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Justification and summary.

The basis for the approach of this thesis is the antiinflammatory profile of
statins as inhibitors of prenylation and several studies testing statins in
preclinical models of IBD [1-6]. In recent years it has been shown that the
antiinflammatory behaviour of statins s largely independent on the decrease in
cholesterol levels due to inhibition of HMGCoOA reductase. These
antiinflammatory effects have been linked to inhibition of prenylation because
statins inhibit the synthesis of isoprenoid residues required for prenylation
reactions [7].

The prenylation is a postranslational process that involves a modification of
the structure of proteins consisting of the incorporation of a lipidic moiety to the
proteins, leading to a modification of their physicochemical properties and their
behavior. The prenylation is therefore a crucial process for key processes in the
cell, such as interaction between proteins, growth, cell differentiation,
cytoskeletal function and vesicular trafficking. The modification of prenylation is
proposed as an attractive option in biological and therapeutic research, as the
alteration of this process can cause significant changes in cell biology. In fact,
several prenylation inhibitors are currently included in preclinical and clinical
research as anticancer agents [8, 9]. Many prenylation-modified process can be
considered as immune or inflammatory-related process. In addition, a major
substrate for prenylation reactions are small G proteins which are involved in the
activation of some relevant signaling pathways in immune system. Thus, the
immune response could be controlled by changing the prenylation and,
therefore, the study of the relationship between prenylation and inflammation is
fully justified. The interest of this approach has been demonstrated in the statin
trials, both cardiovascular and other areas.

Along with statins, bisphosphonates are drugs that inhibit the prenylation
process and they are currently used in clinical practice, particularly in the
treatment of various bone diseases like osteoporosis, osteopenia, Paget's
disease, osteogenesis imperfecta or the detection of malignant bone disorders.
Prenylation inhibition exerted by nitrogen-containing bisphosphonates is based
on inhibition of farnesyldiphosphate synthase, which is responsible for the
synthesis of FPP, one of the isoprenoids required to be built into the structure of
proteins in the process of prenylation. This phenomenon is responsible for the
antiresorptive capacity of these amino compounds, which constitute the second
generation within the group of bisphosphonates. Accordingly, our main objective
in this thesis has been the identification and characterization of the anti-
inflammatory effect of aminobisphosphonates as inhibitors of prenylation in IBD
based on previous results published with statins. Once the existence of an anti-
inflammatory effect by these drugs is established [10], the development of the
thesis focuses on deepening and characterization of the mechanism of this
effect, as well as the profiling of conditions necessary to achieve it. Moreover, an
important aspect of this thesis is to determine the relationship between
inhibition of prenylation and anti-inflammatory effect of bisphosphonates,
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Justification and summary.

establishing whether anti-inflammatory profile of nitrogen-containing
bisphosphonates depends on the inhibition of prenylation and if it is a class
effect, common to all of these durgs.

A priori, we have used two preclinical models of IBD in rats to determine
whether alendronate, ibandronate and/or pamidronate have an inflammatory
profile. Alendronate and pamidronate showed an antiinflammatory character in
the model of colitis induced by 2,4,6-trinitrobenzenosulfonic acid. By contrast,
ibandronate has no effect in this experimental model, and it is related to a
systemic reaction to treatment with this bisphosphonate characterized by an
increased plasma concentration of cytokines such as IL-6 or TNF-a leading to a
progressive deterioration of the animals. Pamidronate also exerts important
immunomodulatory effects in the DSS colitis model. In short, we can say that
alendronate and pamidronate are anti-inflammatory in the TNBS colitis model,
this effect is not dependent on inhibition of prenylation and therefore it is not a
class effect. This anti-inflammatory effect requires the administration of oral
bisphosphonates, as intraperitoneal administration (equivalent dose according to
the oral bioavailability of these drugs) involves the loss of the effect seen in the
oral route. Thus, the contact between the bisphosphonate and the intestinal
tissue is crucial for the anti-inflammatory effect.

Subsequently, pamidronate was selected as a reference molecule to further
characterize the mechanism of the antiinflammatory effect of nitrogen-
containing bisphosphonates. Pamidronate selection was due to its better profile
in the TNBS model and because alendronate is not effective in the preventive
protocol, which was chosen for this thesis. The analysis of colonic transcriptome
in TNBS colitis shows the ability of pamidronate to normalize the expression of a
large number of genes modified by inflammation. But taking into account a
comparison with the effect observed in the case of sulfasalazine (anti-
inflammatory drug), we can conclude that the mechanism of pamidronate is
different and it may be related to changes in the expression of many genes not
related to the inflammatory process.

Pamidronate administration to healthy rats also results in immunomodulatory
effects. Cell infiltration and an increase in the production of cytokines in
mesenteric lymph nodes and spleen are characteristic of this experiment. The
kinetic study of this effect determines that systemic phenomenon (spleen) is
secondary to changes observed in the gastrointestinal area. This early response
observed at 3 days in the mesentery and at 5 days in the spleen was normalized
after 8 days of treatment. On the other hand, treatment with pamidronate
causes induction of Foxp3 expression in splenocytes. All these effects are
accompanied by an increase in the concentration of IFN-y in plasma.

Many in vitro experiments were performed in order to characterize the
mechanism involved in the pamidronate, alendronate and ibandronate; other
related substaces were included to compare them to bisphosphonates. Thus, two
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Justification and summary.

others nitrogen-containing bisphosphonates have been included, risedronate and
zoledronate, and a classic bisphosphonate, etidronate, which is not able to
inhibit prenylation. In addition, we used three specific inhibitors of the
prenylation pathway, FTI-277, a farnesyltransferase inhibitor; GGTI-298, a
geranylgeranyltransferase inhibitor, and mevalonin/lovastatin, a statin that
inhibits the synthesis of isoprenoids by blocking the limiting step in the
mevalonate route. Using this repertoire of substances, we have characterized
the effect of bisphosphonates and other inhibitors of prenylation in several cell
models, whereas those cell types of particular relevancy in immune responses
and intestinal inflammation, namely enterocytes, Iymphocytes and
macrophages.

One of the main conclusions of these in vitro studies is the different behavior
of nitrogen-containing bisphosphonates and specific prenylation inhibitors,
because in most cases the observed effect is opposite and there is only similar
action in the case of specific inhibitors and most potent compounds such as
zoledronate or ibandronate. This supports the independence of anti-
inflammatory effects of alendronate and pamidronate for prenylation. On the
other hand, the kinetic inhibition of prenylation is important, so our results show
that it takes a longer period (5-7 days) for the inhibition of prenylation by
bisphosphonates in many of the cellular models. After prolonged treatment, as
stated above, once prenylation is inhibited, the action of more potent
bisphosphonates is similar to that of specific inhibitors.

The effect of bisphosphonates on enterocytes includes the proinflammatory
profile of alendronate and ibandronate in HT29 and Caco-2 cells, as evidenced
by the increase in the production of IL-8 in the long-term treatment, both in
basal conditions and especially after the stimulation of cells. This coincides with
a dramatic increase in the phosphorylation of p38 and ERK. This phenomenon is
associated with a certain toxicity, especially in the case of alendronate, and can
be related to the failure of this molecule in the TNBS model when used as a
preventive treatment.

Ibandronate has a clear effect on LPS-stimulated mononuclear cells and on
purified macrophages. This effect consists in an increase in the production of
cytokines, mainly IL-6 and TNF-a. Thus, ibandronate could lead to a stimulation
and/or activation of macrophages, resulting in the production of these cytokines
in large amounts. This activation may be responsible for the systemic reaction
observed in experiments in vivo and increased concentrations of cytokines in
plasma.

Pamidronate causes an increase in the production of IFN-y in the T
lymphocyte population, a phenomenon also seen in the treatment with
alendronate, although the magnitude of the effect is smaller in the latter case.
There are several observations in animal experiments that show the same trend
in increasing the IFN-y production: the study of gene expression in the colonic
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Justification and summary.

tissue, the production of cytokines in splenocytes stimulated with Con A, in the
TNBS model; or the increase in plasma concentration of this cytokine in healthy
rats treated with pamidronate, as well as increased production in mononuclear
cells of mesenteric lymph nodes or spleen stimulated with Con A in these healthy
animals. In addition, pamidronate increases the differentiation of lymphocytes
toward the Thl subtype, so production of IFN-y induced by treatment of
lymphocytes with IL-12 is enhanced due to treatment with pamidronate. This
polarizing effect is not accompanied by a change in the secretion of other
cytokines characteristic of different lymphocyte subsets, although there is an
inhibition in the expression of IL-23 in T cells stimulated with Con A.
This ability of activation by pamidronate on T lymphocytes is enhanced when
examined as a coculture with enterocytes (Transwell™ system), because
prolonged contact with the bisphosphonate not only increases the production of
IFN-y production, but leads to an increase in cell proliferation (expression of
proliferating cell antigen), a STAT4 pathway activation and an increase in the
synthesis of other cytokines such as IL-6 or IL-10. All these effects are
dependent on pamidronate contact with T cells in the coculture and the presence
of the epithelial monolayer in contact with them.
Although the mechanism of anti-inflammatory effect of pamidronate is not fully
elucidated, the proposed model according to the results obtained in this thesis is
based on a possible effect of pamidronate on activation of a subtype of T
lymphocytes in the gastrointestinal area. The bisphosphonate contact with
epithelial monolayer is essential for this activation.
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Objetivos.

. Estudiar el posible efecto antiinflamatorio de los bisfosfonatos nitrogenados
como inhibidores de la prenilacidon en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

. Establecer el protocolo o los requerimientos para el efecto antiinflamatorio de los
bisfosfonatos nitrogenados en modelos preclinicos de Enfermedad Inflamatoria
Intestinal.

. Determinar si se trata de un efecto de clase y si el mecanismo esta relacionado
con la inhibicién del proceso de prenilacion.

. Caracterizar el mecanismo de accion del bisfosfonato mas eficaz como
antiinflamatorio, utilizando para ello métodos diversos in vivo e in vitro.
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Introduccion.

Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII).
Generalidades.

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) hace referencia a
una inflamacién crénica e idiopatica del tracto gastrointestinal de caracter
recurrente, en la que se alternan periodos activos de la enfermedad y periodos
de remision de la misma. El mantenimiento del proceso inflamatorio da lugar al
dafio tisular que se traduce en dano del parénquima, atrofia, fibrosis y pérdida
de funcidn. A esto hay que sumar el mayor riesgo para el desarrollo de procesos
malignos, fundamentalmente adenocarcinomas. Los signos y sintomas dependen
de la extension, distribucién y gravedad del proceso inflamatorio y muchos de
ellos se relacionan con la localizacién anatémica de la enfermedad.

La denominacion EII hace referencia a una serie de manifestaciones clinicas
de la misma enfermedad, entre las que se encuentran: la Enfermedad de
Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU). Los sintomas comunes a ambas son la
diarrea® (combinacidén entre la inhibicidon de la absorcién y el aumento de la
secrecién), la malnutricién [11-13], la anorexia [14, 15], la pérdida de peso
corporal [16-19] y el dolor abdominal [20], junto con consecuencias sistémicas
como la anemia [21-25]. En el caso del paciente pediatrico una caracteristica
clinica importante, que incluso se emplea con fines diagndsticos, es el retraso en
el crecimiento [26-30]. Estos signos clinicos comunes dificultan el diagndstico
diferencial ente EC y CU, aunque existen igualmente diferencias entre ellas,
mayormente a nivel anatomopatoldgico.

El primer aspecto que permite el diagndstico diferencial entre la EC y la CU
es la localizacion anatdémica, ya que mientras que la EC puede afectar a
cualquier tramo del tubo digestivo [31, 32], la CU sdlo afecta al intestino grueso,
comenzando en el recto y no extendiéndose nunca mas alla de la valvula ileo-
cecal [33]. La gravedad de la CU aumenta distalmente en el colon, y puede
acompafarse por dafios indirectos a nivel del ileon (ileitis) o afectacién del
apéndice. En cuanto a la extension, la colitis ulcerosa presenta un patrén difuso,
en el que la inflamacion comienza en el recto y se extiende proximalmente en el
colon con una longitud variable. La lesidn se presenta de forma continua con
respecto al recto, con ausencia de zonas sanas. Por el contrario la EC se
caracteriza por la presencia de zonas dafiadas y zonas sanas que se alternan a lo
largo de la extension area dafada. Existe una variedad de CU en la que se
presentan zonas parcheadas que se da en pacientes en tratamiento o en ninos,
aunque las zonas aparentemente sanas muestran huellas de un proceso
inflamatorio ya superado [34, 35].

La afectaciéon de las distintas capas de la pared intestinal es asimismo
diferente entre ambas manifestaciones. En la CU sdélo se va a afectar la capa

! La aparicidon de diarrea en la EC sélo se da en casos en los que esta enfermedad afecta al colon,
es decir, depende de la localizacién de la misma a lo largo del tracto gastrointestinal.
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Introduccion.

mucosa, aunque existen casos graves y poco frecuentes en los que la
submucosa puede presentar signos inflamatorios, pero dicha afectacion sélo se
va a producir en continuidad con el dafo de la mucosa que se encuentra por
encima de dicha capa. Sin embargo, en la EC todas las capas de la pared
intestinal van a sufrir alteraciones (inflamacién transmural) pudiendo incluso dar
lugar a la participacion de estructuras adyacentes mediante la formacion de
fistulas o fisuras [36-41]. La existencia de granulomas a nivel de la capa epitelial
es una caracteristica de la EC, y se considera un criterio importante para el
diagnéstico diferencial [42, 43].

Analizando las dos manifestaciones de forma independiente desde el punto
de vista patoldgico, en la CU el colon se acorta. La serosa coldénica y la grasa
perirrectal presentan un aspecto blando, liso y brillante, con ausencia de fibrosis
o fistulas. La mucosa colonica se caracteriza por hemorragia, congestién y
edema, con ausencia de marcas haustrales y presencia de pliegues mucosos.
Esta capa de la pared intestinal puede presentar un aspecto granular, con forma
de guijarros o incluso ulcerado. En los casos mas moderados la mucosa es
palida, oscura y atrofica, mientras que en los graves pueden aparecer polipos
inflamatorios. La alteracion del patrén vascular se caracteriza por dilatacion vy
congestion de los microvasos a nivel de mucosa y submucosa, asi como
aumento del flujo sanguineo a nivel del colon y vasodilatacién de la vasculatura
de los ndédulos [44-51]. A nivel microscépico existe un infiltrado inflamatorio,
fundamentalmente compuesto por linfocitos y células plasmaticas en la lamina
propria, con posibles acumulos de neutrdéfilos formando abscesos en las criptas,
con actividad eosinofilica variable pero importante en algunos casos. Junto a
este infiltrado, otro aspecto fundamental es la pérdida o distorsién de la
arquitectura de las criptas. Las criptas forman ramas en las que dos o mas
criptas irregulares comparten un orificio comun con un angulo anormal, y puede
darse también cualquier otra modificacion o morfologia aberrante de dichas
estructuras. El grado mas avanzado de CU es la colitis fulminante, que conlleva
ciertas complicaciones que ponen en peligro la vida del paciente como
hemorragia o perforacidon y que se manifiesta con necrosis difusa, ulceracion,
congestion y hemorragia, extendiéndose normalmente a las capas mas
profundas de la pared intestinal, incluso mas alld de la mucosa. La fragilidad del
tejido que se alcanza puede dar lugar a la formacion de grietas en el mismo
[52]. Esta colitis fulminante puede provocar lo que se conoce como megacolon
toxico, en el que el intestino se dilata, se produce una hemorragia intraluminal y
la pared intestinal presenta un aspecto extremadamente fino y delicado, lo que
implica la necesidad de la colectomia [53]. Las variantes de la CU son la proctitis
[54], la enfermedad del lado izquierdo [55], la colitis limitada y la pancolitis. Una
de las principales consecuencias de la CU es el riesgo elevado de desarrollo de
adenocarcinoma colorrectal, como se demostrd por primera vez en 1925 y se ha
corroborado posteriormente [56-62]. El objetivo terapéutico en este caso es la
eliminacion del carcinoma previa al desarrollo de metastasis. El paso previo al
desarrollo del carcinoma suele ser un estadio de displasia (neoplasia inequivoca
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Introduccion.

del epitelio localizada en la membrana basal, sin invasion de la lamina propria)
[63], por lo que se recomienda la supervision del paciente para detectar
tempranamente dicha displasia y poder practicar una colectomia previa al
proceso maligno [64-69]. La displasia consiste en la transformacion de las
células epiteliales hacia un estado neoplasico y su evolucidn natural es el
desarrollo de cancer, aunque existe la posibilidad de la existencia concomitante
de displasia y procesos malignos [69-75].

La EC se caracteriza por la fibrosis y la pérdida de la anatomia funcional de
las distintas capas de la pared intestinal, siendo la afectacién de la submucosa y
serosa independiente del dafo de la mucosa situada por encima de éstas. La
arquitectura d ela mucosa y submucosa aparece distorsionada. A nivel de la
mucosa pueden encontrarse de forma contiga segmentos normales junto a
zonas de ulceracién profunda. La mucosa se caracteriza por la aparicion de
células mononucleares en la lamina propria, las criptas con ramas o brotes y la
atrofia, junto con Ulceras, erosiones, alteraciones del epitelio y tejido granular.
Los infiltrados de neutrofilos y eosindfilos son variables. El edema vy la fibrosis
afectan a toda la profundidad de la pared intestinal. La atrofia de la submucosa
se traduce en hipertrofia de los plexos nerviosos y dilatacién de los canales
linfaticos. Pueden existir agregados linfoides en cualquier capa intestinal. Es
frecuente la existencia de granulomas de tipo sarcoidal y de lesiones aftoides
[42, 76, 77]. La formacion de los granulomas se debe al dano a nivel de las
criptas, que provoca la llegada de contenido luminal y de mucinas hasta la
lamina propria. Asimismo, son frecuentes las fisuras y los sinusoides debidas a
un aumento en la presion intraluminal [37, 78, 79]. Uno de los aspectos que
definen a la EC y que la dsitinguen de la CU es la posibilidad de extension de la
enfermedad hacia intestino delgado y tracto gastrointestinal superior (eséfago o
estdbmago) [80-83]. De forma similar a lo que ocurre en la CU, aunque con una
mavyor varibialidad en lo que se refiere al érgano afectado, existe un mayor
riesgo de adenocarcinoma colorrectal, de otros segmentos del tracto
gastrointestinal implicados en la EC, o de otros 6rganos [84-92]. Sin embargo, la
relacion entre la displasia y la EC se encuentra en un estado de estudio menos
avanzado y la asociacion entre la EC y la aparicion de displasia es un hecho mas
reciente [93-95].

El término “colitis indeterminada” fue introducido en 1978 por Price y hace
referencia al diagndstico obtenido en el caso de una colitis crénica sin una
etiologia conocida y sin una distincidn convincente entre EC y CU [96-99].
Recientemente se ha introducido la distincién entre IBDU (EII no clasificada)
para aquellos casos con un diagndstico de EII, pero en los que resulta imposible
distinguir entre EC y CU, como en el caso de variantes morfoldgicas de CU,
presentacién inusual de EC o colitis activa crénica con una causa desconocida
hasta el momento; y CUTE (colitis de tipo o etiologia incierta), refiriéndose a la
imposibilidad de diagndstico debida a colitis fulminante sin antecedentes, ya que
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Introduccion.

se impone la necesidad de la colectomia y la gravedad del proceso impide el
diagnéstico diferencial entre CU y EC [100].

. Epidemiologia.

La EII se considera una enfermedad del siglo XX, cuya incidencia ha
aumentado de forma considerable a lo largo de este siglo, especialmente a partir
de la Segunda Guerra Mundial en Europa y América del Norte, tanto en el caso
de la EC como en el de la CU [101-103]. De forma global, la incidencia de la CU
es mayor a la de la EC [104, 105]. Este incremento de incidencia en los paises
desarrollados ha sido corroboradora en diferentes estudios. Los datos de paises
subdesarrollados son menos fiables debido a defectos en el disefio y la
metodologia de dichos estudios pero aun asi, los datos demuestran una menor
incidencia en dichas zonas. En una zona geografica concreta, el incremento de
incidencia de CU precede al de la EC con una diferencia temporal de unos 15-20
anos [106-110], lo cual permite establecer una relacién entre la aparicion de
ambas manifestaciones.

En la mayoria de los casos el incremento de incidencia va seguido de una
etapa de estabilizacion de las cifras epidemioldgicas, sobre todo en el caso de la
CU. Sin embargo, es posible que aun no se haya alcanzado dicha etapa en el
caso de la EC o en las zonas de baja incidencia [111].

Espafia ha sido considerada como una zona con una incidencia media [112,
113] o elevada [114], dependiendo del estudio considerado y de la zona
incluida en él. Navarra y Asturias son las provincias con unos datos de incidencia
mas elevados.

El grupo de poblacidon preferentemente afectado en zonas con una alta
incidencia es aquel con edades comprendidas entre los 20 y 40 afios, tanto para
CU [115, 116] como para EC [110, 117]; mientras que en zonas de escasa
incidencia, ésta no presenta diferencias importantes segiun la edad.
Posteriormente, existe un segundo pico de incidencia de menor relevancia entre
la poblacidn mayor de 60 afios, aunque éste puede reflejar Unicamente un
diagnostico tardio en esta poblacién. Recientemente se ha propuesto una
distribucién bimodal para la incidencia de la EII, en la que los dos picos de
incidencia anteriormente citados presentan distinta importancia segun se trate
de EC o CU; asi el pico de mayor importancia en el caso de la EC es el de la
poblacién joven, mientras que en la CU ocurre lo contrario [118]. Con un interés
clinico cada vez mayor, la EIl pediatrica se mantuvo estable en términos de
incidencia desde la Segunda Guerra Mundial, aunque en los Uultimos anos se ha
observado una tendencia a la alza en un amplio abanico de localizaciones
geograficas [119-125], con algunas excepciones como el caso de Polonia, en la
que la incidencia ha disminuido [126]. De forma general, en la poblacién
pediatrica predomina la EC sobre la CU [127].
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La distribucion de la enfermedad en relacion al sexo ha sido cambiante a lo
largo del tiempo, aunque en la actualidad se considera de forma general que la
incidencia es mayor en el caso de la EC en mujeres en las zonas con una elevada
incidencia, mientras que en lo que se refiere a la CU existe una predominancia
en los hombres [106, 128]. Igualmente, el grado de extensién de la enfermedad
también se ha visto modificado a lo largo de los ultimos afios, con una evolucion
hacia una enfermedad menos extensiva, lo que puede explicarse igualmente por
la mejora en el manejo de la enfermedad.

Los aspectos geograficos y/o de localizacidon, como se ha demostrado en
muchos estudios epidemioldgicos, desempenan un papel importante en el caso
de la EII. Aunque las primeras teorias trataban de demostrar la existencia de un
gradiente norte-sur [129-132], esta hipétesis perdié importancia en un estudio
llevado a cabo en veinte centros europeos, entre otros [133-135]. Sin embargo,
se ha demostrado la existencia de un gradiente este-oeste [136-139], aunque la
importancia de dicho gradiente va disminuyendo a lo largo de los afios y el ritmo
de crecimiento de la enfermedad en la actualidad es mayor en paises orientales,
debido a la influencia de factores ambientales o tal vez a las practicas clinicas
mas desarolladas en Occidente, lo que permite la estabilizacion de los datos de
incidencia [140]. Otro aspecto caracteristico de la EII es la uniformidad en la
incidencia dentro de un mismo pais, que parece estar relacionada con las
fronteras y no con los limites naturales [108, 141]. Asimismo, existe un mayor
riesgo en grupos de poblacidn con un mayor estatus socioecondmico [142-145],
aunque esta observacién no se ha corroborado en estudios posteriores [146-
148]. La plausible asociacion entre el nivel socioeconémico y la EII puede
explicarse a partir de la “teoria de la higiene”, en la que el nuevo modo de vida,
el ambiente mas limpio y las practicas cotidianas relacionadas con la higiene
evitan la exposicion a microorganismos durante las primeras etapas de la vida,
lo cual podria modificar la respuesta inmune tras el contacto tardio con dichos
agentes infecciosos en la edad adulta, alterandose el equilibrio entre la
respuesta Thl y Th2 [149-151].

En el estudio de la influencia de la raza en el desarrollo de la EII se ha
demostrado que la etnia judia presenta una mayor incidencia en varios estudios
[152-155]. El disefio de estos estudios no permite establecer una relacién global
entre la poblacién judia y la enfermedad, aunque si demuestra que un cierto
grupo de individuos de origen judio presenta una predisposicion para la EC. Por
otro lado, aunque en un principio se pensé que la EII era una enfermedad que
sOlo afectaba a individuos de raza blanca, posteriormente se ha demostrado que
puede afectar a una poblacién muy diversa.

A lo largo del siglo XX se ha analizado el papel de distintos factores
ambientales como factores de riesgo para la EII, basandose en la hipotesis de
dicha enfermedad como una interaccion entre la susceptibilidad genética y
determinados componentes ambientales que dan lugar a la respuesta
inmunoldgica alterada. Los resultados en la mayoria de los casos han sido
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negativos, con datos inconsistentes, incapaces de demostrar la influencia de
dichos factores (ver mas adelante).

El Unico factor ambiental cuyos datos epidemioldgicos son concluyentes y por
tanto permiten establecer una relacion taxativa con la EII es el tabaco. En
efecto, se ha observado una capacidad protectora del tabaco en la CU [156-
159], siendo el porcentaje de fumadores dentro de los pacientes con CU sdlo del
10-15% [160]. En contrapartida, fumar es un factor de riesgo para la EC,
actuando como un componente importante en el desarrollo de la enfermedad o,
una vez que ésta se ha establecido provocando un aumento de la gravedad de la
misma [161-168]. Algunos estudios hablan de un porcentaje de entre el 45 y el
55% de fumadores dentro del grupo de pacientes afectados por la EC, mayor
que en la poblacién total [169]. El efecto del tabaco en la EII estd relacionado
ademas con el sexo, siendo el efecto perjudicial mas importante en el caso de
las mujeres [170], y el efecto protector en la CU mas relevante en el sexo
masculino.

Otros resultados concluyentes son los obtenidos en los casos de
apendectomia que demuestran una disminucion del riesgo de CU en los
individuos sometidos a la extraccion del apéndice en etapas tempranas de la
vida [171-179].

Hasta la fecha no se ha demostrado una relacién directa de ningln agente
infeccioso con la EII, aunque se han desarrollado varios estudios dentro de esta
linea de investigacion. En la EC el principal candidato es Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis [180-183], aunque Mycobacterium kansasii [184],
Listeria monocytogenes [185], Pseudomonas maltophilia [186] y Mycoplasma
[187] también han sido objeto de estudio. En la CU los microorganismos
estudiados son muchos, incluyendo diversas especies del género Bacillus,
Chlamydia, Bacteroides [188, 189], E.coli adherente [190] o, mas
recientemente, Fusobacterium varium [191, 192]. El papel en la etilogia de la
EIl de determinados virus ha sido analizado a lo largo de la historia [193-195].
En cualquier caso los resultados son negativos, ya que hasta el momento no ha
sido posible establecer una relacion causal entre alguno de estos
microorganismos y la EII. Recientemente se ha publicado un articulo que recoge
datos epidemioldgicos y de laboratorio que ponen de manifiesto el posible efecto
protector de la infeccidn gastrica de H. pylori en la EII, con una disminucion de
un 13% aproximadamente en la poblacidon afectada por dicha infeccién en el
grupo de pacientes con EII [196].

Globalmente, la emergencia de la EII en términos epidemioldgicos puede ser
considerada como un resultado de la disminucién de la mortalidad perinatal
[197] durante este siglo. La mejor higiene y nutricidon junto con el avance en los
cuidados pediatricos y maternales han permitido que aumente el nimero de
ninos mas o menos vulnerables que sobreviven a una determinada infeccién o
proceso autoinmune, y que en la actualidad han dado lugar al incremento en la

11
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Introduccion.

incidencia de la EII. Esto explica a su vez la relacién de la patologia con un nivel
socioecondmico elevado. Asimismo, la exposicion temprana de estos individuos a
un determinado agente infeccioso puede ser importante [198].

El posible mecanismo implicado es la modificacién de la flora gastrointestinal,
ya que la colonizacién en los primeros estadios de la vida va a determinar dicha
microflora [199, 200]. Igualmente, los cambios en cuanto a la higiene y la
alimentacién que se han producido en este Ultimo siglo pueden alterar la
composicidn de la flora intestinal.

Etiologia.

La EII es una patologia idiopatica, cuya etiologia no se encuentra
completamente esclarecida hasta la fecha. Aunque ciertas infecciones pueden
dar lugar a una patologia tisular semejante a la de dicha enfermedad, ya hemos
mencionado que no se ha identificado una relacién causal con ningun agente
infeccioso o microorganismo. La hipdtesis mas aceptada actualmente es la
existencia de una respuesta inmune no regulada a nivel de la mucosa intestinal
llevada a cabo fundamentalmente por células T CD4* ante antigenos de las
bacterias de la flora entérica en un paciente genéticamente predispuesto, dando
lugar a una inflamacién intestinal crénica. Dicha reaccién puede verse
modificada, regulada o modulada por diversos factores ambientales (consumo de
tabaco, por ejemplo). De este modo, la EII se debe a una compleja interaccion
entre factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos.

3.1. Factores genéticos.

La EII puede ser considerada como el resultado de la interaccidon entre una
herencia genética con un patrén no mendeliano y un componente ambiental, lo
que provoca una respuesta inmune incontrolada, responsable de la enfermedad.
La predisposicion genética a padecer la enfermedad queda demostrada con la
variabilidad de incidencia de la misma entre distintos grupos étnicos, como es el
caso de la elevada incidencia y prevalencia en la poblacién judia, incluso cuando
se compara ésta con otros grupos étnicos dentro de la misma localizacién
geografica [201, 202].

Los datos obtenidos a partir de la epidemiologia familiar demuestran
asimismo una agregacién familiar en la predisposicién a padecer la enfermedad
[203-205]. Ademas, se confirma la relacidon etiolégica entre la EC y la CU, ya
que la agregacion familiar existe en ambos casos no sélo de forma directa, sino
también de forma cruzada, es decir, una mayor probabilidad para ambas
manifestaciones dentro de una misma familia predispuesta [206-208].
Comparativamente, el componente familiar es algo mas relevante en la EC
[149, 209, 210]. Estudios realizados en mellizos y gemelos [211, 212] han
demostrado una tasa de concordancia mayor en el segundo caso, tanto para la
EC como para la CU, aunque superior en aquélla [213]. Sin embargo, los
factores ambientales también han de cumplir un papel importante, ya que no
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existe un 100% de concordancia entre gemelos monocigdticos [214-217]. Todas
estas observaciones se complementan consistentemente con los datos negativos
obtenidos en estudios comparativos de la incidencia en esposos y entre
familiares que han desarrollado la enfermedad y que se encuentran separados
geograficamente tanto en el comienzo como en el desarrollo de la misma. En
definitiva, existe un obvio componente genético en el desarrollo de la EII.

El complejo modelo etiopatogénico de la EII viene determinado por la
intervencion de factores ambientales y su interaccién con la genética, la relacién
genética entre EC y CU, la mayor participacién del componente genético en la
primera, la existencia de /loci y genes especificos implicados y el hecho de que
diferentes genes puedan causar el mismo fenotipo desde el punto de vista
clinico. Teniendo en cuenta lo anterior, la EII no responde a un modelo de
herencia mendeliano, aunque es posible que este modelo pueda ser adecuado en
algun tipo o subtipo concreto de la enfermedad. El modelo poligénico propuesto
por McConnell no permite explicar la agregacién familiar. Asi, un modelo multi-
locus u oligogénico seria adecuado para explicar las caracteristicas
patofisioldgicas de la enfermedad, la relacion entre EC y CU, asi como los
aspectos familiares de la EII [218-220]. La EII podria ser considerada como un
grupo heterogéneo de desdrdenes, siendo cada uno de los componentes de la
misma un defecto oligogénico debido a la interaccidon de un pequefio niumero de
genes y con la contribucidn de determinados genes modificados, algunos de los
cuales pueden ser compartidos por ambas manifestaciones [221].

La intensa investigacion genética, aunque con escasa utilidad clinica permite
la deteccidn de variantes genéticas que desempefian un papel en el desarrollo de
una determinada patologia. Los estudios de asociacidn genética han propuesto
mas de 30 /oci relacionados con la EII hasta el dia de hoy [222], confirmandose
asi la hipdtesis de una enfermedad poligenética compleja:

- IBD1: localizado en el cromosoma 16, fue el primero en descubrirse y
el que cuenta con un mayor apoyo cientifico [223]. Incluye el gen
NOD2/CARD15, localizado en 16g21 [224, 225], cuya modificacién esta
relacionada con la EC [226-228]. Esta relacidon no ocurre en todos los
grupos poblacionales, ya que por ejemplo no sucede en Asia [229-
231]. Se han caracterizado tres mutaciones diferentes en este gen
(Arg702Trp, GIly908Arg and Leul007insC). De igual forma, estas
mutaciones se relacionan con una localizacién ileal y no coldnica,
excluyendo asimismo a la CU [232, 233]. La proteina codificada por el
gen en cuestién (NOD2) pertenece a una superfamilia de reguladores
de la apoptosis expresada en monocitos, y por tanto, sus variantes dan
lugar a una muerte celular programada alterada en este tipo celular;
por otro lado, las variaciones de NODZ2 alteran la interaccion de la
proteina NOD2 con el muramildipéptido (MDP) o el LPS, modificandose
la activacion del factor de transcripcidon nuclear NFkB, que se traduce
en una activacion deficiente de dicho factor de transcripcion y a un fallo

13
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Introduccion.

en la respuesta desencadenada por las bacterias que se encuentran en
el lumen [234, 235]. Por otro lado, la activacién de NFkB a través de
TLR (Toll like receptors, receptores tipo Toll) puede aumentar debido a
la mutacién del gen NOD2, ya que la proteina en cuestién actua
modulando este proceso, es decir, frenando la activacién de este factor
de transcripcion. Los TLR son receptores que participan en la respuesta
inmune innata, ya que reconocen patrones moleculares conservados de
la estructura de microorganismos, dando lugar a la activaciéon de
diversas vias de sefalizacion.

IBD2: localizado en la region 12g14. Aunque en un principio se postuld
la existencia de dos loci diferentes, uno para EC y otro para CU, la
asociacion con la ultima es mas importante [236-238]. Aunque varios
genes han sido investigados dentro de esta regién como candidatos, en
la mayoria de los casos soOlo se han obtenido resultados poco
concluyentes, como en el caso del IFN-y [239, 240], el NRAMP2 [241],
la metaloproteinasa 18, el receptor de la vitamina D (VDR) [242, 243],
la integrina B7, la queratina 8 [244] o la advillina [245]; o resultados
controvertidos, como en el caso de STAT-6 [246-249].

IBD3: localizado en 6p21.3. Incluye diferentes genes candidatos dentro
del complejo principal de histocompatibilidad, algunos de los cuales,
concretamente diferentes alelos dentro del MHC de clase II podrian
estar relacionados con la CU, como HLA-DR2, HLA-DRB1*1502, HLA-
DR9 y HLA-DRB1*0103 [250, 251] y con wuna localizacién
exclusivamente colénica de la EC [252]. El gen que codifica para la
citoquina TNF-a se encuentra asimismo dentro de esta region, y la
mutacién -308 G/A SNP se ha relacionado con un riesgo elevado de CU
[253-256], aunque otras mutaciones en el mismo (-857 C/T SNP por
ejemplo) parecen disminuir el riesgo de padecer EII [257, 258].

IBD4: localizado en el cromosoma 14, en la regidon 14q11-q12 esta
relacionado con la susceptibilidad para padecer EC [259-261]. Entre los
genes candidatos se encuentran los que codifican el receptor de células
T a/d (TCR), la IL-25, citoquina relacionada con la respuesta Th2 y con
capacidad limitante de procesos inflamatorios patoldgicos a nivel del
tracto gastrointestinal [262], aunque la relacién de este gen con la
enfermedad es controvertida [263].

IBD5: situado en la regiéon 5q31-33, es junto con el IBD1 uno de los
loci mas estudiados en EII, relacionado concretamente con la EC, con
un comienzo temprano de la misma o con una elevada frecuencia de
enfermedad perianal [264-270]. También se ha relacionado
recientemecnte con la CU, aunque esta asociacion es mucho menos
convincente hasta el momento [271]. El gen que codifica el
transportador de cationes organicos (OCTN) se ha asociado con la EC,
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fundamentalmente con una localizacidon coldnica y no exclusivamente
ileal, aunque también con la CU, de forma menos importante [272-
277]. Su relacién con la EII podria explicarse por la alteracion en la
erradicaciéon de los patégenos luminales que se produce de forma
asociada a la mutacion de dicho gen. El gen DLG5 (10g22-23),
relacionado con la integridad de las células intestinales, presenta una
vinculacién con la EII [278], ya que la mutacion del mismo provoca
una alteracién de la permeabilidad intestinal. La proteina codificada por
el gen MDR1 actla como una bomba dependiente de ATP para la
eliminacion de toxinas y xenobidticos intracelulares [279], y el
polimorfismo de dicho gen se relaciona con la EII [280-282]. Incluido
también en este locus, el polimorfismo del gen que codifica la IL-6 se
ha relacionado exclusivamente con la EC [240, 283, 284]. Ademas,
esta region comprende otros genes susceptibles como los
correspondientes a las interleukinas 3, 4, 5 y 13 [285], el factor 1
regulador de IFNy (IRF-1) [265], el factor 2 estimulante de colonias y
una regiéon relacionada con la susceptibilidad a la colitis inducida por
DSS en ratén [286].

IBD6: localizado en la regidén 19p, este locus confiere susceptibilidad a
padecer ambas manifestaciones, EC y CU [264, 266, 268, 287, 288].
Contiene genes como el del receptor del tromboxano A,, la hidrolasa de
leucotrieno B4, TYK2 y JAK3, si bien sélo existen datos positivos en el
caso de la EC fistulizante y el gen de ICAM-1 [289] o el de la
subunidad C3 del complemento [290].

IBD 7: este locus, situado en el brazo pequefo del cromosoma 1
contiene el gen que codifica el TGF-B2, que es una citoquina
antiinflamatoria implicada en el crecimiento y la diferenciacion de
células epiteliales intestinales [291, 292]. Su asociacion con la EC pero
no con la CU debe ser estudiada con mayor profundidad [293].

IBDS8: localizado en el mismo cromosoma que NOD2 (16p), este locus
se solapa a IBD1, pero es independiente del mismo [294].

IBD9: el gen que codifica el receptor de RANTES, es decir, CCR-5, se
encuentra en el cromosoma 3 (3p) y confiere susceptibilidad para la
EII, y de forma mas concreta para las lesiones anales en la EC [295,
296]. Otros genes integrados en este locus son el de CCR-9 o el de la
IL-12.

Otros genes: IL23R e IL12B [252, 297-300], ATG16L1 (proteina
relacionada con la autofagia 16, similar a 1) [252, 299, 301-309];
IRGM (immunity-related guanosine triphosphate) [304, 310-313];
PTPN2 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2) [304, 310];
TLR [314-317]; NOD1/CARD4 [318]; IL-11 [319]; IL-18 [320].
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Introduccion.

Principales regiones y genes en la EII

Gen Funcién
Regulacion apoptosis monocitos ; reconocimiento

NOD2/CARD15 bacterias (MDP); activacion NFkB.
IL-4R Subunidad alfa del receptor de IL-4; respuesta Th2.
ITGAM (CD11b) Integrina alfa-M.
VDR Receptor de la vitamina D.
STAT-6 Respuestas bioldgicas mediadas por IL-4; respuesta
Th2.
Citoquina con propiedades antivirales,
IFNG (IFN-y) inmunorreguladoras y antitumorales; activador de
macrdéfagos.
ITGB7 Recirculacion de linfocitos hacia el sistema
(Integrina B7) digestivo.
MHC-II (HLA) Reconomiento de epitopos.
IL25 (IL-25) Citoquina que activa NFkB; produccion de IL-8.
OCTN Transporte de cationes organicos.
cD14 Antigeno superficie de monocitos-macréfagos;
inmunidad innata frente al LPS.
TXA2R Receptor tromboxano A2 ; agregacion plaguetaria.
ICAM-1 Unidn a integrinas.
Inhibicidn del crecimiento de linfocitos T
TGFB2 colaboradores y citotdxicos inducido por el
antigeno.
Desconocido (independiente de IBD1)
Receptor de quimioquina expresado en linfocitos T
CCR-5 . . b .
y macrofagos; entrada virus en macrofagos.
Receptor de quimioquina ; reclutamiento de
CCR-9 ) - . . .
timocitos hacia el tracto gastrointestinal.
IL12A Subunidad de la IL-12 de 53 kDa ; induccion de
IFN-y; diferenciacién de Thl y Th2.
TLR4
TLR1 . . o
Respuesta inmune innata ; reconocimiento de
TLR2 .
patdgenos
TLR6
TLRS
NOD1/CARD4 Reconoam_lent_o de_ ba,lc_terlas (acido
diaminopimélico)
CCL20 Quimioquina con accion sobre linfocitos Ty By

células dendriticas.
Produccion de inmunoglobulinas por linfocitos B;
IL-11 proliferacion de células madre hematopoyéticas y
células porgenitoras megacariociticas.

IL18 (IL-18) Induccion de la produccion de IFN-y.
ATG16L1 Autofagia.
IRGM Autofagia ; control de micobacterias intracelulares.
PTPN2 Sefializacion celular.

Tabla 1: principales genes relacionados con la EII.
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A priori, cabria esperar que los genes candidatos para la susceptibilidad a EII
estuviesen implicados en la regulacion del equilibrio entre células inmunoldgicas,
la respuesta a la flora intestinal y la produccién y liberacidon de citoquinas
durante la reaccién inmunoldgica y la curacidn de la mucosa intestinal.
Efectivamente, los datos mas recientes obtenidos mediante estudios de
asociacién gendémica, indican que los fendmenos o procesos patofisolégicos con
potencial importancia en el desarrollo de la enfermedad son la imnunidad innata,
la autofagia, la apoptosis, las respuesta Th17 (IL-23) y Th1 (IL-12), la activacién
de células T y la inmunosupresién [321].

Existe una relacion genética entre EC y CU, ya que algunos genes
predisponentes son comunes a las dos; si bien otros genes pueden ser los
responsables de la aparicion o derivaciéon hacia una entidad concreta dentro de
la EII. Ademas de dicha relacién entre ambas enfermedades, existe una relacidn
genética de la EII con otras enfermedades autoinmunes como la psoriasis [322-
325], la espondilitis anquilosante [326] o la diabetes tipo I [303], lo cual queda
demostrado con la susceptibilidad a padecer dichas enfermedades relacionada
con las variaciones o0 mutaciones con genes asociados asimismo a la EII.

3.2. Factores ambientales.

La interaccion de los factores ambientales con la genética en un determinado
individuo predispuesto puede ser el determinante Ultimo de la evolucién y el
resultado final de dicha enfermedad en ese individuo concreto. Entre estos
factores ambientales se encuentran los siguientes:

- Estrés: El tracto gastrointestinal, asi como el sistema inmune, pueden
verse afectados por esta respuesta, en la que desempefia un papel
fundamental el sistema nervioso. El sistema nervioso entérico se
encarga de la coordinacion de diversas funciones fisiolégicas en el
tracto gastrointestinal, en particular de la motilidad, el transporte
hidroelectrolitico, las funciones endocrinas y exocrinas y la
microcirculacion [327]. Desde la mitad del siglo XX se ha considerado
la EII como un trastorno con un destacable componente psicosomatico
[328-332], aunque en 1990 se demostrd que los estudios llevados a
cabo hasta entonces no eran fidedignos, ya que el protocolo
experimental en muchos de los estudios en cuestién no era adecuado
y podia dar lugar a una interpretacién errénea de los resultados [333],
lo que hizo que se descartara al estrés como la causa principal de la
EIl, a lo que contribuyd el avance en el conocimiento de la etiologia de
la enfermedad, y la implicacion de multiples factores en la misma. Sin
embargo, posteriores estudios tanto en animales [334-338] como en
humanos [339-342] han demostrado un papel importante del estrés
no tanto en la etiologia como en la evolucidon y en la aparicién de
recaidas en la EII. Los estudios realizados demuestran que el estrés
provoca un aumento de la permeabilidad intestinal [343-345] y de la
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motilidad [346, 347], asi como una mayor secrecion de agua y de
iones [348-350] y una alteracién de la interaccion entre las bacterias y
la mucosa [351], mecanismos que forman parte de las alteraciones en
la EII y que pueden contribuir al empeoramiento de la misma.
Asimismo se ha demostrado que el efecto del estrés sobre la EII es
dependiente de la inervacién colinérgica y de los mastocitos [352,
353]. El factor liberador de corticotropina (CRF) juega un papel crucial
en dicho efecto, como se ha demostrado en diversos experimentos
realizados en animales [354-360]. En humanos los datos disponibles
son mucho mas limitados, aunque se ha observado un aumento en la
expresion de CRF en células mononucleares de /lamina propria
procedente de pacientes con CU [361, 362]. Segun lo expuesto, el
efecto del estrés en la EII puede explicarse por la activacién de
neuronas entéricas que liberan neurotransmisores como CRF o
sustancia P (SP), las cuales actian sobre mastocitos produciendo una
serie de mediadores que provocan la alteracion de la permeabilidad y
de la interaccién de las bacterias con la funcidon de la barrera epitelial,
lo que desencadena la activacion de células inmunes. Algunos estudios
han sido tratado de demostrar el efecto terapéutico en la reducciéon del
estrés en la EII, aunque los resultados son contradictorios [363-365].

Dieta: el epitelio intestinal constituye el primer punto de contacto del
individuo con los alimentos ingeridos (fuente de antigenos extrafios), y
por tanto la respuesta ante éstos puede considerarse como una
reaccion inmune controlada. La duracion de esta reaccién asi como la
autolimitacidon de la misma (tolerancia oral) determinan su intensidad,
pudiendo actuar dichos antigenos como factores potencialmente
causantes de trastornos a nivel del sistema digestivo. En los ultimos
40 afios se han llevado a cabo multiples estudios con el fin de valorar
la posible relaciéon de diferentes componentes de la dieta con la EII,
como la leche y los productos lacteos [366-368], la margarina [369],
los cereales [370], la comida rapida [371] o las bebidas de cola [372].
A pesar del esfuerzo realizado, no se ha podido demostrar que
ninguno de los alimentos que han sido estudiados sea realmente un
componente etioldgico de la enfermedad [371-379]. La mayoria de los
estudios llevados a cabo relacionan componentes de la dieta occidental
con la EII, fundamentalmente las grasas w-6 y el uso de carbohidratos
refinados, como la sacarosa. La alteracién del componente lipidico de
la dieta y del equilibrio en acidos grasos de la misma podrian ser los
responsables del incremento en al actividad de la enfermedad [379,
380]. Esta hipotesis se ve apoyada por el efecto beneficioso de los
acidos grasos -3 en algunos estudios, presentando un efecto
antiinflamatorio [381-388]. Preparaciones a base de aceite de pescado
conteniendo EPA y DHA han sido beneficiosas en la EC [389-391] y CU
[392-396]. Los acidos grasos de cadena corta y la capacidad de
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metabolizacion preferente por parte de los colonocitos podrian
representar un mecanismo importante y beneficioso en la enfermedad,
especialmente en la CU [397, 398]. Asimismo, la comida rapida, con
un alto contenido en grasa, se ha asociado tanto con la CU como con
la EC [371, 372].

La lactancia materna disminuye el riesgo en el desarrollo tanto de
CU [399-401] como de EC en el nifio [402, 403], siendo el riesgo
inversamente proporcional a la duracion del perodo de lactancia.
Diversos mecanismos pueden explicar esta capacidad protectora de la
leche materna, como la proteccion frente a infecciones
gastrointestinales [404-406], la capacidad de potenciar el desarrollo
de la mucosa intestinal y de la capacidad inmunoldgica [407-410], o el
retraso del contacto con la leche de vaca, fuente de potenciales
infecciones, incluso de Mycobacterium avium paratuberculosis [411], y
con un efecto perjudicial en la EII [367, 412, 413].

Los pacientes de EII presentan una dieta rica en azUcares
refinados con frecuencia [414, 415]. Este tipo de alimentos han sido
propuestos como factor de riesgo en EC [377, 416, 417] y en CU [418,
419]. El efecto beneficioso de una dieta con niveles reducidos de
azucares refinados no ha sido confirmado en otros estudios [420]. Un
problema fundamental de estos estudios es la asociacidon entre
tabaquismo y consumo de azlcares refinados, de forma que el efecto
puede achacarse posiblemente a aquél.

Por otro lado, no se han encontrado evidencias de asociacién entre
alergias alimentarias y el desarrollo de EII [421, 422], mientras que la
valoracion del papel de una intolerancia alimentaria en la patogénesis
de la enfermedad conlleva dificultades importantes [423, 424].

Todo lo anteriormente expuesto demuestra un potencial papel de
la dieta en la etiologia de la enfermedad, pero en ningln caso esto ha
sido demostrado definitivamente. Los cambios en el estilo de vida que
pueden explicar la evolucidn epidemioldégica de la EII no sdlo
comprenden las modificaciones de los habitos alimentarios por tanto,
otros factores ambientales pueden explicar dicha evolucidn.

Tabaco: como ya se ha expuesto, el tabaco es, junto con la
apendectomia, el factor ambiental mas importante en la etiologia de la
EII. El comportamiento es diferente en las dos variantes con un efecto
protector del tabaco en la CU [156-159] y un empeoramiento en la EC
[161-168]. Existe una relacion con el sexo, asi la importancia del
efecto protector es mayor para hombres, y las mujeres son mas
susceptibles al efecto perjudicial. La accién del tabaco sobre la EII se
pone de manifiesto igualmente en la modificacion del curso y de las
caracteristicas de la enfermedad ya establecida, ya sea una mejoria en
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el caso de la CU o una mayor gravedad en el caso de la EC, lo que se
materializa en la necesidad de «cirugia o de tratamiento
inmunosupresor, la aparicién de complicaciones (fistulas o estenosis
en el caso de la EC, o pouchitis o esclerosis colagenosa en el caso de
la UC), recaidas o recurrencias, periodos de hospitalizacién, etc [164,
425-434]. La accion de la nicotina sobre el sistema inmunoldgico ha
sido demostrada en diversos estudios que exponen un extenso
repertorio de efectos por parte de dicha sustancia [435-439], aunque
el efecto del tabaco puede deberse, al menos en parte, a otras
sustancias presentes en él. El efecto protector en la CU puede deberse
a la capacidad del humo del tabaco para disminuir la secrecién de IL-8
e IL-1B [440], junto con la hipoperfusién a nivel rectal [441]. La
explicacion mecanistica en el caso de la EC puede ser la potenciacion
de la isquemia multifocal gastrointestinal por parte del tabaco y en
concreto el CO contenido en él, que impide la vasodilataciéon de los
microvasos implicados en la zona inflamada, lo que da lugar a la
aparicion de ulceraciones y fibrosis [441, 442].

La terapia farmacoldgica basada en la nicotina ha demostrado
ciertos efectos beneficiosos en la CU [443-445]. El mecanismo para su
uso terapéutico en la CU es desconocido, aunque un efecto a nivel de
la motilidad intestinal junto con acciones antiinflamatorias podria
explicar esta opcidon. Su administracién se realiza mediante parches
transdérmicos, aunque existen otras posibilidades con menores niveles
sanguineos y por tanto, menos efectos adversos, como las
formulaciones orales o rectales o las de liberacién retardada.

Apendectomia: la extirpacion del apéndice, especialmente en edades
tempranas, conlleva un efecto inmunomdulador que determina la
proteccidon frente al desarrollo de CU [175, 176, 179, 446-448]. La
apendectomia realizada antes del desarrollo de la CU supone una
reduccién en la incidencia de la enfermedad, una mayor edad de
debut, una enfermedad menos activa, una reduccién de la necesidad
de corticosteroides o azatioprina, asi como una menor tasa de recaidas
y riesgo de colectomia [177, 178, 449]. De hecho, el niumero de
individuoa sometidos a este tipo de intervencién dentro del grupo de
pacientes con CU es reducido [111].

