacion. Las JAK son las que proporcionan el

sitio de unién para los STAT (77).

Cuando STAT1 6 STAT3 se une a los receptores (LIFB 6 gp130) que han sido
fosforilados en residuos tirosina, son activados y forman homodimeros STAT1-
STAT1, STAT1-STAT3 o STAT3-STAT3 los cuales se comportan como factores de
transcripciéon, que se translocan al nucleo para unirse a promotores especificos en
el DNA gendmico, de ese modo se estimula la transcripcién de diferentes genes
(Figura 9.) Una vez defosforilados en el nucleo, se inactivan y vuelven al citoplasma

(78).
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Figura 9: Interaccion del dimero con el ADN

e Regulacion negativa de la via JAK-STAT

Tan importante como la capacidad para iniciar la respuesta frente al estimulo
producido por la CT-1, resulta la terminacién de la misma (Figura 10). De hecho,

resulta légico pensar que la falta de la regulacion de las vias JAK/STAT puede ser
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importante en la patogénesis de distintas enfermedades de indole variada. La
duracién de la activacion de los STAT es limitada decayendo su respuesta en un

tiempo limitado (79).

Existen 3 familias principales de reguladores negativos de esta via de
sefializacion: PTPs (proteina fosfatasa de residuos de tirosina), SOCS (familia de
supresores de sefializacién de citocinas) y PIAS (proteina inhibidora de las STATs

activadas).

HETERODIMERO LIFR/GP130

DEFOSFORILACION POR SHP2

INTERACCION CON PIAS
DEFOSFORILACION POR LA PTP

DEGRADACION POR EL PROTEOSOMA
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Figura 10. Regulacién negativa de la via JAK/STAT. Representacidon esquematica de algunas de las vias de
regulacion de la via JAK/STAT. Las JAK kinasas pueden ser reguladas a distintos niveles: proteinas SOCS, PTP

(proteinas tirosinas fosfatasas) y mediante degradacion mediada por conjugacion con ubiquitininas.

e ERK1/2

Ademas de la via JAK/STAT, la union de la CT-1 a sus receptores puede
activar otras vias de sefializacién como la p42/44 MAPK (p42/44 proteina cinasa

activada por mitdgenos), la cual también es conocida como ERK1/2 (80). La
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estimulacion celular que conduce a la fosforilacion de gp130, tras la unién de CT-1
a gp130, también induce la unidn de la tirosina fosfatasa SHP-2 llevando a la

activacion secuencial de SHP2, Ras, Raf, y ERK1/2.

La via MAPK es directamente responsable de la fosforilacion y activacion de
NF-IL6 (factor nuclear IL-6), un factor involucrado en la sefial de traduccion de

citocinas (81).
PI13K-AKt

Otra de las vias de sefalizacién activada por la CT-1 es la PI3K-Akt (fosfatidil

inositol 3 cinasa/proteina cinasa B)(82).

Una vez que CT-1 se une al receptor y este es activado, se fosforila PI3K
produciéndose un rapido incremento en los niveles de actividad de la PI3K. Al estar
PI3K activada, se produce la fosforilacién de PIP2, dando lugar a PIP3, que activa
PDK-1 (cinasa dependiente de fosfoinositidos) que a su vez fosforila AKT. AKT
fosforilado fosforila IkB, una de las subunidades de NF-KB, lo que hace que esta se
separe del complejo y permite que Rel-A (p65) se fosforile, dimerice con otra
subunidad (como p62) y se forme un factor de transcripcion activado, con
capacidad de entrar en el nucleo celular, uniéndose al promotor de diferentes

genes.

La activacion de esta via esta asociada con supervivencia celular,
inflamacion y patogénesis de gran numero de enfermedades incluyendo cancer
(83) y fibrosis renal (84). También esta involucrada en crecimiento celular,

proliferacién y apoptosis.
v VIAS DE SENALIZACION Y SU IMPLICACION

Es probable que CT-1 lleve a cabo sus efectos por una combinacién de las
rutas de sefalizacién, antes mencionadas y es muy importante determinar que

ruta o rutas estan involucradas en cada efecto particular de la CT-1 (Figura 11).
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Figura. 11. Vias de sefalizacion activadas por la CT-1.

La via JAK/STAT transduce sefales de proteccion contra la respuesta

inflamatoria (85), protege de la isquemia (86) y del estrés oxidativo (87).

Una de las vias claramente implicadas en la inhibicion de la sefal
apoptdtica es la via de la PI-3K/AKT. La activacion de PI-3K induce la activacion por
fosforilacién de AKT. La activacidn de AKT provoca a su vez la fosforilacion de BAD.
BAD es un miembro de la familia de Bcl-2 y es un regulador importante de la sefial
de supervivencia. BAD inactivo dimeriza con las proteinas Bcl-x o Bcl-2
neutralizando su actividad antiapoptética. La fosforilaciéon de BAD conlleva la
liberacion de Bcl-2 o Bcl-x que suprimirdn la via de apoptosis. Por lo tanto la CT-1
también fosforila el factor proapoptético por la via PI3K/Akt, ejerciendo proteccion
atribuida en parte a la sobreregulacién del gen antiapoptdtico bcl-2 y la

disminucion del proapoptodtico bax. (88),(89).
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También, se ha demostrado que CT-1 activa el factor nuclear kappa B
(NFkB) en cardiomiocitos (90), hepatocitos (91), células endoteliales de la vena

umbilical (92), celulas epiteliales renales (93) y neuronas sensoriales (94).
v MECANISMOS DEL EFECTO PROTECTOR CELULAR DE CT-1

El efecto protector de CT-1 en los tejidos podria ser explicado mediante los
efectos en proliferacidon tisular y apoptosis, estrés oxidativo, inflamacién vy

regulacién del metabolismo celular.

e Estrés oxidativo

Un mecanismo por el que CT-1 puede proteger los tejidos del dano

isquémico u otros dafos es la reduccién del estrés oxidativo (95),(96).

El mecanismo por el que la administracién de CT-1 reduce el estrés
oxidativo es que la activacién de gp130/STAT3, incrementa la expresion de
manganeso superéxido dismutasa (MnSOD) un enzima que reduce el dafio de

H202.
e Inflamacidén

CT-1 induce la sintesis de IL-6. Esta citoquina también podria tener efecto

protector el en dafo celular (97).
La activacion de NF-KB disminuye el dafio celular y tiene efecto pro vy
antiapoptotico (98).

La traslocacion de p65 NF-KB al nucleo, induce la expresion de genes proy
anti-apoptéticos, tales como genes que expresan TNF-alfa, lo que resulta en
apoptosis en las células endoteliales. La inhibicién de la activacién del NF-KB

reduce la liberacién de TNF-alfa y la apoptosis.

e Metabolismo energético

CT-1 estimula el metabolismo mediante la via de la activacién de la protein

cinasa dependiente de monofosfato de adenosina (AMPK) (99).
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e Proliferacidén y apoptosis

CT-1 podria mejorar la funcién del higado cirrético y estimular la
regeneracion hepdtica mediante la estimulacion de la angiogénesis y la
proliferaciéon tisular.72. Ademads produce proliferacion de miocitos cardiacos

(100).
La apoptosis juega un papel en el dafio tisular isquémico o no isquémico.

CT-1 aumenta la supervivencia tisular mediante la activaciéon de la via de

sefializacion antiapoptética.
v' EFECTOS DE LA CARDIOTROFINA

Se ha demostrado que CT-1 tiene efectos en una gran variedad de tejidos,

incluyendo rifién, higado, corazén, tejido neural, etc.

e Efectos de CT-1 en el corazon

En el corazéon, la CT-1 es sintetizada fundamentalmente por los

cardiomiocitos y secretada hacia la circulacién periférica (101).

CT-1 tiene un gran numero de funciones diferentes como, proteccién de
miocardio, efectos hemodinamicos, y propiedades endocrinas.CT-1 también estd
involucrada en patologias cardiovasculares como hipertension, enfermedades
valvulares, fallo cardiaco y enfermedades de arterias coronarias (102), y la
administracién crénica de la CT-1 incrementa el peso del corazén y el ventricular

(103),(104).
Efectos cardioprotectores

= Hipoxia del miocardio:

Se ha demostrado un aumento de la expresion de CT-1 en diversas situaciones
fisiopatoldgicas de hipoxia cardiaca: angina de pecho, infarto cardiaco e

insuficiencia cardiaca y parece proteger del mismo (103).



Introduccion

Durante el infarto de miocardio aumenta la produccion de RLO (105) y la
hipoxia. Los RLO podrian regular la expresion de la CT-1, que a su vez, activa las

vias de sefializacién MAPKs (ERK1/2, JNK, p38) y PI3K a través de los RLO (106).

La CT-1 estd implicada en el crecimiento y la supervivencia de las células
cardiacas. En cultivos de células madre murinas embrionarias, la CT-1 estimula la
cardiomiogénesis y la proliferacidon celular por un mecanismo en el que estdn
involucradas la activacidn de las cascadas de sefalizacion molecular JAK/STAT,

MAPK y NF-kB, y en el que también estdn implicados los RLO.

= |squemia/reperfusion:

En numerosos estudios experimentales, la CT-1 actia como un potente
factor de supervivencia cardiaca, y promueve la proliferaciéon de cardiomiocitos

tanto in vivo como in vitro (107).

En modelos de ratas con isquemia de miocardio, la CT-1 juega un papel

muy importante en la reparacion del tejido y su cicatrizaciéon (103).

CT-1 induce una proteccién significativa del miocardio humano contra la
lesidn isquémica cuando el tejido esta expuesto a este factor por un periodo largo

pero no cuando se expone durante un corto periodo (108).

= Hipertrofia cardiaca

La CT-1 se aisld en 1995 basada en su capacidad de causar hipertrofia en cultivos
de miocitos cardiacos (67). Los mecanismos exactos por los que la CT-1 induce

hipertrofia en cardiomiocitos no estan del todo claros.

En resumen como podemos ver en la Figura 12: 1) MAPK/ERK juega un
papel esencial en la funcion de supervivencia de la CT-1; 2) la regulacion de la CT-1
sobre los procesos apoptoticos es mediada en parte por GATA4 y por otras vias
que tienen sus efectos a través de ERK1/2 y 3) las vias de sefializacion STAT3 y ERK
juegan diferentes papeles en procesos hipertréficos y antiapoptdticos mediados

por la CT-1 (109),(110),(111).
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Figura 12. Vias de seiializacion por las que CT-1 ejerce sus efectos sobre la hipertrofia y supervivencia

cardiacas.

Efectos hemodinamicos

CT-1 también tiene efecto sobre funciones hemodindmicas vy
cardiovasculares. Se ha demostrado que la administraciéon intravenosa de CT-1 (4-

100 pg/Kg) a ratas causa hipotensidn sistémica dosis dependiente (112).

La respuesta depresora de la CT-1 coincide con una reduccidén en la resistencia
vascular sistémica y da lugar a una significativa elevacién en el gasto cardiaco

asociado con un incremento concomitante en la frecuencia cardiaca.
Efectos endocrinos

La CT-1 estimula la secrecion del péptido natriurético cerebral (BNP, brain
natriuretic peptide) y del péptido natriurético atrial (ANP, atrial natriuretic
peptide). BNP y ANP tienen propiedades hipotensoras in vivo, pero es poco
probable que sean los responsables de la disminucién en la presién sanguinea

causada por la administracion de CT-1, ya que los efectos hipotensoras de BNP y
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de ANP no son bloqueados por L-NAME, y en cambio el efecto hipotensor de CT-1
si lo hace (113).

e Efectos de CT-1 en el pulmodn.

La CT-1 se detecta en abundancia en pulmén de humano adulto y se
expresa en las células del musculo liso bronquial (HBSMC), tanto en humano

adulto como en feto (114).

CT-1 tiene efecto antiapoptdtico a través de la activacion de la via de
sefializacion MAPK/ERK1/2, ya que un inhibidor de ERK1/2 (PD98059), y podria
contribuir al incremento de la masa del musculo liso en dafio de la via respiratoria

(115).

El tratamiento con CT-1, en un modelo de hipertensién con hipoxia
pulmonar crénica, protege la funcidn endotelial de la arteria pulmonar; disminuye

la presidn arterial pulmonar y atenua la hipertrofia ventricular derecha (116).

La CT-1 previene de la acumulacion neutrofilica pulmonar, disminuye el
deterioro del endotelio causado por la endotoxina (ETX), y ademas posee
propiedades antiinflamatorias en modelos de dafo pulmonar agudo inducido por

ETX (117).

e FEfectos de CT-1 en el higado.

Efectos hepatoprotectores

CT-1 podria tener un importante papel en la regulaciéon del metabolismo de
hepatocitos en la respuesta inflamatoria.Aumenta durante la regeneracion del
higado después de la hepatectomia parcial y ejerce potentes efectos

antiapoptoticos sobre hepatocitos (118).

Ademads, la administracion de la CT-1 a ratas o ratones protege al higado
del dafio provocado por la isquemia/reperfusion mientras que en los ratones

deficientes en CT-1, el dafo producido por la isquemia es mayo (119).
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Efectos en el fracaso hepatico fulminante.

El fracaso hepatico fulminante (FHF) es una enfermedad de rapida
evolucidn, que carece de tratamiento no quirurgico efectivo. En un modelo de rata
con FHF, inducida por la administracién intraperitoneal de D-galactosamina
(1.4g/Kg), la administracion de CT-1 a la 12 y 18 horas indujo en el grupo tratado
una mayor supervivencia, una mejoria en las pruebas histoldgicas del higado,
reduccion en el tiempo de activacién de la coagulacion, y disminuciéon de los
niveles de bilirrubina total y de alanina aminotransferasa en suero. La
administracion de la CT-1 disminuyd las células apoptdticas e incrementd la

expresion de marcadores de proliferacién celular en el tejido hepatico (120,120).

