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Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII. 

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 HMGCoA 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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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-α 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-γ 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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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, lymphocytes 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-α. 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-γ 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-γ production: the study of gene expression in the colonic 
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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 Th1 subtype, so production of IFN-γ 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 (TranswellTM system), because 

prolonged contact with the bisphosphonate not only increases the production of 

IFN-γ 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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1. Estudiar el posible efecto antiinflamatorio de los bisfosfonatos nitrogenados 

como inhibidores de la prenilación en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal. 

2. Establecer el protocolo o los requerimientos para el efecto antiinflamatorio de los 

bisfosfonatos nitrogenados en modelos preclínicos de Enfermedad Inflamatoria 

Intestinal. 

3. Determinar si se trata de un efecto de clase y si el mecanismo está relacionado 

con la inhibición del proceso de prenilación. 

4. Caracterizar el mecanismo de acción del bisfosfonato más eficaz como 

antiinflamatorio, utilizando para ello métodos diversos in vivo e in vitro. 
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I. Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII). 

1. Generalidades. 

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) hace referencia a 

una inflamación crónica e idiopática del tracto gastrointestinal de carácter 

recurrente, en la que se alternan períodos activos de la enfermedad y períodos 

de remisión de la misma. El mantenimiento del proceso inflamatorio da lugar al 

daño tisular que se traduce en daño del parénquima, atrofia, fibrosis y pérdida 

de función. A esto hay que sumar el mayor riesgo para el desarrollo de procesos 

malignos, fundamentalmente adenocarcinomas. Los signos y síntomas dependen 

de la extensión, distribución y gravedad del proceso inflamatorio y muchos de 

ellos se relacionan con la localización anatómica de la enfermedad.  

La denominación EII hace referencia a una serie de manifestaciones clínicas 

de la misma enfermedad, entre las que se encuentran: la Enfermedad de 

Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU). Los síntomas comunes a ambas son la 

diarrea1 (combinación entre la inhibición de la absorción y el aumento de la 

secreción), la malnutrición [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 pediátrico una característica 

clínica importante, que incluso se emplea con fines diagnósticos, es el retraso en 

el crecimiento [26-30]. Estos signos clínicos comunes dificultan el diagnóstico 

diferencial ente EC y CU, aunque existen igualmente diferencias entre ellas, 

mayormente a nivel anatomopatológico. 

El primer aspecto que permite el diagnóstico diferencial entre la EC y la CU 

es la localización anatómica, ya que mientras que la EC puede afectar a 

cualquier tramo del tubo digestivo [31, 32], la CU sólo afecta al intestino grueso, 

comenzando en el recto y no extendiéndose nunca más allá de la válvula íleo-

cecal [33]. La gravedad de la CU aumenta distalmente en el colon, y puede 

acompañarse por daños indirectos a nivel del íleon (ileítis) o afectación del 

apéndice. En cuanto a la extensión, la colitis ulcerosa presenta un patrón difuso, 

en el que la inflamación comienza en el recto y se extiende proximalmente en el 

colon con una longitud variable. La lesión 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 dañadas y zonas sanas que se alternan a lo 

largo de la extensión área dañada. Existe una variedad de CU en la que se 

presentan zonas parcheadas que se da en pacientes en tratamiento o en niños, 

aunque las zonas aparentemente sanas muestran huellas de un proceso 

inflamatorio ya superado [34, 35].  

La afectación de las distintas capas de la pared intestinal es asimismo 

diferente entre ambas manifestaciones. En la CU sólo se va a afectar la capa 

                                       
1 La aparición de diarrea en la EC sólo se da en casos en los que esta enfermedad afecta al colon, 
es decir, depende de la localización de la misma a lo largo del tracto gastrointestinal.  
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mucosa, aunque existen casos graves y poco frecuentes en los que la 

submucosa puede presentar signos inflamatorios, pero dicha afectación sólo se 

va a producir en continuidad con el daño 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 (inflamación transmural) pudiendo incluso dar 

lugar a la participación de estructuras adyacentes mediante la formación de 

fístulas o fisuras [36-41]. La existencia de granulomas a nivel de la capa epitelial 

es una característica de la EC, y se considera un criterio importante para el 

diagnóstico diferencial [42, 43]. 

Analizando las dos manifestaciones de forma independiente desde el punto 

de vista patológico, en la CU el colon se acorta. La serosa colónica y la grasa 

perirrectal presentan un aspecto blando, liso y brillante, con ausencia de fibrosis 

o fístulas. La mucosa colónica se caracteriza por hemorragia, congestión 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 más moderados la mucosa es 

pálida, oscura y atrófica, mientras que en los graves pueden aparecer pólipos 

inflamatorios. La alteración del patrón vascular se caracteriza por dilatación y 

congestión de los microvasos a nivel de mucosa y submucosa, así como 

aumento del flujo sanguíneo a nivel del colon y vasodilatación de la vasculatura 

de los nódulos [44-51]. A nivel microscópico existe un infiltrado inflamatorio, 

fundamentalmente compuesto por linfocitos y células plasmáticas en la lamina 

propria, con posibles acúmulos de neutrófilos formando abscesos en las criptas, 

con actividad eosinofílica variable pero importante en algunos casos. Junto a 

este infiltrado, otro aspecto fundamental es la pérdida o distorsión de la 

arquitectura de las criptas. Las criptas forman ramas en las que dos o más 

criptas irregulares comparten un orificio común con un ángulo anormal, y puede 

darse también cualquier otra modificación o morfología aberrante de dichas 

estructuras. El grado más avanzado de CU es la colitis fulminante, que conlleva 

ciertas complicaciones que ponen en peligro la vida del paciente como 

hemorragia o perforación y que se manifiesta con necrosis difusa, ulceración, 

congestión y hemorragia, extendiéndose normalmente a las capas más 

profundas de la pared intestinal, incluso más allá de la mucosa. La fragilidad del 

tejido que se alcanza puede dar lugar a la formación de grietas en el mismo 

[52]. Esta colitis fulminante puede provocar lo que se conoce como megacolon 

tóxico, 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 colectomía [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 demostró por primera vez en 1925 y se ha 

corroborado posteriormente [56-62]. El objetivo terapéutico en este caso es la 

eliminación del carcinoma previa al desarrollo de metástasis. El paso previo al 

desarrollo del carcinoma suele ser un estadío de displasia (neoplasia inequívoca 
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del epitelio localizada en la membrana basal, sin invasión de la lamina propria) 

[63], por lo que se recomienda la supervisión del paciente para detectar 

tempranamente dicha displasia y poder practicar una colectomía previa al 

proceso maligno [64-69]. La displasia consiste en la transformación de las 

células epiteliales hacia un estado neoplásico y su evolución natural es el 

desarrollo de cáncer, 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 anatomía funcional de 

las distintas capas de la pared intestinal, siendo la afectación de la submucosa y 

serosa independiente del daño 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 ulceración profunda. La mucosa se caracteriza por la aparición de 

células mononucleares en la lamina propria, las criptas con ramas o brotes y la 

atrofia, junto con úlceras, erosiones, alteraciones del epitelio y tejido granular. 

Los infiltrados de neutrófilos y eosinófilos son variables. El edema y 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 dilatación de los canales 

linfáticos. 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 formación de los granulomas se debe al daño 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 presión intraluminal [37, 78, 79]. Uno de los aspectos que 

definen a la EC y que la dsitinguen de la CU es la posibilidad de extensión de la 

enfermedad hacia intestino delgado y tracto gastrointestinal superior (esófago o 

estómago) [80-83]. De forma similar a lo que ocurre en la CU, aunque con una 

mayor varibialidad en lo que se refiere al órgano afectado, existe un mayor 

riesgo de adenocarcinoma colorrectal, de otros segmentos del tracto 

gastrointestinal implicados en la EC, o de otros órganos [84-92]. Sin embargo, la 

relación entre la displasia y la EC se encuentra en un estado de estudio menos 

avanzado y la asociación entre la EC y la aparición de displasia es un hecho más 

reciente [93-95]. 

El término “colitis indeterminada” fue introducido en 1978 por Price y hace 

referencia al diagnóstico obtenido en el caso de una colitis crónica sin una 

etiología conocida y sin una distinción convincente entre EC y CU [96-99]. 

Recientemente se ha introducido la distinción entre IBDU (EII no clasificada) 

para aquellos casos con un diagnóstico de EII, pero en los que resulta imposible 

distinguir entre EC y CU, como en el caso de variantes morfológicas de CU, 

presentación inusual de EC o colitis activa crónica con una causa desconocida 

hasta el momento; y CUTE (colitis de tipo o etiología incierta), refiriéndose a la 

imposibilidad de diagnóstico debida a colitis fulminante sin antecedentes, ya que 
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se impone la necesidad de la colectomía y la gravedad del proceso impide el 

diagnóstico diferencial entre CU y EC [100].   

2. Epidemiología. 

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 países 

desarrollados ha sido corroboradora en diferentes estudios. Los datos de países 

subdesarrollados son menos fiables debido a defectos en el diseño y la 

metodología de dichos estudios pero aun así, los datos demuestran una menor 

incidencia en dichas zonas. En una zona geográfica concreta, el incremento de 

incidencia de CU precede al de la EC con una diferencia temporal de unos 15-20 

años [106-110], lo cual permite establecer una relación entre la aparición de 

ambas manifestaciones.  

En la mayoría de los casos el incremento de incidencia va seguido de una 

etapa de estabilización de las cifras epidemiológicas, sobre todo en el caso de la 

CU. Sin embargo, es posible que aún no se haya alcanzado dicha etapa en el 

caso de la EC o en las zonas de baja incidencia [111].  

España 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 

más elevados. 

El grupo de población preferentemente afectado en zonas con una alta 

incidencia es aquel con edades comprendidas entre los 20 y 40 años, tanto para 

CU [115, 116] como para EC [110, 117]; mientras que en zonas de escasa 

incidencia, ésta no presenta diferencias importantes según la edad. 

Posteriormente, existe un segundo pico de incidencia de menor relevancia entre 

la población mayor de 60 años, aunque éste puede reflejar únicamente un 

diagnóstico tardío en esta población. Recientemente se ha propuesto una 

distribución bimodal para la incidencia de la EII, en la que los dos picos de 

incidencia anteriormente citados presentan distinta importancia según se trate 

de EC o CU; así el pico de mayor importancia en el caso de la EC es el de la 

población joven, mientras que en la CU ocurre lo contrario [118]. Con un interés 

clínico cada vez mayor, la EII pediátrica se mantuvo estable en términos de 

incidencia desde la Segunda Guerra Mundial, aunque en los últimos años se ha 

observado una tendencia a la alza en un amplio abanico de localizaciones 

geográficas [119-125], con algunas excepciones como el caso de Polonia, en la 

que la incidencia ha disminuido [126]. De forma general, en la población 

pediátrica predomina la EC sobre la CU [127]. 
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La distribución de la enfermedad en relación 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 extensión de la enfermedad 

también se ha visto modificado a lo largo de los últimos años, con una evolución 

hacia una enfermedad menos extensiva, lo que puede explicarse igualmente por 

la mejora en el manejo de la enfermedad. 

Los aspectos geográficos y/o de localización, como se ha demostrado en 

muchos estudios epidemiológicos, desempeñan un papel importante en el caso 

de la EII. Aunque las primeras teorías trataban de demostrar la existencia de un 

gradiente norte-sur [129-132], esta hipótesis perdió 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 años y el ritmo 

de crecimiento de la enfermedad en la actualidad es mayor en países orientales, 

debido a la influencia de factores ambientales o tal vez a las prácticas clínicas 

más desarolladas en Occidente, lo que permite la estabilización de los datos de 

incidencia [140]. Otro aspecto característico de la EII es la uniformidad en la 

incidencia dentro de un mismo país, que parece estar relacionada con las 

fronteras y no con los límites naturales [108, 141]. Asimismo, existe un mayor 

riesgo en grupos de población con un mayor estatus socioeconómico [142-145], 

aunque esta observación no se ha corroborado en estudios posteriores [146-

148]. La plausible asociación entre el nivel socioeconómico y la EII puede 

explicarse a partir de la “teoría de la higiene”, en la que el nuevo modo de vida, 

el ambiente más limpio y las prácticas cotidianas relacionadas con la higiene 

evitan la exposición a microorganismos durante las primeras etapas de la vida, 

lo cual podría modificar la respuesta inmune tras el contacto tardío con dichos 

agentes infecciosos en la edad adulta, alterándose el equilibrio entre la 

respuesta Th1 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 judía presenta una mayor incidencia en varios estudios 

[152-155]. El diseño de estos estudios no permite establecer una relación global 

entre la población judía y la enfermedad, aunque sí demuestra que un cierto 

grupo de individuos de origen judío presenta una predisposición para la EC. Por 

otro lado, aunque en un principio se pensó que la EII era una enfermedad que 

sólo afectaba a individuos de raza blanca, posteriormente se ha demostrado que 

puede afectar a una población muy diversa. 

A lo largo del siglo XX se ha analizado el papel de distintos factores 

ambientales como factores de riesgo para la EII, basándose en la hipótesis de  

dicha enfermedad como una interacción entre la susceptibilidad genética y 

determinados componentes ambientales que dan lugar a la respuesta 

inmunológica alterada. Los resultados en la mayoría de los casos han sido 
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negativos, con datos inconsistentes, incapaces de demostrar la influencia de 

dichos factores (ver más adelante).  

El único factor ambiental cuyos datos epidemiológicos son concluyentes y por 

tanto permiten establecer una relación 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 sólo 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 población total [169]. El efecto del tabaco en la EII está relacionado 

además con el sexo, siendo el efecto perjudicial más importante en el caso de 

las mujeres [170], y el efecto protector en la CU más relevante en el sexo 

masculino.  

Otros resultados concluyentes son los obtenidos en los casos de 

apendectomía que demuestran una disminución del riesgo de CU en los 

individuos sometidos a la extracción del apéndice en etapas tempranas de la 

vida [171-179]. 

Hasta la fecha no se ha demostrado una relación directa de ningún agente 

infeccioso con la EII, aunque se han desarrollado varios estudios dentro de esta 

línea de investigación. 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, más 

recientemente, Fusobacterium varium [191, 192]. El papel en la etilogía de la 

EII 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 relación causal entre alguno de estos 

microorganismos y la EII. Recientemente se ha publicado un artículo que recoge 

datos epidemiológicos y de laboratorio que ponen de manifiesto el posible efecto 

protector de la infección gástrica de H. pylori en la EII, con una disminución de 

un 13% aproximadamente en la población afectada por dicha infección en el 

grupo de pacientes con EII [196]. 

Globalmente, la emergencia de la EII en términos epidemiológicos puede ser 

considerada como un resultado de la disminución de la mortalidad perinatal 

[197] durante este siglo. La mejor higiene y nutrición junto con el avance en los 

cuidados pediátricos y maternales han permitido que aumente el número de 

niños más o menos vulnerables que sobreviven a una determinada infección o 

proceso autoinmune, y que en la actualidad han dado lugar al incremento en la 
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incidencia de la EII. Esto explica a su vez la relación de la patología con un nivel 

socioeconómico elevado. Asimismo, la exposición temprana de estos individuos a 

un determinado agente infeccioso puede ser importante [198].  

El posible mecanismo implicado es la modificación de la flora gastrointestinal, 

ya que la colonización en los primeros estadíos de la vida va a determinar dicha 

microflora [199, 200]. Igualmente, los cambios en cuanto a la higiene y la 

alimentación que se han producido en este último siglo pueden alterar la 

composición de la flora intestinal. 

3. Etiología. 

La EII es una patología idiopática, cuya etiología no se encuentra 

completamente esclarecida hasta la fecha. Aunque ciertas infecciones pueden 

dar lugar a una patología tisular semejante a la de dicha enfermedad, ya hemos 

mencionado que no se ha identificado una relación causal con ningún agente 

infeccioso o microorganismo. La hipótesis más 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 antígenos de las 

bacterias de la flora entérica en un paciente genéticamente predispuesto, dando 

lugar a una inflamación intestinal crónica. Dicha reacción 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 interacción 

entre factores genéticos, ambientales e inmunológicos.  

3.1. Factores genéticos. 

La EII puede ser considerada como el resultado de la interacción entre una 

herencia genética con un patrón no mendeliano y un componente ambiental, lo 

que provoca una respuesta inmune incontrolada, responsable de la enfermedad. 

La predisposición 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 población judía, incluso cuando 

se compara ésta con otros grupos étnicos dentro de la misma localización 

geográfica [201, 202]. 

Los datos obtenidos a partir de la epidemiología familiar demuestran 

asimismo una agregación familiar en la predisposición a padecer la enfermedad 

[203-205]. Además, se confirma la relación etiológica entre la EC y la CU, ya 

que la agregación familiar existe en ambos casos no sólo 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 más 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 monocigóticos [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 

geográficamente 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 

intervención de factores ambientales y su interacción con la genética, la relación 

genética entre EC y CU, la mayor participación del componente genético en la 

primera, la existencia de loci y genes específicos implicados y el hecho de que 

diferentes genes puedan causar el mismo fenotipo desde el punto de vista 

clínico. 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 

algún tipo o subtipo concreto de la enfermedad. El modelo poligénico propuesto 

por McConnell no permite explicar la agregación familiar. Así, un modelo multi-

locus u oligogénico sería adecuado para explicar las características 

patofisiológicas de la enfermedad, la relación entre EC y CU, así como los 

aspectos familiares de la EII [218-220]. La EII podría ser considerada como un 

grupo heterogéneo de desórdenes, siendo cada uno de los componentes de la 

misma un defecto oligogénico debido a la interacción de un pequeño número de 

genes y con la contribución de determinados genes modificados, algunos de los 

cuales pueden ser compartidos por ambas manifestaciones [221]. 

La intensa investigación genética, aunque con escasa utilidad clínica permite 

la detección de variantes genéticas que desempeñan un papel en el desarrollo de 

una determinada patología. Los estudios de asociación genética han propuesto 

más de 30 loci relacionados con la EII hasta el día de hoy [222], confirmándose 

así la hipótesis de una enfermedad poligenética compleja: 

- IBD1: localizado en el cromosoma 16, fue el primero en descubrirse y 

el que cuenta con un mayor apoyo científico [223]. Incluye el gen 

NOD2/CARD15, localizado en 16q21 [224, 225], cuya modificación está 

relacionada con la EC [226-228]. Esta relación 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, Gly908Arg and Leu1007insC). De igual forma, estas 

mutaciones se relacionan con una localización ileal y no colónica, 

excluyendo asimismo a la CU [232, 233]. La proteína codificada por el 

gen en cuestión (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 NOD2 alteran la interacción de la 

proteína NOD2 con el muramildipéptido (MDP) o el LPS, modificándose 

la activación del factor de transcripción nuclear NFκβ, que se traduce 

en una activación deficiente de dicho factor de transcripción y a un fallo 
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en la respuesta desencadenada por las bacterias que se encuentran en 

el lumen [234, 235]. Por otro lado, la activación de NFκB a través de 

TLR (Toll like receptors, receptores tipo Toll) puede aumentar debido a 

la mutación del gen NOD2, ya que la proteína en cuestión actúa 

modulando este proceso, es decir, frenando la activación de este factor 

de transcripción. 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 activación de 

diversas vías de señalización. 

- IBD2: localizado en la región 12q14. Aunque en un principio se postuló 

la existencia de dos loci diferentes, uno para EC y otro para CU, la 

asociación con la última es más importante [236-238]. Aunque varios 

genes han sido investigados dentro de esta región como candidatos, en 

la mayoría de los casos sólo se han obtenido resultados poco 

concluyentes, como en el caso del IFN-γ [239, 240], el NRAMP2 [241], 

la metaloproteinasa 18, el receptor de la vitamina D (VDR) [242, 243], 

la integrina β7, 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 podrían 

estar relacionados con la CU, como HLA-DR2, HLA-DRB1*1502, HLA-

DR9 y HLA-DRB1*0103 [250, 251] y con una localización 

exclusivamente colónica de la EC [252]. El gen que codifica para la 

citoquina TNF-α se encuentra asimismo dentro de esta región, y la 

mutación -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 región 14q11-q12 está 

relacionado con la susceptibilidad para padecer EC [259-261]. Entre los 

genes candidatos se encuentran los que codifican el receptor de células 

T α/δ (TCR), la IL-25, citoquina relacionada con la respuesta Th2 y con 

capacidad limitante de procesos inflamatorios patológicos a nivel del 

tracto gastrointestinal [262], aunque la relación de este gen con la 

enfermedad es controvertida [263]. 

- IBD5: situado en la región 5q31-33, es junto con el IBD1 uno de los 

loci más 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 asociación es mucho menos 

convincente hasta el momento [271]. El gen que codifica el 

transportador de cationes orgánicos (OCTN) se ha asociado con la EC, 
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fundamentalmente con una localización colónica y no exclusivamente 

ileal, aunque también con la CU, de forma menos importante [272-

277]. Su relación con la EII podría explicarse por la alteración en la 

erradicación de los patógenos luminales que se produce de forma 

asociada a la mutación de dicho gen. El gen DLG5 (10q22-23), 

relacionado con la integridad de las células intestinales, presenta una 

vinculación con la EII [278], ya que la mutación del mismo provoca 

una alteración de la permeabilidad intestinal. La proteína codificada por 

el gen MDR1 actúa como una bomba dependiente de ATP para la 

eliminación de toxinas y xenobióticos 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]. Además, 

esta región comprende otros genes susceptibles como los 

correspondientes a las interleukinas 3, 4, 5 y 13 [285], el factor 1 

regulador de IFNγ  (IRF-1) [265], el factor 2 estimulante de colonias y 

una región relacionada con la susceptibilidad a la colitis inducida por 

DSS en ratón [286]. 

- IBD6: localizado en la región 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 A2, la hidrolasa de 

leucotrieno B4, TYK2 y JAK3, si bien sólo 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 pequeño del cromosoma 1 

contiene el gen que codifica el TGF-β2, que es una citoquina 

antiinflamatoria implicada en el crecimiento y la diferenciación de 

células epiteliales intestinales [291, 292]. Su asociación con la EC pero 

no con la CU debe ser estudiada con mayor profundidad [293]. 

- IBD8: 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 más 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 (proteína 

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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Principales regiones y genes en la EII 

Región Locus Gen Función 

IB
D

1
 

(1
6
) 

16q21 NOD2/CARD15 
Regulación apoptosis monocitos ; reconocimiento 

bacterias (MDP); activación NFκB. 

16p12.1-
p11.2 

IL-4R Subunidad alfa del receptor de IL-4; respuesta Th2. 

16p11.2 ITGAM (CD11b) Integrina alfa-M. 
IB

D
2
 

(1
2
) 

12q13.11 VDR Receptor de la vitamina D. 

12q13 STAT-6 
Respuestas biológicas mediadas por IL-4; respuesta 

Th2. 

12q14 IFNG (IFN-γ) 
Citoquina con propiedades antivirales, 

inmunorreguladoras y antitumorales; activador de 
macrófagos. 

12q13.13 
ITGB7 

(Integrina β7) 
Recirculación de linfocitos hacia el sistema 

digestivo. 

IB
D

3
 

(6
) 

6p21.3 MHC-II (HLA) Reconomiento de epítopos. 

IB
D

4
 

(1
4
) 

14q11.2 IL25 (IL-25) Citoquina que activa NFκB; producción de IL-8. 

IB
D

5
 

(5
) 5q31.1 OCTN Transporte de cationes orgánicos. 

5q31.1 CD14 
Antígeno superficie de monocitos-macrófagos; 

inmunidad innata frente al LPS. 

IB
D

6
 

(1
9
) 19p13.3 TXA2R Receptor tromboxano A2 ; agregación plaquetaria. 

19p13.3-
p13.2 

ICAM-1 Unión a integrinas. 

IB
D

7
 

(1
) 

1q41 TGFB2 
Inhibición del crecimiento de linfocitos T 

colaboradores y citotóxicos inducido por el 
antígeno. 

IB
D

8
 

(1
6
) 

16 Desconocido (independiente de IBD1) 

IB
D

9
 

(3
) 

3p21.31 CCR-5 
Receptor de quimioquina expresado en linfocitos T 

y macrófagos; entrada virus en macrófagos. 

3p21.3 CCR-9 
Receptor de quimioquina ; reclutamiento de 

timocitos hacia el tracto gastrointestinal. 

3q25.33-
q26 

IL12A 
Subunidad de la IL-12 de 53 kDa ; inducción de 

IFN-γ; diferenciación de Th1 y Th2. 

O
tr

o
s
 

9q32-q33 TLR4 

Respuesta inmune innata ; reconocimiento de 
patógenos 

4p14 TLR1 

4q32 TLR2 

4p14 TLR6 

3p21.3 TLR9 

7p15-p14 NOD1/CARD4 
Reconocimiento de bacterias (ácido 

diaminopimélico) 

2q33-q37 CCL20 
Quimioquina con acción sobre linfocitos T y B y 

células dendríticas. 

19q13.3-
q13.4 

IL-11 
Producción de inmunoglobulinas por linfocitos B; 
proliferación de células madre hematopoyéticas y 

células porgenitoras megacariocíticas. 

11q22.2-
q22.3 

IL18 (IL-18) Inducción de la producción de IFN-γ. 

2q37.1 ATG16L1 Autofagia. 

5q33.1 IRGM Autofagia ; control de micobacterias intracelulares. 

18p11.3-
p11.2 

PTPN2 Señalización celular. 

 Tabla 1: principales genes relacionados con la EII. 
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A priori, cabría esperar que los genes candidatos para la susceptibilidad a EII 

estuviesen implicados en la regulación del equilibrio entre células inmunológicas, 

la respuesta a la flora intestinal y la producción y liberación de citoquinas 

durante la reacción inmunológica y la curación de la mucosa intestinal. 

Efectivamente, los datos más recientes obtenidos mediante estudios de 

asociación genómica, indican que los fenómenos o procesos patofisológicos 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 activación 

de células T y la inmunosupresión [321].  

Existe una relación 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 aparición o derivación hacia una entidad concreta dentro de 

la EII. Además de dicha relación entre ambas enfermedades, existe una relación 

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 o mutaciones con genes asociados asimismo a la EII. 

3.2. Factores ambientales.  

La interacción de los factores ambientales con la genética en un determinado 

individuo predispuesto puede ser el determinante último de la evolución y el 

resultado final de dicha enfermedad en ese individuo concreto. Entre estos 

factores ambientales se encuentran los siguientes: 

- Estrés: El tracto gastrointestinal, así como el sistema inmune, pueden 

verse afectados por esta respuesta, en la que desempeña un papel 

fundamental el sistema nervioso. El sistema nervioso entérico se 

encarga de la coordinación de diversas funciones fisiológicas en el 

tracto gastrointestinal, en particular de la motilidad, el transporte 

hidroelectrolítico, las funciones endocrinas y exocrinas y la 

microcirculación [327]. Desde la mitad del siglo XX se ha considerado 

la EII como un trastorno con un destacable componente psicosomático 

[328-332], aunque en 1990 se demostró que los estudios llevados a 

cabo hasta entonces no eran fidedignos, ya que el protocolo 

experimental en muchos de los estudios en cuestión no era adecuado 

y podía dar lugar a una interpretación errónea de los resultados [333], 

lo que hizo que se descartara al estrés como la causa principal de la 

EII, a lo que contribuyó el avance en el conocimiento de la etiología de 

la enfermedad, y la implicación de múltiples 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 etiología como en la evolución y en la aparición de 

recaídas 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], así como una mayor secreción de agua y de 

iones [348-350] y una alteración de la interacción 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 inervación 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 más limitados, aunque se ha observado un aumento en la 

expresión de CRF en células mononucleares de lamina propria 

procedente de pacientes con CU [361, 362]. Según lo expuesto, el 

efecto del estrés en la EII puede explicarse por la activación de 

neuronas entéricas que liberan neurotransmisores como CRF o 

sustancia P (SP), las cuales actúan sobre mastocitos produciendo una 

serie de mediadores que provocan la alteración de la permeabilidad y 

de la interacción de las bacterias con la función de la barrera epitelial, 

lo que desencadena la activación de células inmunes. Algunos estudios 

han sido tratado de demostrar el efecto terapéutico en la reducción 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 antígenos extraños), y 

por tanto la respuesta ante éstos puede considerarse como una 

reacción inmune controlada. La duración de esta reacción así como la 

autolimitación de la misma (tolerancia oral) determinan su intensidad, 

pudiendo actuar dichos antígenos como factores potencialmente 

causantes de trastornos a nivel del sistema digestivo. En los últimos 

40 años se han llevado a cabo múltiples estudios con el fin de valorar 

la posible relación de diferentes componentes de la dieta con la EII, 

como la leche y los productos lácteos [366-368], la margarina [369], 

los cereales [370], la comida rápida [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 etiológico de la enfermedad [371-379]. La mayoría de los 

estudios llevados a cabo relacionan componentes de la dieta occidental 

con la EII, fundamentalmente las grasas ω-6 y el uso de carbohidratos 

refinados, como la sacarosa. La alteración del componente lipídico de 

la dieta y del equilibrio en ácidos grasos de la misma podrían ser los 

responsables del incremento en al actividad de la enfermedad [379, 

380]. Esta hipótesis se ve apoyada por el efecto beneficioso de los 

ácidos grasos ω-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 ácidos grasos de cadena corta y la capacidad de 
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metabolización preferente por parte de los colonocitos podrían 

representar un mecanismo importante y beneficioso en la enfermedad, 

especialmente en la CU [397, 398]. Asimismo, la comida rápida, 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 niño [402, 403], siendo el riesgo 

inversamente proporcional a la duración del perodo de lactancia. 

Diversos mecanismos pueden explicar esta capacidad protectora de la 

leche materna, como la protección frente a infecciones 

gastrointestinales [404-406], la capacidad de potenciar el desarrollo 

de la mucosa intestinal y de la capacidad inmunológica [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 azúcares 

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 

azúcares refinados no ha sido confirmado en otros estudios [420]. Un 

problema fundamental de estos estudios es la asociación entre 

tabaquismo y consumo de azúcares refinados, de forma que el efecto 

puede achacarse posiblemente a aquél. 

Por otro lado, no se han encontrado evidencias de asociación entre 

alergias alimentarias y el desarrollo de EII [421, 422], mientras que la 

valoración 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 etiología de la enfermedad, pero en ningún caso esto ha 

sido demostrado definitivamente. Los cambios en el estilo de vida que 

pueden explicar la evolución epidemiológica de la EII no sólo 

comprenden las modificaciones de los hábitos alimentarios por tanto, 

otros factores ambientales pueden explicar dicha evolución. 

- Tabaco: como ya se ha expuesto, el tabaco es, junto con la 

apendectomía, el factor ambiental más importante en la etiología 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 relación con el sexo, así la importancia del 

efecto protector es mayor para hombres, y las mujeres son más 

susceptibles al efecto perjudicial. La acción del tabaco sobre la EII se 

pone de manifiesto igualmente en la modificación del curso y de las 

características de la enfermedad ya establecida, ya sea una mejoría 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 cirugía o de tratamiento 

inmunosupresor, la aparición de complicaciones (fístulas o estenosis 

en el caso de la EC, o pouchitis o esclerosis colagenosa en el caso de 

la UC), recaídas o recurrencias, períodos de hospitalización, etc [164, 

425-434]. La acción de la nicotina sobre el sistema inmunológico 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 secreción de IL-8 

e IL-1β [440], junto con la hipoperfusión a nivel rectal [441]. La 

explicación mecanística en el caso de la EC puede ser la potenciación 

de la isquemia multifocal gastrointestinal por parte del tabaco y en 

concreto el CO contenido en él, que impide la vasodilatación de los 

microvasos implicados en la zona inflamada, lo que da lugar a la 

aparición de ulceraciones y fibrosis [441, 442].  

La terapia farmacológica 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 podría 

explicar esta opción. Su administración se realiza mediante parches 

transdérmicos, aunque existen otras posibilidades con menores niveles 

sanguíneos y por tanto, menos efectos adversos, como las 

formulaciones orales o rectales o las de liberación retardada.  

- Apendectomía: la extirpación del apéndice, especialmente en edades 

tempranas, conlleva un efecto inmunomdulador que determina la 

protección frente al desarrollo de CU [175, 176, 179, 446-448]. La 

apendectomía realizada antes del desarrollo de la CU supone una 

reducción en la incidencia de la enfermedad, una mayor edad de 

debut, una enfermedad menos activa, una reducción de la necesidad 

de corticosteroides o azatioprina, así como una menor tasa de recaídas 

y riesgo de colectomía [177, 178, 449]. De hecho, el número de 

individuoa sometidos a este tipo de intervención 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 contribución al desarrollo de 

la EII [135, 450], de forma especialmente importante en la EC [451-

453], pero también en la CU [454]. La evolución de la enfermedad 

parece no ser modificada por la anticoncepción oral [455]. El 

mecanismo implicado puede ser la formación 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 hipótesis 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 patógenas en el intestino podría tener un papel 

importante en el desarrollo de la EII, así 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 expresión 

de moléculas de adhesión y citoquinas por parte de las células 

epiteliales intestinales [463-466]. La activación de las células 

epiteliales mediante la estimulación de TLR constituye un mecanismo 

inmunológico de tipo innato que puede participar en dicha interacción, 

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 equívoca frente a 

la flora intestinal en el caso de los pacientes de EII [317, 467-473].  

Por otro lado, las defensinas son péptidos con carácter 

antimicrobiano producidos por las células intestinales (células de 

Paneth) y cuyo papel en la patogénesis de la EII, especialmente en la 

EC, se está analizando en la actualidad [474-480]. Diferentes estudios 

muestran una menor producción 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 

protección frente a los patógenos y la tolerancia a flora entérica 

normal [483]. Una alteración en el patrón de expresión o 

comportamiento de las mismas puede estar implicada en la etiología 

de la EII, lo que demuestra el papel de la alteración de flora intestinal 

en la EII. 

La manipulación de la flora entérica se ha propuesto como una de 

las estrategias terapéuticas plausibles en el manejo de la inflamación 

intestinal crónica. Se han realizado diversos estudios con animales, así 

como algunos ensayos clínicos, para verificar el efecto de antibióticos, 

prebióticos y probióticos en la EII. El uso de antibióticos se ve limitado 

por el riesgo de crecimiento excesivo de ciertas especies patógenas, la 

eliminación de parte de la flora comensal, la falta de especificidad y 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], fármacos 

antituberculosos [182, 490-499], agentes antituberculosos específicos 

frente a Mycobacterium paratuberculosis [500]; el trimetroprim [501, 
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502] o la rifaximina [503-506], entre otros, aunque los únicos datos 

concluyentes son aquellos que avalan el uso del metronidazol en la EC 

perianal [507-510].  

El término “probiótico” 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 probióticos en modelos animales de colitis [513-

522]. Los datos en animales han planteado la necesidad de estudios 

del uso de probióticos en humanos mediante los  ensayos clínicos 

oportunos. En la CU destaca la capacidad de mantenimiento de la 

remisión 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 probióticos, 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 períodos de remisión en 

la CU [529-531] (Gionchetti P. Gastroenterology 1999; 116: A723). En 

la EC diversos estudios sugieren que Saccharomyces boulardii, una 

levadura probiótica, 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 espontánea en animales en los que la 

enfermedad sólo 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. Éste es el caso de 

los ratones knockouts de IL-2 y TCRα [538, 539].  

