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SUMMARY

1. MATERIAL AND METHODS

To carry out the objectives of the present Thesis, we used a wide variety of techniques,
including tissue culture techniques, real time PCR, magnetic cell separation, histology techniques,
flow cytometry, Ussing chambers, Western Blot, ELISA as well as different models of colitis (DSS

and lymphocyte transfer model).

2. INTRODUCTION

Inflammatory bowell disease (IBD) is a chronic relapsing inflammatory disorder of the
gastrointestinal tract that encompasses two idiopathic and major inflammatory diseases: Crohn's
disease and ulcerative colitis. Both forms of IBD significantly impair quality of life, and require
prolonged medical and/or surgical interventions. What makes it particularly challenging is its still
unknown cause, its unpredictable presentations and symptoms, the less than optimal treatments,
and a rise in its incidence and prevalence in many areas of the world. Now there are several
therapeutic options available to face the clinical management of the IBD regardless its
manifestation, but unfortunately, in spite of they normally suceed in most of the patients
controlling their inflammatory condition, almost every single option has important and quite
frequent side effects that partially limit their clinical use. Therefore, research efforts focusing on the

search of new drugs for the treatment of this clinical conditions are needed.

Glucocorticoids (GC) are a group of hormones that were discovered for the first time by Dr.
Addison by the end of the nineteenth century, from which there have been developed several
synthetic derivatives currently included among the therapeutic options available for the treatment
of many inflammatory disorders like IBD. Glucocorticoids are molecules with pleiotropic effects,
given that they are featured by a fairly complex mechanism of action that basically depends on the
interaction with its primary biological target, the cytoplasmic glucocorticoid receptor (GR). The
mechanism of action of GC can divided into three different aspects: the GR action as a transcription
factor activating the expression of different genes (transactivation), that action but reducing the
genetic expression of a given target gene (repression) and the interaction of the GR with other
transcription factors modulating eventually its function by tethering (transrepression). The
immunomodulatory effects of GC that are on the basis of its effectiveness as a tool for the treatment
of IBD, rise mainly from the effects at the genetic expression level, even though is generally
accepted that these effects come preferentially from transrepression and classical repression, while

the majority of the side effects are related with the transactivation.

Nowadays, there is a wide variety of synthetic GC available for its clinical use by virtue of their
antiinflammatory and immunosuppressive effects. Among those receiving more attention by
clinicians involved in the treatment of IBD are prednisolone and metilprednisolone administered
sistemically (intravenous for instance), and the budesonide by oral administration chasing a local

effect taking advantage of its significant first hepatic step.

The use of GC in the treatment of IBD has some significant limitations. Actually, only around
40 % of the patients respond normally to these drugs, while all the rest do not respond at all or

respond at the beginning of the treatment but become dependent when they reach the remission
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state. Besides, now is fully accepted that GC administration does not offer any benefit when

administered trying to extend the remission state.

The experimental evidence currently available based on the application of synthetic GC in
different models of colitis rised after their empirical use in humans. Accordingly with the well
known antiinflammatory actions of these molecules, the majority of the results already published
reflect a positive impact on the animal's condition and survival. However, in the case of the acute
DSS-induced colitis the effect of the GC administration was surprisingly different. During the last
two decades, many different researchers have published results that somehow support that
assertion making use of GC in general, but particularlly budesonide because of its profuse use in
the IBD treatment. Most of these articles conclude that those colitic animals that receive
budesonide at the same time that DSS, suffer a sharp increase in their susceptibility to the model
with a higher mortality during the colitis induction if compared to the non treated colitic group.
Surprisingly, in spite of the consistency of that evidences obtained in different laboratories and
making use of different mouse strains, none of these researchers went further trying to get some
clues that could shed some light on that results. This is particularly rare taking into account that

the budesonide is one of the therapeutic tools more oftenly prescribed for the IBD management.

In general, GC exert their immunomodulatory effects throught the interaction with many
different cell types because the ubiquitous expression of the GR. These effects are closely
dependent on the negative regulation of transcription factors like NF-kB, STAT3, AP-1, etc., that
play a pivotal role building inflammatory responses since their target genes in most of the cases
encode for proinflammatory proteins. Nevertheless, there are some cases of proteins (MKP-1 for
instance) whose expression is enhanced by the GR by transactivation, and colaborate actively in the
antiinflammatory effects induced by GC. The majority of the effects of GC on the different cell
types involved in the regulation of the intestinal immune system have been already elucidated.
Focusing on T cells, GC exert antiproliferative and proapoptotic effects on this cell type, but also a
remarkable inhibitory action of its cytokine secretion. However, little is known about the effects of
GC on B cells, although some articles suggest that they reduce their relative abundance among the
cells of the MLN. Considering the antigen presenting cells, GC mediate a strong inhibition of its
antigen presenting function, but also polarize them towards tolerogenic-inducing behaviour.
Besides, GC dramatically reduce the extravasation and infiltration to inflammatory sites of
leucocytes, through a reduction of the expression of adhesion molecules in the vascular
endothelium and the infiltrating cells. The latter effect, is probably the most determinant in the
overall antiinflammatory action of GC. Given that this thesis focuses on the effects of GC in the
intestinal environment, we cannot rule out the importance of the effects of GC on the intestinal
epithelial cells. All that is known to date about this point, is that GC significantly enhance the

expression of mature features on these cells, what make them fairly useful in obstetrics.