También se ha demostrado que CT-1 puede ejercer un efecto protector en
la cirrosis hepatica después de una hepatectomia, ya que aumenta la
supervivencia y mejora la funcion hepatica. La administracion de la CT-1 en ratas
aumenta la expresion de NF-kB (p65), factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), Ciclina D1 y p42/44 en el higado remanente y en hepatocitos enfermos.
Por lo tanto la administracion de CT-1 podria mejorar la funcién del higado
remanente en cirrdticos y estimular la regeneracién del higado a través del

aumento de la angiogénesis y de la proliferacion celular (91).

CT-1 podria ser una terapia hepatoprotectora para mejorar el resultado del
trasplante hepatico, especialmente en situaciones dificiles como en injertos de
tamafo pequeiio o en carcinoma hepatocelular en el que la reseccion masiva

provoca una baja reserva hepatica funcional (120),(91),(121).

e Efectos de la CT-1 en el tejido neural y sistema neuromuscular

CT-1 es la Unica citoquina de la familia de las IL-6 que puede ser detectada
en ratas en el plexo coroideo y en humanos en el plexo coroideo y en el liquido
cefaloraquideo. Tiene un potencial efecto sobre la supervivencia de la neuronas,
aumentado la misma, tanto in vitro, como in vivo. En enfermedades de la

motoneurona en ratas, dispone de efectos miotréficos y neurotréficos (122).
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CT-1 protege del dafio cerebral por isquemia en ratones in vivo y reduce la
apoptosis neuronal disminuyendo la actividad de la caspasa 3 y 8 y de las proteinas
asociadas a microtubulos (MAP). Se ha sugerido que lo hace a través de la

activacion de JAK/STAT3, NF-kB, ERK1/2, y Akt. (123),(124).

e FEfectos dela CT-1en laretina

CT-1 promueve la supervivencia de los fotorreceptores y que probablemente
las células de Miller median este efecto. También sugieren que la liberacidon
prolongada de la CT-1, es esencial para el rescate de los fotorreceptores a largo

plazo (125).

e Efectos dela CT-1 en el tejido adiposo

Se ha observado en pacientes con sindrome metabdlico mayores niveles de CT-
1 en suero que en pacientes control, por lo que la sintesis de CT-1 en el tejido
adiposo podria estar relacionada con los elevados niveles de CT-1 en plasma en

pacientes con sindrome metabdlico (126).

Un grupo de investigadores observdé que los animales que carecian de
cardiotrofina-1 presentaban un importante descenso del gasto energético y, con el
paso del tiempo, se hacian obesos y diabéticos. Asimismo los investigadores
comprobaron que la inyeccidon de esta proteina a ratones obesos provocaba un
aumento de la combustién de la grasa almacenada en el tejido adiposo y un
descenso del peso corporal, como resultado de la disminucién de los depdsitos
grasos. Ademas, pudieron ver que la administracion de cardiotrofina-1 refuerza la
acciéon de la insulina, lo que facilita la entrada de glucosa en las células y hace

descender la glucosa en sangre (127).

e FEfectosdela CT-1en el rifidn

La administracién de CT-1 previene el dafio renal y la inflamacién inducida por
la isquemia/reperfusion. La administracion de CT-1 mejora la funcion renal y

disminuye la inflamacion en modelos animales. Se ha demostrado que en el dafo
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renal por isquemia/reperfusion aumenta la supervivencia y disminuye los niveles
de creatinina. Estos efectos de CT-1 parecen estar mediados por la reduccion de la
produccién de radicales libres de oxigeno y el descenso del infiltrado de
neutréfilos y macréfagos. La disminucion de la inflamacion se demuestra por el
descenso en plasma de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL1B, INFgamma,
la menor activacion de NF-kB y la reduccion de la apoptosis. Esto indica que CT-1
podria usarse como estrategia terapéutica para proteger al rifidon de |la

isquemia/reperfusién (93)

Ademas, CT-1 previene la toxicidad renal producida por los contrastes yodados
en raton. Con la administracion de CT-1 se previene la reduccion del filtrado
glomerular caracteristico del fallo renal agudo inducido por los contrastes
yodados, previene el incremento en el tejido renal de niveles de marcadores de
dafio renal (NAG, KIM-1, NGAL), reduce la activaciéon de caspasa y la proliferaciéon
celular. El estrés oxidativo, caracteristico de la nefropatia inducida por el

contraste, también se previene con la CT-1 (128).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL PROYECTO DOCTORAL
Dado que:
= En Espaia se ha producido un aumento de la incidencia de Colitis Ulcerosa.

= Este aumento de incidencia, los nuevos tratamientos y la dependencia de
atencion hospitalaria hacen que esta enfermedad suponga una importante

carga econdmica para los sistemas sanitarios.

= En la actualidad, y a pesar de los distintos abordajes terapéuticos empleados,

ningun tratamiento ha conseguido curar la Colitis Ulcerosa.

= Las tasas de colectomia, cirugia con alta morbi-mortalidad, no han disminuido

en los ultimos afos.

Es necesario investigar nuevos tratamientos que controlen la actividad

inflamatoria.

La hipétesis del presente estudio es que la CT-1 tiene un efecto modulador
de la respuesta inflamatoria en la colitis ulcerosa. Por lo tanto, la administracion de
CT-1 en un modelo murino de colitis inducida por administracién de DSS revertiria
el dano funcional, estructural y la inflamacion que se asocia a este modelo

experimental de colitis.
Por todo ello los objetivos generales de este proyecto doctoral son:

El objetivo general de este estudio es analizar si la CT-1 puede servir como
terapia para revertir las alteraciones observadas en un modelo experimental de

colitis en ratdn inducido por la administracion oral de DSS.

Los objetivos concretos consisten en analizar el efecto de la administracion

terapéutica de CT-1 (después de inducir la colitis) en:

1. Laclinica de la enfermedad: diarreas, sangrado, pérdida de peso, etc.
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2. Las alteraciones histolégicas en el coldn que se observan en este modelo:
perdida de la mucosa, alteraciones en las criptas, apoptosis, infiltracion de

células inflamatorias, etc.
3. Las alteraciones en la translocacion bacteriana inducidas por la enfermedad

4. La reaccion inflamatoria que se produce en el colon: niveles plasmaticos y
expresion en tejido coldnico de citoquinas (TNF-a, INF-y, IL-10, IL-6 e IL1-7)y

marcadores de inflamacién (activacién de NFkB, iNOS, pSTAT3)
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3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En nuestro modelo experimental, se trabajé con ratones macho de seis
semanas de edad de la estirpe C57BL/6J suministrados por el Servicio de
Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca. Los animales se
mantuvieron en un ciclo de luz de 12 h/12h de oscuridad bajo el nivel 3 de
condiciones de bioseguridad. Fueron alimentados ad libitum, con agua y con dieta
estandar. Los ratones fueron estabulados en jaulas individuales y manejados
siguiendo las guias internacionales sobre el cuidado y el uso de los animales de
laboratorio (Directiva 2003/65/CE y Real Decreto 53/2013). Se mantuvieron en
estas condiciones hasta la edad deseada de seis semanas. Los animales fueron
sometidos a dieta absoluta, con agua, ad libitum, 12 horas antes del sacrificio

correspondiente.

Todos los procedimientos con animales fueron revisados y aprobados por el

Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca.

3.2 MATERIALES

v INSTALACIONES

e Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca (PAE
SA001, Salamanca, Espana), que proporciond los animales de experimentacién

empleados en este estudio y donde permanecieron durante el estudio.

e Laboratorios del Departamento de Anatomia e Histologia Humanas, Facultad
de Medicina, Universidad de Salamanca; y laboratorios del Servicio de
Anatomia Patoldgica, Hospital Clinico Universitario de Salamanca, donde se

realizaron los estudios histolégicos de colitis.

e Laboratorio del Departamento de Microbiologia y Salud Publica, Facultad de
Medicina, Universidad de Salamanca, donde se hicieron los estudios

microbioldgicos.

e Laboratorios de Cirugia, Facultad de Medicina, Universidad de Salamanca,
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donde se realizaron las técnicas quirurgicas y el resto de los estudios:

o Laboratorio 1 para trabajo con animales de experimentacion, dotado
de instalacion fija de aire acondicionado y renovacién del mismo, zonas
de estabulacion, mobiliario y de los elementos necesarios para la
realizacion de modelos experimentales quirurgicos desarrollados en la

Tesis Doctoral.

o Laboratorio 2 para el desarrollo de las técnicas de determinacidn, en
todo tipo de muestras, dotado de instalacién fija de aire
acondicionado, gases (02 y CO2), vacio, mobiliario y de los
instrumentos necesarios para la realizacion de los estudios de: Wester

Blot, PCRs y ELISAs.

o Seminario para mantener reuniones de trabajo, dotado de sistema

informatico y proyeccidn, fijos, y mobiliario adecuado para tales fines.
o Almacén para el material fungible

Todas las instalaciones anteriormente mencionadas cumplen con la
normativa y legislacién vigente para los cometidos que se han desarrollado en

cada una de ellas.
v EQUIPOS EMPLEADOS

Aparatos Casa comercial

Esterilizador por gases Amprolene AN74i

Estufa Heraeus E42

Bafio de ultrasonidos Branson 2510




Mesas de quiréfano robotizadas

Congelador -802C

Termodesinfector
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Scientific

Miele

Sistema de purificacién de agua

Millipore Elix 3

Agitador magnético

Raypa AG-2. 2

pHmetro

Oaktlon ph 510 series

Lector de placas

Equipo de Western Blot: BIO-RAD

Thermo

Protean-xi cell

Mdquina de hielo automatica

Equipo PCR Eppendorf

Equipo de revelado y andlisis de imagen ImageQuant RT
ECL

85 AS-E

General Electrics
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3.3 METODOS.

3.3.1 INDUCCION DE LA COLITIS.

El estudio se inicié con la induccién a la muestra seleccionada de ratones,

de un cuadro de colitis similar clinica e histolégicamente a la colitis ulcerosa de

los humanos.

Se realizd con la administracién oral de Dextrano sulfato de sodio (DSS)

(Affymetrix 40.000-50.000 KDa Ref. Cas 9011-18-1) (129).

La concentracion de DSS utilizada sera del 5%. Esta concentracion fue

seleccionada por dos aspectos:

Resultados de la bibliografia existente (130),(131),(132).

Realizacidon de una fase de puesta en marcha del modelo de provocacién de
la colitis con distintas concentraciones (3,5%, 5% y 7%) con el fin de decidir
cudl era la indicada para llevar a cabo el experimento. Se llevd a cabo con
tres grupos de tres ratones en cada uno. Observamos que en nuestro
modelo, concentraciones mas elevadas del 5% provocan en los ratones un
cuadro clinico de colitis grave e incluso la muerte y también dafios
histoldgicos muy graves, mientras que los efectos de la concentracidn de
3,5% eran demasiado leves. Por ello se decidid usar concentracion de DSS

del 5%.

La administracién de DSS se realizd en el agua de bebida durante 7 dias.
Se calculé la cantidad total de ml de agua que bebe cada ratdon durante los
dias de duracion, que es entre 3 y 6 ml por dia, a los que se afiade una

concentracion de DSS al 5%.

3.3.2 GRUPOS EXPERIMENTALES.

La muestra de ratones empleada para el modelo curativo fue de 23 que

se distribuyeron en los siguientes grupos:



Material y Métodos m

e Grupo simulado (Sham; n=3): Constituido por tres ratones que no recibieron

ni DSS ni CT1.

A los 20 ratones restantes se les administr6 DSS durante 4 dias
consecutivos hasta que presentaron actividad clinica secundaria al dafio
intestinal (diarrea  rectorragia). En ese momento (al cuarto dia), los 20
ratones restantes se distribuyeron homogéneamente en dos grupos segun la

gravedad clinica.

e Grupo control (DSS; n=10): Formado por 10 ratones que recibieron DSS.

e Grupo tratamiento (DSS+CT1; n=10): Formado por los 10 ratones restantes

que recibieron tres dosis de CT-1 (200 ug/kg iv) a los 4,5 y 6 dias de iniciar la

administracion de DSS.

Ademas de este modelo curativo, se realizé un pequefio estudio con un
grupo de ratones knock out (K.O.) para Cardiotrofina-1. Es estudié se realizé en

8 ratones, 4 KO para CT-1 que se han descrito previamente (133).

e Grupo WT-DSS (n=4): Ratones de genotipo silvestre con acceso ad libitum al

agua de bebida con una solucion de DSS al 5%, durante 7 dias.

e Grupo KO-DSS (n=4): Ratones con inactivacién del gen productor de CT-1

gue tuvieron acceso ad libitum al agua de bebida con una solucién de DSS al

5%, durante 7 dias.
3.3.3. MONITORIZACION DE LOS SIGNOS CLINICOS DE LA COLITIS

Durante los 7 dias de duracidon del proceso experimental se realizé un

seguimiento de la evolucidn de la colitis mediante:

e La observacion de las heces de los ratones, de forma diaria y
aproximadamente a la misma hora. Para ello se colocd diariamente una

cartulina blanca en cada jaula y se evaluaron y puntuaron dos pardmetros:

o La consistencia de las heces fue medida usando una escala de 4 puntos:
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0, heces normales; 1, heces blandas; 2, heces muy blandas pero

formadas; y 4, liquidas (134).

o Laintensidad del sangrado en las heces fue evaluado segun una escala
de 4 puntos: 0, sin sangre; 1, leve sangrado; 2, moderado sangrado; y 4,

hemorragia masiva (134).

e La supervivencia y el peso: los animales por grupos detallados fueron
estabulados en jaulas y observados diariamente hasta el dia 7 de evolucidn

para evaluar su estado general y supervivencia, asi como el peso de cada dia.