Anticonceptivos orales: el uso prolongado de anticonceptivos orales
es un factor controvertido en cuanto a su contribucién al desarrollo de
la EII [135, 450], de forma especialmente importante en la EC [451-
453], pero también en la CU [454]. La evolucidon de la enfermedad
parece no ser modificada por la anticoncepcién oral [455]. El
mecanismo implicado puede ser la formacién de microtrombos y de
infartos locales a nivel de la microvasculatura intestinal [442].
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Flora bacteriana entérica: la pérdida de tolerancia frente a la flora
comensal entérica es una de las hipotesis etiopatogénicas de la EII
[456-458], es decir, las bacterias no patogénicas que colonizan el
intestino participan en la patogénesis de la EII [459, 460]. Junto al
papel de la flora comensal, un desequilibrio entre ésta y las bacterias
potencialmente patdégenas en el intestino podria tener un papel
importante en el desarrollo de la EII, asi existe una mayor cantidad de
bacterias adherentes en pacientes con EC que en individuos control
[461, 462]. Las bacterias de la flora entérica promueven la expresion
de moléculas de adhesion y citoquinas por parte de las células
epiteliales intestinales [463-466]. La activacion de las células
epiteliales mediante la estimulaciéon de TLR constituye un mecanismo
inmunoldgico de tipo innato que puede participar en dicha interaccién,
ya que los TLR expresados en la superficie de las células epiteliales
reconocen patrones moleculares de la estructura de |los
microorganismos, por lo que las bacterias comensales son una
importante fuente de ligandos para TLR. Las alteraciones en el perfil
de estos receptores puede dar lugar a una respuesta equivoca frente a
la flora intestinal en el caso de los pacientes de EII [317, 467-473].

Por otro lado, las defensinas son péptidos con caracter
antimicrobiano producidos por las células intestinales (células de
Paneth) y cuyo papel en la patogénesis de la EII, especialmente en la
EC, se estd analizando en la actualidad [474-480]. Diferentes estudios
muestran una menor produccion de defensinas en el epitelio intestinal
de pacientes con EC, pero no en CU [481, 482]. Las defensinas a nivel
intestinal participan en el mantenimiento del equilibrio entre la
proteccién frente a los patdgenos y la tolerancia a flora entérica
normal [483]. Una alteracién en el patron de expresion o
comportamiento de las mismas puede estar implicada en la etiologia
de la EII, lo que demuestra el papel de la alteracion de flora intestinal
en la EII.

La manipulacion de la flora entérica se ha propuesto como una de
las estrategias terapéuticas plausibles en el manejo de la inflamacién
intestinal cronica. Se han realizado diversos estudios con animales, asi
como algunos ensayos clinicos, para verificar el efecto de antibidticos,
prebidticos y probidticos en la EII. El uso de antibidticos se ve limitado
por el riesgo de crecimiento excesivo de ciertas especies patdgenas, la
eliminacidon de parte de la flora comensal, la falta de especificidad vy el
desarrollo de resistencia a largo plazo. Varias son las moléculas con
propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras que han sido
ensayadas o estudiadas, como el ciprofloxacino [484-489], farmacos
antituberculosos [182, 490-499], agentes antituberculosos especificos
frente a Mycobacterium paratuberculosis [500]; el trimetroprim [501,
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502] o la rifaximina [503-506], entre otros, aunque los Unicos datos
concluyentes son aquellos que avalan el uso del metronidazol en la EC
perianal [507-510].

El término “probidtico” define a los microorganismos vivos
(bacterias o levaduras) que se ingieren en la dieta con la capacidad de
alterar la microflora entérica, dando lugar a un efecto beneficioso para
la salud [511, 512]. Se han observado interesantes efectos
beneficiosos de los probidticos en modelos animales de colitis [513-
522]. Los datos en animales han planteado la necesidad de estudios
del uso de probidticos en humanos mediante los ensayos clinicos
oportunos. En la CU destaca la capacidad de mantenimiento de la
remisiéon por parte de Escherichia coli cepa Nissle 1917 [523-527],
Lactobacillus acidophilus o Bifidobacterium bifidum [528] (Ishikawa H.
Gastroenterology 2000; 118: A4171). Una mezcla de probidticos, el
VSL#3, que contiene Lactobacillus, bifidobacterias y una especie de
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus, previene y mejora la
pouchitis y potencia el mantenimeinto de los periodos de remisién en
la CU [529-531] (Gionchetti P. Gastroenterology 1999; 116: A723). En
la EC diversos estudios sugieren que Saccharomyces boulardii, una
levadura probidtica, presenta cierta eficacia [532-534] o, en menor
medida, E.coli Nissle 1917 [535, 536] o Lactobacillus casei [537].

Otro hecho que demuestra la dependencia de la flora intestinal en
el desarrollo de la CU o la EC es la existencia de modelos
experimentales de colitis espontanea en animales en los que la
enfermedad sdélo se desencadena en condiciones ambientales
normales, es decir, en presencia de microorganismos que puedan
colonizar el intestino y constituir la flora entérica, lo que demuestra el
papel de la flora intestinal en el desarrollo de la EII. Este es el caso de
los ratones knockouts de IL-2 y TCRa [538, 539].

3.3. Factores inmunoldgicos.

Como se ha indicado anteriormente, una respuesta inmune exacerbada
frente a componentes luminales es la causante de la EII en los individuos
genéticamente predispuestos, aunque muchos aspectos de esta respuesta no se
conocen de forma certera y/o global hasta la fecha. Los modelos experimentales
en animales han permitido la estandarizacion de los factores genéticos y
ambientales para permitir asi profundizar en los mecanismos inmunoldgicos de
la patologia. Los principales actores en esta reaccion inmune incontrolada son
los linfocitos T CD4" [540-542]. Considerando los distintos subtipos de linfocitos
CD4", la EII no puede explicarse como un mero desequilibrio entre la respuesta
Thl y Th2, sino que una respuesta efectora exacerbada, ya sea de tipo Thl, Th2
o Th17 puede ser perjudicial y dar lugar a la EII, siendo el resultante dafo
tisular una consecuencia indirecta de las citoquinas de dicha respuesta inmune,
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como por ejemplo el TNF-a [543] y no una accidon directa de citotoxicidad.
Tradicionalmente, segun el paradigma Th1/Th2, la EC parece ser una respuesta
exacerbada de tipo Th1l, con un incremento de células T productoras de IFN-y
[544-547], aumento en los niveles de proteina y de ARN mensajero para IL-12
[548-550] y mayores niveles del factor de transcripcion STAT-4 [551]. Por el
contrario, la CU ha sido calificada como de tipo Th2 (aunque atipica), ya que se
produce un aumento en la produccion de IL-5 y una reduccién de IL-13 en
mucosa, aunque no se observe un incremento en el caso de la IL-4 [552-555].
Sin embargo, la idea excluyente entre Thl y Th2 es demasiado simplista, y es
posible que las dos respuestas coexistan, hasta cierto punto; de hecho, linfocitos
T aislados de lamina propria de tejido coléonico afectado por la CU producen
mayores cantidades de IFN-y que aquellas que proceden de individuos sanos
[552], lo que prueba la participacion de la respuesta Thl en la CU y por tanto la
posibilidad de una respuesta mixta. Recientemente, la contribucidon de la
respuesta Thl7 como efector en la EII ha sido puesta de manifiesto,
especialmente en el caso de la EC [556-559]. Junto con el aumento de los
procesos efectores, una disminuciéon de la funcidn de las células T reguladoras y
de las citoquinas antiinflamatorias que éstas y otros tipos celulares producen
pueden llevar a la descompensacion inmunoldégica y a la consiguiente
inflamacién crénica. Estudios en animales demuestran la importancia de las
células T reguladoras (CD4" CD25" Foxp3*) en la EII, los cuales han sido
recopilados recientemente en una revision [560]. En cambio, ademas de las
células T CD4*, existen otros tipos celulares que pueden intervenir en el
desarrollo y mantenimiento de la EII, como células T CD8" [561-564], células
Natural Killer o NK [565], células T NK [566], células dendriticas [567-571] y
células productoras de anticuerpos o linfocitos B [572, 573], entre otras.

. Fisiopatologia.

En la EII, tanto en la EC como en la CU, existe una activacion de la respuesta
inmune innata y adaptativa, lo que conlleva una pérdida de tolerancia frente a
las bacterias comensales entéricas [574, 575]. Las citoquinas y las quimioquinas
juegan un papel fundamental en el desarrollo de esta respuesta [576], ya que
en estos individuos se produce un desequilibrio entre las citoquinas
proinflamatorias o activadoras y las antiinflamatorias o reguladoras [577-580],
lo que implica la descompensacidon entre los mecanismos activadores que
aseguran la proteccién frente a microorganismos patégenos, y los mecanismos
inhibidores que evitan la exacerbacién de dichos procesos y permiten la
tolerancia oral a los alimentos y a los microorganismos de la flora entérica. De
hecho, la inhibicion de citoquinas proinflamatorias o el aumento de las
antiinflamatorias dan lugar a la reduccion de la inflamacién en varios modelos
animales de inflamacidn intestinal [581-583]. Los antigenos luminales van a ser
captados por las células presentadoras de antigenos (APC), es decir,
macrofagos, linfocitos B y células dendriticas, donde van a ser procesados y
presentados a través de las moléculas de MHC-II a los linfocitos T virgenes para
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Figura 1: Fisiopatologia de la EII, inflamacién en la mucosa intestinal.

gue éstos sean activados. La accidén de estos antigenos sobre las APC provoca la
liberacién de diversas citoquinas por parte de estas células. Entre estas
citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12, IL-18, IL-23, IL-27), algunas van a
promover la polarizacién de los linfocitos T virgenes o de tipo ThO hacia el
subtipo Th1l (IL-12, IL-18, IL-23 y TNF-a), de modo que cuando estos linfocitos
sean activados van a presentar un fenotipo Thl y produciran elevadas
cantidades de citoquinas proinflamatorias de tipo Thl (IL-2, IFN-y, LT) que
participan en la perpetuacion de la reaccion inflamatoria; o bien hacia el subtipo
Th17 que produce IL-17, IL-22 o IL-21 entre otras, y cuya diferenciacion
depende de la existencia de IL-6 y cantidades reducidas de TGF-$3, [584-587]. La
induccién de la respuesta Th2 esta orquestada por la IL-4, que a su vez, como
ocurre en el caso de la respuesta Thl, es la principal citoquina implicada en al
respuesta Th2, junto con la IL-5 o la IL-13. La diferenciacion de los linfocitos ThO
hacia células Treg, en la que participa de nuevo el TGF-B hace que, una vez
activadas, estas células liberen citoquinas con caracter antiinflamatorio (IL-10,
TGF-B), que tratan de frenar o contrarrestar la reaccion inflamatoria, pero que
en el contexto de la EII no van a ser suficientes y se van a ver superadas o
contrarrestadas por el caracter proinflamatorio de la respuesta. Con la misma
funcidon protectora o antiinflamatoria podemos encontrar los linfocitos T
pertenecientes al subtipo Th3, que producen elevadas cantidades de TGFB. Otras
de las citoquinas producidas por las APC van a presentar por si mismas un
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caracter proinflamatorio con capacidad de activar diferentes tipos celulares,
como linfocitos presentes en la lamina propria, células epiteliales intestinales y
macrofagos residentes en la mucosa intestinal, propagando y perpetuando asi la
reaccion inflamatoria. La activacion de macréfagos y células epiteliales conlleva
la produccién por su parte de quimioquinas que van a crear un gradiente
quimiotactico que favorece la extravasacién y la llegada de leucocitos desde el
torrente sanguineo hasta el foco inflamatorio. También son producidas
citoquinas antiinflamatorias como consecuencia de la activacién de macroéfagos y
células epiteliales, como la IL-1RA o la IL-11, que son igualmente incapaces de
frenar la masiva inflamacién en los pacientes de EII. Asi, en el paciente de EII
existe una incapacidad para controlar el estado de inflamacidén fisioldgica en el
intestino, y por cosniguiente, esta reaccidn se perpetia dando lugar a la
inflamacién crénica.

En la mucosa se produce una alteracion de la microcirculacion, debido a la
accion de los mediadores inflamatorios que provocan vasodilatacion e hiperemia,
lo que favorece la dilatacion arteriolar y la consiguiente salidad del liquido hacia
el intersticio, provocando un edema [588]. Los mismos mediadores inflamatorios
van a dafar la funcidn de barrera del endotelio. La contraccion de las células
endoteliales y el aumento de la permeabilidad vascular empeoran dicha
situacion, ya que permiten la extravasacion de proteinas. A continuacidon se
produce la adhesién de leucocitos a la pared endotelial y la subsecuente
migracién de dichas células hacia la mucosa intestinal, en la que participan las
moléculas de adhesién expresadas en la superficie de neutréfilos y células
endoteliales, como las selectinas o las moléculas de adhesion endotelial [589].
Los leucocitos en el intersticio interaccionan con diversas sustancias dando lugar
a la formacién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno [590-592], que
van a provocar el dafio del epitelio y del intersticio de la mucosa. El paso final en
este proceso de migracién celular es la formacién de abscesos en las criptas.

La preservacién de la integridad funcional de la mucosa intestinal depende
de la capacidad de la misma para defenderse de agentes luminalaes nocivos y de
la reparacion cuando existe una lesién. Existe pues un equilibrio entre los
mecanismos dsetructivos y reparativos. El primer paso en el restablecimiento de
la continuidad de la superficie epitelial danada es la restitucién, en la que las
células epiteliales migran hacia el margen de la herida o lesién [593, 594]. A
continuacion, la proliferacién celular permitira la sustitucién de las poblaciones
celulares que se han perdido como consecuencia de la lesion en cuestidn. Las
poblaciones celulares que se encuentran a nivel subepitelial pueden modular la
reparacion del dafio epitelial de forma indirecta mediante la produccidon de
factores solubles y moléculas de la matriz extracelular, pero ademas pueden
tener un efecto directo debido a la existencia de poros en la membrana basal
que permiten la migracién de células, por ejemplo desde la lamina propria.

El proceso inflamatorio va a inducir una serie de modificaciones de la biologia
y funcion de las células epiteliales intestinales. Los sintomas clinicos asociados a
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la EII debidos a la alteracién del epitelio son la diarrea, la pérdida de peso, la
malnutricién y los cambios en la homeostasis de fluidos y electrolitos. Por otro
lado, la alteracidn de la funcién de la barrera epitelial permite o facilita la
estimulaciéon del sistema inmune local por parte de los antigenos luminales [595,
596], y por tanto favorece el mecanismo causante en primer término de la
inflamacién. Existe una relacidn reciproca entre el epitelio intestinal y el proceso
inflamatorio a nivel de la mucosa, pudiendo verse afectados uno y otro en
ambos sentidos. Asi, durante la inflamacion es posible que moléculas implicadas
en el dafio de la mucosa asociado a la inflamacion (citoquinas, factores de
crecimiento...) alteren la funcidon de células epiteliales, asi como la interaccion
entre células inmunes y células epiteliales intestinales puede alterar la funcion
epitelial, lo que contribuye a la patogénesis de la enfermedad. Por otro lado, la
scélulas epiteliales intestinales pueden contribuir a la respuesta inmune que se
desarrolla en la inflacibn, ya que Iso enterocitos actian como células
presentadoras de antigenos [597].

La motilidad intestinal también sufre alteraciones en la colitis, de forma
general puede decirse que la motilidad se encuentra dismunuida en dicha
patologia [598]. La inflamacién y los mediadores producidos provocan
modificaciones en las terminaciones nerviosas del sistema nervioso entérico
[599, 600] del mismo moodo que el sistema nervioso entérico puede modular la
respuesta inflamatoria [601], al igual que lo hacen el sistema nervioso auténomo
o el central [599].

Ademas de la inflamacion intestinal, la EII lleva consigo una gran variedad
de sintomas que afectan a distintos érganos mas o menos distantes del tracto
gastrointestinal. La mayor parte de estos sintomas se deben al efecto de las
citoquinas proinflamatorias producidas en exceso durante la inflamacion
intestinal. Entre ellos se encuentran la “respuesta de fase aguda”, la caquexia o
pérdida de peso [602, 603], alteraciones de los habitos alimenticios como la
anorexia [604] o la fiebre [605]. Las consecuencias hematoldgicas son
multiples: anemia [606-614]; alteraciones de la coagulacidn, cambios en los
factores hemostaticos, trombocitosis y aumento de la agregacidon plaquetaria; o
leucocitosis [615]. Existe una gran controversia en lo que se refiere a las
leucemias o linfomas asociados a la EII, y puede ser que el mayor riesgo
observado en algunos estudios se deba a uso de terapia inmunosupresora y no a
la propia enfermedad [616-618].

La EII se asocia con un incremento en el riesgo de padecer cancer
colorrectal, como consecuencia del mantenimiento del proceso inflamatorio
crénico. Dicho riesgo es tanto mayor como la duracion, la extensién y la
severidad de la EIl [619-621]. La base molecular que explica la relacién en
cuestidn esta siendo investigada en profundidad en la actualidad. El factor de
transcripcién nuclear kB se presenta como uno de los puntos clave en dicho
fenomeno [622], ya que controla la trancripcién de genes que codifican para
moléculas implicadas en el proceso inflamatorio y que han demostrado una
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relacién con el desarrollo de cancer, como la enzima inducible ciclooxigenasa2
[623, 624] o la citoquina proinflamatoria TNF-a [625, 626]. Asi mismo, las rutas

que se

encuentran por encima de la activacién de NFkB pueden jugar un papel

importante en el desarrollo del proceso maligno, como por ejemplo la interaccién
entre los TLR y sus respectivos ligandos que, en ciertos casos dan lugar a la
activacion de dicho factor de transcripcion.

5. Vias de senalizacion relacionadas con la EII.

5. 1. Factor de transcripciéon nuclear kappa B (NFkB).

El factor de transcripcion nuclear NFKB estda implicado en el control de la
expresion de diversos genes inducibles relacionados con la inflamacién y la
proliferacién [627, 628].

Receptor
TNF-a
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@
@
——

Nucleo
T

Figura 2: Activacion de NFkB. Se representan ambas vias de activacion, la via clasica (p50-p65) y la via
alternativa (p100-Relb). La familia NF-kB o Rel estd constituida por 5 péptidos diferentes que se unen entre si
formando dimeros, siendo el prototipo de éstos el formado por p50/p65 (Rel A). El dimero inactivo se localiza en
el citosol y es retenido en él debido a su unién a una proteina inhibidora llamada IkB (a, B o €), que impide la
translocacién al nlcleo. Podemos distinguir dos vias para la activacion de NFkB, la via clasica y la via alternativa,
aunque en ambos casos el resultado final es la traslocacidon nuclear del NFkB. En la via clasica, también conocida
como candnica, como consecuencia de la activacién por diversos estimulos (citoquinas, agentes que provocan
dafios a nivel del DNA, o microorganismos), se produce la fosforilacion de IkB gracias a la intervencién del
complejo de kinasa de IkB, complejo IKK que estd formado por dos subunidades cataliticas (a, B o y) con
capacidad kinasa y una molécula adaptadora llamada NEMO. Como consecuencia, IkB fosforilada deja libre el
dimero de proteinas Rel y sufre un proceso de poliubiquitinacién por E3IkB y la posterior degradacion
proteolitica por la subunidad 26S del proteasoma. La retirada de IkB deja expuestas las sefiales de localizacién
nuclear del dimero y éste viaja al nucleo, donde interacciona con los elementos reguladores de NF-kB en los
promotores de diversos genes que se traduce en la trans-activacion de los mismos. En la via alternativa, NEMO
no es absolutamente indispensable en la activacion del factor de transcripcion.

Existen diversos datos que demuestran un papel crucial de NF-kB en el
proceso inflamatorio que caracteriza a la EII. Modelos experimentales de colitis
en animales muestran una activacion de este factor de transcripcién, y el
bloqueo de NF-kB mediante diferentes estrategias supone una mejora del estado

27
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Introduccion.

de los animales y de la colitis [629-631], asi como en modelos celulares [632].
Por otro lado, la expresidon, asi como el estado de activacién de NFkB, se
encuentran incrementados en biopsias humanas de pacientes con EII [629,
633]. Aunque la induccion en la produccion de mediadores proinflamatorios
como consecuencia de la activacion de NFkB a nivel de células epiteliales
intestinales es un hecho demostrado [634], en los Ultimos afios se ha
descubierto un posible papel protector en la activacion de dicho factor de
transcripcion en el epitelio intestinal, ya que su inhibicidbn provoca un
empeoramiento de la EII en modelos experimentales con ratones transgénicos
[635, 636].

5.2. Mitogen-activated protein kinasas (MAPK).

Factores Estrés, GPCR,
Estimulo crecimiento, citoquinas,
mitégenos, factores
GPCR crecimiento
A-Raf, B- MEKK1/4
MAPKKK Raf, c-Rat, o M':'"' MEK3
TPL2,Mos AK; DLK ASK1

Respuesta

Crecimiento, Inflamacion, apoptosis,
diferenciacion, crecimiento,

biologica desarrolio diferenciacién

Figura 3: Cascada de fosforilacién y kinasas implicadas en la activacion de MAP-kinasas.
La familia de MAPk estd compuesta por una serie proteinas intracelulares con actividad
kinasa y cuya regulacién se basa igualmente en estas reacciones de fosforilacidn. El estrés
fisico, algunas citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento activan estas vias
mediante la actividad de las kinasas de MAPk que se encuentran corriente arriba en la via.
Puede considerarse como una cascada de tres reacciones de fosforilacion, en la que las
kinasas de kinasas de MAPk (MAP3K) fosforilan a las kinasas de MAPk MAP2K), éstas
hacen lo propio con las MAPk, que finalmente fosforilan al correspondiente sustrato.

Dentro de la superfamilia MAPK (mitogen-activated protein kinases), existen
tres familias diferentes: p42/44 extracellular signal-regulated kinase (ERK) MAP,
c-Jun NH2-terminal kinase (JNKs) y p38 MAPK, con capacidad para regular
varias funciones celulares. La regulacién llevada a cabo por p38 sobre la
respuesta a citoquinas y mediadores proinflamatorios es relevante [637]. La
inhibicién de la fosforilacion llevada a cabo por la kinasa p38 da lugar a la
reduccién en la produccidon de citoquinas por parte de macrofagos [638], y ha

28
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Introduccion.

demostrado ser eficaz en varios modelos animales de inflamacion [639]. La
activacion de JNK a nivel de mucosa intestinal de pacientes con EII se produce
fundamentalmente en zonas con enfermedad activa y se localiza en células
intestinales, macréfagos y linfocitos [640, 641]. Ademas, el uso de inhibidores
de INK sélo parcialmente especificos supone una mejora en modelos
experimentales de colitis por DSS [640, 642].

5. 3. JAK-STAT.

+
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Figura 4: Activacidon de la via JAK/STAT. JAK se encuentra asociado al lado
citoplasmatico del receptor, y cuando se une el ligando del mismo y se
produce la dimerizacion del receptor, JAK sufre un proceso de
transfosforilacion que implica su activacion. JAK en su estado activado
fosforila residuos de tirosina del receptor, lo que supone la unidon de STAT,
que va a sufrir igualmente un proceso de fosforilacion que le permite la
formacion de dimeros de STAT que van a quedar libres para viajar al nucleo.

La interaccién de una citoquina con su receptor desencadena una serie de
modificaciones a nivel citoplasmatico y nuclear que constituyen la via de
sefalizacion de dicha citoquina. El complejo JAK/STAT participa en dicho
proceso. La participacion de los distintos miembros de la familia STAT en la
respuesta a citoquinas es especifica en algunos casos, como STAT-1 e IFN-y,
STAT-4 e IL-12 o STAT-6 e IL-4; pero no siempre es asi, como queda
demostrado en el caso de STAT-5, el cual participa en la respuesta a una gran
variedad de citoquinas y otros mediadores. La modulaciéon de la actividad de
STAT y la consecuente aparicion de inflamacion intestinal en modelos animales
ha demostrado la participaciéon de dicha via en la EII, aunque dicha modulacién
depende de la subunidad concreta de STAT y de la citoquina implicada en su
activacion [643, 644].
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5.4. PPAR-y.

Con una gran importancia en la fisiologia del adipocito y en el proceso de
sensibilidad a la insulina, PPAR-y forma parte de una familia de receptores
nucleares de hormonas, y puede ser activado por una gran variedad de ligandos
lo que da lugar a una modulacién de la transcripcidon de diferentes genes [645,
646]. Una vez activados, PPAR-y forma dimeros con el receptor retinoide X
(RXR) para unirse a elementos de respuesta a PPAR (PPRE) en los genes diana..
Ensayos en animales demuestran un efecto antiinflamatorio de las
tiazolidindionas, ligandos de PPAR-y, en modelos de colitis en animales [647].
Igualmente, se estdn llevando a cabo los primeros ensayos clinicos con
rosiglitazona y asociaciones de la misma con acido 5-aminosalicilico (5-ASA) en
el tratamiento de la EII [648].

. Modelos experimentales de EII.

Los modelos experimentales se disefian con unas condiciones genéticas
(especie, raza y cepa) y ambientales (condiciones mantenimiento durante el
protocolo de experimentacidén) controladas, lo que permite el estudio de los
multiples procesos y mecanismos que dan como resultado la EII. Sin embargo,
no existe hoy en dia un solo modelo que sea capaz de reproducir de forma
exacta la enfermedad inflamatoria intestinal en humanos.

Segun lo anteriormente expuesto, son muchos los modelos experimentales
que se utilizan hasta la fecha en el estudio de la EII, y pueden ser clasificados en
tres categorias fundamentales y en otras categorias accesorias o secundarias:

a) Merma en la actividad de linfocitos T reguladores: modelo de
transferencia CD4* CD45RB"9": ratones deficientes en IL-10; modelo
de transferencia de médula 6sea o transgénicos para la cadena & del
TCR (&26); ratones deficientes para la cadena alfa del receptor de
células T o TCR (receptor de células T); ratones deficientes de TGF-.

b) Excesiva respuesta efectora por parte de células T: ratones
transgénicos STAT-4; ratones transgénicos IL-7; ratones knock in para
TNF-a; ratones deficientes en A-20; transgénicos para la proteinas B7
relacionado con Fc; ratones transgénicos para el ligando de CD40;
modelos espontaneos de colitis (ratones C3H/HelBir; ratones
SAMP1/Yit).

c) Perturbaciones a nivel del epitelio: ratones deficientes en mdrla;
ratones mutantes quiméricos para N-caderina doble negativo; ratones
deficientes en Gal2; ratones deficientes en el ITF; ratones deficientes
en keratina-8; modelos quimicos o estrés ambiental (DSS, TNBS,
oxazolona).
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d) Otros: ratas transgénicas HLA-B27/B2M; ratones deficientes en WASP;
ratones transgénicos para el receptor células T linfopénicos; ratones
transgénicos para fucosiltransferasa.

Colitis por acido trinitro-bencenosulfonico en ratas (TNBS): puede
considerarse en cierto modo un modelo hibrido, ya que aunque el dafio se
provoca mediante la administraciéon de un agente quimico que va a inducir una
lesidn a nivel del epitelio intestinal, también conlleva un exceso en la reaccién
inmune mediada por células T. A pesar de esta consideraciéon, se engloba dentro
de categoria de perturbaciones a nivel del epitelio. La colitis provocada por TNBS
fue descrita por Neurath en 1995 y es considerada como un modelo de EC, ya
que se caracteriza por una inflamacién transmural, pérdida de peso y diarrea, y
una respuesta de tipo Thl exacerbada dirigida por niveles elevados de IL-12
[649]. La induccion de la colitis en roedores se lleva a cabo mediante la
administracion en forma de enema de una solucién de TNBS en etanol al 50%.
Previamente, Morris y colaboradores pusieron de manifiesto la importancia del
vehiculo de dicho preparado intrarrectal, es decir la solucién de etanol, ya que
permite la ruptura de la barrera epitelial en la mucosa intestinal, y favorece el
contacto del sistema inmune a nivel de la mucosa con la flora entérica [650].
Mientras que el TNBS provoca una reaccién inflamatoria regulada por células T y
B, actuando como hapteno al unirse de forma covalente a péptidos propios. La
administracion de una dosis Unica da lugar a una necrosis aguda de la pared
coldonica debido al estrés oxidativo, seqguida de una inflamacion de la mucosa,
caracterizada por la produccion de citoquinas de tipo Th1l [651]. En la mayoria
de los casos, la cronicidad en este modelo sélo se consigue a través de un
protocolo con administraciones repetidas y periddicas, o mediante un proceso de
presensibilizacion y se caracteriza por la produccién de IL-2 e IL-17 [652];
aunque se habla de tres tipos de modelos, agudo, estable y crdnico, las
condiciones no estan sistematicamente definidos hasta la fecha. En esta reaccion
inflamatoria, la mucosa va a presentar un infiltrado caracterizado por la
presencia de linfocitos T CD4* que liberan grandes cantidades de IFN-y e IL-12,
pero no IL-4 [649] y de células productoras de IgG e IgM [653]. Los linfocitos T
reguladores tienen la capacidad de inhibir la colitis de tipo Th1l desarrollada en
este modelo, lo cual queda demostrado en un experimento en el que la
administracion oral de TNBS previa a la induccion de la colitis inhibe el desarrollo
de la enfermedad, debido a la induccidon de células CD4" reguladoras en la
lamina propria con capacidad para producir TGF-p [653, 654].

Colitis por sulfato de dextrano sdédico (DSS): en este modelo descrito
por Okayasu en 1990 [655] la inflamacion coldnica se consigue mediante la
administracion en el agua de bebida de un polimero sintético, el sulfato de
dextrano sdédico o DSS, en un porcentaje variable. Normalmente, aunque los
protocolos pueden diferir en casos concretos, se realizan ciclos en los que se
alterna el DSS con el agua de bebida regular. Ademas del modelo agudo, en el
gue se lleva a cabo un solo ciclo, podemos conseguir una colitis crénica
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mediante la repeticion de ciclos, ya que la enfermedad puede mantenerse en el
tiempo. Este modelo cronico puede dar lugar en ulitmo término a la aparicion de
cancer colorrectal mediante la asociacion del DSS a un agente carcindgeno como
el azoximetano, de forma similar a lo que ocurre en el caso de la displasia y la
CU [656]. La colitis se caracteriza por una lesidn extensiva, deplecidn completa
de las criptas y una regeneracion lenta del epitelio colénico. En el modelo de
inflamacion aguda, los animales experimentan diarrea, sangrado rectal y pérdida
de peso; mientras que desde el punto de vista histopatolégico se observa un
dano a nivel de las criptas y de las células epiteliales, infiltracidon de granulocitos
y células mononucleares, edema tisular y ulceraciones. La inflamacidon coldnica,
al menos en el caso del modelo agudo, no depende de la respuesta inmune
adquirida, y por tanto es inducible independientemente de linfocitos, ya que se
produce incluso en animales modificados genéticamente que no poseen este tipo
celular (SCID) [657]. Juegan un papel crucial las citoquinas producidas por
macréfagos, como IL-1B, IL-6 y TNF-q, y la flora bacteriana comensal [658]. En
cambio, en la fase crénica se ha demostrado la participacion de linfocitos CD4+
en zonas de curacién, los cuales producen IFN-y e IL-4 [659]. De este modo,
aunqgue las alteraciones producidas se asemejan a la colitis ulcerosa, es decir,
una respuesta de tipo Th2 [660, 661], los ultimos datos indican una respuesta
mixta Th1/Th2.

Tratamiento de la EII.

La etiologia, al menos parcialmente desconocida, de la EII impide el
establecimiento de una estrategia terapéutica especifica frente a una diana
farmacoldgica etiopatogénica en su manejo. Asi, en la practica clinica se
emplean varios farmacos que pertenecen a diferentes grupos farmacoldgicos y
gue poseen o desarrollan una accién con un caracter inespecifico. El abanico de
posibilidades terapéuticas es cada vez mas amplio, aunque ninguno de los
principios activos usados actualmente es eficaz ni seguro de forma universal, por
lo que la investigacién en este campo es muy intensa.

7.1. Aminosalicilatos.

El acido 5-aminosalicilico (5-ASA), también llamado mesalazina, y diversos
farmacos que contienen y liberan dicha molécula han demostrado ejercer un
efecto antiinflamatorio en la EII, de forma preferente en CU, y se han empleado
desde hace mucho tiempo, como ocurre en el caso de la sulfasalazina (5-ASA
unido a sulfapiridina) [662]. Los aminosalicilatos son utiles, en concreto, en la
induccién y en el mantenimiento de la remisién en CU, siendo menos util en el
caso de EC [663]. Dicho efecto depende de la porcion 5-ASA [664, 665], que en
el caso de la sulfasalzina va a ser liberada de la sulfapiridina en el colon por
medio de las azoreductasas de la flora intestinal, lo que implica que no sea Uutil
en la EC que se manifieste en el intestino delgado. Para evitar este problema, se
han desarrollado formas de liberacion controlada de mesalazina.
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Nombre genérico Especialidad Liberacion del 5-ASA
Sulfasalazina Salazopirina Colon
Olsalacina Rasal Colon
Claversal Ileon (pH>6)
Mesalacina Lixacol fleon distal y colon (pH>7)
Pentasa (microgranulos) | Intestino delgado y colon

Tabla 2: Farmacos y especialidades farmacéuticas de aminosalicilatos utilizados
en el tratamiento de la EII.

Aunque no estd completamente dilucidado, el mecanismo del efecto
antiinflamatorio de los aminosalicilatos no se debe fundamentalmente a la
modulacién de sintesis de prostaglandinas, como ocurre en el caso de los
salicilatos [666, 667]. El mecanismo parece residir en la alteracion del factor de
transcripcién NFkB y la consecuente modificacién en la produccion de
determinados mediadores inflamatorios como citoquinas, moléculas de adhesion
o0 enzimas. Asi, aminosalicilatos como la sulfasalazina bloquean la actividad NFkB
mediante la inhibicion de la degradacién de IkBa [668-670], mientras que la
molécula de 5-ASA en su forma libre impide la fosforilacién de RelA [671]. A
esto ha de sumarse la capacidad para eliminar ROS y la induccidn de la
apoptosis [672-676]. Por otro lado, los aminosalicilatos pueden poseer
mecanismos que contribuyen al efecto antiinflamatorio y que son independientes
de la porcién 5-ASA, como el bloqueo de la unidén de receptores de citoquinas in
vitro ejercido por la sulfasalazina [677] o la olsalazina [678]. Otros efectos son
la inhibicion de la produccién de leucotrienos quimioatrayentes en CU por parte
de 5-ASA [679]; o la capacidad de proteccion frente al dafo celular y a la
apoptosis inducida por estrés oxidativo ejercida por los aminosalicilatos sobre el
epitelio intestinal [680, 681] y el aumento de la proteina de choque térmico
[682]. El efecto final sera una reduccién en el trafico leucocitario [683].

Los aminosalicilatos, y por tanto el 5-ASA, actuan tépicamente en el intestino
en el caso de la EII, y su eficacia depende de la concentracién alcanzada en el
lumen [684-686]. Para ello, el farmaco ha de llegar intacto al lugar de la
inflamacién, es decir, al intestino, normalmente en una region distal
(ileon/colon). Aunque la administracion rectal en forma de supositorio o enema
es una opcion, las dos estrategias principales en este caso son la formulacién en
formas de liberacion controlada que contienen el 5-ASA unido a resinas que lo
liberaran a un determinado valor de pH o bien de forma gradual; o la sintesis de
moléculas que contienen la porcidn 5-ASA unida a otras moléculas mediante un
enlace de tipo azo, que sera degradado por las bacterias intestinales gracias a la
actividad azo-reductasa que éstas poseen. Todo esto es necesario para impedir
la abosorcidon prematura del 5-ASA. En ambos casos, la mayor parte de la
fraccién 5-ASA sera liberada a nivel del ileon terminal o el colon (o a nivel del
intestino delgado, en el caso de ciertas formulaciones de liberacién controlada o
sostenida) y por tanto la concentracion sistémica es menor. La metabolizacién
del 5-ASA se efectia mediante N-acetilacion por parte de la enzima N-
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acetiltransferasa-1 a nivel del epitelio intestinal [687, 688], seguida por una
conjugacion de fase II con acido glucurénico en el higado.

Los aminosalicilatos son farmacos bien tolerados, y los efectos adversos
ligados a la fraccion 5-ASA son moderados y reversibles: mareos, fiebre, dolor
de cabeza, dolor abdominal, nduseas o erupciones cutaneas [689, 690]. Existen
ciertos efectos adversos propios de la sulfasalazina debidos a la porcidon de
sulfapiridina, como oligospermia [691] o deficiencia de folato [692]. Existen
otros efectos adversos mas graves, pero poco frecuentes; asi como la posibilidad
de nefrotoxicidad debido a niveles elevados de salicilatos en sangre como
consecuencia de altas dosis de aminosalicilatos [693, 694].

Como ya se ha mencionado, la eficacia de los aminosalicilatos depende de la
llegada de una alta concentracion de 5-ASA al lugar de accion. Segun esto, los
supositorios, geles, espumas, y enemas de 5-ASA se emplean en proctitis o
proctosigmoiditis o en el control de la enfermedad que atafie al colon distal en
casos de pancolitis. En casos de CU con mayor extensién a lo largo del intestino
grueso se emplearan las formas de liberacion modificada o las moléculas con
enlaces de tipo azo. Y en casos de EC que afecta al intestino delgado, puede ser
atil la preparacién en la que se produce una liberacidn gradual de 5-ASA
(Pentasa). En cualquier caso, siempre ha de emplearse la mayor dosis tolerada,
disminuyéndola en casos de enfermedad quiescente o periodo de remision.

7. 2. Glucocorticoides.

Los glucocorticoides son moléculas sintetizadas mediante la sustitucion sobre
la estructura del esteroide natural cortisol, siendo la prednisolona y su
profarmaco la prednisona, junto con la 6-metil prednisolona los mas empleados
en el tratamiento de la EII, aunque las preparaciones a base de budesonida
también se utilizan bastante, ya que este farmaco sufre un rapido fendmeno de
primer paso, y su baja biodisponibilidad (10-20%) permiten la llegada de una
menor cantidad a la circulacion sistémica y minimizando las reacciones adversas,
al menos cuando se utilizan dossi bajas. Otra opcidn para disminuir la aparicion
de efectos adversos es la administracidon topica en forma de supositorios,
enemas o espumas.

Los glucocorticoides en cantidades suprafisiolégicas ejercen efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores [695, 696]. Estos esteroides se introducen
en la célula por difusibn para unirse al receptor de glucocorticoides
citoplasmatico, que estd unido a la proteina de choque térmico de 90 kDa. El
complejo formado sufre una serie de cambios conformacionales que permiten la
liberacidén del glucocorticoide unido al receptor de la citada proteina, permitiendo
asi la translocaciéon al nucleo, donde el complejo interacciona a través del
dominio dedo de zinc con los elementos de respuesta a glucocorticoides de
multiples genes, modulando asi la transcripcion de los mismos. Ademas, los
receptores de glucocorticoides activados pueden interaccionar con otros factores
de transcripcién en el nucleo y modularse entre ellos de forma reciproca. Entre
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los genes modulados se encuentran muchos que codifican proteinas con un claro
papel en la respuesta inmune y por tanto, en la inflamacién, y de ahi se deriva
su efecto antiinflamatorio en la EII. Se produce una desviacion hacia una
respuesta de tipo Th2, un aumento en la produccion de citoquinas
antiinflamatorias como TGF-B e inhibicidn de la produccidn de citoquinas de tipo
Thl, de moléculas de adhesidon y de enzimas implicadas en la reaccion
inflamatoria.

La administracién prolongada conlleva la aparicion de efectos adversos de
diverso tipo: metabdlicos, inmunitarios, cardiovasculares, cutaneos,
osteoarticulares, hormonales, neuropsiquiatricos u oculares. El riesgo se
incrementa conforme aumenta la duracién de exposicién al farmaco y la dosis
administrada [697]. Ciertos efectos adversos de los glucocorticoides poseen una
especial relevancia en el caso de la EII, como la hiperglucemia, la
esteatohepatitis no alcohdlica o el riesgo elevado de osteoporosis [698, 699]. En
el caso de la osteoporosis, las medidas de prevencion incluyen el calcio y la
vitamina D, los estrégenos en las mujeres menopausicas y los bisfosfonatos.

La dosis ideal de glucocorticoides en CU o EC no estd establecida
sistematicamente, porque la experiencia individual determina la practica clinica
en este sentido. Aquellos pacientes que presenten la enfermedad con un grado
de actividad moderado o grave deben ser tratados en primer lugar con
glucocorticoides (por via intravenosa en los casos graves) para promover la
remision y reducir los casos mortales en la CU severa [700]. Tras la respuesta al
tratamiento, la dosis sera disminuida gradualmente hasta la retirada del farmaco
para evitar efectos adversos por el tratamiento prolongado o la supresion del eje
hipotalamo-hipofisis-suprarrenal, utilizando la terapia alternante cuando sea
adecuada. En cualquier caso, un porcentaje elevado de los que responden
necesitan cirugia al afio. La administracion rectal de glucocorticoides puede ser
beneficiosa ya que supone menores efectos sistémicos, como en el caso de la
budesonida en forma de enema [701].

Existe un fendmeno de resistencia o refracteriedad al efecto antiinflamatorio
de los glucocorticoides, mediado por un mecanismo molecular aun desconocido.
Asi, en estos pacientes no se consigue una remisidon de la enfermedad activa.
Otro aspecto importante en la utilizacion de los glucocorticoides es la
dependencia. Los pacientes corticodependientes, una vez superada la fase activa
de la enfermedad mediante el tratamiento con corticoides, sufren una
reactivaciéon de la enfermedad cuando se procede a la supresion paulatina del
tratamiento. Estas dos caracteristicas de los glucocorticoides suponen una
limitacion en su utilizacion en la practica clinica.

7.3. Azatioprina y 6-mercaptopurina.

La 6-mercaptopurina y su profarmaco la azatioprina son antimetabolitos
puricos que se utilizan en el tratamiento del cancer y que han demostrado
propiedades inmunosupresoras. El metabolismo del farmaco puede llevarse a
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cabo por tres vias diferentes, dos de las cuales dan lugar a metabolitos
inactivos, mientras que la tercera, catalizada por la enzima hipoxantina
fosforribosil transferasa, da lugar a los nucledtidos 6-tioguanina, que son los
metabolitos activos [702]. Estos productos se acumulan intracelularmente e
impiden la sintesis de purinas y acidos nucleicos y la reparacién del ADN, lo que
conlleva una inhibicion de la divisiéon y proliferacion celular, siendo éste el
mecanismo probable de su accién inmunosupresora.

En cuanto a la farmacocinética, la 6-mercaptopurina y su profarmaco son
rapidamente eliminados del plasma, mientras que los nucleétidos de 6-
tioguanina que se acumulan intracelularmente presentan una vida media de
eliminacion de varios dias [703]. El comienzo del efecto necesita un periodo de
varias semanas debido al tiempo necesario para alcanzar una estabilidad en la
cinética de los nucledtidos de 6-tioguanina, por lo que durante ese tiempo es
necesario un tratamiento con otros farmacos para paliar los sintomas agudos. La
biotransformacion de la 6-mercaptopurina es llevada a cabo, al menos en parte,
por la tiopurina metiltransferasa [704], y la variabilidad interindividual en la
actividad de dicha enzima debida a determinantes genéticos hace que existan
variaciones en la cantidad de nucléotidos que se acumulan intracelularmente.

Los principales efectos adversos debidos a la azatioprina y a la 6-
mercaptopurina pueden clasificarse en dos categorias: alergias, que se
manifiestan con pancreatitis, fiebre, erupciones, nauseas, diarrea o hepatitis; o
toxicidad relacionada con la dosis que puede dar lugar a depresion a nivel de
médula désea y leucopenia, anemia o trombocitopenia, con un mayor riesgo de
infecciones oportunistas o neoplasmas. El incremento en el riesgo de padecer
cancer no esta confirmado.

La eficacia de estos farmacos depende de la cantidad de nucleétidos de 6-
tioguanina que se acumulan en el medio intracelular, y ésta a su vez depende de
forma inversamente proporcional de la actividad de la tiopurina metiltransferasa,
por lo que el estudio de dicha actividad enzimatica en los pacientes que van a
someterse a dicho tratamiento es interesante, planteandose incluso la opcién de
la farmacogenética.

Su utilidad en la EII radica en el empleo en los casos de corticodependencia
y corticorrefractariedad. En el caso de la EC, se amplia su empleo a casos de
enfermedad extensa (mas alla del colon), a la prevencidn de recurrencias tras la
reseccidn quiruargica y al mantenimiento de la remsion.

7.4. Metotrexato.

Otro farmaco empleado en el tratamiento del cancer es el metotrexato, cuya
estructura es andloga a la del acido fdlico y por tanto actia como sustrato de la
enzima sintasa de folilpoliglutamato, que adiciona restos de acido glutamico a
dicho compuesto [705], lo que favorece la retencidon del metotrexato a nivel
intracelular e incrementa la afinidad del farmaco para unirse a diversas enzimas
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diana [706, 707]. El metotrexato actia como un inhibidor competitivo de la
dihidrofolato reductasa, mientras que los metabolitos poliglutamados del mismo
son inhibidores de enzimas que se encuentran corriente abajo de dicha enzima
en la via metabdlica del &acido fdlico [708, 709]. Globalmente, pues, el
metotrexato impide las reacciones sintéticas dependientes de acido fdlico. El
efecto antiproliferativo y citotdxico responsable del uso del metotrexato en el
cancer a dosis elevadas no es el responsable fundamental del efecto
antiinflamatorio, sino que éste se debe a la induccién de apoptosis de linfocitos T
y la inhibicidn de la activacion de los mismos. Su acciéon es mas rapida que con
otros inmunosupresores, por lo que se emplea en casos de falta de respuesta a
azatioprina o 6-mercaptopurina.

Debido al riesgo de hepatotoxicidad la administracion semanal por via
subcutdnea es la mas utilizada. Asi, es rapidamente eliminado en su forma
original a nivel renal, mientras que los metabolitos poliglutamados se acumulan
intracelularmente en diferentes tejidos, incluida la mucosa intestinal. La
exposicidon prolongada al farmaco puede ocasionar toxicidad, siendo los efectos
adversos clasificados en tres categorias: efectos antiproliferativos relacionados
con la dosis en médula 6sea, epitelio intestinal y foliculos pilosos; reacciones
idiosincrasicas de hipersensibilidad o de tipo alérgico; y dafio hepatico debido a
los efectos acumulativos de la exposiciéon prolongada. La aparicion de los
primeros determina la necesidad de disminuir la dosis y de la coadministracién
de acido félico [710]; mientras que las reacciones alérgicas (erupciones y
pneumonitis) desaparecen tras la retirada del tratamiento. Al igual que en el
caso de los glucocorticoides existe la posibilidad de resistencia a metotrexato,
debida a un incremento en la expresion de la enzima diana, o a incremento en la
salida del farmaco desde el medio intracelular [711].

7.5. Ciclosporina y tacrélimo.

Estas dos moléculas con diferente origen comparten un mecanismo
inmunosupresor similar, ya que se unen a proteinas citoplasmaticas dando lugar
a complejos que inhiben a la calcineurina fosfatasa por la que se impide la
activacion del factor nuclear de células T activadas (NFAT), que regula la
transcripcién de citoquinas relevantes en la activacion de los linfocitos T, IL-2 e
IFN-y [712], bloqueando la activacidn de dichas células inmunes.

La pobre absorcion de la ciclosporina determina su formulacién farmacéutica
en forma de microemulsién, mientras que el tacrélimo es menos dependiente de
la presencia de bilis para su absorcion y es mas potente que la anterior. Ambos
presentan un estrecho margen terapéutico, con aparicién de nefrotoxicidad, asi
como infecciones oportunistas y procesos malignos. Su uso debe restringirse a
pacientes seleccionados de forma concomitante al inicio de otros
inmunosupresores mas seguros, con un seguimiento de los niveles sanguineos
para la dosificacidon y monitorizacién de la posible toxicidad. Asi, esta opcién
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terapéutica debe considerarse como un periodo de transicion hacia el
tratamiento con otro inmunosupresor con un mejor perfil de seguridad.

7. 6. Agentes biologicos o terapia bioldgica.

Los avances biotecnoldgicos de los ultimos afos han permitido el desarrollo
de posibles dianas terapéuticas en la EII, y en otras enfermedades inflamatorias
de caracter cronico como la artritis reumatoide, obtenidas por técnicas de
biologia molecular. La mayoria de estos farmacos pueden ser considerados
“agentes bioldgicos” o “terapia bioldgica”, materiales bioldgicos o modificadores
de la respuesta bioldégica, como genes, células, tejidos, vacunas, sueros, y
agentes humorales. La principal diferencia con respecto a los tratamientos o
farmacos tradicionales es la interferencia con una diana Unica, lo que hace que la
eficacia de dichas moléculas refleje la importancia patogénica de la diana en
cuestién. Tres grupos pueden establecerse dentro de la terapia bioldgica:

- neutralizacion de citoquinas proinflamatorias: concretamente, TNF-q,
IL-18 [713], o el eje IL-12/IL-18/IFN-y. El grupo mas ampliamente
estudiado es el formado por las moléculas que interfieren con las
acciones biolégicas del factor de necrosis tumoral o TNF (ver mas
adelante).

- aplicacion de citoquinas antiinflamatorias: fundamentalmente Ia
administracion de IL-10 [714, 715] o de IL-11 recombinante humana.

- interferencia con la activacion celular o el trafico celular: diversas
estrategias se recogen en este punto, como los anticuerpos anti-CD4,
con resultados poco prometedores, debido a su toxicidad; anticuerpos
anti-a, [716]; inhibibores de vias de transduccién de seial,
fundamentalmente MAPkinasas, como el SB203580, que inhibe p38, o
NFkB, mediante diversas estrategias como el bloqueo de la degradacién
de IkB o de la producciéon de p65.

Terapia anti-TNF-a: Dentro de este grupo terapéutico para la EC existen
moléculas sintéticas con actividad anti-TNF-a, que se van a unir a dicha
citoquina en su forma soluble o unida a la membrana lo que impide la union a su
receptor, y por tanto la ejecucidon de sus actividades bioldgicas [717-721]. El
infliximab es un anticuerpo quimérico monoclonal de humano y ratén; el CDP571
es un anticuerpo monoclonal humanizado; y el etanercept es una proteina
recombinante humana de fusidon que contiene una parte del receptor para TNF.
El adalimumab es un anticuerpo monoclonal humano, lo que evita las reacciones
frente a las fracciones procedentes de otra especie, y por tanto es muy Gtil en
pacientes que producen anticuerpos frente al infliximab.

Los principales efectos adversos son el desarrollo de reacciones en la infusidn
(con infliximab especialmente) y la induccidn de anticuerpos. El mas empleado
en el caso de EC es el Infliximab, que se emplea en la inducciéon de la remision
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en pacientes con EC moderada y que son resistentes a tratamientos
convencionales, siendo muy Uutil en el cierre de fistulas. La administracion se
repetira de forma periédica para mantener el estado de remisién de la
enfermedad. También es (til en el periodo que transcurre hasta que se consigue
el efecto terapéutico cuando comienza un tratamiento con azatioprina o 6-
mercaptopurina, ya que el efecto de la molécula anti-TNF no suele durar mas de
2-4 meses.

Ademds de las moléculas con capacidad de unidon a TNF-a citadas
anteriormente, se han planteado otras estrategias terapéuticas relacionadas que
se encuentran en proceso de investigacion. Entre ellos, los inhibidores de TNF-a
de pequefo tamafio molecular, como los inhibidores de fosfodiesterasas [722-
727], la talidomida [728-731] o los inhibidores de la enzima convertidora de
TNF-a [732].

7. 7. Terapia génica.

La terapia génica consiste en la introduccién de un gen activo y funcional en
células somaticas con el fin de expresar o inhibir en ellas una proteina
terapéutica, mediante el empleo de un vector virico [733-737]. Otro ejemplo son
los oligonucledtidos antisentido frente a ICAM-1, como el ISIS 2302, cuyos
efectos no han podido ser confirmados [524]. La investigacién clinica de estos
procedimientos se encuentra en un periodo de intensa actividad con el fin de
conseguir nuevas estrategias de modo menos costoso y con una eficacia clinica
aceptable.

Una vez expuesto el arsenal terapéutico disponible en la actualidad para la
EII, a continuacidon se exponen los algoritmos en el tratamiento de EC y CU de
forma independiente.

Grave
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Figura 5: algoritmo de tratamiento en la EC.