Futhermore, it's been recently described an interesting modulatory effect of GC by means of
which they produce qualitative changes on the intestinal microbiota. Attending to some recently
released articles, this effect could contribute significantly to the overall antiinflammatory effect of
the GC in several experimental models of intestinal inflammation, like the spontaneous colitis
developed by IL10 KO mice. Unfortunately, the mechanism underlying this effect has not been
described yet, although it should be related to indirect effects evoked by the systemic distribution

14
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of the GC and at the same time it's been hypothesized that the GC-induced modulation of mucins

production by intestinal epithelial cells could be decisive.

The inflammatory responses located in the intestinal area, oftenly course with an enhancement
of a wide variety of proinflammatory citokines and chemokines, as well as a stimulation of some
signalling pathways that play a pivotal role driving the effects of different inflammatory soluble
mediators. For years, wide range antiinflammatory effects like those developed by GC, have been
considered as extremely beneficial and thus used for the treatment of inflammatory disorders like
IBD. However, now this approach has been extensively revised. Actually, nowadays many
experimental evidences making use of inflammatory models like the DSS-induced colitis, revealed
a concept by which blocking the effects of proinflammatory mediators like IL22, IL27, IL17A, IL1j,
GMCSF or KC/CXCL1, as well as the functioning of signaling pathways like the canonical NF-kB
or those that follow the activation of innate immunity receptors like TLR, increase the severity of

the experimental model.

3. AIMS

Based on all the above, we proposed 3 main objectives in this doctoral thesis:

1. To confirm the negative impact of GC administration by oral gavage on the DSS-induced
colitis, countering that phenomenon with the effects of comparable doses of GC on a

chronic and T cell-driven model of colitis.

2. To elucidate the systemic events that take place in the animals receiving GC when they are
exposed at the same time to the acute DSS-induced colitis, that could at least partially
explain the increased severity and eventually the higher mortality displayed by these

animals.

3. To describe in detail by in vitro studies those actions of GC at the molecular level on the
different cell types actively involved in the intestinal barrier function, trying to link them

with the effects of these molecules on the acute DSS-induced colitis in mice.

4. RESULTS AND DISCUSSION

Our results can be split into two main sections.
IN VIVO

The budesonide was administered to colitic mice exposed to the acute DSS-induced colitis
(DSS1 and DSS2 experiments). In these experiments the administration of budesonide elicited an
enhancement of the disease severity in a dose dependent fashion, at least considering the body
weight evolution, the general condition of the animals and the survival rate. It is noteworthy that
some healthy animals received the GC as well and did not showed any of the deleterious effects
induced by the budesonide when co-administered with DSS. These harmful effects of the
budesonide coincide with a consistent antiinflammatory effect, as reflect the significant reduction
of the macroscopical colonic fibrosis, the colon weight/length ratio and the spleen weight, as well
as a prominent lowering of the colonic myeloperoxidase (MPO) activity. Strikingly, all of this was

accompanied by an increase of colonic alkaline phosphatase (AP) activity and its in vitro sensitivity
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to the inhibitor levamisol, but exclusively in the colitic group that received 60 pg/mouse/day of
budesonide. In line with this, the elevation of the blood lymphocyte and monocyte concentration
secondary to the intestinal inflammation was reduced by the GC from the dose of 6 pg/mouse/day
onwards. The evident antiinflammatory effect of the budesonide in these experimental settings,
become also evident attending to the results of the analysis of the colonic tissue expression by real
time PCR. In this analysis we can observe that the administration of the GC reduced dose-
dependently the expression of different hallmark indicators of the inflammation triggered by the
DSS, like IL6, S100A8 or IL17A. Besides, consistent results were obtained when we focused on the
production of cytokines like IL22, IL27, GMCSEF, IL6 or IL17A by cultured explants of colonic
tissue. It's currently accepted that the intestinal epithelium proliferation and restitution after the
DSS-induced damage, plays a pivotal and irreplaceable role for recovering the intestinal
homeostasis and thus on the animal general condition. Therefore, in order to get some clues
regarding on this phenomenon we studied the cell proliferation nuclear antigen (PCNA)
expression at the protein level in isolated intestinal epithelial cells, the BrdU incorporation and the
genetic expression in colon of Cyclin D1 and c-jun. All the results we obtained fit with the pretty
well known hyperproliferative response elicited by DSS-induced inflammation, and with a strong
and dose-dependent inhibition of that response in the colitic animals that received budesonide. The
colonic tissue of these animals was also mounted in Ussing chambers and tested for its paracellular
permeability using FITC-dextrane as a probe. In this analytical approach, the GC administration
reduced the tissue permeability, probably because of the previously described antiinflammatory
effect of the treatment, given that this is consistent with the partial improvement of the short circuit
currentvalues that were dramatically reduced by the inflammation. The administration of
budesonide also correlated with a sharp enhancement of the bacterial translocation to mesenteric
lymph nodes (MLN) and liver, as well as with the presence of LPS in the latter. This evidences
prompted us to wonder about the coexistence of a septic process in the colitic animals exposed to
the GC. Therefore, we evaluated some systemic parameters classicaly used to monitor the
experimentally induced septic shock. According to our suspicions about this issue, the colitic mice
treated with budesonide showed clear signs of sepsis. Nevertheless, while some of the sepsis
makers in lung tissue like the iNOS, IL1B and IL6 expression, the p-eNOS/eNOS ratio and the
MPO activity, as well as the histological study of this tissue, were only significantly increased in
those animals receiving 60 ug/mouse/day of budesonide, other markers like hypothermia or the
plasmatic IL18 and nitrates/nitrites concentration, were upregulated by the GC administration with

a lower dosage (1 and 3 pg/mouse/day).