Estos datos clinicos (peso, supervivencia, consistencia y sangrado en las

heces), se recogieron en una tabla para después realizar el analisis de los datos.
3.3.4 SACRIFICIO DE LOS RATONES Y RECOGIDA DE MUESTRAS

Al finalizar el periodo experimental los ratones supervivientes fueron
sacrificados mediante la administracién intraperitoneal de pentobarbital sddico
(50 mg/kg de peso corporal). Se recogieron muestras de sangre (3-5 ml)
mediante puncidn adrtica que fueron centrifugadas a 7000 r.p.m. durante 7 min
a 4 °C y almacenadas a -80 2C. Posteriormente se recogié el colon de cada
animal, excluyendo el ciego. Se midid su longitud, se inspeccioné el aspecto y se
dividié en tres fragmentes, proximal, medio y distal. Un trozo de colon, de la
parte proximal, media y distal, fue fijado inmediatamente en formaldehido al 4%
para la realizacién de estudios histolégicos, mientras que el resto de colon fue
almacenado a -809C para posteriormente llevar a cabo el resto de anilisis

bioquimicos.
3.3.5 ESTUDIO HISTOLOGICO

Las piezas de colon fueron mantenidas en el fijador durante 24 horas como
maximo. Tras ese periodo, los intestinos fueron lavados con agua corriente y
sumergidos en alcohol al 70% durante toda la noche. Posteriormente, fueron

procesados como sigue:
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Se sometid a los tejidos a una deshidratacion, requisito necesario para su

inclusién posterior en parafina:

Etanol al 80% durante 1 hora.

e Etanol al 90% durante 1 hora.

e Etanol al 100% dos pases de hora.

e Etanol de 1009 - tolueno en proporcién 1:1 durante 1 hora.
e Tolueno puro durante 2-3 horas.

Después de la deshidratacion, los tejidos se sumergieron en parafina liquida y

mantenidos en estufa a 602C durante 24 horas.

Al dia siguiente, los tejidos fueron introducidos en moldes metalicos
especificos para la formacién de bloques y se les afiadid parafina limpia. Una vez
enfriados durante 2-3 horas a 42C los bloques formados y numerados
convenientemente, fueron desmontados de los moldes metalicos y mantenidos a

dicha temperatura hasta su corte.

Los bloques fueron cortados con un microtomo Microm HM 310. De esta
manera, se efectuaron secciones de 3 um de grosor para las tinciones con
hematoxilina y eosina, tricrémico de Masson y los estudios inmunohistoquimicos.
En el caso de las muestras destinadas a inmunohistoquimicas los portaobjetos
utilizados estaban salinizados previamente para incrementar la adherencia de los

tejidos.

v" Tincién hematoxilina-eosina

Los cortes fueron desparafinados e hidratados siguiendo la técnica descrita
en el punto anterior. A continuacidn, los portas fueron cubiertos con hematoxilina
de Carazzi durante 5 minutos y lavados con agua en varios cambios.
Posteriormente fueron cubiertos con eosina durante 8 minutos y deshidratados

con soluciones crecientes de alcoholes segun se expone a continuacién:
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e Alcohol 70% durante 5 min.
e Alcohol 80% durante 5 min.
e Alcohol 90% durante 5 min.
e Alcohol 1000% durante 5 min.
e Xilol 3 pases de 5 min.
Posteriormente los portas fueron montados con DPX y cubreobjetos.

v" Técnica de Inmunohistogquimica:

Se utilizaron cortes de 3um de todos los grupos y para cada una de los

anticuerpos utilizados en el estudio, que se desparafinaron y se hidrataron.

A continuacion, se realizé el desenmascaramiento antigénico mediante la
incubacidon de las secciones con una solucién de citrato en microondas durante

tres minutos (BioGenex, CA).

Para inhibir la peroxidasa enddgena se utilizd agua oxigenada al 3% durante
10 minutos y, nuevamente, se realizd un lavado de 5 minutos con PBS. A
continuacion, se incubaron los cortes durante una hora con suero blogueante, con

el fin de que no tuviera lugar un marcaje inespecifico.

Los pasos posteriores se realizaron de forma automatizada mediante el
sistema Bond-max® (Leica Biosystems, Melbourne, Australia). Se efectuaron
previamente comparaciones entre el método manual y el automatico mostrando
ambos similares resultados en los patrones de tinciéon, pero con una mayor
reproductibilidad e intensidad de tincién con el método automatico, por lo que

este fue el de eleccidn para realizar la técnica de inmunohistoquimica.

El sistema retiro el exceso de liquido que pudiera quedar en las
preparaciones y las mismas se incubaron durante una hora con el anticuerpo

primario correspondiente en cada caso.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes:
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e Anti CD68, monoclonal de ratén: Dako Diagndsticos, Barcelona, Espafia, a una

dilucion de 1:100.

e Anti iINOS, monoclonal de ratdn: Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA, a una dilucién

de 1:500.

e Anti Caspasa 3, policlonal de conejo: Cell Signaling Technology, MA, USA a una dilucién

1:50.

El procedimiento de visualizazién se realizé utilizando el Novolink Polymer
Detection System® (RE7140-K) con una incubacién con post-primario de 8 minutos,
polimero durante 8 minutos y Diaminobencidina (DAB) durante 10 minutos. Por

ultimo se realizd una tincidon de contraste de la muestra con hematoxilina.
3.3.6 ESTUDIO MICROBIOLOGICO

Las muestras de ganglios linfaticos, pulmén y bazo fueron recogidas en
condiciones de esterilidad. El trasporte de las muestras al laboratorio de
microbiologia y el procesamiento de las mismas se realizd de forma inmediata. Se
pesaron y se diluyeron a 1:10 en solucién salina estéril. Las muestras se
homogeneizaron y se cultivaron con una asa calibrada de 100 pl (0,1 ml) en placas
de agar sangre, agar chocolate, agar manitol y agar McConkey, y las placas se
incubaron durante 24 ha 37 ° C para aislamiento de bacterias aerobias y en agar
Schaedler con 5% de sangre de cordero (Biomerieux) para el cultivo de bacterias
anaerobias y se incubaron en una cdmara anaerdbica durante 48 horas a 37 ° C.
Los aislamientos fueron identificados de acuerdo a los protocolos de rutina del
laboratorio de microbiologia del Hospital Universitario de Salamanca en base a sus

caracteristicas morfolégicas y propiedades bioquimicas.

3.3.7 TECNICAS EMPLEADAS PARA EL ESTUDIO DE LAS VARIABLES
MOLECULARES

v' ELISA

Obtencidn de las muestras:
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Utilizamos muestras sanguineas no hemolizadas. Inmediatamente después
de su extraccidn, fueron centrifugadas extraido el suero, dividido en alicuotas y

congeladas a -80°C.

Principios del ensayo:

Es un kit ELISA que emplea multiples anticuerpos con el principio de
“sandwich”. En primer lugar se utilizé una placa con 96 pocillos con un anticuerpo
monoclonal anti-citoquina adherido en cada uno de ellos para capturar la
citoquina presente en las muestras y estandares que se anadieron por duplicado
en cada uno de los pocillos junto con los blancos correspondientes. Después de
lavar la placa para eliminar el material no adherido se afiadié un anticuerpo
policlonal anti-IGG de ratdon conjugado con peroxidasa. A continuacién la placa se
lavé de nuevo para eliminar el material no adherido y se agregd la solucién
sustrato en la que la peroxidasa catalizaba una reaccién que hacia cambiar el color

del substrato. El cambio de color se detuvo por acidificacion.

Preparacion de la placa y procedimiento del ensayo:

Diluimos el anticuerpo de captura en PBS en la concentraciéon necesaria
para trabajar. En una placa de 96 pocillos pusimos 100 ul por pocillo de anticuerpo
de captura diluido. Tapamos la placa e incubamos toda la noche a temperatura
ambiente. Aspiramos cada pocillo y lavamos con 400 pl de tampdn de lavado,
repitiendo el proceso 2 veces con un total de tres lavados. Después del ultimo
lavado eliminamos bien los restos de tampén de lavado mediante aspiracién o
volcando la placa en papel secante. Afiadimos 300 pl de reactivo de dilucion a cada
pocillo. Incubamos a temperatura ambiente durante un minimo de una hora.
Repetimos el paso aspiracion/lavado como en el paso 2, y las placas estaban listas
para anadir la muestra. Afadimos 100 pl de muestra o Standards en reactivo de
dilucién o en un diluyente apropiado por pocillo. Cubrimos con una tira adhesiva e
incubamos 2 horas a temperatura ambiente. Repetimos la aspiracion/lavado como

en el paso 2 de la preparacién de la placa. Ahadimos 100 ul por pocillo de
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anticuerpo de deteccién, diluido en reactivo de dilucién. Cubrimos con una nueva
tira adhesiva e incubamos 2 horas a temperatura ambiente. Repetimos la
aspiracion/lavado como en el paso 2 de la preparacion de la placa. Afiadimos 100
ul de la dilucién de Estreptavidina peroxidasa de rdbano picante (HRP) a cada
pocillo. Cubrimos la placa e incubamos durante 20 minutos a temperatura
ambiente protegiendo la placa de la luz directa. Repetimos la aspiracion/lavado
como en el paso 2 de la preparacién de la placa. Afiadimos 100 ul de solucién
substrato a cada pocillo. Incubamos durante 20 minutos a temperatura ambiente
protegiendo la placa de la luz directa. Afiadimos 50 pl de solucién de parada a cada
pocillo y movimos la placa con mucho cuidado para que se mezclara bien.
Determinamos la densidad o6ptica midiendo la absorvancia a 450 nm A. La
absorbancia obtenida era proporcional a las cantidades de citoquina de las

muestras, las cuales fueron calculadas por interpolacién con la curva estandar.

Los kits utilizados para medir la concentracién de citoquinas en plasma fueron los

gue aparecen indicados a continuacion:

Producto Referencia
kit ELISA mouse TNFa R&D systems ref. #MTAOOB
Kit ELISA mouse INFgamma R&D systems ref. #RYD-MIFO0
Kit ELISA mouse CT-1 RayBiotech ref. ELM-CT-1

v" PCR

La RT-PCR es una técnica semicuantitativa que permite determinar la
expresion de genes determinados mediante transcripcién inversa (RT, acrénimo
del término inglés reverse transcription) del acido ribonucleico mensajero (ARNm)

celular al 4acido desoxirribonucleico complementario (ADNc), y posterior
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amplificacién de una determinada region de éste mediante la reaccidon en cadena
de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) con

cebadores especificos (135).

De esta manera, se consigue obtener rapidamente una cantidad de
material biolégico observable (ADNc) a partir de cantidades muy pequefias de
ARNm. La presencia o ausencia, o la mayor o menor cantidad del ARNm de un
determinado gen se corresponde con una mayor o menor expresion, que se

determina por una mayor o menor cantidad de su ADNc amplificado por la PCR.

Extraccion del acido ribonucleico (ARN) total.

El aislamiento de RNA se realiza con el método NucleoSpin®RNA, para prevenir la
degradacidon del RNA durante el procedimiento de aislamiento. El tejido colénico
congelado se lisa mediante incubacion en una solucidon que contiene grandes
cantidades de iones caotrdpicos. Este tampdn de lisis inactiva inmediatamente
RNasas , que estan presentes en casi todos los materiales bioldgicos, y crea las
condiciones que favorecen la adsorcion de ARN a la membrana de silice. ADN
contaminante, que también esta unido a la membrana de silice, se elimina
mediante una solucién de ADNasa que se aplica directamente sobre la membrana
de silice durante la preparacién (la DNasa libre de RNasa se suministra con el kit de
extraccion). EI ARN puro se eluyd finalmente bajo condiciones de baja fuerza idnica

con H20 libre de RNasa.

La preparacion de ARN utilizando kits NucleoSpin® de ARN se puede realizar a
temperatura ambiente. El eluido, sin embargo, debe ser tratado con cuidado
porque el ARN es muy sensible a pequeiias cantidades contaminantes de RNasas,
gue a menudo se encuentran en el material de laboratorio, las huellas dactilares y
el polvo. Por ello hay que utilizar reactivos especiales y material especialmente
lavado para este fin.Para asegurar la estabilidad del ARN, debe mantenerse
congelado a -20 ° C durante corto plazo o -70 ° C para almacenamiento a largo

plazo.
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Medida de la concentracion del ARN.

Se realizé una dilucién 1:10 en H,O DEPC con una fraccién (10 pL) de la
solucion de ARN obtenida para evitar errores derivados de manipular volimenes
muy pequefios. La concentracion de ARN se determind por espectrofotometria
utilizando el espectrofotémetro NANODROP-1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientifics Technologies, US). Este basa su determinacién en la medida de la
densidad Optica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260nm
equivale a 40 ug/mL de ARN. Se asegurd la ausencia de elevada contaminacion
proteica, considerando que la relacion adecuada entre las absorbancias a
260nm/280nm y 260nm/230nm estaba comprendida entre 1.6-1.9 y 1,8-2,2

respectivamente.