3.3. Factores inmunológicos. 

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 estandarización de los factores genéticos y 

ambientales para permitir así profundizar en los mecanismos inmunológicos de 

la patología. Los principales actores en esta reacción 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 

Th1 y Th2, sino que una respuesta efectora exacerbada, ya sea de tipo Th1, Th2 

o Th17 puede ser perjudicial y dar lugar a la EII, siendo el resultante daño 

tisular una consecuencia indirecta de las citoquinas de dicha respuesta inmune, 
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como por ejemplo el TNF-α [543] y no una acción directa de citotoxicidad. 

Tradicionalmente, según el paradigma Th1/Th2, la EC parece ser una respuesta 

exacerbada de tipo Th1,  con un incremento de células T productoras de IFN-γ 

[544-547], aumento en los niveles de proteína y de ARN mensajero para IL-12 

[548-550] y mayores niveles del factor de transcripción STAT-4 [551]. Por el 

contrario, la CU ha sido calificada como de tipo Th2 (aunque atípica), ya que se 

produce un aumento en la producción de IL-5 y una reducción 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 Th1 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 colónico afectado por la CU producen 

mayores cantidades de IFN-γ que aquellas que proceden de individuos sanos 

[552], lo que prueba la participación de la respuesta Th1 en la CU y por tanto la 

posibilidad de una respuesta mixta. Recientemente, la contribución de la 

respuesta Th17 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 disminución de la función de las células T reguladoras y 

de las citoquinas antiinflamatorias que éstas y otros tipos celulares producen 

pueden llevar a la descompensación inmunológica y a la consiguiente 

inflamación crónica. 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 revisión [560]. En cambio, además 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 dendríticas [567-571] y 

células productoras de anticuerpos o linfocitos B [572, 573], entre otras.  

4. Fisiopatología.  

En la EII, tanto en la EC como en la CU, existe una activación 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 descompensación entre los mecanismos activadores que 

aseguran la protección frente a microorganismos patógenos, y los mecanismos 

inhibidores que evitan la exacerbación de dichos procesos y permiten la 

tolerancia oral a los alimentos y a los microorganismos de la flora entérica. De 

hecho, la inhibición de citoquinas proinflamatorias o el aumento de las 

antiinflamatorias dan lugar a la reducción de la inflamación en varios modelos 

animales de inflamación intestinal [581-583]. Los antígenos luminales van a ser 

captados por las células presentadoras de antígenos (APC), es decir, 

macrófagos, linfocitos B y células dendríticas, donde van a ser procesados y 

presentados a través de las moléculas de MHC-II a los linfocitos T vírgenes para 
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que éstos sean activados. La acción de estos antígenos sobre las APC provoca la 

liberación de diversas citoquinas por parte de estas células. Entre estas 

citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-α, IL-12, IL-18, IL-23, IL-27), algunas van a 

promover la polarización de los linfocitos T vírgenes o de tipo Th0 hacia el 

subtipo Th1 (IL-12, IL-18, IL-23 y TNF-α), de modo que cuando estos linfocitos 

sean activados van a presentar un fenotipo Th1 y producirán elevadas 

cantidades de citoquinas proinflamatorias de tipo Th1 (IL-2, IFN-γ, LT) que 

participan en la perpetuación de la reacción inflamatoria; o bien hacia el subtipo 

Th17 que produce IL-17, IL-22 o IL-21 entre otras, y cuya diferenciación 

depende de la existencia de IL-6 y cantidades reducidas de TGF-β, [584-587]. La 

inducción de la respuesta Th2 está orquestada por la IL-4, que a su vez, como 

ocurre en el caso de la respuesta Th1, es la principal citoquina implicada en al 

respuesta Th2, junto con la IL-5 o la IL-13. La diferenciación de los linfocitos Th0 

hacia células Treg, en la que participa de nuevo el TGF-β hace que, una vez 

activadas, estas células liberen citoquinas con carácter antiinflamatorio (IL-10, 

TGF-β), que tratan de frenar o contrarrestar la reacción inflamatoria, pero que 

en el contexto de la EII no van a ser suficientes y se van a ver superadas o 

contrarrestadas por el carácter proinflamatorio de la respuesta. Con la misma 

función protectora o antiinflamatoria podemos encontrar los linfocitos T 

pertenecientes al subtipo Th3, que producen elevadas cantidades de TGFβ. Otras 

de las citoquinas producidas por las APC van a presentar por sí mismas un 

Figura 1: Fisiopatología de la EII, inflamación en la mucosa intestinal.  
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carácter proinflamatorio con capacidad de activar diferentes tipos celulares, 

como linfocitos presentes en la lamina propria, células epiteliales intestinales y 

macrófagos residentes en la mucosa intestinal, propagando y perpetuando así la 

reacción inflamatoria. La activación de macrófagos y células epiteliales conlleva 

la producción por su parte de quimioquinas que van a crear un gradiente 

quimiotáctico que favorece la extravasación y la llegada de leucocitos desde el 

torrente sanguíneo hasta el foco inflamatorio. También son producidas 

citoquinas antiinflamatorias como consecuencia de la activación de macrófagos y 

células epiteliales, como la IL-1RA o la IL-11, que son igualmente incapaces de 

frenar la masiva inflamación en los pacientes de EII. Así, en el paciente de EII 

existe una incapacidad para controlar el estado de inflamación fisiológica en el 

intestino, y por cosniguiente, esta reacción se perpetúa dando lugar a la 

inflamación crónica. 

En la mucosa se produce una alteración de la microcirculación, debido a la 

acción de los mediadores inflamatorios que provocan vasodilatación e hiperemia, 

lo que favorece la dilatación arteriolar y la consiguiente salidad del líquido hacia 

el intersticio, provocando un edema [588]. Los mismos mediadores inflamatorios 

van a dañar la función de barrera del endotelio. La contracción de las células 

endoteliales y el aumento de la permeabilidad vascular empeoran dicha 

situación, ya que permiten la extravasación de proteínas. A continuación se 

produce la adhesión de leucocitos a la pared endotelial y la subsecuente 

migración de dichas células hacia la mucosa intestinal, en la que participan las 

moléculas de adhesión expresadas en la superficie de neutrófilos y células 

endoteliales, como las selectinas o las moléculas de adhesión endotelial [589]. 

Los leucocitos en el intersticio interaccionan con diversas sustancias dando lugar 

a la formación de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno [590-592], que 

van a provocar el daño del epitelio y del intersticio de la mucosa. El paso final en 

este proceso de migración celular es la formación de abscesos en las criptas. 

La preservación de la integridad funcional de la mucosa intestinal depende 

de la capacidad de la misma para defenderse de agentes luminalaes nocivos y de 

la reparación cuando existe una lesión. Existe pues un equilibrio entre los 

mecanismos dsetructivos y reparativos. El primer paso en el restablecimiento de 

la continuidad de la superficie epitelial dañada es la restitución, en la que las 

células epiteliales migran hacia el margen de la herida o lesión [593, 594]. A 

continuación, la proliferación celular permitirá la sustitución de las poblaciones 

celulares que se han perdido como consecuencia de la lesión en cuestión. Las 

poblaciones celulares que se encuentran a nivel subepitelial pueden modular la 

reparación del daño epitelial de forma indirecta mediante la producción de 

factores solubles y moléculas de la matriz extracelular, pero además pueden 

tener un efecto directo debido a la existencia de poros en la membrana basal 

que permiten la migración de células, por ejemplo desde la lamina propria. 

El proceso inflamatorio va a inducir una serie de modificaciones de la biología 

y función de las células epiteliales intestinales. Los síntomas clínicos asociados a 
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la EII debidos a la alteración del epitelio son la diarrea, la pérdida de peso, la 

malnutrición y los cambios en la homeostasis de fluidos y electrolitos. Por otro 

lado, la alteración de la función de la barrera epitelial permite o facilita la 

estimulación del sistema inmune local por parte de los antígenos luminales [595, 

596], y por tanto favorece el mecanismo causante en primer término de la 

inflamación. Existe una relación recíproca entre el epitelio intestinal y el proceso 

inflamatorio a nivel de la mucosa, pudiendo verse afectados uno y otro en 

ambos sentidos. Así, durante la inflamación es posible que moléculas implicadas 

en el daño de la mucosa asociado a la inflamación (citoquinas, factores de 

crecimiento…) alteren la función de células epiteliales, así como la interacción 

entre células inmunes y células epiteliales intestinales puede alterar la función 

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 inflación, ya que lso enterocitos actúan como células 

presentadoras de antígenos [597]. 

La motilidad intestinal también sufre alteraciones en la colitis, de forma 

general puede decirse que la motilidad se encuentra dismunuída en dicha 

patología [598]. La inflamación 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 autónomo 

o el central [599]. 

Además de la inflamación intestinal, la EII lleva consigo una gran variedad 

de síntomas que afectan a distintos órganos más o menos distantes del tracto 

gastrointestinal. La mayor parte de estos síntomas se deben al efecto de las 

citoquinas proinflamatorias producidas en exceso durante la inflamación 

intestinal. Entre ellos se encuentran la “respuesta de fase aguda”, la caquexia o 

pérdida de peso [602, 603], alteraciones de los hábitos alimenticios como la 

anorexia [604] o la fiebre [605]. Las consecuencias hematológicas son 

múltiples: anemia [606-614]; alteraciones de la coagulación, cambios en los 

factores hemostáticos, trombocitosis y aumento de la agregación 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 cáncer 

colorrectal, como consecuencia del mantenimiento del proceso inflamatorio 

crónico. Dicho riesgo es tanto mayor como la duración, la extensión y la 

severidad de la EII [619-621]. La base molecular que explica la relación en 

cuestión está siendo investigada en profundidad en la actualidad. El factor de 

transcripción nuclear κB se presenta como uno de los puntos clave en dicho 

fenómeno [622], ya que controla la trancripción de genes que codifican para 

moléculas implicadas en el proceso inflamatorio y que han demostrado una 
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relación con el desarrollo de cáncer, como la enzima inducible ciclooxigenasa2 

[623, 624] o la citoquina proinflamatoria TNF-α [625, 626]. Así mismo, las rutas 

que se encuentran por encima de la activación de NFκB pueden jugar un papel 

importante en el desarrollo del proceso maligno, como por ejemplo la interacción 

entre los TLR y sus respectivos ligandos que, en ciertos casos dan lugar a la 

activación de dicho factor de transcripción. 

5. Vías de señalización relacionadas con la EII. 

5. 1. Factor de transcripción nuclear kappa B (NFκB). 

El factor de transcripción nuclear NFκB está implicado en el control de la 

expresión de diversos genes inducibles relacionados con la inflamación y la 

proliferación [627, 628].  

 

Existen diversos datos que demuestran un papel crucial de NF-κB en el 

proceso inflamatorio que caracteriza a la EII. Modelos experimentales de colitis 

en animales muestran una activación de este factor de transcripción, y el 

bloqueo de NF-κB mediante diferentes estrategias supone una mejora del estado 

Figura 2: Activación de NFκB. Se representan ambas vías de activación, la vía clásica (p50-p65) y la vía 

alternativa (p100-Relb). La familia NF-κB o Rel está constituida por 5 péptidos diferentes que se unen entre sí 

formando dímeros, siendo el prototipo de éstos el formado por p50/p65 (Rel A). El dímero inactivo se localiza en 

el citosol y es retenido en él debido a su unión a una proteína inhibidora llamada IκB (α, β o ε), que impide la 

translocación al núcleo. Podemos distinguir dos vías para la activación de NFkB, la vía clásica y la vía alternativa, 

aunque en ambos casos el resultado final es la traslocación nuclear del NFκB. En la vía clásica, también conocida 

como canónica, como consecuencia de la activación por diversos estímulos (citoquinas, agentes que provocan 

daños a nivel del DNA, o microorganismos), se produce la fosforilación de IκB gracias a la intervención del 

complejo de kinasa de IκB, complejo IKK que está formado por dos subunidades catalíticas (α, β o γ) con 

capacidad kinasa y una molécula adaptadora llamada NEMO. Como consecuencia, IκB fosforilada deja libre el 

dímero de proteínas Rel y sufre un proceso de poliubiquitinación por E3IκB y la posterior degradación 

proteolítica por la subunidad 26S del proteasoma. La retirada de IκB deja expuestas las señales de localización 

nuclear del dímero y éste viaja al núcleo, donde interacciona con los elementos reguladores de NF-κB en los 

promotores de diversos genes que se traduce en la trans-activación de los mismos. En la vía alternativa, NEMO 

no es absolutamente indispensable en la activación del factor de transcripción.  
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de los animales y de la colitis [629-631], así como en modelos celulares [632]. 

Por otro lado, la expresión, así como el estado de activación de NFκB, se 

encuentran incrementados en biopsias humanas de pacientes con EII [629, 

633]. Aunque la inducción en la producción de mediadores proinflamatorios 

como consecuencia de la activación de NFκB a nivel de células epiteliales 

intestinales es un hecho demostrado [634], en los últimos años se ha 

descubierto un posible papel protector en la activación de dicho factor de 

transcripción en el epitelio intestinal, ya que su inhibición provoca un 

empeoramiento de la EII en modelos experimentales con ratones transgénicos 

[635, 636].  

5.2. Mitogen-activated protein kinasas (MAPK). 

 

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 regulación llevada a cabo por p38 sobre la 

respuesta a citoquinas y mediadores proinflamatorios es relevante [637]. La 

inhibición de la fosforilación llevada a cabo por la kinasa p38 da lugar a la 

reducción en la producción de citoquinas por parte de macrófagos [638], y ha 

Figura 3: Cascada de fosforilación y kinasas implicadas en la activación de MAP-kinasas. 

La familia de MAPk está compuesta por una serie proteínas intracelulares con actividad 

kinasa y cuya regulación se basa igualmente en estas reacciones de fosforilación. El estrés 

físico, algunas citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento activan estas vías 

mediante la actividad de las kinasas de MAPk que se encuentran corriente arriba en la vía. 

Puede considerarse como una cascada de tres reacciones de fosforilación, 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. 
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demostrado ser eficaz en varios modelos animales de inflamación [639]. La 

activación 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, macrófagos y linfocitos [640, 641]. Además, el uso de inhibidores 

de JNK sólo parcialmente específicos supone una mejora en modelos 

experimentales de colitis por DSS [640, 642]. 

5. 3. JAK-STAT. 

 

La interacción de una citoquina con su receptor desencadena una serie de 

modificaciones a nivel citoplasmático y nuclear que constituyen la vía de 

señalización de dicha citoquina. El complejo JAK/STAT participa en dicho 

proceso. La participación de los distintos miembros de la familia STAT en la 

respuesta a citoquinas es específica en algunos casos, como STAT-1 e IFN-γ, 

STAT-4 e IL-12 o STAT-6 e IL-4; pero no siempre es así, 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 modulación de la actividad de 

STAT y la consecuente aparición de inflamación intestinal en modelos animales 

ha demostrado la participación de dicha vía en la EII, aunque dicha modulación 

depende de la subunidad concreta de STAT y de la citoquina implicada en su 

activación [643, 644].  

 

 

Figura 4: Activación de la via JAK/STAT. JAK se encuentra asociado al lado 

citoplasmático del receptor, y cuando se une el ligando del mismo y se 

produce la dimerización del receptor, JAK sufre un proceso de 

transfosforilación que implica su activación. JAK en su estado activado 

fosforila residuos de tirosina del receptor, lo que supone la unión de STAT, 

que va a sufrir igualmente un proceso de fosforilación que le permite la 

formación de dímeros de STAT que van a quedar libres para viajar al núcleo. 
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5.4. PPAR-γ. 

Con una gran importancia en la fisiología del adipocito y en el proceso de 

sensibilidad a la insulina, PPAR-γ 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 modulación de la transcripción de diferentes genes [645, 

646].  Una vez activados, PPAR-γ forma dímeros 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-γ, en modelos de colitis en animales [647]. 

Igualmente, se están llevando a cabo los primeros ensayos clínicos con 

rosiglitazona y asociaciones de la misma con ácido 5-aminosalicílico (5-ASA) en 

el tratamiento de la EII [648].  

6. Modelos experimentales de EII. 

Los modelos experimentales se diseñan con unas condiciones genéticas 

(especie, raza y cepa) y ambientales (condiciones mantenimiento durante el 

protocolo de experimentación) controladas, lo que permite el estudio de los  

múltiples procesos y mecanismos que dan como resultado la EII. Sin embargo, 

no existe hoy en día un solo modelo que sea capaz de reproducir de forma 

exacta la enfermedad inflamatoria intestinal en humanos. 

Según 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 categorías fundamentales y en otras categorías accesorias o secundarias: 

a) Merma en la actividad de linfocitos T reguladores: modelo de 

transferencia CD4+ CD45RBhigh; ratones deficientes en IL-10; modelo 

de transferencia de médula ósea o transgénicos para la cadena ξ del 

TCR (ξ26); ratones deficientes para la cadena alfa del receptor de 

células T o TCR (receptor de células T); ratones deficientes de TGF-β. 

b) Excesiva respuesta efectora por parte de células T: ratones 

transgénicos STAT-4; ratones transgénicos IL-7; ratones knock in para 

TNF-α; ratones deficientes en A-20; transgénicos para la proteínas B7 

relacionado con Fc; ratones transgénicos para el ligando de CD40; 

modelos espontáneos de colitis (ratones C3H/HeJBir; ratones 

SAMP1/Yit). 

c) Perturbaciones a nivel del epitelio: ratones deficientes en mdr1a; 

ratones mutantes quiméricos para N-caderina doble negativo; ratones 

deficientes en Gα12; ratones deficientes en el ITF; ratones deficientes 

en keratina-8; modelos químicos 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 ácido trinitro-bencenosulfónico en ratas (TNBS): puede 

considerarse en cierto modo un modelo híbrido, ya que aunque el daño se 

provoca mediante la administración de un agente químico que va a inducir una 

lesión a nivel del epitelio intestinal, también conlleva un exceso en la reacción 

inmune mediada por células T. A pesar de esta consideración, se engloba dentro 

de categoría 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 inflamación transmural, pérdida de peso y diarrea, y 

una respuesta de tipo Th1 exacerbada dirigida por niveles elevados de IL-12 

[649]. La inducción de la colitis en roedores se lleva a cabo mediante la 

administración en forma de enema de una solución de TNBS en etanol al 50%. 

Previamente, Morris y colaboradores pusieron de manifiesto la importancia del 

vehículo de dicho preparado intrarrectal, es decir la solución 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 reacción inflamatoria regulada por células T y 

B, actuando como hapteno al unirse de forma covalente a péptidos propios. La 

administración de una dosis única da lugar a una necrosis aguda de la pared 

colónica debido al estrés oxidativo, seguida de una inflamación de la mucosa, 

caracterizada por la producción de citoquinas de tipo Th1 [651]. En la mayoría 

de los casos, la cronicidad en este modelo sólo se consigue a través de un 

protocolo con administraciones repetidas y periódicas, o mediante un proceso de 

presensibilización y se caracteriza por la producción de IL-2 e IL-17 [652]; 

aunque se habla de tres tipos de modelos, agudo, estable y crónico, las 

condiciones no están sistemáticamente definidos hasta la fecha. En esta reacción 

inflamatoria, la mucosa va a presentar un infiltrado caracterizado por la 

presencia de linfocitos T CD4+ que liberan grandes cantidades de IFN-γ 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 Th1 desarrollada en 

este modelo, lo cual queda demostrado en un experimento en el que la 

administración oral de TNBS previa a la inducción de la colitis inhibe el desarrollo 

de la enfermedad, debido a la inducción de células CD4+ reguladoras en la 

lamina propria con capacidad para producir TGF-β [653, 654].  

Colitis por sulfato de dextrano sódico (DSS): en este modelo descrito 

por Okayasu en 1990 [655] la inflamación colónica se consigue mediante la 

administración en el agua de bebida de un polímero sintético, el sulfato de 

dextrano sódico 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. Además del modelo agudo, en el 

que se lleva a cabo un solo ciclo, podemos conseguir una colitis crónica 
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mediante la repetición de ciclos, ya que la enfermedad puede mantenerse en el 

tiempo. Este modelo crónico puede dar lugar en úlitmo término a la aparición de 

cáncer colorrectal mediante la asociación del DSS a un agente carcinógeno 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 lesión extensiva, depleción completa 

de las criptas y una regeneración lenta del epitelio colónico. En el modelo de 

inflamación aguda, los animales experimentan diarrea, sangrado rectal y pérdida 

de peso; mientras que desde el punto de vista histopatológico se observa un 

daño a nivel de las criptas y de las células epiteliales, infiltración de granulocitos 

y células mononucleares, edema tisular y ulceraciones. La inflamación colónica, 

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 

macrófagos, como IL-1β, IL-6 y TNF-α, y la flora bacteriana comensal [658]. En 

cambio, en la fase crónica se ha demostrado la participación de linfocitos CD4+ 

en zonas de curación, los cuales producen IFN-γ e IL-4 [659]. De este modo, 

aunque las alteraciones producidas se asemejan a la colitis ulcerosa, es decir, 

una respuesta de tipo Th2 [660, 661], los últimos datos indican una respuesta 

mixta Th1/Th2. 

7. Tratamiento de la EII. 

La etiología, al menos parcialmente desconocida, de la EII impide el 

establecimiento de una estrategia terapéutica específica frente a una diana 

farmacológica etiopatogénica en su manejo. Así, en la práctica clínica se 

emplean varios fármacos que pertenecen a diferentes grupos farmacológicos y 

que poseen o desarrollan una acción con un carácter inespecífico. El abanico de 

posibilidades terapéuticas es cada vez más amplio, aunque ninguno de los 

principios activos usados actualmente es eficaz ni seguro de forma universal, por 

lo que la investigación en este campo es muy intensa.  

7.1. Aminosalicilatos. 

El ácido 5-aminosalicílico (5-ASA), también llamado mesalazina, y diversos 

fármacos 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 útiles, en concreto, en la 

inducción y en el mantenimiento de la remisión en CU, siendo menos útil en el 

caso de EC [663]. Dicho efecto depende de la porción 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 útil 

en la EC que se manifieste en el intestino delgado. Para evitar este problema, se 

han desarrollado formas de liberación controlada de mesalazina. 
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Nombre genérico Especialidad Liberación del 5-ASA 

Sulfasalazina Salazopirina Colon 

Olsalacina Rasal Colon 

Mesalacina 

Claversal Íleon (pH>6) 

Lixacol Íleon distal y colon (pH>7) 

Pentasa (microgránulos) Intestino delgado y colon 

 

 

Aunque no está completamente dilucidado, el mecanismo del efecto 

antiinflamatorio de los aminosalicilatos no se debe fundamentalmente a la 

modulación de síntesis de prostaglandinas, como ocurre en el caso de los 

salicilatos [666, 667]. El mecanismo parece residir en la alteración del factor de 

transcripción NFκB y la consecuente modificación en la producción de 

determinados mediadores inflamatorios como citoquinas, moléculas de adhesión 

o enzimas. Así, aminosalicilatos como la sulfasalazina bloquean la actividad NFκB 

mediante la inhibición de la degradación de IκBα [668-670], mientras que la 

molécula de 5-ASA en su forma libre impide la fosforilación de RelA [671]. A 

esto ha de sumarse la capacidad para eliminar ROS y la inducción de la 

apoptosis [672-676]. Por otro lado, los aminosalicilatos pueden poseer 

mecanismos que contribuyen al efecto antiinflamatorio y que son independientes 

de la porción 5-ASA, como el bloqueo de la unión de receptores de citoquinas in 

vitro ejercido por la sulfasalazina [677] o la olsalazina [678]. Otros efectos son 

la inhibición de la producción de leucotrienos quimioatrayentes en CU por parte 

de 5-ASA [679]; o la capacidad de protección frente al daño celular y a la 

apoptosis inducida por estrés oxidativo ejercida por los aminosalicilatos sobre el 

epitelio intestinal [680, 681] y el aumento de la proteína de choque térmico 

[682]. El efecto final será una reducción en el tráfico leucocitario [683]. 

Los aminosalicilatos, y por tanto el 5-ASA, actúan tópicamente en el intestino 

en el caso de la EII, y su eficacia depende de la concentración alcanzada en el 

lumen [684-686]. Para ello, el fármaco ha de llegar intacto al lugar de la 

inflamación, es decir, al intestino, normalmente en una región distal 

(íleon/colon). Aunque la administración rectal en forma de supositorio o enema 

es una opción, las dos estrategias principales en este caso son la formulación en 

formas de liberación controlada que contienen el 5-ASA unido a resinas que lo 

liberarán a un determinado valor de pH o bien de forma gradual; o la síntesis de 

moléculas que contienen la porción 5-ASA unida a otras moléculas mediante un 

enlace de tipo azo, que será degradado por las bacterias intestinales gracias a la 

actividad azo-reductasa que éstas poseen. Todo esto es necesario para impedir 

la abosorción prematura del 5-ASA. En ambos casos, la mayor parte de la 

fracción 5-ASA será liberada a nivel del íleon terminal o el colon (o a nivel del 

intestino delgado, en el caso de ciertas formulaciones de liberación controlada o 

sostenida) y por tanto la concentración sistémica es menor. La metabolización 

del 5-ASA se efectúa mediante N-acetilación por parte de la enzima N-

Tabla 2: Fármacos y especialidades farmacéuticas de aminosalicilatos utilizados 

en el tratamiento de la EII. 
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acetiltransferasa-1 a nivel del epitelio intestinal [687, 688], seguida por una 

conjugación de fase II con ácido glucurónico en el hígado. 

Los aminosalicilatos son fármacos bien tolerados, y los efectos adversos 

ligados a la fracción 5-ASA son moderados y reversibles: mareos, fiebre, dolor 

de cabeza, dolor abdominal, náuseas o erupciones cutáneas [689, 690]. Existen 

ciertos efectos adversos propios de la sulfasalazina debidos a la porción de 

sulfapiridina, como oligospermia [691] o deficiencia de folato [692]. Existen 

otros efectos adversos más graves, pero poco frecuentes; así 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 concentración de 5-ASA al lugar de acción. Según esto, los 

supositorios, geles, espumas, y enemas de 5-ASA se emplean en proctitis o 

proctosigmoiditis o en el control de la enfermedad que atañe al colon distal en 

casos de pancolitis. En casos de CU con mayor extensión a lo largo del intestino 

grueso se emplearán las formas de liberación modificada o las moléculas con 

enlaces de tipo azo. Y en casos de EC que afecta al intestino delgado, puede ser 

útil la preparación en la que se produce una liberación gradual de 5-ASA 

(Pentasa). En cualquier caso, siempre ha de emplearse la mayor dosis tolerada, 

disminuyéndola en casos de enfermedad quiescente o período de remisión. 

7. 2. Glucocorticoides. 

Los glucocorticoides son moléculas sintetizadas mediante la sustitución sobre 

la estructura del esteroide natural cortisol, siendo la prednisolona y su 

profármaco la prednisona, junto con la 6-metil prednisolona los más empleados 

en el tratamiento de la EII, aunque las preparaciones a base de budesonida 

también se utilizan bastante, ya que este fármaco  sufre un rápido fenómeno de 

primer paso, y su baja biodisponibilidad (10-20%) permiten la llegada de una 

menor cantidad a la circulación sistémica y minimizando las reacciones adversas, 

al menos cuando se utilizan dossi bajas. Otra opción para disminuir la aparición 

de efectos adversos es la administración tópica en forma de supositorios, 

enemas o espumas.  

Los glucocorticoides en cantidades suprafisiológicas ejercen efectos 

antiinflamatorios e inmunosupresores [695, 696]. Estos esteroides se introducen 

en la célula por difusión para unirse al receptor de glucocorticoides 

citoplasmático, que está unido a la proteína de choque térmico de 90 kDa. El 

complejo formado sufre una serie de cambios conformacionales que permiten la 

liberación del glucocorticoide unido al receptor de la citada proteína, permitiendo 

así la translocación al núcleo, donde el complejo interacciona a través del 

dominio dedo de zinc con los elementos de respuesta a glucocorticoides de 

múltiples genes, modulando así la transcripción de los mismos. Además, los 

receptores de glucocorticoides activados pueden interaccionar con otros factores 

de transcripción en el núcleo y modularse entre ellos de forma recíproca. Entre 
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los genes modulados se encuentran muchos que codifican proteínas con un claro 

papel en la respuesta inmune y por tanto, en la inflamación, y de ahí se deriva 

su efecto antiinflamatorio en la EII. Se produce una desviación hacia una 

respuesta de tipo Th2, un aumento en la producción de citoquinas 

antiinflamatorias como TGF-β e inhibición de la producción de citoquinas de tipo 

Th1, de moléculas de adhesión y de enzimas implicadas en la reacción 

inflamatoria. 

La administración prolongada conlleva la aparición de efectos adversos de 

diverso tipo: metabólicos, inmunitarios, cardiovasculares, cutáneos, 

osteoarticulares, hormonales, neuropsiquiátricos u oculares. El riesgo se 

incrementa conforme aumenta la duración de exposición al fármaco 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 alcohólica o el riesgo elevado de osteoporosis [698, 699]. En 

el caso de la osteoporosis, las medidas de prevención incluyen el calcio y la 

vitamina D, los estrógenos en las mujeres menopáusicas y los bisfosfonatos. 

La dosis ideal de glucocorticoides en CU o EC no está establecida 

sistemáticamente, porque la experiencia individual determina la práctica clínica 

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 vía intravenosa en los casos graves) para promover la 

remisión y reducir los casos mortales en la CU severa [700]. Tras la respuesta al 

tratamiento, la dosis será disminuida gradualmente hasta la retirada del fármaco 

para evitar efectos adversos por el tratamiento prolongado o la supresión del eje 

hipotálamo-hipófisis-suprarrenal, utilizando la terapia alternante cuando sea 

adecuada. En cualquier caso, un porcentaje elevado de los que responden 

necesitan cirugía al año. La administración 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 fenómeno de resistencia o refracteriedad al efecto antiinflamatorio 

de los glucocorticoides, mediado por un mecanismo molecular aún desconocido. 

Así, en estos pacientes no se consigue una remisión de la enfermedad activa. 

Otro aspecto importante en la utilización 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 

reactivación de la enfermedad cuando se procede a la supresión paulatina del 

tratamiento. Estas dos características de los glucocorticoides suponen una 

limitación en su utilización en la práctica clínica. 

7.3. Azatioprina y 6-mercaptopurina. 

La 6-mercaptopurina y su profármaco la azatioprina son antimetabolitos 

púricos que se utilizan en el tratamiento del cáncer y que han demostrado 

propiedades inmunosupresoras. El metabolismo del fármaco puede llevarse a 
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cabo por tres vías 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 nucleótidos 6-tioguanina, que son los 

metabolitos activos [702]. Estos productos se acumulan intracelularmente e 

impiden la síntesis de purinas y ácidos nucleicos y la reparación del ADN, lo que 

conlleva una inhibición de la división y proliferación celular, siendo éste el 

mecanismo probable de su acción inmunosupresora. 

En cuanto a la farmacocinética, la 6-mercaptopurina y su profármaco son 

rápidamente eliminados del plasma, mientras que los nucleótidos de 6-

tioguanina que se acumulan intracelularmente presentan una vida media de 

eliminación de varios días [703]. El comienzo del efecto necesita un período de 

varias semanas debido al tiempo necesario para alcanzar una estabilidad en la 

cinética de los nucleótidos de 6-tioguanina, por lo que durante ese tiempo es 

necesario un tratamiento con otros fármacos para paliar los síntomas agudos. La 

biotransformación 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 categorías: alergias, que se 

manifiestan con pancreatitis, fiebre, erupciones, náuseas, diarrea o hepatitis; o 

toxicidad relacionada con la dosis que puede dar lugar a depresión a nivel de 

médula ósea y leucopenia, anemia o trombocitopenia, con un mayor riesgo de 

infecciones oportunistas o neoplasmas. El incremento en el riesgo de padecer 

cáncer no está confirmado. 

La eficacia de estos fármacos depende de la cantidad de nucleótidos 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 enzimática en los pacientes que van a 

someterse a dicho tratamiento es interesante, planteándose incluso la opción 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 amplía su empleo a casos de 

enfermedad extensa (más allá del colon), a la prevención de recurrencias tras la 

resección quirúrgica y al mantenimiento de la remsión. 

7.4. Metotrexato. 

Otro fármaco empleado en el tratamiento del cáncer es el metotrexato, cuya 

estructura es análoga a la del ácido fólico y por tanto actúa como sustrato de la 

enzima sintasa de folilpoliglutamato, que adiciona restos de ácido glutámico a 

dicho compuesto [705], lo que favorece la retención del metotrexato a nivel 

intracelular e incrementa la afinidad del fármaco para unirse a diversas enzimas 
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diana [706, 707]. El metotrexato actúa 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 vía metabólica del ácido fólico [708, 709]. Globalmente, pues, el 

metotrexato impide las reacciones sintéticas dependientes de ácido fólico. El 

efecto antiproliferativo y citotóxico responsable del uso del metotrexato en el 

cáncer a dosis elevadas no es el responsable fundamental del efecto 

antiinflamatorio, sino que éste se debe a la inducción de apoptosis de linfocitos T 

y la inhibición de la activación de los mismos. Su acción es más rápida 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 administración semanal por vía 

subcutánea es la más utilizada. Así, es rápidamente eliminado en su forma 

original a nivel renal, mientras que los metabolitos poliglutamados se acumulan 

intracelularmente en diferentes tejidos, incluida la mucosa intestinal. La 

exposición prolongada al fármaco puede ocasionar toxicidad, siendo los efectos 

adversos clasificados en tres categorías: efectos antiproliferativos relacionados 

con la dosis en médula ósea, epitelio intestinal y folículos pilosos; reacciones 

idiosincrásicas de hipersensibilidad o de tipo alérgico; y daño hepático debido a 

los efectos acumulativos de la exposición prolongada. La aparición de los 

primeros determina la necesidad de disminuir la dosis y de la coadministración 

de ácido fólico [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 expresión de la enzima diana, o a incremento en la 

salida del fármaco desde el medio intracelular [711].  

7.5. Ciclosporina y tacrólimo. 

Estas dos moléculas con diferente origen comparten un mecanismo 

inmunosupresor similar, ya que se unen a proteínas citoplasmáticas dando lugar 

a complejos que inhiben a la calcineurina fosfatasa por la que se impide la 

activación del factor nuclear de células T activadas (NFAT), que regula la 

transcripción de citoquinas relevantes en la activación de los linfocitos T, IL-2 e 

IFN-γ [712], bloqueando la activación de dichas células inmunes.  

La pobre absorción de la ciclosporina determina su formulación farmacéutica 

en forma de microemulsión, mientras que el tacrólimo es menos dependiente de 

la presencia de bilis para su absorción y es más potente que la anterior. Ambos 

presentan un estrecho margen terapéutico, con aparición de nefrotoxicidad, así 

como infecciones oportunistas y procesos malignos. Su uso debe restringirse a 

pacientes seleccionados de forma concomitante al inicio de otros 

inmunosupresores más seguros, con un seguimiento de los niveles sanguíneos 

para la dosificación y monitorización de la posible toxicidad. Así, esta opción 
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terapéutica debe considerarse como un período de transición hacia el 

tratamiento con otro inmunosupresor con un mejor perfil de seguridad. 

7. 6. Agentes biológicos o terapia biológica. 

Los avances biotecnológicos de los últimos años han permitido el desarrollo 

de posibles dianas terapéuticas en la EII, y en otras enfermedades inflamatorias 

de carácter crónico como la artritis reumatoide, obtenidas por técnicas de 

biología molecular. La mayoría de estos fármacos pueden ser considerados 

“agentes biológicos” o “terapia biológica”, materiales biológicos o modificadores 

de la respuesta biológica, como genes, células, tejidos, vacunas, sueros, y 

agentes humorales. La principal diferencia con respecto a los tratamientos o 

fármacos tradicionales es la interferencia con una diana única, lo que hace que la 

eficacia de dichas moléculas refleje la importancia patogénica de la diana en 

cuestión. Tres grupos pueden establecerse dentro de la terapia biológica:  

- neutralización de citoquinas proinflamatorias: concretamente, TNF-α, 

IL-1β [713], o el eje IL-12/IL-18/IFN-γ. El grupo más ampliamente 

estudiado es el formado por las moléculas que interfieren con las 

acciones biológicas del factor de necrosis tumoral o TNF (ver más 

adelante).  