In this work we also evaluated the effect of the budesonide on the acute DSS-induced colitis
developed in animals sujected to an intense depletion of the intestinal microbiota (DSS-PGF).
Here, the administration of the GC also correlated with a sharp elevation of the disease severity, in
spite of the DSS-induced intestinal inflammation is almost completely dumpened in this
experimental setting. In this experiment, on the one hand we confirmed that the negative impact of
the budesonide in the disease evolution was not due to an uncontrolled bacterial translocation and
a septic shock elicited by that phenomenon. On the other hand we found an evident increase of the
rectal bleeding in those colitic mice exposed to budesonide and microbiologically depleted in the
intestine. Coherently with this notion, we found a sharp decrease in the blood hematocrite and its
hemoglobine and eritrocite concentration. In line with this impairment of the intestinal barrier

function suggested by all the results described above, the in vivo intestinal permeability appeared
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increased by 2-3 fold in the experimental group we are talking about, compared to the control
group. This phenomenon, together with the inhibition of the mucosal epithelium restitutive
response after the DSS administration, induced by the bacterial depletion which is even increased
by the budesonide, as reflected by the real time PCR results regarding on the Cyclin D1 expression
in colon, let us identify a massive impairment of the intestinal barrier function as the main effect
underlying the deleterious consequences of the GC administration to these animals. Besides, we
also found a significant reduction of the intestinal alkaline phophatase (IAP) and the leucine reach-
repeat containing G protein coupled receptor 5 (LGR5). This is of particular interest given that both
are target genes for the -catenin transcription factor. Besides, this result tightly correlated with an
increased dickkopf-1 (DKK1) concentration in plasma in these animals. Attending to the role of the
B-catenin signaling in the intestine it could be an additional mechanism involved in the effects of

GC in these experimental conditions.

Once we had already described in detail the effects of the budesonide being administered to the
animals while the induction of the acute DSS-induced colitis is taking place, we decided to explore
its effects when the administration is restricted to a few days before de DSS addition to the
drinking water (DSS3). Unlike all the results described above, in this experimental approach the
budesonide induced a consistent improvement of the body weight evolution and the general
condition of the mice. Together with these evidences, we found a significant but mild at the same
time reduction of the intestinal inflammation. This notion is reflected by the results obtained
regarding on general markers like the colonic weight/length ratio and AP activity, as well as the
monocyte concentration in the blood. In order to compare to the previously described experiments,
it is noteworthy that unlike in those experiments in which the budesonide is administered together
with the DSS, in this case it did not affected the rectal bleeding and the hemoglobine and eritrocyte
concentration in the blood. Besides, we did not observe any kind of bacterial or lypopolisacharide
(LPS) translocation to extra-intestinal tissues, which is consistent with the lack of any sign of septic
shock. All these results let us confirm that the deleterious effects of the administration of
budesonide, only appear if we give the GC to the mice while the DSS administration is taking

place.

In order to accomplish one of the main goals of this doctoral thesis, which included the analysis
of the budesonide actions in a non-chemically-induced and T cell-driven model of colitis, we
evaluated the effects of this GC in the T cell transfer-induced model of experimental colitis, using
the GC at similar doses to those used in the DSS-induced colitis. The administration of the
budesonide to these colitic mice, even though did not generate a clear benefit on the body weight
evolution, improved significantly the general condition of them because of a fairly evident local
and systemic antiinflammatory effect. The analytical approaches regarding on the hallmark
inflammatory markers of this model, reflect a clear dose-dependent profile. Some of the more
meaningful results come from the weight/length ratio, macroscopic fibrosis and MPO activity in
colon, the concentration of Thl cytokines in plasma, the relative abundance of CD4+ IFNy+ cells
among those obtained from MLN, the IL17A production by splenocytes after the stimulation with
concanavaline A, and eventually the expression in colonic tissue of IFNy, IL1f, IL6, KC/CXCL1,
S100A8, REG3y and IL17A analyzed by real time PCR. In this experiment we also studied the
bacterial translocation elicited by the inflammatory response of the model itself and wether the GC

modulated somehow this phenomenon. In line with bibliography, we did not observed bacterial
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translocation to liver and in the MLN it was 100 fold under what we found in the DSS model
comparing the non-treated colitic groups. Besides, unlike in the DSS-induced colitis, the
administration of budesonide in the T cell transfer-induced colitis did not elicit a biologically
meaningful enhancement of the bacterial translocation to none of the extra-intestinal tissues
evaluated. This is consistent with the negative results we obtained in this model regarding on the

parameters that inform about septic shock when the mice received the GC.
IN VITRO

Studies in intestinal epithelial cells

The effects of budesonide on the response of the intestinal epithelial cells (IEC4.1 and IEC18)
using LPS as stimuli, was monitored by means the quantitation of chemokines in the cell culture
supernatant. The results of these experiments clearly reflect an inhibitory effect of GC on this
stimulation. Futhermore, attending to the graphs this inhibition follows an obvious dose-
dependent trend. In the in vitro studies in general, we assayed four GC in parallel, budesonide,
dexamethasone, prednisolone and hidrocortisone. In the experiments described above, the
budesonide was clearly the most powerful since its inhibitory effect got saturated with a
concentrarion of 0.1 uM, while considering any of the other GC it happened at a concentration

between 1 and 10 uM. Comparable results were obtained using peptidoglycane (PGN) as stimuli.