Retrotranscripcién (ARNm = ADNc).

En este paso se sintetiza el ADN complementario del ARNm (que es una
pequefia parte del ARN total extraido). Esto se consigue mediante un cebador
complementario de la cola de poliadenina (poli-A) que contiene el ARNm en el
extremo 3’ y que esta ausente en el resto del ARN celular. Esta secuencia

complementaria es la polidesoxitimina (poli-dT).

Dos pg de ARN de cada muestra se llevd a un volumen final de 27,5 uL
utilizando agua DEPC y se incubaron a 65°C durante 3 minutos -para que el ARN se
desnaturalizara a su estructura primaria- e inmediatamente se pasaron a hielo.
Seguidamente se afadié a cada muestra de ARN un volumen de la premezcla de
reaccion de 12,5 puL que contenia: 2 pl de dNTPs (mezcla equimolar de
desoxinucledtidostrifosfato —dATP, dCTP, dGTP y dTTP- 10 mM, Appiled
Biosystems), 8 uL de tampdén “M-MLV 5x” (proporcionado por el fabricante,
Promega), 1 uL de oligo-dT (1 pg/uL, Isogen; oligonucledtido formado por 16
desoxitiminas que permite “retrotranscribir” Unicamente el ARNm), 0,5 pL del
inhibidor de ARNsas “RNAsin” (Promega) y 1 uL de la enzima retrotranscriptasa (RT

M-MLV, Promega). Finalmente se llevé a cabo la reaccion de retrotranscripcion a
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42°C durante 90 minutos en un termociclador (MyCycler, BioRad). Una vez

obtenido el ADNc correspondiente a cada muestra se almacend a —20°C.

Determinacion de la concentracion de ADNc.

Se realizé una dilucién 1:10 en H,0O mQ estéril con una fraccion (10 uL) de la
solucion de ADNc obtenida. La concentracién de ADNc se determind por
espectrofotometria utilizando el espectofotémetro NANODROP-1000.Este basa su
determinacion en la medida de la densidad 6ptica teniendo en cuenta que una
unidad de absorbancia a 260nm equivale a 50ug/mL de ADNc. Se asegurd la
ausencia de excesiva contaminacion proteica o de fenol u otros contaminantes,
considerando que la relacién adecuada entre las absorbancias a 260 nm/280nm y

260nm/230nm estaba comprendida entre 1.6-1.9y 1,8-2,2 respectivamente.

PCR (amplificacion de secuencias especificas de ADNc).

Ilgualamos todas las concentraciones de ADNc a la mds pequeiia de las
obtenidas en el paso anterior (7.3.5) en un volumen final de 23uL con agua mQ
estéril. A cada muestra de ADNc (10 uL) se afiadieron 27ulL de la premezcla de
reaccién formada por los siguientes componentes: 25uL de la enzima GoTag®
Green Master Mix (Promega) que ya incluye los dNTPS, el tampdn de reaccién con
Mg y la enzima, 1luL de oligonucleétido 3" (cebador directo) y 1uL de
oligonucleétido 5° (cebador inverso) (que estaban en un concentracién de
100ng/uL) de las secuencias especificas de los genes que se deseaba amplificar

(Tabla 5).

Las muestras se incubaron en un termociclador (MyCycler, BioRad). Se
seleccioné el programa adecuado para cada par de oligonucledtidos afiadidos
(Figura 13). Todos los programas utilizados tenian en comun: (i) una primera fase
de desnaturalizacion del ADNc utilizado como molde (95°C durante 5minutos),
Unica en todo el proceso; (ii) una segunda fase de desnaturalizacion con la que
comienza cada ciclo de amplificacién (95°C durante 1minuto); (iii) la fase de

hibridacion de los oligonucleétidos a una determinada temperatura especifica de
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cada par de oligonucleétidos , durante 1minuto); (iv) una fase de extensién de la

hebra por la Tag polimerasa (a 72 °C durante 1minuto); y (v) una ultima fase de

extension final que permitia a la enzima sintetizar las hebras inacabadas (72°C

durante 5minutos). Las fases de laii a la iv se repitieron un cierto numero de ciclos

especifico de cada amplificacion, después de completar la fase i y antes de entrar

en la fase v. Lo que varié entre unos programas y otros fue la Tm y el nimero de

ciclos que se repetian las fases ii a la iv (Figura 13).

Tabla 5: Oligonucleétidos utilizados. Los primers y su Tm o temperatura de unién, utilizados para

llevar a cabo la PCR de los distintos genes a analizar se detallan a continuacion:

Gen | Primer Secuencia (5’-3’) Amplicon Tm (2C)
(pb)
Fw AGCACAGAAAGCATGATCCG
TNFa 212 60
Rv CTGATGAGAGGGAGGCCATT
Fw TACACACTGCATCTTGGCTTTG
IFNg 128 57,5
Rv CTTCCACATCTATGCCACTTGAG
Fw TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC
IL-6 79 60,5
Rv TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
Fw ATGCTGCCTGCTCTTACTGACTG
IL-10 216 58.8
Rv CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTGC
Fw GCTCCAGAAGGCCCTCAGA
IL-17 142 58.8
Rv AGCTTTCCCTCCGCATTGA
Fw GTCGGTGTGAACGGATTTG
GAPDH 153 55,9
Rv GAATTTGCCGTGAGTGGAGT
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(x1) (x1) (x1)
95°C
5min 7900

/ 5 min

4°C

i Vv Vi

Figural3.- Esquema de las fases de la amplificacion por PCR.

Electroforesis en gel de agarosa.

Una vez realizada la PCR, se cargaron 20 uL de cada muestra obtenida en
los pocillos del gel de 2% de agarosa en tampdn Tris-Borato-EDTA (TBE) pH=8,1-8,3
con Syber Safe (0,1 pug/mL de gel de agarosa) como colorante intercalante, que
permitid visualizar el ADNc a la luz ultravioleta. En uno de los pocillos, se cargd 1
UL de marcador de pesos moleculares (100bp ladder ADN, Invitrogen). La
electroforesis se efectud aplicando al gel un voltaje constante de 110 V en una
cubeta llena de TBE. Para observar las bandas a la luz ultravioleta y para capturar
la imagen, se colocaron los geles en un transiluminador (ImageQuant RT ECL

imager, General Electric Healthcare).

La cuantificacion por densitometria de membranas de Western Blot y de
geles de agarosa de PCR se lleva a cabo mediante el software ImageQuant TL.

General Electric Healthcare).
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v/ WESTERN BLOT.

Extraccion de proteinas de mucosa de colon para western blot:

De las muestras de colon recogidos aproximadamente 1/3 del colon se
congeld instantdneamente introduciéndolo en nitrégeno liquido, conservandolo

en tubos de criocongelacién a -80°C.

Posteriormente, la muestra congelada se trocea y se toman
aproximadamente 100 mg de tejido, a los que se afiaden 1000 pL de tampdn de

lisis, para la homogenizacién.

Tampon de lisis conteniendo magnesio: MLB (Magnesium-containing Lysis

Buffer) 5X (Upstate Biotechnology #20-168)

Preparar el tampdn de lisis MLB en hielo: MLB 5x (uL), Agua ultrapura (uL),
NaCl 150 mM, glicerol 10%, NaF 25 mM, NaxV0Os41 mM, PMSF 100 mM, leupeptina

10 pg/mL, y aproteinina 10 pg/ml.

Se procedié a la homogenizacidon de las muestras a 42C, se mantuvieron
entre 30-60 minutos en hielo y a continuacién, el lisado tisular, se centrifugd
durante 25 minutos a 12000 g y a 49C. Después de la centrifugacion se recogio el
sobrenadante y se congelé a — 802C hasta el momento de su utilizacién, una

alicuota se utilizé para la determinacion de la concentracién de proteinas.

Determinacion de la concentracidon de proteinas

Para la determinacion de proteinas se utilizé el kit Bio-Rad DC Protein
Assay. Esta es una técnica colorimétrica de determinacion de proteinas basada en
el método de Lowry (1951). El ensayo consta de dos pasos, primero las proteinas
reaccionan con cobre en un medio alcalino, solucién alcalina de cobre y tartrato, y
después las proteinas tratadas con cobre reducen el reactivo de Folin (acido
fosfomolibdico-fosfotingstico) dando una reaccién coloreada azul con pico

maximo de absorbancia a 750 nm.
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Para la cuantificacion de las proteinas tisulares, las muestras fueron
diluidas (1:20) en tampdn de lisis y se utiliz6 un kit de Bio-Rad, basado en el

método de Lowry (136).

La reaccidn se llevd a cabo en placas de 96 pocillos (Microtest ™ 96, Becton
Dickinson Labware, NJ, USA) utilizando 5 ulL tanto para las muestras como para la
recta patrén. El ensayo consta de dos pasos, primero las proteinas reaccionan con
cobre en un medio alcalino, solucion alcalina de cobre y tartrato, y después las
proteinas tratadas con cobre reducen el reactivo de Folin (acido fosfomolibdico-
fosfotingstico) dando una reaccion coloreada azul con pico maximo de

absorbancia a 750 nm.

Cada una de las medidas se realizé por triplicado. Se elabord previamente
una curva de calibrado a partir de soluciones patron de concentracidn conocida de
BSA. A continuacion se afiadieron 25 pulL del reactivo A (suplementado con 20 uL
del reactivo S por cada mL reactivo A, ya que las muestras contenian detergente:
IGEPAL CA-630), posteriormente se afiadieron 200 uL del reactivo B. La mezcla se
incubé al menos 15 minutos y se midié la absorbancia a 750 nm. La concentracién
proteica de las muestras se obtiene a partir de los datos de absorbancia por
extrapolacidon en una recta patrén obtenida a partir de concentraciones conocidas
de albumina bovina sérica, en un rango entre 0,2 mg/mLy 1,6 mg/mL. Esta recta

patrdn se realiza cada vez que mide un grupo de muestras.

Deteccion de proteinas por Western Blot.

El método de Western blotting se basa en la separacion de proteinas
mediante electroforesis en funcién de su peso molecular, que, una vez separadas,
se pueden identificar, localizar y cuantificar por su capacidad para unirse a

anticuerpos especificos (137).

Los anticuerpos estan acoplados a sistemas de deteccidn, que permiten
localizar las proteinas y establecer una relacién entre la intensidad de la sefial del

sistema de deteccidon y la cantidad relativa de la proteina en las diferentes
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muestras. El sistema de deteccidn mds utilizado es el quimioluminiscente. En él, el
anticuerpo esta unido la enzima HRP que, en presencia de un sustrato apropiado,
produce una reaccion luminiscente. La luz generada en la membrana se detecta
mediante una cadmara para capturar la imagen (ImageQuant RT ECL imager, GE
Healthcare). La intensidad de la seial queda reflejada como mayor o menor area
de impresidn, que es proporcional a la cantidad de anticuerpo y, este a su vez,
proporcional a la cantidad de proteina. La separacion de las proteinas mediante

electroforesis se basa en el método de Laemmli (138).

Los geles que permiten la separacion electroforética de las proteinas se
preparan con acrilamida/bisacrilamida al 30% (29,2% acrilamida y 0,8%

bisacrilamida).

En primer lugar se prepara el gel separador o running gel con un porcentaje
entre 6-15% de acrilamida, en funcién del tamano de la proteina que se quiera

identificar. El gel separador se deja polimerizar durante 20 minutos.

Seguidamente se prepara el gel concentrante o stacking gel, que es el que
contiene los pocillos para la carga de muestras, con 5% de acrilamida. Dejamos
polimerizar 20 minutos. Todos los geles para las distintas proteinas se han

preparado con un grosor de 1mm.

Cargamos 150 ug/pocillo de extracto proteico de cada muestra de tejido, o
25 pl de plasma al que hemos eliminado la albumina, mezclandolo con el mismo
volumen de tampdn de carga Laemmli (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; 25% de glicerol;
2% de SDS y 0,01% de azul de bromofenol) 2X y el agente reductor 2-
mercaptoetanol, previamente desnaturalizado a 100 9C durante 5 minutos.

(Figura 14).
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Electroforesis Transferencia

20,1 kD
e | 14.1 kD \/

Figura 14. Representacion esquematica del sistema de electroforesis.

En estas condiciones (desnaturalizacion y reduccion), se deshicieron las
interacciones entre proteinas con objeto de que cada una migrara
aproximadamente a la altura del marcador de peso molecular que le correspondia
por tamafio, y su identificacién pudiera beneficiarse de este criterio. Una vez
polimerizados, los geles se colocan en la cubeta de electroforesis que contiene el
tampodn de electroforesis. En los correspondientes pocillos se cargan las muestras
y 10uL de marcador colorimétrico de pesos moleculares. (Low / Broad range, Bio-

Rad Laboratories, CA, USA).
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La electroforesis se lleva a cabo mediante una fuente de alimentacion, con
un voltaje constante de 120V durante 120 minutos aproximadamente, tiempo

suficiente para separar las proteinas, con tampdn de electroforesis.

Las proteinas se transfieren desde el gel a una membrana de nitrocelulosa.
El gel esta orientado hacia el polo negativo, mientras que la membrana se sitia en
el positivo. La corriente generada entre los dos electrodos hace que las proteinas
se muevan hacia el polo positivo. La transferencia se realizé en un Trans-Blot Semi-
Dry transfer cell BIO-RAD con soluciéon de transferencia (glicina 190 mM,Tris 20mM
pH 8.3),durante 30 minutos, manteniendo el voltaje de 25 V, que proviene de la
fuente de alimentacién, habiendo embebido previamente el material y equilibrado
el gel y la membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL Amersham Biosciences) en el

tampon de transferencia durante 15 minutos.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavdé con tampén de
lavado TTBS e inmediatamente se incubd con 10 mL de tampdn de bloqueo en

agitacion constante, para evitar uniones inespecificas durante la inmunodeteccidn.