A pesar del amplio abanico de farmacos empleados en el tratamiento de la
EII, las opciones terapéuticas disponibles en la actualidad no son totalmente
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satisfactorias. En primer lugar, no existe ningun farmaco especifico para el
tratamiento de esta enfermedad, sino que se utilizan farmacos con caracter
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Figura 6: algoritmo de tratamiento en la CU.

antiinflamatorio o inmunosupresor y que, por tanto, van a suprimir la respuesta
inmune y las vias inflamatorias de manera global. Esto puede hacer que el
individuo presente una merma en la capacidad de defensa, es decir, en su
sistema inmune. Por otro lado, los tratamientos farmacoldgicos empleados se
caracterizan por un amplio espectro de reacciones adversas; y en algunos
casos, como en el de los glucocorticoides, dan lugar a fendmenos de
dependencia. Ademas, existen situaciones en las que los pacientes no responden
a un determinado farmaco, o incluso se hacen refractarios al mismo. Por todo
ello, la farmacologia de la EII es un campo de intensa investigacién y la
busqueda de nuevas opciones terapéuticas con un mejor perfil de toxicidad esta
totalmente justificada.

La EII ha sido relacionada con la pérdida de masa o6sea y fendmenos de
osteopenia y osteoporosis. La explicacion a esta asociacién ha de basarse no
solo en la genética, sino también en determinadas situaciones que caracterizan a
la enfermedad en cuestion como la inflamacion sistémica, la malnutricidén o el
tratamiento con glucocorticoides. Se han llevado diversos estudios en los que se
ha demostrado la eficacia de los bisfosfonatos en el tratamiento de la
osteoporosis asociada a la EII, o al tratamiento de la misma con glucocorticoides
[738-742]. Ademas de la escsa toxicidad, el posible efecto antiinflamatorio de
los bisfosfonatos, junto con su eficacia en las alteraciones del hueso, podria dar
lugar a una opcién terapéutica interesante en la EII.
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Prenilacion.
Generalidades.

La prenilacidn es un proceso postraduccional en el que la estructura de las
proteinas sintetizadas es modificada mediante la incorporacion de restos lipidicos
de tipo isoprenoide, fundamentalmente de dos tipos, el farnesilpirofosfato (FPP)
y el geranilgeranil pirosfosfato (GGPI). Como consecuencia de esta modificaciéon
estructural, las proteinas preniladas poseerdn comportamientos diferentes en
relacion a procesos celulares fundamentales, como el anclaje de dichas proteinas
a la membrana o la interaccidon con otras proteinas y en consecuencia sobre
funciones como el crecimiento celular, la diferenciaciéon, la funcion del
citoesqueleto y el trafico vesicular. La sintesis de estos restos isoprenoides se
realiza a través de la via del mevalonato. Una vez sintetizados, se unen de
forma covalente a residuos de cisteina proximos al extremo N-terminal de la
estructura de las proteinas de la superfamilia de las proteinas G, entre otras
[743]. Dentro de estas proteinas G existen dos subtipos, las proteinas G
heterotriméricas y las llamadas proteinas GTP-asas de pequefio tamano
molecular, que son proteinas monomeéricas que constituyen probablemente el
sustrato mas importante del proceso de prenilacién [744].
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Figura 7: proceso de prenilacion de proteinas.

La prenilacidon de proteinas se descubrié en la década de los 80 como una
modificacion que sufrian las proteinas G de pequenio tamafo molecular y que era
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critica para su funcidn y localizacion [745]. En la actualidad se sabe que dentro
del abanico de proteinas en el ser humano, alrededor de 300 sufren el proceso
de prenilacion [746], participando dichas proteinas en diversas vias de
transduccion de sefales relacionadas con el crecimiento celular, la
diferenciacion, la funcion del citoesqueleto y el trafico vesicular. El proceso de
prenilacion se debe fundamentalmente a la acciéon de dos enzimas, la farnesil
transferasa (FTasa) y las geranilgeranil transferasas I y II (GGTasas), que
catalizan la incorporacion de restos farnesilo y geranilgeranilo, respectivamente
[746, 747], aunque se han descrito fendmenos de prenilacion cruzada que
ponen de manifiesto que existen casos en los que no se respeta la especificidad
de sustrato de dichas enzimas [743, 748].

Ademas de la prenilacion, existen otros dos procesos postraduccionales que
se producen sobre las proteinas y que son llevados a cabo por la endoprotesas
Rce-1 y la s-adenosilmetiona-dependiente carboximetilasa [749, 750]. El
significado funcional de la prenilacion consiste en la modificacion de las
propiedades de las proteinas preniladas en cuanto a su capacidad para unirse a
las membranas, aunque en este sentido otros procesos de incorporacion de
restos lipidicos a la estructura proteica también pueden ser importantes, como la
palmitoilacién o la miristoilacién [751, 752].

. Estructura y sintesis de isoprenoides. Via del mevalonato.

Los isoprenoides derivan de la estructura de cinco dtomos de carbono del
isopentenil difosfato (IPP) y de su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP), que
constituyen la estructura basica de este grupo de moléculas que se conoce como
unidad isopreno. Las diferentes moléculas isoprenoides se forman mediante la
union de una o varias unidades de isopreno a este nucleo estructural. La sintesis
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de estas moléculas hidrofdbicas se realiza a través de la via del mevalonato en el
caso de animales, hongos y arqueobacterias, la cual convierte el mevalonato en
restos isoprenoides, tantos esteroideos como no esteroideos.

En esta ruta biosintética se van a formar como se ha mencionado
anteriormente, los dos isoprenoides que participan de forman fundamental en la
prenilacion de proteinas, el FPP derivado del IPP, de 15 d&tomos de carbono; vy el
GGPP, derivado del FPP con 20 atomos de carbono. Pero, ademas, la via del
mevalonato da lugar a la sintesis de otros lipidos no isoprenoides, como el
colesterol. La regulacién de la via es importante para mantener un equilibrio
entre la cantidad necesaria de isoprenoides y el exceso en la sintesis de
colesterol. El paso limitante de esta ruta es la reaccién de hidroximetil glutaril
coenzima A (HMG-CoA) a mevalonato catalizada por la HMG-CoA reductasa,
aunque la enzima HMGCoA sintasa y el receptor de LDL también cumplen una
funcidn reguladora mediante un mecanismo de feedback negativo a través de
SER-1 (aminotransferasa de fosfoserina-3). Por otro lado, existe otro mecanismo
de regulacién debido a una mayor afinidad por los productos de esta ruta
biosintética por parte de las enzimas que sintetizan los restos no esteroides. Asi,
en una situaciones de escasez de funcionamiento de la ruta del mevalonato, los
productos sintetizados se van a derivar hacia la produccion de isoprenoides y no
a la de colesterol [753]. La inihbicidon de la ruta del mevalonato implica una
menor sintesis de isoprenoides y una inhibicién, pues, de la prenilacion. El
acumulo de proteinas no preniladas puede desepenar un papel regulador sobre
la ruta biosintética, ademas de modificar la funcion de esas proteinas que no
pueden ser preniladas [754-757].

Enzimas que participan en la prenilacion.

Los principales artifices de la prenilacion son las preniltransferasas que
catalizan la reaccién de prenilacion propiamente dicha, es decir, la incorporacion
de los restos isoprenoides a la estructura proteica. La farnesiltransferasa (FT)
incorpora restos farnesilo, mientras que la geranilgeraniltransferasa (GGT) hace
lo propio con los restos geranilgeranilo. Por otro lado, otras enzimas van a ser
cruciales en la prenilacion, ya que permiten la sintesis de esos restos
isoprenoides que posteriormente seran incorporados. Aunque todas las enzimas
que participan en la ruta del mevalonato juegan un papel en la sintesis de los
isoprenoides, la farnesil difosfato sintasa (FPPS) y la geranilgeranil difosfato
sintasa (GGPPS) son especialmente relevantes ya que son isoprenil pirofosfato
sintasas y catalizan el paso final para la obtencién de FPP y el GGPP,
respectivamente.

La farnesildifosfato sintasa fue descrita por Lynen en 1959, como la enzima
encargada de la sintesis del isoprenoide FPP. Para ello, cataliza una
condensacién secuencial de dos moléculas de IPP con dimetilalildifosfato
(DMAPP), de manera que en la primera incorporacidon se forma el intermediario
GPP, y en la segunda se obtiene el FPP, aunque algunos estudios hablan de una
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selectividad de la enzima por este Ultimo paso, ya que se une preferentemente
al GPP y no al DMAPP [758, 759]. La enzima se une a IPP y a DAMPP; con la
particpiacién de Mg?* como activador se forma un carbocation alilico que atrae
electrofilicamente a un C de la molécula de IPP lo que da lugar a la formacion
de un enlace C-C y por tanto, a la unién entre IPP y DAMPP para formar el GPP,
que sera liberado del sitio activo [760-762]. Su localizacidon ha sido descrita en
el citosol [763], mitocondria [764, 765], peroxisomas [766] y cloroplastos
[767]. Su estructura se basa en un homodimero de unos 80 kDa [768-771],
cuya estructura se caracteriza por la existencia de un hueco llamado “hueco
para la sintesis de terpenoides” y por la disposicion constituida por diez hélices
alrededor de una cavidad central. El sitio activo de cada subunidad se orienta
hacia el exterior y en direccion opuesta a la otra subnidad que compone el
dimero, de forma que ambos estan disponibles para la unién al sustrato, por lo
que cada enzima posee dos sitios de unién. A su vez, dentro de cada sitio de
union existe un lugar de acomodacion para el sustrato (GPP, DAMPP, o FPP) en
la region FARM (first aspartate-rich motif), y otro para IPP en SARM (second
aspartate-rich motif) [772, 773]. En los dultimos afios se ha descrito la
interaccion entre las dos subunidades del dimero, demostrandose que éstas no
actian como dos elementos independientes [774]. Los mecanismos de
regulacion de la enzima son aun poco conocidos.

La geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS) es una preoteina de 34 kDa
que cataliza la condensaciéon de FPP con IPP para dar lugar a la formaciéon de
GGPP, sustrato de la geranilgeranilacion. Aungque su estructura con seis dominios
es diferente a la de FPPS, comparte ciertos dominios con ella, lo que permite la
actividad enzimatica en cuestidon, muy similar a la anterior. La principal
diferencia radica en la zona préxima a la region FARM, ya que los aminoacidos
en las posiciones cuarta y quinta antes de esta regién determinan la longitud del
producto sintetizado por FPPS y GGPPS [773, 775-779]. Esto se explica porque
la existencia de aminoacidos de menor tamafo en esa localizacion permite la
permanencia en el sitio activo del producto sintetizado, lo que implica una
posterior elongacién, y por tanto, la longitud de la cadena sintetizada sera
mayor. Su distribucién ubicua pone de manifiesto la importancia del GGPP en el
organismo [780, 781].

La enzima responsable de la farnesilacion, farnesiltransferasa (FT), posee
dos sitios de unidén, uno de ellos para el FPP que va a ser incorporado y el otro
para establecer el contacto con el motivo CAAX del extremo carboxiterminal de
la proteina que va a someterse a la prenilacion [748]. Asi se crea un enlace
tioéter entre el isoprenoide y un resto de Cisteina en el motivo CAAX, en el cual
A representa un aminoacido alifatico de pequefio tamafio. El zinc actia como ién
catalizador [782-785] y se une a la proteina mediante el grupo tiol de alguno de
los aminoacidos de la regién CAAX [786], pero no participa en la unién a FPP.
Para la accidn de la enzima la proteina ha de presentar un resto de valina o de
leucina en la posicion del segundo aminoacido alifatico de CAAX [787]. El
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aminoacido localizado en X determina el tipo de isoprenoide que va a ser
incorporado, de manera que soélo en el caso de metionina, alanina, serina o
glutamina la FT es activa, mientras que cuando existe un resto de leucina en
dicho lugar, interviene otra enzima, la GGT-I, capaz de incorporar restos
lipidicos de mayor longitud [788, 789].

Figura 9: Estructura tridimensional de la enzima

farnesiltransferasa. Su estructura heterodimérica
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La familia de geranilgeraniltransferasas esta compuesta por dos tipos de
enzimas, la PGGT GGT tipo I y la RGGT o GGT tipo II. La GGT-I es un
heterodimero y esta ampliamente relacionada con la FT, tanto a nivel estructural
ya que comparten la subunidad a, como funcionalmente. En cuanto a la funcién,
cataliza la misma reaccidn de incorporacién de isoprenoides a restos de cisteina
de proteinas con dominio CAAX, sblo que en este caso se trata de GGPP y no de
FPP. Esto viene determinado, como se ha expuesto anteriormente, por el tipo de
aminoacido terminal (X) [790]. Sin embargo, la GGT-II es diferente. El
heterodimero en cuestion se caracteriza por una subunidad B que constituye el
sitio de unién a la molécula lipidica en forma de barril, similar a la FT; mientras
que la subunidad a esta formada por un dominio helicoidal similar al de FT, y dos
dominios con una funcidon desconocida, un dominio rico en leucina y un dominio
de tipo inmunoglobulina [791]. Aunque en un principio se pensd que Rab era el
Unico sustrato para GGT, lo cierto es que Rab no es suficiente para
desencadenar la reaccion catalizada por esta enzima, sino que es necesario la
unién de una proteina llamada REP (Rab escort protein) y la consiguiente
formacién del complejo Rab:REP [792, 793]. La enzima presenta un lugar de
union a la molécula de GGPP, y cuando se produce esa unidén incrementa la
afinidad de la enzima para unirse al citado complejo proteico [794, 795]. La
unién a dicho complejo da lugar a la incorporacion de un resto de GGPP a la
proteina Rab a través de un residuo de Cisteina en el extremo N-terminal [796],
proceso que puede repetirse en el caso de un segundo resto de cisteina en la
estructura proteica, aunque aln no se conoce si en esta segunda prenilacion la
enzima permanece unida a la proteina monoprenilada o se separa de ella para la
siguiente incorporacion.

. Proteinas G: GTP-asas de pequefo tamafno molecular.

Las proteinas G constituyen uno de los principales sustratos de la
prenilacion. Su funcién bioldgica consiste en la transduccién de sefales
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extracelulares hacia el medio intracelular. Como se ha mencionado
anteriormente, estas proteinas G pueden clasificarse en dos grupos: proteinas G
y GTP-asas o proteinas G de pequeino tamafio molecular. Las primeras son
heterotrimeros en los que la subunidad a se une al nucleétido de guanosina y
son activadas mediante la unidn de agonistas a receptores de tipo GPCR
(receptor acoplado a proteina G), lo que da lugar a diversos segundos
mensajeros como el calcio o el AMP ciclico [797-801]. Las proteinas G de
pequefio tamafio molecular o “"GTP-asas” en cuya activacion se va a llevar a
cabo el intercambio de GDP a GTP con el control de los factores de intercambio
de nucledtidos de guanina o GEF. Aunque no son dos familias completamente
independientes, ya que se ha demostrado que existe una interaccion entre ellas.

La superfamilia de proteinas G de pequeno tamafio también recibe el nombre
global de superfamilia Ras, debido a que dicha proteina Ras fue la primera en
ser descubierta [802]. Todas ellas se caracterizan por un peso molecular
comprendido entre 20 y 29 kDa y por la presencia de motivos de unién a GTP.
Esta formada por mas de 50 miembros en los organismos eucariotas, y dentro
de ellas existen 5 subfamilias: Ras/Rap, Rho/Rac, Rab, Sarl/ARF y Ran, con
diferentes funciones celulares [803]. La familia Ras/Rap controla Ila
diferenciacion y la adquisicion del fenotipo final; Rho/Rac, la morfogénesis y los
procesos dindmicos relacioandos con la actina y el microesqueleto (adhesién vy
migracién celular); Rab, el trafico vesicular y la expresion génica y liberacion de
mediadores en la respuesta inmune innata; Ran, la traslocacién nuclear y el
ensamblaje nuclear tras la mitosis; y Sar/Arf, la morfogénesis y la organizacion
de los microtubulos. A pesar de esta especificidad, en realidad existe una cierta
redundancia en la funcién de esta familia proteica. Todas ellas actlan como
“semaforos” en las vias de transduccién de sefiales mediante el ciclo de
intercambio entre las conformaciones unidas a GDP (inactivas) y a GTP (activas)
[804-806]. De manera que en la conformacién unida a GTP, las GTP-asas son
capaces de transducir sefales mediante la unidn a proteinas efectoras,
afectando asi diversos procesos como la regulacidn del microesqueleto,
transporte vesicular, la divisidén, diferenciacion, migracion y adhesidn celular. La
regulacion de este ciclo se lleva a cabo por tres tipos de moléculas: los GDI
(guanosine nucleotide dissociation inhibitor) son inhibidores que se mantienen
unidos a las proteinas G en su conformacidn inactiva, es decir, unida a GDP,
para evitar su activacién y estan regulados por otras proteinas, los GDF (GDP
dissolution factor). Una vez que la proteina queda libre de la unién a GDI, son
activados los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEF), que
catalizan la reaccion del GDP a GTP lo que da lugar a la activacion de la proteina
G y asi se ponen en marcha los mecanismos efectores que se encuentran
corriente abajo en la cascada de sefalizacidn. Por ultimo, el ciclo debe volver a
su estado inactivo, para lo que las GAP (GTP-ases activating proteins) se unen a
la GTP-asa aumentando asi su capacidad enzimatica para llevar a cabo la
hidrdlisis del GTP hasta GDP y la consiguiente liberacién de un grupo fosfato
[807-809]. En general, las GTPasas suelen formar parte de diversas vias de
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transduccion de sefiales, y van a permitir la comunicacidn entre el medio
extracelular y la célula, mas concretamente el nucleo, dando lugar a la
modificacion de la expresion génica, como en el caso de la via MEK.

Prenilacion y patologias.

La prenilacién y las proteinas moduladas por dicho proceso han sido
relacionadas con diversas enfermedades humanas. En el cancer, se ha
observado una mutaciéon en la familia Ras en un porcentaje del 10 al 20% del
total de casos en humanos, dichas mutaciones se traducen en una estabilizacidn
de la proteina Ras, que se encuentra unida a GTP de forma cosntitutiva [810] y
el estudio de ratones deficientes [811] en la enzima FT ha demostrado que las
proteinas farnesiladas, aunque no participan en el inicio de la transformacién
celular maligna, si lo hacen en la progresion y mantenimiento de los tumores.
También existen varios GEF asociados con el cancer en humanos. Asi, se plantea
el potencial uso de los inhibidores de la FT como farmacos anticancerigenos
[812, 813] y se estan realizando ensayos clinicos con inhibidores tanto de la FT
como de GGT [9, 814]. Los resultados hasta el momento demuestran una alta
potencia y una baja toxicidad, aunque no todos los tipos de cancer responden de
igual modo.

La prenilacion es un proceso importante en enfermedades relacionadas con
el hueso, tanto malignas como benignas, y esto queda demostrado con el uso
terapéutico totalmente aceptado de los bisfosfonatos en la practica clinica de
varias de estas patologias [815]. Otras enfermedades en las que la prenilacion
podria ser importante son la phakomatosis pigmentovascularis y la enfermedad
vascular. En el Ultimo caso, las estatinas constituyen un grupo terapéutico en el
que la inhibicién de la prenilacion podria contribuir de forma indirecta al efecto
beneficioso de las mismas sobre funcion endotelial, el estrés oxidativo y la
inflamacién a nivel cardiovascular, aunque hasta el momento no se conoce
completamente si dichos efectos, pueden ser independientes de la reduccidon en
la produccién de colesterol o no. Todo apunta, no obstante, a la existencia de
efectos derivados de la inhibicion de la prenilacidn que no estan relacionados con
la reduccién en los niveles de colesterol. Asimismo, las estatinas son agentes
prometedores en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Farmacos que inhiben la prenilacion.

La implicacién de la prenilacion y de las moléculas preniladas en procesos
celulares y moleculares fundamentales sustenta la propuesta de la modulacion
de la misma como diana terapéutica relevante. La inhibicién de la prenilacién se
puede realizar a diferentes niveles, actuando en distintos puntos en la ruta de
sintesis de los restos isoprenoides o bien en la propia reaccion de prenilacion.
Segun esto, existen varios grupos de sustancias que, por diversos mecanismos,
pueden desencadenar una menor tasa de prenilacién, lo que conlleva una
reduccién en la cantidad de proteinas preniladas y, en ciertos casos, un acumulo
de los sustratos de la reaccién de prenilacion o de otras moléculas que se
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encuentran al principio de la ruta biosintética. Entre estos agentes se encuentran
las estatinas, los bisfosfonatos, y los inhibidores especificos de la prenilacion, el
FTI-277 (inhibidor de la farnesil transferasa) y el GGTI-298 (inhibidor de la
geranilgeranil trasnferasa).

6.1. Estatinas.

Las estatinas son farmacos empleados en el tratamiento de los trastornos
metabodlicos que dan lugar a niveles elevados de lipidos, y por tanto, en la
farmacologia cardiovascular [816, 817]. La reduccion de los niveles plasmaticos
de colesterol se consigue mediante un doble mecanismo: por un lado, las
estatinas inhiben la enzima HMGCoA-reductasa, limitante en la via biosintética
del colesterol (via del mevalonato) y por tanto, disminuyen su sintesis; como
consecuencia, por un mecanismo de regulacién del colesterol, se aumenta la
expresion de los receptores de membrana para el colesterol-LDL, lo que supone
una mayor captacion de LDL hacia el interior de la célula y, por tanto, una
disminuicion de los niveles plasmaticos de colesterol. Ademas, como
consecuencia de dicho mecanismo, también se va a inhibir la sintesis de
productos isoprenoides, como el FPP o el GGPP, cuya sintesis tiene lugar en
pasos intermedios dentro de la via del mevalonato y que son claves en el
proceso de prenilacién de proteinas, [818]. La inhibicion de este mecanismo
postranscripcional va a afectar fundamentalmente a las proteinas GTP-asas de
pequefio tamafio molecular, como la familia Rho o Ras, afectdndose asi diversos
procesos a nivel de la pared vascular [819-822], pero también en leucocitos
[823] y en el hueso [824].

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la existencia de otros efectos
ejercidos por las estatinas que son independientes de la modificacion en los
niveles de colesterol, y que pueden contribuir a la reduccidon en el nimero de
eventos coronarios. Estos efectos no relacionados con la modificacion del perfil
lipidico de las estatinas se deben a la accién de dichas sustancias sobre el
endotelio vascular y las células de musculo liso [825-827], asi como los
monocitos-macrofagos [828-831]. Dado la importancia del componente
inflamatorio en la enfermedad cardiovascular, el caracter inmunomodulador de
las estatinas es uno de los mas relevantes para el desarrollo del efecto
beneficioso de las mismas a este nivel [7].

Relacionado con su caracter inmunomodulador, en los ultimos afos se ha
estudiado el efecto beneficioso de las estatinas en diversos modelos
experimentales de EII. En estudios in vivo, algunas estatinas mejoran la colitis
inducida por sulfato de dextrano sdédico en ratén, como la simvastatina vy
atorvastatina [2, 832], la rosuvastatina [4] o la pravastatina [6]; de igual forma,
ha sido demostrado su efecto beneficioso en el modelo de colitis inducida por
acido trinitrobencenosulfénico, como en el caso de la simvastatina [3], o en
menor medida, la fluvastatina [5], o en ratas sometidas a inflamacion coldénica
por acido acético, en el caso de la pravastatina [1]. Mas alld de los efectos
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inmunomoduladores relacionados con la fisiologia cardiovascular anteriormente
expuestos, los resultados in vitro demuestran la capacidad de inhibicidn de la
simvastatina sobre el NFkB en células epiteliales intestinales, lo cual da lugar a
una modulacién de la produccién de quimioquinas como la IL-8 [2], o la
induccién de apoptosis [833]. Un estudio muy reciente demuestra la capacidad
de la simvastatina y de los inhibidores de la geranilgeranilacién para inhibir la
diferenciaciéon de células Th17, y aumentar la cantidad de células reguladoras
CD4*Foxp3* [834]. Por otro lado, todos estos efectos pueden explicar el caracter
protector de ciertas estatinas como la pitavastina, fluvastatina y simvastatina en
diversos modelos experimentales de cancer de colon en ratén [833, 835, 836].

6.2. FTI-277 y GGTI-298.

Estas moléculas sintéticas han sido disefiadas como inhibidores especificos
del proceso de prenilacién, debido a la relevancia bioldgica del mismo. Su
mecanismo consiste en la inhibicion de las dos principales reacciones de
prenilacion. Asi, el FTI-277 es capaz de inhibir la incorporacién de restos FPP
catalizada por la enzima FT, mientras que las reacciones llevadas a cabo por las
GGT-I y II van a ser bloqueadas por el GGTI-298. En la actualidad, ambas
moléculas se encuentran en fase de investigacion preclinica.

La inhibicion de la farnesilacion se constituye como una diana terapéutica en
el cancer, ya que las proteinas Ras son sustratos de la enzima FT, y el papel de
dichas proteinas en el desarrollo de cancer ha sido cientificamente avalado en
los ultimos anos. En la actualidad, los FTI se encuentran en un estadio de
investigacién preclinica en fase III, con el fin de evaluar su posible utilizacién
como anticancerosos. En un primer momento se ensayaron moléculas que
pudieran competir con la proteina para unirse a la enzima, como tetrapéptidos
conteniendo la regidon CAAX [837-839], aunque fueron reemplazados por
péptidos en los que la porcién alifatica de la region CAAX era sustituida por
benzodiazepinas o acido aminometilbenzoico [840-842]. Otros FTI fueron
diseflados para competir con el FPP [843-845]. Posteriormente, otras sustancias
han sido obtenidas mediante screening molecular y posterior optimizacion de la
estructura. Entre los FTI se encuentran el lonafarnib (SCH 66336) [846, 847],
tipifarnib (R115777) [848], BMS-214662 [849], L-778,123 [850], FTI-277 y
L744832 [851, 852]. En definitva, los FTI pueden ser clasificados en tres
grandes grupos, los que compiten con FPP, con la region CAAX de la proteina o
los que lo hacen con los dos de forma simultanea (bisustratos); mientras que el
segundo grupo puede ser subclasificado en péptidomiméticos o no
peptidomiméticos. Estos compuestos se encuentran en diversos estadios de la
investigacién preclinica, fase I, II o III.

Las mutaciones del gen de Ras que se asocian al cancer provocan una
constante activacién de la proteina que desencadena una proliferacion
incontrolada. El mecanismo de accidn de los FTI como anticancerosos se basa en
la inhibicion de la farnesilacion de las proteinas Ras, lo que implica un bloqueo
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de la via de transduccion de sefial y por tanto un blogueo en el crecimiento
celular [812, 853, 854]. Los resultados preclinicos demustran que los FTI son
capaces de inhibir el crecimiento de tumores [855, 856] y pueden desencadenar
la activacidn de la apoptosis cuando se combinan con otra sefal secundaria
[857]. Por otro lado, la asociacidon de FTI con diversos agentes quimioterapicos
supone una mayor inhibicidon del crecimiento celular y una potenciacion de la
respuesta apoptética [858, 859]; ademas, los FTI permiten un aumento en la
sensibilidad a la radioterapia [860]. Los datos de la investigacion clinica son
prometedores en cuanto al uso de los FTI como tratamiento Unico en las
alteraciones malignas hematoldgicas, como leucemia aguda o crénica, o
sindroma mielodisplastico [861]. Sin embargo, la aplicacién como agentes Unicos
en el caso de tumores solidos no estd totalmente aceptada, existiendo datos
interesantes solo en el caso del tipifarnib en el tratamiento del cancer de mama
[862]. En cambio, los estudios basados en la asociacién de los FTI con otros
anticancerosos apoyan el empleo de estas sustancias incluso en el tratamiento
de tumores sdlidos, siendo especialmente importante la asociacidon con taxanos o
antiestrégenos.

De forma mas tardia se han sintetizado inhibidores especificos de la enzima
geranilgeraniltransferasa. Estas moléculas sintéticas son peptidomiméticos de
tipo CVLL, de forma que compitan con los péptidos susceptibles de la sufrir la
geranilgeranilacidon (regién CAAX, siendo X un resto de leucina) por la unién a la
enzima GGT-I. Este es el caso de GGTI-298 o GGTI-2154 [863, 864]. Al igual
que los FTI, los GGTI son capaces de detener el ciclo celular de células tumorales
humanas en la fase G1 [865, 866] y esta capacidad esta relacionada con sus
propiedades anticancerigenas.

6.3. Bisfofonatos nitrogenados.

Estos derivados del pirofosfato actlian en un paso intermedio en el proceso
de prenilacion, ya que son inhibidores de la farnesildifosfato sintasa (FPPS), es
decir, en la ruta del mevalonato son capaces de inhibir la sintesis de restos
isoprenoides que serian empleados después por las transferasas en la reaccidn
de prenilacion propiamente dicha. A diferencia de los bisfosfonatos clasicos,
cuentan con un atomo de nitrogeno en su estructura, y esto determina su
mecanismo de accién Unico, basado en la inhibicién de la prenilaciéon y no en la
inhibicion de la apoptosis de osteoclastos. Su utilidad clinica en la inhibicion de la
resorcion Osea estd completamente aceptada, y se emplean ampliamente en
diversas enfermedades relacionadas con el hueso. La posibilidad de un efecto
inmunomodulador de dichas sustancias estan siendo estudiada en la actualidad.

. Prenilacion e inflamacion.

Como se ha expuesto anteriormente, muchos de los efectos desencadenados
por las estatinas son de tipo antiinflamatorio y se relacionan con la inhibicién de
la prenilacion, y por tanto, son independientes de la modificacién en los niveles
de colesterol. Estos efectos van a afectar de forma preferente al endotelio,
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aunque recientemente se ha propuesto efectos antiinflamatorios que pueden ser
Utiles en otras patologias, como en el caso de la EIl. A partir de los resultados
obtenidos con las estatinas en diversos modelos inflamatorios, la relacién entre
la inhibicion de la prenilacion y la inflamacion estd siendo intensamente
investigada en la actalidad.

Estudios recientes han demostrado que la inhibicidon de la geranilgeranilacién
y la farnesilacién da lugar a efectos antiinflamatorios, demostrando la relacion
entre la prenilacidon de proteinas y la respuesta inflamatoria. Asi, el GGTI-243 es
atil en un modelo murino de asma alérgico, provocando una menor infiltraciéon
de eosindfilos en las vias respiratorias [867]. Las GTP-asas de pequeifio tamano
de la familia Rho tienen importantes funciones en la migracién celular y la
regulacién del citoesquelético y procesos dinamicos relacionados con la actina, y
por tanto, en el trafico de linfocitos. Estas proteinas sufren normalmente el
proceso de geranilacion, por lo que la inhibicion del mismo puede dar lugar a un
bloqueo de la migracidon de linfocitos, explicando asi el efecto antiinflamatorio
[868, 869]. Otros datos muestran un efecto proinflamatorio de los GGTI, de
manera que el incremento en la producciéon de IL-1B en células mononucleares
de sangre periférica en pacientes con deficiencia en la kinasa de mevalonato
(MKD) se debe fundamentalmente a una inhibicién de la geranilacién y no a un
acumulo de acido mevaldnico [870], asi como en experimentos in vitro [871]. La
geranilacion, pero no la farnesilacion, promueve la diferenciacion de linfocitos
hacia el subtipo Thl7 e inhibe parcialmente el desarrollo de linfocitos T
reguladores mediante la inhibicidon de la expresion de SOCS3 [834].

Al igual que en el caso de los GGTI, los estudios realizados con los FTI han
demostrado la asociacién de la farnesilacién con la respuesta inflamatoria. La
inhibicién de la farnesilacion de Ras llevada a cabo por la manumicina provoca
una mejora en el dafo hepatico inducido por acetaminofeno en ratones [872].
Un mecanismo implicado en el caracter antiinflamatorio de los FTI puede estar
relacionado con las proteinas Ras, que sufren el proceso de farnesilacion. La
proteina RET/PTC3 es una oncoproteina cuya activacion se produce a través de
proteinas Ras dando lugar a la produccién de citoquinas. La inhibicion de la
sefalizacion desencadenada por esta proteina como consecuencia de la
inhibicion de la farnesilacion de Ras puede dar lugar a un efecto antiinflamatorio
[873]. El tipifarnib inhibe la produccién de citoquinas como IL-6 o IL-1B y
quimioquinas como MCP-1 en modelos celulares de células mononucleares, asi
como en un modelo in vivo de inflamacion inducida por LPS por un mecanismo
relacionado con la inhibicidn de NFkB tras la acitvacién de TLR4 [874]. Esta
inhibicion de NFkB también se ha puesto de manifiesto en otros estudios, tanto
en modelos de inflamacién como en modelos de cancer [8]. Junto a NFkB, la
activacion de MAPk también es dependiente de la farnesilaciéon en el caso de
monocitos [875].
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Bisfosfonatos.
Generalidades.

Los bisfosfonatos son un grupo de farmacos que se utilizan en la practica
clinica por su capacidad antirresortiva o de inhibicion de la resorcion osea,
debido a su actuacidén sobre los osteoclastos. Esta accién es en parte debida a
una union selectiva de dichas moléculas al hueso derivada de su estructura
quimica.

Aunque los BP fueron sintetizados por primera vez en el siglo XIX vy
utilizados en diversos procesos industriales, no fueron empleados en medicina
hasta la década de los 60. La confirmacion de la capacidad de los compuestos de
pirofosfato inorganico para inhibir la mineralizacién al unirse a cristales de
hidroxiapatita [876, 877] dio lugar a la busqueda de compuestos relacionados
con la misma accién, pero con mayor estabilidad. Entre los compuestos
ensayados, los BP demostraron su afinidad por la matriz dsea [878], asi como su
capacidad de prevencion de la calcificacidon in vitro e in vivo, incluso cuando se
administran por via oral, lo que demuestra su mayor estabilidad [879, 880]. En
1969 Fleisch y Francis publican dos estudios en los que se demuestra por
primera vez la capacidad de los bisfosfonatos como inhibidores de la disolucién
de cristales de hidroxiapatita [881, 882], al igual que el pirofosfato [883].
Consecuentemente, se comprobd la capacidad antirresortiva de los BP, que se
pone de manifiesto en cultivos de hueso in vitro, asi como in vivo en modelos
experimentales en animales con unas condiciones 6seas normales o con un
aumento en la resorcidon osea [884-886]. A partir de este momento aumenta
considerablemente el estudio de las propiedades farmacoldgicas y el uso
terapéutico de los bisfosfonatos en situaciones patoldgicas relacionadas con la
estructura y la resorcidén ésea. Asi, el primer trabajo clinico se realiza en los afos
70, centrado en el empleo del etidronato en diversos trastornos o desérdenes de
la calcificacidn como la miositis osificante progresiva y la enfermedad de Paget
[887, 888]. Debido a su gran capacidad de uniéon al hueso y por tanto su
potencial como detector de trastornos éseos, durante esa década se usan los
bisfosfonatos en oncologia su seguimiento y deteccién, en el tratamiento y
prevencién de complicaciones éseas derivadas de procesos cancerigenos, como
el mieloma o el cancer de hueso. La aplicacion a partir de la década de los 90 en
la osteoporosis en mujeres postmenopausicas se justifica por la capacidad de
dichos compuestos para disminuir el recambio 6seo, con el consiguiente
aumento de la densidad mineral del hueso y la reduccién del riesgo de fracturas
[889-892]. Han sido también empleados en otros tipos de trastornos dseos
como la osteoporosis inducida por el tratamiento con glucocorticoides, la
osteoporosis masculina y la osteogénesis imperfecta en nifos.

Estructura quimica y clasificacion.

Los bisfosfonatos son andlogos del pirosfosfato inorganico en los que el
oxigeno que une los dos grupos fosfonatos se sustituye por un carbono (P-C-P),
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lo que les confiere una mayor estabilidad que en el propio pirofosfato, siendo
incluso resistentes a la degradacion bioldgica y enzimatica. Esta estabilidad hace
que los bisfosfonatos no sean metabolizados cuando son administrados por via
oral, y se excretan sin modificacién alguna. Esta estructura basada en dos
grupos fosfonatos es la responsable de dos caracteristicas basicas de este grupo
de moléculas: la unién al hueso y la capacidad antirresortiva, ya que las
alteraciones del nucleo P-C-P no sélo modifican la capacidad de unién a la
superficie mineral, sino también la capacidad antirresortiva, aunque es cierto
que la modificacién de esta Ultima puede ser una consecuencia de una menor
fijacion del compuesto al hueso. A este nucleo estructural se unen dos
sustituyentes a través del atomo de carbono, R; y R, (Fig. X). La sustitucién de
R; por un grupo hidroxilo o un grupo amino, mejora las caracteristicas de union
de la molécula al hueso, en comparacion a un grupo halégeno, como en el caso
del clodronato. Por su parte, la complejidad quimica en R, aumenta la potencia
antirresortiva del compuesto, siendo los derivados nitrogenados en R, mas
potentes que los que carecen de este grupo amino [893]. Ademas, dentro de los
compuestos nitrogenados, aquellos que presentan una estructura heterociclica
en R, son mas potentes que los que sblo presentan una cadena hidrocarbonada
nitrogenada [894, 895]. En el caso de R, existe la posibilidad de una
conformacion tridimensional especifica que permite la formacién de puentes con
el calcio del hueso del tipo N-H-O en la superficie de HAP ademas de los puentes
P-C-P y al OH en Ry, lo que favorece dicha capacidad de union. Esto sucede en el
caso del alendronato, cuya conformacidn tridimensional permite el
establecimiento de dichos puentes de unidén con otros atomos de calcio, lo que le
confiere una habilidad superior a otras moléculas como el risedronato, que
deberian ser superiores en este sentido, debido a la mayor complejidad en el
sustituyente en R,. Este tipo de conformacién también se produce en el caso del
zoledronato. Asi, la estructura con una maxima potencia antirresortiva esta
constituida por el nucleo P-C-P, un sustituyente de tipo hidroxilo en la cadena R;
y un grupo amino en R, (en la mayoria de los casos, heterociclico) en el que el
atomo de nitrogeno guarda una distancia concreta con P-C-P, lo que implica una
configuracién espacial especifica [896].

Segun las diferencias en esta estructura quimica, los bisfosfonatos han sido
clasificados en dos grupos o familias principales: los bisfosfonatos clasicos o no
nitrogenados (etidronato, clodronato o tiludronato), con wuna capacidad
antirresortiva menor; y los bisfosfonatos nitrogenados, que muestran una mayor
potencia a nivel de los osteoclastos. Este ultimo grupo puede ser dividido a su
vez en alquil-amino bisfosfonatos (pamidronato, alendronato, neridronato,
olpadronato e ibandronato) vy bisfosfonatos nitrogenados heterociclicos
(risedronato y zoledronato), cuya potencia se ve incrementada con respecto a
los anteriores, debido a la mayor complejidad en la sustitucién de R,. Aunque
existen excepciones en cuanto al orden de potenica antirresortiva si se
comparan los distintos grupos, como se ha expuesto anteriormente, de una
configuracién espacial que incremente la potencia del compuesto.
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Figure 10: Estructura quimica de bisfosfonatos derivada del pirofosfato.

3. Mecanismo de accion.

Un aspecto fundamental del mecanismo de accion de los bisfosfonatos es la
capacidad de unidén de los mismos a la matriz dsea, lo que conlleva un contacto
intenso con los osteoclastos. Aunque en un principio se defendid la idea de que
dicha capacidad se debia Unicamente a la estructura basica P-C-P y a la
contribucidon de un grupo OH en R;, las diferencias entre las diversas moléculas
del grupo demuestran que no es asi, ya que todas ellas comparten dicho nucleo
estructural [897]. Asi, la sustitucién, tanto en R; como en R,, puede modificar
dicha capacidad de uniéon a la hidroxiapatita. Junto a estas caracteristicas
quimicas o estructurales, las propiedades fisico-quimicas de los bisfosfonatos
pueden modificar la capacidad de uniéon al hueso, dando lugar a modificaciones
en la cinética de adsorcién, fundamentalmente en los niveles de saturacion.
Entre estas propiedades se encuentran la carga molecular y la variacidon del
potencial zeta que la unién del bisfosfonato provoca en la superficie mineral, o la
tension superficial.

En cuanto al mecanismo de accidn, la selectividad de los bisfosfonatos por
los osteoclastos y la actividad endocitica de estos permite la acumulacién en el
hueso. En el proceso de resorcion ésea, se activa una bomba de protones en la
membrana de los osteclastos que hace que se produzca una acidificacidon en el
espacio subcelular del osteoclasto [898], lo que conlleva la disolucion de los
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cristales de HAP. A su vez, esa caida en el pH permite la liberacién del
bisfosfonato de la superficie 6sea a la que estd unida, de manera que los
osteoclastos se encuentran expuestos a una elevada concentracion del
compuesto. Hoy dia se considera que las acciones de los bisfosfonatos sobre los
ostecolastos se deben a fendmenos intracelulares, que van a provocar
modificaciones en el reclutamiento, proliferacién, actividad resortiva y muerte
celular programada de estas células. Ademas de actuar sobre ostecolastos
maduros induciendo la apoptosis y reduciendo asi el nimero de ellos [899-901],
los BP van a prevenir la formacién de osteoclastos [902-904]. Por otro lado, no
solo afectan a la biologia de los osteoclastos, sino que estas sustancias también
inducen la apoptosis en macréfagos, como se muestra en estudios en lineas
celulares murinas y humanas [905-908]. Un punto controvertido es la accién de
los bisfosfonatos sobre los osteoblastos, que van a ser activados tras la
exposicion a concentraciones nanomolares de bisfosfonatos, produciendo
factores inhibidores de los osteoclastos [909-912].

Las moléculas deben introducirse en el osteoclasto mediante un proceso de
endocitosis en fase fluida [913], localizandose a continuacién en vesiculas a
partir de las cuales seran movilizados hacia el citosol, a través de la acidificacién
de dichas vesiculas [914]. Como consecuencia, estas células sufren una serie de
modificaciones morfoldgicas, como la desaparicion del borde plegado o las
alteraciones en el citoesqueleto. Una vez dentro del osteoclasto, los
bisfosfonatos van a actuar segun dos procedimientos principales. Por un lado, las
moléculas no nitrogenadas van a promover la induccion de la apoptosis de los
osteoclastos mediante el acimulo de un metabolito téxico (nucledtido del tipo
App-Cp) como consecuencia de la actuacidn de la enzima aminoacil-t-RNA
sintetasa, que permite que los bisfosfonatos sean incorporados a analogos no
hidrolizables del ATP. Estos metabolitos téxicos van a modificar la permeabilidad
de la membrana mitocondrial, dando lugar a la activacion de caspasas y a la
consecuente muerte celular programada [915, 916]. Por otro lado, la actuacion
de los bisfosfonatos nitrogenados sobre la via del mevalonato es la responsable
de su capacidad antirresortiva. Estas moléculas van a actuar como sustratos
analogos de los bifosfatos isoprenoides, produciendo la inhibicidn de la enzima
peroxisomica farnesil difosfato sintasa (FPPS), que es la responsable de la
sintesis del farnesil difosfato que, a su vez, es el sustrato para la sintesis de
geranilgeranil bifostato. Ambos isoprenoides participan en la prenilacién de las
GTPasas de pequefio tamafo molecular, que como ya hemos expuesto
anteriormente modula la funcionalidad de las mismas en el osteoclasto.
Asimismo, dicho mecanismo de accion conlleva el acumulo de proteinas no
preniladas, asi como de IPP, precursor del FPP; lo cual puede estar implicado en
el mecanismo de accién de la inhibicién de la resorcion dsea y en la aparicion de
efectos adversos de los bisfosfonatos, respectivamente. De esta forma, la
acumulacién de IPP parece ser la causa de la reaccién de fase aguda que
provocan los bisfosfonatos nitrogenados cuando se administran por via
intravenosa, y que es un efecto adverso tipico de dichos farmacos. Esta reaccién
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da lugar a la aparicidn de fiebre y de sintomas gripales. El mecanismo de este
fendmeno, que suele ser transitorio, se debe a la inhibicion de la FPPS a nivel de
células mononucleares en el torrente circulatorio, fundamentalmente monocitos
que da lugar al acumulo de IPP. Este, por un mecanismo desconocido aun de
presentacién, se une a un receptor que se expresa en linfocitos T y-0 humanos,
provocando su activacion, la liberacion de TNF-a y la reaccién aguda en
cuestion.

De forma similar a lo que ocurre en el caso de los bisfosfonatos clasicos, las
moléculas nitrogenadas pueden causar la apoptosis de osteoclastos, pero de
forma secundaria a la inhibicion de la prenilacion. Asi, el bloqueo de la
funcionalidad de la FPPS da lugar a acimulo de IPP, que puede condensarse con
AMP para dar lugar al metabolito téxico Apppl, que actuard igualmente a nivel de
la membrana mitocondrial provocando la activacién de la cascada de caspasas y
la consiguiente apoptosis.

Ademads de su conocido y bien caracterizado efecto sobre los osteoclastos,
los bisfosfonatos pueden actuar sobre otras células relacionadas con el sistema
0seo. Asi, el uso de bajas concentraciones de bisfosfonatos inhibe la apoptosis
de osteocitos [917] por un mecanismo en el que se produce la apertura de los
hemicanales de conexina 43, lo que provoca la activacion de ERK [918]. Este
efecto sobre osteocitos es independiente en términos de potencia de la accion
sobre osteoclastos, y podria explicar parcialmente la eficacia antifractura de
estos farmacos. En contraposicién, el efecto de los bisfosfonatos sobre
osteoblastos aun no se ha demostrado de forma evidente. Se cree que la posible
activacion de osteoblastos mediada por los bisfosfonatos [919] se debe a
acciones indirectas sobre el ciclo de remodelado por la inhibicién de la resorcion
Osea.

El objetivo en el empleo de los bisfosfonatos en la inhibicidn de la resorcidn
Osea es la obtencién de nuevos farmacos con una mayor potencia y una menor
capacidad de inhibicion de la mineralizacion debido a su unién a la superficie
O0sea mineral [897]. Desde el etidronato hasta el zoledronato, el avance en este
sentido ha sido espectacular, con una mejora notable en el indice terapéutico de
este grupo de farmacos. Se han llevado a cabo estudios de capacidad
antirresortiva de las diferentes moléculas en varias especies animales (ratoén,
conejo, perro, cerdo, oveja y mono) Yy utilizando diversos modelos animales.
Estos experimentos han permitido establecer un principio importante en la
farmacologia de los bisfosfonatos: el principio de la dosis total [920, 921], por el
gue es especialmente importante la dosis total administrada del farmaco y no lo
es tanto el establecimiento de un régimen estricto de dosificacidn. Los primeros
ensayos en humanos destinados a validar este principio se estan desarrollando
con resultados prometedores, permitiendo en algunos casos la administracion
semanal o incluso mensual del tratamiento. Uno de los riesgos del tratamiento
con estos farmacos es su acumulacién en el hueso y la posibilidad de reduccion
del metabolismo éseo debido a tratamientos prolongados, como ocurre en este
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tipo de enfermedades. Aunque este fendmeno se ha observado tanto en
animales como en humanos [922], las dosis necesarias para que se produzca
son muy elevadas, muy por encima de las que se utilizan hoy en dia en
terapéutica, por lo que el riesgo en este sentido es pequefo.

Farmacocinética y caracteristicas farmacologicas.

El comportamiento farmacocinético de los BP se caracteriza por una
absorcion intestinal reducida, en torno al 1-4%, y una migracion hacia el hueso.
Junto a la adsorcidn selectiva de los bisfosfonatos a la superficie mineral del
hueso, otro aspecto importante de estas sustancias es la retencion en dicha
estructura, siendo ésta mayor en pacientes con enfermedades en las que la tasa
de recambio 6seo estd aumentada. De este modo, se considera que de la
cantidad absorbida de un determinado bisfosfonato, dos tercios van a ser
captados y retenidos en el hueso, mientras que el otro tercio se eliminara sin ser
metabolizado a través de la orina. Esta eliminacidn urinaria puede verse
modificada obviamente por afectacion de la funcién renal, pero también por la
capacidad de los bisfosfonatos para unirse a proteinas especificas, como la
fetuina [923, 924]. La vida media de eliminacion de estos farmacos nunca
coincide con la duracion de sus efectos, debido a la retencion de los mismos a
nivel éseo, que puede prolongarse y ademas depende de procesos como el
remodelado y la resorcion [913]. Por otro lado, una vez que termina la
administracion del farmaco, la cantidad acumulada en el hueso pasara al
torrente circulatorio para ser excretada, y en ese proceso puede ser re-captada
por el hueso y prolongar asi aun mas su permanencia en el organismo [925,
926]. La liberacion del bisfosfonato del hueso se realiza mediante dos procesos:
desorcion quimica, cuando la cantidad de bisfosfonato en los fluidos que rodean
a la superficie mineral en la que éste se haya secuestrado es baja; y resorcion
osteoclastica, siendo la union del farmaco a la HPA un proceso fisicoquimico
reversible [897].

Una caracteristica clinica que permite una diferenciacién entre los distintos
bisfosfonatos es la capacidad para reducir el riesgo de fracturas dseas, lo cual es
fundamental en el tratamiento de pacientes osteoporéticos. Esta habilidad
depende del tipo de hueso, existiendo diferencias importantes entre huesos no
vertebrales y vértebras entre las distintas moléculas; asi como el tiempo
necesario para la aparicion de dicho efecto. Otro aspecto importante es la
modificacion de la densidad mineral 6sea, que se debe basicamente a dos
procesos: el rellenado de los espacios de remodelado en un primer momento y
de forma rapida y, mas lentamente, la supresién del recambio éseo.

Los bisfosfonatos usados en clinica hasta el momento pueden ser clasificados
de menor a mayor en términos de potencia, segun su:

- Afinidad mineral: clodronato, etidronato, risedronato, ibandronato,
alendronato, pamidronato y zoledronato.
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- Inhibicion de la enzima FPPS: etidronato, clodronato, pamidronato,
alendronato, ibandronato, risedronato y zoledronato.

- Efecto de la union del bisfosfonato a la hidroxiapatita en la carga
superficial (potencial zeta): risedronato, clodronato, etidronato,
zoledronato, ibandronato y alendronato.

5. Aplicaciones terapéuticas.

Los bisfosfonatos fueron los primeros farmacos en los que se demostré una
actividad inhibidora de la resorcion dsea, y por ello han sido y continlan siendo
empleados en diversas enfermedades que se caracterizan por un actividad
resortiva excesiva, como la enfermedad de Paget, la enfermedad d&sea
metastasica u osteolitica, la hipercalcemia derivada de procesos malignos o la
osteoporosis. Los bisfosfonatos que han sido autorizados para el uso clinico son
etidronato, clodronato, tiludronato, pamidronato, alendronato, risedronato,
zoledronato, ibandronato, olpadronato y neridronato.

El etidronato, el primer BP sintetizado con una estructura no nitrogenada que
favorece la inhibicidn de la mineralizacién frente a la accidn antirresortiva, se
usa pues como inhibidor de la calcificacion en casos de FOP (fibrodisplasia
osificante progresiva o miositis osificante) o para evitar calcificaciones ectodpicas
como en la sustitucién completa de la cadera, o después del dafio de la médula
espinal. Las dosis utilizadas de etidronato para este tipo de aplicaciones son muy
elevadas y nunca coinciden con las que se emplean en el caso de osteoporosis.

La capacidad de unién de los bisfosfonatos a la superficie mineral dsea
determina su utilizacion en medicina en la deteccion de metastasis y lesiones
Oseas, es decir, como marcador 6seo en técnicas para obtener imagenes a
través de radionuclidos [927].

La enfermedad de Paget se caracteriza por un exceso de osteoclastos, tanto
en términos cuantitativos como de actividad, debido al menos aparetemente a
una apoptosis defectuosa de estas células. En la patogénesis se habla de un
componente genético, la mutacidén de secuestosoma (SQSTM1) que participa en
la via de activacion de NFkB [928], junto con un componente viral [929]. En
cualquier caso, la capacidad de los bisfosfonatos para inducir la apoptosis de los
osteoclastos explica su aplicacién terapéutica en la Enfermedad de Paget, y de
hecho esta entidad patoldgica fue la primera en la que se emplearon estos
farmacos como inhibidores de la resorcién ésea [930, 931]. Hoy en dia los BP
pueden ser considerados como el tratamiento de eleccién en esta enfermedad
[932], y el pamidronato por via intravenosa, empleado durante un largo periodo
de tiempo [933], ha dado paso a otros bisfosfonatos mas potentes como el
risedronato o el zoledronato [934-936].