-  aplicación de citoquinas antiinflamatorias: fundamentalmente la 

administración de IL-10 [714, 715] o de IL-11 recombinante humana. 

- interferencia con la activación celular o el tráfico celular: diversas 

estrategias se recogen en este punto, como los anticuerpos anti-CD4, 

con resultados poco prometedores, debido a su toxicidad; anticuerpos 

anti-α4 [716]; inhibibores de vías de transducción de señal, 

fundamentalmente MAPkinasas, como el SB203580, que inhibe p38, o 

NFκB, mediante diversas estrategias como el bloqueo de la degradación 

de IκB o de la producción de p65. 

Terapia anti-TNF-α: Dentro de este grupo terapéutico para la EC existen 

moléculas sintéticas con actividad anti-TNF-α, que se van a unir a dicha 

citoquina en su forma soluble o unida a la membrana lo que impide la unión a su 

receptor, y por tanto la ejecución de sus actividades biológicas [717-721]. El 

infliximab es un anticuerpo quimérico monoclonal de humano y ratón; el CDP571 

es un anticuerpo monoclonal humanizado; y el etanercept es una proteína 

recombinante humana de fusión 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 útil en 

pacientes que producen anticuerpos frente al infliximab. 

Los principales efectos adversos son el desarrollo de reacciones en la infusión 

(con infliximab especialmente) y la inducción de anticuerpos. El más empleado 

en el caso de EC es el Infliximab, que se emplea en la inducción de la remisión 
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en pacientes con EC moderada y que son resistentes a tratamientos 

convencionales, siendo muy útil en el cierre de fístulas. La administración se 

repetirá de forma periódica para mantener el estado de remisión de la 

enfermedad. También es útil en el período 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 más de 

2-4 meses.  

Además de las moléculas con capacidad de unión a TNF-α citadas 

anteriormente, se han planteado otras estrategias terapéuticas relacionadas que 

se encuentran en proceso de investigación. Entre ellos, los inhibidores de TNF-α 

de pequeño tamaño molecular, como los inhibidores de fosfodiesterasas [722-

727], la talidomida [728-731] o los inhibidores de la enzima convertidora de 

TNF-α [732]. 

7. 7. Terapia génica. 

La terapia génica consiste en la introducción de un gen activo y funcional en 

células somáticas con el fin de expresar o inhibir en ellas una proteína 

terapéutica, mediante el empleo de un vector vírico [733-737]. Otro ejemplo son 

los oligonucleótidos antisentido frente a ICAM-1, como el ISIS 2302, cuyos 

efectos no han podido ser confirmados [524]. La investigación clínica 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 clínica 

aceptable. 

Una vez expuesto el arsenal terapéutico disponible en la actualidad para la 

EII, a continuación se exponen los algoritmos en el tratamiento de EC y CU de 

forma independiente.  

 

A pesar del amplio abanico de fármacos empleados en el tratamiento de la 

EII, las opciones terapéuticas disponibles en la actualidad no son totalmente 

Figura 5: algoritmo de tratamiento en la EC. 
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satisfactorias. En primer lugar, no existe ningún fármaco específico para el 

tratamiento de esta enfermedad, sino que se utilizan fármacos con carácter 

antiinflamatorio o inmunosupresor y que, por tanto, van a suprimir la respuesta 

inmune y las vías 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 farmacológicos empleados se 

caracterizan por un amplio espectro de reacciones adversas; y en  algunos 

casos, como en el de los glucocorticoides, dan lugar a fenómenos de 

dependencia. Además, existen situaciones en las que los pacientes no responden 

a un determinado fármaco, o incluso se hacen refractarios al mismo. Por todo 

ello, la farmacología de la EII es un campo de intensa investigación y la 

búsqueda de nuevas opciones terapéuticas con un mejor perfil de toxicidad está 

totalmente justificada.  

La EII ha sido relacionada con la pérdida de masa ósea y fenómenos de 

osteopenia y osteoporosis. La explicación a esta asociación ha de basarse no 

sólo en la genética, sino también en determinadas situaciones que caracterizan a 

la enfermedad en cuestión como la inflamación sistémica, la malnutrición 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]. Además de la escsa toxicidad, el posible efecto antiinflamatorio de 

los bisfosfonatos, junto con su eficacia en las alteraciones del hueso, podría dar 

lugar a una opción terapéutica interesante en la EII.  

Figura 6: algoritmo de tratamiento en la CU. 
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II. Prenilación. 

1. Generalidades. 

La prenilación es un proceso postraduccional en el que la estructura de las 

proteínas sintetizadas es modificada mediante la incorporación de restos lipídicos 

de tipo isoprenoide, fundamentalmente de dos tipos, el farnesilpirofosfato (FPP) 

y el geranilgeranil pirosfosfato (GGPI). Como consecuencia de esta modificación 

estructural, las proteínas preniladas poseerán comportamientos diferentes en 

relación a procesos celulares fundamentales, como el anclaje de dichas proteínas 

a la membrana o la interacción con otras proteínas y en consecuencia sobre 

funciones como el crecimiento celular, la diferenciación, la función del 

citoesqueleto y el tráfico vesicular. La síntesis de estos restos isoprenoides se 

realiza a través de la vía del mevalonato. Una vez sintetizados, se unen de 

forma covalente a residuos de cisteína próximos al extremo N-terminal de la 

estructura de las proteínas de la superfamilia de las proteínas G, entre otras 

[743]. Dentro de estas proteínas G existen dos subtipos, las proteínas G 

heterotriméricas y las llamadas proteínas GTP-asas de pequeño tamaño 

molecular, que son proteínas monoméricas que constituyen probablemente el 

sustrato más importante del proceso de prenilación [744]. 

 

 

La prenilación de proteínas se descubrió en la década de los 80 como una 

modificación que sufrían las proteínas G de pequeño tamaño molecular y que era 

Figura 7: proceso de prenilación de proteínas. 
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crítica para su función y localización [745]. En la actualidad se sabe que dentro 

del abanico de proteínas en el ser humano, alrededor de 300 sufren el proceso 

de prenilación [746], participando dichas proteínas en diversas vías de 

transducción de señales relacionadas con el crecimiento celular, la 

diferenciación, la función del citoesqueleto y el tráfico vesicular. El proceso de 

prenilación se debe fundamentalmente a la acción de dos enzimas, la farnesil 

transferasa (FTasa) y las geranilgeranil transferasas I y II (GGTasas), que 

catalizan la incorporación de restos farnesilo y geranilgeranilo, respectivamente 

[746, 747], aunque se han descrito fenómenos de prenilación cruzada que 

ponen de manifiesto que existen casos en los que no se respeta la especificidad 

de sustrato de dichas enzimas [743, 748].  

Además de la prenilación, existen otros dos procesos postraduccionales que 

se producen sobre las proteínas y que son llevados a cabo por la endoprotesas 

Rce-1 y la s-adenosilmetiona-dependiente carboximetilasa [749, 750]. El 

significado funcional de la prenilación consiste en la modificación de las 

propiedades de las proteínas preniladas en cuanto a su capacidad para unirse a 

las membranas, aunque en este sentido otros procesos de incorporación de 

restos lipídicos a la estructura proteica también pueden ser importantes, como la 

palmitoilación o la miristoilación [751, 752]. 

2. Estructura y síntesis de isoprenoides. Vía del mevalonato. 

Los isoprenoides derivan de la estructura de cinco átomos de carbono del 

isopentenil difosfato (IPP) y de su isómero dimetilalil difosfato (DMAPP), que 

constituyen la estructura básica de este grupo de moléculas que se conoce como 

unidad isopreno. Las diferentes moléculas isoprenoides se forman mediante la 

unión de una o varias unidades de isopreno a este núcleo estructural. La síntesis 

Figura 8: Ruta del mevalonato 



Introducción. 

 

43 
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII. 

de estas moléculas hidrofóbicas se realiza a través de la vía 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 

prenilación de proteínas, el FPP derivado del IPP, de 15 átomos de carbono; y el 

GGPP, derivado del FPP con 20 átomos de carbono. Pero, además, la vía del 

mevalonato da lugar a la síntesis de otros lípidos no isoprenoides, como el 

colesterol. La regulación de la vía es importante para mantener un equilibrio 

entre la cantidad necesaria de isoprenoides y el exceso en la síntesis de 

colesterol. El paso limitante de esta ruta es la reacción 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 

función reguladora mediante un mecanismo de feedback negativo a través de 

SER-1 (aminotransferasa de fosfoserina-3). Por otro lado, existe otro mecanismo 

de regulación debido a una mayor afinidad por los productos de esta ruta 

biosintética por parte de las enzimas que sintetizan los restos no esteroides. Así, 

en una situaciones de escasez de funcionamiento de la ruta del mevalonato, los 

productos sintetizados se van a derivar hacia la producción de isoprenoides y no 

a la de colesterol [753]. La inihbición de la ruta del mevalonato implica una 

menor síntesis de isoprenoides y una inhibición, pues, de la prenilación. El 

acúmulo de proteínas no preniladas puede desepeñar un papel regulador sobre 

la ruta biosintética, además de modificar la función de esas proteínas que no 

pueden ser preniladas [754-757].   

3. Enzimas que participan en la prenilación. 

Los principales artífices de la prenilación son las preniltransferasas que 

catalizan la reacción de prenilación propiamente dicha, es decir, la incorporación 

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 prenilación, ya que permiten la síntesis de esos restos 

isoprenoides que posteriormente serán incorporados. Aunque todas las enzimas 

que participan en la ruta del mevalonato juegan un papel en la síntesis 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 obtención de FPP y el GGPP, 

respectivamente.  

La farnesildifosfato sintasa fue descrita por Lynen en 1959, como la enzima 

encargada de la síntesis del isoprenoide FPP. Para ello, cataliza una 

condensación secuencial de dos moléculas de IPP con dimetilalildifosfato 

(DMAPP), de manera que en la primera incorporación 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 último 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 

particpiación de Mg2+ como activador se forma un carbocatión alílico que atrae 

electrofílicamente a un C de la molécula de IPP lo que da lugar a  la formación 

de un enlace C-C y por tanto, a la unión entre IPP y DAMPP para formar el GPP, 

que será liberado del sitio activo [760-762]. Su localización ha sido descrita en 

el citosol [763], mitocondria [764, 765], peroxisomas [766] y cloroplastos 

[767]. Su estructura se basa en un homodímero de unos 80 kDa [768-771], 

cuya  estructura se caracteriza por la existencia de un hueco llamado “hueco 

para la síntesis de terpenoides” y por la disposición constituida por diez hélices 

alrededor de una cavidad central. El sitio activo de cada subunidad se orienta 

hacia el exterior y en dirección opuesta a la otra subnidad que compone el 

dímero, de forma que ambos están disponibles para la unión al sustrato, por lo 

que cada enzima posee dos sitios de unión. A su vez, dentro de cada sitio de 

unión existe un lugar de acomodación para el sustrato (GPP, DAMPP, o FPP) en 

la región FARM (first aspartate-rich motif), y otro para IPP en SARM (second 

aspartate-rich motif) [772, 773]. En los últimos años se ha descrito la 

interacción entre las dos subunidades del dímero, demostrándose que éstas no 

actúan como dos elementos independientes [774]. Los mecanismos de 

regulación de la enzima son aún poco conocidos.  

La geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS) es una preoteína de 34 kDa 

que cataliza la condensación de FPP con IPP para dar lugar a la formación de 

GGPP, sustrato de la geranilgeranilación. Aunque su estructura con seis dominios 

es diferente a la de FPPS, comparte ciertos dominios con ella, lo que permite la 

actividad enzimática en cuestión, muy similar a la anterior. La principal 

diferencia radica en la zona próxima a la región FARM, ya que los aminoácidos 

en las posiciones cuarta y quinta antes de esta región determinan la longitud del 

producto sintetizado por FPPS y GGPPS [773, 775-779]. Esto se explica porque 

la existencia de aminoácidos de menor tamaño en esa localización permite la 

permanencia en el sitio activo del producto sintetizado, lo que implica una 

posterior elongación, y por tanto, la longitud de la cadena sintetizada será 

mayor. Su distribución ubicua pone de manifiesto la importancia del GGPP en el 

organismo [780, 781]. 

La enzima responsable de la farnesilación, farnesiltransferasa (FT), posee 

dos sitios de unión, 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 proteína que va a someterse a la prenilación [748]. Así se crea un enlace 

tioéter entre el isoprenoide y un resto de Cisteína en el motivo CAAX, en el cual 

A representa un aminoácido alifático de pequeño tamaño. El zinc actúa como ión 

catalizador [782-785] y se une a la proteína mediante el grupo tiol de alguno de 

los aminoácidos de la región CAAX [786], pero no participa en la unión a FPP. 

Para la acción de la enzima la proteína ha de presentar un resto de valina o de 

leucina en la posición del segundo aminoácido alifático de CAAX [787]. El 
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aminoácido localizado en X determina el tipo de isoprenoide que va a ser 

incorporado, de manera que sólo 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 

lipídicos de mayor longitud [788, 789]. 

 

La familia de geranilgeraniltransferasas está compuesta por dos tipos de 

enzimas, la PGGT GGT tipo I y la RGGT o GGT tipo II. La GGT-I es un 

heterodímero y está ampliamente relacionada con la FT, tanto a nivel estructural 

ya que comparten la subunidad α, como funcionalmente. En cuanto a la función, 

cataliza la misma reacción de incorporación de isoprenoides a restos de cisteína 

de proteínas con dominio CAAX, sólo que en este caso se trata de GGPP y no de 

FPP. Esto viene determinado, como se ha expuesto anteriormente, por el tipo de 

aminoácido terminal (X) [790]. Sin embargo, la GGT-II es diferente. El 

heterodímero en cuestión se caracteriza por una subunidad β que constituye el 

sitio de unión a la molécula lipídica en forma de barril, similar a la FT; mientras 

que la subunidad α está formada por un dominio helicoidal similar al de FT, y dos 

dominios con una función desconocida, un dominio rico en leucina y un dominio 

de tipo inmunoglobulina [791]. Aunque en un principio se pensó que Rab era el 

único sustrato para GGT, lo cierto es que Rab no es suficiente para 

desencadenar la reacción catalizada por esta enzima, sino que es necesario la 

unión de una proteína llamada REP (Rab escort protein) y la consiguiente 

formación del complejo Rab:REP [792, 793]. La enzima presenta un lugar de 

unión a la molécula de GGPP, y cuando se produce esa unión incrementa la 

afinidad de la enzima para unirse al citado complejo proteico [794, 795]. La 

unión a dicho complejo da lugar a la incorporación de un resto de GGPP a la 

proteína Rab a través de un residuo de Cisteína en el extremo N-terminal [796], 

proceso que puede repetirse en el caso de un segundo resto de cisteína en la 

estructura proteica, aunque aún no se conoce si en esta segunda prenilación la 

enzima permanece unida a la proteína monoprenilada o se separa de ella para la 

siguiente incorporación. 

4. Proteínas G: GTP-asas de pequeño tamaño molecular. 

Las proteínas G constituyen uno de los principales sustratos de la 

prenilación. Su función biológica consiste en la transducción de señales 

Figura 9: Estructura tridimensional de la enzima 

farnesiltransferasa. Su estructura heterodimérica 

formada por las subunidades α (48 kDa) y β (46 

kDa) caracteriza a esta proteína, aunque la 

subunidad α también aparece en la estructura de la 

GGT-I. Ambas subunidades están compuestas 

mayormente por hélices α que dan lugar a una 

disposición característica en forma de media luna que 

envuelve a la subunidad β, con forma de barril o 

tonel con una grieta donde se localiza el sitio de 

unión a FPP y cuya profundidad determina la 

preferencia de dicha enzima para unirse a FPP y no a 

GGPP, en función de la longitud de estas moléculas. 

Igualmente, el sitio de unión con la proteína se 

localiza en la subunidad β, concretamente en la 

corona del barril cerca de la interfaz entre las dos 

subunidades.  
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extracelulares hacia el medio intracelular. Como se ha mencionado 

anteriormente, estas proteínas G pueden clasificarse en dos grupos: proteínas G 

y GTP-asas o proteínas G de pequeño tamaño molecular. Las primeras son 

heterotrímeros en los que la subunidad α se une al nucleótido de guanosina y 

son activadas mediante la unión de agonistas a receptores de tipo GPCR 

(receptor acoplado a proteína G), lo que da lugar a diversos segundos 

mensajeros como el calcio o el AMP cíclico [797-801]. Las proteínas G de 

pequeño tamaño molecular o “GTP-asas” en cuya activación se va a llevar a 

cabo el intercambio de GDP a GTP con el control de los factores de intercambio 

de nucleótidos de guanina o GEF. Aunque no son dos familias completamente 

independientes, ya que se ha demostrado que existe una interacción entre ellas. 

La superfamilia de proteínas G de pequeño tamaño también recibe el nombre 

global de superfamilia Ras, debido a que dicha proteína 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 unión a GTP. 

Está formada por más de 50 miembros en los organismos eucariotas, y dentro 

de ellas existen 5 subfamilias: Ras/Rap, Rho/Rac, Rab, Sar1/ARF y Ran, con 

diferentes funciones celulares [803]. La familia Ras/Rap controla la 

diferenciación y la adquisición del fenotipo final; Rho/Rac, la morfogénesis y los 

procesos dinámicos relacioandos con la actina y el microesqueleto (adhesión y 

migración celular); Rab, el tráfico vesicular y la expresión génica y liberación de 

mediadores en la respuesta inmune innata; Ran, la traslocación nuclear y el 

ensamblaje nuclear tras la mitosis; y Sar/Arf, la morfogénesis y la organización 

de los microtúbulos. A pesar de esta especificidad, en realidad existe una cierta 

redundancia en la función de esta familia proteica. Todas ellas actúan como 

“semáforos” en las vías de transducción de señales mediante el ciclo de 

intercambio entre las conformaciones unidas a GDP (inactivas) y a GTP (activas) 

[804-806]. De manera que en la conformación unida a GTP, las GTP-asas son 

capaces de transducir señales mediante la unión a proteínas efectoras, 

afectando así diversos procesos como la regulación del microesqueleto, 

transporte vesicular, la división, diferenciación, migración y adhesión celular. La 

regulación 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 proteínas G en su conformación inactiva, es decir, unida a GDP, 

para evitar su activación y están regulados por otras proteínas, los GDF (GDP 

dissolution factor). Una vez que la proteína queda libre de la unión a GDI, son 

activados los factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF), que 

catalizan la reacción del GDP a GTP lo que da lugar a la activación de la proteína 

G y así se ponen en marcha los mecanismos efectores que se encuentran 

corriente abajo en la cascada de señalización. Por último, el ciclo debe volver a 

su estado inactivo, para lo que las GAP (GTP-ases activating proteins) se unen a 

la GTP-asa aumentando así su capacidad enzimática para llevar a cabo la 

hidrólisis del GTP hasta GDP y la consiguiente liberación de un grupo fosfato 

[807-809]. En general, las GTPasas suelen formar parte de diversas vías de 
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transducción de señales, y van a permitir la comunicación entre el medio 

extracelular y la célula, más concretamente el núcleo, dando lugar a la 

modificación de la expresión génica, como en el caso de la vía MEK. 

5. Prenilación y patologías. 

La prenilación y las proteínas moduladas por dicho proceso han sido 

relacionadas con diversas enfermedades humanas. En el cáncer, se ha 

observado una mutación en la familia Ras en un porcentaje del 10 al 20% del 

total de casos en humanos, dichas mutaciones se traducen en una estabilización 

de la proteína 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 

proteínas farnesiladas, aunque no participan en el inicio de la transformación 

celular maligna, sí lo hacen en la progresión y mantenimiento de los tumores. 

También existen varios GEF asociados con el cáncer en humanos. Así, se plantea 

el potencial uso de los inhibidores de la FT como fármacos anticancerígenos 

[812, 813] y se están realizando ensayos clínicos 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 cáncer responden de 

igual modo.  

La prenilación 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 práctica clínica de 

varias de estas patologías [815]. Otras enfermedades en las que la prenilación 

podría ser importante son la phakomatosis pigmentovascularis y la enfermedad 

vascular. En el último caso, las estatinas constituyen un grupo terapéutico en el 

que la inhibición de la prenilación podría contribuir de forma indirecta al efecto 

beneficioso de las mismas sobre función endotelial, el estrés oxidativo y la 

inflamación a nivel cardiovascular, aunque hasta el momento no se conoce 

completamente si dichos efectos, pueden ser independientes de la reducción en 

la producción de colesterol o no. Todo apunta, no obstante, a la existencia de 

efectos derivados de la inhibición de la prenilación que no están relacionados con 

la reducción en los niveles de colesterol. Asimismo, las estatinas son agentes 

prometedores en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.  

6. Fármacos que inhiben la prenilación. 

La implicación de la prenilación y de las moléculas preniladas en procesos 

celulares y moleculares fundamentales sustenta la propuesta de la modulación 

de la misma como diana terapéutica relevante. La inhibición de la prenilación se 

puede realizar a diferentes niveles, actuando en distintos puntos en la ruta de 

síntesis de los restos isoprenoides o bien en la propia reacción de prenilación. 

Según esto, existen varios grupos de sustancias que, por diversos mecanismos, 

pueden desencadenar una menor tasa de prenilación, lo que conlleva una 

reducción en la cantidad de proteínas preniladas y, en ciertos casos, un acúmulo 

de los sustratos de la reacción de prenilación 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 específicos de la prenilación, el 

FTI-277 (inhibidor de la farnesil transferasa) y el GGTI-298 (inhibidor de la 

geranilgeranil trasnferasa). 

6.1. Estatinas. 

Las estatinas son fármacos empleados en el tratamiento de los trastornos 

metabólicos que dan lugar a niveles elevados de lípidos, y por tanto, en la 

farmacología cardiovascular [816, 817]. La reducción de los niveles plasmáticos 

de colesterol se consigue mediante un doble mecanismo: por un lado, las 

estatinas inhiben la enzima HMGCoA-reductasa, limitante en la vía biosintética 

del colesterol (vía del mevalonato) y por tanto, disminuyen su síntesis; como 

consecuencia, por un mecanismo de regulación del colesterol, se aumenta la 

expresión de los receptores de membrana para el colesterol-LDL, lo que supone 

una mayor captación de LDL hacia el interior de la célula y, por tanto, una 

disminuición de los niveles plasmáticos de colesterol. Además, como 

consecuencia de dicho mecanismo, también se va a inhibir la síntesis de 

productos isoprenoides, como el FPP o el GGPP, cuya síntesis tiene lugar en 

pasos intermedios dentro de la vía del mevalonato y que son claves en el 

proceso de prenilación de proteínas, [818]. La inhibición de este mecanismo 

postranscripcional va a afectar fundamentalmente a las proteínas GTP-asas de 

pequeño tamaño molecular, como la familia Rho o Ras, afectándose así diversos 

procesos a nivel de la pared vascular [819-822], pero también en leucocitos 

[823] y en el hueso [824]. 

En los últimos años se ha puesto de manifiesto la existencia de otros efectos 

ejercidos por las estatinas que son independientes de la modificación en los 

niveles de colesterol, y que pueden contribuir a la reducción en el número de 

eventos coronarios. Estos efectos no relacionados con la modificación del perfil 

lipídico de las estatinas se deben a la acción de dichas sustancias sobre el 

endotelio vascular y las células de músculo liso [825-827], así como los 

monocitos-macrófagos [828-831]. Dado la importancia del componente 

inflamatorio en la enfermedad cardiovascular, el carácter inmunomodulador de 

las estatinas es uno de los más relevantes para el desarrollo del efecto 

beneficioso de las mismas a este nivel [7].  

Relacionado con su carácter inmunomodulador, en los últimos años 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 sódico en ratón, como la simvastatina y 

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 

ácido trinitrobencenosulfónico, como en el caso de la simvastatina [3], o en 

menor medida, la fluvastatina [5], o en ratas sometidas a inflamación colónica 

por ácido acético, en el caso de la pravastatina [1]. Más allá de los efectos 
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inmunomoduladores relacionados con la fisiología cardiovascular anteriormente 

expuestos, los resultados in vitro demuestran la capacidad de inhibición de la 

simvastatina sobre el NFκB en células epiteliales intestinales, lo cual da lugar a 

una modulación de la producción de quimioquinas como la IL-8 [2], o la 

inducción de apoptosis [833]. Un estudio muy reciente demuestra la capacidad 

de la simvastatina y de los inhibidores de la geranilgeranilación para inhibir la 

diferenciación de células Th17, y aumentar la cantidad de células reguladoras 

CD4+Foxp3+ [834]. Por otro lado, todos estos efectos pueden explicar el carácter 

protector de ciertas estatinas como la pitavastina, fluvastatina y simvastatina en 

diversos modelos experimentales de cáncer de colon en ratón [833, 835, 836].  

6.2. FTI-277 y GGTI-298. 

Estas moléculas sintéticas han sido diseñadas como inhibidores específicos 

del proceso de prenilación, debido a la relevancia biológica del mismo. Su 

mecanismo consiste en la inhibición de las dos principales reacciones de 

prenilación. Así, el FTI-277 es capaz de inhibir la incorporación 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 investigación preclínica. 

La inhibición de la farnesilación se constituye como una diana terapéutica en 

el cáncer, ya que las proteínas Ras son sustratos de la enzima FT, y el papel de 

dichas proteínas en el desarrollo de cáncer ha sido científicamente avalado en 

los últimos años. En la actualidad, los FTI se encuentran en un estadío de 

investigación preclínica en fase III, con el fin de evaluar su posible utilización 

como anticancerosos. En un primer momento se ensayaron moléculas que 

pudieran competir con la proteína para unirse a la enzima, como tetrapéptidos 

conteniendo la región CAAX [837-839], aunque fueron reemplazados por 

péptidos en los que la porción alifática de la región CAAX era sustituida por 

benzodiazepinas o ácido aminometilbenzoico [840-842]. Otros FTI fueron 

diseñados para competir con el FPP [843-845]. Posteriormente, otras sustancias 

han sido obtenidas mediante screening molecular y posterior optimización 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 región CAAX de la proteína o 

los que lo hacen con los dos de forma simultánea (bisustratos); mientras que el 

segundo grupo puede ser subclasificado en péptidomiméticos o no 

peptidomiméticos. Estos compuestos se encuentran en diversos estadíos de la 

investigación preclínica, fase I, II o III.  

 Las mutaciones del gen de Ras que se asocian al cáncer provocan una 

constante activación de la proteína que desencadena una proliferación 

incontrolada. El mecanismo de acción de los FTI como anticancerosos se basa en 

la inhibición de la farnesilación de las proteínas Ras, lo que implica un bloqueo 
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de la vía de transducción de señal y por tanto un bloqueo en el crecimiento 

celular [812, 853, 854]. Los resultados preclínicos demustran que los FTI son 

capaces de inhibir el crecimiento de tumores [855, 856] y pueden desencadenar 

la activación de la apoptosis cuando se combinan con otra señal secundaria 

[857]. Por otro lado, la asociación de FTI con diversos agentes quimioterápicos 

supone una mayor inhibición del crecimiento celular y una potenciación de la 

respuesta apoptótica [858, 859]; además, los FTI permiten un aumento en la 

sensibilidad a la radioterapia [860]. Los datos de la investigación clínica son 

prometedores en cuanto al uso de los FTI como tratamiento único en las 

alteraciones malignas hematológicas, como leucemia aguda o crónica, o 

síndroma mielodisplástico [861]. Sin embargo, la aplicación como agentes únicos 

en el caso de tumores sólidos no está totalmente aceptada, existiendo datos 

interesantes sólo en el caso del tipifarnib en el tratamiento del cáncer de mama 

[862]. En cambio, los estudios basados en la asociación de los FTI con otros 

anticancerosos apoyan el empleo de estas sustancias incluso en el tratamiento 

de tumores sólidos, siendo especialmente importante la asociación con taxanos o 

antiestrógenos. 

De forma más tardía se han sintetizado inhibidores específicos de la enzima 

geranilgeraniltransferasa. Estas moléculas sintéticas son peptidomiméticos de 

tipo CVLL, de forma que compitan con los péptidos susceptibles de la sufrir la 

geranilgeranilación (región CAAX, siendo X un resto de leucina) por la unión a la 

enzima GGT-I. Éste 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 está relacionada con sus  

propiedades anticancerígenas. 

6.3. Bisfofonatos nitrogenados. 

Estos derivados del pirofosfato actúan en un paso intermedio en el proceso 

de prenilación, ya que son inhibidores de la farnesildifosfato sintasa (FPPS), es 

decir, en la ruta del mevalonato son capaces de inhibir la síntesis de restos 

isoprenoides que serían empleados después por las transferasas en la reacción 

de prenilación propiamente dicha. A diferencia de los bisfosfonatos clásicos, 

cuentan con un átomo de nitrógeno en su estructura, y esto determina su 

mecanismo de acción único, basado en la inhibición de la prenilación y no en la 

inhibición de la apoptosis de osteoclastos. Su utilidad clínica en la inhibición de la 

resorción ósea está completamente aceptada, y se emplean ampliamente en 

diversas enfermedades relacionadas con el hueso. La posibilidad de un efecto 

inmunomodulador de dichas sustancias están siendo estudiada en la actualidad.  

7. Prenilación e inflamación. 

Como se ha expuesto anteriormente, muchos de los efectos desencadenados 

por las estatinas son de tipo antiinflamatorio y se relacionan con la inhibición de 

la prenilación, y por tanto, son independientes de la modificación 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 

útiles en otras patologías, como en el caso de la EII. A partir de los resultados 

obtenidos con las estatinas en diversos modelos inflamatorios, la relación entre 

la inhibición de la prenilación y la inflamación está siendo intensamente 

investigada en la actalidad. 

Estudios recientes han demostrado que la inhibición de la geranilgeranilación 

y la farnesilación da lugar a efectos antiinflamatorios, demostrando la relación 

entre la prenilación de proteínas y la respuesta inflamatoria. Así, el GGTI-243 es 

útil en un modelo murino de asma alérgico, provocando una menor infiltración 

de eosinófilos en las vías respiratorias [867]. Las GTP-asas de pequeño tamaño 

de la familia Rho tienen importantes funciones en la migración celular y la 

regulación del citoesquelético y procesos dinámicos relacionados con la actina, y 

por tanto, en el tráfico de linfocitos. Estas proteínas sufren normalmente el 

proceso de geranilación, por lo que la inhibición del mismo puede dar lugar a un 

bloqueo de la migración de linfocitos, explicando así el efecto antiinflamatorio 

[868, 869]. Otros datos muestran un efecto proinflamatorio de los GGTI, de 

manera que el incremento en la producción de IL-1β en células mononucleares 

de sangre periférica en pacientes con deficiencia en la kinasa de mevalonato 

(MKD) se debe fundamentalmente a una inhibición de la geranilación y no a un 

acúmulo de ácido mevalónico [870], así como en experimentos in vitro [871]. La 

geranilación, pero no la farnesilación, promueve la diferenciación de linfocitos 

hacia el subtipo Th17 e inhibe parcialmente el desarrollo de linfocitos T 

reguladores mediante la inhibición de la expresión de SOCS3 [834]. 

Al igual que en el caso de los GGTI, los estudios realizados con los FTI han 

demostrado la asociación de la farnesilación con la respuesta inflamatoria. La 

inhibición de la farnesilación de Ras llevada a cabo por la manumicina provoca 

una mejora en el daño hepático inducido por acetaminofeno en ratones [872]. 

Un mecanismo implicado en el carácter antiinflamatorio de los FTI puede estar 

relacionado con las proteínas Ras, que sufren el proceso de farnesilación. La 

proteína RET/PTC3 es una oncoproteína cuya activación se produce a través de 

proteínas Ras dando lugar a la producción de citoquinas. La inhibición de la 

señalización desencadenada por esta proteína como consecuencia de la 

inhibición de la farnesilación de Ras puede dar lugar a un efecto antiinflamatorio 

[873]. El tipifarnib inhibe la producción de citoquinas como IL-6 o IL-1β y 

quimioquinas como MCP-1 en modelos celulares de células mononucleares, así 

como en un modelo in vivo de inflamación inducida por LPS por un mecanismo 

relacionado con la inhibición de NFκB tras la acitvación de TLR4 [874]. Esta 

inhibición de NFκB también se ha puesto de manifiesto en otros estudios, tanto 

en modelos de inflamación como en modelos de cáncer [8]. Junto a NFκB, la 

activación de MAPk también es dependiente de la farnesilación en el caso de 

monocitos [875]. 
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III. Bisfosfonatos. 

1. Generalidades. 

Los bisfosfonatos son un grupo de fármacos que se utilizan en la práctica 

clínica por su capacidad antirresortiva o de inhibición de la resorción ósea, 

debido a su actuación sobre los osteoclastos. Esta acción es en parte debida a 

una unión selectiva de dichas moléculas al hueso derivada de su estructura 

química.  

Aunque los BP fueron sintetizados por primera vez en el siglo XIX  y 

utilizados en diversos procesos industriales, no fueron empleados en medicina 

hasta la década de los 60. La confirmación de la capacidad de los compuestos de 

pirofosfato inorgánico para inhibir la mineralización al unirse a cristales de 

hidroxiapatita [876, 877] dio lugar a la búsqueda de compuestos relacionados 

con la misma acción, pero con mayor estabilidad. Entre los compuestos 

ensayados, los BP demostraron su afinidad por la matriz ósea [878], así como su 

capacidad de prevención de la calcificación in vitro e in vivo, incluso cuando se 

administran por vía 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 disolución 

de cristales de hidroxiapatita [881, 882], al igual que el pirofosfato [883]. 

Consecuentemente, se comprobó la capacidad antirresortiva de los BP, que se 

pone de manifiesto en cultivos de hueso in vitro, así como in vivo en modelos 

experimentales en animales con unas condiciones óseas normales o con un 

aumento en la resorción osea [884-886]. A partir de este momento aumenta 

considerablemente el estudio de las propiedades farmacológicas y el uso 

terapéutico de los bisfosfonatos en situaciones patológicas relacionadas con la 

estructura y la resorción ósea. Así, el primer trabajo clínico se realiza en los años 

70, centrado en el empleo del etidronato en diversos trastornos o desórdenes de 

la calcificación como la miositis osificante progresiva y la enfermedad de Paget 

[887, 888]. Debido a su gran capacidad de unión al hueso y por tanto su 

potencial como detector de trastornos óseos, durante esa década se usan los 

bisfosfonatos en oncología su seguimiento y detección, en el tratamiento y 

prevención de complicaciones óseas derivadas de procesos cancerígenos, como 

el mieloma o el cáncer de hueso. La aplicación a partir de la década de los 90 en 

la osteoporosis en mujeres postmenopáusicas se justifica por la capacidad de 

dichos compuestos para disminuir el recambio óseo, con el consiguiente 

aumento de la densidad mineral del hueso y la reducción del riesgo de fracturas 

[889-892]. Han sido también empleados en otros tipos de trastornos óseos 

como la osteoporosis inducida por el tratamiento con glucocorticoides, la 

osteoporosis masculina y la osteogénesis imperfecta en niños. 