Futhermore, the GC (mainly budesonide and dexamethasone) consistently stimulated the
expression of toll-like receptor 4 (TLR4) in IEC4.1 cells. Thus, it is not surprising the increased
sensitivity to LPS that we found after the pre treatment of the cells with GC.

Given that the epithelial restitution after the DSS challenge in the intestine is decisive in the
animal evolution, in order to complement the findings from in vivo experiments we decided to
evaluate the effects of GC on the epithelial wound healing assayed in vitro. Our results show a
prominent effect of all the GC tested, by which they significantly slowed down the wound healing
both, under steady-state conditions and with the presence of stimulators of the proliferation and

migration of epithelial cells like IL22, IL27 or keratinocyte growth factor.

Attending to our findings that inform about an uncontrolled bacterial translocation induced by
GC in the animals with acute DSS-induced colitis, we found interesting to test in vitro wether these
molecules affected the sensitivity of two murine cell lines (IEC18 and IEC4.1) to the invasion of an
enteroinvasive E. coli strain, the LF82. Our results in this experiments were pretty convincing, since
they reflect a consistent increase of the invasion in the cells exposed to all GC in the case of rat cell
line IEC18, while strikingly it only was reproduced for the budesonide when using the mouse
IEC4.1 cells but with a clear dose-dependent profile.

Owing to the evidences already described in the in vivo section suggesting an inhibitory effect
of budesonide on the Wnt/B-catenin signaling pathway, we decided to explore the effects of the GC
on the response of IEC4.1 cells to R-spondin-1 (RSPO1) as stimuli. Our data resulting from this
experiments reflect a weak or even the absence of any effect of the direct presence of GC on the
activation of the low density lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6) by RSPO1. However, in
some independent experiments generating conditioned medium we tested the non-direct effects of
GC on this pathway. It's pretty feasible that these effects could be mediated by the epithelial
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production of some soluble mediators that can develope an antagonistic action on the LRP6
receptors. In line with that hypothesis, the exposure of IEC4.1 cells to GC, prompted them to
produce some still unidentified mediators that dampened the epithelial cell's response to RSPO1.
This theory is supported by the sharp but quite heterogeneous elevation of the DKK1 expression
that we observed in IEC4.1 cells that received GC for 4 days. This result prompted us to think that
this protein could mediate the indirect inhibitory effect of GC on the Wnt/B-catenin pathway, so we
tried to detect it in the conditioned medium by ELISA. Unfortunately, we were no able to get any
positive signal in any of the experimental conditions. Therefore, we can conclude that the effect
described above is not exclusively attributable to DKK1 at all, but we cannot rule out the

possibility that this protein contribute in some extent to that effect together with other factors.

Finally, we also analyzed the effects of GC on the paracellular permeability to FITC-dextrane,
making use of monolayers of IEC4.1, IEC18 and CACO-2 cells grown in Transwell® membranes.
Strikingly, our results suggest a distinguishing behaviour of murine cell lines (IEC18 and IEC4.1)
and the human one (CACO-2). While the treatment of the murine monolayers with GC for 48 hours
reduced consistent and dose-dependently the presence of the fluorescence probe in the basolateral
compartment compared to the Control group (probable owing to the undifferentiated condition of
these cells in the steady-state), considering the human cell line we got contrary results. Besides, the
increased paracellular permeability associated with the exposure of CACO-2 cells to GC was even
more prominent as the cells were more differentiated, which could related with the increasing

expression of the glucocorticoid receptor by these cells as they differentiate.

Studies in antigen presenting cells and CD4+ T cells

There are many already published articles that extensevely describe the immunomodulatory
(mainly immunosuppressive) effects of the GC on the different cell types included in the
gastrointestinal immune system. However, in the present doctoral thesis we decided to confirm in
detail how this molecules alter the production of some cytokines with a pivotal role in the
physiological response to the DSS challenge, in order to reach a better understanding of the in vivo
results obtained making use of the DSS model. These assays were performed using the cell types
that have been already described as a relevant source of the cytokines we wanted to focuse on.
These cells are above all, antigen presenting cells. This section of the results include evidences that
reflect the inhibitory effect of GC on the production of cytokines like IL22, IL27 and IL6 by,
dendritic cells and CD4+ T cells magnetically purified from the spleen of healthy mice, bone
marrow derived dendritic cells and splenocytes. In this experiments we needed to stimulate these
cells in order to get a significant production of cytokines, so as to we could measure its levels by
ELISA. Thus, all the cell types cited above were boost with different stimuli like IL23, LPS, PGN or
CpGDNA, but always after an exposure for 4-6 hours to the GC.