En el campo de la oncologia los bisfosfonatos tienen una relevancia clinica
importante. La liberacidn de determinados factores por parte de tumores da
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lugar en muchos casos a hipercalcemia y destruccién del hueso. Los
bisfosfonatos inhiben la resorcién désea y la destruccién d6sea asociada a la
existencia de tumores en modelos experimentales de cancer [937]. Ademas,
estos farmacos disminuyen el crecimiento de estos tumores por un mecanismo
doble, un efecto indirecto por modificacién de la liberacién de factores de
crecimiento al actuar sobre la matriz 6sea [938, 939], y una accién directa sobre
las células tumorales basada en la induccidon de la apoptosis [940]; estos efectos
podrian estar relacionados con la accién de los bisfosfonatos sobre la via del
mevalonato. La efectividad de este grupo farmacoldgico en los problemas déseos
derivados de procesos malignos ha quedado demostrada [941], y es por esto
por lo que se emplean en dichas situaciones clinicas [942-944]. Diversos
estudios han puesto de manifiesto la capacidad de los bisfosfonatos para reducir
el nUumero de SER (eventos relacionados con el esqueleto) en un amplio abanico
de tipos de cancer, como mieloma [945], mama [946, 947], préstata [948],
pulmén, rifdn y otros tumores solidos. En oncologia, los bisfosfonatos de
eleccion son el zoledronato [949], pamidronato, clodronato e ibandronato [950,
951]. Este tratamiento supone incluso una mejora en la supervivencia [952-
954]. El empleo de dosis elevadas puede conllevar la aparicién de una
complicacion, la osteonecrosis de las articulaciones.

Por ultimo, los bisfosfonatos constituyen el tratamiento mas importante en la
osteoporosis, en el que se emplean el etidronato [890, 955, 956], alendronato
[889, 957, 958] vy risedronato [891, 959]. En mujeres postmenopausicas, los
bisfosfonatos aumentan la masa ésea y disminuyen la tasa de fracturas [960], al
mismo tiempo que incrementan la osteomineralizacién [961]. En pacientes con
tratamiento basado en glucocorticoides, disminuyen la pérdida de hueso [962,
963]. En ninos que sufren de osteogénesis imperfecta, aumentan la masa dsea
[964, 965]. Las alternativas terapéuticas en el caso de la osteoporosis son la
paratohormona, tratamiento anabolizante que administrado de forma
intermitente aumenta la formacidén 6sea y disminuye el indice de fracturas; la
calcitonina, desplazada actualmente por los bisfosfonatos; el raloxifeno,
modulador selectivo de los receptores estrogénicos, cuyo uso se limita a algunas
mujeres en la posmenopausia inmediata; el ranelato de estroncio, con caracter
antirresortivo pero también osteoformador, capaz de disminuir las fractuas
osteoporoticas por un mecanismo desconocido; o el denosumab, un anticuerpo
monoclonal dirigido al ligando del receptor RANK (RANKL) que se encuentra aun
en fase de investigacidén. Junto al tratamiento farmacoldgico principal, en la
osteoporosis se utiliza calcio y vitamina D.

En la actualidad la investigacién clinica en este campo se basa en la
busqueda de modificaciones del régimen terapéutico, como la administracién
intermitente, la utilizacion de la via oral o la intravenosa, la duracidon del
tratamiento, la combinacion con otros farmacos, asi como el uso extendido en el
tiempo.
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Introduccion.

6. Bisfosfonatos e inflamacion (Enfermedad Inflamatoria Intestinal).

Clasicamente los bisfosfonatos han sido clasificados, segun la presencia o
ausencia de nitrégeno en su estructura, en dos grupos: bisfosfonatos clasicos y
moléculas nitrogenadas, con caracter proinflamatorio es tas ultimas. Este
caracter proinflamatorio se debe a la reaccién de fase aguda que provocan los
bisfosfonatos nitrogenados cuando son administrados por via parenteral, y que
no se observa ni en su administracién por via oral ni en el caso de bisfosfoantos
no nitogenados [941, 966, 967]. Esta reaccidon se basa en la produccion de
citoquinas proinflamatorias, fundamentalmente IL-1, IL-6 y TNF-a y puede
deberse a la activacion de diferentes tipos celulares, como monocitos,
macrdéfagos o linfocitos T y/d [968].

En la actualidad, la aplicacion de los bisfosfonatos nitrogenados en la EII se
basa Unicamente en la capacidad antirresortiva de estos farmacos y en el
tratamiento de la osteoporosis o las alteraciones dseas desencadenadas en esta
patologia o como consecuencia del tratamiento de Ila misma con
glucocorticoides. Sin embargo, sdlo ha sido descrito el efecto antiinflamatorio
propiamente dicho del alendronato en el modelo de TNBS en rata [10]. Algunos
estudios muestran la capacidad de los bisfosfonatos, por ejemplo ibandronato,
para frenar el desarrollo de cancer colorrectal asociado o secundario a CU [969].
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Métodos.

Reactivos.

Todos los reactivos empleados, excepto aquéllos en los que se indique lo
contrario, han sido suministrados por Sigma® (Madrid, Espafia). Los
bisfosfonatos fueron suministrados por Molekula®, excepto en el caso del
alendronato que fue empleado en el ensayo de colitis inducida en ratas por acido
trinitrobencenosulfénico, donde ademas se empled una especialidad
farmacéutica comercial (Fosamax®, Merck). Segun los datos suministrado por la
empresa (Molekula®), la pureza de los bisfosfonatos es de 98,9% para
alendronato, 98,7% para etidronato, 99,2% para ibandronato, 99,4% para
pamidronato, 99,32% para risedronato, y 99,6% para zoledronato.

Experimentos in vivo.
Animales de experimentacion.

En los experimentos in vivo asi como ex vivo, se emplearon ratas Wistar
hembras, con un peso medio comprendido entre los 175 y los 225 g,
suministradas por Harlan Laboratories®, Barcelona Espafia. Dichos animales
fueron mantenidos en jaulas de makrolon y sometidos a ciclos de 12 horas de
luz y oscuridad. Para su alimentacién se empled una dieta estandar para
roedores (Panlab A04, Panlab®, Barcelona, Espafia), y agua ad libitum. Los
experimentos realizados han sido aprobados por el Comité de Bienestar Animal
de la Universidad de Granada y se han llevado a cabo de acuerdo con la Guia
para el cuidado y uso de animales de experimentacién de los Institutos
Nacionales de Salud de EEUU.

Diseio experimental in vivo.

Se han llevado a cabo experimentos in vivo utilizando dos modelos de colitis
diferentes, TNBS y DSS. En el caso del modelo de TNBS se han realizado dos
tipos de tratamientos, por via oral e intraperitoneal, incluyendo a los tres
bisfosfonatos estudiados. La SAZ fue incluida como patréon al ser un farmaco
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Figura 11: Disefio experimental en el modelo de colitis por TNBS.
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empleado en la practica clinica en la EII y se administré por via oral. El DSS sélo
fue utilizado como modelo secundario y sélo en el caso de las sustancias con
caracter antiinflamatorio en el modelo de TNBS. Todos los experimentos fueron
realizados al menos 2 veces con un n=10 en la mayor parte de los grupos
experiementales.

Tras un periodo de aclimatacion de 7 dias, las ratas fueron distribuidas
aleatoriamente en los correspondientes grupos experimentales, existiendo en
todos los casos un grupo no colitico o control y un grupo colitico (TNBS o DSS),
en los modelos de colitis, junto con el grupo tratado con bisfosfonato (via oral o
via intraperitoneal, segin el caso). En ambos modelos de colitis, todos los
grupos experimentales fueron sometidos a la induccidon de colitis, excepto el
grupo control. Ademas de los grupos citados, en el modelo de TNBS se utilizé la
sulfasalazina administrada por via oral como modelo de farmaco antiinflamatorio
utilizado en la EII en humanos. La administracion oral de los distintos
tratamientos se realizd mediante sonda nasograstica, utilizando un volumen de
administracion de 1 ml por animal y por dia; mientras que en el caso de la
administracion intraperitoneal, el volumen de inyeccién fue de 0,2 ml. Los
vehiculos utilizados para la administracidon oral e intraperitoneal fueron
metilcelulosa al 1% (P.V?') y soluciéon salina estéril, respectivamente. Estos
vehiculos fueron administrados igualmente a los grupos control y colitico (TNBS
o DSS, segun el caso). Se llevd a cabo un pretratamiento, en el que la
administracion de las sustancias a examinar comenz6 dos dias antes de la
induccién de la colitis, que se indujo bien por administracion de TNBS o por
sustititucion del agua de bebida por una solucion de DSS. En el caso del modelo
de TNBS, la administracion de los farmacos se realizé durante 8 dias, mientras
que en el caso del DSS ésta se prolongé debido a las necesidades del modelo en
cuestién hasta un total de 12 dias. Las dosis administradas fueron calculadas por
equivalencia entre los distintos bisfosfonatos en funcién del peso molecular, asi
se utilizaron 75 mg kg™ dia® para el alendronato, 83 mg kg* dia® para el
ibandronato, y 80 mg kg' dia' para el pamidronato. En el caso de la
Sulfasalazina, se utilizé una dosis de 200 mg kg™ dia™. El control diario del peso
corporal y del estado general del animal, del consumo de agua y comida y del
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Figura 12: Disefio experimental en el modelo de colitis por DSS.
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aspecto de las heces se realizé en todos los modelos empleados. El sacrificio de
los animales se realizé por dislocacion cervical.

Induccion de la colitis por acido trinitrobencenosulfénico.

La colitis fue inducida mediante la administracion intrarrectal de una solucién
de &cido trinitrobencenosulfénico (TNBS) en etanol al 50% (V V). La cantidad
administrada fue de 10 mg de TNBS por rata en un volumen de 0,25 ml. Para
ello se sometid al animal a anestesia con halotano. La induccién de la colitis se
llevoé a cabo dos dias después del comienzo del tratamiento de los animales con
los bisfosfonatos. Durante el desarrollo del protocolo experimental, los consumos
de agua y comida asi como la modificacién del peso corporal fueron registrados
diariamente. El sacrificio de las ratas se realizé 6 dias después de la induccion de
[970]la colitis.

Induccion de colitis por sulfato de dextrano sédico (DSS).

La colitis se indujo mediante la administracidn de sultafo de dextrano soédico
(DSS) en el agua de bebida. Para ello se utilizé6 una concentracion entre el 3 y el
5% (m V1) de DSS, segun la evolucién de los animales a lo largo del desarrollo
experimental; en un principio se administré un 5% de DSS hasta que los
animales mostraron signos de caquexia y diarrea (dia 5), entonces se disminuyd
hasta un 3% la concentracion de DSS administrada. Se realiz6 igualmente un
pretratamiento de dos dias, es decir, la colitis se indujo dos dias después del
comienzo del tratamiento. Se llevé a cabo un control diario del peso corporal, del
consumo de agua y comida y del estado general del animal, asi como de la
posible presencia de sangre en heces y de la consistencia de las mismas. Segun
estos parametros se calculd un indice de actividad de la enfermedad (DAI),
segun fue descrito por Stucchi y colaboradores en 2000 [970]. El periodo de
administracion de DSS fue de 10 dias, tras el cual los animales fueron
sacrificados mediante dislocacién cervical.

Tratamiento in vivo en animales sanos.

Tras el periodo de aclimatacion, los animales de experimentacidon se
distribuyeron en dos grupos experimentales, un grupo control y un grupo tratado
con pamidronato (n=4, para cada grupo). Las ratas Wistar fueron tratadas
diariamente por via oral con la misma dosis de pamidronato empleada en los
modelos de colitis (80 mg kg™ dia'). También se empleé6 como vehiculo
metilcelulosa al 1%, que fue administrada al grupo control. Se llevaron a cabo
tres experiencias diferentes, en las que dicha administracion se realizé durante
3, 5 y 8 dias, respectivamente. Se llevd a cabo un control diario del peso
corporal y del consumo de agua y comida. Al final del tratamiento, tras el
sacrificio de los animales, se obtuvieron diversos 6rganos del animal: colon,
duodeno, ileon, higado, bazo y ganglios linfaticos mesentéricos; asi como una
muestra sanguinea para la obtencion del plasma. A partir de los tejidos
anteriormente nombrados, se procedid a la extraccién de proteinas (ver punto 2
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del apartado F de esta seccidn). En el caso del bazo y de los ganglios linfaticos
mesentéricos, se obtuvieron las células mononucleares segun el protocolo que se
describe mas adelante (ver punto 3 del apartado D de esta seccién), y se
procedi®d a su contaje y cultivo para la determinaciéon de la produccién de
citoquinas. Por otro lado, inmediatamente después del aislamiento de las células
mononucleares (sin incubacion), se aisld el contenido proteico de las mismas,
para su posterior utilizacion en diversos ensayos de Western Blot, es decir, para
el estudio de la expresién proteica (ver punto 3 del apartado F de esta seccién).

Obtencion de plasma sanguineo.

La extraccion de sangre se realizd en la bifurcacion aorto-femoral en el
momento del sacrificio. Se utilizd heparina como anticoagulante (5000 UI mli™?).
La sangre asi obtenida fue sometida a una centrifugacion a 3000 rpm durante 10
minutos a 4° C, para obtener asi el plasma. Las muestras obtenidas fueron
conservadas a -80° C hasta su posterior uso.

Estudio del tejido colénico.

Cuantificacion del daio coldnico.

Parametro Aspecto Valoracién
Ninguna 0
Diseccion dificultosa
Adherencias visibles
Ovillo brutal
Limpieza normal
Obstruccion Requiere limpieza manual
Impacto fecal
Aspecto normal

Adhesiones

Ligera o bien intensa pero parcheada

Hiperemia -
Intensa y generalizada

Franca hemorragia
No hay rigidez
Fibrosis Cierta rigidez
Marcada rigidez
Ninguna

Restos aislados
Parcheada (aspecto de guijarros)
Lesion focal (9<0,8 cm)
Lesion focal (9>0,8 cm)
Lesion esencialmente continua y extensa
Forma normal

Necrosis

Forma ligeramente anormal

Deformacién = - -
Deformacion en circulo o elipse

Deformacion total

WIN|P[OJU|RJWIN|IFPIOIN|IFIOIWIN|IFR|IOIN|F]|IOlWIN| -

Dilatacion proximal +2
Otros Fragilidad +1
Cicatrices +1

Tabla 3: Calculo del indice de dafio macroscdpico (IDM). Se incluyen hasta 7
parametros con una puntuaciéon comprendida entre 0 v 24.
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Inmediatamente después de la muerte del animal, el colon fue extraido y se
limpid para eliminar los restos de heces y de grasa adherida al mismo, y se
mantuvo sobre una superficie refrigerada hasta su posterior congelacion. Las
muestras coldnicas fueron pesadas, y la longitud fue determinada al someterlas
a un peso constante de 2 g. El dafio colonico macroscépico fue calculado
basdandonos en diversas caracteristicas propias de la colitis: adhesiones,
cicatrices, fragilidad, dilatacion proximal, necrosis, deformacion, obstrucciéon
intestinal, hiperemia vy fibrosis. Segun éstos un observador ajeno al experimento
establecio un indice de dafilo macroscépico con una escala comprendida entre 0 y
24 (Tabla 3). El colon fue dividido en cinco segmentos longitudinales para la
determinacion posterior de diversos parametros; de igual modo, se obtuvieron
dos segmentos transversales y adyacentes al dafo que se emplearon para las
pruebas histolégicas y para la extraccién de ARN respectivamente. Las muestras
coldnicas asi obtenidas fueron congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a -
80°C hasta su uso, a excepcidn de la muestra obtenida para el estudio
histoldgico (protocolo descrito a continuacion).

Histologia.

Uno de los segmentos coldnicos transversales obtenidos tras el sacrificio fue
fijado utilizando para ello formaldehido al 4% (P.V'!). A partir de estas muestras,
se realizaron secciones de un grosor aproximado de 5 um con el empleo de un
micrétomo. Las secciones microscopicas fueron montadas en portas y sometidas
a una tincion rutinaria con hematoxilina-eosina, para el estudio de la morfologia
y disposicion del tejido coldnico. La toma de imagenes se realizd con un
microscopio Leica DMI3000 B, con un aumento 10x en todos los casos.

Determinacion de la actividad mieloperoxidasa y fosfatasa alcalina en
colon.

Una muestra de colon fue homogenizada en un tampdn que contenia Tris
Base (50 mM) y HTAB al 0,5% (P.V''). Una vez centrifugado el homogenado, el
sobrenadante resultante fue empleado para la determinacién de actividades
enzimaticas en colon. La determinacion de la actividad mieloperoxidasa, como
marcador de infiltracidn neutrofilica, se llevdo a cabo mediante un método
espectrofotométrico basado en el uso de o-dianisindina y H,0,, segun describid
Krawisz en 1984 [971], con minimas modificaciones. Los resultados fueron
expresados como Unidades (umol.min?)/g de tejido himedo. Igualmente, la
actividad fosfatasa alcalina fue determinada usando para ello un método
espectrofotométrico descrito por Sanchez de Medina y colaboradores en 2004
[972]. En dicho protocolo, el sustrato de la reaccién catalizada por dicha enzima
es el p-nitrofenilfosfato sddico. Los resultados se expresan en este caso como
mUnidades/mg de proteina.
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4. Analisis del transcriptoma colonico: extraccion de ARN, hibridacion del

microarray y analisis de datos.

Este andlisis se realizé en el modelo de colitis por TNBS, cuando el
pamidronato se administr6 por via oral. El ARN se extrajo mediante la
homogenizacion de muestras de tejido colénico con Trizol reagent (Invitrogen,
Barcelona, Espafia) y purificacidon con columnas de afinidad “RNeasy” (Qiagen,
Madrid, Espafa). La cantidad e integridad del ARN fue determinada mediante a
relacién de la relacion de absorbancia a 260/260 nm y electroforesis en gel de
agarosa al 1% (P.V'!), respectivamente. Los procedimientos de etiquetado de las
muestras, hibridacion, marcaje y escaneado fueron llevados a cabo mediante
protocolos estandar de Affymetrix (www.affymetrix.com). El analisis del
microarray fue realizado por Progenika Biopharma (Bilbao, Espafa) utilizando 18
GeneChip Rat Expression Array 230 2.0 microchips (Affymetrix). En la
normalizacién y el analisis estadistico se empled el programa informatico
GeneSpring v7.1 (Agilent Technologies, Las Rozas, Espafia). El analisis funcional
de rutas bioquimicas fue llevado a cabo mediante los programas Ingenuity
Pathway Analysis y GEDI software
(http://www.childrenshospital.org/research/ingber/GEDI/gedihome.htm). Los
datos fueron sometidos a un analisis de varianza seguido del test a posteriori de
Tukey post-hoc test y la correccion de Benjamini y Hochberg, con el fin de
disminuir la aparicion de falsos positivos. Se han tenido en cuenta las
recomendaciones MIAME [973] para poder disponer de forma detallada de la
informacidon necesaria para la comprension, interpretacion, reproduccidon y
comparacién de nuestros resultados. Los resultados se expresan como ratio de
incremento con respecto al grupo control. En algunos casos, ademas se
proporciona la ratio de incremento frente al grupo colitico o TNBS. A dichos
datos se puede acceder a través de la base de datos de “European
Bioinformatics Institute Arrayexpress” (http://www.ebi.ac.uk, reference E-MEXP-
873).

Experimentos in vitro.

. Diseio experimental in vitro.

En todos los experimentos in vitro, excepto en aquéllos en los que se indica,
se llevd a cabo el mismo protocolo experimental. Los bisfosfonatos y FTI-277
fueron disueltos en PBS estéril; mientras que en el caso de la mevalonina vy el
GGTI-298 se empled dimetilsulféxido (DMSO). En los casos en los que fue
necesario, la cantidad de DMSO afiadida a los distintos grupos experimentales
fue igualada, utilizando como concentracibn maxima 1:1000 para dicho
disolvente. Las concentraciones empleadas en la mayoria de los casos fueron
100 pM para los bisfosfonatos, 1 uM para FTI-277, 3 pM para GGTI-298 y 5 uM
para mevalonina. En algunos experimentos se realizd un estudio del efecto de
los bisfosfonatos en funcién de la concentracion empleada, en cuyo caso ademas
de la concentracién de 100 pM, se utilizaron las de 10 y 1 pyM. Los tratamientos
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(bisfosfonatos y controles) fueron afadidos al cultivo una hora antes que el
estimulo correspondiente. El tiempo de incubacion depende del tipo celular, asi
como de la técnica a realizar, y por tanto, se especifica en cada caso.

. Cultivo de lineas celulares de enterocitos.

Las tres lineas celulares de epitelio intestinal empleadas (Caco-2, HT29 e
IEC18) fueron obtenidas del Servicio de Cultivo Celular de la Universidad de
Granada. En todos los casos se empleé como medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), suplementado con suero bovino fetal (10%), L-
glutamina (2mM), antibiéticos (1%: penicilina [100 U/ml] y estreptomicina [0,1
mg/ml]) y anfotericina B (2,5 pg/ml). Los diversos cultivos se mantuvieron en
una atmodsfera con el 5% de CO, y a 37° C. Las células fueron mantenidas en
placas de 78 cm? hasta su confluencia. El medio de cultivo fue renovado cada 2-
3 dias. Los estimulos empleados fueron LPS (1 ug/ml) en el caso de IEC18 y
HT29, mientras que la IL-1B (10 ng/ml) fue empleada para la estimulacién de la
linea celular Caco-2. El tiempo de estimulo fue diferente en funcién de la
determinacion a realizar. Asi, en el caso de la expresion de IL-8 o COX2, asi
como de la inhibicion de la prenilacién, fue de 24 horas; mientras que en el
estudio de las vias de transcripcién, la exposicién al estimulo fue sélo de 30
minutos.

. Cultivos primarios de células mononucleares.

Tras el sacrificio de los animales, se extrajo el bazo y los ganglios linfaticos
mesentéricos que fueron dispuestos en medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium suplementado con antibidticos (100 mg.l' de estreptomicina,
100000 U.I"* de penicilina) y anfotericina B (2,5 mg.l"™") como antifingico. Una
vez que se elimind la grasa adherida a dichos érganos, éstos fueron presionados
mecanicamente con ayuda de unas pinzas para la obtencidn de una suspensién
celular. La lisis de los eritrocitos fue realizada durante 30 minutos a 4° C
mediante una solucidon con una composicién 0.15 M de NH4Cl, 10 mM de KHCOs3,
0,1 mM de Na,EDTA:-2H,0, pH=7,3. Las células mononucleares aisladas se
dispusieron en un medio de cultivo completo, en este caso Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-1640) suplementado con suero bovino fetal (10%), L-
glutamina (2mM), antibidticos (1%: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0,1
mg/ml]) y anfotericina B (2,5 pyg/ml) y 0,05 mM de B-mercaptoetanol. Tras el
contaje celular, 0,5 millones de células fueron sembradas en places de 24
pocillos con una densidad celular de 1 millén de células/ml (determinacion de
citoquinas); o 15 millones de células en placas de 6 pocillos y una densidad
celular de 5 millones de células/ml (expresidn proteica o extraccion de ARN). El
cultivo se realizé durante 24 o 48 horas en un ambiente controlado a 37° C y
con un 5% de CO, atmodsfera, para la determinacién de citoquinas y la expresion
proteica y génica, respectivamente. La estimulacidén de las células obtenidas se
realizd mediante la adicién al cultivo de la lectina concanavalina A (5 pug/ml) o
LPS (1 pg/ml). Las muestras obtenidas en los diversos experimentos, tanto
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sobrenadantes como contenido proteico o ARN aislado, fueron mantenidas a -
80°C hasta su utilizacién.

. Purificacion celular magnética.

Para la obtencién de poblaciones purificadas de linfocitos T y macréfagos, se
empled el sistema de separacion magnética en columnas (Miltenyi). Una vez
obtenida la suspensidn de células a separar siguiendo el procedimiento habitual
(esplenocitos en este caso), esta suspension fue filtrada utilizando un filtro de 70
UM (cell strainer BD Falcon™ Ref 352350), para obtener asi una suspension
monocelular con la que poder proceder a la separacion. A continuacion se llevo a
cabo una seleccion negativa sobre dichas células utilizando anticuerpos
adecuados y posteriormente bolitas magnéticas marcadas correctamente para su
union a los anticuerpos utilizados en el paso anterior. En el caso de los linfocitos
T, se utilizaron dos anticuerpos biotinilados, anti-CD11b (1:200) y anti-CD161.a
(1:200), y un anticuerpo marcado con ficoeritrina (PE), el anti-CD45RA (1:200);
mientras que en el caso de los macrofagos, el anticuerpo anti-CD11b fue
sustituido por anti-CD3 biotinilado (1:150). Las bolitas magnéticas empleadas
estaban marcadas con estreptavidina por un lado, y anti-PE, por el otro. Tras el
marcaje, se procedid a pasar la muestra por la columna magnética LD (tipo de
columna con una capacidad de hasta 500 millones de células totales y disefiadas
para la seleccidn negativa); la poblacidn enriquecida en linfocitos T o
macrofagos, segln el caso, es aquélla que pasa a través de la columna. La
pureza de la poblacidn obtenida fue comprobada mediante citometria de flujo
utilizando un FACSCalibur™ (BD Biosciences®, California EEUU).Los linfocitos T
fueron estimulados durante 48 horas con concanavalina A (5 pg/ml); mientras
que para la estimulacion de macréfagos se empled LPS (1 ug/ml) durante 24
horas). Tras el cultivo, los sobrenadantes obtenidos por centrifugacion fueron
mantenidos a -80° C hasta su posterior utilizacién para la determinacién de
diversos parametros.

. Cocultivo en Transwell™ de enterocitos-linfocitos T.

Se llevaron a cabo cocultivos de IEC-18 (enterocitos) y linfocitos T
purificados a partir de esplenocitos de rata en Transwell™ (Corning Life
Sciences®, Nueva York EEUU). En estos experimentos se utilizaron placas de 6
pocillos que incluian soportes con policarbonato como material permebale, con
un tamafio de poro de 0,4 ym y un didmetro de 24 mm. Para ello, los
enterocitos se dispusieron en el compartimento superior, es decir, sobre el
material permeable del soporte, hasta que se alcanzd la confluencia. En ese
momento, los linfocitos T se colocaron en el compartimento inferior del
Transwell™, es decir, sobre la propia placa de cultivo. El cocultivo se mantuvo
durante 72 horas en una atmdsfera de CO, (5 %) y a 37° C. Los linfocitos fueron
estimulados con concanavalina A (5 pg/ml), la cual fue anadida en el
compartimento inferior. En cambio, todos los tratamientos fueron afadidos en el
compartimento superior, es decir, en contacto Unicamente con los enterocitos.

68
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Métodos.

En algunos casos, la linea de epitelio intestinal IEC-18 fue pretratada con
pamidronato 24 horas 6 5 dias antes de ponerse en contacto con los linfocitos;
una vez transcurrido ese tiempo, se sometié a 3 lavados con solucién de sales
equilibrada (solucién Hank’s) y se anadi®6 medio nuevo al compartimento
superior. El sobrenadante obtenido en el compartimento inferior se congel6 a -
80°C hasta la determinacién de la concentracién de distintas citoquinas
mediante ELISA.

. Ensayo de diferenciacion de linfocitos hacia Th1.

El ensayo en cuestién se realiz6 en placas de 24 pocillos y se emplearon
linfocitos T purificados (ver punto 4 del apartado D de esta seccién). El cultivo
consistié en 0,5 millones por pocillo con una densidad celular de 1 millén.mlI™. La
polarizacion hacia el subtipo Th1 se llevé a cabo mediante la adicién al cultivo de
IL-12 de rata a diferentes concentraciones (1, 5y 10 ng/ml), 24 horas antes del
estimulo de las células con concanavalina A. El pretratamiento de una hora con
pamidronato se realizd antes del tratamiento con IL-12. Asi, 24 horas después
de anadir la citoquina en cuestion, las células fueron estimuladas con
concanavalina A (5 upg/ml) y se incubaron durante 48 horas mas. Los
sobrenadantes obtenidos fueron mantenidos a -80° C hasta su posterior
utilizacién en la determinacion de la secrecion de IFN-y e IL-2.

Toxicidad y viabilidad celular.
. Determinacion de la adhesion por cristal violeta.

Los experimentos se llevaron a cabo sobre monocapas confluentes de
enterocitos sembrados en placas de 24 pocillos. Dicha técnica se empled como
medida indirecta de la toxicidad de las diversas sustancias empleadas sobre
dichas células, valorandose la capacidad de las mismas para disminuir la de
adhesion de las células epiteliales. Tras el lavado de las células con PBS, fueron
sometidas a tincidn y fijado con una solucidn de cristal violeta al 0,2% (P.V?') en
una solucién etandlica al 2% (V.V!) durante 30 minutos. A continuacién se
elimind el exceso del colorante mediante varios lavados con PBS vy las células
tefiidas fueron lisadas con una solucion de dodecil sulfato sddico (SDS) al 1%
(P.V'') (30 minutos en agitacién). La solucién obtenida fue centrifugada a 3000
rom durante 5 minutos, y se determind la absorbancia del sobrenadante
obtenido a 540 nm. Los resultados fueron expresados como porcentaje del valor
de densidad optica obtenido para las células no tratadas o grupo control.

. Medida de la actividad enzimatica Lactico deshidrogenasa.

A través de una técnica espectrofotométrica, se determind la actividad
lactico-deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de los diversos -cultivos
celulares, como medida de toxicidad celular. Para ello se determind la
desapariciéon del cofactor B-NADH a 340 nm, consumido en la reaccidon que
convierte el acido piruvico (anadido como reactivo a la concentraciéon de 25 mM)
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en acido lactico, y que es catalizada por dicho enzima. Como estandar se empled
LDH de musculo de ternero, y los datos fueron expresados como mU.ml™.

. Determinacion de la proliferacion por incorporacion de timidina tritiada.

Las células mononucleares (esplenocitos) fueron dispuestas en placas de 24
pocillos con una densidad celular de 2 millones de células por ml y un total de 1
millén de células en cada pocillo. Junto con los diferentes tratamientos y la
concanavalina A, las células fueron expuestas a [*H]-thimidina (1 pCi mL?; GE
Healthcare, Espafia) durante 48 h. Tras dicho periodo de incubacién, las células
fueron recolectadas y sometidas a varios lavados con una solucidon de acido
tricloroacético al 10% (V.V!). Seguidamente, se realizd la lisis celular mediante
una solucidén 0,3 N de NaOH que contiene SDS al 1% (V.V'!) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras obtenidas fueron dispuestas en viales
adecuados a los que se les anadid 3 ml de de liquido de centelleo (Beckman
Coulter®, Madrid, Espafia). La radioactividad contenida en el vial y debida a la
incorporacion de la timidina tritiada en las células fue cuantificada mediante un
analizador de centelleo liquido Tri-CArb. Los resultados se expresan como
desintegraciones por minuto (dpm).

Técnicas generales.

. Determinacion de la secrecion de citoquinas.

Tras el cultivo de los distintos tipos celulares, el sobrenadante obtenido fue
centrifugado a 10.000 rpm para eliminar los restos celulares, y conservado a -
80° C hasta su utilizacion. Diversos kit comerciales fueron empleados para la
medida de las concentraciones de citoquinas en dichos sobrenadantes mediante
la técnica de enzimo-inmuno ensayo o ELISA. Para ello, se llevd a cabo un
protocolo de medida basado en las indicaciones del fabricante de kit en cada
caso. Los kit empleados fueron suministrados por Biosource® Europe, Nivelles,
Bélgica (IL-2 de rata e IL-8 humana) y BD Biosciences®, Erembodegem, Bélgica
(IL-6, IL-10, IFN-y y TNF-a de rata). Los resultados se expresan como pg/ml.

. Extraccion y cuantificacion del contenido proteico.

Las proteinas coldnicas fueron obtenidas tras la homogenizacidon mecanica en
tampon de lisis frio, el cual contiene Igepal CA-630 al 1%, HEPES-Na 20 mM pH
7,5, EGTA 10 mM, B-glicerofosfato 40 mM, MgCl, 25 mM, ortovanadato sddico
2mM, y una mezcla de inhibidores de proteasas afiadida de forma extemporanea
(fenilmetilsulfonil fluoruro, aprotinina, pepstatina A y fenantrolina) junto con un
inhibidor de fosfatasas, el orto-vanado sodico. En el caso de las muestras
procedentes de cultivos celulares, utilizando el mismo tampdn descrito, éstas
fueron sometidas a ultrasonidos para la lisis celular. El homogenado resultante
en ambos casos, se someti® a una centrifugacion a 10.000 rpm para la
eliminacién de los restos de membranas celulares. El sobrenadante obtenido
contiene las proteinas celulares y fue conservado a -80° C hasta su utilizacion
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para el estudio de expresion proteica. El contenido proteico total fue medido
mediante el método del &cido bicinchoninico [974], para lo que se empled
albumina sérica bovina como estandar.

. Western blot.

Las muestras obtenidas mediante el procedimiento anterior fueron
calentadas a 95° C durante 5 minutos junto con el tampdén de carga, cuya
composicidn es SDS 312 mM, glicerol 50% (V.V!), 2-mercaptoetanol 1% (V.V'1),
EDTA sal trisddica 22,5 mM, Tris 220 mM vy trazas de azul de bromofenol
(pH=6,8). Tras la separacion de las proteinas mediante la electroforesis en gel
de acrilamida, éstas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa o PVDF
(segun el anticuerpo primario empleado). Las membranas fueron bloqueadas
durante 1,5 horas a temperatura ambiente, utilizando para ello leche en polvo
desnatada al 5% en TBS-T. Un control de carga rutinario se realizé mediante la
exposicién de la membrana a una solucidon de &cido acético al 1% (V.V') que
contiene Rojo Ponceau al 0,5% (P.V') de. A continuacién, se realizd la
exposicion al anticuerpo primario especifico durante toda la noche a 4° C. Las
diluciones empleadas de los distintos anticuerpos son: a-Actina (1:500); iNOS
(1:2500); COX2 (1:3000); RaplA (1:1000); PCNA (1:1000); fosfo-ERK
(1:2500); fosfo-JNK (1:2000); fosfo-IkBa (1:2500); fosfo-p38 (1:1000); Foxp3
(1:1000); fosfo-STAT4 (1:1000); todos ellos fueron diluidos en TBS-T con
albimina sérica bovina al 5% (m.V?'). Como control de carga, todas las
membranas fueron expuestas a un anticuerpo frente a-actina; dicho anticuerpo
fue obtenido a través del Prof. Jim Jung-Ching Lin del Departamento de Ciencias
biolédgicas de la Universidad de Iowa. El anticuerpo secundario de la especie
apropiada segun el anticuerpo especifico empleado, estaba conjugado a
peroxidasa, de modo que las bandas fueron detectadas usando un reactivo para
el aumento de la quimioluminiscencia (Perkin Elmer,Life Sciences, Boston, MA,
EEUU). La cuantificacién de los resultados obtenidos se llevé a cabo mediante el
programa Image J.

. Extraccion de ARN y reaccion de retrotranscripcion (RT).

El ARN total de las distintas muestras fue obtenido usando Trizol Reagent®
(Invitrogen), siguiendo para ello las recomendaciones del fabricante. Tras el
analisis de la integridad del ARN aislado mediante electroforesis en gel de
agarosa (1% P.V!), la cuantificacion del contenido de ARN de las distintas
muestras se llevd a cabo a través utilizando un Nanodrop® que determina la
abosrbancia a 260 y 280 nm. Una cantidad total de 1 ug de ARN por muestra fue
retrotranscrito para la obtencién del ADN complementario, mediante el empleo
de la enzima transcriptasa inversa, segun las indicaciones del fabricante (iScript
Select cDNA Synthesis Kit, Biorad Laboratories®, California, EEUU). EI ADN
complementario se mantuvo congelado a -20° C hasta su uso, mientras que el
ARN se conservo a -80° C.
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5. Andlisis de expresion génica mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) a tiempo real.

La reaccién en cadena de la polimerasa fue realizada usando Syber Green
como fluoréforo (iIQ™ SYBR® Green Supermix, Biorad Laboratories, California,
EEUU) para el andlisis de la expresién de diversos genes. En algunos casos se
empled ROX como fluoréforo de referencia (iTag™ SYBR® Green Supermix with
ROX sample, Biorad Laboratories, California, EEUU). El gen de referencia elegido
fue la subunidad 18S del ARN ribosémico y su expresion fue empleada como
control de carga en los distintos experimentos. Las siguientes secuencias (5'-3')
o primers fueron empleadas: para IL-1B, AAT GAC CGT TTC TTT GAG GCT
G/CGA GAT GCT GCT GTG AGA TTT; para factor de necrosis tumoral (TNF), TAC
TGA ACT TCG GGG TGA TTG/ CAG CCT TGT CCC TTG AAG AGA; para Foxp3,
CTG CTT GGC AGT GCT TGA GAA/CCC AGG AAA GAC AGC AAC CTT; para IL-10,
AGT CAG CCA GAC CCA CAT G/TGC TCC ACT GCC TTG CTT TT; para IL-17, TGG
ACT CTG AGC CGC AAT GAG G/GAC GCA TGG CGG ACA ACA GAG G; para IL-23
pl9, GCA CAC TAG CCT GGA GGA GTG CA/AGA TGT CCG AGT CCA GCA GG;
para IL-6, GCT CTG GTC TTC TGG AGT TCC G/TTG GAT GGT CTT GGT CCT TAG
CC; para TGF-B, ACT GGC GAG CCT TAG TTT G/CGT GGC TTC TAG TGC TGA CG
; para 18S, CCA TTG GAG GGC AAG TCT GGT G/CGC CGG TCC AAG AAT TTC
ACC; para IFN-y, TTC ATT GAC AGC TTT GTG CTG G/AAC AGT AAA GCA AAA
AAG GAT GCA TT; para IL-4, GAG AAC GAG CTC ATC TGC/CTT TCC AGG AAG
TCT TTC.

Analisis estadistico.

Todos los resultados han sido expresados como media aritmética + error
estandar de la media (SEM). Para determinar la significancia estadistica, se
utilizé un analisis de varianza de una via (ANOVA) y un test de significancia a
posteriori (Fisher LSD). La significancia estadistica se considerd para un valor de
P<0,05. El analisis estadistico descrito se realiz6 mediante la plataforma
informatica SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA).
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En estudios preliminares se valord el efecto antiinflamatorio del alendronato
en el modelo de colitis por acido trinitrobencenosulfénico en ratas, en un
protocolo experimental curativo, esto es, un post-tratamiento, en el que la
administracion del farmaco comienza un cierto tiempo después de la induccion
de la colitis, concretamente 2 horas?®. Los resultados obtenidos demuestran un
potencial efecto antiinflamatorio de esta sustancia en el modelo experimental.

El tratamiento con alendronato (25 o 75 mg kg' dia?) da lugar a una
disminucién del indice de dafio macroscépico (IDM) (Fig. 13.A) y de la pérdida
de peso (sélo en el caso de la dosis 25 mg kg* dia™). Esto se asocié a una
reduccién considerable de los niveles de ARNm de IL-1B, MCP-1 y el antagonista
del receptor de IL-1B (IL-1ra) (Fig. 13.B). La magnitud del efecto beneficioso fue
comparable a la observada con el tratamiento con sulfasalazina (suministrada a
una dosis entre 6-20 veces mayor, es decir, 500 mg kg' dia?). Asi, el
postratamiento con sulfasalazina redujo la relacién entre los niveles de ARNm de
IL-1B/IL-ra y MCP-1 de forma similar al alendronato, y ademas disminuyd la
actividad fosfatasa alcalina colénica (25 mg kg dia™?), pero no fue capaz de
modificar la pérdida de peso o el score IDM. La administracion intraperitoneal de
alendronato, por el contrario, carece de efectos beneficiosos (Fig. 13.C) [10].
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A partir de estos datos, se planted un estudio con un repertorio ampliado de
bisfosfonatos nitrogenados. En este caso, y para demostrar un efecto preventivo
en la colitis, se empled un pretratamiento, en el que la administracién comienza

2 La eleccién del postratamiento se basé en la bibliografia publicada hasta la fecha referente al
estudio del efecto de las estatinas en modelos preclinicos de EII.
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dos dias antes de la induccion de la colitis. Los bisfosfonatos elegidos fueron
ibandronato y pamidronato, junto al ya estudiado alendronato. La primera
aproximacion se realizd mediante la colitis inducida por &cido 2,4,6-
trinitrobencenosulfénico (TNBS); al cual se afadid posteriormente y como
modelo secundario el modelo inducido por la ingesta en el agua de bebida de
sulfato de dextrano sdédico (DSS). Una vez elegido el bisfosfonato con un mejor
perfil antiinflamatorio, en este caso el pamidronato, se llevé a cabo un estudio
en profundidad del mecanismo de accién de dicho farmaco. Para ello, se realiz6
un analisis del transcriptoma colénico en el modelo de colitis por TNBS,
comparando la modificacién ocasionada por el tratamiento con pamidronato con
la que se produce como consecuencia del tratamiento con un farmaco de uso
clinico, la sulfasalazina. La dilucidacién del mecanismo de accién se completd
mediante la valoracion de la modulacién de la funciéon de diversas poblaciones
celulares en animales de experimentacién sanos, asi como mediante ensayos en
modelos celulares, tanto cultivos primarios como lineas celulares, tratando de
abarcar todos los tipos celulares fundamentales en la respuesta inmune y en la
reaccion inflamatoria.

Efecto antiinflamatorio de bisfosfonatos nitrogenados en la EII.

Efecto del pamidronato en el modelo de colitis por acido 2,4,6-
trinitrobencenosulféonico.

1.1. Efecto del pamidronato por via oral.

El tratamiento de los animales coliticos con SAZ o pamidronato da lugar
a una menor pérdida de peso, si se comparan éstos con el grupo colitico no
tratado, o grupo TNBS. Asi, el peso se estabilizé a partir del segundo dia en
los grupos tratados con SAZ y pamidronato; y, aunque no se alcanza una
mejoria del peso corporal con respecto al grupo TNBS, el andlisis estadistico
demuestra que al menos, existe una tendencia en este sentido (en el dia 6,
P=0,118 para pamidronato; P=0,231 para SAZ) (Fig 14.A).

A —s— Control B —=a— Control
—e— TNBS —*—TNBS
112 ——SAZ 25 | ——SAZ
Pami Pami
20
15 4

10

% peso corporal

w
L

consumo de comida (g/rata)

Figura 14: Evolucién de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal, % del peso inicial. (++ para TNBS, SAZ y
pamidronato en los dias 1 y 2; ++ para TNBS y pamidronato, y + para SAZ en los dias 3 y 4; ++ para TNBS, y + para SAZ y
pamidronato en los dias 5y 6). (B) Consumo de comida, gramos de comida consumidos por animal al dia. Los datos se expresan como
media £ SEM. ++, P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control.
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Esta mejora en el estado de los animales se traduce en un mayor
consumo de comida, acercandose en el caso del pamidronato al consumo de
los animales no coliticos en el punto final del tratamiento. (Fig. 14.B).

A nivel coldnico, el examen macroscopico corrobora el efecto beneficioso
tanto de la sulfasalazina como del Pamidronato, con un menor dafo coldnico,
tanto en lo que se refiere al engrosamiento o edema (valorado mediante el
calculo de la relacion peso/longitud del colon), como en la longitud del dafio
colénico o en el IDM (Fig. 15.A, B y D). En este ultimo caso, los parametros
que se ven modificados de forma satisfactoria por el pamidronato son la
hiperemia, la necrosis y la fibrosis. La sulfasalazina se comporta de forma
similar, aunque no es capaz de disminuir la puntuacién en cuanto a la
fibrosis dentro del IDM (Fig. 15.C).
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Figura 15: Dafio macroscopico colénico. (A) Relacion entre el peso y la longitud coldnicos. (B) Longitud del dafio coldnico. (C)
Parametros modificados por pamidronato dentro del calculo de IDM. (D) IDM. ++ P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 *
P<0,05, vs. TNBS. Pami (pamidronato).

El estudio histolégico también muestra la mejora que se produce en la
colitis debido al tratamiento con SAZ y, sobre todo, con pamidronato (Fig.
16). La colitis inducida por TNBS provoca una pérdida de la arquitectura
epitelial, junto con una dramatica infiltracién celular a nivel de mucosa y
submucosa. Tanto SAZ como pamidronato disminuyen notablemente la
infiltracion en la submucosa; sin embargo, el dafio en las criptas epiteliales y
la mejora de la infiltracién en la mucosa son notablemente mas patentes en
el caso del pamidronato. Algunos de los individuos tratados con pamidronato
muestran una arquitectura en el tejido intestinal muy similar a la de un
individuo sano.
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Figura 16: Cortes histoldgicos del tejido coldnico. Tincion de hematoxilina-
eosina, se muestran dos individuos representativos de cada grupo experimental.

Las determinaciones bioquimicas realizadas en el tejido coldnico
muestran la inhibicidon de la actividad MPO, tanto en el caso de la SAZ como
del pamidronato, lo
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actividad

enzimatica basal, asi como la sensibilidad al inhibidor levamisol, parametro
relacionado con un cambio de isoforma de la enzima (Fig. 17). Sin embargo,
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ninguno de los tratamientos es capaz de modificar la expresion de iNOS o
COX2 (Fig. 18).
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El analisis de la expresidn génica mediante PCR a tiempo real muestra la
tendencia del pamidronato a normalizar la expresién de la mayor parte de
los genes ensayados (IL-23, TGF-B incluidos) (Fig. 19). La variabilidad
interindividual impidié en este caso la deteccion de diferencias significativas,
con excepciéon de la IL-1B, inhibida por pamidronato. Cabe destacar que en
el caso del IFN-y, la tendencia que se observa es un aumento en la
expresién, lo cual no coincide con el efecto de la SAZ (Fig. 19.B). Las otras
dos excepciones estan constituidas por el Foxp3 y la IL-17, cuya expresidn
no se modifica con respecto al grupo colitico (Fig. 19.C). En otros casos,
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30+ * 17 Figura 19: Expresién génica
+ I 1L-23 en el tejido colénico medido
25 COTGF-p por PCR a tiempo real. El
~ “fold change” se calculd
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s ) « Ct al grupo control. Todos los
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kel + frente al grupo control, y se
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‘g 5 P<0,05, vs. Control; **
- P<0,001, *<0,05, vs TNBS.
Pami=Pamidronato.
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como en la IL-6 o el TNF-a, los valores obtenidos en el grupo de
pamidronato desde el punto de vista estadistico no son significativos cuando
se comparan con el TNBS pero tampoco lo son al ser comparados con el
grupo no colitico (Fig. 19.A y B). En el caso de la sulfasalazina, la
normalizacién con respecto al grupo control no se cumple en una serie de
genes como son Foxp3, IL-17, IL-23 y TGF-B, cuyos valores se encuentran
por encima de los del grupo colitico o TNBS (Fig. 19.C).

Se ha estudiado la produccion de citoquinas por parte de células
mononucleares obtenidas a partir de bazo y ganglios linfaticos mesentéricos
de los animales participantes en el experimento; para ello, las células fueron
estimuladas con la lectina Con A (Fig. 20). En el caso de los esplenocitos, las
células aisladas a partir de los animales coliticos producen una menor
cantidad de TNF-a. Por el contrario, las células de los ganglios linfaticos
mesentéricos del grupo TNBS secretan mas TNF-a que el control, ademas se
observa una tendencia (P=0,093) a un incremento de la liberacidon de IFN-y
(Fig. 20). La produccién de IL-2 no se afecta significativamente. El
tratameinto con Pamidronato aumenta la secrecidon de IFN-y, IL-2 y TNF-a en
esplenocitos comparado con el grupo TNBS, en tanto que no se registrd
efecto alguno sobre células de ganglios linfaticos mesentéricos (Fig. 20.A). El
comportamiento de la sulfasalazina es opuesto, de forma que no hay efecto
sobre las células esplénicas, pero si sobre nddulos linfaticos mesentéricos,
produciendo una disminucion de IFN-y, aunque sin alcanzar la significacion

;.
estadistica.
A B
* I Control [ Control
2,6~ + Il TNBS I TNBS
2,4 I Pami 354 I Pami
2,2 « [Jsaz I sAZ

= N N w
wl o v o
1 1 1 1

incremento (vs. Control)
—
o
!

incremento (vs. Control)

IFN IL-2 TNF IFN IL-2 TNF
Esplenocitos Ganglios linfaticos mesentéricos

Figura 20: Produccidn de citoquinas por parte de esplenocitos (A) y células procedentes de ganglios linfaticos mesentéricos (B)
estimuladas con concanavalina A (5 pg/ml). Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) frente al grupo control,
media = SEM. ++ P<0,001, + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001, *<0,05, vs TNBS. Pami=Pamidronato

1.2. Efecto del pamidronato por via intraperitoneal.

El efecto antiinflamatorio demostrado por el pamidronato cuando éste se
administra por via oral desaparece al cambiar la via de administracion y
realizar la administracion por via intraperitoneal. La dosis empleada en la
inyeccion intraperitoneal se calculd considerando un 1% de biodisponibilidad
de los bisfosfonatos cuando se administran por via oral [975, 976], y por
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tanto el 1% de la dosis administrada en

por via intraperitoneal (0,8 mg kg dia™).
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Figura 21: Evolucién de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal, % del peso inicial. (B) Consumo de comida,
gramos de comida consumidos por animal al dia. Los datos se expresan como media £ SEM. ++, P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control.

Figura 22: Analisis
macroscopico y
bioquimico del tejido
colénico: relacion
peso/longitud, IDM,
MPO, AP y sensibilidad
de ésta al inhibidor
levamisol. Los datos
se expresan  como
media * SEM del
incremento (tanto por
uno) frente al grupo
control, excepto en el

incremento (vs. Control)
—
o
.

caso del IDM .
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P<0,001 y +, P<0,05, 24

vs. Control. ol
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Il peso/longitud
[ 1IiDM
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+ Cap
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El estado de
las ratas tratadas
con pamidronato
no difiere

sustancialmente
de aquéllas que

no han recibido

tratamiento
alguno (grupo
colitico). El

tratamiento

intraperitoneal no modificé la pérdida de peso experimentada por los
animales tras la induccidn de la colitis y, por tanto, no normalizd la ingesta
de comida (Fig. 21.A y B). A nivel macroscépico, el dafio coldnico es similar
al del grupo colitico, asi como la infiltracion neutrofilica (MPO) y la expresidn
de AP (Fig. 22). Tampoco se observa una mejora a nivel microscépico en el
estudio histoldgico (Fig. 23). La produccién de citoquinas (IL-2, IFN-y y TNF-
a) en células mononucleares obtenidas de ganglios linfaticos mesentéricos
estimuladas con Con A no es modificada por el tratamiento con pamidronato

por via intraperitoneal (no mostrado).

L

-

Control

TNBS

Pami

Figura 23: Tincion de hematoxilina-eosina realizada en cortes histoldgicos de colon en el tratamiento con Pamidronato
intraperitoneal en la colitis por TNBS. Se muestra un individuo representativo de cada grupo experimental.
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2. Efecto del pamidronato en el modelo de colitis por sulfato de dextrano

sodico.

El pamidronato se ensayd en un
segundo modelo preclinico de EII, el
modelo de colitis en rata inducida por
sulfato de dextrano sodico. Este
modelo difiere mecanisticamente del
anterior en que la inflamacién se
desarrolla como consecuencia de la
alteracion de la barrera epitelial por
el DSS. El pamidronato se administrd
Unicamente por via oral, ya que la
via intraperitoneal demostré no ser
eficaz en el modelo de TNBS. La
dosis empleada fue la misma que en
el modelo de TNBS, es decir, 80 mg
kg dia™.

Durante el desarrollo del
experimento, no se observé mejoria
alguna en cuanto a consumo de
comida o indice de actividad de la
enfermedad (DAI); de hecho, Ia
evolucion es muy similar a la de los
animales que forman parte del grupo
colitico o DSS (Fig. 24).

El andlisis del tejido coldnico
tampoco da sefales de un efecto

antiinflamatorio en este modelo
experimental por parte del
pamidronato ya que, como se
muestra en la Fig. 25, el dafo

colénico es similar al comparar el
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Figura 24: Evoluciéon de los animales en el modelo de colitis por
DSS. (A) Peso corporal. (B) Consumo de comida. (C) Indice de
actividad de la enfermdad (DAI). Los datos se expresan como media
+ SEM. P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Pami=Pamidronato.

T
T T
2

grupo tratado con pamidronato con el grupo DSS, tanto desde el punto de vista
macroscopico (IDM y relacion peso/longitud), como en lo que se refiere a las
actividades enzimaticas determinadas en dicho tejido, esto es, mieloperoxidasa y

fosfatasa alcalina (Fig. 25).