La incubacion con el anticuerpo primario, a la dilucién y temperatura
adecuada en el tampdn correspondiente en agitacidn constante, se realizé durante
tiempos diferentes dependiendo de cada proteina. Tras la incubacidon con el
anticuerpo primario se hicieron 4 lavados de 5 minutos con tampdn de lavado, y
posteriormente se incubd la membrana con el correspondiente anticuerpo
secundario, a la dilucién adecuada, durante los tiempos que especificaremos con
cada proteina. Al terminar se hicieron otros 4 lavados de 5 minutos con tampdn de

lavado.

La deteccién de las bandas especificas de las distintas proteinas se realizo
mediante un ensayo de quimioluminiscencia. Para el revelado se utiliza una
solucién comercial (Amersham™ ECL Plus Western Blotting Detection System, GE
Healthcare), en una proporcion de 40:1, el volumen final de reactivo por

membrana necesario es de 0.1 ml/cm?, se pone en contacto con la membrana
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durante 5 minutos, en agitacién constante a T2 ambiente y a continuacion se
desechd la solucidn de revelado. Seguidamente se colocé la membrana en una
camara para capturar la imagen (ImageQuant RT ECL imager, GE Healthcare).Una
vez capturada la imagen es cuantificada la densidad éptica de las bandas obtenidas

con el programa (ImageQuant TL software).

Los anticuerpos primarios y secundarios, utilizados para llevar a cabo el

Westerblot de las distintas proteinas a analizar se detallan a continuacién en la Tabla

6.
TABLA 6. Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios usados en el Westerblot
INIBACON
ANTICUERPO | M (kDa) PRIVARID SECUNDARLO (ASACOMERCAL [ REFERENCIA
o tempo| TE [ DL | Dvie |Especieffempol T DI | Dite
0S| 130 [ SBSA| ofn | 4T {11000 | eBSA |Rbbit| th |AT| L0000 {BeBSA  StaloBiowh | sefSl
(| W |0k | o | 4C (10000 BBk | wt | T |AT| L0000 [3BSK  RaDsjstems B 4%
ITATS | T (S8 | o | C [ 1-1000) BSA |Rabbit| h {AT| L0000 [3BAl  CelSimlng 91456
ATS | T9% [ S8k | ofn | #C | 1-1000| BSA [Rabbit| th [RT{ L0000 [36BSAl  CellSiplng i3
VB |68 | SBSk | o | HC|TA000| SRS |Rait| fh | AT| 10000 [SRBS  CellSinding 30318
WD 68 [ SBSA [ ofn | €C|1-1000| BSh (Rebit| th |AT| L0000 [BSK  CellSpnang 30345
Cpsadaciadal {719 | S8k | ofn | 4C (11000 3Bk |Ratoit| 1o |RT| L1000 [36BSA) Cel Siguling i
Fating | 40 [ SWBSK| ofn | €C (100000 %BSh |mowse| th |RT| L0000 [3RSH Signa A5t
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Membrana Pelicula
autorradiogrdfica

HZOZ
Anticuerpo 2° Luz

4
4

4

I HRP Forma
\ oxidada del
Anticuerpo 1° enzima
Proteina + Luminol

Figura 15. Principio del sistema de deteccion en el “Western blot”.

El anticuerpo primario reconoce a la proteina y se une a ella. El anticuerpo
secundario reconoce al primario, y lleva asociada la enzima peroxidasa de rdbano
picante (HRP) que, en presencia de perdxido de hidrégeno (H203) produce luz que
imprime una pelicula fotografica con intensidad proporcional a la cantidad de
anticuerpo secundario unido a la proteina, en definitiva, de forma proporcional a

la cantidad de proteina.

3.4 ESTUDIOS ESTADISTICOS

En el caso de las variables clinicas (diarreas y sangre en las deposiciones), por la
naturaleza de la cuantificacion de estas variables, se han aplicado test no
paramétricos. En este caso y dado que se presentan dos factores a analizar, uno de
medidas repetidas (tiempo) y otro de medidas independientes (grupos
experimentales), se ha analizado graficamente la presencia de la interaccion entre
el tiempo y los grupos experimentales. Si se detecta la presencia de dicha
interaccidn se analizan las diferencias entre los niveles de un factor para cada nivel
del otro factor. En el caso de los tiempos se ha utilizado el test no paramétrico de
Friedman para datos emparejados. Para detectar entre qué tiempos hay

diferencias se ha aplicado el test no paramétrico a posteriori de Nemenyi. Para la
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comparacion de los grupos experimentales para cada tiempo se ha utilizado el test

de Kruskal Wallis con su test a posteriori de Dunn.

En el caso del peso debido a que se distribuye normalmente, se ha utilizado
el Andlisis de la varianza (ANOVA) con un factor de medidas repetidas y un factor
independiente. En el caso de detectar interaccién se ha realizado el mismo
proceso que para las variables anteriores pero con la utilizacién del ANOVA de
medidas repetidas para los tiempos y el ANOVA de un factor para medidas

independientes en el caso de los grupos experimentales.

Para el analisis de las variables de cuantificacion de las células del tejido (estudio
inmunohistoquimico), debido a la naturaleza de este tipo de datos, se ha realizado el test no
paramétrico de Kruskal Wallis para ver si hay diferencias entre los tres grupos vy

posteriormente el test Dunn para conocer a que grupos se deben las diferencias.

Para contrastar la Normalidad de los datos se ha considerado el test de

Shapiro-Wilks.

En todos los contrastes con mas de dos grupos se ha realizado una correccion
Bonferroni para evitar el incremento del error tipo 1. El nivel de significacion

utilizado ha sido el 5%.
Para el analisis de los datos se ha utilizado el SPSS versién 21 y Xlstat version 7.5.

En el analisis de las variables citoquinas y marcadores inflamatorios, todos los

valores han sido representados como X DS (media £ desviacidn estandar).

La inferencia estadistica de los resultados presentados (valores numéricos
procedentes de muestras aleatorias independientes obtenidas de las poblaciones
estudiadas) se realizé con el analisis de la varianza de una via (ANOVA) aplicando
los siguientes test estadisticos dependiendo del tipo de distribucién y de las

varianzas:

e Ante variables Normales con varianzas iguales aplicamos el test de Scheffe.
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e Ante variables Normales con varianzas distintas aplicamos transformaciones

estabilizadoras de la varianza y posteriormente el test de Scheffe.

e Ante variables de cualquier otra distribucidon con varianzas iguales o distintas

utilizamos métodos no paramétricos: el test Kruskal Wallis

Para todos los estudios anteriormente indicados un valor de p<0,05 se acepté

como resultado significativo.






Resultados






Resultados

4.1 RESULTADOS CLINICOS

El desarrollo de colitis, asi como la gravedad de la actividad inflamatoria
desarrollada en el colon de los ratones se evalué mediante los siguientes

pardmetros:

v" Consistencia de la heces:

En el grupo control, la consistencia de las heces disminuia de forma
progresiva a partir del tercer dia de la ingesta de DSS. El dia siete, ultimo dia del
estudio, el 90% de los ratones de este grupo presentan deposiciones liquidas (4

puntos).

En el grupo tratamiento, ningln ratén presenté deposiciones liquidas y tan

solo el 20 % presentaba discretos cambios de la consistencia (1-2 puntos).
En el grupo simulado no cambid la consistencia de las heces.

El estudio estadistico revelé que en los tres primeros dias no habia diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos. Los dias 4,5, 6y 7 se
encuentran diferencias cada vez mayores hasta ser altamente significativas (dia 5;

p-valor=0,002; dia 6: p-valor=0,0006; dia 7: p-valor<0,0001)

Escala consistencia heces
N
Il

1 2 3 4 5 6 7
Dia de seguimiento

e CONtro| e=—tratamiento e=sham

Figura 16. Cambio en las caracteristicas de las deposiciones a lo largo de los 7 dias del estudio
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v" Sangre en las heces:

En los ratones del grupo control comienza a aparecer sangre en las heces
en pequefia cantidad a partir del cuarto dia, en el 60% de la muestra. La cantidad
de sangre se incrementa durante la monitorizacién, con sangre abundante el

ultimo dia del seguimiento en el 100% de estos ratones.

En el grupo tratamiento sélo el 20 % de los ratones presenta hemorragia

grave (4 puntos) al final del seguimiento.
En el grupo simulado no aparece sangre en las deposiciones.

Las diferencias estadisticamente significativas se observaron a partir del
quinto dia (dia 5; p-valor=0,002; dia 6: p-valor=0,006; dia 7: p-valor=0,0018). Al
analizar entre que grupos habia diferencias, se observé que era entre el grupo

control y los otros dos grupos.

w
I

Escala sangre en heces
N
|

1 2 3 4 5 6
Dia de seguimiento

e CONtro| e==tratamiento ==sham

Figura 17. Evolucion de la presencia de sangre en las deposiciones a lo largo de los 7 dias del estudio.
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v Peso:

Los ratones presentaron una pérdida discreta de peso durante el
seguimiento del alrededor del 2% en todos los casos, incluido el simulado. Si
analizamos las diferencias entre los grupos experimentales para cada uno de los
dias, no se ha detectado significacion estadistica en los seis primeros dias, pero si
en el séptimo (p-valor=0,018). Estas diferencias se deben al grupo sham frente al

control (p-valor=0,012) y frente al grupo tratamiento (p- valor 0,002)

30
27,25
S 245
o
n
o]
o
21,75
19
1 2 3 4 5 6 7
s CONtrol = tratamiento = Sham

Figura 18. Evolucion del peso a lo largo de los 7 dias del estudio.

v’ Estado general:

La valoracion del estado general de cada ratdn se ha realizado de forma
subjetiva a lo largo de los dias del seguimiento en base a la movilidad, la capacidad
de reaccion y la respuesta a estimulos. Claramente en el grupo control, habia una
pérdida de movilidad y de respuesta a estimulos que se hacia muy llamativa en los
dos ultimos dias del seguimiento. No observamos estos cambios en los otros

grupos, tratamiento y simulado.
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v" Acortamiento del colon:

No existen diferencias en la longitud del colon entre los distintos grupos.

v" Mortalidad:

Ningln ratén murié durante el seguimiento, aunque el dltimo dia del
estudio se observaba una clara diferencia en el estado de los ratones, apareciendo
una importante diarrea liquida con gran cantidad de sangre, postracidén y ausencia
de respuesta a estimulos en los del grupo control, mientras que los del grupo

tratamiento tenian un aspecto y comportamiento mucho mas normal.

Macroscépicamente también encontramos claras diferencias en el aspecto
del colon como se demuestra en las siguientes fotos. El colon de los ratones del
grupo control aparecia dilatado, con gran cantidad de contenido hematico frente

al del grupo tratamiento.

«F

T

Figura 19: Colon grupo control Figura 20: Colon grupo tratamiento
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Ratones knock out:

Se estudiaron cuatro ratones con inactivacion del gen de CT-1 de los cuales
dos fallecieron durante el seguimiento, al quinto dia de iniciar la ingesta de DSS en
el agua de bebida. Los otros dos ratones de este grupo presentaban diarrea liquida
y hemorragia grave desde el cuarto dia con claras diferencias clinicas respecto a los

ratones del modelo curativo.

4.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS Y DE INMUNOHISTOQUIMICA

v" Tincidon con Hematoxilina Eosina:

Al estudiar las muestras tefiidas con hematoxilina eosina de los animales
pertenecientes a los tres grupos, se observa que los ratones del grupo control
presentan las alteraciones tipicas de colitis ulcerosa, consistentes en ulceraciones
distribuidas de manera focal por la superficie interna del colon. Estas ulceras
invaden todo el grosor de la pared, penetrando, incluso, a la lamina propia. En las
areas ulceradas se ha producido una destruccién total de las criptas con
desaparicion del epitelio, incluidas las células caliciformes. En su lugar aparece un
gran infiltrado inflamatorio y tejido de granulacién que ocupa también la ldmina
propia hasta las capas musculares. En las zonas del colon que no aparecen ulceras,
el tejido conserva la histologia normal sin que se aprecien alteraciones

estructurales. (Figura 21).

El grupo de animales tratados con CT-1, aun presenta Ulceras,
fundamentalmente en colon distal, pero menos numerosas que las encontradas en
el grupo control y con una extensidon también menor a lo largo del colon estudiado.
En muchas zonas, si bien se observar infiltrado inflamatorio en la [dmina propia, el
epitelio de la mucosa del colon aparece bastante bien conservado, incluidas las
células caliciformes. La mayor parte del colon no tiene alteraciones estructurales

(Figura 22).
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Los animales del grupo simulado no presentaron alteraciones estructurales,

siendo el colon totalmente normal (Figura 23).

| Figura 21: Grupo Control

Figura 22: Grupo Tratamiento

A Figura 23: Grupo Simulado

Figuras 21, 22,23: Imagenes representativas de secciones de colon tefiidas con hematoxilina eosina en los

tres grupos estudiados
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Por otra parte, al estudiar las muestras de los dos ratones knock out (K.O.)
para CT-1, se observaron lesiones difusas graves en colon distal que eran visibles
en todas las secciones efectuadas. Dichas lesiones ocupaban ademads casi toda la
circunferencia de la pared del colon, con muy pocas zonas de mucosa conservada
(Figura 24). Las lesiones histolégicos encontradas eran claramente mas graves que

en el grupo control.