5. CONCLUSIONS

1. Budesonide and likely glucocorticoids in general, have an interesting double sword action on
the inflamed intestinal mucosa: first a consistent local antiinflammatory action, but also a negative
effect related to an induction of a leaky gut state that has a negative impact on the systemic

balance, namely a severe worsening of the animal condition and eventually its death.

19



SUMMARY

2. Our data strongly suggest that the deleterious effects of glucocorticoids on the intestinal
mucosa, take place exclusively when the intestinal epithelium is severely damaged (acute DSS-
induced colitis). Conversely, they don't appeare when the glucocorticoids are used in other models
of colitis in which the intestinal epithelial barrier is barely compromised, for instance the

lymphocyte transfer-induced colitis.

3. The weakening of the intestinal barrier function induced by glucocorticoids implies an
enhancement of the bacterial translocation from the gut to other extra-intestinal tissues. Our data
point towards an inhibition of the immunological mechanisms in charge of the luminal bacteria
containment, but also of the wound healing mechanisms of the intestinal epithelium as the

underlying reason for this phenomenon.

4. In vitro studies developed on intestinal epithelial cells point to certain differences among the
different glucocorticoids in terms of the modulation of the epithelial cell's invasion by
enteroinvasive bacteria, cytokine release after stimulation with different PAMP and epithelial
wound healing, even though more experiments are needed to clarify this diverging behaviour.
Actually, during the last year of experimental work oriented to this thesis we have developed a
transgenic mouse with inducible ablation of the glucocorticoid receptor in the intestinal epithelial
cells. This tool will help us shedding light on the relative relevance of this cell type in the effects of
locally produced and exogenous glucocorticoids on the acute DSS-induced colitis described in this
work, but also on its role in the intestinal homeostasis both under steady-state and other

inflammatory conditions.

5. Our results could have some implications regarding on the clinical management of IBD
patients making use of glucocorticoids with local or systemic distribution, particularly if the
disease is featured by a sharp increase of the intestinal permeability and/or bacterial translocation.
Besides, many investigators are pointing to the intestinal barrier dysfunction as a critical factor in
the establishment of other diseases like the metabolic syndrome. Thus, our results suggest that the
indication of glucocorticoids like budesonide in patients with that medical condition could be

controversial.
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1. REACTIVOS

Todos los reactivos empleados, excepto donde se indique lo contrario, han sido suministrados
por Sigma® (Madrid, Espafia). La budesonida fue suministrada por Molekula Ltd. (Gillingham,
UK).

2. EXPERIMENTOS IN VIVO

2.1. Animales de experimentacion y modelos animales

En los experimentos in vivo, se emplearon ratones C57BL6/] hembras, con una edad
comprendida entre las 8-10 semanas, suministrados por Harlan Laboratories® (Barcelona, Espana).
Dichos animales fueron mantenidos bajo estrictas condiciones libres de patdgenos especificos en
jaulas de Makrolon® sometidas a microventilaciéon automatica y a ciclos de 12 horas de
luz/oscuridad en la Unidad de Experimentaciéon Animal (Centro de Investigacion Biomédica,
Universidad de Granada). Para su alimentaciéon se empled una dieta estandar para roedores
(Harlan-Teklad 2014), y agua ad libitum, excepto en el caso del modelo de colitis inducida por
dextrano sulfato sédico (DSS). Los experimentos realizados han sido aprobados por Comité de
Bienestar Animal de la Universidad de Granada y se han llevado a cabo de acuerdo con la Guia
para el cuidado y uso de animales de experimentacion de los Institutos Nacionales de Salud de
EEUU.

2.1.1. Induccion de colitis aguda por sulfato de dextrano sulfato sodico
(DSS)

De forma general, la induccion de la colitis se realizd mediante la administracion de DSS2.5%
(P.V1) en agua de bebida, siendo esta repuesta a diario durante la totalidad del experimento, que
oscila entre 6-8 dias en funcion de las condiciones experimentales concretas [1, 2]. La
monitorizacion del estado de los animales se realizé atendiendo a los criterios recogidos en el
indice de dafio de la enfermedad (Tabla 1). Del mismo modo, se realiz6 en todos los experimentos
de este tipo un seguimiento diario de la evolucién del peso corporal, que fue representada de
forma relativa al peso inicial de cada animal en el comienzo del experimento, asi como del

consumo de agua y pienso.

2.1.2. Deplecion de la microbiota intestinal. Generacion de condiciones de
pseudo-esterilidad.

De forma previa a la inducciéon de la colitis en algunos experimentos se depleciond la
microbiota mediante la administraciéon de una combinacion de antibioticos de amplio espectro en
el agua de bebida durante un mes, compuesta por ampicilina 1 g/l, neomicina 1 g/l, metronidazol
0,25 g/l y vancomicina 0,5 g/l a ratones C57BL6/] [3]. Durante el mes de exposicion a antibidticos, el
agua de bebida fue respuesta cada 3-4 dias. A estos animales los denominamos pseudo-estériles.
Con frecuencia semanal se monitorizé la deplecién progresiva de bacterias en el contenido fecal,
obteniéndose una ausencia total de estas a partir de la segunda semana de tratamiento. Dicha
monitorizacion fue realizada mediante la obtenciéon de DNA de heces (QlAamp DNA stool

Minikit, QIAGEN, Hilden, Alemania) y posterior amplificaciéon de un fragmento comtn de la
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subunidad 16S del rRNA bacteriano mediante RT-PCR. Los cebadores utilizados fueron: hebra
sentido TCCTACGGGAGGCAGCAGT y hebra antisentido
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT. Asimismo, se realizaron cultivos de homogenado de
heces con medios selectivos para distintos géneros representativos de la microbiota comensal
intestinal en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, siendo estos igualmente negativos en todos
los casos a partir de la segunda semana de exposicion a antibioticos. Los medios de cultivo usados

para tal efecto fueron, MRS Agar, Wilkins-Chalgren, Reinforced Clostridial y Agar MacConkey.