El estudio histolégico mediante la tincidn hematoxilina-eosina, sin embargo,
muestra un menor dafio en el colon procedente de los animales que recibieron el
pamidronato, comparado con el grupo colitico no tratado (DSS). En la colitis se
observa una destruccion del epitelio con acortamiento de las criptas y pérdida de
la arquitectura epitelial; a esto hay que sumar la infiltracion a nivel de la mucosa
y de la submucosa especialmente. El tratamieto con pamidronato da lugar a un
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una menor infiltracién celular, lo que se
nivel de la capa submucosa (Fig. 26).
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Figura 25: Andlisis
macroscépico y
bioquimico del tejido
colénico en el modelo de
colitis por DSS: relacion
peso/longitud, IDM, MPO
y AP. Los datos se
expresan como media +
SEM del incremento
(tanto por uno) frente al
grupo control, excepto
en el caso del IDM
(unidades  arbitrarias).
++ P<0,001 y +,
P<0,05, vs. Control. **
P<0,001 y * P<0,05, vs.
TNBS.
Pami=Pamidronato.
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menor dafo
epitelial; el epitelio
presenta una

arquitectura
practicamente

normal y la
destruccion del
mismo sdlo se
observa en zonas

concretas del tejido.
Ademas, se observa

pone de manifiesto especialmente a

DSS
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Figura 26: Tincion de hematoxilina-eosina realizada en cortes histologicos de colon en el tratamiento con Pamidronato
intraperitoneal en la colitis por DSS. Se muestra un individuo representativo de cada grupo experimental.
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Figura 27: Andlisis de bazo y ganglios linfaticos mesentéricos. (A) Peso del bazo. (B) Recuento celular (millones de células totales). (Cy D)
Produccién de citoquinas por las células mononucleares estimuladas con concanavalina A (5 pg/ml). La secrecién (pg/ml) del grupo control
fue (C) 9787,611 + 146,707, IFN-y; 1145,107 £+ 407,708, IL-2; 279,986 + 58,807, TNF-a. (D) 4803,343 + 1470,549, IFN-y; 427,399 %
127,808, IL-2; 97,093 £ 24,331, TNF-a. Los resultados se expresan como media £ SEM del incremento (tanto por uno) frente al grupo
control. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. ** P<0,001 y * P<0,05, vs. TNBS. Pami=Pamidronato.
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El estudio de las poblaciones de los 6rganos linfoides, bazo y ganglios
linfaticos mesentéricos, demuestra un efecto inmunomodulador del pamidronato
en el este modelo de colitis, que si bien no se pone de manifiesto a nivel coldonico
desde el punto de vista macroscdpico, si que coincide con el efecto beneficioso
observado a nivel microscépico en el estudio histolégico. ElI pamidronato
disminuye la esplenomegalia asi como el nimero de células mononucleares de
bazo (Fig. 27.A y B). A nivel digestivo la tendencia es la misma, aunque los
datos no son tan patentes desde el punto de vista estadistico (Fig. 27.B). Asi, al
estudiar la produccion de citoquinas por las células mononucleares estimuladas
con concanavalina A se observa que, de forma similar a lo que ocurre en el
modelo de TNBS, la inducciéon de la colitis conlleva un aumento de la produccién
de citoquinas en las células procedentes de ganglios linfaticos mesentéricos, y
una disminucion de la misma en el caso de los esplenocitos. El efecto
inmunomodulador del pamidronato se pone de manifiesto especialmente en el
caso de las células de ganglios mesentéricos, ya que inhibe totalmente el
incremento en la producciéon de IFN-y, IL-2 y TNF-a, normalizando los valores
con respecto al grupo control (Fig. 27.D). A nivel del bazo, el efecto es mucho
mas modesto, observandose Unicamente una tendencia a incrementar los
valores de TNF-qa, pero sin alcanzar la significancia estadistica (Fig. 27.C).

Efecto del alendronato en el modelo de colitis por acido
trinitrobencenosulfénico.

3.1. Efecto del alendronato por via oral.

El postratamiento con alendronato no combate la pérdida de peso o la
anorexia que caracterizan a los animales con colitis por TNBS (Fig. 28.A y B).
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Figura 28: Evolucion de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal. P<0,001 para TNBS, SAZ y Alendronato vs.
Control en los dias comprendidos entre el dia 1 y el dia 6. (B) Consumo de comida. Los datos se expresan como media = SEM. ++
P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, vs. TNBS. SAZ= sulfasalazina. Alen=alendronato.

consumo de comida (g/rata)

El andlisis macroscépico del tejido coldnico muestra que ni la
sulfasalazina ni el alendronato ejercen un efecto antiinflamatorio
significativo. Si bien la sulfasalazina muestra una cierta tendencia a disminuir
ambos parametros, la relacidon peso/longitud del colon y el dafio del mismo
(Fig. 29).
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Figura 29: Dafio macroscopico del tejido coldnico. (A) Relacion peso/longitud (mg/cm). (B) IDM. Los datos se expresan como
incremento (tanto por uno) frente al grupo control, media + SEM. ++ P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, vs.
TNBS.

El alendronato no produjo tampoco una modificacién significativa de MPO
(P=0,235) o AP, mientras que la SAZ dio lugar a una bajada sustancial de la
actividad MPO (Fig. 30).
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3.2. Efecto del alendronato por via intraperitoneal.

En otro experimento tratamos de confirmar la ausencia de eficacia del
alendronato administrado por via intraperitoneal. Este experimento esta
justificado por la dosis relativamente alta utilizada anteriormente [10]. Sin
embargo, al igual que entonces, no se produjo ninguna mejora con la
administracidon de alendronato por via intraperitoneal (0,75 mg kg™ dia’,
segun el célculo a partir de la dosis oral y de la biodisponibilidad del 1%). La
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Figura 31: Evolucion de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal. (B) Consumo de comida. Los datos se
expresan como media + SEM. ++ P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, vs. TNBS. Alen=alendronato.
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pérdida de peso corporal es similar en el grupo colitico y el grupo tratado con
alendronato, y dicha pérdida de peso se acompaifia de una anorexia en la
que la ingesta de alimentos disminuye significativamente en ambos grupos
por igual (Fig. 31).

El examen macroscépico y la medida de MPO y AP en el tejido coldénico
muestran una ausencia de efecto antiinflamatorio cuando el alendronato se
administra por via intraperitoneal (Fig.32).

E ?g;"/'o“git”d Figura 32: Analisis macroscépico y

bioquimico del tejido coldnico en el

184 I PO modelo de colitis por TNBS:
I AP 3 . '

++ relacion peso/longitud, IDM, MPO y

AP. Los datos se expresan como

++ media = SEM del incremento (tanto
12 por uno) frente al grupo control,
excepto en el caso del IDM

(unidades arbitrarias). Los valores

+ para el grupo control son 115,446
6 + 17,356 mg/cm; 11,6 + 1,497 UA
en el IDM; 3,655 + 0,718 U/g
tejido de MPO; 114,543 %= 14,373

incremento (vs. control)
2]
L

+ ++ ++ i

2 mU/mg de proteina de AP. ++
o P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control.
Control TNBS Alendronato ** P<0,001y * P<0,05, vs. TNBS.

4. Efecto del ibandronato en modelo de colitis por acido
trinitrobencenosulfénico.

4.1. Ibandronato por via oral.

El ibandronato fue administrado por via oral a la dosis de 83 mg kg™ dia’
!, Nuestros resultados indican que el ibandronato no sélo carece de efecto
terapéutico alguno en este modelo, sino que incluso provoca un cierto
empeoramiento del estado general de los animales que reciben dicho
tratamiento junto el agente quimico encargado de desencadenar el proceso
colitico. Este efecto nocivo se pone de manifiesto por una potenciacion de la
pérdida de peso, llegando a alcanzar la significacion estadistica a partir del
dia 5 de tratamiento (Fig. 33.A). Este fendbmeno va acompafiado por un claro
efecto anorexigeno, de modo que en el ultimo dia de tratamiento la ingesta
de comida es aproximadamente diez veces menor que en el grupo no colitico
y cinco veces menor que en el grupo TNBS (Fig. 31.B).
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Figura 33: Evolucidon de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal. (B) Consumo de comida. Los datos se
expresan como media £ SEM. ++ P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, vs. TNBS. Iban=ibandronato.
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A pesar de estos resultados, que demuestran un efecto perjudicial del
ibandronato, el estado macroscépico del colon es similar al del grupo control,

I peso/longitud

[ 1DM
14

++

incremento (vs. Control)

++

Control TNBS Iban

Figura 34: Dafio macroscépico del colon. Los datos se
expresan como media £ SEM del incremento frente al grupo
control en el caso de la relacién peso/longitud y como
unidades arbitrarias en el caso del IDM. ++ P<0,001 +
P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, vs. TNBS.
Iban=ibandronato.

incluso existe una minima tendencia
a la recuperacion a nivel de este
tejido, como se demuestra en los
datos de la relacion peso/longitud y
del IDM, los cuales muestran el
grado de edema y de gravedad del
proceso inflamatorio a nivel del tejido
(Fig. 34). Asi, paraddjicamente, la
inflamacién a nivel coldnico parece
no verse empeorada por el
tratamiento de los animales con
ibandronato por via oral en la colitis
inducida por TNBS.

Para verificar los resultados anteriores, se midieron los niveles de MPO y
AP en el intestino. Al igual que a nivel macroscépico, el colon de las ratas
tratadas con ibandronato muestra niveles comparables a los del grupo TNBS

(Fig. 35).
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sistémico. Por ello, determinamos los niveles de citoquinas en plasma en las
ratas tratadas con ibandronato. La colitis solo tiene efectos moderados,
concretamente un incremento en IFN-y y una reduccién de IL-6, IL-10 vy
TNF-a, aunque ninguno de estos efectos es estadisticamente significativo. El
tratamiento con ibandronato provoca modificaciones sustanciales en los
niveles séricos de citoquinas, concretamente, aumenta la IL-6, la IL-10 y el
TNF-a, todas ellas caracteristicas del perfil de citoquinas producido por
macrdéfagos (Fig. 36).

4.2. Efecto del ibandronato por via intraperitoneal.

Al igual que en el tratamiento con alendronato o pamidronato, el
ibandronato carece de efecto antiinflamatorio cuando se administra por via
intraperitoneal. El estado general de los animales no mejora con respecto al
grupo colitico pero, a diferencia de lo que ocurre en la via oral, éste es
similar, sin existir un empeoramiento del mismo; al igual que ocurre en la
ingesta de comida (Fig. 37).

A —=a— Control B —=a— Control
—e— TNBS —e— TNBS
Iban Iban

% of body weight
g of food/rat

Figura 37: Evolucion de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal. (B) Consumo de comida. Los datos se
expresan como media + SEM. ++ P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, vs. TNBS. Iban=ibandronato.

Igualmente, no se registran efectos beneficiosos a nivel del colon en el
analisis macroscopico y las medidas de MPO y AP (Fig. 38).

Il peso/longitud  Figura 38: Analisis
N 1DM macroscopico y bioquimico
I MPO del tejido colénico en el
[ L
modelo de colitis por
TNBS: relacion
peso/longitud, IDM, MPO y
AP. Los datos se expresan
como media £ SEM del
incremento (tanto por uno)
frente al grupo control,
excepto en el caso del IDM
(unidades arbitrarias). ++
P<0,001 y +, P<0,05, vs.
Control. ** P<0,001 y *
P<0,05, VSs. TNBS.
Pami=Pamidronato.

incremento (vs. Control)

Control TNBS Iban
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Resultados.

Caracterizacion del mecanismo de accion del pamidronato.
1. Estudio del transcriptoma coldnico.

En estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacién se ha
caracterizado el patron de alteracion de la expresion génica en el colon en el
modelo de colitis inducida por TNBS. A partir de estos datos, el analisis del
transcriptoma coldnico permite profundizar en el mecanismo de accién de una
sustancia que ha demostrado su capacidad antiinflamatoria en este modelo.
Siguiendo esta estrategia, se ha establecido una comparacion entre la
modificacion de la expresién génica desencadenada por el tratamiento con SAZ y
con pamidronato. Para ello se han considerados los genes sobreexpresados o
reprimidos con respecto al grupo control y al grupo colitico.

A B
TNBS =

SAZ ! 1D
13

TNBS =
SAZ =

~ 29000
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SAZ | SAZ |
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Inoremmento TNES vs. Control Inoremenbo THES . conbrd

Figura 39: Efecto de la SAZ sobre el transcriptoma colénico. (A) El diagrama representa las diferentes categorias de genes en funcién del
efecto de la colitis (TNBS) y de la SAZ sobre la expresion de los mismos. (B) Relacion entre el incremento en la expresion génica causado por
la colitis (eje x) y el causado por la SAZ (eje y).

La SAZ (500 mg/kg) da lugar a un marcado efecto antiinflamatorio
acompafiado de modificaciones considerables sobre la expresion génica a nivel del
colon. Ademas de la normalizacion de un gran numero de genes inflamatorios
(genes modificados por TNBS), la expresion de diversos genes implicados en
diferentes vias metabdlicas y vias de sefializacion fue alterada por el tratamiento
con SAZ. Aunque de forma general y salvo minimas excepciones, podemos decir
que el efecto de la SAZ se basa en la normalizacidon hasta los niveles del grupo
control de los genes modulados por la colitis, es decir, un comportamiento tipico
de su caracter antiinflamatorio (Fig. 39). La validacién postgendémica muestra una
excelente correlacion con los resultados obtenidos en el microarray. Al profundizar
en el mecanismo de accidon podemos afirmar que la SAZ moduld la expresion de
genes regulados por NFkB y la modulacidon sobre PPAR no es importante. Estos
resultados fueron comprobados mediante diversos experimentos de tipo no
gendmico en los que se demostrd que la SAZ es capaz de inhibir la fosforilacidon de
IkBa en lineas celulares de enterocitos y en cultivos primarios de células
mononucleares obtenidas del bazo. La conclusién del estudio realizado es que la
SAZ ejerce un efecto antiinflamatorio en el modelo de colitis inducida por TNBS en
ratas por un mecanismo relacionado con la inhibicién de NFkB y no a través de la
modulacién de PPAR o de acciones antioxidantes.
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A continuacion analizamos el transcriptoma coldonico en modelo de TNBS tras el
tratamiento con pamidronato, tratando de compararlo con los resultados
obtenidos en el caso de la SAZ. En primer lugar, el nimero de genes sensibles a
pamidronato es muy elevado, incluso mayor que en el caso del TNBS, ya que un
total de 4790 genes presentan una expresion alterada con respecto al grupo
control. Asi, entre los genes no inflamatorios 465 son aumentados por
Pamidronato, y 2751 son reprimidos por el bisfosfonato. Dentro de los genes
inflamatorios, es decir, aquéllos cuya expresién se ve modificada por la induccidon
de la colitis, un total de 1574 genes son igualmente modulados por el
pamidronato. Al igual que en la SAZ, el pamidronato provoca la normalizacion de
muchos de estos genes inflamatorios, en concreto, 1456. Sin embargo, el
comportamiento del pamidronato difiere del de la SAZ ya que existen 118 genes
en los que el pamidronato potencia la expresion alterada provocada por el TNBS,
esto es, 108 genes disminuidos por TNBS y disminuidos aun mas por pamidronato
y 10 genes en los que el aumento provocado por TNBS es potenciado por
pamidronato. Este analisis preliminar nos indica que el mecanismo de accién vy el
perfil beneficioso del pamidronato en la colitis inducida por TNBS es
completamente diferente al de la SAZ (Fig. 40).

A

Figura 40: Efecto del pamidronato sobre
el transcriptoma coldnico. (A) El diagrama
representa las diferentes categorias de
genes en funcién del efecto de la colitis
(TNBS) y del pamidronato sobre la
expresion de los mismos. (B y C) Relacién
entre el incremento en la expresion génica
causado por la colitis (eje x) y el causado
por el pamidronato (eje vy); genes
inflamatorios o modificados por TNBS (B);
y genes no inflamatorios o que no se
modifican por el TNBS (C).
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Mediante este analisis gendmico se estudid la expresién de marcadores de
distintos tipos celulares para establecer una relacién entre el efecto
antiinflamatorio y una modificacion en la infiltracidon celular en el colon. Los datos
obtenidos en el microarray muestran que existe una disminucion de la expresion
de diversos marcadores de linfocitos, T y B, macréfagos y polimorfonucleares
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(PMN), sobre todo en estos dos ultimos casos. Sin embargo, la infiltracion de
células dendriticas y NK no se ajusta a un patron totalmente definido, sino que la
modificaciéon es variable en funcidon del marcador concreto que consideremos
(Tabla 4).

Incremento
Tipo celular Ma(lrcador (Pami vs.
gen) TNBS)
Thy-1 0,50
Tcrb 0,51
Linfocitos T Tcrg 1
Zap70 0,64
Lck 0,70
Ptprc 0,26
. ; Ms4al 0,19
Linfocitos B
Cd22 0,49
Cd79b 0,55
S100a8 0,01
Itgb2 0,10
; Cd68 0,11
Ma;’::::“ Csfir 0,26
Cybb 0,41
Csf2rb1 0,13
Lcn2 0,05
Baat 2
Células NK Ncam1 1,23
B3gatl 0,66
de?'lill:lilt?:as Itgad 0.78

Tabla 4: Modificacion en la expresion de
marcadores de distintos tipos celulares. El
incremento hace referencia al tanto por uno de
la expresion cuando se compara el efecto del
Pamidronato con el efecto de la colitis.

El impacto del pamidronato sobre el transcriptoma coldnico en el modelo de
TNBS es considerable, como muestra el amplio espectro de genes cuya expresion
esta alterada. El siguiente objetivo en el analisis gendmico es establecer las vias o
rutas bioldgicas mas afectadas por el tratamiento con pamidronato. Para ello se
utilizé la plataforma informatica Ingenuity®, la cual IPA permite la valoracidon de
vias de sefializacidon y metabdlicas, redes moleculares y procesos bioldgicos que
se encuentran modificados utilizando bases de datos gendmicas previamente
establecidas.

La respuesta a través de receptores del acido retinoico es una de las vias con
una modificacion mas importante, tanto en cuanto al nimero de mediadores
implicados como a la magnitud de la modificacidon en la expresién de los mismos.
Entre los genes incluidos en esta ruta, NR1/3 es el segundo gen mas
incrementado de entre los modificados por pamidronato (incremento 12,41). La
proteina codificada es un receptor nuclear. Este gen puede ser considerado como
“inflamatorio” ya que se encuentra modificado en el TNBS, pero en este caso,
disminuido (incremento 0,067), por lo que el pamidronato tiende a normalizar la
expresidon de este gen con respecto al TNBS. Otros genes implicados en esta via

89
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



también se encuentran aumentados, como

retinoic acid-RXR-a (Fig. 41).
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Figura 41: Modificacion en la expresion de genes implicados en la respuesta a acido retinoico. Esquema generado
a través de la plataforma informética Ingenuity®.

2. Efecto del pamidronato en ratas sanas.

Para caracterizar el efecto inmunomodulador del pamidronato se realizé un
protocolo experimental para el estudio de las poblaciones linfocitarias en
animales sanos, es decir, no sometidos a ningln protocolo de inducciéon de
colitis. Para ello se llevd a cabo la administracion por via oral de la misma dosis
de pamidronato ensayada en los modelos de colitis. Ademas, se llevd a cabo un
estudio temporal, de modo que dicha administracién se realizé durante 3, 5 u 8
dias.

Los resultados indican que la administracién de pamidronato no altera el
estado de los animales, lo que se pone de manifiesto por una evolucion del peso
corporal similar a la del grupo control (Fig. 42). Tampoco se altera el consumo
de agua y comida, y la apariencia de los animales es completamente normal.
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El recuento de las células mononucleares de bazo y ganglios linfaticos
mesentéricos muestra un comportamiento caracteristico dependiente del tiempo.
Tras la administracion durante un periodo corto (3 dias) se produce un aumento
del nimero de células a nivel mesentérico, efecto que desaparece cuando el
tratamiento se prolonga a 5 u 8 dias (Fig. 43). También se observa un aumento
en el numero de esplenocitos, pero de forma mas tardia, observandose sblo en
el tratamiento de 5 dias, y normalizandose, al igual que en el caso anterior a los
8 dias. Esto puede interpretarse como una infiltracion celular que se localiza de
forma primaria a nivel local, es decir, a nivel gastrointestinal y que
posteriormente, dos dias mas tarde, puede observarse a nivel sistémico, es
decir, en el bazo. En ambos casos, dicha infiltracion es reversible, y sélo dos dias
después (dia 5 y 8 respectivamente), se encuentra normalizado, siendo
equivalente al del grupo control.

A B C

I Control
2,24 2,04 +=0,059 1,44 T pami
+=0,005
2,04 1,8 12
1,84 S16 .
° 16 244 2 1,04
B s €
S
8 a2 © 0,8
;1,2 2 4
g 1,0 g\ <
g/ 508 2 069
g 089 £ g
5]
306 0,4
5 064 g 5
2 0,4 = 04 Ry
0,24 0,2
0,0 0,0- 0,0- - "
' Esplenocitos Mesentéricos Esplenocitos Mesentéricos Esplenocitos Mesentéricos
3 dias 5 dias 8 dias

Figura 43: Recuento de células mononucleares en bazo y ganglios linfaticos mesentéricos en los tratamientos de 3 (A), 5 (B) y 8 (C)
dias. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Pami=pamidronato.
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En cuanto a la secrecion de citoquinas, se confirma esta secuencia temporal,
de forma que la produccién aumenta tempranamente en las células de ganglios
mesentéricos, especialmente en el caso de IFN-y e IL-2, siendo patente dicho
aumento ya en el dia 3 y acentuandose en el dia 5 (Fig. 44.B). En el bazo, el
aumento de citoquinas sélo se manifiesta a partir del dia 5, siendo igualmente
mas notorio en el caso de IFN-y e IL-2 (Fig. 44.A). En cualquier caso, los valores
tienden a normalizarse ya en el dia 8, lo que coincide con la poblacién celular
observada en el punto anterior. No se observan diferencias significativas en la
secrecién de TNF-a.
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Figura 44: produccidn de citoquinas en células mononucleares procedentes de bazo (A) y ganglios linfaticos mesentéricos (B) tras el
estimulo con concanavalina A (5 pg/ml). Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) frente al grupo control, media £ SEM.
++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Pami=pamidronato.
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TNy experimentales, sin

embargo, existen modificaciones en los valores de IFN-y. La administracion de
pamidronato dio lugar a un incremento en el IFN-y a nivel sistémico, es decir, en
el plasma; dicho aumento se percibe ya a los 5 dias de tratamiento y se acentla
a los 8 (Fig. 45).
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Junto a la produccion de citoquinas, se evalué la posible modulacion de la
actividad de los linfocitos T reguladores, y para ello se midid la expresion de
Foxp3, factor de transcripcion fundamental en el desarrollo y funcién de dichas
células inmunes. Los resultados obtenidos mediante Western Blot en el
homogenado de esplenocitos muestran un aumento en la expresidn mayor a los
8 que a los 5 dias (Fig. 46.A y B). En cambio, este efecto parece estar limitado a
los 5 dias en los ganglios linfaticos mesentéricos (Fig. 46. Ay C).

A Esplenocitos Ganglios mesentéricos
— — _
I 8 O LCEEERes % 3 2@ 1.
o —~ o
- A e SNEEER - - [ TN
o o
D —— A S — oAt S e S S . o
Control Pami Control Pami
B .
[ ] C .
(] g 3::2 Il 5 dias
349 3,54 I 8 dias
3,2 R
3,04
2,84 3,04
S 2,6 =
5 2,4 £ 2,59
S 2,24 <
O 2,04 O 204
¢ 1,84 g
21,64 2
2 1,44 g 154
T 1,24 ]
£ 1,04 £ 1,0
g o081 g
£ 0,6 £ o5
0,4 '
0,2
0,0 0,0- n
! Control Pami Control Pami
Expresion Foxp3 (Esplenocitos) Expresién Foxp3 (Mesentéricos)

Figura 46: Expresion de Foxp3 en células de bazo y de ganglios linfaticos mesentéricos sin incubacion en el tratamiento de 5y 8
dias. (A) geles obtenidos mediante Western Blot. (B) cuantificacion densitométrica de esplenocitos. (C) cuantificacion
densitométrica de células de ganglios mesentéricos. Los resultados se expresan como incremento en la ratio de la expresion de
Foxp3 y de a-actina, media £ SEM. ++ P<0,001 y + P<0,05. Pami=pamidronato.

Para estudiar la inhibicién de la prenilacion ejercida por parte del
pamidronato en el intestino, se utilizd un anticuerpo que reconoce de forma
especifica la forma no prenilada de la proteina G de pequefio tamafio molecular
Rap1lA. A nivel gastrointestinal, los resultados en colon y duodeno son ambiguos.
A los 5 dias, en algunas muestras existe una clara inhibicion de prenilacion, al
igual que en el caso del duodeno; sin embargo, en el tratamiento prolongado a 8
dias, no existen diferencias entre los dos grupos. En cualquier caso, los valores
obtenidos en la cuantificacion densitométrica no son estadisticamente
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Figura 47: western blot frente a la forma no prenilada de Rap1A en

. o » Colon Duodeno
colon y duodeno (5 dias). (A) Gel. (B) cuantificacién ) .
densitométrica. Los datos se han referido a la expresion de a-actina Rap1A no prenilada (5 dias)
y se expresan como incremento frente al grupo control, media £
SEM.
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significativos, por lo que hemos de asumir que no existe inhibicion de prenilacion
a este nivel en los periodos estudiados o, al menos, que no se produce de forma
sostenida ni consistente (Fig. 47 y 48).
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Figura 48: western blot frente a la forma no prenilada de Rap1A en
colon y duodeno, en el tratamiento de 8 dias. (A) Gel. (B) ' Colon Duodenum
cuantificacion densitométrica. Los datos se han referido a la
expresion de a-actina y se expresan como incremento frente al
grupo control, media = SEM.
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Figura 49: prenilacién en el bazo de los animales sometidos al
tratamiento de 8 dias. Los datos se han referido a la expresién de diferencias en el caso de
a-actina y se expresan como media + SEM del incremento frente al . .
grupo control. + P<0,05 vs. Control. Pami=pamidronato. homogenados obtenidos a pa rtir de

esplenocitos o de células obtenidas a partir de ganglios linfaticos mesentéricos
(no mostrado).

3. Estudios in vitro.

El objetivo de estos ensayos in vitro es el de caracterizar el mecanismo de
accion del efecto antiinflamatorio y/o inmunomodulador de los bisfosfonatos
nitrogenados, y concretamente del alendronato y pamidronato, una vez que dicho
efecto ha sido demostrado mediante los ensayos in vivo expuestos anteriormente.
Con este fin se ha elegido una serie de compuestos dentro de este grupo, siendo
los compuestos principales alendronato y pamidronato, a los que se une un
tercero que carece de efecto antiinflamatorio en el modelo de TNBS, el
ibandronato. Los tres compuestos pertenecen a la segunda generacién de
bisfosfonatos, los nitrogenados, y por tanto, su mecanismo de accidn como
farmacos antirresortivos depende de la inhibicion de la prenilacién de proteinas.
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Ademas de estos tres compuestos, se ha empleado el etidronato, bisfosfonato de
primera generacion, que carece de nitrédgeno en su composicidn y cuyo
mecanismo de accién se basa en la induccién de apoptosis de los osteoclastos; y
otros dos bisfosfonatos nitrogenados de ultima generacion y, por consiguiente,
mas potentes que los anteriores: el risedronato y zoledronato. De este modo se
abarca un amplio abanico de compuestos (Tabla 5), lo que permite la
comparacion entre ellos para dilucidar y caracterizar el mecanismo de accion. La
concentracién empleada fue elegida en funcién de los resultados preliminares
sobre la modulaciéon de secrecién de IL-8 en enterocitos, y es de 100 uM. En
algunos casos se han realizado curvas de concentracion en las que se incluyen,
ademas de la anterior, las concentraciones de 1 y 10 pM.

Bisfosfonatos Otros inhibidores
Clasicos Nitrogenados Inhibidores directos o indirectos de la prenilacion
(no 1a Ultima Estatinas: inhibidores de Inhibidores de enzimas de
nitrogenados) generacion generacion HMGCo-A reductasa la prenilacion
Alendronato .
Etidronato Ibandronato Risedronato Mevalonina (lovastatina) FT1-277

Zoledronato GGTI-298

Pamidronato

Tabla 5: Relacion de las sustancias incluidas en los experimentos in vitro.

Por otro lado, han sido introducidos en el estudio tres moléculas que
interfieren en la via de la prenilacién. En primer lugar, la mevalonina o lovastatina
(5 gM), una estatina, que inhibe a la enzima hidroximetilglutaril-coenzima A
reductasa y por tanto impide la sintesis de los restos isoprenoides necesarios para
la prenilacion. Junto a este farmaco se han empleado dos inhibidores de las
principales enzimas participantes en la prenilacion: el FTI-277, inhibidor de la
farnesil transferasa, y el GGTI-298, inhibidor de la geranilgeranil transferasa. De
este modo se completa el repertorio de sustancias empleadas en los ensayos in
vitro (Tabla 5).

En cuanto a los modelos celulares empleados, el propdsito ha sido el de
abarcar los tipos celulares mas importantes en la respuesta inmune implicada en
la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y la interaccidn entre ellos, esto es,
enterocitos, como parte fundamental de la respuesta inmune innata a nivel de la
barrera epitelial; y células mononucleares, a partir de las cuales se ha hecho una
separacién o purificacién para distinguir entre linfocitos T y macréfagos. En el
caso de los enterocitos se han empleado tres lineas celulares diferentes, dos de
ellas de origen humano, Caco-2 y HT29, y una de rata, IEC18. La linea celular
Caco-2 (HTB-37™ ATCC®) procede de un adenocarcinoma de colon de un vardn
caucasiano de 72 afios de edad vy tiene caracter tumorigénico, al igual que la otra
linea de origen humano, HT29 (HTB-38™ ATCC®), procedente de un
adenocarcinoma colorrectal de una mujer de 44 anos. Sin embargo, las células
IEC-18 (CRL-1589™ ATCC®) son no tumorales y proceden de ileon de rata. El
estudio de las células mononucleares se ha llevado a cabo mediante experimentos
ex vivo, en los que los cultivos primarios se han obtenido a partir del bazo de
rata, ya que la cantidad de células contenidas en dicho érgano linfoide es muy
elevada, por lo que facilitaba la realizacién de los experimentos.
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Resultados.

En la mayoria de los experimentos se han realizado dos tipos de protocolos,
uno a corto plazo, con un periodo de exposicidon (24 a 48 horas, segun tipo celular
y estimulo), y otro a largo plazo (5 a 7 dias). El objetivo es distinguir entre los
efectos debidos a la accidon directa del bisfosfonato de aquéllos que son tardios
como consecuencia de la inhibicidon de la prenilacién de proteinas y la consecuente
afectacion de la funcién de dichas proteinas.

3.1. Efecto de bisfosfonatos nitrogenados sobre enterocitos.

3.1.1. Células Caco-2.

En un principio se valord la toxicidad de los bisfosfonatos sobre la linea
celular. Los resultados obtenidos mediante la medida de adhesién por cristal
violeta o la liberacién de la enzima LDH muestran que alendronato,
ibandronato y pamidronato no son toxicos para dichas células ni en el
protocolo temprano ni en el tardio (Fig. 50). Aunque se observd un
incremento significativo de LDH con la concentracion 10 uM de pamidronato
al cabo de una semana. Es poco probable que esto represente un efecto
toxico real, dado que concentraciones 10 veces mayores no produjeron

efecto alguno (Fig. 50.D).
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Figura 50: Toxicidad celular: adhesién por cristal violeta (A y B) y actividad LDH en el medio de cultivo (C y D). La incubacién con los
bisfosfonatos fue de 24 horas (A 'y C) o de 1 semana (B y D). Los resultados se expresan como % de la absorbancia del grupo Control
en la técnica de cristal violeta, y como incremento (tanto por uno) frente al grupo control en la actividad LDH. Los valores de actividad
para el grupo control fueron de 1,354 = 0,183 y 1,205 * 0,083 mU/ul para los tratamientos de 24 horas y 1 semana, respectivamente.
++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Los resultados se representan como media = SEM.
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de la misma constituye una prueba de toxicidad celular. Asi,

Resultados.

De forma indirecta, la medida de la proliferacién celular o de la inhibicidn

se realizo

un

estudio de la expresién del antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA),
la cual se correlaciona con la actividad proliferativa de las células en
cuestién. Tras 24 horas de tratamiento, ninguno de los bisfosfonatos ni de
los controles empleados muestra modulacién de la proliferacion celular; sin
embargo, el pamidronato y la mevalonina disminuyen dicha actividad, sin
superar el 20% en ninguno de los casos (Fig. 51).
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Figura 51: Proliferacion celular, expresion de PCNA (Western Blot). Geles correspondientes al tratamiento durante 24 horas (A) y 5
dias (B). Cuantificacion densitométrica para los bisfosfonatos (C) y para los inhibidores especificos (D). Los datos se expresan como
la relacion entre la sefial de PCNA vy la de a-actina, y el incremento (tanto por uno) se ha calculado frente al grupo control. Los datos

se expresan como media £ SEM. ++ P<0,001 y + P<0,05 vs. Control.
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La IL-8 es una quimioquina de la familia CXC que desempefa un papel
fundamental en la regulacion de la respuesta inflamatoria aguda, mediante la
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Figura 52: Produccion de IL-8 en células Caco2 estimuladas con IL-1B (10 ng/ml) a corto plazo (24 horas). (A) Efecto de
los bisfosfonatos. (B) Efecto de los inhibidores especificos. Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) con
respecto al grupo control. La produccién de IL-8 tras el estimulo con IL-1B es de 925,072 + 60,95 pg/ml. Los datos se
expresan como media = SEM. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1B.
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Resultados.

atraccién de neutrofilos y otras células inflamatorias.

La exposicion a alendronato, ibandronato o pamidronato durante 24
horas no modifica la secrecion de IL-8 estimulada por IL-1B (Fig. 52.A),
mientras que FTI-277 incrementa y GGTI-298 disminuye dicha secrecion
(Fig. 52.B). Los valores de IL-8 en células no estimuladas no son detectables
en el sobrenadante mediante ELISA en el tratamiento de 24 horas (no
mostrado).
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Figura 53: Secrecion de IL-8 estimulada con IL-1B en el tratamiento de una semana. Los datos se expresan como pg/ml o
incremento (tanto por uno) frente al grupo control o al control estimulado con IL-1B. Las figuras muestran la media £ SEM. ++
P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1B.

En el tratamiento de una semana, por el contrario, los bisfosfonatos
modulan la secrecidon de IL-8, en concreto alendronato e ibandronato, éste
ultimo de forma mas eficaz. El ibandronato (100 pM) es capaz de
incrementar la produccion de IL-8 incluso en condiciones basales (Fig. 53.
A). En la secrecion estimulada por IL-1B, tanto alendronato como
ibandronato tienen un efecto potenciador, aunque este ultimo es mas
potente, ya que lo hace a una concentracion 10 veces menor a la del
alendronato (10 pM) (Fig. 53.C). La mevalonina y el FTI-277 incrementan la
produccion de IL-8 sobre células sin estimular, siendo el efecto de la estatina
3 veces mayor (Fig. 53.B); mientras que so6lo el GGTI-298 es capaz de
inhibir la produccion de IL-8 cuando las células Caco-2 son estimuladas con
IL-1B (Fig. 53.D).
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A continuacidn, para tratar de establecer las condiciones experimentales
idéneas para el estudio del efecto inmunomodulador de los bisfosfonatos
sobre los enterocitos, se llevé a cabo un estudio a diferentes tiempos. Las
células fueron expuestas a alendronato a una concentracion de 100 uM
(concentracién efectiva y utilizada a partir de ahora en todos los
experimentos) durante diferentes periodos de tiempo, en presencia o
ausencia de IL-1B. De igual modo, se estudid el efecto de GGTI-298 y su
relaciéon con el tiempo de exposicion de las células a dicha sustancia. Los
resultados muestran que la exposicion a alendronato durante 5 o mas dias
da lugar a un incremento de IL-8 bajo estimulacion con IL-1B (Fig. 54.A). En
el caso de GGTI-298, se observa como la capacidad de inhibir la secrecién de
IL-8 es asimismo dependiente del tiempo de exposicion a dicha sustancia, ya
gue aunque ya se observa a las 24 horas, es mucho mayor tras un periodo
de 1 semana (Fig. 54.B). Por ello, se escogidé un periodo de cinco dias para el
protocolo de exposicion de los bisfosfonatos a largo plazo, siendo de 24
horas el periodo de exposicidén corto.
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Figura 54: Estudio temporal de la secrecion de IL-8 en el tratamiento con alendronato (A) y GGTI-298 (B) en condiciones basales y
con IL-1B. Los datos se han representado como incremento (tanto por uno) frente al grupo control (9,576 £ 5,032 pg/ml) en el caso
de las células no estimuladas, o frente a IL-1B (977,519 + 82,671 pg/ml) en el caso de las células estimuladas. Los valores se
expresan como media + SEM. P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-18.
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Figura 55: secrecion de IL-8 tras cinco dias de tratamiento con bisfosfonatos y estimulo con IL-1B. Los datos se expresan como
media + SEM del incremento (tanto por uno) frente a las células estimuladas con IL-1B (1393,845 + 50,813 pg/ml).
Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato, Pami=pamidronato, Rise=risedronato, Zole=zoledronato. P<0,001 +
P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1B.
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Los resultados a cinco dias, con un repertorio ampliado de bisfosfonatos,
muestran que alendronato, ibandronato y risedronato aumentan la secrecién
de IL-8, mientras que el zoledronato, uno de los mas potentes inhibidores de
la prenilacién, actiua en sentido opuesto, inhibiendo la secrecidn de dicha
quimioquina (Fig. 55.A). Etidronato y pamidronato no tienen efecto alguno.
Por el contrario, ninguno de los inhibidores especificos provoca ningun efecto
(Fig. 55.B).

Para comprobar si los distintos agentes inhiben efectivamente Ila
prenilacion, se empled un anticuerpo que reconoce de forma especifica la
forma no prenilada de la proteina Rap1A. RaplA es un proteina de la familia
de proteinas G Rap1l, homodloga de la familia Ras; su funcion esta relacionada
con la adhesion y migracion de linfocitos [977]. La cuantificacién del Western
blot realizado muestra que los bisfosfonatos que inhiben la prenilacién en
esta linea celular son precisamente aquellos con un efecto mas notorio sobre
la secrecién de IL-8, junto con el GGTI-298, aunque existen diferencias entre
ellos. Asi, alendronato e ibandronato quintuplican aproximadamente la sefial
correspondiente a RaplA no prenilada, y ambos aumentan la secreciéon de
IL-8 (Fig. 56. A). Dicha inhibicion de la prenilacién que la producida por
zoledronato o GGTI-298 (Fig. 56.A y B), cuyo efecto sobre la IL-8 es
opuesto, sin embargo, al de alendronato e ibandronato, es decir, provocan
una inhibicidon en la secrecion. En el caso de risedronato se produce una
sefial apreciable, pero que no superd el umbral de significancia estadistica
(Fig. 56.C). Es conveniente destacar que etidronato y pamidronato no
inhiben la prenilacién en nuestras condiciones experimentales (Fig. 56.A).
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A continuacion analizamos la regulacion de dos vias de sefializacion
fundamentales en la respuesta inmune y en la reaccidon inflamatoria: el
factor de transcripcion nuclear NFkB y la cascada de MAP-kinasas, para
comprobar si el efecto observado podia estar ligado a una modulacién de una
de estas vias. Para ello se empled el mismo estimulo empleado para la
inducciéon de la secrecién de IL-8, pero en este caso con un seguimiento de
30 minutos, fijado en ensayos previos (no mostrado). Dado que los efectos
de los bisfosfonatos se observan fundamentalmente tras cinco dias de
tratamiento, estos experimentos se realizaron sélo con este protocolo.

La fosforilacion de la proteina inhibidora IkBa implica un estado de
activacion del NFkB, ya que este paso supone la liberacidon del dimero, p50-
p65 en la mayoria de los casos, para que éste pueda viajar del citoplasma al
nucleo y modificar alli la transcripciéon de diversos genes, dando lugar a la
expresion (o represion) de proteinas con un papel importante en la respuesta
inmune. La fosforilacion inducida por IL-1B es inhibida de forma
estadisticamente significativa por alendronato e ibandronato (Fig. 57.B);
aunque también existe una cierta inhibicion en el caso de pamidronato vy
GGTI-298, aunque sin alcanzar la significancia estadistica (Fig. 57).
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Figura 57: Activacion de NFkB inducida por IL-1B (30 minutos),
valorada a través de la fosforilacion de IkBa. Tratamiento a largo
plazo, 5 dias de incubacion con bisfosfonatos. Los datos se expresan
como el incremento frente al grupo tratado Unicamente con IL-1B,
refiriendo los resultados a la expresion de a-actina (media £ SEM).
Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato,
Pami=pamidronato, Rise=risedronato, Zole=zoledronato. P<0,001 +
P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1pB.

Al analizar el efecto de los bisfosfonatos sobre la cascada de fosforilacion
de MAPkinasas, los efectos son tan variados como notables. La estimulacién
con IL-1B da lugar a la fosforilacién de las tres MAPk estudiadas, ERK, p38 y
IJNK, aunque el efecto en el caso de la primera es mucho mas moderado,
sobre todo si se compara con el de JNK. De hecho, los efectos sobre JNK se
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diferencian sustancialmente del resto. Alendronato e ibandronato potencian
la fosforilacion de ERK y p38, mientras que pamidronato y los controles
muestran un efecto opuesto, es decir, inhiben la fosforilacidon (Fig. 58.C y D).
En el caso de INK, los tres bisfosfonatos muestran una tendencia a la
inhibicién, pero sélo en el caso del pamidronato llega éste a ser significativo.
Por su parte, la mevalonina se comporta de forma equivalente al
pamidronato, con una inhibicién significativa, mientras que el GGTI-298 es
comparable al ibandronato, y la tendencia a la inhibiciéon no llega a alcanzar
la significancia estadistica (Fig. 58.E).
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Figura 58: Fosforilacion de MAP-kinasas inducida por la IL-1B (30 minutos) en el tratamiento de 5 dias con bisfosfonatos (A) e
inhibidores especificos (B). Cuantificacion densitométrica de ERK (C), p38 (D) y JNK (E), referidas a la sefnal de a-actina y expresadas

como incremento frente a la fosforilacion provocada por IL-1B (media = SEM). Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato,
Pami=pamidronato, Rise=risedronato, Zole=zoledronato. P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1B.

3.1.2. Células HT29.

Esta otra linea celular de epitelio intestinal se emple6é para confirmar el
efecto inmunomodulador observado sobre las células Caco-2, ejercido
fundamentalmente por alendronato, ibandronato y, por otro lado GGTI-298.

Las pruebas de toxicidad celular muestran que sélo el alendronato y el
pamidronato a la concentracion de 100 pM provocan un aumento de la
actividad enzimatica LDH tras una semana de tratamiento (Fig. 59.D). En El
tratamiento a corto plazo, sélo el Pamidronato a 10 pM incrementa la
actividad LDH, aunque la concentracion de 100 uM no provoca ningun efecto
(Fig. 59.C). Los datos de incremento en la liberacién de la enzima LDH no se
corroboran en la técnica de cristal violeta.

De forma acorde con los resultados de toxicidad, el alendronato en la
exposicion de 5 dias provoca una disminucidn de la proliferacion celular,
como muestra la expresién del antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA) (Fig. 60. B y C). La mevalonina se comporta de modo similar al
alendronato, provocando la disminucion de la sefal incluso con la exposicidon
de 24 horas (Fig. 60. A.B. y D). Paraddjicamente, el ibandronato a 100 uM
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Figura 59: Toxicidad celular: adhesion por cristal violeta (A y B) y actividad LDH en el medio de cultivo (C y D). La incubacién con
los bisfosfonatos fue de 24 horas (A y C) o de 1 semana (B y D). Los resultados se expresan como % de la absorbancia del grupo
Control en la técnica de cristal violeta, y como incremento (tanto por uno) frente al grupo control en la actividad LDH. Los valores de
actividad para el grupo control fueron de 2,701 £ 0,979 y 2,039 £ 0,194 mU/ul de LDH para los tratamientos de 24 horas y 1 semana,
respectivamente. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Los resultados se representan como media £ SEM.

incrementa la proliferacién celular tras 24 horas de tratamiento (Fig. 60. Ay
C). Estos efectos fueron en general de magnitud bastante reducida.
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Figura 60: Expresion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Las células HT29 se sometieron al tratamiento con
bisfosfonatos durante 24 horas y se midid la expresion de PCNA por Western Blot. Los datos se representan como el incremento
(tanto por uno) frente al grupo control (relaciéon entre PCNA y a-actina). Media = SEM. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control.
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A continuacién se realizaron ensayos en condiciones de estimulacion
celular, en este caso con lipopolisacarido (LPS, 1 ug/ml) y, en algunos casos,
con TNF-a (10 ng/ml). El efecto de los bisfosfonatos a 24 horas se
caracteriza por la inhibicién provocada por alendronato y pamidronato a la
concentracién de 100 pM cuando las células son estimuladas con LPS;
mientras que en un estado basal de las células o tras el estimulo con TNF-q,
ninguno de los bisfosfonatos tiene efecto alguno. El efecto observado por la
concentracion 10 pM de ibandronato es poco fiable, ya que una
concentracién diez veces superior o inferior, no ejerce efecto ninguno. Por su
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Figura 61: Sintesis de IL-8 en condiciones basales (A y B), o con estimulacién con LPS (Cy D) o TNF-a (E y F) en el protocolo a
corto plazo (24 horas). Los datos se representan como incremento (tanto por uno) frente a las células no estimuladas (196,332 +
8,801 pg/ml), estimuladas con LPS (5873,028 + 667,785 pg/ml) o TNF-a (24762,223 + 939,472 pg/ml), segln se indica en la
grafica. Estos resultados se representan como media + SEM. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1pB.
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parte, entre los controles incluidos en el ensayo, el FTI-277 inhibe la
secrecién de IL-8 en condiciones basales como bajo estimulacién con LPS a
corto plazo (Fig. 61).

Tras un periodo de exposicién prolongado (una semana), la respuesta se
asemeja a la observada en la linea celular Caco-2. Alendronato e
ibandronato potencian la secrecidn de IL-8 tanto en el estado basal como
cuando las células son estimuladas con LPS, pero en este caso el efecto del
alendronato es mayor (Fig.62). En cambio, en el experimento con TNF-a, el
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Figura 62: Sintesis de IL-8 en condiciones basales (A y B), o con estimulacién con LPS (C y D) o TNF-a (E y F) en el protocolo a
largo plazo (1 semana). Los datos se representan como incremento (tanto por uno) frente a las células no estimuladas (307,73 =
13,688 pg/ml), estimuladas con LPS (828,73 + 52,589 pg/ml) o TNF-a (21789,8 + 1171,379 pg/ml), seguin se indica en la grafica.
Estos resultados se representan como media £ SEM. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1B.
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alendronato inhibe la secrecién de IL-8, aunque el nivel de secrecion en este
caso es mucho mayor que cuando las células fueron tratadas con LPS
(828,73+52,589, con LPS; 21789,8+1171,379, con TNF-a), y por tanto, esto
no se opone necesariamente a los resultados de potenciaciéon vistos
anteriormente (Fig. 62). Por su parte, la mevalonina se comporta de forma
comparable al alendronato, aumentando la IL-8 en condiciones basales y
bajo estimulacion con LPS, mientras que inhibe la secrecion de la
quimioquina inducida con TNF-a, lo que apoya el hecho de un impedimento
en la comparacién de los resultados obtenidos con estos dos estimulos, ya
que la activacién conseguida con el TNF-a es mucho mayor que la obtenida
con LPS, del orden de 50 veces mayor.

Por ultimo, el comportamiento a los cinco dias de tratamiento es algo
mas complejo. A nivel basal, y de forma similar a las células Caco-2,
alendronato, ibandronato y, sobre todo, zoledronato, aumentan la secrecion
de IL-8, mientras que risedronato y mevalonina carecen de efectos
significativos (Fig. 63.C). Sin embargo, al estimular las células con LPS, sélo
el ibandronato potencia la produccidén de la quimioquina, mientras que
alendronato disminuye la misma (Fig. 63.A). Los tres controles, FTI-277,
GGTI-298 y mevalonina, inhiben la produccién de IL-8, siendo el primero el
mas eficaz (Fig. 63.B).
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Aunque alendronato, ibandronato y mevalonina parecen inhibir
minimamente la prenilacibon, como se muestra en la cuantificacion
densitométrica del gel de RaplA (Fig. 64.B), solo zoledronato y en mayor
medida aun GGTI-298 llegan a producir un efecto significativo (Fig. 64).
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Figura 64: Western Blot para detectar la forma no prenilada de Rap1A. Los resultados se expresan como incremento (tanto por
uno) en la ratio entre la sefial para RaplA y para a-actina (media £ SEM). Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato,
Pami=Pamidronato, Rise=risedronato, Zole=zoledroanto. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control.

3.1.3. Células IEC18.

Para completar el estudio del efecto de los bisfosfonatos sobre modelos
celulares de epitelio intestinal, se incluyd esta tercera linea celular, IEC-18,
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Figura 65: LDH liberada al medio de cultivo en el tratamiento a corto (A y B) y a largo plazo (C y D). Los datos se
expresan como incremento (tanto por uno) frente a la actividad enzimatica en el grupo control (0,359 + 0,314
muU/ul), considerando la media + SEM. Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato,
Rise=risedronato, Zole=zoledroanto. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control
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ya que procede de rata y ademas, no presenta un caracter tumoral. Estas
dos caracteristicas nos permiten establecer si el efecto es dependiente de la
especie y emplear un modelo que se asemeja en mayor medida a la fisiologia
de un epitelio normal, con un crecimiento normal y no un caracter tumoral.

Aunque en la valoracién de la actividad LDH en el sobrenadante del
cultivo celular sdlo risedronato y zoledronato dan lugar a toxicidad celular en
el tratamiento de 5 dias, o incluso tras 24 horas en el caso de zoledronato
(Fig. 65), los ensayos de adhesion por cristal violeta muestran resultados
diferentes. Alendronato, ibandronato, risedronato y zoledronato, es decir, los
bisfosfonatos mas potentes como farmacos antirresortivos, disminuyen el
porcentaje de células adheridas en este modelo, tanto tras 24 horas como
tras 5 dias de tratamiento (Fig. 66). El efecto observado es dependiente del
tiempo, de modo que la pérdida de adhesién provocada por estas sustancias
es mayor a los cinco dias; y ademas, el efecto de risedronato y zoledronato,
bisfosfonatos de Ultima generacion, es mas intenso que en el caso de
alendronato e ibandronato. La mevalonina provoca una disminucidon marginal
de la viabilidad en el tratamiento a 5 dias, aunque dicho efecto es de menor
magnitud que el provocado por los bisfosfonatos con capacidad citotdxica
(Fig. 66.D). En ningun caso ni etidronato ni pamidronato provocan toxicidad
sobre las células IEC-18.
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Figura 66: Cristal violeta para la determinacidn de la capacidad de adhesion en el tratamiento a corto (A'y B) y a largo plazo (Cy

D). Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) frente a la absorbancia en el grupo control, considerando la media +

SEM. Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato, Rise=risedronato, Zole=zoledroanto. ++ P<0,001 +
P<0,05 vs, Control.
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El alendronato provoca un efecto antiproliferativo manifestado por la
menor expresion de PCNA tanto en el tratamiento a corto plazo como en el
prolongado (Fig. 67.C). De los demas agentes ensayados tan soélo la
mevalonina tras 24 horas de tratamiento produjo efectos similares (Fig.
67.D). La toxicidad del alendronato tras cinco dias de contacto con las
células queda patente en la sefial obtenida para a-actina en dichas muestras
(Fig. 67.B).
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Figura 67: Expresion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Las células IEC18 se sometieron al tratamiento con

bisfosfonatos durante 24 horas y se midio la expresion de PCNA por Western Blot. Los datos se representan como el incremento

(tanto por uno) frente al grupo control (relaciéon entre PCNA y a-actina). Media + SEM. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control.

Meva

La inhibicién de la prenilacién en la linea celular IEC-18 puede
constatarse con todos los bisfosfonatos nitrogenados, asi como con el GGTI-
298 y la mevalonina, estos dos ultimos con un efecto aun mayor (Fig. 68.B).
La inhibicion es mayor en el caso de alendronato, ibandronato, risedronato y
zoledronato, mientras que pamidronato y risedronato dan lugar a un
fendomeno de inhibicion mas moderado. Por su parte, el Unico bisfosfonato
clasico o no nitrogenado empleado, el etidronato, como cabria esperar, no
bloquea el proceso de prenilacién en esta linea celular (Fig. 68.A).