Figura 24: Imagen representativa de seccion de colon distal del grupo KO tefiida com hematoxilina eosina

v" Inmnohistoquimica:

= CD68

El CD 68 es una glicoproteina que se encuentra en los lisosomas de los
monocitos y los macréfagos. Se sabe que los macréfagos participan en la respuesta
inmune innata, la cual se haya alterada en los pacientes con colitis ulcerosa. El
sello distintivo de la actividad en enfermedad inflamatoria intestinal es una
pronunciada infiltracién de células de inmunidad innata en la mucosa intestinal.
Con el objetivo de evaluar la actividad inflamatoria a través de la identificacion de

macrofagos utilizamos el marcador inmunohistoquimico CD68.
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En los animales que recibieron DSS, se observan abundantes células que
expresan CD68 localizadas fundamentalmente a cualquier nivel de las zonas
ulceradas (Figura 25), aunque también es posible observar un numero variable,
pero en todo caso mucho menor, en el tejido conservado, donde suelen aparecer
principalmente entre las criptas y el tejido conjuntivo subyacente. En los animales
tratados con cardiotrofina, el numero de células positivas es menor tanto en las
zonas ulceradas como en el tejido normal, siendo la localizacion de las mismas
similar a la descrita para el grupo control (Figura 26). En los animales del grupo
simulado solo es posible observar de forma aislada expresion de CD68
fundamentalmente en la |ldmina propia, aunque también hay algunas células

positivas entre las células epiteliales de la mucosa (Figura 27).

) » P
" Barra®=200 micras

Figura 25: CD68 en Grupo Control
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Py » s Figura 26: CD68 en Grupo Tratamiento

Figura 27: CD68 en Grupo Simulado

Figuras 25,26 y 27. Imagenes representativas de secciones de colon con marcador inmunohistoquimico CD68

en los tres grupos estudiados.

La cuantificacion de las células que expresan CD68 (Figura 28) es
significativamente mayor en el caso de los animales del grupo control que en los
otros dos grupos del estudio. En el caso de los animales tratados con cardiotrofina,
aunque la expresién es menor que en el grupo control, aln es significativamente
mayor que la encontrada en el grupo simulado .Es decir, se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos. (p<0.0001)
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Figura 28: Cuantificacion de células positivas para CD68 por inmunohistogimica en los tres grupos
estudiados

= Caspasa 3 activada

La caspasa 3 activada se utiliza como un marcador temprano de la
apoptosis. Es un miembro de la familia de las proteasa que desempefia un papel

importante en la fase de ejecuciéon de la apoptosis.

Al microscopio es posible observar en el grupo control, un mayor nimero
de células que expresan caspasa 3 activada en la lamina propia de las zonas ulceras
y, en menor cantidad en la lamina propia y el epitelio del tejido sin ulceraciones
(Figura 29). En los animales del grupo tratado, la expresién es mucho menor,
incluso en las zonas en las que hay lesién (Figura 30). La localizacién de la
expresion es similar a la descrita en el grupo control Los animales del grupo
simulado practicamente no presentan células que expresen caspasa 3 activada

(Figura 31).
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- " Barra=200 micras

(¥

Figura 29: Grupo Control

Figura 30: Grupo Tratamiento

Figura 31: Grupo Simulado

Figuras 29,30 y 31. Imagenes representativas de secciones de colon con marcador inmunohistoquimico

Caspasa 3 en los tres grupos estudiados.

Al realizar la cuantificacién del nimero de células positivas para Caspasa 3, se
constata que existe un numero significativamente mayor de células positivas en el
grupo control que en el grupo tratado con cardiotrofina y mucho mas que en el
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grupo simulado. Igualmente, el grupo tratado con cardiotrofina presenta un
numero de células positivas significativamente mayor que el grupo simulado
(p<0.0001) (Figura 32)
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Figura 32: Cuantificacion de células positivas para Caspasa 3 por inmunohistoquimica en los tres grupos
estudiados

= iNOS
Es una enzima inducible que se expresa en macrdfagos y en otras células en

condiciones de inflamacion, y que produce grandes cantidades de 6xido nitrico

jugando un papel importante en el dafio celular por inflamacién.

Se observa una expresion abundante de iNOS en el grupo control,
fundamentalmente en las zonas ulceradas y en la ldmina propia subyacente (Figura
33). La expresion en el tejido del colon sin ulceras es mucho menor. En los

animales tratados con cardiotrofina la expresion de iNOS es sensiblemente menor,
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incluso en las zonas en las que aun existen Ulceras, aunque la distribucion es

similar a la descrita para el grupo control (Figura 34). Los animales del grupo

simulado presentan una pequefia expresion localizada fundamentalmente entre el

epitelio (Figura 35).
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Figura 35: iNOS Grupo Simulado
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Figuras 33,34 y 35. . Imagenes representativas de secciones de colon con marcador inmunohistoquimico

iNOS en los tres grupos estudiados

La cuantificacién de células positivas para iNOS revela un aumento de expresidon de
la enzima en el grupo control que es significativamente mayor con respecto a los
otros dos grupos de estudio (p<0.0001). En el grupo tratado con cardiotrofina la
expresion es menor que en el grupo control, con una diferencia al borde la

significacion (Figura 36).
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Figura 36: Cuantificacion de células positivas para iNOS por inmunohistoquimica en los tres grupos
estudiados

4.3 ESTUDIO MICROBIOLOGICO
Realizamos el estudio para aislamiento de bacterias en mucosa del colon en 5
animales del grupo control, 5 el grupo tratamiento y en los tres animales del

grupo simulado con los hallazgos:
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e Enlos ratones del grupo simulado no se aislaron gérmenes

e En el grupo control se aprecid crecimiento bacteriano en cuatro de los cinco
ratones analizados. Dos de ellos presentaban claros signos de traslocacion
bacteriana con aislamiento de Enterobacter cloacae, E. coli y E. faecalis en
ganglio, E. cloacae, E.coli y E. faecalis y Lactobacillus sp. en pulmén y E.Coli en

bazo.

e En los animales del grupo tratamiento no se aislaron gérmenes en tres de los
cinco ratones estudiados. Ademas uno de los dos restantes presentaba datos
de contaminacién bacteriana, bien durante el proceso quirdrgico o en la

manipulacion de las muestras

Por tanto, en el grupo control se aislaron gérmenes en cuatro de los cinco
animales analizados presentando dos de ellos claros signos de infecciéon por
enterobacterias oportunistas, mientras que las muestras fueron negativas en
todos los animales del grupo simulado y en cuatro de los cinco ratones tratados

con cardiotrofina.

4.4 ESTUDIO CITOQUINAS

v' TNF-a
Estudiamos los niveles séricos de esta citoquina mediante Elisa y la

expresion de la misma en tejido colonico por PCR

La induccion de colitis mediante la administracion de DSS provoca una elevacion
altamente significativa de los niveles de esta citocina en sangre con respecto al grupo
simulado, mientras que los valores de TNF-a en el grupo CT-1 son inferiores a los del

control. (Figura 37).
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TNFa

Sham DSS DSS+CT-1

Figura 37.- Niveles séricos de TNF-o. (pg/ml) por Elisa a los 7 dias de induccién de colitis.

* Z>1.96 vs Sham

Al igual que ocurria con los niveles séricos, la expresion en colon de TNF-a
es significativamente mayor en el grupo control y tratamiento con respecto al
grupo simulado, mientras que los valores de TNF-a en el grupo CT-1 son inferiores

a los del control (Figura 38)
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Sham DSS DSS + CT-1 C-
TNFo/GAPDH
0,35 - * *
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0,20 -
=
0,15 -
0,10 -
0,05
0,00 -
Sham DSS DSS+CT-1

Figura 38.- Expresion génica de TNF-o. por PCR a los 7 dias de induccién de colitis.

* p<0,05 vs Sham
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v" INFy
La expresion génica del INF-y en tejido coldnico era significativamente mayor en el

grupo control que en el grupo simulado, mientras que su expresion en el grupo CT-1 era

inferior a la del grupo control aunque sin alcanzar significacion estadistica. (Figura 39).

Sham DSS DSS+ CT-1 C-
IFNy/GAPDH
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Figura 39. - Expresion coldnica de INF y por PCR a los 7 dias de induccidn de colitis

* p<0,05 vs Sham
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La expresion génica de IL 17 en tejido coldnico era significativamente mayor en el
grupo control que en el grupo simulado, mientras que su expresién en el grupo CT-1 era
inferior a la del grupo control. Pero al igual que ocurria con el INF-y, las diferencias entre
el grupo control y tratamiento no alcanzan la significacién estadistica, debido

probablemente al pequefio tamafio muestral.(Figura 40).

Sham DSS DSS + CT-1

IL-17 (142

GAPDH (153

[IRY

IL-17/GAPDH

1,20
1,00
0,80 -
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0,40 -
0,20 -
0,00
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Sham DSS DSS+CT-1

Figura 40.- Expresion génica de IL 17 por PCR a los 7 dias de induccion de colitis.

* p<0,05 vs Sham

141



12 Resultados

v' 1L10

La IL-10 no se comporta de forma similar a las demas citoquinas estudiadas. La
expresion génica de IL-10 fue significativamente mayor en el grupo control y en el grupo
tratamiento con respecto al grupo simulado, alcanzando la expresidn mas alta en los

animales tratados con CT-1 (Figura 41).
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Figura 41.- Expresion génica de IL 10 por PCR a los 7 dias de induccién de colitis.

* p<0,05 vs Sham



Resultados

v 16

La expresion génica de IL-6 en tejido colonico era menor en el grupo control que
en el grupo simulado. En los animales que recibieron CT-1, la expresién de IL-6 fue mayor
que en el grupo simulado y que en el grupo control aunque sin diferencias

estadisticamente significativas. (Figura 42).

Sham DSS DSS + CT-1 C-

IL-6 (79 pb)

GAPDH (153
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Figura 42.- Expresion génica de IL 6 por PCR a los 7 dias de induccién de colitis.
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4.5 ESTUDIO MARCADORES INFLAMACION

v" ACTIVACION NF-kB

La activacion del factor de trascripcion nuclear NF-xB se hizo mediante el

estudio de la fosforilacion de Rel A (p65) en la Ser536.

Cuando se estudié la fosforilacién de NF-kB p65 evaluada a los siete dias de
induccion de la colitis, observamos un aumento de la cantidad de p- NF-xB p65 en
el colon de los ratones que recibieron DSS y DSS mas CT-1 en comparacién con el
colon del grupo simulado con diferencias estadisticamente significativas. La
cantidad de p-NF-kB p65 total era mayor en los animales que recibian CT-1 que en

los que no la recibian (Figura 43).

Sham DSS DSS + CT-1
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Sham DSS DSS + CT-1

Figura 43. Western blot representativo de pNFkB y NFkB. Cuantificacién del cociente pNFkB/pNFkB.

& p < 0.05, vs grupo Sham.
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v INOS

La cantidad de iNOS era mayor en el colon del grupo control que en del
grupo simulado, y estas diferencias fueron estadisticamente significativa. Cuando
se afiadid CT-1 en el grupo tratamiento, la cantidad de iNOS era menor que en
ausencia de CT-1, aunque significativamente mayor que en el grupo control.

(Figura 44).

Los resultados de inmunohistoquimica apoyan los resultados del western
blot, ya que se observa una expresién abundante de iNOS en el grupo tratado
con DSS. Como ya comentamos, la expresién de iNOS es sensiblemente menor en
el grupo tratado con cardiotrofina, incluso en las zonas en las que aun existen

Ulceras mientras que en grupo simulado la expresién de iNOs es mucho menor.

Sham DSS DSS + CT-1
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Figura 44.- A: Western blot representativo de iNOS y B-actina. Cuantificacion del cociente iNOs/
B-actina.

& p <0.05, vs grupo Sham
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v ACTIVACION STAT3

La activacion de la factor de la via de sefializacion JAK/STAT de la CT-1 se
estudié mediante la fosforilacion de las STATs. Como se comentd en la
introduccién, en ausencia de esta fosforilacién las STATs se encuentran

transcripcionalmente inactivas.

Cuando se estudio la fosforilacién de las STATs evaluada a los siete dias de
induccidn de la colitis, observamos un aumento significativo de la cantidad de p-
STAT3 en el colon de los ratones que recibieron DSS y DSS mas CT-1 en
comparacion con el colon del grupo simulado. La cantidad de p-STAT3 total era s

mayor en los animales que recibian CT-1 que en los que no la recibian (Figura 45).
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Figura 45.- A: Western blot representativo de pSTAT3 y STAT3. Cuantificacién del cociente pSTAT3/STAT3

& p < 0.05, vs grupo Sham
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4.6 ESTUDIO EXPRESION CT-1

Estudiamos los niveles séricos de CT-1 mediante Elisa, la cantidad en colon por

WB vy la expresion de CT-1 en tejido coldnico por PCR

A los siete dias de la administracién de DSS, el grupo tratamiento
presentaba niveles séricos de CT-1 significativamente mayores que el grupo

simulado y significativamente mayores que el grupo control (Figura 46).