Tabla 1: Criterios de valoracion del indice de dafio de la enfermedad (DAI) asociado a la colitis por DSS.

AT Aspecto Valoraciéon
Normal 0
Alteracion en la )
postura
Estado del '
. Pelo ligeramente
animal : 5
erizado
Pelo erizado 3
Pelo muy erizado 4
Normal 0
Estado de las Ligeramente blandas 1
heces Blandas 2
Diarrea 3
Ninguna 0
Heces oscuras 1
Sangre en heces
Restos de sangre 2
Mucha sangre 3

Una vez eliminada la microbiota comensal intestinal, se indujo la colitis mediante la
administracion de DS52.5% (P.V-) en agua de bebida durante 6 dias, conteniendo esta ademaés la
misma combinacion de antibidticos antes descrita para mantener las condiciones de pseudo-
esterilidad. El agua de bebida fue respuesta cada 2 dias durante el curso de la induccién de la

colitis.
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2.1.3. Induccion de colitis por transferencia linfocitaria

La induccién de la colitis se realiz6 mediante la transferencia de una subpoblacién purificada
de células T naive (virgenes) CD4+ CD62L+ a ratones C57BL6/] RAG1 knock out (KO) (ratones que
carecen de linfocitos T y B funcionales). Las células T naive CD4+ CD62L+ fueron obtenidas por
separacion magnética en columnas (Miltenyi Biotec®, Bergisch Gladbach, Alemania) a partir de
esplenocitos aislados de ratones WT C57BL6/]. Una vez obtenidos, estos esplenocitos fueron
filtrados mediante un filtro de 70 uM (cell strainer BD Falcon™ Ref 352350) con objeto de conseguir
una suspension celular homogénea con la que poder proceder a la separacion. En un primer paso,
tras lavar esta suspension celular con tampén MACs (PBS 1X, 2% albimina, 1 mM EDTA), se
aislaron las células T CD4+ por seleccién negativa mediante el marcaje de células no CD4+ con
anticuerpos especificos (anti-CD8a, anti-CD45R, anti-CD11b, anti-CD25, anti-CD49b, anti-TCRy/d
y anti-Ter-119). En un segundo paso, el marcaje especifico de CD62L permitio el aislamiento de
células T naive CD4+ CD62L+ mediante seleccion positiva. Las células T naive CD4+ CD62L+
purificadas asi obtenidas fueron lavadas, resuspendidas en PBS frio y finalmente inyectadas
intraperitonealmente, una cantidad de 1.1x10¢ de ellas en un volumen de 0.15 ml de PBS a ratones
C57BL6/] RAG1 KO. Otro grupo recibié el mismo volumen de PBS estéril. Los ratones fueron
monitorizados durante 8 semanas tras la transferencia, controlando semanalmente el peso corporal
de cada uno de ellos y se expresé como porcentaje de pérdida de peso corporal respecto al dia de la
inyeccion de células T naive CD4+ CD62L+ o PBS (valor inicial de peso corporal). Ademas del peso
corporal, también se evaluaron semanalmente parametros como diarrea y presencia de sangre
oculta en heces (Hemoccult Sensa, Beckman Coulter, Miami, Florida, EEUU). La transferencia de
linfocitos T CD4+ CD62L+ a ratones C57BL6/] Ragl KO da lugar a un proceso colitico dependiente
de la presencia de microbiota comensal [4] caracterizada por una progresiva pérdida de peso
corporal que resulta evidente transcurridas 4-8 semanas desde la transferencia. Los animales
seleccionados para este estudio mostraron una media del 10% de pérdida de peso corporal
alrededor de la semana 8 y mantenida durante varios dias consecutivos, lo cual junto con los
parametros anteriormente mencionados, nos permitié establecer un indice de actividad de la
enfermedad que nos ayudo a determinar el momento 6ptimo de los animales para el comienzo de
tratamiento. La evaluacion del indice de actividad de la enfermedad se establecio de la siguiente
manera: consistencia de las heces (0, normales; 1, algo blandas y/o prolapso rectal pero
manteniendo estructura; 2, blandas y/o pérdida de estructura; 3, diarrea); sangre en heces (0, sin
sangre; 1, sangre oculta; 2, sangre visible); incremento de peso corporal menor del 2% respecto a la
semana anterior, +1. Cuando los animales alcanzaron un indice de actividad de la enfermedad
comprendido entre 2.5 y 3.5 basandonos en la evaluacion anteriormente descrita, pero
principalmente en la observacidon del estado general del animal (presencia de prolapso rectal,
encorvamiento, plegamiento de patas traseras al ser manipulado desde la cola, enrojecimiento-
hinchazén mucosa ocular y bucal), se consideré instaurada una colitis clinicamente significativa y
por tanto el momento 6ptimo para el comienzo del tratamiento farmacoldgico. Desde el comienzo
del tratamiento, la evolucion del peso corporal fue registrada diariamente. El sacrificio de los
ratones se realizo 5 y 12 dias después del comienzo del tratamiento, en funcién del grupo

considerado.
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2.2. Disefio experimental in vivo

Se han llevado a cabo experimentos in vivo utilizando tanto el modelo de colitis inducida por

DSS, como el de transferencia linfocitaria, ambos en ratén.