Dado que los roedores no producen IL-8, se escogid una proteina
proinflamatoria para valorar el efecto inmunomodulador de los bisfosfonatos
en la linea celular en cuestion. La proteina elegida fue la ciclooxigenasa,
enzima crucial en la sintesis de eicosanoides, como la PGE,, uno de los
mediadores fundamentales en la respuesta inflamatoria. Al igual que en el
caso de la IL-8, la modulacién de la expresion y las posibles vias implicadas
se han estudiado tras la exposicién de los enterocitos en cuestién a los
bisfosfonatos durante un periodo de tiempo corto y otro prolongado.
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Figura 68: Prenilacion, deteccion de la forma no prenilada de la proteina RaplA mediante la técnica de Western Blot. Los datos se

expresan como incremento (tanto por uno) de la relacién entre Rap1A y actina del grupo control. Alen=alendronato, Eti=etidronato,

Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato, Rise=risedronato, Zole=zoledroanto. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control.

En los experimentos a corto plazo (24 horas), los bisfosfonatos potencian
la expresién de COX2 inducida por LPS (Fig. 69.A). El orden de eficacia es
pamidronato > ibandronato > alendronato; ademas ibandronato vy
pamidronato presentan una mayor potencia que el alendronato, ya que en
este caso se obtiene un efecto significativo con 10 yM ademas de a 100 uM
(Fig. 69.C). FTI-277 y la mevalonina tienen un comportamiento similar,

aunque la magnitud del efecto es mayor que con los bisfosfonatos (Fig.
69.C).
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Figura 69: Expresion de COX2 inducida por LPS en células IEC18 tratadas con bisfosfonatos durante 24 horas. Los resultados se
representan como el incremento (tanto por uno) de la relacién entre la sefial de COX2 y la de la actina, refiriendo todos los valores
a los del grupo control. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. LPS. Los datos se expresan como media +
SEM.

En cuanto a los bisfosfosnatos de ultima generacidn (risedronato y
zoledronato) y el control no nitrogenado (etidronato), sélo zoledronato
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la expresiéon de la enzima. El

ibandronato (Fig. 70).
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efecto es comparable al

Figura 70: Estudio
de la modulacién en
la expresion de COX2
inducida por LPS en
el tratamiento a corto
plazo con
bisfosfonatos. Los
datos han sido
referidos a la ratio
entre COX2 y actina
del grupo control, y
se expresan como
media = SEM del
incremento de dicha
relacion.
Eti=etidronato,
Rise=risedronato,
Zole=zoledronato.
++ P<0,001 +
P<0,05 vs, Control;
** P<0,001 * P<0,05
vs. LPS.

de

El analisis de la activacion de NFkB tras 24 horas de incubacién muestra
gue ibandronato y pamidronato provocan un aumento de la fosforilacién de
la proteina inhibidora IkBa, es decir, potencian la activacién de dicho factor
de transcripcion (Fig. 71). Dicho efecto es mayor en el caso de pamidronato
que en el de ibandronato. El alendronato, por su parte, muestra una
tendencia a disminuir la activacién de dicha via, aunque el efecto no es
significativo desde el punto de vista estadistico. La mevanolina se comporta
de la misma forma que pamidronato o ibandronato, aunque su efecto es mas

modesto.
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Figura 71:
Fosforilacion de la
proteina inhibidora
IkBa inducida por LPS
(30 minutos de
estimulo) en el
tratamiento de 24
horas. Los datos se
expresan como la
media * SEM de la
relacién entre la forma
fosforilada de IkBa y la
a-actina, y éstos se
representan como
incremento (tanto por
uno) frente al valor
para el grupo control.
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Control; ** P<0,001 *
P<0,05 vs. LPS.

La fosforilacion de MAP-kinasas se ve inhibida considerablemente por

alendronato y mevalonina,

concretamente
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SAPK/INK. Por el contrario, p38 mostré un mayor grado de activacidon con
alendronato (Fig. 72). Pamidronato y GGTI-298 son inactivos a este nivel. A
diferencia de éste, ibandronato potencia la fosforilacién de ERK, lo cual va
acompafado de un efecto similar sobre p38, (Fig. 72.B).
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Figura 72: Fosforilacion de MAP-kinasas (ERK, SAPK/INK y p38) debida a LPS y modulada por el tratamiento a corto plazo (24
horas) con bisfosfonatos e inhibidores especificos. La cuantificacion densitométrica (B y C) se representa como la relacion entre
la sefial de la forma fosforilada de la proteina frente a la sefial de a-actina, y los datos se expresan como incremento frente al
grupo control (media £ SEM). Alen=alendronato, Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato, Meva=mevalonina. ++ P<0,001 +
P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. LPS.

Siguiendo el disefio experimental establecido para las otras lineas
celulares, también se valord la modulacion de la expresion de COX2
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Figura 73: Estudio de la modulacién en la expresion de inhibicion especifica de la eXpreSi(’)n de
COX2 inducida por LPS en el tratamiento a largo plazo . ’
con bisfosfonatos (5 dias). Los datos han sido referidos dicha proteina, como pUEde observarse
a la ratio entre COX2 y actina del grupo control, y se
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relacion. Alen=alendronato, Iban=ibandronato, desencadenada por ibandronato y
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P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. LPS.
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pamidronato es equiparable al efecto de la mevalonina; en contrapartida, el
GGTI-298 carece de efecto significativo alguno (Fig. 73).

La activacion de NFkB como consecuencia de la estimulacion con LPS no

es modificada por el tratamiento a N -
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Figura 74: Activacion de NFkB (fosforilacion de IkBa) en
células IEC18 estimuladas con LPS (30 minutos) y tratadas
con bisfosfonatos durante 5 dias. Se ha calculado la
relacion entre las sefiales para la forma fosforilada de IkBa

LOS fenémenos de tOXiCidad y la proteina a-actina, y los resultados se han expresado
como incremento (tanto por uno) frente al grupo LPS
desencadenados por el alendronato se (media + SEM). Alen=alendronato, Iban=ibandronato,
ponen de maniﬁesto de igua| mOdO en el Pami=Pamidronato. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; **
T , i P<0,001 * P<0,05 vs. LPS.
analisis de las tres vias de MAP-kinasas,
dando lugar a una aparente inhibiciéon de la fosforilacion de dos de ellas, JNK

y p38 (Fig. 75.A). La activacion de p38 se encuentra reprimida por el

de una proteina concreta.
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Fosforilacion de MAP-k inducida por LPS (5 dias)

tratamiento con ibandronato y pamidronato, FTI-277 y GGTI-298, pero no
mevalonina. Por el contrario, los efectos sobre INK son divergentes:
pamidronato incrementa la fosforilacién, mientras que FTI-277, GGTI-298 y

113
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Resultados.

mevalonina la inhiben, e ibandronato no la afecta. El ibandronato da lugar a
una clara activacion de la via ERK, cuya sefial es 3 veces mayor que en el
grupo LPS. Tanto pamidronato como los controles inhiben la activacién de
ERK, aunque los datos obtenidos en la cuantificacién densitométrica no
alcanzan la significancia estadistica.

3.2. Efecto de bisfosfonatos nitrogenados sobre células
mononucleares.

Las células empleadas en los experimentos con cultivos primarios de células
mononucleares fueron obtenidas del bazo de rata. La inhibicidon de la prenilacidon
en estas células sigue una cinética diferente a la de los enterocitos, siendo mas
lenta en este caso. De hecho, ninguno de los bisfosfonatos ensayados inhibe
manifiesta efectos destacables a las 24 horas de tratamiento, mientras que tras
cinco dias de incubacién, alendronato, y sobre todo ibandronato, aumentan
significativamente la sefial de Rap1A no prenilada (Fig. 76.A). Por el contrario,
tanto GGTI-298 como mevalonina presentan la capacidad de inhibicién tanto a
corto plazo como en el protocolo prolongado, es decir, a 5 dias (Fig. 76).
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Figura 76: Inhibicién de la prenilacion de proteinas, deteccion mediante Western Blot de la forma no prenilada de RaplA. Los
valores de la expresion de dicha proteina se han referido a la a-actina, y los datos se expresan como incremento (tanto por uno)
frente al grupo control (media £ SEM). Alen=alendronato, Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato, Meva=mevalonina. ++ P<0,001 +
P<0,05 vs, Control.

La proliferacién celular fue medida mediante el ensayo de incorporacién de
timidina tritiada. En el estado basal, pamidronato y alendronato, este ultimo a
las tres concentraciones ensayadas, muestran wuna ligera tendencia
antiproliferativa (Fig. 77.A). El ibandronato, por su parte, incrementa la
proliferacién, aunque si se analiza la relacion de dicho efecto con la
concentracién, no es muy relevante (Fig. 77.A). La mevalonina reduce la
proliferacién llegando a un 50% de inhibicion aproximadamente (Fig. 77.B). Tras
la estimulacién con la lectina concanavalina A, la proliferacion celular incrementa
espectacularmente, y dicho efecto sélo se ve contrarrestado por el tratamiento

114
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Resultados.

de las células con alendronato (100 uM), lo que da lugar a un inhibiciéon del 40%
aproximadamente (Fig. 77.C). Tanto el FTI-277 como la mevalonina reducen la
actividad proliferativa inducida por concanavalina A, siendo el efecto de la
estatina algo menor (Fig. 77.D). Si las células mononucleares son estimuladas
con LPS no se produce ningun incremento significativo en la proliferacién celular
(no mostrado), y por tanto no se ha podido valorar el efecto de los bisfosfonatos
en estas condiciones.
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incremento (vs. Con A)

0,24
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0,0 0,0

Alendronato Ibandronato Pamidronato - ! Control Con A FTI Meva

Proliferacion estimulada con Con A (incorporacion de timidina) Proliferacion estimulada con Con A (incorporacion de timidina)
Figura 77: Medida de la proliferacion celular mediante la incorporacion de timidina tritiada, en condiciones basales (A y B) o tras el
estimulo con concanavalina A (C y D). Los valores obtenidos son de 1104,727 + 158,946 dpm en el grupo control, y 29236,247 +

145,894 dpm en el grupo estimulado con Con A. Los datos se representan como incremento (tanto por uno) frente al control o a Con A,
segln corresponda y se indique en la grafica. Meva=mevalonina. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. LPS.

Asimismo, se llevé a cabo una segunda valoracion de la proliferacion celular
en el estado basal mediante el estudio de la expresién del antigeno nuclear de
proliferacién celular (PCNA). Los resultados muestran un efecto antiproliferativo
del GGTI-298, tanto a corto como a largo plazo, siendo mayor éste ultimo. En el
tratamiento prolongado, ademas, la mevalonina también inhibe la proliferacién,
mientras que el pamidronato la potencia (Fig. 78).

Dentro de la poblacidon celular estudiada existen dos tipos celulares
mayoritarios, por un lado linfocitos (tanto B como T) y por el otro monocitos-
macrofagos, ademas de otras poblaciones minoritarias, como células dendriticas
o células NK. ElI empleo de estimulos diferentes permite la estimulacién
relativamente selectiva de un determinado tipo celular dentro de esta poblacién
heterogénea. De este modo, para el estudio de secrecién de citoquinas se han
utilizado dos estimulos diferentes: concanavalina A (Con A), que estimula de

115
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Resultados.

forma inespecifica (policlonal) el TCR y por tanto a los linfocitos T; y LPS, que
estimula a los macréfagos al unirse a TLR, concretamente a TLR4.
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Figura 78: Expresion del antigeno nuclear de proliferacion celular mediante Western Blot (A). La cuantificacion densitométrica de
la expresion de dicha proteina se ha referido a la obtenida para la a-actina y los valores se expresan como incremento (tanto por
uno) frente al grupo control. El experimento se ha realizado en el tratamiento a corto (B) y a largo (C) plazo. Alen=alendronato,
Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato, Meva=mevalonina. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control.

La estimulacién de los linfocitos T con la lectina Con A provoca una secreciéon
importante de IL-2, TNF-a e IFN-y, citoquinas propias del perfil de linfocitos. La
inhibicién de la prenilacién, tanto de forma directa (FTI-277) como indirecta
(mevalonina) da lugar a una disminucidén en la secrecion de dichas citoquinas,
aunque la inhibicidon de la sintesis de los isoprenoides, es decir, el tratamiento
con mevalonina, provoca un efecto mas robusto que el del FTI-277 (Fig. 79.D).
El ibandronato incrementa la produccidon de IFN-y y sobre todo de IL-2, aunque
dicho efecto sélo se observa con la menor concentracion empleada, es decir, 1
MM y no con las concentraciones mayores (Fig. 79.B). El alendronato no ejerce
ninglun efecto en este caso (Fig. 79.A). El pamidronato presenta un
comportamiento peculiar, en virtud del cual se incrementan los niveles de IFN-y
(10 pM) y disminuye la secrecion de TNF-a, pero nuevamente sin presentar una
relacion sencilla con la concentracién (Fig. 79.C).

En el tratamiento a largo plazo, el efecto mas significativo es el provocado
por el inhibidor GGTI-298, el cual produce una inhibicidon de la produccién de las
tres citoquinas (>50%). Los bisfosfonatos, por su parte, tienen un efecto
discreto, ya que soélo etidronato es capaz de incrementar la produccién de IFN-y
por encima de la producida por la estimulacion con Con A. Por otro lado, la
mevalonina inhibe de forma especifica la secrecion de IFN-y, sin afectar a IL-
2/TNF-a (Fig. 80.A).
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Figura 79: Secrecion de citoquinas en células mononucleares estimuladas con concanavalina A en el tratamiento a corto plazo (48
horas). Los tratamientos empleados han sido alendronato (A), ibandronato (B), pamidronato (C) e inhibidores especificos (D). La
secrecion de las células estimuladas sin tratar fue de 2723,018 + 237,727 pg/ml de IFN-y; 1002,217 + 183,933 pg/ml de IL-2; y
727,217 £ 28,691 pg/ml de TNF-a. Los datos se expresan como media £ SEM del incremento (tanto por uno) frente a este grupo
estimulado con Con A. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. Con A.
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Figura 80: Secrecion de citoquinas en células
mononucleares estimuladas con concanavalina A
en el tratamiento a largo plazo (5 dias). Se ha
determinado la concentraciéon de IFN-y (A), IL-2
(B) y TNF-a (C). La secrecion de las células
estimuladas sin tratar fue de 3637,177 + 245,935
pg/ml de IFN-y; 683,486 + 46,942 pg/ml de IL-2;
y 1241,416 £+ 55,152 pg/ml de TNF-a. Los datos
se expresan como media £ SEM del incremento
(tanto por uno) frente a este grupo estimulado
con Con A. Alen=alendronato, Iban=ibandronato,
Eti=etidronato, Pami=Pamidronato,
Rise=risedronato, Zole=zoledronato,
ContCon AAlen Iban Pami Eti Rise Zole FTI GGTIMeva Meva=mevalonina. ++ P<0,001 + P<0,05 vs,
Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. Con A.

incremento (vs. Con A)

TNF-a estimulada con Con A (5 dias)

La estimulacién de los esplenocitos con LPS da lugar a una activacién
fundamental de macrofagos a través del TLR4, provocando el incremento en la
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produccion de citoquinas tipicamente sintetizadas por este tipo celular, como son
la IL-6, el TNF-a y la IL-10. En estas condiciones experimentales, ibandronato es
el Unico bisfosfonato activo. Asi, incrementa de forma estadisticamente
significativa la secrecion de TNF-a, y muestra una tendencia a potenciar
igualmente la secrecion de IL-6 (P=0,104) (Fig. 81.A). Resulta especialmente
resefiable el efecto diferencial que presentan los tres inhibidores. Asi, la
secrecion de IL-6 es inhibida casi totalmente con FTI-277 y mevalonina, pero no
por GGTI-298. Este, sin embargo, es el Unico que produce un efecto similar
sobre IL-10. Finalmente, los tres inhibidores producen una disminucidn modesta
de la produccion de TNF-a.
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Figura 81: Secrecion de citoquinas en células mononucleares estimuladas con LPS en el tratamiento a corto plazo (24 horas). (A)
Efecto de los bisfosfonatos (A) y de los inhibidores especificos (B, C y D). La secreciéon de las células estimuladas sin tratar fue de
80,575 + 12,972 pg/ml de IL-6; 1629,227 + 96,193 pg/ml de IL-10; y 683,317 + 36,51 pg/ml de TNF-a. Los datos se expresan como
media £ SEM del incremento (tanto por uno) frente a este grupo estimulado con LPS. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 *
P<0,05 vs. LPS.

En el tratamiento prolongado, esto es, tras cinco dias de contacto entre las
células y los bisfosfonatos, el analisis de la secrecién de citoquinas al estimular
con LPS coincide con el observado en el tratamiento a corto plazo. Asi, el Unico
bisfosfonato eficaz es ibandronato que incrementa la secrecion de IL-6 de forma
especifica y, en este caso significativa. En cuanto a los controles, el
comportamiento selectivo en cuanto a la IL-6 e IL-10 se mantiene, aunque la
inhibicién de FTI-277 y mevalonina sobre IL-6 es algo menor. FTI-277 presenta
en este caso un efecto marginal sobre IL-10 (Fig. 82). Sorprendentemente, la
secrecién de TNF-a fue potenciada por mevalonina.
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Figura 83: Estudio de la expresion de Foxp3 en células mononucleares (A) y su modulaciéon por bisfosfonatos (B) e
inhibidores especificos (C). Los datos se expresan como la relacion entre la cuantificacion densitométrico de Foxp3 vy la
que corresponde a a-actina, y se han representado como incremento (tanto por uno) frente al control. ++ P<0,001 +
P<0,05 vs, Control. Media £ SEM.

modulaciéon ejercida por los bisfosfonatos sobre la biologia de las células
mononucleares, se estudid la expresion del factor de transcripcion Foxp3. Los

119
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Resultados.

resultados obtenidos mediante la técnica de Western Blot indican que no existe
una modulacidon de dicho factor de transcripcién por parte de los bisfosfonatos
(Fig. 83), excepto en el caso de alendronato tras 24 horas de tratamiento, el
cual inhibe la expresion de dicha proteina (Fig. 83.B). Sin embargo, tanto el
GGTI-298 como la mevalonina presentan efectos inhibidores marcados, tanto a
24 horas como a 5 dias (Fig. 83.B y C).

Por ultimo, se realizd un estudio de expresion génica mediante PCR a tiempo
real en células mononucleares tratadas con pamidronato y estimuladas o no con
Con A. Pamidronato no modifica la expresién génica de Foxp3 en condiciones
basales o tras el estimulo con Con A (Fig. 84.A). Ademas de Foxp3, se cuantifico
la expresion de genes que codifican citoquinas que no pudieron ser valoradas
mediante ELISA. Los datos muestran que pamidronato tampoco modula los
niveles de ARNm de IL-17, IL-23 o TGF-B, en esplenocitos estimulados con Con
A (Fig. 84.B). En cuanto a la IL-4, se observa una tendencia a inhibir su
expresidon por parte del pamidronato, aunque este resultado no es
estadisticamente significativo (Fig. 84.B).
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Figura 84: Estudio de la expresidon génica de Foxp3 (A) y citoquinas (B) en esplenocitos estimulados o no con concanavalina A durante 48
horas. Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) frente al grupo control (basal) o al grupo Con A (estimuladas). Media £ SEM.
++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control.

3.3. Efecto de los bisfosfonatos nitrogenados sobre linfocitos T.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados sobre esplenocitos
totales muestran el efecto de los bisfosfonatos sobre una poblacion celular
heterogénea, lo que impide valorar ese efecto de forma independiente sobre los
distintos tipos celulares. Por tanto, el siguiente objetivo fue comprobar dichos
resultados en poblaciones celulares purificadas o enriquecidas en un
determinado tipo celular. Para ello se empled la técnica de separacion celular
mediante particulas magnéticas (MACs).
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o Sdinfos T.005 La purificacion de linfocitos T se realizd
=3 mediante una seleccidn negativa de otros tipos
T2 celulares contenidos a nivel de bazo, esto es,
Q" linfocitos B (anticuerpo frente a CD45RA),
3‘\"9- e e A células NK (anticuerpo frente a CD161.a) y
S e O S < el macrofagos (anticuerpo frente a CD11b). Tras la
=s separacion magnética en columna, la poblaciéon
- resultante estd enriquecida en linfocitos T
91“05 _101' > S o (aproximadamente 95% de pureza, células

10
CD3IFITC CD3"), vya que los eritrocitos han sido
Figura 85: Pureza de la poblacion enriquecida en

linfocitos T obtenida mediante separacion celular preViamente eliminados mediante |iSiS OSmética

magnética a partir de esplenocitos. Imagen de

citometria de flujo de la poblacién CD3*, con una con Cloru ro amonico (Flg 85) .

pureza del 95,08% del total de células vivas.

Cuando se analizd la secrecién de citoquinas
estimulada con concanavalina A, el efecto mas llamativo fue el incremento en la
produccion de IFN-y provocada por el tratamiento a corto plazo (48 horas) con
alendronato, y en mayor medida, con pamidronato (Fig. 86.A). La IL-2 aumenta
s6lo en el caso de pamidronato, aunque apenas llega a ser un efecto
estadisticamente significativo (Fig. 86.A). Todos los inhibidores especificos, FTI-
277, GGTI-298 y mevalonina, inhiben sin embargo la secrecidn de citoquinas
estimulada por Con A (IL-2 e IFN-y) (Fig. 86.B).
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Figura 86: Sintesis de citoquinas en linfocitos T estimulados con Con A en el tratamiento a corto (A y B) y a largo plazo (C y D). Los datos
se expresan como incremento (tanto por uno) frente a las células a las que se afiadié Unicamente Con A. La secrecion para este grupo es de
1459,719 + 147,53 pg/ml de IFN-y y 154,959 + 11,17 pg/ml de IL-2 (48 h); y 5484,2 + 555,237 pg/ml de IFN-y y 197,947 + 11,544 de IL-
2 (5 dias). ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. Con A. Media + SEM.
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En el protocolo a largo plazo, los bisfosfonatos considerados en general mas
potentes en cuanto a la inhibicion de la prenilaciéon, esto es, zoledronato,
risedronato e ibandronato, inhiben la secreciéon de IFN-y, asemejandose asi a los
controles GGTI-298 y mevalonina (Fig. 86.C y D). En cambio, alendronato,
etidronato y pamidronato muestran una cierta tendencia al incremento de la

produccion de dicha citoquina,
aunque sin alcanzar la
significancia estadistica (Fig.
86.C). Cabe recordar que estos
bisfosfonatos, especialmente,
etidronato y pamidronato, no
inhiben la prenilacidn en ninguno
de los tipos celulares estudiados
(Fig. 56, 64, 68 y 76). La sintesis
de IL-2 sdlo es inhibida por GGTI-
298 y etidronato, unico
bisfosfonato no nitrogenado que
forma parte del estudio (Fig. 86.C

y D).

Figura 87:
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Con el objetivo de caracterizar el mecanismo por el que el pamidronato
provoca el incremento en la produccion de IFN-y, se realizaron diversos
experimentos con este bisfosfonato en los linfocitos purificados. EI Pamidronato
no promueve la proliferacién de los linfocitos T, ya que no modifica la expresion

de PCNA (Fig. 87).
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Figura 88:
Fosforilacion de STAT4
en linfocitos T. La
cuantificacion
densitométrica de
STAT4 se ha referida a
la obtenido para a-
actina y los valores se
expresan como
incremento (tanto por
uno) frente a esta
relaciéon en el grupo
control o en el grupo
estimulado con Con A.
Pami=Pamidronato.
Media * SEM. ++
P<0,001 + P<0,05 vs,
Control; ## P<0,001
#P<0,05 VS.
Pamidronato.

basales o tras el estimulo con Con A (Fig. 88).

la via de
sefializacion caracteriza a
la activacion de linfocitos

T y podria estar
relacionada con el
incremento en la

produccion de IFN-y que
provoca el pamidronato.
Como cabria esperar, la
estimulacién de los
linfocitos T con Con A da
lugar a la fosforilacién de
STAT4; sin embargo, el
Pamidronato no altera la
fosforilacion de esta
proteina en condiciones

El incremento en la produccidon de IFN-y puede deberse a un efecto
polarizante sobre la diferenciacidon de linfocitos T hacia el subtipo Th1. Por ello,
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se disefid¢ un experimento para valorar la capacidad de polarizacion del
pamidronato (bisfosfonato mas activo) hacia el fenotipo Th1l. Esto se consiguid
mediante el pretratamiento de los linfocitos T con IL-12, citoquina fundamental
en la diferenciacion hacia linfocitos Thl y que juega un papel crucial en la
produccion de IFN-y por parte de linfocitos T y otros tipos celulares, como las
células NK. Los resultados muestran que el tratamiento de los linfocitos T
polarizados hacia el subtipo Thl mediante la incubacién de IL-12 con
pamidronato da lugar a una mayor produccion de IFN-y o, lo que es lo mismo,
gue el pamidronato tiene capacidad para derivar la diferenciacion de linfocitos
hacia el fenotipo Th1 (Fig. 89). Este efecto es especifico, ya que la IL-2 no se ve
afectada (Fig. 89).
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Figura 89: Anadlisis de la diferenciacion de linfocitos hacia el subtipo Thl mediante la polarizacion con IL-12. La secrecion de IFN-y es de
0,487 £ 0,487 y 535,1 + 74,136 en Control y Con A, respectivamente; y la de IL-2 es de 53,52 + 23,965y 317,613 + 15,798. Los datos se
expresan como incremento (tanto por uno) frente al grupo estimulado con Con A (media £ SEM). ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; **
P<0,001 * P<0,05 vs. Con A; ## P<0,001 #P<0,05 vs. IL-12.

Al igual que en el caso de las células mononucleares, se realizd un analisis de
la expresion génica de diversas citoquinas. No se observan modificaciones de la
expresion de Foxp3, IL-17 o TGF-B, y se mantiene la tendencia a inhibir la
expresion de IL-4 (Fig. 90.A y B). Sin embargo, el pamidronato provoca una
inhibicion de la sintesis IL-23 (Fig. 90.B).
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Figura 90: Estudio de la expresion génica de Foxp3 (A) y de citoquinas (B) en linfocitos estimulados o no con concanavalina A durante
48 horas. Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) frente al grupo control (basal) o al grupo Con A (estimuladas). Media
+ SEM. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control
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3.4. Efecto de bisfosfonatos nitrogenados sobre macrofagos.

La poblaciéon celular enriquecida en macréfagos se obtuvo mediante seleccidon
negativa utilizando para ello la técnica de separacién celular magnética (MACs, a
la que hemos aludido en el apartado anterior). Las células que se eliminaron
fueron los linfocitos T (anticuerpo frente a CD3), linfocitos B (anticuerpo frente a
CD45RA) y células NK (anticuerpo frente a CD161.a). De esta forma, una vez
eliminados los eritrocitos mediante la lisis con un tampdén hipotdnico, la
poblacion mayoritaria es la de monocitos-macréfagos, los cuales fueron
estimulados con LPS para inducir la produccion de IL-6, IL-10 y TNF-a.

Utilizando este modelo in vitro, los resultados concuerdan perfectamente con
los obtenidos cuando los esplenocitos totales estimulados con LPS, aunque los
efectos son mas claros en el modelo con la poblacién celular purificada. El Unico
bisfosfonato activo sobre macréfagos es el ibandronato, que provoca un
incremento en la secrecion de las tres citoquinas medidas, IL-6, IL-10 y TNF-a
(Fig. 91.A). Considerando el efecto de los controles, el GGTI-298 es el Unico
capaz de inhibir la producciéon de IL-10 (Fig. 91.C), mientras que FTI-277 y en
menor medida la mevalonina inhiben por su parte la sintesis de IL-6, aunque en
el caso de la estatina este efecto no alcanza la significancia estadistica
(P=0,075) (Fig. 91.B). Nuevamente, el efecto sobre el TNF-a es menos
especifico, y su secrecion es inhibida por GGTI-208 y por lovastatina (Fig. 91.D).
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Figura 91: Secrecién de citoquinas en macrofagos estimulados con LPS en el tratamiento a corto plazo (24 horas). (A) Efecto de los
bisfosfonatos (A) y de los inhibidores especificos (B, C y D). La secrecion de las células estimuladas sin tratar fue de 198,403 + 1,693
pg/ml de IL-6; 819,418 + 139,191 pg/ml de IL-10; y 7133,203 £+ 801,751 pg/ml de TNF-a. Los datos se expresan como media £ SEM
del incremento (tanto por uno) frente a este grupo estimulado con LPS. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs.
LPS.
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Tras cinco dias de tratamiento, se confirma la capacidad del ibadronato para
estimular a este tipo celular, ya que junto al zoledronato incrementa Ia
produccion de IL-6 y TNF-a. Ademas de esto, el zoledronato inhibe la produccién
de IL-10. Por su parte, el alendronato inhibe la sintesis de IL-10 y TNF-a; asi, el
alendronato se comporta de forma opuesta al etidronato, ya que éste
incrementa la produccidn de estas dos citoquinas. Por su parte, GGTI-298 y
mevalonina inhiben la expresién de las tres citoquinas, mientras que fTI-277
so6lo provoca una inhibicién moderada de IL-10 (Fig. 92).
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3.5. Efectos de bisfosfonatos nitrogenados sobre cocultivos enterocito-
linfocito T.

Una vez estudiado el efecto de los bisfosfonatos sobre diversos modelos y
tipos celulares, se planted la posibilidad de estudiar la inmunomodulacion
ejercida por dichas sustancias en cocultivos de enterocitos y linfocitos T, debido
al efecto de potenciacidn que alendronato y sobre todo, pamidronato ejercian
sobre este tipo de células mononucleares. Para ello se empled la linea celular
IEC-18, ya que procede de rata, y la poblacién de linfocitos T purificada
mediante separacion magnética a partir de esplenocitos, asimismo de rata. Los
cocultivos se realizaron en sistemas Transwell®. En dicho sistema existen dos
compartimentos independientes pero en contacto a través de un material
poroso, de forma que se puede determinar la secrecién en cada uno de los
compartimentos por separado, pero permitiéndose la comunicacién. En el
compartimento superior se dispusieron los enterocitos, cuyo crecimiento
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determina que la cara basolateral se encuentre en contacto con el
compartimento inferior, en el cual se encuentran los linfocitos T. El modelo se
asemeja hasta cierto punto a la disposicion fisioldgica de estos dos tipos
celulares en el tejido intestinal, en el que los enterocitos muestran su cara apical
hacia el lumen, mientras que la cara basolateral se encontraria en contacto con
las capas internas del tejido intestinal, entre las que se encuentran células
mononucleares, como en el caso de los linfocitos intraepiteliales y los contenidos
en la lamina propria.

Los linfocitos T fueron estimulados con Con A (5 pg/ml) y el tratamiento
(pamidronato) fue afnadido en el compartimento superior, en contacto con los
enterocitos. Para valorar si el posible efecto se debe a un contacto directo con
los linfocitos T o por una modulacion sobre enterocitos, el pamidronato fue
afadido antes de poner los linfocitos en contacto con los enterocitos o
simultdneamente. En este ultimo caso, es posible el paso del pamidronato a
través de la monocapa de epitelio intestinal y del material poroso, mientras que
en el otro caso, el contacto de los linfocitos con el pamidronato no es posible,
sino que éste sdlo puede actuar sobre los enterocitos. Asimismo, se han
realizado dos tipos de protocolos, uno a corto plazo y otro a largo plazo,
respetando el disefo experimental ejecutado en todos los experimentos

anteriores, esto es, 24 horas o 5 dias.
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Figura 93: Secrecion de citoquinas en cocultivo (Transwell®)

enterocito-linfocito T. Los datos muestran la secrecién por parte considerablemente mayor que en el
de los linfocitos T dispuestos en el compartimento inferior y

estimulados con Con A. El tratamiento se realizado a corto (A) y a caso de IFN'Y e IL-10. ASimismO, la

largo plazo (B). Los datos se expresan como incremento (tanto

por uno) de la secrecidn de las células estimuladas con Con A sin pOtenCiaCion de Ia prOdUCCion de IFN_Y

tratamiento. Pami=Pamidronato, pre-Pami=pre-incubacién con H
Pamidronato. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ## P<0,001 €s mayor que €n el tratam|ent0 a Corto

#P<0,05 vs. Pamidronato.
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Figura 94: Expresion de
PCNA en linfocitos T
procedentes del
compartimiento inferior en
cocultivos de enterocitos y
linfocitos T (Transwell®).
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Resultados.

plazo. Paraddjicamente,
estos efectos se
acompafan de una

inhibicién en la sintesis de
IL-2. Como ocurre tras 24
horas de tratamiento, la
retirada del farmaco
provoca la desaparicién del
efecto en cuestién (Fig.
93.B). ElI comportamiento
con respecto a la secrecién
de TNF-a es diferente, ya
que aunque el pamidronato
no provoca modificacidon
alguna sobre la misma, la

pre-incubacién de los enterocitos con dicha sustancia hace que los niveles de
esta citoquina sean menores.

Finalmente, los linfocitos T que habian estado en contacto con los enterocitos
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Figura 95: Fosforilacion de
STAT4 en linfocitos T
procedentes del
compartimiento inferior en
cocultivos de enterocitos y
linfocitos T (Transwell®).
La cuantificacion
densitométrica de PCNA se
ha referida a la obtenido
para a-actina y los valores
se expresan como
incremento (tanto por uno)
frente a esta relacion en el
grupo control.
Pami=Pamidronato, pre-
Pami=pre-incubaciéon con
Pamidronato. Media £
SEM. ++ P<0,001 +
P<0,05 vs, Control; ##
P<0,001 #P<0,05 VS.
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sistema
Transwell
presentan una
activacion de la
proliferacion
celular,
manifestada a
través del aumento
de la expresion de
PCNA (Fig. 94), asi
como una mayor
fosforilacidon de
STAT-4 (Fig. 95).

en el

127

Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.



Discusion.

La terapia farmacoldgica empleada en la EII esta constituida por una serie de
farmacos antiinflamatorios cuyo uso no se limita a esta enfermedad, sino que se
emplean en muchos trastornos de caracter inflamatorio. Asi, la caracteristica
comun de todos estos tratamientos es un mecanismo antiinflamatorio
inespecifico para la EII y, por tanto, la posibilidad de efectos mas allda del
sistema digestivo y de la enfermedad como tal. Aunque la eficacia de estos
farmacos en la EC y en la CU estd demostrada y su empleo esta totalmente
aceptado, existen casos de resistencia o de falta de respuesta. Ademas, la
mayoria de ellos presentan un perfil de efectos adversos considerable, y en el
caso de los glucocorticoides, pueden aparecer fendmenos de dependencia. Todos
estos aspectos hacen que la farmacologia de la EII no sea del todo satisfactoria
en la actualidad y la intensa investigaciéon desarrollada para la busqueda de
nuevos agentes esta plenamente justificada.

Los bisfosfonatos son farmacos de primera eleccién en varias enfermedades
y trastornos oseos, presentan un perfil de seguridad adecuado con ventajas
frente a otros tratamientos. Ademas, varios bisfosfonatos como alendronato,
pamidronato, ibandronato o risedronato han demostrado su eficacia para
contrarrestar la pérdida de densidad 6sea que sucede en la EII [738, 740-742,
978-981] y en el tratamiento de ésta con glucocorticoides [739, 982, 983]. La
posibilidad de que los bisfosfonatos puedan ejercer un efecto antiinflamatorio
intestinal permitiria su asociacién con otros tratamientos para disminuir la dosis
de éstos y, a su vez, tratar las complicaciones dseas con un origen iatrogénico o
secundarias a la propia inflamacidn intestinal. Por todo ello, el estudio del efecto
antiinflamatorio de los bisfosfonatos en la EII es un campo con un gran interés
cientifico y con una posible aplicacion en el manejo terapéutico de la
enfermedad.

Dentro de los bisfosfonatos pueden distinguirse dos grupos en funcién del
mecanismo de accion. Sdlo los bisfosfonatos de segunda generacidn inhiben la
prenilacion y este hecho es el responsable de su accidon farmacoldgica
antirresortiva. Ademas de los bisfosfonatos, existen otros fadrmacos que, aunque
de forma indirecta, también inhiben la prenilacion como las estatinas, que
inhiben la sintesis de colesterol al bloquear a la enzima HMGCoA reductasa.
Junto a la disminucién de los niveles de colesterol, existen otras acciones de las
estatinas que se deben a la inhibicion de la prenilacidén, como consecuencia de la
inhibicién de la sintesis de los restos isoprenoides empleados en las reacciones
de prenilacion. Asi, muchos de los efectos beneficiosos de las estatinas a nivel
cardiovascular parecen ser independientes de la modificacidon en los niveles de
colesterol y se han achacado a la inhibicién de la prenilacién, y consisten
fundamentalmente en efectos antiinflamatorios a nivel del endotelio. Este
caracter antiinflamatorio de las estatinas no sélo se observa en el ambito
cardiovascular, sino que se han llevado a cabo ensayos en modelos de EII en los
que las estatinas han sido efectivas. Asi, se ha demostrado el efecto beneficioso
en la colitis por DSS [2, 4, 6, 832], TNBS [3, 5] o acido acético [1]. También se
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han realizado ensayos con pacientes de EII que fueron tratados con estatinas,
demostrando éstas efectos inmunomoduladores como una menor produccidon de
quimioquinas [984], [985].

La prenilacién de proteinas es un proceso postraduccional fundamental para
la funcionalidad celular. Muchas de las proteinas que son preniladas participan
en procesos bioldgicos fundamentales en la respuesta inmune, como la
proliferacién y diferenciacidon celular, la regulacidn del citogesqueleto, el trafico
vesicular y la inflamacién. Ademads, uno de los principales sustratos de las
reacciones de prenilacion son las proteinas G de pequeio tamafno o GTP-asas,
que estan implicadas en la activacién de vias de sefializacidn fundamentales a
nivel del sistema inmune como NF-kB o MAP-kinasas. Por todo ello, las
sustancias capaces de inhibir este proceso postraduccional se constituyen como
una posibilidad atractiva en la identificacion de nuevos farmacos
antiinflamatorios.

Basandonos en los estudios realizados con las estatinas como inhibidores de
la prenilacion con propiedades antiinflamatorias, la identificacién vy
caracterizacion del posible efecto antiinflamatorio de los bisfosfonatos
nitrogenados constituye el objetivo de esta tesis doctoral. El planteamiento se
basa en los resultados obtenidos con alendronato en el modelo de colitis por
TNBS en rata [10], que demuestran un efecto antiinflamatorio de este
bisfosfonato. En el desarrollo de la tesis se pretende demostrar si este efecto
observado con el alendronato se trata de un efecto de clase y por tanto, esta
relacionado con la inhibicién de la prenilacién, o si se trata de un mecanismo
independiente de la misma. En cualquier caso las condiciones para el
tratamiento y la magnitud de la eficacia de diversos bisfosfonatos, junto con la
caracerizacioon del mecanismo de accion en este efecto antiinflamatorio son los
aspectos fundamentales a caracterizar.

En los experimentos in vivo los bisfosfonatos fueron administrados seguin un
protocolo profilactico o pretratamiento, a pesar de que el estudio realizado con
alendronato se realiz6 con un postratamiento. Para explicar esta diversidad en
cuanto al protocolo de administracion, hemos de hacer referencia a la
bibliografia publicada referente al uso de estatinas en la EII. La mayor parte de
los trabajos publicados hasta 2006 proponen el efecto beneficioso de las
estatinas en el tratamiento curativo en modelos preclinicos de EII [4-6], y éstos
son la base para el ensayo realizado en un principio con alendronato. Sin
embargo, en los Ultimos anos se han llevado a cabo otros estudios en los que las
estatinas han sido empleadas como tratamiento profilactico, y este aspecto es
crucial para la mejora en la colitis que provoca la simvastatina, por ejemplo [2,
835]. Esto explica la eleccién del tratamiento preventivo, junto con el hecho de
que este protocolo permite un contacto prolongado de la sustancia con el
intestino y por tanto, permitiria una potenciacién del efecto observado con
alendronato en el postratamiento.
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Otro aspecto importante en la experimentacion animal es la dosis
administrada. En el tratamiento curativo con alendronato se probaron tres dosis
diferentes, de las cuéles sélo las dosis de 25 y 75 mg kg™ dia™ ejercen un efecto
antiinflamatorio, mientras que el alendronato administrado a 10 mg kg dia™ no
ejerce ningun efecto beneficioso en el modelo de TNBS. Asi, se utilizé la mayor
dosis empleada (75 mg kg™ dia™®) en los experimentos sucesivos, ya que ésta
implica una mejora del perfil antiinflamatorio del alendronato. A partir de ésta,
se calcularon las dosis equimolares de ibandronato y pamidronato, esto es 83 y
80 mg kg dia™, respectivamente.

Como primera aproximaciéon, el modelo de colitis en rata por TNBS muestra
que alendronato [10] y pamidronato poseen un efecto antiinflamatorio en este
modelo, mientras que ibandronato carece del mismo. Esto nos indica que no se
trata de un efecto de clase, o bien el ibandronato posee un mecanismo diferente
u otros efectos o propiedades que determinan su ineficacia en el modelo en
cuestién. El comportamiento de alendronato y pamidronato puede deberse a un
mecanismo diferente, ya que el efecto protector en el caso del alendronato es
dependiente de las condiciones experimentales y el tipo de protocolo utilizado en
el experimento. Asi, al ensayar el alendronato en un pre-tratamiento (principales
condiciones en nuestro estudio), desaparece el efecto antiinflamatorio que éste
presenta en el post-tratamiento [10], mientras que el pamidronato es eficaz en
el pretratamiento.

A pesar del efecto antiinflamatorio de estos inhibidores de prenilacién,
concretamente, alendronato y pamidronato, este mecanismo de accién de los
bisfosfonatos nitrogenados no debe estar implicado en el efecto antiinflamatorio.
En primer lugar, las tres moléculas ensayadas in vivo han demostrado inhibir
eficientemente este proceso [986], y una de ellas, el ibandronato no presenta
caracter antiinflamatorio en nuestro modelo experimental. Ademas, si tenemos
en cuenta la potencia relativa de estos farmacos como antirresortivos, el
ibandronato deberia ser el mas eficaz, ya que es el mas potente de los incluidos
en los ensayos in vivo [987]. Por otro lado, los resultados de los ensayos in vitro
muestran que, en muchos casos, el comportamiento de los inhibidores
especificos de la prenilacion (FTI-277, GGTI-298 y mevalonina) es diferente al
de los bisfosfonatos, incluso totalmente opuesto. Asimismo, si se comparan los
resultados mecanisticos de los tres bisfosfonatos ensayados, el pamidronato
puede ser considerado como un ente independiente, ya que su comportamiento
se asemeja en ocasiones al etidronato (bisfosfonato de primera generacion), y
no presenta la capacidad de inhibir la prenilacion en ninguno de los modelos
celulares empleados en este estudio. De este modo, es posible que el efecto
antiinflamatorio ejercido por el pamidronato se deba a un mecanismo
independiente de la prenilacion. Las diferencias de comportamiento con
alendronato e ibandronato pueden deberse a la diferencia en la potencia en
cuanto a la inhibicién de la prenilacion.
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La administracién de los bisfosfonatos por via intraperitoneal en el modelo de
TNBS se constituye como una opcién para mejorar las dificultades en la
administracion oral debido a la escasa biodisponibilidad de estos farmacos por
esta via, permitiendo la llegada de mayores cantidades al torrente circulatorio.
Simultaneamente, estos experimentos aportan informacidn acerca de la
existencia de un efecto local a nivel intestinal o, por el contrario, de una accién a
nivel sistémico. Segun estos experimentos, podemos afirmar que la via de
administracion es crucial en el efecto antiinflamatorio de los bisfosfonatos
nitrogenados, ya que ninguno de ellos, en ninguno de los modelos y protocolos
ensayados, tiene la capacidad de prevenir o mejorar el proceso colitico cuando
se administran por via intraperitoneal. Estudios anteriores senalan la ausencia
de efecto del alendronato en la colitis inducida por TNBS en ratas cuando éste es
administrado por via intraperitoneal [980]. Asi, la via de administracion
requerida para el efecto antiinflamatorio de los bisfosfonatos nitrogenados es la
oral. Segun esto, podemos afirmar que tanto alendronato como pamidronato
requieren de un contacto con la mucosa gastrointestinal para ejercer su efecto
beneficioso en la EII. Las caracteristicas farmacocinéticas de los bisfosfonatos
deben explicar este comportamiento. Existen estudios in vitro [988, 989] e in
vivo [990] que proponen la absorcién paracelular como el principal mecanismo
para la absorcion intestinal de los bisfosfonatos, debido a su baja lipofilia y a su
caracter aniénico. La absorcion oral es considerablemente baja, el 50% de la
cantidad absorbida se va a fijar al hueso, mientras que el resto va a ser
eliminado en su forma original a través de la orina [923, 991]. Estudios
farmacocinéticos en animales determinan que la absorcién del alendronato y
pamidronato es menor al 2% [975] y al 1% [976, 992], respectivamente;
mientras que el etidronato, que no es nitrogenado, presenta un mejor perfil de
absorcion, llegando hasta el 20% en determinadas especies animales [993]. En
el caso del humano, los porcentajes de absorcién oral son de 0,7% para
alendronato [994], 0,3% para pamidronato [995] y 3-7% para etidronato [996].
Esta baja absorcidn por via oral se ha tenido en cuenta para el calculo de la
dosis empleada en la via intraperitoneal, de manera que se ha considerado un
1% de la cantidad administrada oralmente, y ésta ha sido la cantidad utilizada
en la via intraperitoneal. Por otro lado, la administracion de alendronato por via
intraperitoneal a dosis superiores a las calculadas segun la biodisponibilidad oral
del 1% no producen mejora alguna en la colitis, pudiendo incluso observarse un
cierto efecto perjudicial. La fijacién de los bisfosfonatos al hueso no es
homogénea, sino que depende de la actividad de recambio éseo de éstos [975,
997, 998] vy, por tanto, van a ser retenidos durante un tiempo mas o menos
prolongado dependiendo también del recambio déseo. Esto explica que la vida
media de eliminacion de estos farmacos se prolongue, ya que van a ser
retenidos en el hueso y, por tanto, su eliminacién se prolongara. La escasa
absorcion de los bisfosfonatos permite un contacto prolongado con la mucosa
intestinal, imprescindible en el efecto antiinflamatorio en la colitis.
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El ibandronato no ejerce ningun efecto beneficioso en el modelo de colitis por
TNBS, incluso supone una mayor pérdida de peso y un empeoramiento del
estado de los animales. Este efecto en el estado general de los animales, no se
refleja en la gravedad del proceso colitico, es decir, en la afectacién del tejido
colénico y otras estructuras a nivel digestivo. Asi, el examen macroscopico y las
determinaciones bioquimicas muestran una situacién similar a la del grupo
colitico, incluso puede observarse una tendencia a la recuperacion a nivel del
colon en el tratamiento con ibandronato. Todo ello hace pensar que existe otro
proceso o patologia responsable del empeoramiento de los animales debido a
ibandronato. La determinacién de la concentracion de citoquinas en el plasma de
estos animales muestra un incremento en IL-6, TNF-a e IL-10, lo que demuestra
que existe un fendmeno a nivel sistémico que puede contribuir al peor estado de
los animales. Los estudios in vitro demuestran la capacidad del ibandronato para
incrementar la produccidn de citoquinas sobre macréfagos purificados o sobre
células mononucleares en las que se estimula de forma relativamente especifica
este tipo celular. En términos generales, el ibandronato aumenta la produccion
de IL-6 y TNF-a, lo cual coincide con los datos obtenidos en plasma. Ademas, el
tratamiento durante 5 dias de esplenocitos con ibandronato provoca un aumento
de la expresién de iNOS. El pamidronato no provoca ningun efecto significativo
sobre la produccién de citoquinas por parte de macréfagos, y esto puede
determinar la ausencia de una respuesta a nivel sistémico como ocurre en el
caso de ibandronato. El alendronato presenta un comportamiento similar al del
pamidronato y de la misma manera no da lugar a una reaccién sistémica.De esta
forma, podemos decir que el ibandronato provoca un incremento en la
produccion de citoquinas y otros mediadores por parte de macréfagos, y las
consecuencias sistémicas de estas citoquinas en exceso pueden explicar el
empeoramiento de los animales cuando son tratados con este bisfosfonato.
Existen estudios en los que han demostrado el caracter proinflamatorio del
ibandronato al aumentar la producciéon de citoquinas en macréfagos estimulados
con LPS, concretamente IL-6 e IL-1B [999], asi como alendronato [1000];
ademas de un aumento de TNF-a producido por PBMC estimulados con LPS
[1001]. Esta reaccidn sistémica puede relacionarse con la reaccién de fase aguda
descrita en el tratamiento con bisfosfonatos por via parenteral en humanos, que
ocurre en un tercio de los pacientes que se ponen en contacto por primera vez
con estos farmacos [968, 1002]. Esta reaccidn consiste en la aparicion de fiebre
y de otros sintomas gripales [1003] tras la primera inyeccién con bisfosfonatos
nitrogenados. Ademds, se ha demostrado que no se produce cuando los
bisfosfonatos nitrogenados se administran por via oral o cuando se emplean
bisfosfonatos clasicos o no nitrogenados [941, 966, 967, 1004]. La reaccion de
fase aguda se relaciona con una mayor produccion de IL-6 y TNF-a [1005, 1006]
y los estudios mas recientes proponen a los linfocitos y/d (subtipo Vy9Vd2) como
fuente de estas citoquinas [1007]. Paraddjicamente, los roedores no poseen este
subtipo de linfocitos, por lo que no deberian sufrir esta respuesta de fase aguda,
asi que el efecto observado con ibandronato en el modelo de TNBS ha de
deberse a otro tipo celular, como pueden ser macréfagos. De hecho, algunos
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trabajos proponen a este tipo celular como el responsable de las citoquinas
producidas en la reaccién de fase aguda desencadenada por bisfosfonatos
[1008]. Otros abogan por un papel secundario de los macréfagos, que van a ser
activados tras la activacion de los linfocitos T y/d [1007].

El pamidronato es el bisfosfonato que presenta un mejor perfil
antiinflamatorio de entre de las tres moléculas ensayadas, por ello se ha
analizado en profundidad su mecanismo tanto mediante el estudio del
transcriptoma coldnico en el modelo de colitis por TNBS, como mediante ensayos
con distintos modelos celulares.

El efecto del pamidronato sobre enterocitos es diferente al de los otros
bisfosfonatos, sobre todo en lo que se refiere a la secrecion de IL-8 en lineas
celulares humanas. El caracter proinflamatorio de alendronato e ibandronato
sobre las lineas epiteliales Caco2 y HT-29 no ha sido descrito previamente en la
literatura. Al profundizar en el estudio de la linea Caco2, podemos observar que
este efecto ocurre a pesar de la inhibicién en la fosforilacién de IkBa que
desencadenan ambos bisfosfonatos. La considerable activacion de p38 y ERK
puede ser la responsable del aumento en la secrecién de IL8, lo cual puede
contrarrestar la inhibicion del factor de transcripcidn nuclear NFkB. Existen
estudios que describen la implicacién de p38 y ERK en la produccion de IL-8 en
distintos tipos celulares [1009-1011]. Si comparamos lo anteriormente expuesto
con la ausencia de efecto del pamidronato sobre la produccidon de IL-8 en estas
lineas de epitelio intestinal humano, llegamos a la conclusion de que la inhibicién
de la fosforilacién de IkBa es irrelevante; o si consideramos el efecto de GGTI-
298 la inhibicién de p38 y ERK puede conllevar la inhibicidn en la sintesis de IL-
8, cuando INK no se encuentra modificado, como ocurre en el caso de
Pamidronato. De forma que ERK y p38 pueden regular la produccién de esta
quimioquina de forma opuesta a JNK.

La falta de efecto del alendronato en el pretratamiento puede estar
relacionado con el tiempo de exposicidn prolongado a esta sustancia y los
efectos proinflamatorios que ocurren a nivel de epitelio intestinal. Nuestros
resultados muestran un incremento en la produccién de IL-8 tanto en Caco2
como en HT29 estimuladas con LPS y tratadas con alendronato durante un
tiempo prolongado (5 dias o 1 semana). Este caracter proinflamatorio se
acompafa de un efecto citotéxico en las lineas celulares HT29 e IEC18, sobre
todo en esta ultima, en la que se observa una disminucién en la capacidad de
adhesion celular, asi como una menor expresién del antigeno de proliferacion
celular. De esta manera, la exposiciéon del epitelio intestinal a alendronato
durante un periodo de tiempo prolongado puede conllevar efectos
proinflamatorios o citotéxicos sobre células epiteliales intestinales que pueden
contrarrestar el efecto beneficioso que puede ir asociado en un tratamiento
corto, como ocurre en el postratamiento.
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Si observamos el efecto sobre la linea celular IEC18, el comportamiento es
totalmente diferente, ya que el pamidronato en este caso parece ser el
bisfosfonato mas activo. Cabe destacar las dos caracteristicas diferenciales de
este modelo de epitelio intestinal, que son la ausencia de un caracter tumoral y
el origen de rata, por lo que esto puede explicar las discrepancias entre los
resultados obtenidos en Caco2 y HT29 frente a IEC18. El incremento en la
expresion de COX2 provocado por ibandronato, pamidronato y mevalonina en el
tratamiento a corto plazo coincide con un aumento en la activacién de NFkB. La
inhibicion de ERK y JNK por parte de la mevalonina debe contribuir al incremento
de COX2, ya que la magnitud del efecto de mevalonina es mayor que en el caso
de pamidronato, a pesar de que la mayor potenciacion en la fosforilacion de IkBa
ocurre con pamidronato. El efecto del alendronato no puede considerarse como
una oposicion a esta afirmacion, debido a la toxicidad desencadenada por dicha
sustancia. Por otro lado, no hemos de descartar la posible implicaciéon de otras
vias que modulen la expresion de COX2.