CT-1 plasmatica

10,0 - #
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6,0 -

2,0 -

Sham DSS DSS+CT-1

Figura 46.- Niveles séricos de CT-1 (ng/ml) por Elisa a los 7 dias de induccién colitis
* p<0,05 vs Sham

# p<0,05 vs Control
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El estudio de la cantidad tisular de CT-1 demostré que, como era de esperar, en el
grupo que habian recibido la CT-1, habia cantidades muy grandes de esta citoquina
en relacién con los animales que no habian recibido CT-1 (Grupos control y
simulado). No habia diferencias significativas entre el grupo control y el grupo

tratamiento (Figura 47).
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Figura 47.- Western blot representativo de CT-1y y B-actina. Cuantificacién del cociente CT-1/ B-actina.

* p <0.05, vs grupo Sham.
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La expresién génica de CT-1 fue significativamente mayor en los ratones tratados

gue en grupo simulado e igualmente mayor que el grupo control (Figura 48).
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Figura 48.- Expresion génica de CT-1 por PCR a los 7 dias de induccién colitis.

*7>1,96 vs. Sham
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En el momento actual no hay tratamientos farmacoldgicos ni quirdrgicos curativos
para la Ell, y hasta un 20 % de pacientes con brote grave de colitis ulcerosa son
sometidos a colectomia por fracaso de los medicamentos disponibles. Ya que la
caracteristica principal en la Ell es la inflamacion, son necesarias nuevas terapias

gue limiten y controlen el alcance de dicho proceso inflamatorio.

Como se muestra en la figura, el nUmero de moléculas nuevas aprobadas y

en investigacion en diferentes fases va aumentando (Figura 49)
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La llegada de los biosimilares es, sin ningun tipo de duda la principal
novedad en el tratamiento de la Ell en el dltimo afio. Los biosimilares son nuevos
farmacos que imitan, tanto como es posible con la tecnologia actual, a los
farmacos bioldgicos. En septiembre de 2013, la Unién Europea autorizé el uso de

CP-P13, un farmaco biosimilar de Infliximab.
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En la CU podemos distinguir entre el tratamiento del brote y el tratamiento
de mantenimiento de la inactividad. Es un punto clave disponer de farmacos que
actuen con rapidez y eficacia para frenar el brote como es el caso de los
corticoides y los anti-TNF-alfa o los reguladores de las moléculas de adhesién, ya
en el mercado. A pesar de la utilizacion de los mismos, en muchas ocasiones no
podemos evitar la cirugia y varios de ellos no son de rapida accion (Vedolizumab).
El control de la inflamacién puede llevarse a cabo a través de diferentes rutas de
sefializacion, incluidas aquellas que dependen de NF-kB y de citoquinas. Uno delos
principales moduladores de NF-kB es la CT-1, molécula que, aunque no puede ser
utilizada durante periodos prolongados por sus efectos secundarios, se caracteriza
por su rapidez de accion. Dadas estas propiedades, demostradas en otros
procesos, pensamos que su administracion podria tener un efecto regulador de la

respuesta inflamatoria por esta via.

Para el estudio de los mecanismos celulares y moleculares involucrados,
tanto como para el analisis de las posibles alternativas terapéuticas, se han
desarrollado diversos modelos experimentales animales de Ell. De entre ellos, la
administracion oral de sulfato de dextrano (DSS) en ratones ha sido aceptada
como un modelo adecuado para la traslacién a la Ell humana y para la
identificacién de nuevas terapias. El DSS administrado oralmente altera la barrera
epitelial causando sintomas clinicos agudos (diarrea y hemorragias intestinales),
pérdida de peso, acortamiento del colon, erosién y pérdida de las criptas y la
consiguiente inflamacion, caracteristicas que se observan en la CU, ya que la
permeabilidad aumentada permite la interaccién masiva de la flora intestinal con
el sistema inmunoldgico del huésped, un factor basico en la iniciacidon de la Ell.
Ademas, este modelo tiene muchas ventajas con respecto a otros, como son la
simplicidad de su induccidn, la reproducibilidad de los sintomas entre diferentes

animales y la uniformidad de las lesiones histoldgicas inducidas.

En nuestro modelo, la eleccién del peso molecular y la concentracién de

DSS, se realizd segun los datos de la bibliografia existente y tras los resultados
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clinicos e histolégicos que validamos en un estudio previo. Empleamos DSS a
diferentes concentraciones y observamos que la concentracion de DSS al 5% era la
gue mas se ajustaba a lo que buscdbamos para nuestro estudio en cuanto a
desarrollo de sintomas y lesiones histoldgicas. Fijamos un periodo de 7 dias de
administracion de DSS hasta el sacrificio de los animales de acuerdo con datos de
la literatura. Aparecieron los sintomas al tercer-cuarto dia de la ingesta de DSS.
Algunos estudios prolongan la administracion de DSS para el desarrollo de colitis
en fase aguda a 2 semanas, pero en nuestro caso, a la concentracion elegida, la
clinica de los animales impedia prolongar la observacién por alto riesgo de muerte
en el grupo no tratado. No hemos elegido otras concentraciones ni observar a los
ratones durante mas tiempo tras retirar DSS por no ser de nuestro interés en esta
fase el estudio de formas crdénicas; queriamos comprobar si CT-1 jugaba algun
papel en el proceso inflamatorio agudo compatible con CU y si su aporte frenaba
el proceso. Como ya hemos indicado previamente CT-1 parece una molécula
inapropiada para administracion crénica por sus efectos secundarios; en una fase
posterior tendremos que comprobar si una vez conseguido el control de la fase
aguda de la enfermedad con CT-1, la inactividad puede mantenerse con otros

farmacos evitando la necesidad de colectomia.

Se ha estudiado detalladamente el papel y el efecto de la CT-1 tras un dafio
en numerosos érganos, como higado(119), corazén(103), pulmoén(114)o rindn(93)
y sabemos que tiene efectos antiinflamatorios por los estudios previos
realizados.(97). Pero no se ha estudiado CT-1 en el colon hasta la fecha y mucho

menos se ha estudiado su papel en la Ell.

El modelo experimental que se ha desarrollado en el presente trabajo
utilizando CT-1 como tratamiento, surgié a raiz de los resultados obtenidos en un
modelo previo de prevencién con ratones, en el que los signos clinicos y las
variables moleculares de inflamacién mejoraban en aquellos que recibieron CT-1
antes de la induccion de colitis mediante la administracion de DSS. Los resultados

de la accién de la CT-1 en dicho modelo preventivo abrieron el camino para su
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estudio en este modelo curativo para su utilizacion en las fases de brote de la

colitis ulcerosa y su uso puede suponer un nuevo campo terapéutico.

La administracion de CT-1 se inicié al cuarto dia de seguimiento, cuando
todos los ratones (n: 20), presentaban sangre en las heces y deposiciones al menos
blandas. Utilizamos 3 ratones como grupo simulado, sin DSS ni CT-1, de iguales
caracteristica en cuanto a raza, camada, medio, etc. Elegimos este momento para
iniciar la administracién de CT-1 por haber detectado en ensayos previos que al
cuarto dia la enfermedad era clinicamente grave en los ratones en ensayos
previos. Al cuarto dia de seguimiento, los 20 ratones ya sintomaticos, se
aleatorizaron (segun los criterios clinicos de gravedad) en dos grupos, el grupo
tratamiento, que continud recibiendo DSS en el agua de bebida y al que se le
administraron tres dosis de CT-1 los dias cuarto, quinto y sexto, y el grupo control

gue también continud recibiendo DSS pero al que no administramos CT-1.

La revisidn bibliografica sobre la CT-1 y la experiencia previa en diferentes
modelos experimentales de respuesta inflamatoria nos hicieron decidir la dosis y el

momento de administracidn respectivamente.

Hemos demostrado en este estudio que mediante la administracién CT-1 se
consigue mejorar significativamente la gravedad de los sintomas clinicos en
ratones con colitis inducida por DSS. Asi, de los 10 ratones del grupo control, al
séptimo dia de seguimiento, 9 mostraban signos de enfermedad grave con
deposiciones liquidas y presencia de sangre en las heces de todos ellos y con gran
deterioro del estado general. En cambio, de los 10 ratones del grupo a los que se le
administré CT-1, 8 no presentaban datos clinicos de colitis y sélo 2 de los 10
presentaban sintomas de colitis leve al final del periodo, con discretos cambios en
la consistencia de las heces, que pasaron a ser blandas y con escasa cantidad de
sangre. En cambio, 9 ratones del grupo control, al séptimo dia de seguimiento,
mostraban enfermedad grave con deposiciones liquidas y presencia de sangre en

las heces en todos ellos y con gran deterioro del estado general. Al realizar el
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estudio estadistico de la variable consistencia de las heces, se observé que las
diferencias entre los grupos se hacian mayores segin pasaban los dias, de manera
gue en los tres primeros dias no habia diferencias significativas entre los tres
grupos. Sin embargo, los ultimos dias de seguimiento (dias 6 y 7), se detectaron
diferencias altamente significativas (p<0.0001). Lo mismo ocurria al realizar el
analisis estadistico de la variable sangre en las heces, encontrdbamos diferencias
significativas (p<0.0001) el ultimo dia de seguimiento entre los ratones del grupo

tratamiento y los del grupo control con respecto a los tres primeros dias.

Con estos resultados demostramos que la administracidon a esta dosis de

CT-1 controla los sintomas provocados por el DSS.

Los datos clinicos concuerdan con los hallazgos histoldgicos que
demuestran que en comparacién con los animales que no reciben CT-1, la
administracion terapéutica intravenosa de CT-1 reduce el infiltrado inflamatorio en
la mucosa del colon y disminuye de forma muy notable el nUmero y la extensidn
de Ulceras intestinales de los animales tratados, cuyas alteraciones estructurales

eran relativamente leves.

Esta espectacular respuesta clinica e histoldgica a la administracién de CT-1
en ratones con colitis por DSS queda comprobada mediante el estudio
inmunohistoquimico. En las preparaciones existia un nimero significativamente
menor de macrdfagos en los ratones tratados con CT-1 en comparacion con la
abundante cantidad de estas células en las zonas ulceradas del grupo control.
Como ya comentamos previamente, los macrofagos son células que forman parte
del sistema inmune innato. La CU se caracteriza por una pronunciada infiltracién
de estas células en la mucosa intestinal. Una forma de evaluar la menor actividad
inflamatoria tras la administracién de CT-1 era constatando la disminucién de la
expresion de macréfagos en el tejido intestinal estudiado. Del mismo modo, se
evidencid una menor expresion de células que expresan iNOs en el epitelio

coldnico de los ratones del grupo tratamiento. Este dato inmunohistoquimico fue
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ratificado mediante western blot; corroboramos que el DSS aumenta la expresion
de iNOS, mientras que la administraciéon con intencidn curativa de CT-1 hace que
ese aumento de la expresién de iINOS sea mucho menor. La elevada produccion de
NO por la iNOS estimulada durante la inflamacion contribuye al dafio local del
tejido que ocurre en otros procesos inflamatorios (139). Otros autores ya habian
descrito que la administracion de CT-1 disminuia los mediadores de la respuesta
inflamatoria y entre ellos la iNOS,(91) lo que apoya también nuestras
observaciones. También hay que tener en cuenta que los niveles de TNF-a son mas
bajos en los animales tratados, y TNF-aprovoca la activacién de iNOS que a su vez

aumenta la produccién de NO.

Es la primera vez que se describe este efecto antiinflamatorio de CT-1 en el

epitelio coldnico.

En los animales, DSS induce un aumento de los niveles plasmaticos de
citoquinas proinflamatorias, como TNF-a, IFN-y e IL-17. En nuestros ratones que
posteriormente recibieron CT-1, los niveles plasmaticos de TNF-a, IFN-y e IL-17

eran, aunque elevados, menores que en los que no reciben CT-1.

Benigni et al han demostrado que la administracion de CT-1 a ratones que
han recibido lipopolisacarido (LPS) reduce las niveles de TNF-a tanto en suero,
como en corazon, y sugieren que CT-1 podria ser un inhibidor enddgeno de la

produccién de TNF-a (140).

En relacion con el mecanismo que puede explicar este efecto, se ha
descrito que la CT-1 administrada exégenamente induce la sobreactivacién del
receptor gp130 lo que conlleva un incremento en la fosforilacion de STAT-3 vy
STAT-1 en el rifidn que posteriormente va a incrementar la activacion de SOCS-3 y
SOCS-1 lo que, a su vez, inhibe las citoquinas proinflamatorias (141),(142). La
inyeccién intravenosa de CT-1 a ratas Wistar inducen en el corazéon un aumento

rapido de la expresion de mRNA de SOCS-1 (143). Ademas se ha demostrado que
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SOCS-1 tiene un efecto dominante sobre el receptor del INF-y (IFN-yR), inhibiendo

los efectos proinflamatorios de este.

En este modelo se aprecia ademds un aumento de citoquinas IL-10 e IL-6
con efecto predominantemente antiinflamatorio (144),(145).en las ratas a las que

se administra CT-1.

La IL-10 es producida, entre otros, por macréfagos y células T. Entre sus
funciones en la respuesta inflamatoria destacamos la capacidad de activar o inhibir
los macroéfagos, convirtiéndose, al igual que la IL-6, en otra citoquina moduladora
del fendmeno inflamatorio. Ya dijimos que el estudio de familias con colitis
congénita desveld la existencia de defectos en la sintesis de IL-10 o en la expresion
de su receptor, ambos implicados en la inhibicién de la inflamacidn intestinal (13).
Existen dos posibles momentos en los que la produccién y reconocimiento de la IL-
10 puede prevenir la Ell: primero, en el mantenimiento de la tolerancia a los
antigenos o patdgenos intestinales, segundo en la resoluciéon de las respuestas

excesivas a infecciones (14).