2.2.1. Colitis aguda inducida por DSS

En el caso del modelo de colitis inducida por DSS se han realizado dos experimentos
independientes, pero complementarios. En el primero de ellos, tras un periodo de aclimatacion de
5 dias, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en 7 grupos diferentes con un ntiimero de
animales por grupo que oscila entre 4-5 dependiendo del grupo considerado, con objeto de realizar
un estudio a modo de primera aproximacién del efecto de la budesonida en dicho modelo,
cubriendo un amplio rango de dosificacion. De este modo, se dispusieron un grupo Control o no
colitico, un grupo DSS o colitico no tratado, y grupos que recibieron DSS y budesonida (1, 3, 6, 12y

60 pg/raton/dia) desde el dia de inicio de la administracion del DSS hasta el sacrificio (Esquema 1).

Control

DSS

DSS+Bude 1 GC

DSS+Bude3 GC

DSS+Bude 6 GC

DSS+Bude 12 GC

DSS+Bude 60 GC

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Esquema 1: Disefio experimental en el experimento de colitis aguda inducida por DSS denominado
DSS1.

Diariamente se recogieron muestras de heces de cada grupo a lo largo de todo el protocolo
experimental. Los animales fueron sacrificados secuencialmente dado que aquellos que recibieron
budesonida sufrieron una pérdida de peso mas temprana y notoria en términos cuantitativos de
forma dosis dependiente. Por tanto, al sobrepasar claramente estos el 20% de pérdida de peso
respecto al inicial, por cuestiones éticas y de calidad de los resultados a obtener de los ratones
objeto de estudio se planificéd su sacrificio. El grupo Bude 60 fue sacrificado en el dia 6 del
experimento, Bude 12 y Bude 6 en el dia 7 y finalmente Bude 3, Bude 1, grupo control colitico (DSS)
y grupo control sano en el dia 8. Los animales fueron anestesiados mediante isofluorano, se les
extrajo sangre mediante puncion en la bifurcacién aorto-femoral y seguidamente se les realizé la
necropsia completa en campana de flujo laminar para la obtencién de aquellos drganos de interés
para su estudio posterior sin contaminacién bacteriana externa (especialmente aquellos en los que
se estudia la presencia de bacterias derivadas de translocaciéon bacteriana en el contexto
mesentérico). El colon por ser el mas afectado en este modelo recibié especial atenciéon, siendo
fotografiado, pesado, medido bajo un peso constante de 2 g y sometido a una valoracién

macroscopica focalizada esencialmente en 2 pardmetros. Fibrosis; 0 - no hay rigidez, 1 — Cierta
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rigidez, 2 — Marcada rigidez. Hiperemia; 0 — aspecto normal, 1 — ligera o bien intensa y parcheada,

2 —intensa generalizada, 3 — hemorragia.

La administraciéon de budesonida se realizd via oral mediante sonda nasogastrica rigida
utilizando un volumen de administracién de 150 pl y usando como vehiculo metilcelulosa al 1%
(P.V.") dada la escasa solubilidad de la budesonida en vehiculos acuosos tradicionales. Ademas, 5
horas antes del sacrificio se administré a cada animal via intraperitoneal 100 ul de una solucién de
10 mg/ml de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), con objeto de determinar la tasa de proliferacién
epitelial en virtud de la incorporacion de esta molécula en las células epiteliales de la mucosa
intestinal [5, 6].

En el segundo experimento (DSS2), la organizacion de los grupos y el disefio experimental fue
similar con la salvedad de que se introdujeron de forma adicional 2 grupos no coliticos que
recibieron budesonida, con objeto de testar la posible influencia de ésta en ratones no sometidos a
proceso inflamatorio alguno. La distribucion final de los grupos experimentales en este caso fue la
siguiente; grupo control (N=6), grupo sano Bude 3 (budesonida 3 pg/ratén/dia) (N=6), grupo sano
Bude 12 (budesonida 12 pg/ratén/dia) (N=7), grupo colitico DSS (N=8), grupo colitico Bude 3 (N=7)
y grupo colitico Bude 12 (N=8) (Esquema 2).

Control

DSS

Bude3 GC

Bude 12 SC

DSS+Bude 3 GC

DSS+Bude 12 GC

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7

Esquema 2: Disefio experimental en el experimento de colitis aguda inducida por DSS denominado
DSS2.