En el tratamiento a largo plazo, descartando igualmente al alendronato por
su toxicidad aun mas pronunciada, y considerando con precaucion los resultados
en el caso de ibandronto por la misma razon, pamidronato y mevalonina
conducen a una inhibicién en la expresion de COX2. Este efecto no puede ser
explicado por un efecto a nivel de NFkB, ya que pamidronato no modula la
activacion de dicho factor de transcripcién, mientras que la actividad sobre MAPk
es compleja y variada.

Los resultados in vitro demuestran que el pamidronato es activo sobre
linfocitos T, y su actividad se pone de manifiesto en la potenciacion de la
produccion de IFN-y inducida por concanavalina A. Esta capacidad también es
desarrollada por el alendronato. Los resultados obtenidos con los tres inhibidores
especificos demuestran que este efecto es independiente de la inhibicién de la
prenilacion, ya que todos ellos inhiben la produccidn de esta citoquina,
especialmente GGTI-298 y mevalonina. De igual modo, los bisfosfonatos con
una mayor potencia, como son zoledronato, risedronato e ibandronato, se
comportan de forma similar a estos inhibidores en el tratamiento prolongado,
mientras que el pamidronato se asemeja mas al Unico bisfosfonato no
nitrogenado, el etidronato, que no modifica la produccion de IFN-y en el
tratamiento a largo plazo. Esta potenciacion de la secrecién de IFN-y no sélo se
pone de manifiesto en los experimentos realizados con linfocitos T in vitro, sino
que se extiende a los modelos in vivo. En el modelo de colitis por TNBS, el
analisis de la expresién génica muestra una normalizacion o, al menos, una
tendencia de la mayor parte de los genes que codifican citoquinas u otros
mediadores proinflamatorios, excepto en el caso del IFN-y, cuya modulaciéon por
parte del pamidronato se produce en sentido inverso, incrementandose con
respecto al grupo colitico. En este mismo modelo in vivo, la produccion de IFN-y
en esplenocitos estimulados con Con A también es potenciada por el
pamidronato. Los esplenocitos y células de ganglios linfaticos mesentéricos
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obtenidos de animales sanos tratados con pamidronato producen mayor
cantidad de la citoquina tras el estimulo con Con A; asimismo, existe un
incremento de IFN-y en el plasma de estas ratas que han recibido el tratamiento
oral con pamidronato.

La potenciacidn en la produccién de IFN-y constituye el efecto mas relevante
en los ensayos in vitro, lo que hace pensar que este fendmeno podria estar
relacionado con el mecanismo de accién del efecto antiinflamatorio. La
posibilidad de un efecto polarizador en la diferenciacion de linfocitos T se
confirma en nuestros experimentos, ya que el pamidronato incrementa la
cantidad de IFN-y producida por estas células cuando su diferenciacion ha sido
dirigida hacia el subtipo Thl mediante el tratamiento con IL-12. El desequilibrio
entre los distintos subtipos de linfocitos T se propuso como hipdtesis para
explicar la patogenia de la EII. Hoy en dia, no sélo se han de considerar los
subtipos Thl y Th2, sino que los linfocitos Thl7 y T reguladores forman parte
también de la respuesta inmune que participa en la EII. Los resultados del efecto
de pamidronato sobre la produccidn de IFN-y encajan con la posibilidad de un
desequilibrio entre estas diferentes poblaciones celulares. Sin embargo, no
existe una modificacion en la expresién de IL-17, IL-4 o Foxp3 en esplenocitos
estimulados con concanavalina A debido al tratamiento con pamidronato,
aunque si existe una tendencia a disminuir la produccion de IL-4, es decir, frenar
la diferenciacion hacia el subtipo Th2. A pesar de esta tendencia, la magnitud del
efecto no permite establecer una afirmacion rotunda acerca de la inhibicién de la
polarizacion Th2 por parte del pamidronato. Este mismo analisis sobre la
expresidn génica de diversas citoquinas fue llevado a cabo en linfocitos T
purificados. El andlisis de estas otras citoquinas en la poblacidon purificada de
linfocitos T coincide con los resultados obtenidos en esplenocitos totales,
observandose la misma tendencia en la IL-4. Sorprendentemente, el
pamidronato provoca una inhibicién en la expresion de IL-23 en linfocitos T
aislados. A pesar de ello, la expresién de IL-17 no estd disminuida, asi que la
inhibicién de IL-23 no conlleva una menor polarizacién hacia el subtipo Th17 en
los linfocitos. De este modo, podemos afirmar que la funcion del IFN-y no esta
ligada a la modificacidén de la sintesis de otras citoquinas o al desequilibrio entre
subtipos linfocitarios.

El efecto observado sobre linfocitos T purificados se modifica, al menos en
parte, cuando estos linfocitos T se ponen en contacto con enterocitos en un
sistema de cocultivo (Transwell®). A corto plazo, estos linfocitos T en contacto
con la monocapa de enterocitos tratados con pamidronato producen una mayor
cantidad de IFN-y como cabria esperar; sin embargo, cuando el contacto del
pamidronato con los enterocitos se prolonga hasta 5 dias, la consecuencia final
es la activacion de linfocitos T y no sélo la produccién de IFN-y. Asi, estos
linfocitos T aumentan la expresién de PCNA vy la produccion de IFN-y, IL-6 e IL-
10, ademas de activarse en ellos la via de STAT4. En este efecto son
imprescindibles los enterocitos, ya que en linfocitos T aislados los efectos
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desaparecen en el protocolo prolongado. Ademas, la fosforilacion de STAT-4 o la
potenciacion de otras citoquinas no se observa en el cultivo rutinario de linfocitos
T, sino que la Unica modificacidn en este caso es la potenciacion en la produccion
de IFN-y. A su vez, debe existir un efecto directo sobre los linfocitos T, de modo
que el pamidronato atravesara la monocapa de enterocitos y llegara al
compartimento inferior del Transwell actuando sobre los linfocitos alli dispuestos.
Esto se deduce de la desaparicién del efecto observado en la preincubacion de
los enterocitos con Pamidronato antes de establecerse el cocultivo. La alteracion
que el pamidronato causa sobre los enterocitos no es suficiente para activar a
los linfocitos, sino que el Pamidronato ha de estar en contacto con la monocapa
epitelial durante el cocultivo. En la preincubacion, el pamidronato sélo podra
actuar sobre los enterocitos, ya que durante la preincubacién los linfocitos aun
no han sido dispuestos en el compartimento inferior y, por tanto, el pamidronato
no podra contactar con ellos. Estos resultados muestran que existe una
respuesta en la que la actuaciéon del pamidronato sobre la monocapa intestinal
durante un periodo de tiempo prolongado provoca alteraciones en el
comportamiento de los enterocitos que hace que se potencie la activacion de los
linfocitos que puedan ponerse en contacto con ellos; pero este efecto, a su vez,
se ve favorecido por el pamidronato que atraviesa el epitelio intestinal y que se
pone en contacto directo con los linfocitos T. Asi, son dos las condiciones
necesarias para la obtencién del efecto, el contacto del pamidronato con
enterocitos y, a su vez, con los linfocitos T dispuestos préximos a éstos. De
hecho, es necesaria la presencia de las células epiteliales intestinales, y no sélo
de los mediadores solubles producidos por ellas, ya que al tratar linfocitos T
aislados con medio condicionado de cultivo de IEC18 con pamidronato, no se
observa ningun efecto (datos no mostrados). De este modo, los experimentos
realizados con cocultivos de enterocitos y linfocitos T en Transwell apoyan la
hipotésis de una interaccion entre el epitelio intestinal y las células inmunes para
el efecto del pamidronato.

El mecanismo de este efecto conjunto sobre enterocitos y linfocitos T no
puede ser dilucidado con los resultados de los que disponemos, aunque pueden
plantearse diferentes hipotesis. Las células epiteliales intestinales expresan tanto
MHC de clase I y II [597, 1012] como moléculas coestimuladoras [1013-1016].
La polarizacidon de los enterocitos también estd implicada en la expresion de
todas estas moléculas que participan en la presentacidon de antigenos, con un
patron de expresién diferente entre la cara apical y la basolateral de las células
del epitelio intestinal [1017]. Los enterocitos se constituyen pues como un claro
elemento de comunicacion entre el lumen intestinal y las poblaciones
linfocitarias que se encuentran por debajo del epitelio. Aunque se pensaba que
esta funcion en la presentacién antigénica soélo daba lugar a la activacion de
linfocitos T CD8* mediante la molécula gp180 [1018-1021], y que las células
intestinales no tenian la capacidad de activar a células CD4* [1022],
recientemente se ha puesto de manifiesto que este comportamiento sufre
modificaciones en casos de EII. En esta enfermedad, las células del epitelio
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intestinal activan a los linfocitos CD4* adyacentes, ya que se produce una
disminucion en la expresién de gp180 [1020], lo que impide la activacion de
células CD8* [563]. Asi, el cocultivo de células epiteliales intestinales
procedentes de pacientes de EII y linfocitos T provoca una activacién de células
CD4+ con un incremento en la proliferacién y en la produccién de IFN-y, pero no
de IL-2 [1023]. Segun esto, puede considerarse a los enterocitos como células
presentadoras de antigenos participando en la activacion de los linfocitos T (sea
cual sea el subtipo activado) por el pamidronato. La necesidad del contacto entre
pamidronato y linfocitos T apoya la nocidon de una coestimulacién, asi como el
hecho de que los efectos observados en el cocultivo sean de mayor magnitud
que en el caso de experimentos realizados con linfocitos T aislados. La
participacion de las células epiteliales intestinales en la presentacion de
antigenos en la mucosa intestinal ha sido avalada en diversos estudios.

En el caso de la activacién de linfocitos y/d, se ha establecido la dependencia
de la coestimulacion por parte de células de la linea mieloide (monocitos-
macrofagos) [1024]. Un modelo para el efecto observado en nuestros cocultivos
de enterocitos y linfocitos T es la activacidon de linfocitos T, probablemente y/d
por la actuacién directa del pamidronato que atraviesa la monocapa de epitelio
intestinal y alcanza el compartimento inferior del Transwell; dicha activacién
recibe sefiales coestimuladores por parte de los enterocitos cuya capacidad de
presentacién de antigenos se ve a su vez modulada por el pamidronato.
Asimismo este modelo podria explicar los efectos observados in vivo.

Los estudios del efecto de la administracién de pamidronato a ratas sanas
concuerdan con un efecto de activacion de linfocitos de forma primaria a nivel
gastrointestinal, seguida de una reaccién a nivel sistémico. Asi, el incremento en
la produccion de IFN-y e IL-2 ocurre antes en células de ganglios linfaticos
mesentéricos (3 dias) que en esplenocitos (5 dias) cuando estas células se
estimulan con concanavalina A. Lo mismo ocurre con el incremento en el nimero
de células mononucleares. Mientras que en el tratamiento a 8 dias, se alcanza la
normalizacién en estos dos parametros, produccién de citoquinas e infiltracién
celular en bazo y en ganglios mesentéricos.

Una de las hipotesis para explicar este aumento de la produccion de IFN-y
desencadenada por el pamidronato es la activacién del subtipo de linfocitos T
y/0. Estos linfocitos responden frente a componentes no peptidicos,
fundamentalmente de caracter lipidico, como pueden ser los restos isoprenoides.
Aunque la mayoria de los linfocitos circulantes son de tipo a/B, existe una
poblacién minoritaria con un TCR caracteristico compuesto por una subunidad vy
y una subunidad 8, normalmente independiente de CD4 y CDS8, son los linfocitos
y/d [1025, 1026]. Estos linfocitos suelen localizarse en zonas de infeccidn, y esto
determina su papel en la defensa inmune [1027-1029], que se basa en una
respuesta inmune temprana responsable de la eliminacion de agentes extrafios
(por ejemplo, virus) hasta que se establece la respuesta citotdxica mediada por
linfocitos CD8* a/B, cuyo desarrollo es algo mas lento [1030-1034]. A nivel
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intestinal los linfocitos T vy/® participan en el cambio de clase de
inmunoglobulinas [1035], en la produccion de factores de crecimiento epitelial
[1036], en la primera linea de defensa frente a diversos patdégenos [1037-1039]
y son necesarios en la induccion de tolerancia oral [1040]. La importancia de
este subtipo celular a nivel intestinal se demuestra por el mayor nimero de
células y/d entre los linfocitos intraepiteliales intestinales cuando se compara
con la sangre periférica, tanto en rata y ratén, como en humanos [1041-1043].
Aunque este subtipo de linfocitos puede diferenciarse en Thl y Th2 [1044], el
papel que desempeiia el IFN-y en la defensa antiviral [1045, 1046], asi como las
grandes cantidades producidas de esta citoquina hacen que sea considerada
como la principal efectora en la respuesta mediada por linfocitos y/d [1047]. El
incremento de IFN-y observado en nuestros estudios con pamidronato puede
proceder de una activacion de linfocitos T y/d, pudiendo desempefiar un papel
importante en mecanismos antibacterianos in vivo, como han demostrado otros
grupos de investigacién [1048]. La importancia de este subtipo de linfocitos ha
sido demostrada previamente en el modelo de colitis por TNBS, de forma que la
deplecion de células y/d conlleva una mayor mortalidad en este modelo de colitis
[1049]. La activaciéon de las células y/d por parte del pamidronato puede
contribuir al efecto beneficioso de estas células en el modelo de colitis en
cuestién. De hecho, las células y/d disminuyen la respuesta frente a haptenos en
experimentos in vitro [1050] o in vivo [1051], como en el caso de la diabetes.
Aunque los datos referentes a la modificacidn en el nUmero de este tipo celular
en IBD son controvertidos [1052-1054], existen estudios en animales que
apoyan un papel regulador de los linfocitos y/d en la IBD, como el desarrollo de
colitis espontanea en ratones KO de la cadena y del TCR. Esta funcidn protectora
puede deberse a diversas funciones desempefiadas por estas células, como la
retirada de las células epiteliales dafiadas, la secrecion de factores de
crecimiento epitelial o la defensa frente a patdgenos entéricos. Ademas, se ha
demostrado que en el desarrollo de colitis por TNBS los linfocitos T a/p no son
indispensables, ya que se ha conseguido establecer la enfermedad en ratas
atimicas [1055]; y, por otra parte, también podemos afirmar que el IFN-y es
dispensable en el desarrollo de la colitis, ya que el proceso inflamatorio inducido
por TNBS ha sido desarrollado en ratones KO de IFN-y [1056] o del receptor de
esta citoquina. La activacion de los linfocitos y/3 ha de ser considerada como
una hipodtesis, ya que el estudio realizado no permite una afirmacion taxativa al
respecto.

La posibilidad de una respuesta temprana a nivel intestinal, posiblemente
mediada en nuestro caso por linfocitos T y/d, concuerda con las publicaciones
recientes en las que se ha comprobado que la inhibicidon de diversas moléculas o
procesos dentro de la inmunidad innata o de la respuesta inmune temprana en
el intestino supone un empeoramiento de la colitis [635, 1057]. En humanos,
determinadas patologias caracterizadas por un defecto en la inmunidad innata
como son la enfermedad granulomatosa crénica o el sindrome de Hermansky-
Pudlak presentan una mayor incidencia de EII [1058, 1059]. Asi la respuesta
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inmune innata o aquélla que se desarrolla de forma temprana puede tener un
papel crucial en la proteccion en la EII.

Junto con el efecto sobre IFN-y, el pamidronato incrementa la expresion de
Foxp3, al menos en los esplenocitos extraidos de ratas sanas tratadas con este
bisfosfonato. La secuencia temporal de este efecto es similar a la que se observa
en el caso de citoquinas, ya que el efecto en ganglios linfaticos mesentéricos es
previo al que ocurre sobre esplenocitos. La variabilidad interindividual hace que
los datos obtenidos en ganglios mesentéricos deban ser considerados con
cautela, ya ge no son significativos desde el punto de vista estadistico; pero aun
asi, la mayor expresion de Foxp3 en esplenocitos queda patente. Es interesante
resaltar que este efecto sobre linfocitos T reguladores es mas tardio si se
compara con la activacion de otros linfocitos, esto es, los responsables de la
mayor produccién de IFN-y. De hecho, aunque a nivel de ganglios mesentéricos
la expresidn a los 8 dias es normal, en el caso de esplenocitos no se normaliza la
expresion de dicha proteina.

La cinética de inhibicién de la prenilacion también es un punto a destacar. En
el caso de las células mononucleares, la inhibicién de este proceso es mas tardia
si se compara con los enterocitos, de modo que sélo en el tratamiento a largo
plazo se observa la inhibicién de dicho fenémeno. Si se compara el efecto de los
bisfosfonatos mas activos sobre linfocitos T y macrofagos, podemos llegar a la
conclusion de que la inhibicion tardia de la prenilacién determina su
comportamiento a largo plazo, que coincide con el efecto observado con los
inhibidores especificos; mientras que a corto plazo, cuando estas sustancias aun
no han sido capaces de inhibir la prenilacidon, los efectos observados son
independientes de este proceso y diferentes a los inhibidores del mismo. Por
ejemplo, el ibandronato no modifica la secrecién de IFN-y o IL-2 en linfocitos T a
las 48 horas de tratamiento, cuando aun no ha sido inhibida la prenilacion,
mientras que en las mismas condiciones, los tres inhibidores inhiben Ila
produccion de ambas citoquinas. En cambio, en el protocolo a largo plazo, tanto
ibandronato como GGTI-298 inhiben la secrecion de IFN-y, como lo hacen otros
bisfosfonatos como risedronato o zoledronato, considerados los mas potentes en
la inhibicion de la prenilacidon dentro del grupo de sustancias ensayadas. Otro
caso es el efecto del alendronato sobre macréfagos, de modo que la inhibicién
en la sintesis de IL-10 sélo es notoria en el tratamiento a largo plazo (5 dias),
mientras que el inhibidor GGTI-298 ejerce este efecto ya a las 24 horas,
momento en el que sdlo esta sustancia y la mevalonina son capaces de inhibir la
prenilacion en células mononucleares.

La otra estrategia empleada de forma paralela para caracterizar el efecto
antiinflamatorio del pamidronato fue el estudio del transcriptoma coldnico
mediante microarray. Los resultados muestran que el efecto del Pamidronato es
opuesto al de un farmaco antiinflamatorio tipico. En primer lugar, el
comportamiento observado no se basa solamente en la normalizacién de los
genes modificados por el TNBS, como ocurre en el caso de la sulfasalazina, sino
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que el pamidronato modula la expresion de un mayor numero de genes que el
propio TNBS. Esto nos indica que el efecto no se basa sélo en la normalizacién
de los genes inflamatorios, es decir, de los genes que a su vez son modificados
por el TNBS. Independientemente de esto, el Pamidronato da lugar a la
normalizacién de 1456 de los 2018 genes modificados por TNBS (frente a 1097
genes en el caso de la sulfasalazina), demostrando asimismo su capacidad
antiinflamatoria. Pero ademas este bisfosfonato provoca la potenciacién en la
modulacién de algunos genes sensibles a TNBS, ya sea incremento o
disminucidon en su expresion. Por otro lado existe un total de 3216 genes
modificados por Pamidronato y que no fueron modulados por TNBS, lo que
apoya la hipdtesis de un mecanismo antiinflamatorio atipico.

La expresion de marcadores celulares muestra que existe una disminucién en
la infiltracion de linfocitos T y B y, sobre todo, neutrdfilos. Esta situacién puede
mostrar la menor infiltracion celular debida al propio efecto antiinflamatorio que
se observa en el modelo de TNBS vy, por tanto, no se opone a la activaciéon que
el Pamidronato ha demostrado ejercer sobre linfocitos T en los experimentos in
vitro. Por otro lado, si consideramos los experimentos realizados en animales
sanos, la cinética de la activacion e infiltracion de linfocitos apoya esta
observacién, ya que en tras ocho dias de tratamiento con pamidronato ya se ha
alcanzado la normalizacion de los niveles de produccién de citoquinas y de
numero de células mononucleares en ganglios linfaticos mesentéricos, e inlcuso
en bazo.

En el anadlisis a través de la plataforma Ingenuity de las vias modificadas en
el transcriptoma coldnico destaca el efecto del pamidronato sobre la via del acido
retinoico, de forma que el bisfosfonato incrementa la expresidon de diversos
genes relacionados con esta via. Las propiedades inmunomoduladoras del acido
retinoico han sido ampliamente estudiadas, demostrandose el efecto
antiinflamatorio del mismo en modelos preclinicos de EII [1060-1062]. El
mecanismo implicado en este efecto se basa en la capacidad del acido retinoico
para modificar la diferenciacion de linfocitos, de manera que disminuyen la
respuesta Thl o Th17 potencidndose la repsuesta Th2 o Treg [1060, 1063-
1066]. En este efecto podrian estar implicadas las células dendriticas y la
modulaciéon en la produccién de citoquinas que el acido retinoico provoca en
estas células [1067]. Asi, el acido retinoico promueve una menor produccién de
IL-23, lo que explicaria la inhibicidn en la diferenciacion hacia Th17 y la aparicidén
de un mayor numero de linfocitos T reguladores. A su vez, se han descrito
efectos beneficiosos del acido retinoico sobre la integridad de la barrera epitelial
en situaciones en las que se produce un dafo a nivel de la mucosa [1068].

Estos resultados obtenidos en los experimentos de gendmica han de ser
considerados como datos preliminares, ya que hasta la fecha no han sido
confirmados mediante ensayos de postgendmica u otro tipo de experimentos no
gendmicos. Aun asi, constituyen la base para profundizar en la caracterizacion
del mecanismo de accién del pamidronato como antiinflamatorio en la EII.
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Ademas del efecto observado con los bisfosfonatos, los ensayos in vitro con
los inhibidores especificos, han permitido relacionar la inhibicidon de la prenilacién
con la alteracion de la biologia y funcion de varios tipos celulares fundamentales
en la respuesta inmune a nivel intestinal. El efecto de la inhibicién de la
prenilacion sobre células mononucleares es sorprendente. Todos los inhibidores
demuestran un potencial efecto antiproliferativo, ya sea por inhibicién en la
incorporacion de timidina o por una menor expresion de PCNA. Esto se
acompafia de una clara inhibicion en la producciéon de citoquinas, asi como de
una menor expresion de Foxp3, especialmente en el caso de GGTI-298 vy
mevalonina. Esta inhibicion de la sintesis de citoquinas también se produce, con
algunas salvedades, en el caso de linfocitos T o macréfagos purificados. Este
caracter antiinflamatorio se pone de manifiesto igualmente en el caso de GGTI-
298 en los estudios realizados en enterocitos, en los que muestra su capacidad
para inhibir la sintesis de IL-8. Estos resultados obtenidos con los inhibidores
especificos demuestran la importancia del proceso de prenilacién en la respuesta
inmune y corroboran los resultados prometederos obtenidos con estatinas como
farmacos antiinflamatorios. De hecho, son escasos los estudios realizados con
inhibidores de la farnesilacion o la geranilgeranilacion en inflamacion vy
concretamente en EII. El estudio de los inhibidores especificos de la prenilacidon
como farmacos antiinflamatorios y su potencial uso en la EII se constituyen
como un nuevo campo en la investigacion.

Modelo del mecanismo de accion de los Bisfosfonatos nitrogenados en la
EII.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y la discusién planteada,
podemos formular una hipdtesis sobre el modo de accidon de los bisfosfonatos
nitrogenados, particularmente el pamidronato, en la inflamacién intestinal. En
efecto, el pamidronato y el alendronato son los Uunicos bisfosfonatos
nitrogenados ensayados in vivo que ejercen efectos beneficiosos globales,
aunqgue por supuesto no puede descartarse que otros bisfosfonatos nitrogenados
sean eficaces en la inflamacién intestinal. Es claro que tanto el pamidronato
como el alendronato requieren su administracion oral para ser eficaz. Por tanto,
consideramos que la accion terapéutica se ejerce a nivel local. De hecho, las
acciones sistémicas o periféricas son probablemente perjudiciales, si tenemos en
cuenta los resultados obtenidos con ibandronato aun administrado por via oral.

El requerimiento de la administracién oral contrasta fuertemente con los
niveles de biodisponibilidad considerablemente bajos que son harto conocidos en
este grupo farmacoldgico, tanto en humanos como en la rata. No obstante, dado
que se ha constatado el fracaso del tratamiento intraperitoneal a dosis
cuantitativamente equivalentes a la fraccion absorbida de la dosis oral en el caso
del pamidronato, el éxito parece depender mas del sitio de administracién que
de la cantidad absorbida. Por tanto, el mecanismo de accidn del pamidronato
puede estar relacionado con acciones sobre el epitelio, o bien sobre células
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subyacentes inmunocompetentes que puedan ser moduladas de forma mas
eficiente mediante el acceso del farmaco desde la luz intestinal.

El estudio de los efectos del pamidronato en cultivos celulares de enterocitos
(IEC18, HT29 y Caco-2) permite reproducir hasta cierto punto la accién del
farmaco in vivo. Efectivamente, la escasa absorcion de los bisfosfonatos
nitrogenados a través de la mucosa intestinal propicia un contacto prolongado
con el epitelio. Asumiendo que el 98% de la dosis oral (80 mg kg* dia™?) llegue
intacta al colon, no es aventurado suponer que puedan alcanzarse
concentraciones como las ensayadas in vitro (100 uM). En estas condiciones el
pamidronato es esencialmente inactivo, mientras que alendronato y otros
bisfosfonatos nitrogenados estimulan la produccién de IL-8 y activan vias MAPK,
y el alendronato es ademas citotoxico. Por tanto, descartamos que el
pamidronato actie modulando la produccion de citoquinas a nivel epitelial. Por el
contrario, las acciones del alendronato sobre el epitelio podrian justificar el
hecho de que pierda eficacia en tratamientos preventivos. Las diferencias de
actuacién entre los distintos bisfosfonatos nitrogenados pueden obedecer a su
distinta capacidad para inhibir la prenilacidn celular en estas condiciones.

El pamidronato, por otra parte, tiene un efecto reproducible sobre los
linfocitos T, coherente con una promocion de la diferenciacién de linfocitos Thl o
con su activacion. Este efecto es compartido con el alendronato, aunque éste
parece ser menos potente, pero no con el ibandronato. Es decir, existe una
correlacidn excelente entre esta acciébn y el efecto terapéutico. Estos
experimentos fueron realizados con fines exploratorios con concentraciones de
100 uM de farmaco, que son probablemente demasiado altas para la /amina
propria. No obstante, se observan efectos similares en cocultivos de células
IEC18 vy linfocitos T primarios expuestos a pamidronato en su cara apical. De
hecho, los efectos son mas prolongados en este caso, ya que se mantienen e
incluso potencian a 5 dias, en tanto que el tratamiento directo de los linfocitos T
no tiene efecto a los 5 dias. La modulacién en este modelo in vitro parece
depender en buena medida de la exposicion prolongada de los enterocitos, ya
que el tratamiento previo de los mismos con pamidronato reproduce en parte el
efecto. No obstante, éste se potencia cuando hay pamidronato en el medio
apical durante el cocultivo, lo que sugiere que parte del efecto es achacable al
paso del farmaco a través de la monocapa de IEC18 y a su modulacién directa
de los linfocitos T. En cualquier caso, nuestros datos tanto in vivo como in vitro
indican que el pamidronato es capaz de modular la funcidn linfocitaria actuando
desde la luz intestinal.

En definitiva, nuestros datos sugieren que el pamidronato puede, directa o
indirectamente, potenciar la funcidn o diferenciacién de linfocitos Thl en la
mucosa intestinal, y que este hecho esta correlacionado con el efecto beneficioso
in vivo. éCoOmo puede traducirse esta activacidon inmunoldgica en un efecto
antiinflamatorio? Nuestros datos no nos permiten responder a esta pregunta
categdéricamente, pero es perfectamente posible que la potenciacién de la
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defensa de la mucosa pueda determinar una respuesta inmunoldgica global
reducida, mediante un control temprano de la invasion de antigenos vy
microorganismos. Existen numerosos estudios que preconizan esta teoria.
Posiblemente uno de los mas interesantes fue el llevado a cabo por el grupo de
Neurath, en el cual la represién condicional de NEMO vy, por tanto, de NF-kB en
células epiteliales, produce inflamaciéon colénica de manera espontanea [635].
Otro estudio demostré que sargramostim, el factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF), produce mejoria en CD [1069]. Los ratones
deficientes en Cxcll (también conocida como KC o Gro-a), la quimioquina
considerada equivalente a IL-8 en humanos, son mas sensibles a la colitis
experimental inducida por DSS [1070]. También se ha descrito que la ausencia
de monocitos y células dendriticas empeora la colitis experimental [1071, 1072].
De hecho, las mismas variantes genéticas de NOD2 asociadas a un mayor riesgo
de contraer IBD podrian estar asociadas no con una potenciacion, sino a una
disminucién de la respuesta asociada a NF-kB [234, 235]. En su conjunto, estos
estudios apoyan la tesis de que la inflamacién intestinal pueda desencadenarse
como consecuencia de una respuesta no especialmente robusta del sistema
inmunoldgico. Una respuesta inmunoldgica “timida” es incapaz de eliminar
rapidamente las bacterias que hayan sobrepasado la barrera epitelial,
permitiendo la activacion masiva del sistema inmune adaptativo, el cual es el
responsable Ultimo de la inflamacién crénica [1073].

Por tanto, nuestra hipdtesis se resume de la siguiente manera: el
pamidronato produce paulatinamente alteraciones moleculares en el enterocito
no caracterizadas en detalle pero que son independientes de la prenilacién de
proteinas, las cuales no alteran sustancialmente su estado de activacién
inmunoldgica pero permiten la modulacion de linfocitos T subyacentes. El
resultado es una potenciacidon de la defensa mucosal que en ultimo término se
traduce en una menor respuesta inflamatoria global, al ser mas eficiente. Cabe
recordar aqui que existen aspectos mecanisticos que sélo hemos empezado a
explorar recientemente. En particular, el analisis gendmico indica una
modulacion masiva de genes “no inflamatorios” que habra de ser estudiada con
detalle en una proxima etapa.
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Conclussions.

. Nitrogen-containing bisphosphonates, particularly alendronate and pamidronate,
have antiinflammatory effects in preclinical models of inflammatory bowel
disease.

. This effect is not a class effect, since some nitrogen-containing bisphosphonates
are not able to reproduce it, such as ibandronate.

. The improvement of colitis requires the oral administration of bisphosphonates.
The contact between the bisphosphonate and the intestinal epithelium appears
to be necessary for the anti-inflammatory effect.

. The improvement of pamidronate-induced colitis is independent of prenylation.

. The mechanism of action of pamidronate is complex, but the genomic analysis
indicates that, unlike sulfasalazine and other drugs, it appears to involve the
modulation of multiple genes not affected by the inflammatory reaction as well
as the increased IFN-y production in T lymphocytes.
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Abreviaturas.

5-ASA
ADN
AP
APC
ARN
COX2
CRF
CuU
DAI
DMEM
DMSO
DSS
EC
EII
EPC
ERK
Foxp3
FPP
FPPS
FPPT
FTI
GDF
GDI
GEF
GGTI
GPCR
HMGCoA
IDM
IFN
IL
iNOS
IPP
JAK
JNK
LDH
LFA
LPS
MAPK
MDP
MHC
MPO
NADH
NFAT
PCNA
PCR
PGE,
Rap1lA
REP
Rpm
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Acido 5-aminosalicilico.

Acido desoxirribonucleico.

Fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase).
Célula presentadora de antigenos .
Acido ribonucleico.

Cicloxigenasa 2.

Corticotropina.

Colitis Ulcerosa.

Indice de actividad de la enfermedad).
Dulbecco Modified Eagle Medium.
Dimetilsulféxido.
Sulfato de dextrano sddico.

Enfermedad de Chron.

Enfermedad Inflamatoria Intestinal.
Células progenitoras endoteliales.
Extracellular signal-regulated kinase.
Forkhead box P3

Farnesil difosfato.

Farnesil difosfato sintasa.

Farnesil difosfato trasnferasa.

Inhibidor de la farnesiltrasnferasa.

GDP dissolution factor.

Guanosine nucletodie dissociation inhibitor.
Guanine nucleotide exchange factor.
Inhibidor de la geranilgeraniltransferasa.
G protein coupled receptor.

Hidroximetil glutaril coenzima A.

Indice de dafo macroscépico.
Interferon.

Interleukina.

Sintasa de 6xido nitrico inducible.
Isopentenil difosfato.

Janus kinases

c-Jun NH2-terminal kinase.

Lactico deshidrogenasa.

Lymphocyte funciton associated antigen.
Lipopolisacarido.

Mitogen-activated protein kinases.
Muramildipéptido.

Complejo principal de histocompatibilidad.
Mieloperoxidasa.
Nicotinamida adenina dinucleétida
Nuclear factor of activated T-cells.
Antigeno nuclear de proliferacién celular.
Reaccién en cadena de la polimerasa.
Prostagladina E2.

Repressor activator protein.

Rab escort protein.
Revoluciones por minuto.
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RPMI
RT
SAZ
SCOS
SDS
SEM
SER
SER-1
SP
SQSTM
SRC-1
SSI
TBS-T
TCR
TGF-B
TLR
TNBS
TNF
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Roswell Park Memorial Institute.
Retrotrancripcion.

Sulfasalazina.

Suppressor of cytokine signaling.
Sodium dodecyl sulfate.

Error estandar de la media.

Eventos relacionados con el esqueleto.
3-phosphoserine aminotransferase.
Sustancia P.

Secuestosoma.

Coestimulador de receptores esteroides.
STAT-induced STAT inhibitor.

Tris buffered saline-Tween.

Receptor de células T.

Factor de crecimientos transformante.
Toll like receptor (receptores tipo Toll).
Acido trinitrobencenosulfénico.

Factor de necrosis tumoral.
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mediante separacion celular magnética a partir de esplenocitos
(pag. 121).

Figura 86. Sintesis de citoquinas en linfocitos T estimulados con Con A en el
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Figura 87. Expresion de PCNA en linfocitos T (pag 122).

Figura 88. Fosforilacién de STAT4 en linfocitos T (pag. 122).
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Figura 90. Estudio de la expresion génica de Foxp3 y de citoquinas en
linfocitos estimulados o no con concanavalina A durante 48 horas
(pag. 123).

Figura 91. Secrecién de citoquinas en macréfagos estimulados con LPS en el
tratamiento a corto plazo (24 horas) (pag. 124).

Figura 92. Secreciéon de citoquinas en macrofagos purificados a partir de
células de bazo estimulados con LPS en el tratamiento a largo plazo
(5 dias) (pag. 125).

Figura 93. Secrecién de citoquinas en cocultivo (Transwell™) de enterocito-
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Figura 94. Expresién de PCNA en linfocitos T procedentes del compartimiento
inferior en cocultivos de enterocitos y linfocitos T (Transwell™)
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The bisphosphonate alendronate improves the
damage associated with trinitrobenzenesulfonic
acid-induced colitis in rats

I Ballester!, A Daddaoua®, R Lopez-Posadas?, A Nieto®, MD Sudrez?, A Zarzuelo?,
O Martinez-Augustin® and F Sanchez de Medina!
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Background and purpose: The nitrogen-containing bisphosphonates are drugs used successfully in the treatment of
osteoporosis. They act inhibiting farnesyl diphosphate synthase. This mechanism may also produce anti-inflammatory effects.
The therapeutic activity of alendronate was tested in vivo using a model of inflammatory bowel disease.

Experimental approach: The trinitrobenzenesulfonic acid model of colitis in the rat was used. Rats were treated orally with
alendronate and its efficacy compared with that of oral sulphasalazine or vehicle, starting 2 h after colitis induction. The status
of the animals was assessed 5 days later.

Key results: Alendronate treatment (25 or 75 mg kg™’ day') resulted in a decrease in the colonic damage score and loss of
body weight (at 25 mg kg™’ day™’ only). This was associated to a dramatic reduction in the mRNA levels of interleukin 1p {IL-
18), monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) and interleukin 1 receptor antagonist {IL-1ra). The magnitude of the
beneficial effect was comparable to that of sulphasalazine (at a 6-20 fold higher dose). Thus sulphasalazine post-treatment
reduced the mRNA levels of IL-18/IL-1ra and MCP-1 to the same extent as alendronate and additionally lowered colonic
alkaline phosphatase activity, but failed to affect body weight loss or colonic damage score. Alendronate failed to exert
beneficial effects when administered intraperitoneally.

Conclusions and Implications: Oral but not intraperitoneal alendronate significantly protected the colon in experimental rat
colitis. Inflammatory bowel disease patients might benefit from exposure to oral alendronate.

British Journal of Pharmacology (2007) 151, 206-215. doi:10.1038/sj.bjp.0707227; published online 20 March 2007

Keywords: alendronate; trinitrobenzenesulfonic acid; experimental colitis; bisphosphonates; inflammatory bowel disease;
interleukin 1

Abbreviations: COX2, cyclooxygenase 2; IL-18, interleukin 15; IL-Ira, interleukin 1 receptor antagonist; I1BD, inflammatory
bowel disease; INOS, inducible nitric oxide synthase; TNBS, trinitrobenzenesulfonic acid; TGF-$, transforming
growth factor-f; TFF3, trefoil factor 3

Introduction

The phrase inflammatory bowel disease (IBD) refers to two
different but closely related conditions, ulcerative colitis and
Crohn’s disease. Both are chronic relapsing diseases of the
intestine that cause a significant deterioration of the quality
of life of patients and which have a substantial (and
increasing} prevalence (Sands, 2000). Despite an intense
investigative effort, the aetiology of IBD remains unknown,
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but recent studies strongly suggest that IBD represents an
uncontrolled and exacerbated response to luminal antigens
that are innocuous for the normal population. There are
significant differences in the pathology of both IBD variants.
Thus Crohn’s disease appears to be a well-defined Th1-driven
condition characterized by the increased production of
interferon y, IL-12/IL-23, IL-18, IL-21 and osteopontin,
whereas ulcerative colitis exhibits a Th2 profile, with
augmented IL-5, IL-4 and IL-13 (Monteleone et al., 2006).
Furthermore, Crohn’s disease has been linked to gene
variants such as those affecting CARD15/NOD2, SLC22A4
and SLC22A35, although the mechanisms involved are not
well established (Siminovitch, 2006). However, despite these
ditferences in both conditions there is a marked increase in
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the biosynthesis of nonspecific inflammatory markers,
including eicosancids, adhesion molecules, metalloprotei-
nases, oxidants/free radicals, chemokines, etc (Monteleone
et al., 2006). Hence it is not surprising that nearly all drug
treatments for IBD downregulate intestinal inflammation in
a non-specific fashion. These drugs, including corticoids,
aminosalicylates or azathioprine, among others, can often
manage [BD successfully, but have a plethora of serious
adverse effects which limit their application. Therefore, the
search for new treatments with a low profile of adverse
effects is much warranted (Sands, 2000; Van Assche ef al.,
2005).

One of the possible strategies that can be applied to limit
the inflammatory response is to target protein prenylation,
which is essential for the bioactivity of a number of small
GTPases such as Rho and Rho-like enzymes, which in turn
are involved in the activation of the p38 and JNK MAP
kinases and NF-«B, among other pro-inflammatory path-
ways. One important drug family, the statins, exert anti-
inflammatory effects that are accounted for, at least in part,
by this mechanism (Abeles and Pillinger, 2006). These
include intestinal anti-inflammatory activity in a preclinical
model of IBD, acting by a mechanism independent of
cholesterol lowering (Sasaki et al., 2003).

The inhibitory effect on protein prenylation is character-
istic of another drug class, which is otherwise unrelated,
namely the bisphosphonates, a group of drugs used primarily
in the treatment and prevention of osteoporosis. The oldest
members of the bisphophonate family, such as clodronate
and etidronate, inhibit bone resorption through induction
of osteoclast apoptosis. However, the members of the so
called second generation of bisphosphonates (nitrogen-
containing) appear to act by an entirely different mechan-
ism, that is interference with signal transduction mechan-
isms by inhibition of farnesyl diphosphate synthase in the
cholesterol biosynthetic pathway (Coxon ef al., 2006). This
results in inhibition of osteoclastic bone resorption and even
stimulation of bone matrix new synthesis. The clinical
efficacy of bisphosphonates in this context, including
risedronate, alendronate and pamidronate, among others,
is well established by clinical trials (Mathoo et al., 2004). Of
note, bisphosphonates are often associated with corticoids in
the treatment of IBD in an attempt to reduce the impact of
the latter on the bone. However, the therapeutic potential of
bisphosphonates in intestinal inflammation has not been
explored to date. Therefore, we set out to verify whether one
such drug, alendronate, has beneficial effects in the trini-
trobenzenesulfonic acid (ITNBS) model of rat colitis, using
sulphasalazine a standard treatment for IBD, for comparison.

Methods

Animals

Female Wistar rats (150-200 g} obtained from the Laboratory
Animal Service of the University of Granada were housed in
makrolon cages, maintained in a 12h light-dark cycle, fed
standard rodent chow (Panlab A04, Panlab, Barcelona, Spain)
and water ad libitum throughout the experiment. This study
was carried out in accordance with the Guide for the Care
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and Use of Laboratory Animals as adopted and promulgated
by the US National Institutes of Health and was approved by
the Animal Welfare Committee of the University of Granada.

Induction of colitis and treatment protocol

After a 7-day acclimatization period, rats were weighed and
randomly distributed in the different experimental groups of
seven rats each. Colitis was induced by the administration of
an enema containing .25 ml of a solution of TNBS (10mg)
in EtOH (50% vv !). Animals were killed after 5 days. Three
different experiments were performed. In the first one the
animals that received the TNBS enema were treated daily
starting 2h after colitis induction with either alendronate
(25mgkg 'day !, alendronate group), sulphasalazine
(500 mgkg 'day ', sulphasalazine group) or vehicle (1%
methylcellulose, TNBS group) in parallel experiments until
the day they were killed. A control group, which received
saline instead of TNBS, was included for comparison.

The second experiment was similar but a suspension of
Fosamax tablets (Merck Sharp and Dohme) was used as
alendronate treatment. This approach was followed to
increase the dose to 75mgkg ‘day !, which resulted in
enhanced anti-inflammatory activity. In a third experi-
ment, alendronate was administered by the ip. route
{10mgkg 'day ') and compared with the control groups.

Assessment of colonic damage
Animal body weight and food consumption were recorded
daily. Animals were scored for diarrhoeal status (0-3), killed
by cervical dislocation and the colon was removed and
placed on an ice-cold plate, cleaned of fat and mesentery and
blotted on filter paper. Each specimen was weighed and its
length measured under a constant load (2 g). The intestinal
segments were subsequently divided longitudinally in 34
pieces and immediately frozen in liquid nitrogen for
biochemical determinations. Macroscopically visible damage
was scored on a 0-24 scale by an observer unaware of
treatment according to the criterion shown in Table 1.
Alkaline phosphatase activity was measured spectro-
photometrically using disodium p-nitrophenylphosphate as
substrate (Sanchez de Medina et al., 2004} and the results
expressed as mUmg protein '. The sensitivity to the
inhibitor levamisole (1 mM}, which is modulated by inflam-
mation, was also determined and expressed as % inhibition
(Sanchez de Medina ef al., 2004). Myeloperoxidase activity
was determined as an index of neutrophil accumulation. The
enzyme activity was measured spectrophotometrically,
according to the technique described by Krawisz et al. (1984)
with minor modifications. The results are expressed as
myeloperoxidase units (umol min 1) per gram of wet tissue.

Western blot

Colonic levels of nitric oxide synthase (iNOS) and cyclo-
oxygenase (COX-2) were determined by immunoblotting.
Colonic samples were homogenized in cold lysis buffer
containing 1% Igepal CA-630, 20mmM HEPES-Na pH 7.5,
10mmM ethylene glycol bis (f-amino ethylether)-N,N,N,N',-
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Table 1 Scoring criteria applied to the visible lesions in the rat colon®

Adhesions 0 No adhesions
1 Difficult dissection
2 Visible adhesions
3 "Wrapped’ intestine
Obstruction 0 No obstruction
1 Need for gentle manual cleaning
2 Fecal impaction
Thickening 0 Similar to uninflamed intestine
1 Thicker than normal (~1-2mm)
2 Much thicker than normal (=2 mm)
Hyperemia 0 Similar to uninflamed intestine
1 Mild and generalized or intense but localized hyperemia
2 Intense and localized hyperemia
3 Frank hemorrage
Shortening 0 Normal colonic length (>15cm)
1 Colonic length <15cm
2 Colonic length < 14cm
3 Colonic length <13.5cm
0 No signs of necrosis
1 Small areas of necrosis
2 Patchy necrosis (cobblestone appearance)
3 Focal necrosis, F <0.8cm
4 Focal necrosis, &J=>0.8cm
5 Extended necrotic lesion
Other signs  + 2 proximal dilation
+ 2 deformity
=+ 1 fragility (tendency to break)
+ 1 scarring

Necrosis

*All scores were assigned by one investigator unaware of the treatment.

tetraaceticacid (EGTA), 40 mn f-glycerophosphate, 25 mm
MgCl,, 2mM sodium orthovanadate and freshly added
protease inhibitors (phenyl-methylsulphonyl fluoride, apro-
tinin, leupeptin, 1,10-phenanthroline). The protein content
was measured by the bicinchoninic acid assay (Vilaseca ef al.,
1990b), using bovine serum albumin (BSA)} as standard.
Samples were boiled for 4 min in Laemmli buffer, then 75 ug
were separated by 7% sodium dodecyl sulphate-polyacryla-
mide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The nitrocellulose
membranes were blocked for at least 1 h at toom temperature
in Tris-Buffered saline-0.1% Tween-20 (TBS-T) containing
5% (wv 1) nonfat dry milk and then incubated with TBS-T
containing BSA 5% and the primary antibody at 4°C
overnight. The dilutions of antibodies used were: 1:3000
for iNOS (Transduction Laboratories, BD Biosciences, Ma-
drid, Spain) and COX-2 (Cayman Chemical Company).
A primary antibody against gz-actin was used as loading
control. After three washes of 3min with TBS-T, perox-
idase-conjugated anti-mouse IgG was used as secondary
antibody. Then, enhanced chemiluminiscence (Perkin
Elmer, Life Sciences, Boston, MA, USA) detection was
performed.

Immunohistochemical analysis

The samples for the histological study were taken from the
edge of the necrotic area, coded, fixed in formaldehyde and
processed for routine analysis using haematoxylin/eosin
staining. The sections were scored for microscopic damage
(including tissue oedema) by an investigator (AN} unaware
of the sample identity as described previously (Stucchi ef al.,
2000). Immunohistochemistry was performed with COX-2
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and iNOS polyclonal antibodies (Oxford Biomedical Re-
search and Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany
respectively) at a 1:400 and 1:100 dilution for 30min at
room temperature. The developing system was Dako Chem-
MateTM Universal Kits (LSBA), following manufacturer’s
instructions. Immunoreactivity was visualized with 3-30
diaminobenzidine tetrachloride (Sigma) and hydrogen per-
oxide (0.01%;) and slides were counterstained for 2min with
Gill's haematoxylin. Dilutions and washing were made in
TBS (Castells et al., 2006). Negative control slides were made
by substituting the primary antibody with TBS or with
normal pig serum.

Analysis of gene expression by reverse transcriptase-polymerase
chain reaction

Colonic fragments were frozen immediately post mortem in
liquid nitrogen. Total RNA was isolated by single-step,
guanidium thiocyanate-phenol-chloroform extraction with
the TRIzol Reagent (Invitrogen, Paisley, UK) according to
the manufacturer’s instructions. RNA (5 ug sample Y was
reverse-transcribed into complementary DNA (cDNA) using
reverse transcriptase (First-Strand cDNA Synthesis Kit,
Amersham Biosciences, Barcelona, Spain) and following the
instructions as indicated. The expression of the 18 § riboso-
mal unit was routinely examined as a loading standard. The
following primer sequences (5 —3') were used: for Muc-2,
forward: 5'-GCTCAATCTCAGAAGGCGACAC-3 and reverse:
5'-CCAGATAACAATGATGCCAGAGC-3/; for Muc-3, forward:
5-CACAAAGGCAAGAGTCCAGA-3' and 5-ACTGTCCITGG
TGCTGAATG-3'; for trefoil factor 3 (TFF-3), forward: 5-ATG
GAGACCAGAGCCTTCTG-3' and reverse 5-ACAGCCTTGTG
CTGACTGTA-3; for interleukin-18 (IL-15}, forward: 3"-AAT
GACCTGTTCTTTGAGGCTGAC-3" and reverse 5-CGAGATG
CTGCTGTGAGATTTGAAG-3'; for interleukin 1 receptor
antagonist (IL-1ra}, forward: ¥-GAGTCAGCTGGCCACCTG-3
and reverse 5-CAGACTTGACACAAGACAGGCAC-3; for
transforming growth factor-g (T'GF-§), forward: 5-GCTAAT
GGTGGACCGCAACAAC-3' and reverse 5-CACTGCTTCCC
GAATGTCTGAC-3; for macrophage chemoattractant pro-
tein 1 (MCP1), forward 5'-CACTATGCAGGTCTCTGTCACG-3'
and reverse 5-CTGGTCACTTCTACAGAAGTGC-3'; and for
185, forward: 5-CCATTGGAGGGCAAGTCTGGTG-3' and
reverse 5'-CGCCGGTCCAAGAATTTCACC-3'. The polymer-
ase chain reaction was performed in a 25 ul volume contain-
ing lul of RT product (cDNA) and 23zl PCR master
mix: 10x buffer, 1U Tag DNA polymerase (Amersham
Biosciences), Smm of each dNTPs (Roche, Mannheim,
Germany) and 2 pM concentration of each primer. For each
primer pair, control experiments were performed to deter-
mine the range of cycles, in which a given amount of cDNA
would be amplified in a linear fashion. The cycle numbers
and hybridization temperatures for each PCR reaction were
as follows: MUC2, 27 cycles and 59°C, MUCS3, 25 cycles and
36°C, TFF-3, 27 cycles and 59°C, IL-15, 30 cycles and
57°C, IL-1ra, 34 cycles and 59°C, TGF-§, 33 cycles and 57°C,
MCP1, 40 cycles and 56°C and 18 §, 15 cycles and 60°C.
Semiquantitative analyses of photographs of ethidium
bromide-stained DNA gels (2% agarose) were performed
with Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, USA).
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The datz were normalized to transcript levels for the
constivutively expressed 18 3 gene,

Statistical analysis

All resulis are expressed as meants.e.m. Differences among
mieans were tested for statistical significance using one way
analysis of variance and o pasterion least significance tests.
Statistical significance was set at P<0.05. All analyses were
carried out with SigmaStat 2.0 {Jandel Corpomtion, San
Rafasl, CA, USA).

Mgterials
Except where indicated, all chermicals and primers were
obtained from Sigma (Madrid, Spain).