2. Estructura química y clasificación. 

Los bisfosfonatos son análogos del pirosfosfato inorgánico en los que el 

oxígeno que une los dos grupos fosfonatos se sustituye por un carbono (P-C-P), 



Introducción. 

 

53 
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII. 

lo que les confiere una mayor estabilidad que en el propio pirofosfato, siendo 

incluso resistentes a la degradación biológica y enzimática. Esta estabilidad hace 

que los bisfosfonatos no sean metabolizados cuando son administrados por vía 

oral, y se excretan sin modificación alguna. Esta estructura basada en dos 

grupos fosfonatos es la responsable de dos características básicas de este grupo 

de moléculas: la unión al hueso y la capacidad antirresortiva, ya que las 

alteraciones del núcleo P-C-P no sólo modifican la capacidad de unión a la 

superficie mineral, sino también la capacidad antirresortiva, aunque es cierto 

que la modificación de esta última puede ser una consecuencia de una menor 

fijación del compuesto al hueso. A este núcleo estructural se unen dos 

sustituyentes a través del átomo de carbono, R1 y R2 (Fig. X). La sustitución de 

R1 por un grupo hidroxilo o un grupo amino, mejora las características de unión 

de la molécula al hueso, en comparación a un grupo halógeno, como en el caso 

del clodronato. Por su parte, la complejidad química en R2 aumenta la potencia 

antirresortiva del compuesto, siendo los derivados nitrogenados en R2 más 

potentes que los que carecen de este grupo amino [893]. Además, dentro de los 

compuestos nitrogenados, aquellos que presentan una estructura heterocíclica 

en R2 son más potentes que los que sólo presentan una cadena hidrocarbonada 

nitrogenada [894, 895]. En el caso de R2 existe la posibilidad de una 

conformación tridimensional específica que permite la formación de puentes con 

el calcio del hueso del tipo N-H-O en la superficie de HAP además de los puentes 

P-C-P y al OH en R1, lo que favorece dicha capacidad de unión. Esto sucede en el 

caso del alendronato, cuya conformación tridimensional permite el 

establecimiento de dichos puentes de unión con otros átomos de calcio, lo que le 

confiere una habilidad superior a otras moléculas como el risedronato, que 

deberían ser superiores en este sentido, debido a la mayor complejidad en el 

sustituyente en R2. Este tipo de conformación también se produce en el caso del 

zoledronato. Así, la estructura con una máxima potencia antirresortiva está 

constituida por el núcleo P-C-P, un sustituyente de tipo hidroxilo en la cadena R1 

y un grupo amino en R2 (en la mayoría de los casos, heterocíclico) en el que el 

átomo de nitrógeno guarda una distancia concreta con P-C-P, lo que implica una 

configuración espacial específica [896]. 

Según las diferencias en esta estructura química, los bisfosfonatos han sido 

clasificados en dos grupos o familias principales: los bisfosfonatos clásicos o no 

nitrogenados (etidronato, clodronato o tiludronato), con una capacidad 

antirresortiva menor; y los bisfosfonatos nitrogenados, que muestran una mayor 

potencia a nivel de los osteoclastos. Este último grupo puede ser dividido a su 

vez en alquil-amino bisfosfonatos (pamidronato, alendronato, neridronato, 

olpadronato e ibandronato) y bisfosfonatos nitrogenados heterocíclicos 

(risedronato y zoledronato), cuya potencia se ve incrementada con respecto a 

los anteriores, debido a la mayor complejidad en la sustitución de R2. Aunque 

existen excepciones en cuanto al orden de potenica antirresortiva si se 

comparan los distintos grupos, como se ha expuesto anteriormente, de una 

configuración espacial que incremente la potencia del compuesto. 
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3. Mecanismo de acción. 

Un aspecto fundamental del mecanismo de acción de los bisfosfonatos es la 

capacidad de unión de los mismos a la matriz ósea, lo que conlleva un contacto 

intenso con los osteoclastos. Aunque en un principio se defendió la idea de que 

dicha capacidad se debía únicamente a la estructura básica P-C-P y a la 

contribución de un grupo OH en R1, las diferencias entre las diversas moléculas 

del grupo demuestran que no es así, ya que todas ellas comparten dicho núcleo 

estructural [897]. Así, la sustitución, tanto en R1 como en R2, puede modificar 

dicha capacidad de unión a la hidroxiapatita. Junto a estas características 

químicas o estructurales, las propiedades físico-químicas de los bisfosfonatos 

pueden modificar la capacidad de unión al hueso, dando lugar a modificaciones 

en la cinética de adsorción, fundamentalmente en los niveles de saturación. 

Entre estas propiedades se encuentran la carga molecular y la variación del 

potencial zeta que la unión del bisfosfonato provoca en la superficie mineral, o la 

tensión superficial. 

En cuanto al mecanismo de acción, la selectividad de los bisfosfonatos por 

los osteoclastos y la actividad endocítica de estos permite la acumulación en el 

hueso. En el proceso de resorción ósea, se activa una bomba de protones en la 

membrana de los osteclastos que hace que se produzca una acidificación en el 

espacio subcelular del osteoclasto [898], lo que conlleva la disolución de los 

Figure 10: Estructura química de bisfosfonatos derivada del pirofosfato. 
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cristales de HAP. A su vez, esa caída en el pH permite la liberación del 

bisfosfonato de la superficie ósea a la que está unida, de manera que los 

osteoclastos se encuentran expuestos a una elevada concentración del 

compuesto. Hoy día se considera que las acciones de los bisfosfonatos sobre los 

ostecolastos se deben a fenómenos intracelulares, que van a provocar 

modificaciones en el reclutamiento, proliferación, actividad resortiva y muerte 

celular programada de estas células. Además de actuar sobre ostecolastos 

maduros induciendo la apoptosis y reduciendo así el número de ellos [899-901], 

los BP van a prevenir la formación de osteoclastos [902-904]. Por otro lado, no 

sólo afectan a la biología de los osteoclastos, sino que estas sustancias también 

inducen la apoptosis en macrófagos, como se muestra en estudios en líneas 

celulares murinas y humanas [905-908]. Un punto controvertido es la acción de 

los bisfosfonatos sobre los osteoblastos, que van a ser activados tras la 

exposición 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], localizándose a continuación en vesículas a 

partir de las cuales serán movilizados hacia el citosol, a través de la acidificación 

de dichas vesículas [914]. Como consecuencia, estas células sufren una serie de 

modificaciones morfológicas, como la desaparición del borde plegado o las 

alteraciones en el citoesqueleto. Una vez dentro del osteoclasto, los 

bisfosfonatos van a actuar según dos procedimientos principales. Por un lado, las 

moléculas no nitrogenadas van a promover la inducción de la apoptosis de los 

osteoclastos mediante el acúmulo de un metabolito tóxico (nucleótido del tipo 

App-Cp) como consecuencia de la actuación de la enzima aminoacil-t-RNA 

sintetasa, que permite que los bisfosfonatos sean incorporados a análogos no 

hidrolizables del ATP. Estos metabolitos tóxicos van a modificar la permeabilidad 

de la membrana mitocondrial, dando lugar a la activación de caspasas y a la 

consecuente muerte celular programada [915, 916]. Por otro lado, la actuación 

de los bisfosfonatos nitrogenados sobre la vía del mevalonato es la  responsable 

de su capacidad antirresortiva. Estas moléculas van a actuar como sustratos 

análogos de los bifosfatos isoprenoides, produciendo la inhibición de la enzima 

peroxisómica farnesil difosfato sintasa (FPPS), que es la responsable de la 

síntesis del farnesil difosfato que, a su vez, es el sustrato para la síntesis de 

geranilgeranil bifostato. Ambos isoprenoides participan en la prenilación de las 

GTPasas de pequeño tamaño molecular, que como ya hemos expuesto 

anteriormente modula la funcionalidad de las mismas en el osteoclasto. 

Asimismo, dicho mecanismo de acción conlleva el acúmulo de proteínas no 

preniladas, así como de IPP, precursor del FPP; lo cual puede estar implicado en 

el mecanismo de acción de la inhibición de la resorción ósea y en la aparición de 

efectos adversos de los bisfosfonatos, respectivamente. De esta forma, la 

acumulación de IPP parece ser la causa de la reacción de fase aguda que 

provocan los bisfosfonatos nitrogenados cuando se administran por vía 

intravenosa, y que es un efecto adverso típico de dichos fármacos. Esta reacción 
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da lugar a la aparición de fiebre y de síntomas gripales. El mecanismo de este 

fenómeno, que suele ser transitorio, se debe a la inhibición de la FPPS a nivel de 

células mononucleares en el torrente circulatorio, fundamentalmente monocitos 

que da lugar al acúmulo de IPP. Éste, por un mecanismo desconocido aún de 

presentación, se une a un receptor que se expresa en linfocitos T γ-δ humanos, 

provocando su activación, la liberación de TNF-α y la reacción aguda en 

cuestión.  

De forma similar a lo que ocurre en el caso de los bisfosfonatos clásicos, las 

moléculas nitrogenadas pueden causar la apoptosis de osteoclastos, pero de 

forma secundaria a la inhibición de la prenilación. Así, el bloqueo de la 

funcionalidad de la FPPS da lugar a acúmulo de IPP, que puede condensarse con 

AMP para dar lugar al metabolito tóxico Apppl, que actuará igualmente a nivel de 

la membrana mitocondrial provocando la activación de la cascada de caspasas y 

la consiguiente apoptosis.  

Además de su conocido y bien caracterizado efecto sobre los osteoclastos, 

los bisfosfonatos pueden actuar sobre otras células relacionadas con el sistema 

óseo. Así, 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 activación de ERK [918]. Este 

efecto sobre osteocitos es independiente en términos de potencia de la acción 

sobre osteoclastos, y podría explicar parcialmente la eficacia antifractura de 

estos fármacos. En contraposición, el efecto de los bisfosfonatos sobre 

osteoblastos aún no se ha demostrado de forma evidente. Se cree que la posible 

activación de osteoblastos mediada por los bisfosfonatos [919] se debe a 

acciones indirectas sobre el ciclo de remodelado por la inhibición de la resorción 

ósea.  

El objetivo en el empleo de los bisfosfonatos en la inhibición de la resorción 

ósea es la obtención de nuevos fármacos con una mayor potencia y una menor 

capacidad de inhibición de la mineralización debido a su unión a la superficie 

ósea mineral [897]. Desde el etidronato hasta el zoledronato, el avance en este 

sentido ha sido espectacular, con una mejora notable en el índice terapéutico de 

este grupo de fármacos. Se han llevado a cabo estudios de capacidad 

antirresortiva de las diferentes moléculas en varias especies animales (ratón, 

conejo, perro, cerdo, oveja y mono) y utilizando diversos modelos animales. 

Estos experimentos han permitido establecer un principio importante en la 

farmacología de los bisfosfonatos: el principio de la dosis total [920, 921], por el 

que es especialmente importante la dosis total administrada del fármaco y no lo 

es tanto el establecimiento de un régimen estricto de dosificación. Los primeros 

ensayos en humanos destinados a validar este principio se están desarrollando 

con resultados prometedores, permitiendo en algunos casos la administración 

semanal o incluso mensual del tratamiento. Uno de los riesgos del tratamiento 

con estos fármacos es su acumulación en el hueso y la posibilidad de reducción 

del metabolismo óseo debido a tratamientos prolongados, como ocurre en este 
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tipo de enfermedades. Aunque este fenómeno 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 día en 

terapéutica, por lo que el riesgo en este sentido es pequeño. 

4. Farmacocinética y características farmacológicas. 

El comportamiento farmacocinético de los BP se caracteriza por una 

absorción intestinal reducida, en torno al 1-4%, y una migración hacia el hueso. 

Junto a la adsorción selectiva de los bisfosfonatos a la superficie mineral del 

hueso, otro aspecto importante de estas sustancias es la retención en dicha 

estructura, siendo ésta mayor en pacientes con enfermedades  en las que la tasa 

de recambio óseo está 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 eliminará sin ser 

metabolizado a través de la orina. Esta eliminación urinaria puede verse 

modificada obviamente por afectación de la función renal, pero también por la 

capacidad de los bisfosfonatos para unirse a proteínas específicas, como la 

fetuina [923, 924]. La vida media de eliminación de estos fármacos nunca 

coincide con la duración de sus efectos, debido a la retención de los mismos a 

nivel óseo, que puede prolongarse y además depende de procesos como el 

remodelado y la resorción [913]. Por otro lado, una vez que termina la 

administración del fármaco, la cantidad acumulada en el hueso pasará al 

torrente circulatorio para ser excretada, y en ese proceso puede ser re-captada 

por el hueso y prolongar así aún más su permanencia en el organismo [925, 

926]. La liberación del bisfosfonato del hueso se realiza mediante dos procesos: 

desorción química, cuando la cantidad de bisfosfonato en los fluidos que rodean 

a la superficie mineral en la que éste se haya secuestrado es baja; y resorción 

osteoclástica, siendo la unión del fármaco a la HPA un proceso fisicoquímico 

reversible [897].  

Una característica clínica que permite una diferenciación entre los distintos 

bisfosfonatos es la capacidad para reducir el riesgo de fracturas óseas, lo cual es 

fundamental en el tratamiento de pacientes osteoporóticos. Esta habilidad 

depende del tipo de hueso, existiendo diferencias importantes entre huesos no 

vertebrales y vértebras entre las distintas moléculas; así como el tiempo 

necesario para la aparición de dicho efecto. Otro aspecto importante es la 

modificación de la densidad mineral ósea, que se debe básicamente a dos 

procesos: el rellenado de los espacios de remodelado en un primer momento y 

de forma rápida y, más lentamente, la supresión del recambio óseo.   

Los bisfosfonatos usados en clínica hasta el momento pueden ser clasificados 

de menor a mayor en términos de potencia, según su: 

- Afinidad mineral: clodronato, etidronato, risedronato, ibandronato, 

alendronato, pamidronato y zoledronato. 
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- Inhibición de la enzima FPPS: etidronato, clodronato, pamidronato, 

alendronato, ibandronato, risedronato y zoledronato. 

- Efecto de la unión 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 fármacos en los que se demostró una 

actividad inhibidora de la resorción ósea, y por ello han sido y continúan  siendo 

empleados en diversas enfermedades que se caracterizan por un actividad 

resortiva excesiva, como la enfermedad de Paget, la enfermedad ósea 

metastásica u osteolítica, la hipercalcemia derivada de procesos malignos o la 

osteoporosis. Los bisfosfonatos que han sido autorizados para el uso clínico 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 inhibición de la mineralización frente a la acción antirresortiva, se 

usa pues como inhibidor de la calcificación en casos de FOP (fibrodisplasia 

osificante progresiva o miositis osificante) o para evitar calcificaciones ectópicas 

como en la sustitución completa de la cadera, o después del daño 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 unión de los bisfosfonatos a la superficie mineral ósea 

determina su utilización en medicina en la detección de metástasis y lesiones 

óseas, es decir, como marcador óseo en técnicas para obtener imágenes a 

través de radionúclidos [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 mutación de secuestosoma (SQSTM1) que participa en 

la vía de activación de NFκB [928], junto con un componente viral [929]. En 

cualquier caso, la capacidad de los bisfosfonatos para inducir la apoptosis de los 

osteoclastos explica su aplicación terapéutica en la Enfermedad de Paget, y de 

hecho esta entidad patológica fue la primera en la que se emplearon estos 

fármacos como inhibidores de la resorción ósea [930, 931]. Hoy en día los BP 

pueden ser considerados como el tratamiento de elección en esta enfermedad 

[932], y el pamidronato por vía intravenosa, empleado durante un largo periodo 

de tiempo [933], ha dado paso a otros bisfosfonatos más potentes como el 

risedronato o el zoledronato [934-936]. 

En el campo de la oncología los bisfosfonatos tienen una relevancia clínica 

importante. La liberación de determinados factores por parte de tumores da 
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lugar en muchos casos a hipercalcemia y destrucción del hueso. Los 

bisfosfonatos inhiben la resorción ósea y la destrucción ósea asociada a la 

existencia de tumores en modelos experimentales de cáncer [937]. Además, 

estos fármacos disminuyen el crecimiento de estos tumores por un mecanismo 

doble, un efecto indirecto por modificación de la liberación de factores de 

crecimiento al actuar sobre la matriz ósea [938, 939], y una acción directa sobre 

las células tumorales basada en la inducción de la apoptosis [940]; estos efectos 

podrían estar relacionados con la acción de los bisfosfonatos sobre la vía del 

mevalonato. La efectividad de este grupo farmacológico en los problemas óseos 

derivados de procesos malignos ha quedado demostrada [941], y es por esto 

por lo que se emplean en dichas situaciones clínicas [942-944]. Diversos 

estudios han puesto de manifiesto la capacidad de los bisfosfonatos para reducir 

el número de SER (eventos relacionados con el esqueleto) en un amplio abanico 

de tipos de cáncer, como mieloma [945], mama [946, 947], próstata [948], 

pulmón, riñón y otros tumores sólidos. En oncología, los bisfosfonatos de 

elección 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 aparición de una 

complicación, la osteonecrosis de las articulaciones.  

Por último, los bisfosfonatos constituyen el tratamiento más importante en la 

osteoporosis, en el que se emplean el etidronato [890, 955, 956], alendronato 

[889, 957, 958] y risedronato [891, 959]. En mujeres postmenopaúsicas, los 

bisfosfonatos aumentan la masa ósea y disminuyen la tasa de fracturas [960], al 

mismo tiempo que incrementan la osteomineralización [961]. En pacientes con 

tratamiento basado en glucocorticoides, disminuyen la pérdida de hueso [962, 

963]. En niños que sufren de osteogénesis imperfecta, aumentan la masa ósea 

[964, 965]. Las alternativas terapéuticas en el caso de la osteoporosis son la 

paratohormona, tratamiento anabolizante que administrado de forma 

intermitente aumenta la formación ósea y disminuye el índice 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 carácter 

antirresortivo pero también osteoformador, capaz de disminuir las fractuas 

osteoporóticas por un mecanismo desconocido; o el denosumab, un anticuerpo 

monoclonal dirigido al ligando del receptor RANK (RANKL) que se encuentra aún 

en fase de investigación. Junto al tratamiento farmacológico principal, en la 

osteoporosis se utiliza calcio y vitamina D. 

En la actualidad la investigación clínica en este campo se basa en la 

búsqueda de modificaciones del régimen terapéutico, como la administración 

intermitente, la utilización de la vía oral o la intravenosa, la duración del 

tratamiento, la combinación con otros fármacos, así como el uso extendido en el 

tiempo. 
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6. Bisfosfonatos e inflamación (Enfermedad Inflamatoria Intestinal). 

Clásicamente los bisfosfonatos han sido clasificados, según la presencia o 

ausencia de nitrógeno en su estructura, en dos grupos: bisfosfonatos clásicos y 

moléculas nitrogenadas, con carácter proinflamatorio es tas últimas. Este 

carácter proinflamatorio se debe a la reacción de fase aguda que provocan los 

bisfosfonatos nitrogenados cuando son administrados por vía parenteral, y que 

no se observa ni en su administración por vía oral ni en el caso de bisfosfoantos 

no nitogenados [941, 966, 967]. Esta reacción se basa en la producción de 

citoquinas proinflamatorias, fundamentalmente IL-1, IL-6 y TNF-α y puede 

deberse a la activación de diferentes tipos celulares, como monocitos, 

macrófagos o linfocitos T γ/δ [968]. 

En la actualidad, la aplicación de los bisfosfonatos nitrogenados en la EII se 

basa únicamente en la capacidad antirresortiva de estos fármacos y en el 

tratamiento de la osteoporosis o las alteraciones óseas desencadenadas en esta 

patología o como consecuencia del tratamiento de la misma con 

glucocorticoides. Sin embargo, sólo 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 cáncer colorrectal asociado o secundario a CU [969].  
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I. Reactivos. 

Todos los reactivos empleados, excepto aquéllos en los que se indique lo 

contrario, han sido suministrados por Sigma® (Madrid, España). Los 

bisfosfonatos fueron suministrados por Molekula®, excepto en el caso del 

alendronato que fue empleado en el ensayo de colitis inducida en ratas por ácido 

trinitrobencenosulfónico, donde además se empleó una especialidad 

farmacéutica comercial (Fosamax®, Merck). Según 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.  

II. Experimentos in vivo. 

1. Animales de experimentación. 

En los experimentos in vivo así 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 España. Dichos animales 

fueron mantenidos en jaulas de makrolon y sometidos a ciclos de 12 horas de 

luz y oscuridad. Para su alimentación se empleó una dieta estándar para 

roedores (Panlab A04, Panlab®, Barcelona, España), 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 Guía 

para el cuidado y uso de animales de experimentación  de los Institutos 

Nacionales de Salud de EEUU. 

2. Diseño 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 vía oral e intraperitoneal, incluyendo a los tres 

bisfosfonatos estudiados. La SAZ fue incluida como patrón al ser un fármaco 

Figura 11: Diseño experimental en el modelo de colitis por TNBS.  
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empleado en la práctica clínica en la EII y se administró por vía oral. El DSS sólo 

fue utilizado como modelo secundario y sólo en el caso de las sustancias con 

carácter 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 período de aclimatación de 7 días, las ratas fueron distribuidas 

aleatoriamente en los correspondientes grupos experimentales, existiendo en 

todos los casos un grupo no colítico o control y un grupo colítico (TNBS o DSS), 

en los modelos de colitis, junto con el grupo tratado con bisfosfonato (vía oral o 

vía intraperitoneal, según el caso). En ambos modelos de colitis, todos los 

grupos experimentales fueron sometidos a la inducción de colitis, excepto el 

grupo control. Además de los grupos citados, en el modelo de TNBS se utilizó la 

sulfasalazina administrada por vía oral como modelo de fármaco antiinflamatorio 

utilizado en la EII en humanos. La administración oral de los distintos 

tratamientos se realizó mediante sonda nasográstica, utilizando un volumen de 

administración de 1 ml por animal y por día; mientras que en el caso de la 

administración intraperitoneal, el volumen de inyección fue de 0,2 ml. Los 

vehículos utilizados para la administración oral e intraperitoneal fueron 

metilcelulosa al 1% (P.V-1) y solución salina estéril, respectivamente. Estos 

vehículos fueron administrados igualmente a los grupos control y colítico (TNBS 

o DSS, según el caso). Se llevó a cabo un pretratamiento, en el que la 

administración de las sustancias a examinar comenzó dos días antes de la 

inducción de la colitis, que se indujo bien por administración de TNBS o por 

sustititución del agua de bebida por una solución de DSS. En el caso del modelo 

de TNBS, la administración de los fármacos se realizó durante 8 días, mientras 

que en el caso del DSS ésta se prolongó debido a las necesidades del modelo en 

cuestión hasta un total de 12 días. Las dosis administradas fueron calculadas por 

equivalencia entre los distintos bisfosfonatos en función del peso molecular, así 

se utilizaron 75 mg kg-1 día-1 para el alendronato, 83 mg kg-1 día-1 para el 

ibandronato, y 80 mg kg-1 día-1 para el pamidronato. En el caso de la 

Sulfasalazina, se utilizó una dosis de 200 mg kg-1 día-1. El control diario del peso 

corporal y del estado general del animal, del consumo de agua y comida y del 

Figura 12: Diseño experimental en el modelo de colitis por DSS. 
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aspecto de las heces se realizó en todos los modelos empleados. El sacrificio de 

los animales se realizó por dislocación cervical. 

3. Inducción de la colitis por ácido trinitrobencenosulfónico. 

La colitis fue inducida mediante la administración intrarrectal de una solución 

de ácido trinitrobencenosulfónico (TNBS) en etanol al 50% (V V-1). La cantidad 

administrada fue de 10 mg de TNBS por rata en un volumen de 0,25 ml. Para 

ello se sometió al animal a anestesia con halotano. La inducción de la colitis se 

llevó a cabo dos días después del comienzo del tratamiento de los animales con 

los bisfosfonatos. Durante el desarrollo del protocolo experimental, los consumos 

de agua y comida así como la modificación del peso corporal fueron registrados 

diariamente. El sacrificio de las ratas se realizó 6 días después de la inducción de 

[970]la colitis. 

4. Inducción de colitis por sulfato de dextrano sódico (DSS). 

La colitis se indujo mediante la administración de sultafo de dextrano sódico 

(DSS) en el agua de bebida. Para ello se utilizó una concentración entre el 3 y el 

5% (m V-1) de DSS, según la evolución de los animales a lo largo del desarrollo 

experimental; en un principio se administró un 5% de DSS hasta que los 

animales mostraron signos de caquexia y diarrea (día 5), entonces se disminuyó 

hasta un 3% la concentración de DSS administrada. Se realizó igualmente un 

pretratamiento de dos días, es decir, la colitis se indujo dos días después del 

comienzo del tratamiento. Se llevó a cabo un control diario del peso corporal, del 

consumo de agua y comida y del estado general del animal, así como de la 

posible presencia de sangre en heces y de la consistencia de las mismas. Según 

estos parámetros se calculó un índice de actividad de la enfermedad (DAI), 

según fue descrito por Stucchi y colaboradores en 2000 [970]. El período de 

administración de DSS fue de 10 días, tras el cual los animales fueron 

sacrificados mediante dislocación cervical.  

5. Tratamiento in vivo en animales sanos. 

Tras el período de aclimatación, los animales de experimentación 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 vía oral con la misma dosis de pamidronato empleada en los 

modelos de colitis (80 mg kg-1 día-1). También se empleó como vehículo 

metilcelulosa al 1%, que fue administrada al grupo control. Se llevaron a cabo 

tres experiencias diferentes, en las que dicha administración se realizó durante 

3, 5 y 8 días, respectivamente. Se llevó 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 órganos del animal: colon, 

duodeno, íleon, hígado, bazo y ganglios linfáticos mesentéricos; así como una 

muestra sanguínea para la obtención del plasma. A partir de los tejidos 

anteriormente nombrados, se procedió a la extracción de proteínas (ver punto 2 



Métodos. 

 

64 
Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII. 

del apartado F de esta sección). En el caso del bazo y de los ganglios linfáticos 

mesentéricos, se obtuvieron las células mononucleares según el protocolo que se 

describe más adelante (ver punto 3 del apartado D de esta sección), y se 

procedió a su contaje y cultivo para la determinación de la producción de 

citoquinas. Por otro lado, inmediatamente después del aislamiento de las células 

mononucleares (sin incubación), se aisló el contenido proteico de las mismas, 

para su posterior utilización en diversos ensayos de Western Blot, es decir, para  

el estudio de la expresión proteica (ver punto 3 del apartado F de esta sección).   

6. Obtención de plasma sanguíneo. 

La extracción de sangre se realizó en la bifurcación aorto-femoral en el 

momento del sacrificio. Se utilizó heparina como anticoagulante (5000 UI ml-1). 

La sangre así obtenida fue sometida a una centrifugación a 3000 rpm durante 10 

minutos a 4º C, para obtener así el plasma. Las muestras obtenidas fueron 

conservadas a -80º C hasta su posterior uso. 

III. Estudio del tejido colónico. 

1. Cuantificación del daño colónico. 

Parámetro Aspecto Valoración 

Adhesiones 

Ninguna 0 

Disección dificultosa 1 

Adherencias visibles 2 

Ovillo brutal 3 

Obstrucción 

Limpieza normal 0 

Requiere limpieza manual 1 

Impacto fecal 2 

Hiperemia 

Aspecto normal 0 

Ligera o bien intensa pero parcheada 1 

Intensa y generalizada 2 

Franca hemorragia 3 

Fibrosis 

No hay rigidez 0 

Cierta rigidez 1 

Marcada rigidez 2 

Necrosis 

Ninguna 0 

Restos aislados 1 

Parcheada (aspecto de guijarros) 2 

Lesión focal (Ø<0,8 cm) 3 

Lesión focal (Ø>0,8 cm) 4 

Lesión esencialmente continua y extensa 5 

Deformación 

Forma normal 0 

Forma ligeramente anormal 1 

Deformación en círculo o elipse 2 

Deformación total 3 

Otros 

Dilatación proximal +2 

Fragilidad +1 

Cicatrices +1 

 Tabla 3: Cálculo del índice de daño macroscópico (IDM). Se incluyen hasta 7 

parámetros con una puntuación comprendida entre 0 y 24. 
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Inmediatamente después de la muerte del animal, el colon fue extraído y se 

limpió para eliminar los restos de heces y de grasa adherida al mismo, y se 

mantuvo sobre una superficie refrigerada hasta su posterior congelación. Las 

muestras colónicas fueron pesadas, y la longitud fue determinada al someterlas 

a un peso constante de 2 g. El daño colónico macroscópico fue calculado 

basándonos en diversas características propias de la colitis: adhesiones, 

cicatrices, fragilidad, dilatación proximal, necrosis, deformación, obstrucción 

intestinal, hiperemia y fibrosis. Según éstos un observador ajeno al experimento 

estableció un índice de daño macroscópico con una escala comprendida entre 0 y 

24 (Tabla 3). El colon fue dividido en  cinco segmentos longitudinales para la 

determinación posterior de diversos parámetros; de igual modo, se obtuvieron 

dos segmentos transversales y adyacentes al daño que se emplearon para las 

pruebas histológicas y para la extracción de ARN respectivamente. Las muestras 

colónicas así obtenidas fueron congeladas en nitrógeno líquido y conservadas a -

80ºC hasta su uso, a excepción de la muestra obtenida para el estudio 

histológico (protocolo descrito a continuación). 

2. Histología. 

Uno de los segmentos colónicos transversales obtenidos tras el sacrificio fue 

fijado utilizando para ello formaldehido al 4% (P.V-1). A partir de estas muestras, 

se realizaron secciones de un grosor aproximado de 5 μm con el empleo de un 

micrótomo. Las secciones microscópicas fueron montadas en portas y sometidas 

a una tinción rutinaria con hematoxilina-eosina, para el estudio de la morfología 

y disposición del tejido colónico. La toma de imágenes se realizó con un 

microscopio Leica DMI3000 B, con un aumento 10x en todos los casos.  

3. Determinación de la actividad mieloperoxidasa y fosfatasa alcalina en 

colon. 

Una muestra de colon fue homogenizada en un tampón que contenía Tris 

Base (50 mM) y HTAB al 0,5% (P.V-1). Una vez centrifugado el homogenado, el 

sobrenadante resultante fue empleado para la determinación de actividades 

enzimáticas en colon. La determinación de la actividad mieloperoxidasa, como 

marcador de infiltración neutrofílica, se llevó a cabo mediante un método 

espectrofotométrico basado en el uso de o-dianisindina y H2O2, según describió 

Krawisz en 1984 [971], con mínimas modificaciones. Los resultados fueron 

expresados como Unidades (µmol.min-1)/g de tejido húmedo. Igualmente, la 

actividad fosfatasa alcalina fue determinada usando para ello un método 

espectrofotométrico descrito por Sánchez de Medina y colaboradores en 2004 

[972]. En dicho protocolo, el sustrato de la reacción catalizada por dicha enzima 

es el p-nitrofenilfosfato sódico. Los resultados se expresan en este caso como 

mUnidades/mg de proteína.  
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4. Análisis del transcriptoma colónico: extracción de ARN, hibridación del 

microarray y análisis de datos. 

Este análisis se realizó en el modelo de colitis por TNBS, cuando el 

pamidronato se administró por vía oral. El ARN se extrajo mediante la 

homogenización de muestras de tejido colónico con Trizol reagent (Invitrogen, 

Barcelona, España) y purificación con columnas de afinidad “RNeasy” (Qiagen, 

Madrid, España). La cantidad e integridad del ARN fue determinada mediante a 

relación de la relación de absorbancia a 260/260 nm y electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (P.V-1), respectivamente. Los procedimientos de etiquetado de las 

muestras, hibridación, marcaje y escaneado fueron llevados a cabo mediante 

protocolos estándar de Affymetrix (www.affymetrix.com). El análisis del 

microarray fue realizado por Progenika Biopharma (Bilbao, España) utilizando 18 

GeneChip Rat Expression Array 230 2.0 microchips (Affymetrix). En la 

normalización y el análisis estadístico se empleó  el programa informático 

GeneSpring v7.1 (Agilent Technologies, Las Rozas, España). El análisis funcional 

de rutas bioquímicas 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 análisis de varianza seguido del test a posteriori de 

Tukey post-hoc test y la corrección de Benjamini y Hochberg, con el fin de 

disminuir la aparición de falsos positivos. Se han tenido en cuenta las 

recomendaciones MIAME [973] para poder disponer de forma detallada de la 

información necesaria para la comprensión, interpretación, reproducción y 

comparación de nuestros resultados. Los resultados se expresan como ratio de 

incremento con respecto al grupo control. En algunos casos, además se 

proporciona la ratio de incremento frente al grupo colítico 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). 

IV. Experimentos in vitro. 

1. Diseño experimental in vitro. 

En todos los experimentos in vitro, excepto en aquéllos en los que se indica, 

se llevó a cabo el mismo protocolo experimental. Los bisfosfonatos y FTI-277 

fueron disueltos en PBS estéril; mientras que en el caso de la mevalonina y el 

GGTI-298 se empleó dimetilsulfóxido (DMSO). En los casos en los que fue 

necesario, la cantidad de DMSO añadida a los distintos grupos experimentales 

fue igualada, utilizando como concentración máxima 1:1000 para dicho 

disolvente. Las concentraciones empleadas en la mayoría de los casos fueron 

100 μM para los bisfosfonatos, 1 μM para FTI-277, 3 μM para GGTI-298 y 5 μM 

para mevalonina. En algunos experimentos se realizó un estudio del efecto de 

los bisfosfonatos en función de la concentración empleada, en cuyo caso además 

de la concentración de 100 μM, se utilizaron las de 10 y 1 μM.  Los tratamientos 

http://www.childrenshospital.org/research/ingber/GEDI/gedihome.htm
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(bisfosfonatos y controles) fueron añadidos al cultivo una hora antes que el 

estímulo correspondiente. El tiempo de incubación depende del tipo celular, así 

como de la técnica a realizar, y por tanto, se especifica en cada caso. 

2. Cultivo de líneas celulares de enterocitos. 

Las tres líneas 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 empleó como medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium), suplementado con suero bovino fetal (10%), L-

glutamina (2mM), antibióticos (1%: penicilina [100 U/ml] y estreptomicina [0,1 

mg/ml]) y anfotericina B (2,5 μg/ml). Los diversos cultivos se mantuvieron en 

una atmósfera con el 5% de CO2 y a 37º C. Las células fueron mantenidas en 

placas de 78 cm2 hasta su confluencia. El medio de cultivo fue renovado cada 2-

3 días. Los estímulos empleados fueron LPS (1 μg/ml) en el caso de IEC18 y 

HT29, mientras que la IL-1β (10 ng/ml) fue empleada para la estimulación de la 

línea celular Caco-2. El tiempo de estímulo fue diferente en función de la 

determinación a realizar. Así, en el caso de la expresión de IL-8 o COX2, así 

como de la inhibición de la prenilación, fue de 24 horas; mientras que en el 

estudio de las vías de transcripción, la exposición al estímulo fue sólo de 30 

minutos.  