De estos datos se puede deducir que la capacidad de controlar la respuesta
inflamatoria tras la induccién de colitis con DSS en los grupos tratados con CT-1
puede ser debido, entre otros mecanismos, a sus efectos en el incremento de las
citoquinas IL-6 e 1I-10 y al decremento de TNF-a, IFN-y e IL-17, fendmenos

vinculados a un efecto antiinflamatorio.

Recientemente se ha publicado una revision (146) de las citoquinas
dependientes de la via STAT3, éstas son la IL-6, IL-11 e 1I-22. Estas citoquinas se
encuentran elevadas en pacientes con Ell y en los correspondientes modelos de
raton y, a través de la activacion de la via JAK/ STAT3, pueden tanto agravar como
mejorar la enfermedad. En particular, la activacién de citoquinas como la IL-6 y |a
IL-10, mediada por STAT3 en las células de revestimiento epitelial permite la
protecciéon celular, la supervivencia y la proliferacién, proporcionando asi

oportunidades terapéuticas para la prevencién y el tratamiento de colitis. Ademas
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la pérdida de la expresidon de IL-6 se asocia con un aumento de los dafios en el
epitelio y la inflamacién inducida por DSS en modelos de colitis.(147),(148).
Estudios recientes demuestran que en la Colitis Ulcerosa, las células
mononucleares de la ldamina propia y las (149),(150),(151). Los niveles de STAT3
activada también fueron significativamente mas altos en las células epiteliales
intestinales de pacientes con CU activa en comparaciéon con los pacientes con
enfermedad inactiva o controles sanos, y estos niveles se correlacionaban con la
gravedad de la colitis (151). STAT3 estd cldsicamente asociada con la mediacién
celular de supervivencia de las células epiteliales intestinales, lo que sugiere que la
poblacion de células en que STAT3 es constitutivamente activa puede dictar la
patologia de la Ell. En ensayos que utilizan modelos de ratdn se detecta que la
activacion epitelial STAT3 es esencial para el mantenimiento de la integridad de la
barrera gastrointestinal, sugiriendo un papel protector para STAT 3 en multiples

subconjuntos de células dentro de la mucosa gastrointestinal (152),(153).

Nuestros resultados apoyan los hallazgos recientemente descritos en la
literatura de que los niveles de STAT 3 activada eran mayores en aquellos ratones
con colitis inducida en comparacién con los ratones del grupo simulado y mayor

aun en los ratones que recibieron CT-1.

En los modelos de colitis inducido quimicamente, como en nuestro modelo con
DSS, la activacion de STAT3 por medio de la IL-6 media en la proteccién celular a
través de la expresién de genes de la proliferacién, antiapoptéticos y genes
citoprotectores (148), de manera que a disminucion de la expresion de esta
citoquina atenua la restitucion de las células epiteliales y la respuesta general de

recuperacion a la colitis inducida quimicamente.

NF-kB es un factor de transcripcién que controla la expresion de multiples
genes involucrados en la inflamacidén, entre ellos genes que codifican citoquinas
proinflamatorias como (IL-1pB, IL-2, IL-6, TNF-a, etc), quimiocinas como (IL-8, MIP-

1la, MCP-1, RANTES, etc), moléculas de adhesion como (ICAM, VCAM, E-selectina),
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enzimas inducibles (COX-2 e iNOS), factores de crecimiento y algunas proteinas de
fase aguda y receptores inmunoldgicos, todos ellos implicados en el control de la
mayoria de los procesos inflamatorios(154),(155),(23).Se ha demostrado que CT-1
activa NF-xB en células endoteliales y monocitos, inhibiendo los genes que
codifican proteinas inflamatorias con lo que disminuyan los niveles de las mismas

al administra CT-1.

Para verificar en nuestro estudio la activacion de NF-kB se analizaron los
cambios en los niveles de p65 fosforilado, ya que la fosforilacidon de la subunidad
p65 estd asociada con la activacidon de la via NF-kB (20). Nuestros resultados
demuestran que NF-kB esta mds activada en el colon tras inducir la colitis y mas
aun en los animales que recibieron CT-1. El efecto de CT-1 sobre la activacién de
NF-kB es variable segln los diferentes trabajos de la literatura. En un modelo de
infeccidon por LPS se ha observado que la administracidn intravenosa de la CT-1,
provoca en el corazén una disminucidn de la expresion de iNOS y de la activacidn
de NF--xB. en el rifidn, la activacion de NF--kB inducida por isquemia/reperfusion

disminuye cuando se administra CT-1.

Del mismo modo, nuestros resultados del estudio inmunohistoquimico,
muestran una cantidad significativamente menor de células positivas para
caspasa-3 activada (una de las principales ejecutoras de la apoptosis) en el grupo
tratado con CT-1, con respecto al grupo control. Los efectos antiapoptdticos de la
CT-1 se han documentado en diferentes modelos de dafio tisular (156),(157).Por
ejemplo, la CT-1 protege de la apoptosis provocada por doxorrubicina en miocitos
cardiacos in vitro (82),(158).También se ha demostrado proteccion contra la
apoptosis inducida en células del pulmoén. (114)./n vivo, la CT-1 protege de la
apoptosis en el infarto de miocardio, inhibe significativamente P53, Fas y Bax, y se

incrementa la expresion de la molécula anti-apoptdtica Bcl-2 (159,160).

La CT-1 también reduce la muerte celular neuronal tanto in vivo como in vitro.

(123). Asimismo se ha demostrado que la CT-1 actia como una defensa natural del
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higado contra la apoptosis, pudiendo tener un potencial terapéutico importante,
ya que la CT-1 protege del fallo hepatico fulminante inducido por D-gal, mediante
sus efectos como molécula antiapoptética y favorecedora de la reparacion celular

(120).

También se ha demostrado que CT-1 induce un aumento en la sintesis de las
proteinas de choque térmico hsp70 y hsp90 (161).Este incremento esta
relacionado con la proteccion de muerte celular por estrés isquémico en el pulmdn

(162).

La CT-1 es una citoquina de la familia de las interleucinas 6 que actua, como
hemos visto en diferentes eslabones de la inflamacién y de la apoptosis
(multidiana) en el colon de ratones frente a los nuevos farmacos utilizados en Ell
cuya accion va dirigida fundamentalmente a una diana concreta de este proceso.
Ha demostrado poseer ciertas propiedades como promover el crecimiento y la
supervivencia celular en numerosos tejidos, incluidos tejidos hepaticos, cardiacos,

renales y del sistema nervioso.

Nuestros resultados muestran que en el colon no hay un aumento
substancial de las cantidades de CT-1 tras la induccion de la colitis. Estos
resultados no son diferentes de los que se han observado en el higado, en el que
se ha visto que la isquemia no induce un aumento de la expresion de CT-1 en
tejido, sin embargo si se observan diferencias en el suero por lo tanto si habria mas
CT-1 circulante y la CT-1 podria actuar de forma paracrina (119). Con respecto a la
cantidad de CT-1 exdgena administrada, nuestros resultados demuestran que se
capta en grandes cantidades por el colon. Interpretamos este dato como que CT-1
no interviene en el desencadenamiento de la enfermedad pero que su aporte
exdégeno ejerce un efecto controlador del proceso por sus efectos anti-

inflamatorios y antiapoptdticos que hemos citado.

Por ultimo, para comprobar estos resultados, se ha procedido a realizar un

estudio en ratones knock-out (K.O.) para CT-1. Al administrar DSS a estos animales
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nos encontramos que dos de los 4 ratones knock-out murieron al quinto y sexto
dia, sin tiempo para realizarles un estudio complementario adecuado. Los datos
ponen en evidencia que los animales sin CT-1 enddgena desarrollan una forma
muy grave de colitis que les lleva a la muerte en un corto periodo de tiempo.
Desde el punto de vista histoldgico, también existia mayor dafio estructural, con
aparicién de Ulceras mas extensas y de mayor tamafio. La contundencia del dato
hace posiblemente improcedente el probar si se hubieran recuperado con aporte
exogeno de CT-1, aunque hubiera sido interesante. Estos resultados parecen
confirmar la hipétesis anteriormente expresada de que la Ct-1 ejerce un efecto
modulador sobre el proceso de dafio inflamatorio en colon, al menos en modelo

de CU inducido por DSS.

Realizamos estudio microbiolégico para analizar la translocacion
bacteriana. La translocacidn bacteriana consiste en el paso de bacterias viables
desde la propia luz intestinal, sin rotura de la integridad de la mucosa intestinal, a
sitios extraintestinales, como los ganglios linfaticos, pulmén o bazo. Lla
consecuencia mas previsible de la translocacién bacteriana es su contribucién al
desarrollo de infecciones. Los mecanismos favorecedores de la translocacidn
bacteriana son fundamentalmente las alteraciones en la flora intestinal
(sobrecrecimiento bacteriano intestinal), las alteraciones en la barrera intestinal y
las alteraciones en los mecanismos de defensa inumunitario. La aparicion de
translocacién bacteriana supone una pérdida de la funcién de barrera que la pared
intestinal ejerce frente a la propia flora de la luz intestinal. En nuestro estudio, la
administracion oral ad libitum de DSS en los animales del grupo control vy
tratamiento alteré la barrera epitelial incrementando la permeabilidad intestinal a
las bacterias de forma similar a la descrita en los paciente con colitis ulcerosa en
las fases de actividad favoreciendo de esta forma la translocacién bacteriana. En
este ensayo, el numero de animales es escaso (5 ratones de cada grupo) y no
podemos extraer conclusiones importante es este aspecto. Se detectaron

bacterias intestinales en otros drganos en cuatro ratones del grupo control frente
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a tan solo en un ratén del grupo tratamiento, en el cual se aislaron bacterias
unicamente a nivel de pulmdn. Los aislamientos se corresponden con los descritos
en la literatura donde las enterobacterias oportunistas (E. Coli, E. cloacae, etec),
los lactobacilos y enterococos juegan un papel determinante en este tipo de
cuadros. En el grupo control se detecté paso de bacterias del intestino al pulmédn,
bazo y ganglios linfaticos, mientras que en el grupo tratamiento, en el Unico ratén
donde se aislaron gérmenes fue a nivel pulmonar. Esto supone que en el ultimo
caso la traslocaciéon he tenido lugar por via hematdgena y no linfatica. De lo
anterior se deduce que la administracion de CT-1 repara el dafio epitelial

ocasionado por el DSS frenando el paso de bacterias a érganos extraintestinales.

En resumen, la administracion de CT-1 tiene efectos protectores vy
probablemente reparativos en la colitis provocada por DSS a ratones. Estos efectos
de CT-1 parecen estar mediados por una reduccidn en la produccién de citoquinas
proinflamatorias TNF-a, IL-17 e IFN-y, el incremento de las citoquinas
antiinflamatorias IL-6 e IL-10, y una menor expresién de iNOS junto a efectos
antiapoptoticos a través de la via JACK/STAT3. Estos datos sugieren la posibilidad
de utilizar la CT-1 terapéuticamente para frenar la fase aguda de la CU y

restablecer la integridad de la barrera epitelial en humanos.

e LINEAS DE ESTUDIO FUTURAS.

Tras la realizacién de este estudio, se abre un nuevo campo de investigacion de
la CT-1 en humanos. Consideramos necesario el estudio de CT-1 en diferentes
fases de la evolucién de la CU en humanos, mediante su medicidon en plasma vy
mucosa de colon con la finalidad de conocer la implicacion de esta citoquina en la
actividad inflamatoria de la CU en humanos, y si es posible por tanto su empleo en
el futuro para el tratamiento del brote agudo de la enfermedad en pacientes

fundamentalmente en corticorresistentes o con fracaso de tratamientos
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bioldgicos. La CT-1 podria aportar soluciones diferentes a la colectomia en estos

escenarios o bien mejorar el estado general de los pacientes antes de la cirugia.

El uso clinico de la CT-1 como terapia viene facilitado por el hecho de que la
agencia de control de farmacos de los Estados Unidos, la FDA (US Food and Drug
Administration) la ha declarado ya farmaco huérfano para el tratamiento del fallo
hepatico agudo (designation request 11-3507), y para la proteccion del higado
contra el dafio por isquemia/reperfusion inherente al trasplante de higado
(designation request 07-2449). Por su parte, la Agencia Europea del Medicamento,
la EMA (European Medicine Agency) también la ha declarado medicamento
huérfano para la prevencién del dafio por isquemia reperfusién asociado al
trasplante de dérganos solidos (EU/3/06/396) y para el tratamiento de la
insuficiencia hepatica aguda (EU/3/11/893). Ademas se ha registrado en US Clinical
trials.gov, un ensayo clinico para determinar la seguridad, tolerabilidad y
farmacocinética de CT-1 en voluntarios sanos (identificador NCT01334697)
(www.clinicaltrials.gov, checked on June 15, 2014). Todo esto facilitaria el paso de
la investigacion bdasica aqui realizada a su uso clinico, normalmente un camino muy

largo y muy costoso.
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CONCLUSIONES

v La Cardiotrofina-1 endégena juega un papel protector del colon frente a la

agresion inducida por la administracion de DSS.

v" La administracién de Cardiotrofina-1 mejora la enfermedad en animales en

los que se ha inducido una CU por DSS.

v' Este efecto parece estar mediado por la reduccién de los procesos

inflamatorios inducidos por DSS

v’ Estos datos sugieren la posibilidad de utilizar Cardiotrofina-1 para restablecer

la integridad de la barrera epitelial y mejorar la clinica de la CU instaurada.
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