Results

THES colitis

Administration of 10mg of THBS intrarectally incduced a
severe colonic inflammatory reaction characterized by
mucosal necrosis {Figure 13, submucosal fibrosis and oede-
ma, bowel wall thickening and shortening of colonic length
{Table 2}, as described previously (Morris & al., 1989; Sanchez
de Medina ef al., 19%6). These features were associated with
marked anorexia and koss of body weight (Table Z), which
were strongly oomelated,

Colon inflammation was also measured biochemically, The
results reveal that trinitrobenzenesulfonic acid {TNBS) colitis
was associated with a significant increase in myeloperaxidase
activity, & marker of neutrophil infilimtion (not shewn),
s well as of alkaline phosphatase (AF) activity, recently
proposed as an inflaimmatory marker (Table 23 (Sanchez de
Meding of al., 2002} In addidon, the expression of CON-Z
amd INOS, as assessed by Western blot, was significantly
upregulated compared to the uninflamed groap (Figure 2,

Further examination of the inflammatory status revealed

that the mRMNA levels of IL-15 and IL-1ra were upregulated by

the THBS challenge {Figure 3). IL-1§ & a potent proinflar.
matory cyvtokine, whereas [L-1 receptor antagonist (IL-1ra) is
t naturally occurring antagonist; both are expressed in the
mucosa of patients with IBD {(Hannum et al, 1990; Stokkers
ef al, 19981, The TGF§ transcript levels were higher in the
THES than in the unindlamed group, but the difference did
nod reach statistical significance, On the ather hand, MUCZ
levels did not change significantly after colitic induction,

Anexo.
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whereas MUCS levels were decreased. Finally, the colonk
expression of TFE3, a peptide produced by goblet cells with
imponant cytoprotective functions in the gut, was alo
measured, but no  significant changes were  detected
{Figure 3}

Effect af sulphasalazine on TNEY colitis

Sulphasalazine was Included as 2 standard established drug
in the treatment of IBD for comparison purposes. This drug
has been previously shown to be efficacions in THEBS colitis
{Daddacua of @i, 2005; Woodroff of ai, 2005), Our dasa show
thirt sulphasalazine had a bepeficial impac administersd as a
postreatment in THNBS colitis. Sulphasalazine treated rats
exhiblied a significant decrease in the colonic AP activity
cotmpared o non-treated rats (Table 2), while IL-15 mBENA
lewels were normalized {Figure 3). On the other hand, there
wiaas no significant change in colonic weight to length ratio,
damage score, body welght, myeloperoxidaze, COXZE, MUC2
or TGE# levels (Table 2, Figures 2 and 3, and data net
showmn), The effect om iNOS was significant but of low
magnitude. [L-Tra levels were strongly reduced {bus less than
those of IL-1f), and MUCS was downregulated compared

Sulphasalazine

Figure 1 Macroscopk appearance of rat THBS colitls in the
differert expevimental groups Photographs are representative of
the macmscopic features of the large intestine 0 each group.
Unirflarmed: foncolitic group; THBS: colitic animals treated wath
wehicks; alendmnatq colitic arimals treated with a2lendmonate
2imahkg ' day '} stll|:l1as.dn:|ne colitic animals treated with

sulphasalazine (.Smrngkg day ') Darkened areas cormspard 1o
apithelial nearaosis.

Table 2 Fffect of alendrorate an macroscapic parsmeters and AP activity in rat THES colitis

Coionic weight fmpth retio Ension of necroos Domage scoe Sody woht gon after § dms AP ooty {mUimg protain)
{macm) ftm)
Upirflamed 53E+1E o L +23+1.6 F1.1 +48
MBS FOR AR b 5!:—0.‘.1" 105" 06&23 R
Alendranate 1BLOL TS AR FEE R 53430+ 1A 44%0
‘ulphasalaine 1437 441.5% 2209 B e s* 12,8420+ TI24 4 R8T

Abbraviztions: AP, akaling phosphatase; TMBS, trindrobendenenlonic acid

The doses of alendronate and sulphasdazine were 75 and 500mgkg™" doy ™, respectivaly, Vdues are means+oem, 7 -7, TDifferent from Control group,
P .05, "different from TNES group, P DS, Body weight gain is expressed as percentage change from the stam of the axperiment

gatish |oumal of Phanmacslagy (2007 151 26218
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with nontreated animals (Figure 3). TFE3 expression was
slightly higher in sulphasalazine-treated rats, but without
reaching the statistical threshold for significance.

Effect of alemadronate om TWBS colitis

Oral treatment of rats with alendronate (25 mgkg 'day )
reduced body weight boss when compared with untreated
colitie rats (lable 2} Postmortem evaluation of the colon
showed a significant improvement, which resulted in a
reductlon of tlsue damage score by approximately 33% in
comparson with nonstreated colisle animals {Table Z). The
phodographs b Figure 1 show the features of THBS
inflammation, induding wall thickness and colon length
shortening. Amelioration of these parameters was observed
after alendronate treatment, which resulted in decreased
colonic damage score (Table ),

The intestinal protective effect exerted by alendronate was
assoclated with a significant, though slight, inhibitten of
COX-2 and INOS protein expresslon in the colon {Figume X)
when compared to the TNES group. In addition, alendronate
was associated with a dramatic decrease in colonic IL-15 and
[L-1ra expression {Figure 3). The extent of the inhibitory
cffect was comparable to that of sulphasalazine treated rais.
Colomic TFFS mkBNA was higher in the alendronate group
thian in the THBS group but this difference did not reach
statistical difference. On the other hand, no significant
differences were detected In the expression levels of
TGFg, MUCEZ or MUCS compared o the TNBS group
{Figure 3}.

Effect of higher dose of alendranate (Fosamax) on TNBS colitls
The aim of this second set of experiments wies twodold. First,
to obtain mew samples for further determinations, including

£ 3 oL

z mTHES
2.6

g

e

n_lé 1.5

IR

,E 05

3 0

C

expression raio

TFF3 MU

RIS

Figure 3 Effect of alendnate on IL-18, IL-Tra and TGF-F {a), MUCE, MUCS and TFF-3 {b) mRMNA levels in colon spedmens. Representative
geds {off at least triplicate expeniments) and densitometric anakysis are shm-m Uninflamed noncolitic group; THES: colitic animals treated with
vehicle; alendrmate colitec animals trezted with alendronate (25makg ' day "k sulphasalazine: coliic animals treated with sulphasalazire
(s00mgkg 'day ). Expression was asessed by semiguanttatiee RT-PCR and densitometry was performed with the Scion mage software,
Bars repregend mean+ sem.; * P 005 v unirflamed group, *Pao 05 vi THBS group.
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immunchisiochemical analysis, Second, to assess the effect
of & higher doge of alendronate, Because of the short supply
of alendronate available from chemical vendors we decided
to use @ commercial form, Fosamax, administered as a
suspension of the powdered ablets in methyleellhilose. This
treatment resulted in an increased thempeutic effect on
extension of necrosis and damage score (Table 3), while the
impact on IL-1§ was similar {Figure 4). There was also a
striking reduction in monoovie chemoattractant protein 1
{MOCP1) Again, the effect of alendronate was similar or even
higher tham that of sulphasalazine, which failed to amelio.
rate colonic weight to length rado or AP sensitivicy,
parameters that were significantly reduced with Fosamax.
COXT and iNOS protein levels were slightly reduced by both
sulphasalarine and Fosamax, as in the first set of experiments
inot shown). It sheould be noted that although the Fosamax
excipients could not be added 1o the reference groups, they
are unlikely 1o ke involved in the pharmacological
effect, because alendronate was active by itself in the first
experiment

The histological analysis {Figure 5) showed that the
majonty of the TNES contrel animals presented more than
0% of epithelizl surface ulceration at the edge of the
affected region, generally associated with marked trnsmural
infiltration by inflammatory cells. The infiltrae was com.
posed of meurrophils in the lamina propria, whereas the
submucosa and muscle lavers presented alse ecsinophils,
Iymphocytes and plasma cells. Submucosal and specially
musculars ocedema contributed slightly to bowel wall
thickening (scored as 1.64 0% The histological score was
16,3+ 5% In the sulphasalazine group there was only focal
ulcertion or even complete absence thereof, except in twao
rats, which were comparable to the TMES group, However,
the histological score was not decreased significantly
(10,4 + 310, This may be relaed to the high value assigned
to mucosal hyperplasia and goblet cell depletion, which
usuzlly precede mucosal healing and thus might be inber-
preted as signs of tissue recovery. This uneven effect of
therapy was ako observed in the alendronate group, in
which three of six rats exhibited focal or no ulcertion and
low soores, while the other three rats were similar to those of
the THES group. As a resul: the histalogical score, although
lower than the THNES group (13.7+£3.3), was not alered
significantly, Both sulphasalazine and alendronate reduced
musculans oedema significantly {0.7+0.3 and 0.7+0.2
respectively, P=0L35 ve. THES).

Anexo.

Alendmnste and experimental oliti
| Bl ester g & #11

Immunchistochemical  analysis  mevealed that COX2
imrvnoreactivity was  restricted w0 lymphoplasmacytic
cells in all cases, although markedly enhanced by TMNBS
colids. Treatment with either alendronate or sulphasalazine
resulied in lower COXZE levels. On the other hand, iNOS,
which appeared localized mainly to the epithelium and
secondarily o the musde laver, was also increased in
THBS colitic animals, but largely unaffected by both drag
treatiments.

Effects of intraperitancally administered alendronate

The aim of this set of experiments was to test the influence of
the mute of administration in the effect of alendronase.
The dose selected was relatively high, considering the low
oral bicavailability of this drug (Lin ef af, 1994; Porras ef al.,
1999, Interestingly, this approach blunied the therapeutic
impact of alendronate and actually resulted n a worse
clinical sutcome, as reflected by the increased body weight
lzss and extension of necrosis (Table 4). The other para-
meters examined were not changed.

- 1 MpPo

% Increass over uninflamed group

Linirfarmed THES Ale SAZ

Figur= 4 Fifect of alendronate (Frsamax) on THBS colitis. Contrml
values were: 264+01Ug " s (mydoperosidazs; MR,
B34 45 mlmg | proten (AP), 16.5 +1.9% (AP sensitivity). THES:
wehicke-treated colitc rats; SAZ colitic rats treated with sulphasala-
#ine (30dmgkg 'k Ale coliic rets treated with alendmonate
75 l.g ") *Cifferent from THBS group, P 005 Al mears in
Iher'rl'ﬁB' groug are significantly dilﬁlenenl from the contrad {not
shown)

Table 3 EMed of Focamax (Corlaining alendranale) on macroscapic parsmeters in ral THES Colitie

Coluis welghtength ratio (g om™' ) Narhen oo Extenmion of Aecmsls (o) Damage score  Body walght gown after 5 0oys
Upirdlamecd 654£2.2 a 0 0 A9ENE
THES 155.0+14.2% 2040.4* 15404% 8.4+074 724154
Al=ndranats 1254 =150 lA4+0.3" P I S I 55+0.2%" 1204184
Sulphacakyrine 141 5£57" 1.740.2" 15405" BE+0.4" 1M.a+0EY*

Abbrevistions: THBES, riniroberzenesulfonic apd

The doses of Fosamax (containing alendronate] and sulphasalazine were 75 and 5300 mgkg™" day~™", respectively. Values we mears £5.e.m., m— 7.

* Different from Cortrod group, F< 005
*Different from THES group, P2 0005,

Body waight gain is expressad 25 percentags changs fram the start of the experiment.

gatish |oumal of Phanmacslagy (2007 151 26218
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Discussion

IBD, comprising Crohn's disease and ulcerative colitis,
poses a clear challenge to the blomedical community in
terms of both basic and applied research. Thus despite
the Intense Investigative effort dedicated to IBD In the

Betih pumal of Phasmacolegy {2007) 151 206-218

d e
Figure 5 lmndnlﬁxhcvkzlmtydsdmedfmddmmm(knmmon mTNBScolthAplmofdleMcdm was fixed in
fmmldehyd&mdMedmﬂambodn:ped:brmcon(—d)«msam)mamgsnwbhvedﬁcpoupxolml

rats (a, e)ﬁ::‘: ThslS colitic rats trested with vehicle (b, £, wiphasstazine 500mgkg ' (g, g) or alendronate 7Smgkg ' (d, h). Original
magnifica *

past few years, a causative factor is yet to be identified.
Thus the pharmacological strategies are necessarily empirical
and are common to a number of inflammatory disorders.
Although these treatments are generally effective, they
have significant adverse effects and refractoriness & not
Infrequent.
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Table 4 Effect of intraperitoneally administered alendronate on macroscopic and biochemical parameters in rat TNBS colitis

Weight to length ratio  Extension of necrosis

Darmage score

Body weight gain after § days  MPO (L g~') AP (mlUmgprotein™)

{mg an™') (cm)
Uninflamed 67.5+2.6 0 0 3.0+0.6 2.6+0.2 53.0+2.7
TNEBS 158.8+27.8% 3.6+077 70+1.67" —43+337" 402+6.77 104.6+11.17F
Alendronate 124.7+6.6" 41403 7.0+0.6" —16.3+1.4%* 46.8+6.47 98.6+7.47

Abbreviations: TNBS, trinitrobenzenesulfonic acid.

The dose of alendronate was 10mgkg ' day . Values are meansts.e.m., n—7.

* Different from control group, P<0.05.

*Different from TNBS group, = 0.05. Body weight gain is expressed as percentage change from the start of the experiment.

On the other hand, IBD is a predisposing factor to
osteoporosis, and high rates of reduced bone mineral density
are reported in patients with IBD (Bernstein and Leslie,
2005). The risk is increased in the elderly and in underweight
patients, as well as in those treated with corticoids, although
it should be noted that the overall increase in fractures is
relatively low. The approach to fracture prevention in IBD
patients should be applied to the patients showing the
highest risk and comprises removal of systemic corticoids,
supplementation with vitamin D and calcium, weight-
bearing exercise and treatment with bisphosphonates (Bern-
stein and Leslie, 2005). The second-generation (nitrogen
containing) bisphosphonates, including alendronate and
risedronate, are widely used for the prevention and treat-
ment of osteoporosis and related disorders (Licata, 2003).
Alendronate (Haderslev ef al.,, 2000), ibandronate (von
Tirpitz ef al., 2003) and pamidronate (Bartram ef al., 2003)
have been employed successfully to increase bone mineral
density in IBD.

Although incompletely characterized, the mechanism of
action of nitrogen containing bisphosphonates is related to
direct inhibition of farnesyl diphosphate synthase in the
cholesterol biosynthetic pathway. This results in diminished
protein geranylgeranylation, which is essential for the basic
cellular processes required for osteoclastic bone resorption
(Reszka and Rodan, 2003; Green, 2004; Rogers, 2004; Licata,
2005). In addition, nitrogen containing bisphosphonates
may induce osteoclast apoptosis, but this action is not
necessaty for their inhibition of bone resorption. This
mechanism is similar to that of the hypocholesterolemic
agents (statins), which inhibit 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase but ultimately also reduce protein
prenylation (Stancu and Sima, 2001). In fact, this property of
statins accounts for the wide spectrum of pharmacological
actions ascribed to this drug group, which includes both
anti-inflammatory (Shovman et al, 2002} and anti-osteo-
porotic effects (Yaturu, 2003), although clinical evidence of
the latter is still controversial (Koida et al., 2004; Gonyeau,
2005). Pravastatin has been specifically shown to be effective
in rat experimental colitis induced by dextran sulphate
sodium (Sasaki ef al., 2003). Therefore, bisphosphonates may
have beneficial effects in the gut. We selected alendronate for
testing in one of the most widely used models of IBD,
namely TNBS colitis (Neurath ef al., 2000},

QOur data demonstrate that alendronate is effective in
reducing the severity of the colonic inflammatory reaction,
when administered after induction of colitis, as assessed by
reduced body weight loss, colonic damage score, IL-15, MCP-

1, COX2 and iINOS expression. IL-1§ is one of the
predominant cytokines in rat TNBS colitis and it is expressed
at higher levels than tumor necrosis factor or interferon-y,
whereas MCP-1 is an important monocyte chemoattractant
and activator. Both are increased in IBD (Banks et al., 2003;
Ludwiczek et al., 2004). The effects on COX2 and iNOS are
comparatively minor and are probably of lesser importance.
The biological activity of IL-1§ is in part regulated by the
endogenous inhibitor IL-1ra, which specifically inhibits IL-1
activities by binding to IL-1 receptors, but does not display
agonist activity (Hawthorne ef g, 1992). In the intestinal
mucosa, epithelial cells and lamina propria mononuclear
cells are the major sources of IL-1ra. An imbalance between
the production of IL-15 and IL-1ra has been described in
freshly isolated intestinal mucosal cells and in colonic
mucosal biopsies obtained from inflamed intestinal tissue
of IBD patients (Vilaseca ef al., 1990a). Although upregula-
tion of IL-1ra seems to be an appropriate response to control
IL-1-mediated intflammation, this response is not sufficient.
Alarge excess of IL-1ra is required to block the binding of IL-
1 to the IL-1 type I receptor (Rask-Madsen ef al., 1992).

It should be noted that these effects were attained with a
presumably rather low effective dose, because oral bicavail-
ability of alendronate, as with other bisphosphonates, is
around 1% only (Lin ef al., 1994; Porras ef al., 1999). Thus the
amount of alendronate that reaches systemic circulation
may be as low as 0.25-0.75mgkg . Previous pharmacoki-
netic studies indicate that alendronate is preferentially
distributed to the bone or cleared by the kidney (Lin et al,,
1994; Porras et al., 1999). It should be noted nonetheless that
the dose is relatively high compared with the standard 10mg
used in humans. In an attempt to increase bioavailability, we
performed an additional experiment in which alendronate
was administered as a post-treatment by the i.p. route with a
reduced dose (10mgkg “day ). This approach did not
result in significant anti-inflammatory activity, but instead
produced a marked loss of body weight, suggesting toxicity.
This cleatly suggests that the therapeutic effect of oral
alendronate may be owing to a direct effect on the mucosal
tissue by the drug as it reaches the colon. This may explain
the lack of anti-inflammatory effect observed previously
with subcutaneously administered pamidronate in TNBS
colits although still exerting significant effects on the bone
(Lin ef al, 2000). Thus it appears that low intestinal
absorption favors the anti-inflammatory effect of alendro-
nate in the distal region of the intestine, although it is
plausible that a higher local uptake would result in an
increased therapeutic benefit.

British Journal of Pharmacology (2007) 151 206-215
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The protective effect of alendronate was comparable to
that of sulphasalazine, a standard drug used in IBD treatment
(Sands, 2000). Alendronate was better in terms of body
weight gain, colonic damage score and COX2 expression,
whereas sulphasalazine was the only one that reduced
colonic alkaline phosphatase activity, a marker of intestinal
inflammation related to both leukocyte infiltration and
epithelial phenotypic changes (Sanchez de Medina ef al,,
2004). Interestingly, both drug treatments tended to increase
TFF3 and decrease MUC2 despite the lack of changes brought
about by inflammation. The increase in TFF3 might
represent a mechanism of anti-inflammatory action, as this
peptide has mucosal protective and regenerative properties,
which ultimately result in intestinal antiinflammatory
effects (Vandenbroucke et al., 2004; Poulsen et al., 2005).
The relatively modest effect of sulphasalazine must be
interpreted in terms of the dosing protocol applied, that is
post-treatment rather than pre-treatment. It is well known
that drug treatments, including sulphasalazine, are generally
less effective when given after colitis has been induced than
when administered as a preventive measure (Daddaoua et al.,
2005). This in turn highlights the positive results obtained
with alendronate. As sulphasalazine is considered to act by
mechanisms unrelated to farnesyl diphosphate synthase
inhibition (Nikolaus et al., 2000), it is conceivable that it
may have synergistic effects with alendronate.

In conclusion, we have demonstrated that alendronate is
effective in the TNBS model of rat colitis, a widely employed
preclinical model of IBD, with an activity comparable to that
of sulphasalazine. Our results suggest that IBD patients
under risk of osteoporotic fractures could additionally
benefit from bisphosphonate therapy. Additional experi-
ments are warranted to establish the mechanistic basis of
alendronate effect. On the other hand, pharmacokinetic
manipulation might provide more pronounced therapeutic
effects of alendronate by increasing access of the colonic
mucosa to the drug.
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Genomic analysis of sulfasalazine effect in experimental
colitis is consistent primarily with the modulation of NF-xB

but not PPAR-y signaling

Olga Martinez-Augustin®, Rocio Lépez-F’osadasb, Raquel Gonzalez®,
Maria Dolores Suarez®, Antonio Zarzuelo® and Fermin Sanchez de Medina®

Objective Sulfasalazine (SAZ) is a widely used drug in
inflammatory bowel disease patients but its mechanism
of action i incompletely understoad. The abjective of
our study was to further characlerize SAZ mechanism
by studying its effect on the colenic transcriptame in

& suitable preclinical model of inflammatory bowel
disease,

Methods The trinitrabenzenesulfonic acid madel of colitis
in rats was used. The effect of SAZ on mRMNA expression
was assessed with Affymetrix Rat Expression 230 2.0
arrays used in triplicate (sextuplicate for contrals),
validated in separate samples with quantitative reverse-
time PCR analysis. Some nongenomic experiments

were also carried oul

Resulis SAZ (500 mg/kg) had a marked anti-inflammatary
effect as expected, which was correlated with a dramatic
impact on colonic gene expression, In addition to immune/
inflammatory genes, SAZ responsive genes were invalved
in distinct metabolic and signaling pathways. The effect af
sulfasalazine was generally of normalization of colitis-
maodulated genes to contral levels, with very few exceptions.
Postgenomic validation showed an excellent correlation
with microarray data and seemed to be slightly maore
sensitive. SAZ generally modulated the expression of
nuckear factor-kB-driven genes. SAZ was also shown to

Introduction

Inflammarory bowel disease (IBD) is a chimical entity,
wlhich comprises two dilferent but related conditions,
ulesrative colits and Cmwhn's disease. Both feature,
chirenic and relapsing inflammation of the intestine which
15 assogiated wath dharchens, malaise, malnutritien, and
overall deteriomation of the patent's quality of life,
However, there are imperant  differences regarding
reginnal distribution, rvpe of inflammarory  fesponse,
and histelogical invelvement. The phatmacological treat-
ment 15 largely -:mpin-::ll. thar 15, direcred |.|n.i|'.-r:-:|.1"|ca|]1_f
ar the inflammarery response, a3 the causative factors
have not ver been identiBed and seem o be multi-
factonial. One of the esablished drug types in the
creatment of IBDY are aminosabcylares, which comprise
mesalamine  {Faminosaliovlic acid or 5-AS%A) and s
dervatives, including sulfasalazine {SAZ). As mesalamine

1744-GE72 (T 2006 Wolars Kluwer Haahth | Lppincatt Willams & Wikins

Copyright @ Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

inhibit IkB-u phosphorylation in rat primary splenocytes
and in HT29 and IEC18 cells, In contrast, SAZ had anly
a modest effect on peraxisome proliferator-activated
receplor (PPAR)-y-regulated genes and it was confirmed
to induce PPAR-y in enterecytes but not splenceytes.

Conclusion Mechanistically, our data are consistent
primarily with nuclear factor-xB inhibition, and there is
lithe evidence of a prominent role of activation of PPAR-y
receptors or antioxidative actions, Pharmacogenstics
and Gepomics 19:383-372 © 2000 Walters Kluwer
Health | Lippincott Williams & Wilkins,
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15 normially absorbed in the small intestne, 165 therapeutic
apphcation in the large intestne requires the use of
techniques that prevent absorption and thus srant access
to the colonic mucosa, Thess include specal galenic
drugs and mesalamine prodrugs such as SAZ, Thas 15
compaosed  of mesalanune  and  the carmer  maolecule
sulfapyodine, bound covalently through an azo bond,
which is in wm cleaved by bactenal enzymes in the
colonie Tumen.

A nember of mechanisms have been proposed for SAZ,
These melude inhibition of S-lipoxvgenase and oyclo-
oxvgenase, tadical scavenging properties, and inhalition of
the nuclear Tactor (NF1-gB pathway [1-3]. Recently, an
sdditional mechanism, namely activation of peroxisome
pralifermor-sctivated recepior-y (PPAR-v), has been wd-
vocated [4]. However, the precise mechanism whereby
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SAY exerts its therapeutic effect 1 incomplerely under-
stood., Therefore, we have examinsd the effects of 5AL
rreatment in the genemic profile of rimtobenzene-
sulfonic acad (TNBS) mt colits, o widely used preclinical
maode] of TBIY. To this end, we have applied a higher than
standard  number of microarays  (one microarray  per
sample, rriplicares per group) and validarion derermina-
tions (U5 gones). Some sddicional NOMEENOMIC CXPEr-
ments have been carned out for confirmatory purposes.

Methods

All reagents were obtained from Sigma (Barcelona, Spain)
excepl where indicated, The NF-xB p65 and p&0 and
PPAR-y antibodies were purchased from Sanea Cruz
Biotechnology, Inc. { Heidelberg, Germary); the phospho-
IkB-a (5erdl) antibody was purchased from Cell Signal-
ing Technology {Boston, Massachusetes, USA); the JLAZD
antibody against acton developed by D Lin [5] was ob-
tained from the Development Studies Hybndoma Bank
developed under the suspices of the MNational lnstituie of
Cliald Health and Human Development and msintained
by the University of lowa, Deparmment of Biological
Sciemces (lowa Ciry, Towa, LISA),

Animals

Female Wistar rats {175<225 gy were housed in makrolon
cages and maintained in air-conditioned animal quarters
with a 12-h light=dark cvele, Animals had free access o
rap water and were fed with a standard chow diet (Panlab
AMM, Panlab, Barcelona, Spain). This study was carried
our inaceordance with the Dhrective for the Protection of
Werrebrare Amimals wsed for Experimental and other
Scienrific Purposes of the European Undon (86600 EEC)
and was approved by the Ethics Commitee of the
University of Granada.

Induction of colitis

Colitia was induced as described earlier [6]. Briefly, racs
were fasted overnight and anesthetized with halothane.
Under these conditions, rats were given 10mg of TNBS
dissolved in (.25 m] of 305% ethanol (v} by means of
a Teflon cannula inserced Sem through the anus. Rars
were kept ina head-down position for an additional 30 s
and returned to their cages.

Experimental design

Rats were randomly assigned o one of three different
groups, namely control (w=6), TNBS (v =3}, and 5AZ
{n=13). The THNEBES and 5AZ groups receved the TNBES
challenge, whereas the contol was administered a saline
enema. In addivion, s from the SAZ group were ad-
minisrered S0 mekeday of A in 1% methyloeluloe
by means of a gastroesophageal catheter, staning 2 days
hefore colitts induction, whereas control and THNBES rats
received the vehicle. As 5AZ has no substannal efTect on
the uminflamed ntestine and considenng the high cost of
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sencanie analysis, we opted not o add o groop of pon-
colitic rats receiving SAZ, For the purpose of postgenomic
validation, this cxperiment was repeared in crder o
perfonm teal-time PCR (ReT-PCR) analvsis on Tresh
samples (#=3=5 per group). These samples were also
used for western blor {see below), The magnitude and
evolution of the inflammartory response were similar in
hath cases {not shown), Food and warer intake and body
weight were determined datly. All animals were kalled by
cervical dislocanion 7 davs after colitis induction,

Assessment of colonic damage

Animals were Killed by cervical dislocarion and the entine
colon was removed and plced on an ice-cold plare,
cleaned of far and mesentery, and blotred an filter paper.
Each specimen was weighed and 113 length was measured
under @ constant boad (2g). The large miestne was
longitudinally opened and scored for visible damage on a
0-25 scale as descrnibed earlier [7). A sample for genomic
analysis was obtamed from the distal colon, taking care o
avold any areas of necrosis. It should be noted that the
epithelial laver was not gmossly affecred by inflammarion
in this sample, as shown n previous expenments [8).
Thas 15 also supported by the face that the genes specific to
enterocvtes were not genetally altered (Vil, 51, Alpa, THES,
Leth. The colon was subsequently dinvided lengitudinally
inte several pleces for biochenucal determinations. The
fragrments were mmediately frozen in hguid nitrogen and
kept at —80°C untl wsed. Myelopensadase actinaty was
measured by g specirophotometne assay [9],

RMNA extraction, microarray hybridization, and

data analysis

BRNA was extracred from homogenized full-thickness
colomic tssues in Tozel seagent (Invitrogen, Barcelona,
Spain) and  punfied with RMeasv affinicy columns
{Oiagen, Madrid, Spain). Quantiry and integrity of RNA
were assessed by spectrophotometry and (L&% agarnse gel
electmphoresis, respectively. Sample labeling, hybridiza-
rhom, staining and scanning procedures were carned our
using Affymerrix standard protocols (seeaaffmetnicosm) .
The micmarmay aralysis was performed by Progenika
Biopharma {Bilbao, Spain} on 18 GeneChip Rat Expression
Arraw 230 2.0 micmochips (Affymerrin. Normalization and
statistical analvses were camed out using GeneSprnng
vi.l {Aglent Technologies, Las Rozas, Spamn) and the
functional analysis and nformation about biochemical
pathways of the well-annotated sequences were achieved
using the Ingenuity Pathway Analysis and the GEDI
software e fmom.chibransbarpral orgiraearchimgha i GEDIY
gedibamefm), The data were analvzed by analysis of
vanance followed by Tukey post-hee tests and Benjamim
and  Hochberg correction, a procedure envisaged o
reduce false positives. MIAME recommendations [10]
were followed to ensure that all information needed o
understand, interpret, reproduce, and compare our resulis
was given in detail. The resulrs are generally expressed as
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feld change versus controls, In additien, the fold change
of gene expression in the 5AZ group versus the THES
group is given in some cases. The data are accesaible ar
the  Buropean  Bioanformatics  Institute  Arravexpress
darabase (depienmebiacel, roferance B-WEXPET.

Postgenomic vahdation was carmied out by measunng
some of the genes (933 in fresh samples (8 = 3 per group)
using Re T-PCR with TagMan Low-Drensity Arceys (Apphed
Biosystems, Madrid, Spain). The cyele threshold values
were notmalized w that of the reference tanscript, 185
BMNA, and a fold change compared to the control goup
was caloulared,

Western blot

For the detecton of phosphorylated  [gB-2, samples
{feultured  cells or colanic rissue  frem the in-vivo
expenments) were homogenized in lysis buffer {0,1%
wiv S5, 0015 wiv sodium deoxyeholare, 1% v Triton
M-100 in PBS) with a protease inhibivor cockral 1 - 100
{v/v). Then homogenates wers sonicared and cenrmfuged
ar 7y for S min ar 4°C. Protein concentrations in cell
homogenares were derermined by the bicinchoninie acid
assay [11].

Samples were boiled for Smin in Leemmli buffer,
sepatated by SDS=polvacrvlamide gel elecriophoresis,
electoblotied o PYDIF membranes (Millipore, Madrid,
Spaind, and probed with the corresponding antibodies.
The bands were detected by enhanced chemilunminescence
{PerkinElmer, Waltham, Massachuseres, USA) The com-
position of the Lacmmli buffer (5X) was: 312 nmol/] 515,
5066 viv plycerad, 1% wiv Z-mercaproethanol, 225 mmeal/]
EIFTA wiscdium salr, 220mmoll Tris, and rraces of hrom-
phenal blue (pH = 6.8).

Call culture and reporter assays

Primary splenncyres were obrained from rars Killed by
cervical dislocanion, Using stenle 1echnique, the spleen
was extracted, immersed in culture medium and gently
dissccred with forceps. The resulting cell suspension was
cleared of ervthrocytes by density separanon i Percall
{GE Healthcare, Madrnid, Spain). The cells were washed
once and cultured at a cellular density of 10° cells/m] with
or without concanavalin A (3 pgfml). The culture medim
was RPMI supplemented with 1068 v heat inactivated
fetal bovine serum (FBS; Bochringer Mannheim, Barce lona,
Spain), 100 mg] streptomycin, VOG0 U penwalhing and
23mg/l amphotenicn B iplus 0053 mmol/l 2-mercapio-
ethancl), 1EC18 (ECACC 28011801), HT29 {ECACC
Q0722003 and CHO (ECACC 83030302) cells were
abrained from the Cell Culture Service of the University
of Granada and cultured in Dulbecen’s modified Eagle
medium supplemented as above (except 2-mercapto-
ethanol), The cells were maintained at 37°C in standard
culture conditions, CHO cells were atably mansfecred by
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the lipofectarmine method with o plasmd  encoding
secretory alkaline phosphatase (SEAF, reporter) under the
contro] of cither an A1 or a TATA-like promorer {pTAL,
comirnd; Clontech, Palo Alwo, California, USA), Transfected
cells were selected by GHIE (Invirmgen) resistance, which
was corransfected inoa separate plsmid. CHOARNLSEAP
fand CHOMPTAL-SEAP) cells were culured in FBS-free
medium for 72h and somulared wirh 10% FBS and the
effect of 3-ASA, SAZ, Bay11-7082 {an mhibitor of IxB-ax
phosphorylation), and cigliasone (a posiove contral for
PFAR-7 activarion) was measured. The signal obrained in
the contral eells was subtracted from thar of CHOZAPL-
SEAF cells. 1ECIS and in some cases HT29 cells were
probed similarly under quisscent or lhpopolysaccharide
stumulation (1 pgiml) conditions and IkB-mw phosphoryla-
on or PPAR-y expression were measured as an index of
NE-xB and PPAR-v scovanion, respectively

Results

The leatures of rat THNBS colitis have been reported
clzewhere [6,12,13]. Bricfly, rars expericnced anorexia,
diarthea, and body weight loss, aleng with bowel wall
thickening and wlcerarion. This was associared with sig-
piftcant leukoeyvre infiligation, as evidenced by increased
myveloperosidase activity, SAZ treatment was effective
in reducing all paramerers of inflammarion  (Supple-
mentary Fig, 13, consistent with its known intestinal anti-
inflammarnry activiey [6,7]. Thus, we proceeded with the
genomic analysis, To compare the three different groups,
we performed a one-way analysis of vanance followed by
post-hioc Tukey rtests and  Benjaming and Hochberg
cormection. This approach comects the emor associated
with multiple comparisons among groups, thar is, it is a
conservatve analysis. The analvsis of vanance indicated
a significant change in 23 transcopts berween the
TMNBES group and the control {which are referred to as
‘inflammation  genes’t, whereas only 673 genes were
sigmificantly different from the control in the SAZ group,
consistent with 1ts anti-inflammatory effect. One thou-
saned one Tundred and twenty-five genes were dilferen-
tially expressed in the TNBS and 5AZ groups and
therefore they were considered as ‘SAE responsive’ penes
(see below), As we were interested in exploring the
mechanistic aspects of the SAZ effect, we also set out to
identfy SAY unresponsive’ genes. We adopred  res-
trictive criteria to classify o gene as unresponsive, which
incleded: (i} being not significantly different from the
THBS groug; (i) being significantly different from the
contrl group (e, not normabized}; and (i) having a
change in expression lower than 505 of the TNBS group,
This wielded 511 genes (see below). Most rranscrnps
conld therefore be classified in specific caregaries accord-

ing o TINBS or SAL effect (Fig. 1a).

It s rnmediately evident in the disgram that there were
no genes thar were upregulated by THBES colins and

Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.

203



2009, Vol 19 No &

FC SAZ vs. TNBS

FC SAZ vs, TNBS

01 1 10 100 1000
FC TNBS vs. control

Effect of sulfasalez ne (SAZ) an the colonic transcrplome. (a) Two axs
d showng the d fecant catagonas of gena ch in redaton
1o the affects of trntrobenzenasulicnic acd ?TNBS) ts and SAZ
() Carrelation of fold change n gene axprasson caused by TNBS
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unresponders,

further increased by SAZ or vice versa, Most inflammatory
genes, and a few neninflammatory (i.e. unchanged by
TNBS) transcnpts, were affected by SAZ weatment, By
far, the general effect of SAZ was a normalization of
expression o control levels, either toral or partial, that is,
the drug reduced the expression of TNBS upregulited
genes and vice versa (Fig, 1b). In general rerms, the
magnitude of the effect of SAZ on gene expression was
proportional to the cffect of TNBS colitis, and therefore
was highly variable, ranging from 8.2-fold (Aqp8) 1o (.1-fold
(Lalib3_predicted). In a few cases, the effect of SAZ
seemingly exceeded normalization, but without reaching
stanistical significance. However, 10 avoid overlooking
subtle bur potentially important mechanisms of SAZ, we
have included them in Supplementary Table 1 (a cut-off
value of = 50% in the fold change was applied). Tables 1
and 2 show a selection of SAZ responsive and unresponsive
inflammatory genes, respectively. Some of the genes af-
fected by SAZ treatment were not ‘inflammatory’ as they
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were not affected by TNBS colins; a selection is shown in
Supplementary Table 2,

Next, we carried out an Ingenuity Analysis on the differ-
ent categories, As we were interested in elucidating
mechanistic aspects, we focused on canonical pathways
that were significantly modulated by SAZ treatment, The
most important were related to metabolism (citrate cycle,
glutathione, glyoxylate and dicarboxylate, pyruvate, bu-
tancate and purine metabobism, oxidative phosphoryla-
tion), NRFZ oxidative response, PXR/RXR activation,
ERK/MAPK, G-protein receptor and apoprosis signaling,
and mitochondrial dysfunction (Table 3). Conversely, SAZ
UNTESPONSIVE ZENES PEITain [0 antigen presentanon. inter-
feron signaling. thyroid  recepror/RXR and PXR/RXR
activation, protein ubiguitination ankl pyruvate metabe-
lism. As aminosalicylares have been shown to activare
PPAR-y receprors [14], we examined the effects of SAZ
trearment on PPAR-v-regulated genes. Eight of the 10
genes belonging 1o the citrate cycle pathway, which were
modulated by SAZ (as shown n Table 3), are known
targets of PPAR-y. The impact was also high in the
pyruvare metabolism pachway (4 our of 6), but relatively
weak 1n mast other metabolic routes and vartually all the
signaling pathways. Further, of 47 genes listed as primarily
PPAR-y dnoven in the Ingenuity database (12 of which
were affected by inflammation) only five were significantly
modified by SAZ, Pparg itself was unchanged,

In addition, SAZ changed the expression level of a
number of genes that act as markers of inflammatory
cells. Teell (Thyl. Terb, Terg, Zap70, Lek), B cell (Prpre
~B220 -, Msdal -Cd20-, Gd22, Cd79b), and NK cell
(Baat, Neam1l —Cd56—, Bigatl —Cd57 —) markers were
not altered by either TNBS colitis or SAZ as a rule.
Conversely, several neutrophil/macrophage markers such
as S100a8, Itgb2 (Cd18), Cd68_predicted, Csflr, Cybb,
Csf25b1, and Len2 were increased by inflammanion and
normalized totally or parnally by SAZ.

An additional ser of three to five rats per expenimental
group was subjected to confirmarory analysis of 95 genes
by ReT-PCR. This procedure of independent validation
of the results obtained in microarray analysis has become
standard n genomic swudies, although our use of -
plicate measurements is above the standard and perhaps
made this step unnecessary. Indeed, there was an
excellent correlation between microarray and ReT-PCR
data (0.93 regression coefficient, #=333, g 2). Ampli-
fication was not possible with two genes, namely Defbi
and Hirb. All of the genes that were SAZ responsive
in the microarray analysis were confirmed 1o be so by
ReT-PCR. However, about 40% of the transenpts that
were initially classified as SAZ unresponsive tumed out to
be changed by drug treatment in postgenomic ans-
lysis (for examples, see Fig, 2). Thus, the number of SAZ
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Table 2 Selection of SAZ unmesponsive inflammatory genes in rat THBS colitis
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Tabla 3

Canonical pathways modulated significantly by both experimental inflammation and sulfasalazine treatment

Cancnicd pathways

Gana symbsl

Citrata cycla

Pyruvase metabobam

‘Ghytarthione metabolism

Clpneylata arel cheamosydite matabolise
Bulancaly malalsdism

Oidaten phasphorgazion

Purine mertabolism

Apoptosis signakng

Witochondnal dysfunctian

G-projein racaplor signaling
ERF/MAPE. soymling
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Ml 2 rsackutan cackitivg Blrss response
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Acnd, Ca, Mihi
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Pathwsnys with high signifcance whues ore shrsm,

unresponsive genes was probably oversstimated by the
micToarray analysis.

As SAX has heen shown o operare on the NE-gB and
PPAR-y pachways, we secked to obrain further non-
genomic dara on thewr modulation by SAF, and che
possible effect on another important transcription factor
invalved in inflimmatory responses, AF1 Figure 3a shows
ME-xB pb5 and p50 expression levels in the colon of
narmal and colitie rats with and without SAZ trearment.
SAE reverted the expression changes brought about by
experimental colits, Similarly, SAZ blocked [xB-x phos-
phorylation in splenceytes, HT29, and TEC1S cells
stimulated with concanavalin A and hpopolysaccharide,
respectively (Fg 3bh 5-A8A displayed similar inlabivory
effects onlv i splenocvtes, Interestingly,  ciglitacons
also blocked IkB-a phosphoryation (g 3b), Conversely,
nare of the treatments had any effect in the CHO/AP-
reporter expenments (Fgo 3c). In this regard, we also
looked at genes adentified as A1 targers that were
alfected by THNBS colitis, and found that mwany el them,
such as Sppl, Timpl, Cox2, Hablla, Cd#, Junb, F3,
Egrl, or Fnl, were SAZ sensitive.

In contrast, ReT-PCR analvsis confirmed the lack
of significant changes i PPAR-y expression in TNBES
colitis independently of SAZ treatment (Fig. 3d). Finally,

western blor analvsis showed that PPAR-v was clearly
induced by both cigliazone and 5-ASASAZ i [ECI1S

cells, but only by the former in splenocyies.

Discussion

S5AY 15 used in the rearment of wlcerarive colins arracks
and in maintaining remissions, as well as in mild-re-
moderite exacerbarions of Crohn's disease, although the
larrer is controversial [15]. Some authors have argued char
aminosalicylares (specifically 5-A58A) mav be helpful in
postsurgical Crohn's dissase, bur the clinical usefulness of
this effeer 15 debarable [16]. In additien, borh SAZ and
S-ASA might prorect against colorectal cancer i patients
with ulcerative colits, based on ohservacional studies. [c
15 unclear whether this 15 a specific effect or simply the
resule of the contml of inflammaneon [15,16], although
certain apoptotc sctions of mesalamine have been ad-
vocated [17.18]. There are no such data for Crohn's
disease, Despite the long expenence with this agent
{around &l years), the mechamsms responsible for s
intestinal anti-inflammatory  activity are  incomplerely
understood [1920]. Thers are evidences showing s
capacity o inhibit eyclooxvgenase and lipoxvgenase, the
NFE-kB pathway and cyviokine release [imerleukin (1L)-1,
IL-2, IL-&, IL-12, and tumor necrosis factor-a], 1gh and
Tl production, activation of PPAR-y, and i1 antioxidarive
activity, although some of these propernes might not be
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refevant w wwe [1,2]. ‘Thus, we further explored the
mechanism of SAZ by applying micrearray technology to
examine it5 effects in the colonic transeriptome in

Sulfasalazine snd TNBS rat colitis Marines Augusin ef o/, 389

a widely used preclinical model of IBD, namely TNBS
rat colitis, This model involves the generation of new
antigens i gty The immunogenic nature of this mode] has
been unequivecally established by several authors [21,22],
“I'NBS rar colitis mimics a number of features of 1BD, for
example, abnormal ion transport, diarthea, fibrosis, and
abnormal intestinal mortility. The induced inflammation is
wransmural, as it is seen in Crohn's disease patients.

TNBS rat colitis is amenable to treatment with a number
of drugs used to treat IBD, including SAZ. In our study,
this drug had a substantial anti-inflammatory effect at the
dose used, thus establishing the basis for the mechanistic
analysis. It should be noted that 500mg’kg is roughly
equivalent w 5g/day in humans based on body surface,
which is in the high dose range. The intestinal anti-
inflammatory activity of SAZ was comparable with pre-
vious observations from our group [6,7.9,23.24]. The
therapeutic effect of SAZ translated nto a substantial
impact on the transenprome, so that the number of genes
altered in expression level by TNBS inflammation was
reduced by 65%. These transenprs thar were significantly
affected by SAZ tended almost mvariably to be normal-
ized, thar s, their expression changed in the direction
opposite to thar caused by inflammation. These not only
include vanous inflammarory genes (including those pre-
viously reported 1o be modulated by SAZ). such as llla,
b, Cxcl2, Gm1960. Cxcl12, and T2, but also genes
involved in other functions, norably merabolism and
signaling, according 1o the Ingenuity Pathway Analysis.
SAZ had a strking effect on tissue remodeling and repair
genes, a group of genes that is prominently modulated in
this model [14] and that 1s ikely related with the fibrotic
presentation of rat TNBS colitis. This in turn has a
clinmcal correlate in Crohn's disease. Thus, it 15 possible
that SAZ may have a hitherto unrecognized effect on the
fibrotic features of Crohn's discase.

The spectrum of changes observed in the transcriptome
after SAZ treatment is not a umversal occurrence. For
instance, the genomic effect of the experimental in-
testinal ant-inflammarory agent glycomacropepride s
quite different from thar of SAZ (manuscnipt in pre-
paration). The logical question o ask therefore is
whether these effects are consistent or not with the
mechanisms of action proposed for SAZ, such as NF-xB
inhibition. This transeription factor is pivotal to intestinal
inflammation and drives the expression of a lange number
of proinflammatory genes. Our data indicate that SAZ had
a significant effect in many of these, including IHa, I1b,
Tnf. 1123a, Nfkbia, Cxcl2, T2, lcam1, Mmp9, or Cel2,
but there were also some NF-xB target genes that were
not apparently affected at the significance level selected
(P < 0.03), such as Prgs2, Veaml, Cxcll, or A2 m. How-
ever, it should be noted that these genes display large
differences in expression level between the TNBS and

Anexo.

Copyright @ Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prehibited.

Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII.

207



Anexo.

37C Phamnacogenetics and Genomics 2008, Vol 19 No 5

Fg. 3
0 Ursssmutsted ookl [ FES weatad cls
(a} el 3.0+
o W - W pto § g :
Lo D VEewWT Wi s g Lol
1T 2 T 24 & EeEe
Conbl | TNBS | saz | £
E 104
(b} PiBa & 05
Splenocyte - - <
cactin 00 - :
Control SAZ &ASA  Cigltazene
PikB-a
IEC18 @ 8-
cactin 'g
PixB-c g 6 -
HTz8 )
a-actin Z
3
Traatment %
Stimulus 1; 2-
PixB-ct 0
Splencayte Control TNBS SAZ
wactin
Splenocyte IEC18
PikBa
-— W0 PPARy v = R
Lo ce-actin WEEER WD S W (0 OON0 e e —
Control SazZ Controd SAZ
PixB-a
f— W PPAR.y e
HT29 ACHN S (UO0WT oy — s —
Control 5-ASA Contrel 5-ASA
Treatment AT FFAR e e -
Stimulus |~ ‘ 4 ’ 4 I + S S S S OCNT s T —

Control  Ciglitazone Contral  Ciglitazone

Effects of sultasalar ne (SAZ). 5-amnosal cyle acd (S-ASA), and cgltarane on nuclear lactar (NF)-«8, AP-1, and peroxsome pralileralor-activated
recaptor (PPAR-7). (2) EHect of SAZ treatment on the apression of the NF kB pS0 and p835 subunits in inndrobarzanesulfonic acid (TNBS) colts.
(b) Effact on KB« phosphorylation (P 1B «) in rat splanocytes and in HT2$ and IEC18 cala {c) Effect on AP 1 driven gana axprasson in a CHO
reporter system. (d) Effect of SAZ treatment an PPAR-y expresson freal tme PCR) n TNBS calitis and of SAZ, 5-ASA, and cghtazone on PPARy
mpression n rat splenaoyles and n IEC1E calis, A¥ results sh c pond to 1 blot experiments except whers adicated, SAZ and 5-ASA
wese sludied 2l 5 and cgldarzone at 10 pral/l

SAZ groups, suggesting that discarding them would
constitute a type 1l error or false-negative assumption.
For instance, ReT-PCR revealed that Veam! and Pigs2
were indeed affected by SAZ. To obtain more direct
evidence, we performed additional experiments, which
confirmed that SAZ inhibits IxB-~x phosphorylation in
splenveytes and in HT29 and TEC18 cells. 5-ASA was not
as effecrive, as it had no effect on enterocyres. The
reason for this discrepancy is unknown, but it might
be related 1o effects of the sulfapyridine moiety of SAZ.
NE-xB signaling was also downregulated in ‘TNBS coliris
after SAZ trearment. Thus, our data are globally con-
sistent with this proposed mechanism of action.

Copyright @ Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

AP-1 is another important transcription factor involved
in inflammatory responses. We therefore examined the
effects of aminosalicylates on AP-1 signaling using
a surrogate reporter system, Our results do not show
a significant effect at this level of either 5-ASA or SAZ
under the same conditions asseciated with activity on the
NF-kB pathway. However, a search of AP-1 target genes in
our microarray data did show thar a number of transeripts
regulated by this transcoption factor and affected by
inflammation were in fact sensinive 0 SAZ w pee, OF
course, NF-kB inhibition may account for some of these
findings (Cox2, for instance); but on the basis of the
present data an action on AP-1 cannot be excluded,
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Recently, 5-ASA has been identified as a PPAR-y ligand,
and this has been claimed w account for the ntestinal
anti-inflammarary effects of aminesalicylares, including
SAL [14]. A svstematic review of genes identified as
regulared by FPAR-7 showed mixed resules, with a piveal
robe being plaved in genes involved in citrare oycle and
pyruvare metaboliam bur a much more modest impace in
orher pathways, Cermainly we could confirm thar 5-ASA
and SAZ are capable of PPAR-y mduction in IEC1R
cells, along warh ciglitazone, based on western hlor dara
However, only the thiszolidindione elicited a similkar
response in splenocytes. The reason for this difference is
unknown, but it may account for the seemingly weak
actions of SAZ ar this level @ oeos. Another interesting
point o consider 15 thar Pparg expression was itself
unchanged av ceoe, although 1 s upregulated by PPAR-y
agonists v e [14]. This suggests that the role of this
signaling pathway in the effect of SAZ 15 msignificant. An
alternative cxplanation 15 that twmor necrosis factor,
which is upregulated m expedmental colivs and TBD,
dampens the PPAR-y-activating effects of SAY by
deereasing Pparg expression [253], s0 that the influences
of SAZ and tumor necrosis factor may balance each other,
AL any fale, it 15 important e consider that much of
the anti-inflammatory effect of PPAR-y coours by direct
MNE-xB inhibition, 4 indecd has been observed by ather
authors [26] and by owrselves (although nor ar the
rranscnprional level in our case), Taken rogether, our data
suggesr that PPAR-y activanion plays a minoer role, if any,
in the effect of SAZ w e,

Another proposed mechanism imvolves the capacity of
SAZL to gt as an antioddant/radical scavenger, Inasmuch
as this mechanism 15 operative, it should have a corres-
ponding impact an cobonic gene expression, which in tum
must have a correlation with the effects of oxidative
stress on the tmnseriprome, Surposingly, this area has
been pootly explored and we only have been able to find
one study deseribing the effecrs of selenium deprvation
on the mouse jejunum [27]. The genes affected in this
study are for the mast part different from chose altered
by either TMBS colitis or SAZ treatment, For instance,
ovidarive srress downregulared Fabpl, Cypldal, Rhpnl,
Ppplea, and Apocd and upregulared Srarl, Adm, Pparg,
Myll, and Cdknle, to name a few, none of which was
alvered v THES colitis. Rerthermare, although some of
the genes are altered similarly by TMBS coliris and jejunal
oxidanive stress, the effects of SAY were not cansistent
with an antioxidarive action. Thus, the expression of 1gf2r
and Frir 15 changed in both TNBES colitis and jenal
oadarive stress, bur only Prlr was normalized by SAZ.
Thus. our dara are nor in panciple consistent with a major
robe of SAF as an antloxidant.

It 15 also worth noting the gqualitative effects of SAZ on
the intestinal immune response, SAZ-normalized key
inflammatory genes such as [lb, Tof, 6, Teibl, ing and
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23, while 114, D12a, and 0120 were unchanged by
gither infllammation aor SAZ. Taken together, these data
not only suggest thar the aminesalicylare may down-
regulate Thl cells, which are thouglt 1o be invalved in
TMBES reaponge ar least in mice, bur they also indicare
thar ‘Th17 cells might be involved in chis colins model
and in the response 1o SAL. Although the microareay wsed
dogs nor include 1117 and the larrer was nor measurcd in
this study, we have observed thar SAZ does normalize
THNBES-induced 1017 expression in this model {un-
published dara), suggesting an action on Thi7 cells.
In additian, our dara alse indicare thar the uloimate effect
of SAF was a reduction of newrrophil/macrophage in-
filtrarion rather than on lymphocyre numbers,

In conclusion, our results are consistent with a mechamism
of acrion of SAX, which is mainly consistent with inhibi ticn
of the WE-KB pathway, It should be femembered 1t this
15 an observational and not an mterventional  study,
arwd thus it has the limitations typical of itz kind, which
miest be considered when mterpreting the data, However,
becanse phS knockour mice are nof viable [28], and phias
one of the main WF-gB subunitz present in the colon,
interventional experiments are difficult 1o perform s oo,
Finally, as owr dara represent the amalvsis of the colonic
wanscriptome 7 davs after colins inducrion, a single tme
point, ir s possible thar earlier effects/mechanisms of
SA are missed by this approach.
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Supplementary data are available ar The Pharmaosameds and
Cremaenics Jowrmd Chedime (v pbarmacoseneticsmadponsmmics.com).
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