3. Cultivos primarios de células mononucleares. 

Tras el sacrificio de los animales, se extrajo el bazo y los ganglios linfáticos 

mesentéricos que fueron dispuestos en medio de cultivo Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium suplementado con antibióticos (100 mg.l-1 de estreptomicina, 

100000 U.l-1 de penicilina) y anfotericina B (2,5 mg.l-1) como antifúngico. Una 

vez que se eliminó la grasa adherida a dichos órganos, éstos fueron presionados 

mecánicamente con ayuda de unas pinzas para la obtención de una suspensión 

celular. La lisis de los eritrocitos fue realizada durante 30 minutos a 4º C 

mediante una solución con una composición 0.15 M de NH4Cl, 10 mM de KHCO3, 

0,1 mM de Na2EDTA·2H2O, 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), antibióticos (1%: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0,1 

mg/ml]) y anfotericina B (2,5 μg/ml) y 0,05 mM de β-mercaptoetanol. Tras el 

contaje celular, 0,5 millones de células fueron sembradas en places de 24 

pocillos con una densidad celular de 1 millón de células/ml (determinación de 

citoquinas); o 15 millones de células en placas de 6 pocillos y una densidad 

celular de 5 millones de células/ml (expresión proteica o extracción de ARN). El 

cultivo se realizó durante 24 o 48 horas en un ambiente controlado a 37º C y 

con un 5% de CO2 atmósfera, para la determinación de citoquinas y la expresión 

proteica y génica, respectivamente. La estimulación de las células obtenidas se 

realizó mediante la adición al cultivo de la lectina concanavalina A (5 µg/ml) o 

LPS (1 µg/ml). Las muestras obtenidas en los diversos experimentos, tanto 
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sobrenadantes como contenido proteico o ARN aislado, fueron mantenidas a -

80ºC hasta su  utilización. 

4. Purificación celular magnética. 

Para la obtención de poblaciones purificadas de linfocitos T y macrófagos, se 

empleó el sistema de separación magnética en columnas (Miltenyi). Una vez 

obtenida la suspensión de células a separar siguiendo el procedimiento habitual 

(esplenocitos en este caso), esta suspensión fue filtrada utilizando un filtro de 70 

μM (cell strainer BD FalconTM Ref 352350), para obtener así una suspensión 

monocelular con la que poder proceder a la separación. A continuación se llevó a 

cabo una selección negativa sobre dichas células utilizando anticuerpos 

adecuados y posteriormente bolitas magnéticas marcadas correctamente para su 

unión 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 macrófagos, 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 procedió a pasar la muestra por la columna magnética LD (tipo de 

columna con una capacidad de hasta 500 millones de células totales y diseñadas 

para la selección negativa); la población enriquecida en linfocitos T o 

macrófagos, según el caso, es aquélla que pasa a través de la columna. La 

pureza de la población obtenida fue comprobada mediante citometría de flujo 

utilizando un FACSCalibur™ (BD Biosciences®, California EEUU).Los linfocitos T 

fueron estimulados durante 48 horas con concanavalina A (5 μg/ml); mientras 

que para la estimulación de macrófagos se empleó LPS (1 μg/ml) durante 24 

horas). Tras el cultivo, los sobrenadantes obtenidos por centrifugación fueron 

mantenidos a -80º C hasta su posterior utilización para la determinación de 

diversos parámetros. 

5. Cocultivo en TranswellTM de enterocitos-linfocitos T. 

Se llevaron a cabo cocultivos de IEC-18 (enterocitos) y linfocitos T 

purificados a partir de esplenocitos de rata en TranswellTM (Corning Life 

Sciences®, Nueva York EEUU). En estos experimentos se utilizaron placas de 6 

pocillos que incluían soportes con policarbonato como material permebale, con 

un tamaño de poro de 0,4 µm y un diámetro de 24 mm. Para ello, los 

enterocitos se dispusieron en el compartimento superior, es decir, sobre el 

material permeable del soporte, hasta que se alcanzó la confluencia. En ese 

momento, los linfocitos T se colocaron en el compartimento inferior del 

TranswellTM, es decir, sobre la propia placa de cultivo. El cocultivo se mantuvo 

durante 72 horas en una atmósfera de CO2 (5 %) y a 37º C. Los linfocitos fueron 

estimulados con concanavalina A (5 µg/ml), la cual fue añadida en el 

compartimento inferior. En cambio, todos los tratamientos fueron añadidos en el 

compartimento superior, es decir, en contacto únicamente con los enterocitos. 
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En algunos casos, la línea de epitelio intestinal IEC-18 fue pretratada con 

pamidronato 24 horas ó 5 días antes de ponerse en contacto con los linfocitos; 

una vez transcurrido ese tiempo, se sometió a 3 lavados con solución de sales 

equilibrada (solución Hank’s) y se añadió medio nuevo al compartimento 

superior. El sobrenadante obtenido en el compartimento inferior se congeló a -

80ºC hasta la determinación de la concentración de distintas citoquinas 

mediante ELISA. 

6. Ensayo de diferenciación de linfocitos hacia Th1. 

El ensayo en cuestión se realizó en placas de 24 pocillos y se emplearon 

linfocitos T purificados (ver punto 4 del apartado D de esta sección). El cultivo 

consistió en 0,5 millones por pocillo con una densidad celular de 1 millón.ml-1. La 

polarización hacia el subtipo Th1 se llevó a cabo mediante la adición al cultivo de 

IL-12 de rata a diferentes concentraciones (1, 5 y 10 ng/ml), 24 horas antes del 

estímulo de las células con concanavalina A. El pretratamiento de una hora con 

pamidronato se realizó antes del tratamiento con IL-12. Así, 24 horas después 

de añadir la citoquina en cuestión, las células fueron estimuladas con 

concanavalina A (5 µg/ml) y se incubaron durante 48 horas más. Los 

sobrenadantes obtenidos fueron mantenidos a -80º C hasta su posterior 

utilización en la determinación de la secreción de IFN-γ e IL-2.   

V. Toxicidad y viabilidad celular. 

1. Determinación de la adhesión por cristal violeta. 

Los experimentos se llevaron a cabo sobre monocapas confluentes de 

enterocitos sembrados en placas de 24 pocillos. Dicha técnica se empleó como 

medida indirecta de la toxicidad de las diversas sustancias empleadas sobre 

dichas células, valorándose la capacidad de las mismas para disminuir la de 

adhesión de las células epiteliales. Tras el lavado de las células con PBS, fueron 

sometidas a tinción y fijado con una solución de cristal violeta al 0,2% (P.V-1) en 

una solución etanólica al 2% (V.V-1) durante 30 minutos. A continuación se 

eliminó el exceso del colorante mediante varios lavados con PBS y las células 

teñidas fueron lisadas con una solución de dodecil sulfato sódico (SDS) al 1% 

(P.V-1) (30 minutos en agitación). La solución obtenida fue centrifugada a 3000 

rpm durante 5 minutos, y se determinó la absorbancia del sobrenadante 

obtenido a 540 nm. Los resultados fueron expresados como porcentaje del valor 

de densidad óptica obtenido para las células no tratadas o grupo control. 

2. Medida de la actividad enzimática Láctico deshidrogenasa. 

A través de una técnica espectrofotométrica, se determinó la actividad 

láctico-deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de los diversos cultivos 

celulares, como medida de toxicidad celular. Para ello se determinó la 

desaparición del cofactor β-NADH a 340 nm, consumido en la reacción que 

convierte el ácido pirúvico (añadido como reactivo a la concentración de 25 mM) 
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en ácido láctico, y que es catalizada por dicho enzima. Como estándar se empleó 

LDH de músculo de ternero, y los datos fueron expresados como mU.ml-1.   

3. Determinación de la proliferación por incorporación 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 

millón de células en cada pocillo. Junto con los diferentes tratamientos y la 

concanavalina A, las células fueron expuestas a [3H]-thimidina (1 µCi mL-1; GE 

Healthcare, España) durante 48 h. Tras dicho período de incubación, las células 

fueron recolectadas y sometidas a varios lavados con una solución de ácido 

tricloroacético al 10% (V.V-1). Seguidamente, se realizó la lisis celular mediante 

una solución 0,3 N de NaOH que contiene SDS al 1% (V.V-1) durante 30 minutos 

a temperatura ambiente. Las muestras obtenidas fueron dispuestas en viales 

adecuados a los que se les añadió 3 ml de de líquido de centelleo (Beckman 

Coulter®, Madrid, España). La radioactividad contenida en el vial y debida a la 

incorporación de la timidina tritiada en las células fue cuantificada mediante un 

analizador de centelleo líquido Tri-CArb. Los resultados se expresan como 

desintegraciones por minuto (dpm). 

VI. Técnicas generales. 

1. Determinación de la secreción 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 -

80º C hasta su utilización. 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 llevó 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-γ y TNF-α de rata). Los resultados se expresan como pg/ml. 

2. Extracción y cuantificación del contenido proteico. 

Las proteínas colónicas fueron obtenidas tras la homogenización mecánica en 

tampón de lisis frío, el cual contiene Igepal CA-630 al 1%, HEPES-Na 20 mM pH 

7,5, EGTA 10 mM, β-glicerofosfato 40 mM, MgCl2 25 mM, ortovanadato sódico 

2mM, y una mezcla de inhibidores de proteasas añadida de forma extemporánea 

(fenilmetilsulfonil fluoruro, aprotinina, pepstatina A y fenantrolina) junto con un 

inhibidor de fosfatasas, el orto-vanado sódico. En el caso de las muestras 

procedentes de cultivos celulares, utilizando el mismo tampón descrito, éstas 

fueron sometidas a ultrasonidos para la lisis celular. El homogenado resultante 

en ambos casos, se sometió a una centrifugación a 10.000 rpm para la 

eliminación de los restos de membranas celulares. El sobrenadante obtenido 

contiene las proteínas celulares y fue conservado a -80º C hasta su utilización 
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para el estudio de expresión proteica. El contenido proteico total fue medido 

mediante el método del ácido bicinchonínico [974], para lo que se empleó 

albúmina sérica bovina como estándar. 

3. Western blot. 

Las muestras obtenidas mediante el procedimiento anterior fueron 

calentadas a 95º C durante 5 minutos junto con el tampón de carga, cuya 

composición es SDS 312 mM, glicerol 50% (V.V-1), 2-mercaptoetanol 1% (V.V-1), 

EDTA sal trisódica 22,5 mM, Tris 220 mM y trazas de azul de bromofenol 

(pH=6,8). Tras la separación de las proteínas mediante la electroforesis en gel 

de acrilamida, éstas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa o PVDF 

(según 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 realizó mediante la 

exposición de la membrana a una solución de ácido acético al 1% (V.V-1) que 

contiene Rojo Ponceau al 0,5% (P.V-1) de. A continuación, se realizó la 

exposición al anticuerpo primario específico durante toda la noche a 4º C. Las 

diluciones empleadas de los distintos anticuerpos son: α-Actina (1:500); iNOS 

(1:2500); COX2 (1:3000); Rap1A (1:1000); PCNA (1:1000); fosfo-ERK 

(1:2500); fosfo-JNK (1:2000); fosfo-IκBα (1:2500); fosfo-p38 (1:1000); Foxp3 

(1:1000); fosfo-STAT4 (1:1000); todos ellos fueron diluidos en TBS-T con 

albúmina sérica bovina al 5% (m.V-1). Como control de carga, todas las 

membranas fueron expuestas a un anticuerpo frente α-actina; dicho anticuerpo 

fue obtenido a través del Prof. Jim Jung-Ching Lin del Departamento de Ciencias 

biológicas de la Universidad de Iowa. El anticuerpo secundario de la especie 

apropiada según el anticuerpo específico 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 cuantificación de los resultados obtenidos se llevó a cabo mediante el 

programa Image J.  

4. Extracción de ARN y reacción de retrotranscripción (RT). 

El ARN total de las distintas muestras fue obtenido usando Trizol Reagent® 

(Invitrogen), siguiendo para ello las recomendaciones del fabricante. Tras el 

análisis de la integridad del ARN aislado mediante electroforesis en gel de 

agarosa (1% P.V-1), la cuantificación del contenido de ARN de las distintas 

muestras se llevó a cabo a través utilizando un Nanodrop® que determina la 

abosrbancia a 260 y 280 nm. Una cantidad total de 1 µg de ARN por muestra fue 

retrotranscrito para la obtención del ADN complementario, mediante el empleo 

de la enzima transcriptasa inversa, según las indicaciones del fabricante (iScript 

Select cDNA Synthesis Kit, Biorad Laboratories®, California, EEUU). El ADN 

complementario se mantuvo congelado a -20º C hasta su uso, mientras que el 

ARN se conservó a -80º C. 
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5. Análisis de expresión génica mediante reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) a tiempo real. 

La reacción en cadena de la polimerasa fue realizada usando Syber Green 

como fluoróforo (iQTM SYBR® Green Supermix, Biorad Laboratories, California, 

EEUU) para el análisis de la expresión de diversos genes. En algunos casos se 

empleó ROX como fluoróforo de referencia (iTaqTM SYBR® Green Supermix with 

ROX sample, Biorad Laboratories, California, EEUU). El gen de referencia elegido 

fue la subunidad 18S del ARN ribosómico y su expresión fue empleada como 

control de carga en los distintos experimentos. Las siguientes secuencias (5’-3’)  

o primers fueron empleadas: para IL-1β, 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 

p19, 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-β, 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-γ, 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. 

VII. Análisis estadístico.  

Todos los resultados han sido expresados como media aritmética ± error 

estándar de la media (SEM). Para determinar la significancia estadística, se 

utilizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y un test de significancia a 

posteriori (Fisher LSD). La significancia estadística se consideró para un valor de 

P<0,05. El análisis estadístico descrito se realizó mediante la plataforma 

informática SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). 
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En estudios preliminares se valoró el efecto antiinflamatorio del alendronato 

en el modelo de colitis por ácido trinitrobencenosulfónico en ratas, en un 

protocolo experimental curativo, esto es, un post-tratamiento, en el que la 

administración del fármaco comienza un cierto tiempo después de la inducción 

de la colitis, concretamente 2 horas2. Los resultados obtenidos demuestran un 

potencial efecto antiinflamatorio de esta sustancia en el modelo experimental. 

El tratamiento con alendronato (25 o 75 mg kg-1 día-1) da lugar a una 

disminución del índice de daño macroscópico (IDM) (Fig. 13.A) y de la pérdida 

de peso (sólo en el caso de la dosis 25 mg kg-1 día-1). Esto se asoció a una 

reducción considerable de los niveles de ARNm de IL-1β, MCP-1 y el antagonista 

del receptor de IL-1β (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-1 día-1). Así, el 

postratamiento con sulfasalazina redujo la relación entre los niveles de ARNm de 

IL-1β/IL-ra y MCP-1 de forma similar al alendronato, y además disminuyó la 

actividad fosfatasa alcalina colónica (25 mg kg-1 día-1), pero no fue capaz de 

modificar la pérdida de peso o el score IDM. La administración intraperitoneal de 

alendronato, por el contrario, carece de efectos beneficiosos (Fig. 13.C) [10]. 

 

A partir de estos datos, se planteó un estudio con un repertorio ampliado de 

bisfosfonatos nitrogenados. En este caso, y para demostrar un efecto preventivo 

en la colitis, se empleó un pretratamiento, en el que la administración comienza 

                                       
2 La elección del postratamiento se basó en la bibliografía publicada hasta la fecha referente al 
estudio del efecto de las estatinas en modelos preclínicos de EII. 
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Figura 13: Efecto antiinflamatorio del 

alendronato en el modelo de colitis por TNBS 

(postratamiento). El efecto de la 

administración oral de Fosamax® 

(alendronato 75 mg kg- día-1) sobre el 

tejido colónico, tanto a nivel macroscópico 

como de MPO y AP (A). Modificación de la 

expresión génica de IL-1β, IL-1ra y MCP-1 

en el tejido colónico (B). Efecto de la 

administración intraperitoneal de 10 mg kg-

1 día-1 de alendronato (C). ++ P<0,001 + 

P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * P<0,05, 

vs. TNBS SAZ=sulfasalazina,  

Alen=alendronato. 
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dos días antes de la inducción de la colitis. Los bisfosfonatos elegidos fueron 

ibandronato y pamidronato, junto al ya estudiado alendronato. La primera 

aproximación se realizó mediante la colitis inducida por ácido 2,4,6-

trinitrobencenosulfónico (TNBS); al cual se añadió posteriormente y como 

modelo secundario el modelo inducido por la ingesta en el agua de bebida de 

sulfato de dextrano sódico (DSS). Una vez elegido el bisfosfonato con un mejor 

perfil antiinflamatorio, en este caso el pamidronato, se llevó a cabo un estudio 

en profundidad del mecanismo de acción de dicho fármaco. Para ello, se realizó 

un análisis del transcriptoma colónico en el modelo de colitis por TNBS, 

comparando la modificación ocasionada por el tratamiento con pamidronato con 

la que se produce como consecuencia del tratamiento con un fármaco de uso 

clínico, la sulfasalazina. La dilucidación del mecanismo de acción se completó 

mediante la valoración de la modulación de la función de diversas poblaciones 

celulares en animales de experimentación sanos, así como mediante ensayos en 

modelos celulares, tanto cultivos primarios como líneas celulares, tratando de 

abarcar todos los tipos celulares fundamentales en la respuesta inmune y en la 

reacción inflamatoria.  

I. Efecto antiinflamatorio de bisfosfonatos nitrogenados en la EII.  

1. Efecto del pamidronato en el modelo de colitis por ácido 2,4,6-

trinitrobencenosulfónico. 

1.1. Efecto del pamidronato por vía oral. 

 El tratamiento de los animales colíticos con SAZ o pamidronato da lugar 

a una menor pérdida de peso, si se comparan éstos con el grupo colítico no 

tratado, o grupo TNBS. Así, el peso se estabilizó a partir del segundo día en 

los grupos tratados con SAZ y pamidronato; y, aunque no se alcanza una 

mejoría del peso corporal con respecto al grupo TNBS, el análisis estadístico 

demuestra que al menos, existe una tendencia en este sentido (en el día 6, 

P=0,118 para pamidronato; P=0,231 para SAZ)  (Fig 14.A). 

Figura 14: Evolución de los animales en el modelo de colitis por TNBS. (A) Peso corporal, % del peso inicial. (++ para TNBS, SAZ y 

pamidronato en los días 1 y 2; ++ para TNBS y pamidronato, y + para SAZ en los días 3 y 4; ++ para TNBS, y + para SAZ y 

pamidronato en los días 5 y 6). (B) Consumo de comida, gramos de comida consumidos por animal al día. 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, acercándose en el caso del pamidronato al consumo de 

los animales no colíticos en el punto final del tratamiento. (Fig. 14.B).  

A nivel colónico, el examen macroscópico corrobora el efecto beneficioso 

tanto de la sulfasalazina como del Pamidronato, con un menor daño colónico, 

tanto en lo que se refiere al engrosamiento o edema (valorado mediante el 

cálculo de la relación peso/longitud del colon), como en la longitud del daño 

colónico o en el IDM (Fig. 15.A, B y D). En este último caso, los parámetros 

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 puntuación en cuanto a la 

fibrosis dentro del IDM (Fig. 15.C). 

 

El estudio histológico 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 dramática infiltración celular a nivel de mucosa y 

submucosa. Tanto SAZ como pamidronato disminuyen notablemente la 

infiltración en la submucosa; sin embargo, el daño en las criptas epiteliales y 

la mejora de la infiltración en la mucosa son notablemente más 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 15: Daño macroscópico colónico. (A) Relación entre el peso y la longitud colónicos. (B) Longitud del daño colónico. (C) 

Parámetros modificados por pamidronato dentro del cálculo de IDM. (D) IDM. ++ P<0,001 + P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 * 

P<0,05, vs. TNBS. Pami (pamidronato). 
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Las determinaciones bioquímicas realizadas en el tejido colónico 

muestran la inhibición de la actividad MPO, tanto en el caso de la SAZ como 

del pamidronato, lo 

que implica una 

menor infiltración 

neutrofílica a nivel 

de dicho tejido. Sin 

embargo la 

actividad AP sólo se 

ve inhibida por 

Pamidronato que es 

capaz de inhibir la 

actividad 

enzimática basal, así como la sensibilidad al inhibidor levamisol, parámetro 

relacionado con un cambio de isoforma de la enzima (Fig. 17). Sin embargo, 

Figura 17: Actividades 

enzimáticas en el tejido 

colónico: MPO (U/g tejido), AP 

(mU/mg proteína) y sensibilidad 

a levamisol de AP (% de 

inhibición de la actividad AP). 

Los datos están referidos al 

grupo control (tanto por uno) 

se representan como media ± 

SEM; los valores del grupo 

control son 39,071±4,974 para 

MPO; 430,822±44,728 para AP; 

y 76,02±5,99 para la inhibición 

ejercida por levamisol. ++ 

P<0,001, + P<0,05, vs. 

Control; ** P<0,001, *<0,05, 

vs TNBS. Pami=Pamidronato. 
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Figura 16: Cortes histológicos del tejido colónico. Tinción de hematoxilina-

eosina, se muestran dos individuos representativos de cada grupo experimental. 
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ninguno de los tratamientos es capaz de modificar la expresión de iNOS o 

COX2 (Fig. 18).  

 

El análisis de la expresión génica mediante PCR a tiempo real muestra la 

tendencia del pamidronato a normalizar la expresión de la mayor parte de 

los genes ensayados (IL-23, TGF-β incluidos) (Fig. 19). La variabilidad 

interindividual impidió en este caso la detección de diferencias significativas, 

con excepción de la IL-1β, inhibida por pamidronato. Cabe destacar que en 

el caso del IFN-γ, la tendencia que se observa es un aumento en la 

expresión, lo cual no coincide con el efecto de la SAZ (Fig. 19.B). Las otras 

dos excepciones están constituidas por el Foxp3 y la IL-17, cuya expresión 

no se modifica con respecto al grupo colítico (Fig. 19.C). En otros casos, 
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Figura 19: Expresión génica 

en el tejido colónico medido 

por PCR a tiempo real. El 

“fold change” se calculó 

refiriendo el incremento de 

Ct al grupo control. Todos los 

datos se expresan como 

incremento (tanto por uno) 

frente al grupo control, y se 

expresan como media ± 

SEM. ++ P<0,001, + 

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-α, los valores obtenidos en el grupo de 

pamidronato desde el punto de vista estadístico no son significativos cuando 

se comparan con el TNBS pero tampoco lo son al ser comparados con el 

grupo no colítico (Fig. 19.A y B). En el caso de la sulfasalazina, la 

normalización con respecto al grupo control no se cumple en una serie de 

genes como son Foxp3, IL-17, IL-23 y TGF-β, cuyos valores se encuentran 

por encima de los del grupo colítico o TNBS (Fig. 19.C).  

Se ha estudiado la producción de citoquinas por parte de células 

mononucleares obtenidas a partir de bazo y ganglios linfáticos 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 colíticos producen una menor 

cantidad de TNF-α. Por el contrario, las células de los ganglios linfáticos 

mesentéricos del grupo TNBS secretan más TNF-α que el control, además se 

observa una tendencia (P=0,093) a un incremento de la liberación de IFN-γ 

(Fig. 20). La producción de IL-2 no se afecta significativamente. El 

tratameinto con Pamidronato aumenta la secreción de IFN-γ, IL-2 y TNF-α en 

esplenocitos comparado con el grupo TNBS, en tanto que no se registró 

efecto alguno sobre células de ganglios linfáticos mesentéricos (Fig. 20.A). El 

comportamiento de la sulfasalazina es opuesto, de forma que no hay efecto 

sobre las células esplénicas, pero sí sobre nódulos linfáticos mesentéricos, 

produciendo una disminución de IFN-γ, aunque sin alcanzar la significación 

estadística. 

 

1.2. Efecto del pamidronato por vía intraperitoneal. 

El efecto antiinflamatorio demostrado por el pamidronato cuando éste se 

administra por vía oral desaparece al cambiar la vía de administración y 

realizar la administración por vía intraperitoneal. La dosis empleada en la 

inyección intraperitoneal se calculó considerando un 1% de biodisponibilidad 

de los bisfosfonatos cuando se administran por vía oral [975, 976], y por 
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Figura 20: Producción de citoquinas por parte de esplenocitos (A) y células procedentes de ganglios linfáticos mesentéricos (B) 

estimuladas con concanavalina A (5 µg/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 
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tanto el 1% de la dosis administrada en la vía oral es la que se administra 

por vía intraperitoneal (0,8 mg kg día-1).  

 

El estado de 

las ratas tratadas 

con pamidronato 

no difiere 

sustancialmente 

de aquéllas que 

no han recibido 

tratamiento 

alguno (grupo 

colítico). El 

tratamiento 

intraperitoneal no modificó la pérdida de peso experimentada por los 

animales tras la inducción de la colitis y, por tanto, no normalizó la ingesta 

de comida (Fig. 21.A y B). A nivel macroscópico, el daño colónico es similar 

al del grupo colítico, así como la infiltración neutrofílica (MPO) y la expresión 

de AP (Fig. 22). Tampoco se observa una mejora a nivel microscópico en el 

estudio histológico (Fig. 23). La producción de citoquinas (IL-2, IFN-γ y TNF-

α) en células mononucleares obtenidas de ganglios linfáticos mesentéricos 

estimuladas con Con A no es modificada por el tratamiento con pamidronato 

por vía intraperitoneal (no mostrado). 
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Figura 22: Análisis 

macroscópico y 

bioquímico del tejido 

colónico: relación 

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 

caso del IDM 

(unidades arbitrarias). 

P<0,001 y +, P<0,05, 

vs. Control. 
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Figura 21: Evolución 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 día. Los datos se expresan como media ± SEM. ++, P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control.  
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Figura 23: Tinción de hematoxilina-eosina realizada en cortes histológicos 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 

sódico. 

El pamidronato se ensayó en un 

segundo modelo preclínico de EII, el 

modelo de colitis en rata inducida por 

sulfato de dextrano sódico. Este 

modelo difiere mecanísticamente del 

anterior en que la inflamación se 

desarrolla como consecuencia de la 

alteración de la barrera epitelial por 

el DSS. El pamidronato se administró 

únicamente por vía oral, ya que la 

vía intraperitoneal demostró 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 día-1. 

Durante el desarrollo del 

experimento, no se observó mejoría 

alguna en cuanto a consumo de 

comida o índice de actividad de la 

enfermedad (DAI); de hecho, la 

evolución es muy similar a la de los 

animales que forman parte del grupo 

colítico o DSS (Fig. 24). 

El análisis del tejido colónico 

tampoco da señales de un efecto 

antiinflamatorio en este modelo 

experimental por parte del 

pamidronato ya que, como se 

muestra en la Fig. 25, el daño 

colónico es similar al comparar el 

grupo tratado con pamidronato con el grupo DSS, tanto desde el punto de vista 

macroscópico (IDM y relación peso/longitud), como en lo que se refiere a las 

actividades enzimáticas determinadas en dicho tejido, esto es, mieloperoxidasa y 

fosfatasa alcalina (Fig. 25). 

El estudio histológico mediante la tinción hematoxilina-eosina, sin embargo, 

muestra un menor daño en el colon procedente de los animales que recibieron el 

pamidronato, comparado con el grupo colítico no tratado (DSS). En la colitis se 

observa una destrucción del epitelio con acortamiento de las criptas y pérdida de 

la arquitectura epitelial; a esto hay que sumar la infiltración a nivel de la mucosa 

y de la submucosa especialmente. El tratamieto con pamidronato da lugar a un 

Figura 24: Evolución de los animales en el modelo de colitis por 

DSS. (A) Peso corporal. (B) Consumo de comida. (C) Índice de 

actividad de la enfermdad (DAI). Los datos se expresan como media 

± SEM. P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Pami=Pamidronato. 
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menor daño 

epitelial; el epitelio 

presenta una 

arquitectura 

prácticamente 

normal y la 

destrucción del 

mismo sólo se 

observa en zonas 

concretas del tejido. 

Además, se observa 

una menor infiltración celular, lo que se pone de manifiesto especialmente a 

nivel de la capa submucosa (Fig. 26). 
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Figura 25: Análisis 

macroscópico y 

bioquímico del tejido 

colónico en el modelo de 

colitis por DSS: relación 

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. 

Figura 27: Análisis de bazo y ganglios linfáticos mesentéricos. (A) Peso del bazo. (B) Recuento celular (millones de células totales). (C y D) 

Producción de citoquinas por las células mononucleares estimuladas con concanavalina A (5 µg/ml). La secreción (pg/ml) del grupo control 

fue (C) 9787,611 ± 146,707, IFN-γ; 1145,107 ± 407,708, IL-2; 279,986 ± 58,807, TNF-α. (D) 4803,343 ± 1470,549, IFN-γ; 427,399 ± 

127,808, IL-2; 97,093 ± 24,331, TNF-α. 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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Figura 26: Tinción de hematoxilina-eosina realizada en cortes histológicos 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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El estudio de las poblaciones de los órganos linfoides, bazo y ganglios 

linfáticos mesentéricos, demuestra un efecto inmunomodulador del pamidronato 

en el este modelo de colitis, que si bien no se pone de manifiesto a nivel colónico 

desde el punto de vista macroscópico, sí que coincide con el efecto beneficioso 

observado a nivel microscópico en el estudio histológico. El pamidronato 

disminuye la esplenomegalia así como el número 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 estadístico (Fig. 27.B). Así, al 

estudiar la producción 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 inducción de la colitis conlleva un aumento de la producción 

de citoquinas en las células procedentes de ganglios linfáticos mesentéricos, y 

una disminución 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 producción de IFN-γ, IL-2 y TNF-α, normalizando los valores 

con respecto al grupo control (Fig. 27.D). A nivel del bazo, el efecto es mucho 

más modesto, observándose únicamente una tendencia a incrementar los 

valores de TNF-α, pero sin alcanzar la significancia estadística (Fig. 27.C). 

3. Efecto del alendronato en el modelo de colitis por ácido 

trinitrobencenosulfónico. 

3.1. Efecto del alendronato por vía 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). 

 

 

El análisis macroscópico del tejido colónico muestra que ni la 

sulfasalazina ni el alendronato ejercen un efecto antiinflamatorio 

significativo. Si bien la sulfasalazina muestra una cierta tendencia a disminuir 

ambos parámetros, la relación peso/longitud del colon y el daño del mismo 

(Fig. 29). 

-1 0 1 2 3 4 5 6

0

5

10

15

20

25

 día

c
o
n
s
u
m

o
 d

e
 c

o
m

id
a
 (

g
/r

a
ta

)

 Control

 TNBS

 SAZ

 Alen

B

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6

86

88

90

92

94

96

98

100

102

104

106

108

110

112

114

 día

%
 p

e
s
o
 c

o
rp

o
ra

l

 Control

 TNBS

 SAZ

 Alen

A

Figura 28: Evolución 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 días comprendidos entre el día 1 y el día 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. 
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El alendronato no produjo tampoco una modificación 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 vía intraperitoneal. 

En otro experimento tratamos de confirmar la ausencia de eficacia del 

alendronato administrado por vía intraperitoneal. Este experimento está 

justificado por la dosis relativamente alta utilizada anteriormente [10]. Sin 

embargo, al igual que entonces, no se produjo ninguna mejora con la 

administración de alendronato por vía intraperitoneal (0,75 mg kg-1 día-1, 

según el cálculo a partir de la dosis oral y de la biodisponibilidad del 1%). La 
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Figura 29: Daño macroscópico del tejido colónico. (A) Relación 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. 

Figura 30: Bioquímica en el 

tejido colónico: MPO, AP y 

sensibilidad de AP al inhibidor 

levamisol. Los datos se expresan 

como incremento frente al grupo 

control (39,071 ± 4,974 U/g 

tejido de MPO; 430,822 ± 

44,728 mU/mg proteína de AP; 

74,68 ± 6,371 % de inhibición 

sobre la actividad AP basal). Se 

muestran los resultados como 

media ± SEM. ++ P<0,001 + 

P<0,05, vs. Control; ** P<0,001 

* P<0,05, vs. TNBS. 
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Figura 31: Evolución 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 colítico y el grupo tratado con 

alendronato, y dicha pérdida de peso se acompaña de una anorexia en la 

que la ingesta de alimentos disminuye significativamente en ambos grupos 

por igual (Fig. 31).  

El examen macroscópico y la medida de MPO y AP en el tejido colónico 

muestran una ausencia de efecto antiinflamatorio cuando el alendronato se 

administra por vía intraperitoneal (Fig.32). 

 

4. Efecto del ibandronato en modelo de colitis por ácido 

trinitrobencenosulfónico. 

4.1. Ibandronato por vía oral. 

El ibandronato fue administrado por vía oral a la dosis de 83 mg kg-1 día-

1. Nuestros resultados indican que el ibandronato no sólo 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 químico encargado de desencadenar el proceso 

colítico. Este efecto nocivo se pone de manifiesto por una potenciación de la 

pérdida de peso, llegando a alcanzar la significación estadística a partir del 

día 5 de tratamiento (Fig. 33.A). Este fenómeno va acompañado por un claro 

efecto anorexígeno, de modo que en el último día de tratamiento la ingesta 

de comida es aproximadamente diez veces menor que en el grupo no colítico 

y cinco veces menor que en el grupo TNBS (Fig. 31.B). 
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Figura 32: Análisis macroscópico y 

bioquímico del tejido colónico en el 

modelo de colitis por TNBS: 

relación 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). Los valores 

para el grupo control son 115,446 

± 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 

mU/mg de proteína de AP. ++ 

P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. 

** P<0,001 y * P<0,05, vs. TNBS. 

Figura 33: Evolución 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 macroscópico del colon es similar al del grupo control, 

incluso existe una mínima tendencia 

a la recuperación a nivel de este 

tejido, como se demuestra en los 

datos de la relación peso/longitud y 

del IDM, los cuales muestran el 

grado de edema y de gravedad del 

proceso inflamatorio a nivel del tejido 

(Fig. 34). Así, paradójicamente, la 

inflamación a nivel colónico parece 

no verse empeorada por el 

tratamiento de los animales con 

ibandronato por vía 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 macroscópico, el colon de las ratas 

tratadas con ibandronato muestra niveles comparables a los del grupo TNBS 

(Fig. 35). 

 

Los datos obtenidos hasta el momento indican que, a pesar de un 

empeoramiento del estado general de los animales con un aumento en la 

pérdida de peso 

corporal 

importante, la 

inflamación a nivel 

colónico es 

semejante a la del 

grupo colítico o 

TNBS. Esto nos 

lleva a pensar que 

puede existir un 

efecto a nivel 
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Figura 34: Daño macroscópico del colon. Los datos se 

expresan como media ± SEM del incremento frente al grupo 

control en el caso de la relación 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. 

Figura 35: Bioquímica en 

el tejido colónico: MPO y 

AP. Los datos se expresan 

como incremento frente al 

grupo control (5,758 ± 

1,468 U/g tejido de MPO; 

146,638 ± 13,984 mU/mg 

proteína de AP). Se 

muestran los resultados 

como media ± SEM. ++ 

P<0,001 + P<0,05, vs. 

Control; ** P<0,001 * 

P<0,05, vs. TNBS. 

Iban=ibandronato. 

Figura 36: Concentración de 

citoquinas en plasma. Los 

valores se han referido a la 

concentración (pg/ml) en el 

grupo control (60,952 ± 

6,588, IFN-γ; 14,014 ± 5,023, 

IL-6; 40,112 ± 19,926, IL-10; 

10,006 ± 2,364, TNF-α), y se 

expresan como incremento 

(tanto por uno) frente a dicho 

grupo. ++ P<0,001 + P<0,05, 

vs. Control; ** P<0,001 * 

P<0,05, vs. TNBS. 

Iban=ibandronato. 
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sistémico. Por ello, determinamos los niveles de citoquinas en plasma en las 

ratas tratadas con ibandronato. La colitis sólo tiene efectos moderados, 

concretamente un incremento en IFN-γ y una reducción de IL-6, IL-10 y 

TNF-α, aunque ninguno de estos efectos es estadísticamente 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-α, todas ellas características del perfil de citoquinas producido por 

macrófagos (Fig. 36).  

4.2. Efecto del ibandronato por vía intraperitoneal. 

Al igual que en el tratamiento con alendronato o pamidronato, el 

ibandronato carece de efecto antiinflamatorio cuando se administra por vía 

intraperitoneal. El estado general de los animales no mejora con respecto al 

grupo colítico pero, a diferencia de lo que ocurre en la vía oral, éste es 

similar, sin existir un empeoramiento del mismo; al igual que ocurre en la 

ingesta de comida (Fig. 37). 

 

 

Igualmente, no se registran efectos beneficiosos a nivel del colon en el 

análisis macroscópico y las medidas de MPO y AP (Fig. 38). 
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Figura 37: Evolución 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. 

Figura 38: Análisis 

macroscópico y bioquímico 

del tejido colónico en el 

modelo de colitis por 

TNBS: relación 

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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II. Caracterización del mecanismo de acción del pamidronato.  

1. Estudio del transcriptoma colónico. 

En estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigación se ha 

caracterizado el patrón de alteración de la expresión génica en el colon en el 

modelo de colitis inducida por TNBS. A partir de estos datos, el análisis del 

transcriptoma colónico permite profundizar en el mecanismo de acción de una 

sustancia que ha demostrado su capacidad antiinflamatoria en este modelo. 

Siguiendo esta estrategia, se ha establecido una comparación entre la 

modificación de la expresión 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 colítico. 

La SAZ (500 mg/kg) da lugar a un marcado efecto antiinflamatorio 

acompañado de modificaciones considerables sobre la expresión génica a nivel del 

colon. Además de la normalización de un gran número de genes inflamatorios 

(genes modificados por TNBS), la expresión de diversos genes implicados en 

diferentes vías metabólicas y vías de señalización fue alterada por el tratamiento 

con SAZ. Aunque de forma general y salvo mínimas excepciones, podemos decir 

que el efecto de la SAZ se basa en la normalización hasta los niveles del grupo 

control de los genes modulados por la colitis, es decir, un comportamiento típico 

de su carácter antiinflamatorio (Fig. 39). La validación postgenómica muestra una 

excelente correlación con los resultados obtenidos en el microarray. Al profundizar 

en el mecanismo de acción podemos afirmar que la SAZ moduló la expresión de 

genes regulados por NFκB y la modulación sobre PPAR no es importante. Estos 

resultados fueron comprobados mediante diversos experimentos de tipo no 

genómico en los que se demostró que la SAZ es capaz de inhibir la fosforilación de 

IκBα en líneas celulares de enterocitos y en cultivos primarios de células 

mononucleares obtenidas del bazo. La conclusión 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 inhibición de NFκB y no a través de la 

modulación de PPAR o de acciones antioxidantes.  

Figura 39: Efecto de la SAZ sobre el transcriptoma colónico. (A) El diagrama representa las diferentes categorías de genes en función del 

efecto de la colitis (TNBS) y de la SAZ sobre la expresión de los mismos. (B) Relación entre el incremento en la expresión génica causado por 

la colitis (eje x) y el causado por la SAZ (eje y). 

(x-axis) and fold change (FC) caused by SAZ treatment versus TNBS 

(y-axis).  
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   A continuación analizamos el transcriptoma colónico 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 número 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 expresión alterada con respecto al grupo 

control. Así, 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 expresión se ve modificada por la inducción 

de la colitis, un total de 1574 genes son igualmente modulados por el 

pamidronato. Al igual que en la SAZ, el pamidronato provoca la normalización 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 expresión alterada provocada por el TNBS, 

esto es, 108 genes disminuidos por TNBS y disminuidos aún más por pamidronato 

y 10 genes en los que el aumento provocado por TNBS es potenciado por 

pamidronato. Este análisis preliminar nos indica que el mecanismo de acción y el 

perfil beneficioso del pamidronato en la colitis inducida por TNBS es 

completamente diferente al de la SAZ (Fig. 40). 

 

Mediante este análisis genómico se estudió la expresión de marcadores de 

distintos tipos celulares para establecer una relación entre el efecto 

antiinflamatorio y una modificación en la infiltración celular en el colon. Los datos 

obtenidos en el microarray muestran que existe una disminución de la expresión 

de diversos marcadores de linfocitos, T y B, macrófagos y polimorfonucleares 

Figura 40: Efecto del pamidronato sobre 

el transcriptoma colónico. (A) El diagrama 

representa las diferentes categorías de 

genes en función del efecto de la colitis 

(TNBS) y del pamidronato sobre la 

expresión de los mismos. (B y C) Relación 

entre el incremento en la expresión génica 

causado por la colitis (eje x) y el causado 

por el pamidronato (eje y); genes 

inflamatorios o modificados por TNBS (B); 

y genes no inflamatorios o que no se 

modifican por el TNBS (C). 
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(PMN), sobre todo en estos dos últimos casos. Sin embargo, la infiltración de 

células dendríticas y NK no se ajusta a un patrón totalmente definido, sino que la 

modificación es variable en función del marcador concreto que consideremos 

(Tabla 4). 

Tipo celular 
Marcador 

(gen) 

Incremento 

(Pami vs. 

TNBS) 

Linfocitos T 

Thy-1 0,50 

Tcrb 0,51 

Tcrg 1 

Zap70 0,64 

Lck 0,70 

Linfocitos B 

Ptprc 0,26 

Ms4a1 0,19 

Cd22 0,49 

Cd79b 0,55 

Macrófagos 

y PMN 

S100a8 0,01 

Itgb2 0,10 

Cd68 0,11 

Csf1r 0,26 

Cybb 0,41 

Csf2rb1 0,13 

Lcn2 0,05 

Células NK 

Baat 2 

Ncam1 1,23 

B3gat1 0,66 

Células 

dendríticas 
Itgad 0,78 

 

El impacto del pamidronato sobre el transcriptoma colónico en el modelo de 

TNBS es considerable, como muestra el amplio espectro de genes cuya expresión 

está alterada. El siguiente objetivo en el análisis genómico es establecer las vías o 

rutas biológicas más afectadas por el tratamiento con pamidronato. Para ello se 

utilizó la plataforma informática Ingenuity®, la cual IPA permite la valoración de 

vías de señalización y metabólicas, redes moleculares y procesos biológicos que 

se encuentran modificados utilizando bases de datos genómicas previamente 

establecidas.   

La respuesta a través de receptores del ácido retinoico es una de las vías con 

una modificación más importante, tanto en cuanto al número de mediadores 

implicados como a la magnitud de la modificación en la expresión de los mismos. 

Entre los genes incluidos en esta ruta, NR1/3 es el segundo gen más 

incrementado de entre los modificados por pamidronato (incremento 12,41). La 

proteína 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 

expresión de este gen con respecto al TNBS. Otros genes implicados en esta vía 

Tabla 4: Modificación en la expresión de 

marcadores de distintos tipos celulares. El 

incremento hace referencia al tanto por uno de 

la expresión cuando se compara el efecto del 

Pamidronato con el efecto de la colitis. 
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también se encuentran aumentados, como RARG, RXRA, Rxr o FXR ligand-FXR-

retinoic acid-RXR-α (Fig. 41). 

 

 

  

2. Efecto del pamidronato en ratas sanas. 

Para caracterizar el efecto inmunomodulador del pamidronato se realizó un 

protocolo experimental para el estudio de las poblaciones linfocitarias en 

animales sanos, es decir, no sometidos a ningún protocolo de inducción de 

colitis. Para ello se llevó a cabo la administración por vía oral de la misma dosis 

de pamidronato ensayada en los modelos de colitis. Además, se llevó a cabo un 

estudio temporal, de modo que dicha administración se realizó durante 3, 5 u 8 

días.  

Los resultados indican que la administración de pamidronato no altera el 

estado de los animales, lo que se pone de manifiesto por una evolución 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.  

Figura 41: Modificación en la expresión de genes implicados en la respuesta a ácido retinoico. Esquema generado 

a través de la plataforma informática Ingenuity®. 
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El recuento de las células mononucleares de bazo y ganglios linfáticos 

mesentéricos muestra un comportamiento característico dependiente del tiempo. 

Tras la administración durante un período corto (3 días) se produce un aumento 

del número de células a nivel mesentérico, efecto que desaparece cuando el 

tratamiento se prolonga a 5 u 8 días (Fig. 43). También se observa un aumento 

en el número de esplenocitos, pero de forma más tardía, observándose sólo en 

el tratamiento de 5 días, y normalizándose, al igual que en el caso anterior a los 

8 días. Esto puede interpretarse como una infiltración celular que se localiza de 

forma primaria a nivel local, es decir, a nivel gastrointestinal y que 

posteriormente, dos días más tarde, puede observarse a nivel sistémico, es 

decir, en el bazo. En ambos casos, dicha infiltración es reversible, y sólo dos días 

después (día 5 y 8 respectivamente), se encuentra normalizado, siendo 

equivalente al del grupo control. 
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Figura 42: Evolución del peso corporal 

durante el tratamiento. (A) 3 días. (B) 5 

días. (C) 8 días. Los datos se expresan como 

media ± SEM. El análisis estadístico 

determina que no existen diferencias entre 

los dos grupos experimentales. 

Pami=pamidronato. 

Figura 43: Recuento de células mononucleares en bazo y ganglios linfáticos mesentéricos en los tratamientos de 3 (A), 5 (B) y 8 (C) 

días. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. Pami=pamidronato. 
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En cuanto a la secreción de citoquinas, se confirma esta secuencia temporal, 

de forma que la producción aumenta tempranamente en las células de ganglios 

mesentéricos, especialmente en el caso de IFN-γ e IL-2, siendo patente dicho 

aumento ya en el día 3 y acentuándose en el día 5 (Fig. 44.B). En el bazo, el 

aumento de citoquinas sólo se manifiesta a partir del día 5, siendo igualmente 

más notorio en el caso de IFN-γ e IL-2 (Fig. 44.A). En cualquier caso, los valores 

tienden a normalizarse ya en el día 8, lo que coincide con la población celular 

observada en el punto anterior. No se observan diferencias significativas en la 

secreción de TNF-α. 

 

La modulación sobre la 
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parte de células 

mononucleares concuerda 

con los niveles de 

citoquinas encontrados en 

plasma. Así, los niveles de 

IL-2 o TNF-α no son 

detectables en el plasma de 

ninguno de los animales 

experimentales, sin 

embargo, existen modificaciones en los valores de IFN-γ. La administración de 

pamidronato dio lugar a un incremento en el IFN-γ a nivel sistémico, es decir, en 

el plasma; dicho aumento se percibe ya a los 5 días de tratamiento y se acentúa 

a los 8 (Fig. 45). 
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Figura 44: producción de citoquinas en células mononucleares procedentes de bazo (A) y ganglios linfáticos mesentéricos (B) tras el 

estímulo con concanavalina A (5 µg/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. 

Figura 45: 
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Figura 47: western blot frente a la forma no prenilada de Rap1A en 

colon y duodeno (5 días). (A) Gel. (B) cuantificación 

densitométrica. Los datos se han referido a la expresión de α-actina 

y se expresan como incremento frente al grupo control, media ± 

SEM. 

Junto a la producción de citoquinas, se evaluó la posible modulación de la 

actividad de los linfocitos T reguladores, y para ello se midió la expresión de 

Foxp3, factor de transcripción fundamental en el desarrollo y función de dichas 

células inmunes. Los resultados obtenidos mediante Western Blot en el 

homogenado de esplenocitos muestran un aumento en la expresión mayor a los 

8 que a los 5 días (Fig. 46.A y B). En cambio, este efecto parece estar limitado a 

los 5 días en los ganglios linfáticos mesentéricos (Fig. 46. A y C). 
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específica la forma no prenilada de la proteína G de pequeño tamaño molecular 

Rap1A. A nivel gastrointestinal, los resultados en colon y duodeno son ambiguos. 

A los 5 días, en algunas muestras existe una clara inhibición de prenilación, al 

igual que en el caso del duodeno; sin embargo, en el tratamiento prolongado a 8 

días, no existen diferencias entre los dos grupos. En cualquier caso, los valores 

obtenidos en la cuantificación densitométrica no son estadísticamente 
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Figura 46: Expresión de Foxp3 en células de bazo y de ganglios linfáticos mesentéricos sin incubación en el tratamiento de 5 y 8 

días. (A) geles obtenidos mediante Western Blot. (B) cuantificación densitométrica de esplenocitos. (C) cuantificación 

densitométrica de células de ganglios mesentéricos. Los resultados se expresan como incremento en la ratio de la expresión de 

Foxp3 y de α-actina, media ± SEM. ++ P<0,001 y + P<0,05. Pami=pamidronato.  
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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 días. (A) Gel. (B) 

cuantificación densitométrica. Los datos se han referido a la 

expresión de α-actina y se expresan como incremento frente al 

grupo control, media ± SEM. 

significativos, por lo que hemos de asumir que no existe inhibición de prenilación 

a este nivel en los períodos estudiados o, al menos, que no se produce de forma 

sostenida ni consistente (Fig. 47 y 48). 

 

A nivel sistémico también se 

estudió la prenilación en dos órganos 

diferentes, bazo e hígado, para saber 

si el pamidronato era capaz de 

acceder a ellos e inhibir la prenilación 

a este nivel. Sólo en el tratamiento 

más largo, a los 8 días, y de forma 

específica en el bazo, se observa una 

inhibición de prenilación (Fig. 49). En 

cuanto al hígado, en ningún caso fue 

posible detectar la banda 

correspondiente a la proteína no 

prenilada en cuestión (no mostrado). 

Por otro lado, tampoco se encuentran 

diferencias en el caso de 

homogenados obtenidos a partir de 

esplenocitos o de células obtenidas a partir de ganglios linfáticos mesentéricos 

(no mostrado). 

3. Estudios in vitro. 

El objetivo de estos ensayos in vitro es el de caracterizar el mecanismo de 

acción 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 generación de 

bisfosfonatos, los nitrogenados, y por tanto, su mecanismo de acción como 

fármacos antirresortivos depende de la inhibición de la prenilación de proteínas. 
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Figura 49: prenilación en el bazo de los animales sometidos al 
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grupo control. + P<0,05 vs. Control. Pami=pamidronato. 
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Además de estos tres compuestos, se ha empleado el etidronato, bisfosfonato de 

primera generación, que carece de nitrógeno en su composición y cuyo 

mecanismo de acción se basa en la inducción de apoptosis de los osteoclastos; y 

otros dos bisfosfonatos nitrogenados de última generación y, por consiguiente, 

más potentes que los anteriores: el risedronato y zoledronato. De este modo se 

abarca un amplio abanico de compuestos (Tabla 5), lo que permite la 

comparación entre ellos para dilucidar y caracterizar el mecanismo de acción. La 

concentración empleada fue elegida en función de los resultados preliminares 

sobre la modulación de secreción de IL-8 en enterocitos, y es de 100 μM. En 

algunos casos se han realizado curvas de concentración en las que se incluyen, 

además de la anterior, las concentraciones de 1 y 10 μM. 

Bisfosfonatos Otros inhibidores 

Clásicos 
(no 

nitrogenados) 

Nitrogenados Inhibidores directos o indirectos de la prenilación 

1ª 
generación 

Última 
generación 

Estatinas: inhibidores de 
HMGCo-A reductasa 

Inhibidores de enzimas de 
la prenilación 

Etidronato 
Alendronato 
Ibandronato 
Pamidronato 

Risedronato 
Zoledronato 

Mevalonina (lovastatina) 
FTI-277 

GGTI-298 

 

Por otro lado, han sido introducidos en el estudio tres moléculas que 

interfieren en la vía de la prenilación. En primer lugar, la mevalonina o lovastatina 

(5 μM), una estatina, que inhibe a la enzima hidroximetilglutaril-coenzima A 

reductasa y por tanto impide la síntesis de los restos isoprenoides necesarios para 

la prenilación. Junto a este fármaco se han empleado dos inhibidores de las 

principales enzimas participantes en la prenilación: 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 propósito ha sido el de 

abarcar los tipos celulares más importantes en la respuesta inmune implicada en 

la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y la interacción 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 

separación o purificación para distinguir entre linfocitos T y macrófagos. En el 

caso de los enterocitos se han empleado tres líneas celulares diferentes, dos de 

ellas de origen humano, Caco-2 y HT29, y una de rata, IEC18. La línea celular 

Caco-2 (HTB-37TM ATCC®) procede de un adenocarcinoma de colon de un varón 

caucasiano de 72 años de edad y tiene carácter tumorigénico, al igual que la otra 

línea de origen humano, HT29 (HTB-38TM ATCC®), procedente de un 

adenocarcinoma colorrectal de una mujer de 44 años. Sin embargo, las células 

IEC-18 (CRL-1589TM ATCC®) son no tumorales y proceden de íleon 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 órgano linfoide es muy 

elevada, por lo que facilitaba la realización de los experimentos.  

Tabla 5: Relación de las sustancias incluidas en los experimentos in vitro. 
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En la mayoría de los experimentos se han realizado dos tipos de protocolos, 

uno a corto plazo, con un período de exposición (24 a 48 horas, según tipo celular 

y estímulo), y otro a largo plazo (5 a 7 días). El objetivo es distinguir entre los 

efectos debidos a la acción directa del bisfosfonato de aquéllos que son tardíos 

como consecuencia de la inhibición de la prenilación de proteínas y la consecuente 

afectación de la función de dichas proteínas. 

3.1. Efecto de bisfosfonatos nitrogenados sobre enterocitos. 

3.1.1. Células Caco-2. 

En un principio se valoró la toxicidad de los bisfosfonatos sobre la línea 

celular. Los resultados obtenidos mediante la medida de adhesión por cristal 

violeta o la liberación de la enzima LDH muestran que alendronato, 

ibandronato y pamidronato no son tóxicos para dichas células ni en el 

protocolo temprano ni en el tardío (Fig. 50). Aunque se observó un 

incremento significativo de LDH con la concentración 10 μM de pamidronato 

al cabo de una semana. Es poco probable que esto represente un efecto 

tóxico real, dado que concentraciones 10 veces mayores no produjeron 

efecto alguno (Fig. 50.D). 
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Figura 50: Toxicidad celular: adhesión por cristal violeta (A y B) y actividad LDH en el medio de cultivo (C y D). La incubación 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 forma indirecta, la medida de la proliferación celular o de la inhibición 

de la misma constituye una prueba de toxicidad celular. Así, se realizó un 

estudio de la expresión del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), 

la cual se correlaciona con la actividad proliferativa de las células en 

cuestión. Tras 24 horas de tratamiento, ninguno de los bisfosfonatos ni de 

los controles empleados muestra modulación de la proliferación celular; sin 

embargo, el pamidronato y la mevalonina disminuyen dicha actividad, sin 

superar el 20% en ninguno de los casos (Fig. 51).   

 

La IL-8 es una quimioquina de la familia CXC que desempeña un papel 

fundamental en la regulación de la respuesta inflamatoria aguda, mediante la 
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Figura 51: Proliferación celular, expresión de PCNA (Western Blot). Geles correspondientes al tratamiento durante 24 horas (A) y 5 

días (B). Cuantificación densitométrica para los bisfosfonatos (C) y para los inhibidores específicos (D). Los datos se expresan como 

la relación entre la señal de PCNA y la de α-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. 

Figura 52: Producción de IL-8 en células Caco2 estimuladas con IL-1β (10 ng/ml) a corto plazo (24 horas). (A) Efecto de 

los bisfosfonatos. (B) Efecto de los inhibidores específicos. Los datos se expresan como incremento (tanto por uno) con 

respecto al grupo control. La producción de IL-8 tras el estímulo con IL-1β 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-1β. 
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atracción de neutrófilos y otras células inflamatorias. 

 La exposición a alendronato, ibandronato o pamidronato durante 24 

horas no modifica la secreción de IL-8 estimulada por IL-1β (Fig. 52.A), 

mientras que FTI-277 incrementa y GGTI-298 disminuye dicha secreción 

(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).  

 

En el tratamiento de una semana, por el contrario, los bisfosfonatos 

modulan la secreción de IL-8, en concreto alendronato e ibandronato, éste 

último de forma más eficaz. El ibandronato (100 μM) es capaz de 

incrementar la producción de IL-8 incluso en condiciones basales (Fig. 53. 

A). En la secreción estimulada por IL-1β, tanto alendronato como 

ibandronato tienen un efecto potenciador, aunque este último es más 

potente, ya que lo hace a una concentración 10 veces menor a la del 

alendronato (10 μM) (Fig. 53.C). La mevalonina y el FTI-277 incrementan la 

producción de IL-8 sobre células sin estimular, siendo el efecto de la estatina 

3 veces mayor (Fig. 53.B); mientras que sólo el GGTI-298 es capaz de 

inhibir la producción de IL-8 cuando las células Caco-2 son estimuladas con 

IL-1β (Fig. 53.D). 
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Figura 53: Secreción de IL-8 estimulada con IL-1β 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-1β. Las figuras muestran la media ± SEM. ++ 

P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1β. 
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A continuación, para tratar de establecer las condiciones experimentales 

idóneas para el estudio del efecto inmunomodulador de los bisfosfonatos 

sobre los enterocitos, se llevó a cabo un estudio a diferentes tiempos. Las 

células fueron expuestas a alendronato a una concentración de 100 μM 

(concentración efectiva y utilizada a partir de ahora en todos los 

experimentos) durante diferentes períodos de tiempo, en presencia o 

ausencia de IL-1β. De igual modo, se estudió el efecto de GGTI-298 y su 

relación con el tiempo de exposición de las células a dicha sustancia. Los 

resultados muestran que la exposición a alendronato durante 5 o más días  

da lugar a un incremento de IL-8 bajo estimulación con IL-1β (Fig. 54.A). En 

el caso de GGTI-298, se observa como la capacidad de inhibir la secreción de 

IL-8 es asimismo dependiente del tiempo de exposición a dicha sustancia, ya 

que aunque ya se observa a las 24 horas, es mucho mayor tras un período 

de 1 semana (Fig. 54.B). Por ello, se escogió un período de cinco días para el 

protocolo de exposición de los bisfosfonatos a largo plazo, siendo de 24 

horas el período de exposición corto. 
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Figura 54: Estudio temporal de la secreción de IL-8 en el tratamiento con alendronato (A) y GGTI-298 (B) en condiciones basales y 

con IL-1β. 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-1β (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-1β. 

Figura 55: secreción de IL-8 tras cinco días de tratamiento con bisfosfonatos y estímulo con IL-1β. Los datos se expresan como 

media ± SEM del incremento (tanto por uno) frente a las células estimuladas con IL-1β (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-1β. 
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Los resultados a cinco días, con un repertorio ampliado de bisfosfonatos, 

muestran que alendronato, ibandronato y risedronato aumentan la secreción 

de IL-8, mientras que el zoledronato, uno de los más potentes inhibidores de 

la prenilación, actúa en sentido opuesto, inhibiendo la secreción de dicha 

quimioquina (Fig. 55.A). Etidronato y pamidronato no tienen efecto alguno. 

Por el contrario, ninguno de los inhibidores específicos provoca ningún efecto 

(Fig. 55.B). 

 Para comprobar si los distintos agentes inhiben efectivamente la 

prenilación, se empleó un anticuerpo que reconoce de forma específica la 

forma no prenilada de la proteína Rap1A. Rap1A es un proteína de la familia 

de proteínas G Rap1, homóloga de la familia Ras; su función está relacionada 

con la adhesión y migración de linfocitos [977]. La cuantificación del Western 

blot realizado muestra que los bisfosfonatos que inhiben la prenilación en 

esta línea celular son precisamente aquellos con un efecto más notorio sobre 

la secreción de IL-8, junto con el GGTI-298, aunque existen diferencias entre 

ellos. Así, alendronato e ibandronato quintuplican aproximadamente la señal 

correspondiente a Rap1A no prenilada, y ambos aumentan la secreción de 

IL-8 (Fig. 56. A). Dicha inhibición de la prenilación 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 inhibición en la secreción. En el caso de risedronato se produce una 

señal apreciable, pero que no superó el umbral de significancia estadística 

(Fig. 56.C). Es conveniente destacar que etidronato y pamidronato no 

inhiben la prenilación en nuestras condiciones experimentales (Fig. 56.A). 
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Figura 56: Inhibición de la 

prenilación de la proteína Rap1A 

(Western Blot). (A) 

Bisfosfonatos. (B) Inhibidores 

específicos (C) Geles de tres 

experimentos independientes. 
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A continuación analizamos la regulación de dos vías de señalización 

fundamentales en la respuesta inmune y en la reacción inflamatoria: el 

factor de transcripción nuclear NFκB y la cascada de MAP-kinasas, para 

comprobar si el efecto observado podía estar ligado a una modulación de una 

de estas vías. Para ello se empleó el mismo estímulo empleado para la 

inducción de la secreción 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 días de 

tratamiento, estos experimentos se realizaron sólo con este protocolo. 

La fosforilación de la proteína inhibidora IκBα implica un estado de 

activación del NFκB, ya que este paso supone la liberación del dímero, p50-

p65 en la mayoría de los casos, para que éste pueda viajar del citoplasma al 

núcleo y modificar allí la transcripción de diversos genes, dando lugar a la 

expresión (o represión) de proteínas con un papel importante en la respuesta 

inmune. La fosforilación inducida por IL-1β es inhibida de forma 

estadísticamente significativa por alendronato e ibandronato (Fig. 57.B); 

aunque también existe una cierta inhibición en el caso de pamidronato y 

GGTI-298, aunque sin alcanzar la significancia estadística (Fig. 57). 

  

Al analizar el efecto de los bisfosfonatos sobre la cascada de fosforilación 

de MAPkinasas, los efectos son tan variados como notables. La estimulación 

con IL-1β da lugar a la fosforilación de las tres MAPk estudiadas, ERK, p38 y 

JNK, aunque el efecto en el caso de la primera es mucho más 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 fosforilación de ERK y p38, mientras que pamidronato y los controles 

muestran un efecto opuesto, es decir, inhiben la fosforilación (Fig. 58.C y D). 

En el caso de JNK, los tres bisfosfonatos muestran una tendencia a la 

inhibición, pero sólo en el caso del pamidronato llega éste a ser significativo. 

Por su parte, la mevalonina se comporta de forma equivalente al 

pamidronato, con una inhibición significativa, mientras que el GGTI-298 es 

comparable al ibandronato, y la tendencia a la inhibición no llega a alcanzar 

la significancia estadística (Fig. 58.E). 

 

3.1.2. Células HT29. 

Esta otra línea celular de epitelio intestinal se empleó 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 sólo el alendronato y el 

pamidronato a la concentración de 100 μM provocan un aumento de la 

actividad enzimática LDH tras una semana de tratamiento (Fig. 59.D). En El 

tratamiento a corto plazo, sólo el Pamidronato a 10 μM incrementa la 

actividad LDH, aunque la concentración de 100 μM no provoca ningún efecto 

(Fig. 59.C). Los datos de incremento en la liberación 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 

exposición de 5 días provoca una disminución de la proliferación celular, 

como muestra la expresión del antígeno nuclear de proliferación celular 

(PCNA) (Fig. 60. B y C). La mevalonina se comporta de modo similar al 

alendronato, provocando la disminución de la señal incluso con la exposición 

de 24 horas (Fig. 60. A.B. y D). Paradójicamente, el ibandronato a 100 μM 
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incrementa la proliferación celular tras 24 horas de tratamiento (Fig. 60. A y 

C). Estos efectos fueron en general de  magnitud bastante reducida. 
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Figura 60: Expresión del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA). Las células HT29 se sometieron al tratamiento con 
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 A continuación se realizaron ensayos en condiciones de estimulación 

celular, en este caso con lipopolisacárido (LPS, 1 μg/ml) y, en algunos casos, 

con TNF-α (10 ng/ml). El efecto de los bisfosfonatos a 24 horas se 

caracteriza por la inhibición provocada por alendronato y pamidronato a la 

concentración de 100 μM cuando las células son estimuladas con LPS; 

mientras que en un estado basal de las células o tras el estímulo con TNF-α, 

ninguno de los bisfosfonatos tiene efecto alguno. El efecto observado por la 

concentración 10 μM de ibandronato es poco fiable, ya que una 

concentración diez veces superior o inferior, no ejerce efecto ninguno. Por su 
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Figura 61: Síntesis de IL-8 en condiciones basales (A y B), o con estimulación con LPS (C y D) o TNF-α (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-α (24762,223 ± 939,472 pg/ml), según se indica en la 

gráfica. Estos resultados se representan como media ± SEM. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1β. 
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parte, entre los controles incluidos en el ensayo, el FTI-277 inhibe la 

secreción de IL-8 en condiciones basales como bajo estimulación con LPS a 

corto plazo (Fig. 61). 

Tras un período de exposición prolongado (una semana), la respuesta se 

asemeja a la observada en la línea celular Caco-2. Alendronato e 

ibandronato potencian la secreción 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-α, el 
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Figura 62: Síntesis de IL-8 en condiciones basales (A y B), o con estimulación con LPS (C y D) o TNF-α (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-α (21789,8 ± 1171,379 pg/ml), según se indica en la gráfica. 

Estos resultados se representan como media ± SEM. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. IL-1β. 
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alendronato inhibe la secreción de IL-8, aunque el nivel de secreción 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-α), y por tanto, esto 

no se opone necesariamente a los resultados de potenciación 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 estimulación con LPS, mientras que inhibe la secreción de la 

quimioquina inducida con TNF-α, lo que apoya el hecho de un impedimento 

en la comparación de los resultados obtenidos con estos dos estímulos, ya 

que la activación conseguida con el TNF-α es mucho mayor que la obtenida 

con LPS, del orden de 50 veces mayor. 

Por último, el comportamiento a los cinco días de tratamiento es algo 

más complejo. A nivel basal, y de forma similar a las células Caco-2, 

alendronato, ibandronato y, sobre todo, zoledronato, aumentan la secreción 

de IL-8, mientras que risedronato y mevalonina carecen de efectos 

significativos (Fig. 63.C). Sin embargo, al estimular las células con LPS, sólo 

el ibandronato potencia la producción de la quimioquina, mientras que 

alendronato disminuye la misma (Fig. 63.A). Los tres controles, FTI-277, 

GGTI-298 y mevalonina, inhiben la producción de IL-8, siendo el primero el 

más eficaz (Fig. 63.B). 

 

Aunque alendronato, ibandronato y mevalonina parecen inhibir 

mínimamente la prenilación, como se muestra en la cuantificación 

densitométrica del gel de Rap1A (Fig. 64.B), sólo zoledronato y en mayor 

medida aún GGTI-298 llegan a producir un efecto significativo (Fig. 64). 
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Figura 63: Síntesis de IL-8 en condiciones 

basales (A), o con estimulación con LPS (B y 

C) en el protocolo de 5 días de tratamiento. 

Los datos se representan como incremento 

(tanto por uno) frente a las células no 

estimuladas (143,606 ± 34,477 pg/ml), 

estimuladas con LPS (1230,24 ± 79,695 

pg/ml), según se indica en la gráfica. Estos 

resultados se representan como media ± 

SEM. Alen=alendronato, Eti=etidronato, 

Iban=ibandronato, Pami=Pamidronato, 

Rise=risedronato, Zole=zoledroanto. ++ 

P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * 

P<0,05 vs. IL-1β. 
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3.1.3. Células IEC18. 

Para completar el estudio del efecto de los bisfosfonatos sobre modelos 

celulares de epitelio intestinal, se incluyó esta tercera línea celular, IEC-18, 

-actina

Rap1A

no prenilada

Rap1A

no prenilada

-actina

GGTI

GGTI

ZoleRiseEti

PamiIban MevaAlen

Control Control

Control

Control GGTI Meva
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

in
c
re

m
e
n
to

 (
v
s
. 

C
o
n
tr

o
l)

Rap1A no prenilada

++

C

Alen Eti Iban Pami Rise Zole
0

2

4

6

8

10

in
c
re

m
e
n
to

 (
v
s
. 

C
o
n
tr

o
l)

Rap1A no prenilada

B

++

Control

A

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 señal para Rap1A y para α-actina (media ± SEM). Alen=alendronato, Eti=etidronato, Iban=ibandronato, 

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

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 enzimática en el grupo control (0,359 ± 0,314 

mU/µl), 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 además, no presenta un carácter tumoral. Estas 

dos características nos permiten establecer si el efecto es dependiente de la 

especie y emplear un modelo que se asemeja en mayor medida a la fisiología 

de un epitelio normal, con un crecimiento normal y no un carácter tumoral. 

Aunque en la valoración de la actividad LDH en el sobrenadante del 

cultivo celular sólo risedronato y zoledronato dan lugar a toxicidad celular en 

el tratamiento de 5 días, o incluso tras 24 horas en el caso de zoledronato 

(Fig. 65), los ensayos de adhesión por cristal violeta muestran resultados 

diferentes. Alendronato, ibandronato, risedronato y zoledronato, es decir, los 

bisfosfonatos más potentes como fármacos antirresortivos, disminuyen el 

porcentaje de células adheridas en este modelo, tanto tras 24 horas como 

tras 5 días de tratamiento (Fig. 66). El efecto observado es dependiente del 

tiempo, de modo que la pérdida de adhesión provocada por estas sustancias 

es mayor a los cinco días; y además, el efecto de risedronato y zoledronato, 

bisfosfonatos de última generación, es más intenso que en el caso de 

alendronato e ibandronato. La mevalonina provoca una disminución marginal 

de la viabilidad en el tratamiento a 5 días, aunque dicho efecto es de menor 

magnitud que el provocado por los bisfosfonatos con capacidad citotóxica 

(Fig. 66.D). En ningún caso ni etidronato ni pamidronato provocan toxicidad 

sobre las células IEC-18. 

Figura 66: Cristal violeta para la determinación de la capacidad de adhesión 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 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 expresión de PCNA tanto en el tratamiento a corto plazo como en el 

prolongado (Fig. 67.C). De los demás agentes ensayados tan sólo la 

mevalonina tras 24 horas de tratamiento produjo efectos similares (Fig. 

67.D). La toxicidad del alendronato tras cinco días de contacto con las 

células queda patente en la señal obtenida para α-actina en dichas muestras 

(Fig. 67.B). 

 

 

La inhibición de la prenilación en la línea celular IEC-18 puede 

constatarse con todos los bisfosfonatos nitrogenados, así como con el GGTI-

298 y la mevalonina, estos dos últimos con un efecto aún mayor (Fig. 68.B). 

La inhibición es mayor en el caso de alendronato, ibandronato, risedronato y 

zoledronato, mientras que pamidronato y risedronato dan lugar a un 

fenómeno de inhibición más moderado. Por su parte, el único bisfosfonato 

clásico o no nitrogenado empleado, el etidronato, como cabría esperar, no 

bloquea el proceso de prenilación en esta línea celular (Fig. 68.A). 

Dado que los roedores no producen IL-8, se escogió una proteína 

proinflamatoria para valorar el efecto inmunomodulador de los bisfosfonatos 

en la línea celular en cuestión. La proteína elegida fue la ciclooxigenasa, 

enzima crucial en la síntesis de eicosanoides, como la PGE2, uno de los 

mediadores fundamentales en la respuesta inflamatoria. Al igual que en el 

caso de la IL-8, la modulación de la expresión y las posibles vías implicadas 

se han estudiado tras la exposición de los enterocitos en cuestión a los 

bisfosfonatos durante un período de tiempo corto y otro prolongado. 

Control FTI GGTI Meva
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

+

in
c
re

m
e
n
to

 (
v
s
. 

C
o
n
tr

o
l)

PCNA/Actina

 24 horas

 5 días

++

D

Alendronato Ibandronato Pamidronato
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

+

fo
ld

 i
n
c
re

a
s
e
 (

v
s
. 

C
o
n
tr

o
l)

PCNA/Actina

 24 horas

 5 días

+

C

24 horas

Meva

FTI

Meva

Pamidronato

Ibandronato

1 M

1 M10 M

Alendronato

10 M

1 M

100 M

100 M

10 M100 M

Control

Control

Control

A B

5 días

MevaGGTI

PamiIbanAlen

FTIControl

Control

Figura 67: Expresión del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA). Las células IEC18 se sometieron al tratamiento con 

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

(tanto por uno) frente al grupo control (relación entre PCNA y α-actina). Media ± SEM. ++ P<0,001 y +, P<0,05, vs. Control. 
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En los experimentos a corto plazo (24 horas), los bisfosfonatos potencian 

la expresión de COX2 inducida por LPS (Fig. 69.A). El orden de eficacia es 

pamidronato > ibandronato > alendronato; además ibandronato y 

pamidronato presentan una mayor potencia que el alendronato, ya que en 

este caso se obtiene un efecto significativo con 10 µM además de a 100 µM 

(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). 

 

 

En cuanto a los bisfosfosnatos de última generación (risedronato y 

zoledronato) y el control no nitrogenado (etidronato), sólo zoledronato 
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Figura 68: Prenilación, detección de la forma no prenilada de la proteína Rap1A mediante la técnica de Western Blot. Los datos se 

expresan como incremento (tanto por uno) de la relación 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.  

Figura 69: Expresión 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 relación entre la señal 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. 
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aumenta la expresión de la enzima. El efecto es comparable al de 

ibandronato (Fig. 70). 

  

El análisis de la activación de NFκB tras 24 horas de incubación muestra 

que ibandronato y pamidronato provocan un aumento de la fosforilación de 

la proteína inhibidora IκBα, es decir, potencian la activación de dicho factor 

de transcripción (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 activación de dicha vía, aunque el efecto no es 

significativo desde el punto de vista estadístico. La mevanolina se comporta 

de la misma forma que pamidronato o ibandronato, aunque su efecto es más 

modesto. 

 

La fosforilación de MAP-kinasas se ve inhibida considerablemente por 
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Figura 71: 

Fosforilación de la 

proteína inhibidora 

IκBα inducida por LPS 

(30 minutos de 

estímulo) en el 

tratamiento de 24 

horas. Los datos se 

expresan como la 

media ± SEM de la 

relación entre la forma 

fosforilada de IκBα y la 

α-actina, y éstos se 

representan como 

incremento (tanto por 
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SAPK/JNK. Por el contrario, p38 mostró un mayor grado de activación con 

alendronato (Fig. 72). Pamidronato y GGTI-298 son inactivos a este nivel. A 

diferencia de éste, ibandronato potencia la fosforilación de ERK, lo cual va 

acompañado de un efecto similar sobre p38, (Fig. 72.B). 

 

Siguiendo el diseño experimental establecido para las otras líneas 

celulares, también se valoró la modulación de la expresión de COX2 

estimulada por LPS tras cinco días de 

incubación con los bisfosfonatos, es 

decir, el protocolo a largo plazo. El 

efecto de los bisfosfonatos en este caso 

es completamente opuesto al 

observado a las 24 horas de 

tratamiento, provocando en cualquiera 

de los casos una inhibición de la 

expresión de la proteína 

proinflamatoria. Dicha inhibición es 

especialmente robusta en el caso del 

pamidronato, ya que los resultados 

obtenidos en el western blot para 

alendronato parecen reflejar un efecto 

tóxico sobre las células y no una 

inhibición específica de la expresión de 

dicha proteína, como puede observarse 

en la α-actina (Fig. 73.A). La inhibición 

desencadenada por  ibandronato y 

-actina
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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 activación de NFκB como consecuencia de la estimulación con LPS no 

es modificada por el tratamiento 

prolongado con pamidronato (Fig. 74). 

La toxicidad de alendronato e 

ibandronato sobre estas células se pone 

de manifiesto nuevamente en la 

expresión de α-actina, lo que impide 

valorar la fosforilación de IκBα, sobre 

todo en el caso del alendronato. La 

tendencia mostrada por el ibandronato 

es a inhibir la fosforilación de la citada 

proteína inhibidora, aunque los 

resultados deben ser considerados con 

cautela por la posible toxicidad que 

dificulta la valoración de una 

modificación específica de la expresión 

de una proteína concreta.  

Los fenómenos de toxicidad 

desencadenados por el alendronato se 

ponen de manifiesto de igual modo en el 

análisis de las tres vías de MAP-kinasas, 

dando lugar a una aparente inhibición de la fosforilación de dos de ellas, JNK 

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

tratamiento con ibandronato y pamidronato, FTI-277 y GGTI-298, pero no 

mevalonina. Por el contrario, los efectos sobre JNK son divergentes: 

pamidronato incrementa la fosforilación, mientras que FTI-277, GGTI-298 y 
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Figura 74: Activación de NFκB (fosforilación de IκBα) en 

células IEC18 estimuladas con LPS (30 minutos) y tratadas 

con bisfosfonatos durante 5 días. Se ha calculado la 

relación entre las señales para la forma fosforilada de IκBα 

y la proteína α-actina, y los resultados se han expresado 

como incremento (tanto por uno) frente al grupo LPS 
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mevalonina la inhiben, e ibandronato no la afecta. El ibandronato da lugar a 

una clara activación de la vía ERK, cuya señal es 3 veces mayor que en el 

grupo LPS. Tanto pamidronato como los controles inhiben la activación de 

ERK, aunque los datos obtenidos en la cuantificación densitométrica no 

alcanzan la significancia estadística. 

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 inhibición de la prenilación 

en estas células sigue una cinética diferente a la de los enterocitos, siendo más 

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 días de incubación, alendronato, y sobre todo ibandronato, aumentan 

significativamente la señal de Rap1A no prenilada (Fig. 76.A). Por el contrario, 

tanto GGTI-298 como mevalonina presentan la capacidad de inhibición tanto a 

corto plazo como en el protocolo prolongado, es decir, a 5 días (Fig. 76). 

 

La proliferación celular fue medida mediante el ensayo de incorporación de 

timidina tritiada. En el estado basal, pamidronato y alendronato, este último a 

las tres concentraciones ensayadas, muestran una ligera tendencia 

antiproliferativa (Fig. 77.A). El ibandronato, por su parte, incrementa la 

proliferación, aunque si se analiza la relación de dicho efecto con la 

concentración, no es muy relevante (Fig. 77.A). La mevalonina reduce la 

proliferación llegando a un 50% de inhibición aproximadamente (Fig. 77.B). Tras 

la estimulación con la lectina concanavalina A, la proliferación celular incrementa 

espectacularmente, y dicho efecto sólo se ve contrarrestado por el tratamiento 
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de las células con alendronato (100 μM), lo que da lugar a un inhibición 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 ningún incremento significativo en la proliferación celular 

(no mostrado), y por tanto no se ha podido valorar el efecto de los bisfosfonatos 

en estas condiciones. 

 

Asimismo, se llevó a cabo una segunda valoración de la proliferación celular 

en el estado basal mediante el estudio de la expresión del antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA). Los resultados muestran un efecto antiproliferativo 

del GGTI-298, tanto a corto como a largo plazo, siendo mayor éste último. En el 

tratamiento prolongado, además, la mevalonina también inhibe la proliferación, 

mientras que el pamidronato la potencia (Fig. 78). 

Dentro de la población celular estudiada existen dos tipos celulares 

mayoritarios, por un lado linfocitos (tanto B como T) y por el otro monocitos-

macrófagos, además de otras poblaciones minoritarias, como células dendríticas 

o células NK. El empleo de estímulos diferentes permite la estimulación 

relativamente selectiva de un determinado tipo celular dentro de esta población 

heterogénea. De este modo, para el estudio de secreción de citoquinas se han 

utilizado dos estímulos diferentes: concanavalina A (Con A), que estimula de 
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Figura 77: Medida de la proliferación celular mediante la incorporación de timidina tritiada, en condiciones basales (A y B) o tras el 

estímulo 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, 

según corresponda y se indique en la gráfica.  Meva=mevalonina. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. LPS. 



Resultados. 

 
116 

Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII. 

forma inespecífica (policlonal) el TCR y por tanto a los linfocitos T; y LPS, que 

estimula a los macrófagos al unirse a TLR, concretamente a TLR4.  

  

La estimulación de los linfocitos T con la lectina Con A provoca una secreción 

importante de IL-2, TNF-α e IFN-γ, citoquinas propias del perfil de linfocitos. La 

inhibición de la prenilación, tanto de forma directa (FTI-277) como indirecta 

(mevalonina) da lugar a una disminución en la secreción de dichas citoquinas, 

aunque la inhibición de la síntesis de los isoprenoides, es decir, el tratamiento 

con mevalonina, provoca un efecto más robusto que el del FTI-277 (Fig. 79.D). 

El ibandronato incrementa la producción de IFN-γ y sobre todo de IL-2, aunque 

dicho efecto sólo se observa con la menor concentración empleada, es decir, 1 

μM y no con las concentraciones mayores (Fig. 79.B). El alendronato no ejerce 

ningún efecto en este caso (Fig. 79.A). El pamidronato presenta un 

comportamiento peculiar, en virtud del cual se incrementan los niveles de IFN-γ 

(10 μM) y disminuye la secreción de TNF-α, pero nuevamente sin presentar una 

relación sencilla con la concentración (Fig. 79.C). 

En el tratamiento a largo plazo, el efecto más significativo es el provocado 

por el inhibidor GGTI-298, el cual produce una inhibición de la producción de las 

tres citoquinas (>50%). Los bisfosfonatos, por su parte, tienen un efecto 

discreto, ya que sólo etidronato es capaz de incrementar la producción de IFN-γ 

por encima de la producida por la estimulación con Con A. Por otro lado, la 

mevalonina inhibe de forma específica la secreción de IFN-γ, sin afectar a IL-

2/TNF-α (Fig. 80.A). 

-actina

PCNA

-actina

PCNA

MevaGGTI

A

MevaGGTI

PamiIbanAlen

FTIPami

IbanAlen

Control Control

Control

Control Alen Iban Pami FTI GGTI Meva
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2
+

++

in
c
re

m
e
n
to

 (
v
s
. 

C
o
n
tr

o
l)

PCNA/Actina (5 días)

++

C

Control Alen Iban Pami GGTI Meva
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

+

+

in
c
re

m
e
n
to

 (
v
s
. 

C
o
n
tr

o
l)

PCNA/Actina (24 horas)

B

Control

Figura 78: Expresión del antígeno nuclear de proliferación celular mediante Western Blot (A). La cuantificación densitométrica de 

la expresión de dicha proteína se ha referido a la obtenida para la α-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. 
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La estimulación de los esplenocitos con LPS da lugar a una activación 

fundamental de macrófagos a través del TLR4, provocando el incremento en la 
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Figura 80: Secreción de citoquinas en células 

mononucleares estimuladas con concanavalina A 

en el tratamiento a largo plazo (5 días). Se ha 

determinado la concentración de IFN-γ (A), IL-2 

(B) y TNF-α (C). La secreción de las células 

estimuladas sin tratar fue de 3637,177 ± 245,935 

pg/ml de IFN-γ; 683,486 ± 46,942 pg/ml de IL-2; 

y 1241,416 ± 55,152 pg/ml de TNF-α. 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, 

Meva=mevalonina. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, 

Control; ** P<0,001 * P<0,05 vs. Con A. 

Figura 79: Secreción 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 específicos (D). La 

secreción de las células estimuladas sin tratar fue de 2723,018 ± 237,727 pg/ml de IFN-γ; 1002,217 ± 183,933 pg/ml de IL-2; y 

727,217 ± 28,691 pg/ml de TNF-α. 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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producción de citoquinas típicamente sintetizadas por este tipo celular, como son 

la IL-6, el TNF-α y la IL-10. En estas condiciones experimentales, ibandronato es 

el único bisfosfonato activo. Así, incrementa de forma estadísticamente 

significativa la secreción de TNF-α, y muestra una tendencia a potenciar 

igualmente la secreción de IL-6 (P=0,104) (Fig. 81.A). Resulta especialmente 

reseñable el efecto diferencial que presentan los tres inhibidores. Así, la 

secreción de IL-6 es inhibida casi totalmente con FTI-277 y mevalonina, pero no 

por GGTI-298. Éste, sin embargo, es el único que produce un efecto similar 

sobre IL-10. Finalmente, los tres inhibidores producen una disminución modesta 

de la producción de TNF-α. 

 

 

En el tratamiento prolongado, esto es, tras cinco días de contacto entre las 

células y los bisfosfonatos, el análisis de la secreción de citoquinas al estimular 

con LPS coincide con el observado en el tratamiento a corto plazo. Así, el único 

bisfosfonato eficaz es ibandronato que incrementa la secreción de IL-6 de forma 

específica 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 

inhibición 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 

secreción de TNF-α fue potenciada por mevalonina. 
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Figura 81: Secreción 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 específicos (B, C y D). La secreción 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-α. 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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Para valorar la posible intervención de los linfocitos T reguladores en la 

modulación ejercida por los bisfosfonatos sobre la biología de las células 

mononucleares, se estudió la expresión del factor de transcripción Foxp3. Los 
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Figura 82: Secreción de citoquinas en células 

mononucleares estimuladas con LPS en el 

tratamiento a largo plazo (5 días). Se ha 

determinado la concentración de IL-6 (A), IL-

10 (B) y TNF-α (C). La secreción de las células 

estimuladas sin tratar fue de 1630,309 ± 

61,27 pg/ml de IL-6; 2093,679 ± 184,81 

pg/ml de IL-10; y 2580,41 ± 75,25 pg/ml de 

TNF-α. 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. 

Figura 83: Estudio de la expresión de Foxp3 en células mononucleares (A) y su modulación por bisfosfonatos (B) e 

inhibidores específicos (C). Los datos se expresan como la relación entre la cuantificación densitométrico de Foxp3 y la 

que corresponde a α-actina, y se han representado como incremento (tanto por uno) frente al control. ++ P<0,001 + 

P<0,05 vs, Control. Media ± SEM. 
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resultados obtenidos mediante la técnica de Western Blot indican que no existe 

una modulación de dicho factor de transcripción por parte de los bisfosfonatos 

(Fig. 83), excepto en el caso de alendronato tras 24 horas de tratamiento, el 

cual inhibe la expresión de dicha proteína (Fig. 83.B). Sin embargo, tanto el 

GGTI-298 como la mevalonina presentan efectos inhibidores marcados, tanto a 

24 horas como a 5 días (Fig. 83.B y C). 

Por último, se realizó un estudio de expresión génica mediante PCR a tiempo 

real en células mononucleares tratadas con pamidronato y estimuladas o no con 

Con A. Pamidronato no modifica la expresión génica de Foxp3 en condiciones 

basales o tras el estímulo con Con A (Fig. 84.A). Además de Foxp3, se cuantificó 

la expresión 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-β, en esplenocitos estimulados con Con 

A (Fig. 84.B). En cuanto a la IL-4, se observa una tendencia a inhibir su 

expresión por parte del pamidronato, aunque este resultado no es 

estadísticamente significativo (Fig. 84.B). 

 

 

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 población 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 empleó la técnica de separación celular 

mediante partículas magnéticas (MACs). 
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Figura 84: Estudio de la expresión 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. 
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La purificación de linfocitos T se realizó 

mediante una selección negativa de otros tipos 

celulares contenidos a nivel de bazo, esto es, 

linfocitos B (anticuerpo frente a CD45RA), 

células NK (anticuerpo frente a CD161.a) y 

macrófagos (anticuerpo frente a CD11b). Tras la 

separación magnética en columna, la población 

resultante está enriquecida en linfocitos T 

(aproximadamente 95% de pureza, células 

CD3+), ya que los eritrocitos han sido 

previamente eliminados mediante lisis osmótica 

con cloruro amónico (Fig.85). 

Cuando se analizó la secreción de citoquinas 

estimulada con concanavalina A, el efecto más llamativo fue el incremento en la 

producción de IFN-γ provocada por el tratamiento a corto plazo (48 horas) con 

alendronato, y en mayor medida, con pamidronato (Fig. 86.A). La IL-2 aumenta 

sólo en el caso de pamidronato, aunque apenas llega a ser un efecto 

estadísticamente significativo (Fig. 86.A). Todos los inhibidores específicos, FTI-

277, GGTI-298 y mevalonina, inhiben sin embargo la secreción de citoquinas 

estimulada por Con A (IL-2 e IFN-γ) (Fig. 86.B). 
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Figura 85: Pureza de la población enriquecida en 

linfocitos T obtenida mediante separación celular 

magnética a partir de esplenocitos. Imagen de 

citometría de flujo de la población CD3+, con una 

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

Figura 86: Síntesis 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 añadió únicamente Con A. La secreción para este grupo es de 

1459,719 ± 147,53 pg/ml de IFN-γ y 154,959 ± 11,17 pg/ml de IL-2 (48 h); y 5484,2 ± 555,237 pg/ml de IFN-γ y 197,947 ± 11,544 de IL-

2 (5 días). ++ 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 más 

potentes en cuanto a la inhibición de la prenilación, esto es, zoledronato, 

risedronato e ibandronato, inhiben la secreción de IFN-γ, asemejándose así 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 

producción de dicha citoquina, 

aunque sin alcanzar la 

significancia estadística (Fig. 

86.C). Cabe recordar que estos 

bisfosfonatos, especialmente, 

etidronato y pamidronato, no 

inhiben la prenilación en ninguno 

de los tipos celulares estudiados 

(Fig. 56, 64, 68 y 76). La síntesis 

de IL-2 sólo es inhibida por GGTI-

298 y etidronato, único 

bisfosfonato no nitrogenado que 

forma parte del estudio (Fig. 86.C 

y D). 

Con el objetivo de caracterizar el mecanismo por el que el pamidronato 

provoca el incremento en la producción de IFN-γ, se realizaron diversos 

experimentos con este bisfosfonato en los linfocitos purificados. El Pamidronato 

no promueve la proliferación de los linfocitos T, ya que no modifica la expresión 

de PCNA (Fig. 87). 

La fosforilación de STAT4  y la consecuente activación de la vía de 

señalización caracteriza a 

la activación de linfocitos 

T y podría estar 

relacionada con el 

incremento en la 

producción de IFN-γ que 

provoca el pamidronato. 

Como cabría esperar, la 

estimulación de los 

linfocitos T con Con A da 

lugar a la fosforilación de 

STAT4; sin embargo, el 

Pamidronato no altera la 

fosforilación de esta 

proteína en condiciones 

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

El incremento en la producción de IFN-γ puede deberse a un efecto 

polarizante sobre la diferenciación de linfocitos T hacia el subtipo Th1. Por ello, 

Figura 87: 

Expresión de 

PCNA en 

linfocitos T. La 

cuantificación 

densitométrica 

de PCNA se ha 

referido a la 

obtenida para 

α-actina y los 

valores se 

expresan como 

incremento 

(tanto por uno) 

frente a esta 

relación en el 

grupo control. 

Pami=Pamidro

nato. Media ± 

SEM.  

Figura 88: 
Fosforilación de STAT4 

en linfocitos T. La 

cuantificación 

densitométrica de 

STAT4 se ha referida a 

la obtenido para α-

actina y los valores se 

expresan como 

incremento (tanto por 

uno) frente a esta 

relación 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. 
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se diseñó un experimento para valorar la capacidad de polarización del 

pamidronato (bisfosfonato más activo) hacia el fenotipo Th1. Esto se consiguió 

mediante el pretratamiento de los linfocitos T con IL-12, citoquina fundamental 

en la diferenciación hacia linfocitos Th1 y que juega un papel crucial en la 

producción de IFN-γ 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 Th1 mediante la incubación de IL-12 con 

pamidronato da lugar a una mayor producción de IFN-γ o, lo que es lo mismo, 

que el pamidronato tiene capacidad para derivar la diferenciación de linfocitos 

hacia el fenotipo Th1 (Fig. 89). Este efecto es específico, ya que la IL-2 no se ve 

afectada (Fig. 89).  

 

 

Al igual que en el caso de las células mononucleares, se realizó un análisis de 

la expresión génica de diversas citoquinas. No se observan modificaciones de la 

expresión de Foxp3, IL-17 o TGF-β, y se mantiene la tendencia a inhibir la 

expresión de IL-4 (Fig. 90.A y B). Sin embargo, el pamidronato provoca una 

inhibición de la síntesis IL-23 (Fig. 90.B).   
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Figura 89: Análisis de la diferenciación de linfocitos hacia el subtipo Th1 mediante la polarización con IL-12. La secreción de IFN-γ 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 ± 23,965 y 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. 

Figura 90: Estudio de la expresión 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 macrófagos. 

La población celular enriquecida en macrófagos se obtuvo mediante selección 

negativa utilizando para ello la técnica de separación 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 tampón hipotónico, la 

población mayoritaria es la de monocitos-macrófagos, los cuales fueron 

estimulados con LPS para inducir la producción de IL-6, IL-10 y TNF-α.  

Utilizando este modelo in vitro, los resultados concuerdan perfectamente con 

los obtenidos cuando los esplenocitos totales estimulados con LPS, aunque los 

efectos son más claros en el modelo con la población celular purificada. El único 

bisfosfonato activo sobre macrófagos es el ibandronato, que provoca un 

incremento en la secreción de las tres citoquinas medidas, IL-6, IL-10 y TNF-α 

(Fig. 91.A). Considerando el efecto de los controles, el GGTI-298 es el único 

capaz de inhibir la producción de IL-10 (Fig. 91.C), mientras que FTI-277 y en 

menor medida la mevalonina inhiben por su parte la síntesis de IL-6, aunque en 

el caso de la estatina este efecto no alcanza la significancia estadística 

(P=0,075) (Fig. 91.B). Nuevamente, el efecto sobre el TNF-α es menos 

específico, y su secreción es inhibida por GGTI-208 y por lovastatina (Fig. 91.D). 
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Figura 91: Secreción de citoquinas en macrófagos estimulados con LPS en el tratamiento a corto plazo (24 horas). (A) Efecto de los 

bisfosfonatos (A) y de los inhibidores específicos (B, C y D). La secreción 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-α. 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 días de tratamiento, se confirma la capacidad del ibadronato para 

estimular a este tipo celular, ya que junto al zoledronato incrementa la 

producción de IL-6 y TNF-α. Además de esto, el zoledronato inhibe la producción 

de IL-10. Por su parte, el alendronato inhibe la síntesis de IL-10 y TNF-α; así, el 

alendronato se comporta de forma opuesta al etidronato, ya que éste 

incrementa la producción de estas dos citoquinas. Por su parte, GGTI-298 y 

mevalonina inhiben la expresión de las tres citoquinas, mientras que fTI-277 

sólo provoca una inhibición moderada de IL-10 (Fig. 92).   

 

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 planteó la posibilidad de estudiar la inmunomodulación 

ejercida por dichas sustancias en cocultivos de enterocitos y linfocitos T, debido 

al efecto de potenciación que alendronato y sobre todo, pamidronato ejercían 

sobre este tipo de células mononucleares. Para ello se empleó la línea celular 

IEC-18, ya que procede de rata, y la población de linfocitos T purificada 

mediante separación 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 secreción en cada uno de los 

compartimentos por separado, pero permitiéndose la comunicación. En el 

compartimento superior se dispusieron los enterocitos, cuyo crecimiento 
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Figura 92: Secreción de citoquinas en 

macrófagos purificados a partir de 

células de bazo estimulados con LPS en 

el tratamiento a largo plazo (5 días). Se 

ha determinado la concentración de IL-6 

(A), IL-10 (B) y TNF-α (C). La 

secreción de las células estimuladas sin 

tratar fue de 200,121 ± 28,216 pg/ml 

de IL-6; 1255,04 ± 38,012 pg/ml de IL-

10; y 2038,497 ± 11,331 pg/ml de TNF-

α. 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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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 disposición fisiológica 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 encontraría 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 μg/ml) y el tratamiento 

(pamidronato) fue añadido 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 modulación sobre enterocitos, el pamidronato fue 

añadido antes de poner los linfocitos en contacto con los enterocitos o 

simultáneamente. En este último 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 sólo puede actuar sobre los enterocitos. Asimismo, se han 

realizado dos tipos de protocolos, uno a corto plazo y otro a largo plazo, 

respetando el diseño experimental ejecutado en todos los experimentos 

anteriores, esto es, 24 horas o 5 días. 

Tras el establecimiento del cocultivo, la 

incubación fue de 72 horas. 

En el experimento a corto plazo el 

único efecto destacable es la 

potenciación en la secreción de IFN-γ, 

debido a un efecto directo sobre los 

linfocitos T, ya que la retirada del 

pamidronato antes del contacto entre 

los dos tipos celulares (pre-

pamidronato), hace que desaparezca 

dicho efecto por completo (Fig. 93.A).  

A largo plazo (5 días), el efecto del 

pamidronato de incremento en la 

secreción de citoquinas es más 

evidente, y ya no sólo se pone de 

manifiesto en el caso del IFN-γ, sino 

que también IL-6 e IL-10 aparecen 

aumentadas. No obstante, el 

incremento de IL-6 es 

considerablemente mayor que en el 

caso de IFN-γ e IL-10. Asimismo, la 

potenciación de la producción de IFN-γ 

es mayor que en el tratamiento a corto 

Figura 93: Secreción de citoquinas en cocultivo (Transwell®) 

enterocito-linfocito T. Los datos muestran la secreción por parte 

de los linfocitos T dispuestos en el compartimento inferior y 

estimulados con Con A. El tratamiento se realizado a corto (A) y a 

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

por uno) de la secreción de las células estimuladas con Con A sin 

tratamiento. Pami=Pamidronato, pre-Pami=pre-incubación con 

Pamidronato. ++ P<0,001 + P<0,05 vs, Control; ## P<0,001 

#P<0,05 vs. Pamidronato. 
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plazo. Paradójicamente, 

estos efectos se 

acompañan de una 

inhibición en la síntesis de 

IL-2. Como ocurre tras 24 

horas de tratamiento, la 

retirada del fármaco 

provoca la desaparición del 

efecto en cuestión (Fig. 

93.B). El comportamiento 

con respecto a la secreción 

de TNF-α es diferente, ya 

que aunque el pamidronato 

no provoca modificación 

alguna sobre la misma, la 

pre-incubación de los enterocitos con dicha sustancia hace que los niveles de 

esta citoquina sean menores. 

Finalmente, los linfocitos T que habían estado en contacto con los enterocitos 

en el sistema 

Transwell 

presentan una 

activación de la 

proliferación 

celular, 

manifestada a 

través del aumento 

de la expresión de 

PCNA (Fig. 94), así 

como una mayor 

fosforilación de 

STAT-4 (Fig. 95).

Figura 94: Expresión de 

PCNA en linfocitos T 

procedentes del 

compartimiento inferior en 

cocultivos de enterocitos y 

linfocitos T (Transwell®). 

La cuantificación 

densitométrica de PCNA se 

ha referida a la obtenido 

para α-actina y los valores 

se expresan como 

incremento (tanto por uno) 

frente a esta relación en el 

grupo control. 

Pami=Pamidronato, pre-

Pami=pre-incubación con 

Pamidronato. Media ± 

SEM. ++ P<0,001 + 

P<0,05 vs, Control; ## 

P<0,001 #P<0,05 vs. 

Pamidronato. 

Figura 95: Fosforilación de 

STAT4 en linfocitos T 

procedentes del 

compartimiento inferior en 

cocultivos de enterocitos y 

linfocitos T (Transwell®). 

La cuantificación 

densitométrica de PCNA se 

ha referida a la obtenido 

para α-actina y los valores 

se expresan como 

incremento (tanto por uno) 

frente a esta relación en el 

grupo control. 

Pami=Pamidronato, pre-

Pami=pre-incubación con 

Pamidronato. Media ± 

SEM. ++ P<0,001 + 

P<0,05 vs, Control; ## 

P<0,001 #P<0,05 vs. 

Pamidronato. 
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La terapia farmacológica empleada en la EII está constituida por una serie de 

fármacos antiinflamatorios cuyo uso no se limita a esta enfermedad, sino que se 

emplean en muchos trastornos de carácter inflamatorio. Así, la característica 

común de todos estos tratamientos es un mecanismo antiinflamatorio 

inespecífico para la EII y, por tanto, la posibilidad de efectos más allá del 

sistema digestivo y de la enfermedad como tal. Aunque la eficacia de estos 

fármacos en la EC y en la CU está demostrada y su empleo está totalmente 

aceptado, existen casos de resistencia o de falta de respuesta. Además, la 

mayoría de ellos presentan un perfil de efectos adversos considerable, y en el 

caso de los glucocorticoides, pueden aparecer fenómenos de dependencia. Todos 

estos aspectos hacen que la farmacología de la EII no sea del todo satisfactoria 

en la actualidad y la intensa investigación desarrollada para la búsqueda de 

nuevos agentes está plenamente justificada. 

Los bisfosfonatos son fármacos de primera elección en varias enfermedades 

y trastornos óseos, presentan un perfil de seguridad adecuado con ventajas 

frente a otros tratamientos. Además, varios bisfosfonatos como alendronato, 

pamidronato, ibandronato o risedronato han demostrado su eficacia para 

contrarrestar la pérdida de densidad ósea 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 permitiría su asociación con otros tratamientos para disminuir la dosis 

de éstos y, a su vez, tratar las complicaciones óseas con un origen iatrogénico o 

secundarias a la propia inflamación intestinal. Por todo ello, el estudio del efecto 

antiinflamatorio de los bisfosfonatos en la EII es un campo con un gran interés 

científico y con una posible aplicación en el manejo terapéutico de la 

enfermedad. 

Dentro de los bisfosfonatos pueden distinguirse dos grupos en función del 

mecanismo de acción. Sólo los bisfosfonatos de segunda generación inhiben la 

prenilación y este hecho es el responsable de su acción farmacológica 

antirresortiva. Además de los bisfosfonatos, existen otros fármacos que, aunque 

de forma indirecta, también inhiben la prenilación como las estatinas, que 

inhiben la síntesis de colesterol al bloquear a la enzima HMGCoA reductasa. 

Junto a la disminución de los niveles de colesterol, existen otras acciones de las 

estatinas que se deben a la inhibición de la prenilación, como consecuencia de la 

inhibición de la síntesis de los restos isoprenoides empleados en las reacciones 

de prenilación. Así, muchos de los efectos beneficiosos de las estatinas a nivel 

cardiovascular parecen ser independientes de la modificación en los niveles de 

colesterol y se han achacado a la inhibición de la prenilación, y consisten 

fundamentalmente en efectos antiinflamatorios a nivel del endotelio. Este 

carácter antiinflamatorio de las estatinas no sólo se observa en el ámbito 

cardiovascular, sino que se han llevado a cabo ensayos en modelos de EII en los 

que las estatinas han sido efectivas. Así, se ha demostrado el efecto beneficioso 

en la colitis por DSS [2, 4, 6, 832], TNBS [3, 5] o ácido 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 producción de 

quimioquinas [984], [985]. 

La prenilación de proteínas es un proceso postraduccional fundamental para 

la funcionalidad celular. Muchas de las proteínas que son preniladas participan 

en procesos biológicos fundamentales en la respuesta inmune, como la 

proliferación y diferenciación celular, la regulación del citoqesqueleto, el tráfico 

vesicular y la inflamación. Además, uno de los principales sustratos de las 

reacciones de prenilación son las proteínas G de pequeño tamaño o GTP-asas, 

que están implicadas en la activación de vías de señalización fundamentales a 

nivel del sistema inmune como NF-κB o MAP-kinasas. Por todo ello, las 

sustancias capaces de inhibir este proceso postraduccional se constituyen como 

una posibilidad atractiva en la identificación de nuevos fármacos 

antiinflamatorios. 

Basándonos en los estudios realizados con las estatinas como inhibidores de 

la prenilación con propiedades antiinflamatorias, la identificación y 

caracterización 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, está 

relacionado con la inhibición de la prenilación, 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 

caracerizacioón del mecanismo de acción en este efecto antiinflamatorio son los 

aspectos fundamentales a caracterizar.   

En los experimentos in vivo los bisfosfonatos fueron administrados según un 

protocolo profiláctico o pretratamiento, a pesar de que el estudio realizado con 

alendronato se realizó con un postratamiento. Para explicar esta diversidad en 

cuanto al protocolo de administración, hemos de hacer referencia a la 

bibliografía 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 preclínicos de EII [4-6], y éstos 

son la base para el ensayo realizado en un principio con alendronato. Sin 

embargo, en los últimos años se han llevado a cabo otros estudios en los que las 

estatinas han sido empleadas como tratamiento profiláctico, y este aspecto es 

crucial para la mejora en la colitis que provoca la simvastatina, por ejemplo [2, 

835]. Esto explica la elección del tratamiento preventivo, junto con el hecho de 

que este protocolo permite un contacto prolongado de la sustancia con el 

intestino y por tanto, permitiría una potenciación del efecto observado con 

alendronato en el postratamiento. 
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Otro aspecto importante en la experimentación animal es la dosis 

administrada. En el tratamiento curativo con alendronato se probaron tres dosis 

diferentes, de las cuáles sólo las dosis de 25 y 75 mg kg-1 día-1 ejercen un efecto 

antiinflamatorio, mientras que el alendronato administrado a 10 mg kg-1 día-1 no 

ejerce ningún efecto beneficioso en el modelo de TNBS. Así, se utilizó la mayor 

dosis empleada (75 mg kg-1 día-1) 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-1 día-1, respectivamente.     

Como primera aproximación, 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 

cuestión. 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. Así, 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 prenilación, 

concretamente, alendronato y pamidronato, este mecanismo de acción 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 

carácter antiinflamatorio en nuestro modelo experimental. Además, si tenemos 

en cuenta la potencia relativa de estos fármacos como antirresortivos, el 

ibandronato debería ser el más eficaz, ya que es el más 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 

específicos de la prenilación (FTI-277, GGTI-298 y mevalonina) es diferente al 

de los bisfosfonatos, incluso totalmente opuesto. Asimismo, si se comparan los 

resultados mecanísticos 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 generación), y 

no presenta la capacidad de inhibir la prenilación 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 prenilación. Las diferencias de comportamiento con 

alendronato e ibandronato pueden deberse a la diferencia en la potencia en 

cuanto a la inhibición de la prenilación.  
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La administración de los bisfosfonatos por vía intraperitoneal en el modelo de 

TNBS se constituye como una opción para mejorar las dificultades en la 

administración oral debido a la escasa biodisponibilidad de estos fármacos por 

esta vía, permitiendo la llegada de mayores cantidades al torrente circulatorio. 

Simultáneamente, estos experimentos aportan información acerca de la 

existencia de un efecto local a nivel intestinal o, por el contrario, de una acción a 

nivel sistémico. Según estos experimentos, podemos afirmar que la vía de 

administración 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 colítico cuando 

se administran por vía intraperitoneal. Estudios anteriores señalan la ausencia 

de efecto del alendronato en la colitis inducida por TNBS en ratas cuando éste es 

administrado por vía intraperitoneal [980]. Así, la vía de administración 

requerida para el efecto antiinflamatorio de los bisfosfonatos nitrogenados es la 

oral.  Según 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 características farmacocinéticas de los bisfosfonatos 

deben explicar este comportamiento. Existen estudios in vitro [988, 989] e in 

vivo [990] que proponen la absorción paracelular como el principal mecanismo 

para la absorción intestinal de los bisfosfonatos, debido a su baja lipofilia y a su 

carácter aniónico. La absorción 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 absorción 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 

absorción, llegando hasta el 20% en determinadas especies animales [993]. En 

el caso del humano, los porcentajes de absorción oral son de 0,7% para 

alendronato [994], 0,3% para pamidronato [995] y 3-7% para etidronato [996]. 

Esta baja absorción por vía oral se ha tenido en cuenta para el cálculo de la 

dosis empleada en la vía intraperitoneal, de manera que se ha considerado un 

1% de la cantidad administrada oralmente, y ésta ha sido la cantidad utilizada 

en la vía intraperitoneal. Por otro lado, la administración de alendronato por vía 

intraperitoneal a dosis superiores a las calculadas según la biodisponibilidad oral 

del 1% no producen mejora alguna en la colitis, pudiendo incluso observarse un 

cierto efecto perjudicial. La fijación de los bisfosfonatos al hueso no es 

homogénea, sino que depende de la actividad de recambio óseo de éstos [975, 

997, 998] y, por tanto, van a ser retenidos durante un tiempo más o menos 

prolongado dependiendo también del recambio óseo. Esto explica que la vida 

media de eliminación de estos fármacos se prolongue, ya que van a ser 

retenidos en el hueso y, por tanto, su eliminación se prolongará. La escasa 

absorción 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 ningún 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 colítico, es decir, en la afectación del tejido 

colónico y otras estructuras a nivel digestivo. Así, el examen macroscópico y las 

determinaciones bioquímicas muestran una situación similar a la del grupo 

colítico, incluso puede observarse una tendencia a la recuperación a nivel del 

colon en el tratamiento con ibandronato. Todo ello hace pensar que existe otro 

proceso o patología responsable del empeoramiento de los animales debido a 

ibandronato. La determinación de la concentración de citoquinas en el plasma de 

estos animales muestra un incremento en IL-6, TNF-α e IL-10, lo que demuestra 

que existe un fenómeno a nivel sistémico que puede contribuir al peor estado de 

los animales. Los estudios in vitro demuestran la capacidad del ibandronato para 

incrementar la producción de citoquinas sobre macrófagos purificados o sobre 

células mononucleares en las que se estimula de forma relativamente específica 

este tipo celular. En términos generales, el ibandronato aumenta la producción 

de IL-6 y TNF-α, lo cual coincide con los datos obtenidos en plasma. Además, el 

tratamiento durante 5 días de esplenocitos con ibandronato provoca un aumento 

de la expresión de iNOS. El pamidronato no provoca ningún efecto significativo 

sobre la producción de citoquinas por parte de macrófagos, 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 reacción sistémica.De esta 

forma, podemos decir que el ibandronato provoca un incremento en la 

producción de citoquinas y otros mediadores por parte de macrófagos, 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 carácter proinflamatorio del 

ibandronato al aumentar la producción de citoquinas en macrófagos estimulados 

con LPS, concretamente IL-6 e IL-1β [999], así como alendronato [1000]; 

además de un aumento de TNF-α producido por PBMC estimulados con LPS 

[1001]. Esta reacción sistémica puede relacionarse con la reacción de fase aguda 

descrita en el tratamiento con bisfosfonatos por vía parenteral en humanos, que 

ocurre en un tercio de los pacientes que se ponen en contacto por primera vez 

con estos fármacos [968, 1002]. Esta reacción consiste en la aparición de fiebre 

y de otros síntomas gripales [1003] tras la primera inyección con bisfosfonatos 

nitrogenados. Además, se ha demostrado que no se produce cuando los 

bisfosfonatos nitrogenados se administran por vía oral o cuando se emplean 

bisfosfonatos clásicos o no nitrogenados [941, 966, 967, 1004]. La reacción de 

fase aguda se relaciona con una mayor producción de IL-6 y TNF-α [1005, 1006] 

y los estudios más recientes proponen a los linfocitos γ/δ (subtipo Vγ9Vδ2) como 

fuente de estas citoquinas [1007]. Paradójicamente, los roedores no poseen este 

subtipo de linfocitos, por lo que no deberían sufrir esta respuesta de fase aguda, 

así que el efecto observado con ibandronato en el modelo de TNBS ha de 

deberse a otro tipo celular, como pueden ser macrófagos. De hecho, algunos 
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trabajos proponen a este tipo celular como el responsable de las citoquinas 

producidas en la reacción de fase aguda desencadenada por bisfosfonatos 

[1008]. Otros abogan por un papel secundario de los macrófagos, que van a ser 

activados tras la activación de los linfocitos T γ/δ [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 colónico 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 secreción de IL-8 en líneas 

celulares humanas. El carácter proinflamatorio de alendronato e ibandronato 

sobre las líneas epiteliales Caco2 y HT-29 no ha sido descrito previamente en la 

literatura. Al profundizar en el estudio de la línea Caco2, podemos observar que 

este efecto ocurre a pesar de la inhibición en la fosforilación de IκBα que 

desencadenan ambos bisfosfonatos. La considerable activación de p38 y ERK 

puede ser la responsable del aumento en la secreción de IL8, lo cual puede 

contrarrestar la inhibición del factor de transcripción nuclear NFκB. Existen 

estudios que describen la implicación de p38 y ERK en la producción de IL-8 en 

distintos tipos celulares [1009-1011]. Si comparamos lo anteriormente expuesto 

con la ausencia de efecto del pamidronato sobre la producción de IL-8 en estas 

líneas de epitelio intestinal humano, llegamos a la conclusión de que la inhibición 

de la fosforilación de IκBα es irrelevante; o si consideramos el efecto de GGTI-

298 la inhibición de p38 y ERK puede conllevar la inhibición en la síntesis de IL-

8, cuando JNK no se encuentra modificado, como ocurre en el caso de 

Pamidronato. De forma que ERK y p38 pueden regular la producción de esta 

quimioquina de forma opuesta a JNK. 

La falta de efecto del alendronato en el pretratamiento puede estar 

relacionado con el tiempo de exposición prolongado a esta sustancia y los 

efectos proinflamatorios que ocurren a nivel de epitelio intestinal. Nuestros 

resultados muestran un incremento en la producción de IL-8 tanto en Caco2 

como en HT29 estimuladas con LPS y tratadas con alendronato durante un 

tiempo prolongado (5 días o 1 semana). Este carácter proinflamatorio se 

acompaña de un efecto citotóxico en las líneas celulares HT29 e IEC18, sobre 

todo en esta última, en la que se observa una disminución en la capacidad de 

adhesión celular, así como una menor expresión del antígeno de proliferación 

celular. De esta manera, la exposición del epitelio intestinal a alendronato 

durante un período de tiempo prolongado puede conllevar efectos 

proinflamatorios o citotóxicos sobre células epiteliales intestinales que pueden 

contrarrestar el efecto beneficioso que puede ir asociado en un tratamiento 

corto, como ocurre en el postratamiento. 



Discusión. 

 
134 

Efecto antiinflamatorio de Bisfosfonatos nitrogenados en EII. 

Si observamos el efecto sobre la línea celular IEC18, el comportamiento es 

totalmente diferente, ya que el pamidronato en este caso parece ser el 

bisfosfonato más activo. Cabe destacar las dos características diferenciales de 

este modelo de epitelio intestinal, que son la ausencia de un carácter 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 

expresión de COX2 provocado por ibandronato, pamidronato y mevalonina en el 

tratamiento a corto plazo coincide con un aumento en la activación de NFκB. La 

inhibición 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 potenciación en la fosforilación de IκBα 

ocurre con pamidronato. El efecto del alendronato no puede considerarse como 

una oposición a esta afirmación, debido a la toxicidad desencadenada por dicha 

sustancia. Por otro lado, no hemos de descartar la posible implicación de otras 

vías que modulen la expresión de COX2. 

En el tratamiento a largo plazo, descartando igualmente al alendronato por 

su toxicidad aún más pronunciada, y considerando con precaución los resultados 

en el caso de ibandronto por la misma razón, pamidronato y mevalonina 

conducen a una inhibición en la expresión de COX2. Este efecto no puede ser 

explicado por un efecto a nivel de NFκB, ya que pamidronato no modula la 

activación de dicho factor de transcripción, 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 potenciación de la 

producción de IFN-γ inducida por concanavalina A. Esta capacidad también es 

desarrollada por el alendronato. Los resultados obtenidos con los tres inhibidores 

específicos demuestran que este efecto es independiente de la inhibición de la 

prenilación, ya que todos ellos inhiben la producción 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 más al único bisfosfonato no 

nitrogenado, el etidronato, que no modifica la producción de IFN-γ en el 

tratamiento a largo plazo. Esta potenciación de la secreción de IFN-γ no sólo 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 

análisis de la expresión génica muestra una normalización 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-γ, cuya modulación por 

parte del pamidronato se produce en sentido inverso, incrementándose con 

respecto al grupo colítico. En este mismo modelo in vivo, la producción de IFN-γ 

en esplenocitos estimulados con Con A también es potenciada por el 

pamidronato. Los esplenocitos y células de ganglios linfáticos mesentéricos 
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obtenidos de animales sanos tratados con pamidronato producen mayor 

cantidad de la citoquina tras el estímulo con Con A; asimismo, existe un 

incremento de IFN-γ en el plasma de estas ratas que han recibido el tratamiento 

oral con pamidronato.  

La potenciación en la producción de IFN-γ constituye el efecto más relevante 

en los ensayos in vitro, lo que hace pensar que este fenómeno podría estar 

relacionado con el mecanismo de acción del efecto antiinflamatorio. La 

posibilidad de un efecto polarizador en la diferenciación de linfocitos T se 

confirma en nuestros experimentos, ya que el pamidronato incrementa la 

cantidad de IFN-γ producida por estas células cuando su diferenciación ha sido 

dirigida hacia el subtipo Th1 mediante el tratamiento con IL-12. El desequilibrio 

entre los distintos subtipos de linfocitos T se propuso como hipótesis para 

explicar la patogenia de la EII. Hoy en día, no sólo se han de considerar los 

subtipos Th1 y Th2, sino que los linfocitos Th17 y T reguladores forman parte 

también de la respuesta inmune que participa en la EII. Los resultados del efecto 

de pamidronato sobre la producción de IFN-γ encajan con la posibilidad de un 

desequilibrio entre estas diferentes poblaciones celulares. Sin embargo, no 

existe una modificación en la expresión de IL-17, IL-4 o Foxp3 en esplenocitos 

estimulados con concanavalina A debido al tratamiento con pamidronato, 

aunque sí existe una tendencia a disminuir la producción de IL-4, es decir, frenar 

la diferenciación hacia el subtipo Th2. A pesar de esta tendencia, la magnitud del 

efecto no permite establecer una afirmación rotunda acerca de la inhibición de la 

polarización Th2 por parte del pamidronato. Este mismo análisis sobre la 

expresión génica de diversas citoquinas fue llevado a cabo en linfocitos T 

purificados. El análisis de estas otras citoquinas en la población purificada de 

linfocitos T coincide con los resultados obtenidos en esplenocitos totales, 

observándose la misma tendencia en la IL-4. Sorprendentemente, el 

pamidronato provoca una inhibición en la expresión de IL-23 en linfocitos T 

aislados. A pesar de ello, la expresión de IL-17 no está disminuida, así que la 

inhibición de IL-23 no conlleva una menor polarización hacia el subtipo Th17 en 

los linfocitos. De este modo, podemos afirmar que la función del IFN-γ no está 

ligada a la modificación de la síntesis 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-γ como cabría esperar; sin embargo, cuando el contacto del 

pamidronato con los enterocitos se prolonga hasta 5 días, la consecuencia final 

es la activación de linfocitos T y no sólo la producción de IFN-γ. Así, estos 

linfocitos T aumentan la expresión de PCNA y la producción de IFN-γ, IL-6 e IL-

10, además de activarse en ellos la vía 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. Además, la fosforilación de STAT-4 o la 

potenciación de otras citoquinas no se observa en el cultivo rutinario de linfocitos 

T, sino que la única modificación en este caso es la potenciación en la producción 

de IFN-γ. A su vez, debe existir un efecto directo sobre los linfocitos T, de modo 

que el pamidronato atravesará la monocapa de enterocitos y llegará al 

compartimento inferior del Transwell actuando sobre los linfocitos allí dispuestos. 

Esto se deduce de la desaparición del efecto observado en la preincubación de 

los enterocitos con Pamidronato antes de establecerse el cocultivo. La alteración 

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 preincubación, el pamidronato sólo podrá 

actuar sobre los enterocitos, ya que durante la preincubación los linfocitos aún 

no han sido dispuestos en el compartimento inferior y, por tanto, el pamidronato 

no podrá contactar con ellos. Estos resultados muestran que existe una 

respuesta en la que la actuación del pamidronato sobre la monocapa intestinal 

durante un período de tiempo prolongado provoca alteraciones en el 

comportamiento de los enterocitos que hace que se potencie la activación 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. Así, son dos las condiciones 

necesarias para la obtención del efecto, el contacto del pamidronato con 

enterocitos y, a su vez, con los linfocitos T dispuestos próximos a éstos. De 

hecho, es necesaria la presencia de las células epiteliales intestinales, y no sólo 

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 ningún 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 hipótesis. Las células epiteliales intestinales expresan tanto 

MHC de clase I y II [597, 1012] como moléculas coestimuladoras [1013-1016]. 

La polarización de los enterocitos también está implicada en la expresión de 

todas estas moléculas que participan en la presentación de antígenos, con un 

patrón de expresión 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 comunicación entre el lumen intestinal y las poblaciones 

linfocitarias que se encuentran por debajo del epitelio. Aunque se pensaba que 

esta función en la presentación antigénica sólo daba lugar a la activación de 

linfocitos T CD8+ mediante la molécula gp180 [1018-1021], y que las células 

intestinales no tenían 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 

disminución en la expresión de gp180 [1020], lo que impide la activación de 

células CD8+ [563]. Así, el cocultivo de células epiteliales intestinales 

procedentes de pacientes de EII y linfocitos T provoca una activación de células 

CD4+ con un incremento en la proliferación y en la producción de IFN-γ, pero no 

de IL-2 [1023]. Según esto, puede considerarse a los enterocitos como células 

presentadoras de antígenos participando en la activación de los linfocitos T (sea 

cual sea el subtipo activado) por el pamidronato. La necesidad del contacto entre 

pamidronato y linfocitos T apoya la noción de una coestimulación, así 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 

participación de las células epiteliales intestinales en la presentación de 

antígenos en la mucosa intestinal ha sido avalada en diversos estudios.  

En el caso de la activación de linfocitos γ/δ, se ha establecido la dependencia 

de la coestimulación por parte de células de la línea mieloide (monocitos-

macrófagos) [1024]. Un modelo para el efecto observado en nuestros cocultivos 

de enterocitos y linfocitos T es la activación de linfocitos T, probablemente γ/δ 

por la actuación directa del pamidronato que atraviesa la monocapa de epitelio 

intestinal y alcanza el compartimento inferior del Transwell; dicha activación 

recibe señales coestimuladores por parte de los enterocitos cuya capacidad de 

presentación de antígenos se ve a su vez modulada por el pamidronato. 

Asimismo este modelo podría explicar los efectos observados in vivo. 

Los estudios del efecto de la administración de pamidronato a ratas sanas 

concuerdan con un efecto de activación de linfocitos de forma primaria a nivel 

gastrointestinal, seguida de una reacción a nivel sistémico. Así, el incremento en 

la producción de IFN-γ e IL-2 ocurre antes en células de ganglios linfáticos 

mesentéricos (3 días) que en esplenocitos (5 días) cuando estas células se 

estimulan con concanavalina A. Lo mismo ocurre con el incremento en el número 

de células mononucleares. Mientras que en el tratamiento a 8 días, se alcanza la 

normalización en estos dos parámetros, producción de citoquinas e infiltración 

celular en bazo y en ganglios mesentéricos.  

Una de las hipótesis para explicar este aumento de la producción de IFN-γ 

desencadenada por el pamidronato es la activación del subtipo de linfocitos T 

γ/δ. Estos linfocitos responden frente a componentes no peptídicos, 

fundamentalmente de carácter lipídico, como pueden ser los restos isoprenoides. 

Aunque la mayoría de los linfocitos circulantes son de tipo α/β, existe una 

población minoritaria con un TCR característico compuesto por una subunidad γ 

y una subunidad δ, normalmente independiente de CD4 y CD8, son los linfocitos 

γ/δ [1025, 1026]. Estos linfocitos suelen localizarse en zonas de infección, y esto 

determina su papel en la defensa inmune [1027-1029], que se basa en una 

respuesta inmune temprana responsable de la eliminación de agentes extraños 

(por ejemplo, virus) hasta que se establece la respuesta citotóxica mediada por 

linfocitos CD8+ α/β, cuyo desarrollo es algo más lento [1030-1034]. A nivel 
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intestinal los linfocitos T γ/δ participan en el cambio de clase de 

inmunoglobulinas [1035], en la producción de factores de crecimiento epitelial 

[1036], en la primera línea de defensa frente a diversos patógenos [1037-1039]  

y son necesarios en la inducción de tolerancia oral [1040]. La importancia de 

este subtipo celular a nivel intestinal se demuestra por el mayor número de 

células γ/δ  entre los linfocitos intraepiteliales intestinales cuando se compara 

con la sangre periférica, tanto en rata y ratón, como en humanos [1041-1043]. 

Aunque este subtipo de linfocitos puede diferenciarse en Th1 y Th2 [1044], el 

papel que desempeña el IFN-γ en la defensa antiviral [1045, 1046], así como las 

grandes cantidades producidas de esta citoquina hacen que sea considerada 

como la principal efectora en la respuesta mediada por linfocitos γ/δ [1047]. El 

incremento de IFN-γ observado en nuestros estudios con pamidronato puede 

proceder de una activación de linfocitos T γ/δ, pudiendo desempeñar un papel 

importante en mecanismos antibacterianos in vivo, como han demostrado otros 

grupos de investigación [1048]. La importancia de este subtipo de linfocitos ha 

sido demostrada previamente en el modelo de colitis por TNBS, de forma que la 

depleción de células γ/δ conlleva una mayor mortalidad en este modelo de colitis 

[1049]. La activación de las células γ/δ por parte del pamidronato puede 

contribuir al efecto beneficioso de estas células en el modelo de colitis en 

cuestión. De hecho, las células γ/δ 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 modificación en el número de este tipo celular 

en IBD son controvertidos [1052-1054], existen estudios en animales que 

apoyan un papel regulador de los linfocitos γ/δ en la IBD, como el desarrollo de 

colitis espontánea en ratones KO de la cadena γ del TCR. Esta función protectora 

puede deberse a diversas funciones desempeñadas por estas células, como la 

retirada de las células epiteliales dañadas, la secreción de factores de 

crecimiento epitelial o la defensa frente a patógenos entéricos. Además, se ha 

demostrado que en el desarrollo de colitis por TNBS los linfocitos T α/β no son 

indispensables, ya que se ha conseguido establecer la enfermedad en ratas 

atímicas [1055]; y, por otra parte, también podemos afirmar que el IFN-γ es 

dispensable en el desarrollo de la colitis, ya que el proceso inflamatorio inducido 

por TNBS ha sido desarrollado en ratones KO de IFN-γ [1056] o del receptor de 

esta citoquina. La activación de los linfocitos γ/δ ha de ser considerada como 

una hipótesis, ya que el estudio realizado no permite una afirmación taxativa al 

respecto. 

La posibilidad de una respuesta temprana a nivel intestinal, posiblemente 

mediada en nuestro caso por linfocitos T γ/δ, concuerda con las publicaciones 

recientes en las que se ha comprobado que la inhibición 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  patologías caracterizadas por un defecto en la inmunidad innata 

como son la enfermedad granulomatosa crónica o el síndrome de Hermansky-

Pudlak presentan una mayor incidencia de EII [1058, 1059]. Así la respuesta 
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inmune innata o aquélla que se desarrolla de forma temprana puede tener un 

papel crucial en la protección en la EII.  

Junto con el efecto sobre IFN-γ, el pamidronato incrementa la expresión de 

Foxp3, al menos en los esplenocitos extraídos 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 linfáticos 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 qe no son significativos desde el punto de vista estadístico; pero aún 

así, la mayor expresión de Foxp3 en esplenocitos queda patente. Es interesante 

resaltar que este efecto sobre linfocitos T reguladores es más tardío si se 

compara con la activación de otros linfocitos, esto es, los responsables de la 

mayor producción de IFN-γ. De hecho, aunque a nivel de ganglios mesentéricos 

la expresión a los 8 días es normal, en el caso de esplenocitos no se normaliza la 

expresión de dicha proteína. 

La cinética de inhibición de la prenilación también es un punto a destacar. En 

el caso de las células mononucleares, la inhibición de este proceso es más tardía 

si se compara con los enterocitos, de modo que sólo en el tratamiento a largo 

plazo se observa la inhibición de dicho fenómeno. Si se compara el efecto de los 

bisfosfonatos más activos sobre linfocitos T y macrófagos, podemos llegar a la 

conclusión de que la inhibición tardía de la prenilación determina su 

comportamiento a largo plazo, que coincide con el efecto observado con los 

inhibidores específicos; mientras que a corto plazo, cuando estas sustancias aún 

no han sido capaces de inhibir la prenilación, los efectos observados son 

independientes de este proceso y diferentes a los inhibidores del mismo. Por 

ejemplo, el ibandronato no modifica la secreción de IFN-γ o IL-2 en linfocitos T a 

las 48 horas de tratamiento, cuando aún no ha sido inhibida la prenilación, 

mientras que en las mismas condiciones, los tres inhibidores inhiben la 

producción de ambas citoquinas. En cambio, en el protocolo a largo plazo, tanto 

ibandronato como GGTI-298 inhiben la secreción de IFN-γ, como lo hacen otros 

bisfosfonatos como risedronato o zoledronato, considerados los más potentes en 

la inhibición de la prenilación dentro del grupo de sustancias ensayadas. Otro 

caso es el efecto del alendronato sobre macrófagos, de modo que la inhibición 

en la síntesis de IL-10 sólo es notoria en el tratamiento a largo plazo (5 días), 

mientras que el inhibidor GGTI-298 ejerce este efecto ya a las 24 horas, 

momento en el que sólo esta sustancia y la mevalonina son capaces de inhibir la 

prenilación en células mononucleares. 

La otra estrategia empleada de forma paralela para caracterizar el efecto 

antiinflamatorio del pamidronato fue el estudio del transcriptoma colónico 

mediante microarray. Los resultados muestran que el efecto del Pamidronato es 

opuesto al de un fármaco antiinflamatorio típico. En primer lugar, el 

comportamiento observado no se basa solamente en la normalización 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 expresión de un mayor número de genes que el 

propio TNBS. Esto nos indica que el efecto no se basa sólo en la normalización 

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 

normalización 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 además este bisfosfonato provoca la potenciación en la 

modulación de algunos genes sensibles a TNBS, ya sea incremento o 

disminución en su expresión. Por otro lado existe un total de 3216 genes 

modificados por Pamidronato y que no fueron modulados por TNBS, lo que 

apoya la hipótesis de un mecanismo antiinflamatorio atípico. 

La expresión de marcadores celulares muestra que existe una disminución en 

la infiltración de linfocitos T y B y, sobre todo, neutrófilos. Esta situación puede 

mostrar la menor infiltración celular debida al propio efecto antiinflamatorio que 

se observa en el modelo de TNBS y, por tanto, no se opone a la activación 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 activación e infiltración de linfocitos apoya esta 

observación, ya que en tras ocho días de tratamiento con pamidronato ya se ha 

alcanzado la normalización de los niveles de producción de citoquinas y de 

número de células mononucleares en ganglios linfáticos mesentéricos, e inlcuso 

en bazo. 

En el análisis a través de la plataforma Ingenuity de las vías modificadas en 

el transcriptoma colónico destaca el efecto del pamidronato sobre la vía del ácido 

retinoico, de forma que el bisfosfonato incrementa la expresión de diversos 

genes relacionados con esta vía. Las propiedades inmunomoduladoras del ácido 

retinoico han sido ampliamente estudiadas, demostrándose el efecto 

antiinflamatorio del mismo en modelos preclínicos de EII [1060-1062]. El 

mecanismo implicado en este efecto se basa en la capacidad del ácido retinoico 

para modificar la diferenciación de linfocitos, de manera que disminuyen la 

respuesta Th1 o Th17 potenciándose la repsuesta Th2 o Treg [1060, 1063-

1066]. En este efecto podrían estar implicadas las células dendríticas y la 

modulación en la producción de citoquinas que el ácido retinoico provoca en 

estas células [1067]. Así, el ácido retinoico promueve una menor producción de 

IL-23, lo que explicaría la inhibición en la diferenciación hacia Th17 y la aparición 

de un mayor número de linfocitos T reguladores. A su vez, se han descrito 

efectos beneficiosos del ácido retinoico sobre la integridad de la barrera epitelial 

en situaciones en las que se produce un daño a nivel de la mucosa [1068]. 

Estos resultados obtenidos en los experimentos de genómica han de ser 

considerados como datos preliminares, ya que hasta la fecha no han sido 

confirmados mediante ensayos de postgenómica u otro tipo de experimentos no 

genómicos. Aún así, constituyen la base para profundizar en la caracterización 

del mecanismo de acción del pamidronato como antiinflamatorio en la EII.   
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Además del efecto observado con los bisfosfonatos, los ensayos in vitro con 

los inhibidores específicos, han permitido relacionar la inhibición de la prenilación 

con la alteración de la biología y función de varios tipos celulares fundamentales 

en la respuesta inmune a nivel intestinal. El efecto de la inhibición de la 

prenilación sobre células mononucleares es sorprendente. Todos los inhibidores 

demuestran un potencial efecto antiproliferativo, ya sea por inhibición en la 

incorporación de timidina o por una menor expresión de PCNA. Esto se 

acompaña de una clara inhibición en la producción de citoquinas, así como de 

una menor expresión de Foxp3, especialmente en el caso de GGTI-298 y 

mevalonina. Esta inhibición de la síntesis de citoquinas también se produce, con 

algunas salvedades, en el caso de linfocitos T o macrófagos purificados. Este 

carácter 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 síntesis de IL-8. Estos resultados obtenidos con los inhibidores 

específicos demuestran la importancia del proceso de prenilación en la respuesta 

inmune y corroboran los resultados prometederos obtenidos con estatinas como 

fármacos antiinflamatorios. De hecho, son escasos los estudios realizados con 

inhibidores de la farnesilación o la geranilgeranilación en inflamación y 

concretamente en EII. El estudio de los inhibidores específicos de la prenilación 

como fármacos antiinflamatorios y su potencial uso en la EII se constituyen 

como un nuevo campo en la investigación. 

Modelo del mecanismo de acción de los Bisfosfonatos nitrogenados en la 

EII. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y la discusión planteada, 

podemos formular una hipótesis sobre el modo de acción de los bisfosfonatos 

nitrogenados, particularmente el pamidronato, en la inflamación intestinal. En 

efecto, el pamidronato y el alendronato son los únicos bisfosfonatos 

nitrogenados ensayados in vivo que ejercen efectos beneficiosos globales, 

aunque por supuesto no puede descartarse que otros bisfosfonatos nitrogenados 

sean eficaces en la inflamación intestinal. Es claro que tanto el pamidronato 

como el alendronato requieren su administración oral para ser eficaz. Por tanto, 

consideramos que la acción 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 vía oral.  

El requerimiento de la administración oral contrasta fuertemente con los 

niveles de biodisponibilidad considerablemente bajos que son harto conocidos en 

este grupo farmacológico, 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 fracción absorbida de la dosis oral en el caso 

del pamidronato, el éxito parece depender más del sitio de administración que 

de la cantidad absorbida. Por tanto, el mecanismo de acción 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 más 

eficiente mediante el acceso del fármaco 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 acción del 

fármaco in vivo. Efectivamente, la escasa absorción 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-1 día-1) llegue 

intacta al colon, no es aventurado suponer que puedan alcanzarse 

concentraciones como las ensayadas in vitro (100 µM). En estas condiciones el 

pamidronato es esencialmente inactivo, mientras que alendronato y otros 

bisfosfonatos nitrogenados estimulan la producción de IL-8 y activan vías MAPK, 

y el alendronato es además citotóxico. Por tanto, descartamos que el 

pamidronato actúe modulando la producción de citoquinas a nivel epitelial. Por el 

contrario, las acciones del alendronato sobre el epitelio podrían justificar el 

hecho de que pierda eficacia en tratamientos preventivos. Las diferencias de 

actuación entre los distintos bisfosfonatos nitrogenados pueden obedecer a su 

distinta capacidad para inhibir la prenilación celular en estas condiciones. 

El pamidronato, por otra parte, tiene un efecto reproducible sobre los 

linfocitos T, coherente con una promoción de la diferenciación de linfocitos Th1 o 

con su activación. Este efecto es compartido con el alendronato, aunque éste 

parece ser menos potente, pero no con el ibandronato. Es decir, existe una 

correlación excelente entre esta acción y el efecto terapéutico. Estos 

experimentos fueron realizados con fines exploratorios con concentraciones de 

100 µM de fármaco, que son probablemente demasiado altas para la lamina 

propria. No obstante, se observan efectos similares en cocultivos de células 

IEC18 y linfocitos T primarios expuestos a pamidronato en su cara apical. De 

hecho, los efectos son más prolongados en este caso, ya que se mantienen e 

incluso potencian a 5 días, en tanto que el tratamiento directo de los linfocitos T 

no tiene efecto a los 5 días. La modulación en este modelo in vitro parece 

depender en buena medida de la exposición 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 fármaco a través de la monocapa de IEC18 y a su modulación 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 función linfocitaria actuando 

desde la luz intestinal.  

En definitiva, nuestros datos sugieren que el pamidronato puede, directa o 

indirectamente, potenciar la función o diferenciación de linfocitos Th1 en la 

mucosa intestinal, y que este hecho está correlacionado con el efecto beneficioso 

in vivo. ¿Cómo puede traducirse esta activación inmunológica en un efecto 

antiinflamatorio? Nuestros datos no nos permiten responder a esta pregunta 

categóricamente, pero es perfectamente posible que la potenciación de la 
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defensa de la mucosa pueda determinar una respuesta inmunológica global 

reducida, mediante un control temprano de la invasión de antígenos y 

microorganismos. Existen numerosos estudios que preconizan esta teoría. 

Posiblemente uno de los más interesantes fue el llevado a cabo por el grupo de 

Neurath, en el cual la represión condicional de NEMO y, por tanto, de NF-κB en 

células epiteliales, produce inflamación colónica de manera espontánea [635].  

Otro estudio demostró que sargramostim, el factor estimulante de colonias de 

granulocitos-macrófagos (GM-CSF), produce mejoría en CD [1069]. Los ratones 

deficientes en Cxcl1 (también conocida como KC o Gro-α), la quimioquina 

considerada equivalente a IL-8 en humanos, son más sensibles a la colitis 

experimental inducida por DSS [1070]. También se ha descrito que la ausencia 

de monocitos y células dendríticas empeora la colitis experimental [1071, 1072]. 

De hecho, las mismas variantes genéticas de NOD2 asociadas a un mayor riesgo 

de contraer IBD podrían estar asociadas no con una potenciación, sino a una 

disminución de la respuesta asociada a NF-κB [234, 235]. En su conjunto, estos 

estudios apoyan la tesis de que la inflamación intestinal pueda desencadenarse 

como consecuencia de una respuesta no especialmente robusta del sistema 

inmunológico. Una respuesta inmunológica “tímida” es incapaz de eliminar 

rápidamente las bacterias que hayan sobrepasado la barrera epitelial, 

permitiendo la activación masiva del sistema inmune adaptativo, el cual es el 

responsable último de la inflamación crónica [1073].  

Por tanto, nuestra hipótesis 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 prenilación de 

proteínas, las cuales no alteran sustancialmente su estado de activación 

inmunológica pero permiten la modulación de linfocitos T subyacentes. El 

resultado es una potenciación de la defensa mucosal que en último término se 

traduce en una menor respuesta inflamatoria global, al ser más eficiente. Cabe 

recordar aquí que existen aspectos mecanísticos que sólo hemos empezado a 

explorar recientemente. En particular, el análisis genómico indica una 

modulación masiva de genes “no inflamatorios” que habrá de ser estudiada con 

detalle en una próxima etapa.  
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1. Nitrogen-containing bisphosphonates, particularly alendronate and pamidronate, 

have antiinflammatory effects in preclinical models of inflammatory bowel 

disease. 

2. This effect is not a class effect, since some nitrogen-containing bisphosphonates 

are not able to reproduce it, such as ibandronate. 

3. 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. 

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

5. 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-γ production in T lymphocytes. 
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Abreviaturas. 

5-ASA   Ácido 5-aminosalicílico. 

ADN  Ácido desoxirribonucleico. 
AP  Fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase). 
APC   Célula presentadora de antígenos . 

ARN  Ácido ribonucleico. 
COX2  Cicloxigenasa 2. 

CRF  Corticotropina. 
CU  Colitis Ulcerosa. 
DAI   Índice de actividad de la enfermedad). 

DMEM  Dulbecco Modified Eagle Medium. 
DMSO  Dimetilsulfóxido. 

DSS  Sulfato de dextrano sódico. 
EC  Enfermedad de Chron. 
EII  Enfermedad Inflamatoria Intestinal. 

EPC  Células progenitoras endoteliales. 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase. 

Foxp3  Forkhead box P3 
FPP  Farnesil difosfato. 
FPPS  Farnesil difosfato sintasa. 

FPPT  Farnesil difosfato trasnferasa. 
FTI  Inhibidor de la farnesiltrasnferasa. 

GDF  GDP dissolution factor. 
GDI  Guanosine nucletodie dissociation inhibitor. 
GEF  Guanine nucleotide exchange factor. 

GGTI  Inhibidor de la geranilgeraniltransferasa. 
GPCR  G protein coupled receptor. 

HMGCoA  Hidroximetil glutaril coenzima A. 
IDM  Índice de daño macroscópico. 
IFN  Interferon. 

IL  Interleukina. 
iNOS  Sintasa de óxido nítrico inducible. 

IPP  Isopentenil difosfato. 
JAK  Janus kinases. 
JNK  c-Jun NH2-terminal kinase. 

LDH  Láctico deshidrogenasa. 
LFA  Lymphocyte funciton associated antigen. 

LPS  Lipopolisacárido. 
MAPK  Mitogen-activated protein kinases. 

MDP  Muramildipéptido. 
MHC  Complejo principal de histocompatibilidad. 
MPO  Mieloperoxidasa. 

NADH  Nicotinamida adenina dinucleótida. 
NFAT  Nuclear factor of activated T-cells. 

PCNA  Antígeno nuclear de proliferación celular. 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa. 
PGE2  Prostagladina E2. 

Rap1A  Repressor activator protein. 
REP  Rab escort protein. 

Rpm  Revoluciones por minuto. 
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RPMI  Roswell Park Memorial Institute. 
RT  Retrotrancripción. 

SAZ  Sulfasalazina. 
SCOS  Suppressor of cytokine signaling. 

SDS  Sodium dodecyl sulfate. 
SEM  Error estándar de la media. 
SER  Eventos relacionados con el esqueleto. 

SER-1  3-phosphoserine aminotransferase. 
SP  Sustancia P. 

SQSTM  Secuestosoma. 
SRC-1  Coestimulador de receptores esteroides. 
SSI  STAT-induced STAT inhibitor. 

TBS-T  Tris buffered saline-Tween. 
TCR  Receptor de células T. 

TGF-β  Factor de crecimientos transformante. 
TLR  Toll like receptor (receptores tipo Toll). 
TNBS  Ácido trinitrobencenosulfónico. 

TNF  Factor de necrosis tumoral. 
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