2.2.2. Colitis recurrente por DSS con exposicion a budesonida previa al
segundo ciclo

En este caso se tratd de estudiar la influencia de la exposiciéon inmunosupresora a budesonida
exclusivamente administrada de forma previa a la induccién de la colitis, sobre la evolucion
posterior del proceso colitico. De esta forma, tras el periodo de aclimatacion se sometié a los
animales a un ciclo de DSS2.5% (P.V') durante 5 dias, tras el cual se les concedié 14 dias de
curacién. En este momento es cuando se realiza la administracion de la budesonida a 3 y 12
pg/raton/dia durante un total de 5 dias. Seguidamente se comienza con la administracion de

DSS52.5% (P.V?) durante 7 dias sin administracién de glucocorticoide (GC), momento en que los
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animales son sacrificados siguiendo el procedimiento general antes descrito. La distribucién de los
grupos fue la siguiente; grupo control sano (N=6), grupo colitico DSS (N=7), grupo colitico Bude 3
(Bpg/ratén/dia) (N=7) y grupo colitico Bude 12 (12 pg/ratén/dia) (N=8) (Esquema 3).

Control
DSS
DSS+Bude 3 GC
DSS+Bude 12 GC
Dia 24 -19 5 0 1 2 3 4 5 6
7

DSS Agua DSS
Esquema 3: Diseno experimental en el experimento de colitis inducida por DSS denominado DSS3.

2.2.3. Colitis aguda inducida por DSS en ratones pseudo-estériles

Con objeto de comparar las consecuencias de la administracién de budesonida de forma
concomitante al desarrollo de la colitis aguda inducida por DSS en condiciones estandar, con
aquellas en las que el contenido del lumen intestinal esta libre de microbiota comensal, se realizd la

siguiente aproximacion experimental.

Siguiendo el procedimiento de deplecién de la microbiota intestinal anteriormente descrito, se
consiguieron ratones que denominamos pseudoestériles debido a la deplecién hasta niveles
indetectables de microorganismos viables en su contenido fecal. A estos ratones se les indujo una
colitis aguda por DSS durante 6 dias, la cual se llevo en paralelo en ratones convencionales en
términos microbioldgicos. El protocolo se condujo durante 6 dias debido a la severidad de la colitis
en el grupo colitico carente de bacterias y tratado con budesonida, lo que obligé al sacrificio un dia
antes de lo planificado en un principio. Los grupos con deplecion de bacterias comensales reciben

la denominacién de (G-), mientras que los estandar seran denominados como (G+).

Abs

G(-) Control

Abs

G(-) DSS

G(-) DSS+Bude 3 Abs  GC

G(+)Control

G(+)DSS

Dia  -30 0 1 2 3 4 5 6

DSS

Esquema 4: Disefio experimental en el experimento de colitis aguda inducida por DSS en ratones

pseudo-estériles denominado DSS-PGF.
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Las condiciones experimentales fueron las siguientes; grupo control sano (G-) (N=8), grupo
colitico DSS (G-) (N=8), grupo colitico DSS (G-) con budesonida 3 pg/ratén/dia (N=8), grupo control
sano (G+) (N=8) y grupo colitico DSS (G+) (N=5). Transcurridos 6 dias tras el inicio de la induccién

colitica fueron sacrificados siguiendo el protocolo estandar ya descrito (Esquema 4).

2.2.4. Modelo de colitis por transferencia linfocitaria en raton

En el modelo de induccién de colitis por transferencia linfocitaria, tras la instauracién de la
colitis, los ratones fueron distribuidos en diferentes grupos, de modo que el valor medio de
pérdida de peso y la afectacién inflamatoria intestinal de estos fuera comparable entre ellos. La
administracion de budesonida (3, 12 y 60 pg/raton/dia) se realizo por via oral con sonda
nasogastrica rigida en un volumen de administraciéon de 0.15 ml. Este tratamiento se extendid
durante 5 o0 12 dias siendo este extremo indicado en cada caso. El vehiculo utilizado, metilcelulosa
al 1% (P.V. ), fue administrado del mismo modo al grupo colitico control y al transferido con PBS

(Esquema 5).

Control

Colitico

Budesonida 3 pg/raton/dia — 5 dias
4-5 semanas

Budesonida 3 pg/ratén/dia — 12 dias

Budesonida 12 ug/ratén/dia - 5 dias
Budesonida 12 ug/ratén/dia — 12 dias

Esquema 5: Disefio experimental en el modelo de colitis por transferencia linfocitaria de células T
CD4+ CD62L+.

En todos los experimentos se realizéd un control diario del peso corporal y del estado general
del animal. Concluido el protocolo experimental indicado, los animales fueron anestesiados con
isofluorano, se les extrajo sangre de la bifurcacion aorto-femoral y se sacrificaron por dislocacion
cervical. La necropsia posterior se realiz6 bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo
laminar, permitiendo la obtencién de los 6rganos objeto de estudio sin contaminacién bacteriana
externa. El érgano mas afectado en este modelo es con gran diferencia el colon. Por ello, ademas de
pesarlo y medirlo bajo un peso constante de 2 g, se le realizé un estudio macroscopico centrado
fundamentalmente en la fibrosis y la hiperemia, siendo estos valorados como ya se ha detallado
para el modelo de colitis inducida por DSS aunque teniendo presente que el tipo de afectacion

colonica es sustancialmente diferente (ver apartado 3.1.).
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2.3. Caracterizacion de la inflamacion en los modelos animales

El colon fue dividido en 3 segmentos longitudinales para la determinacién posterior de
diversos parametros. De igual modo, se obtuvieron dos segmentos transversales situados
aproximadamente a 1 cm del extremo distal para el estudio histologico y para la extraccién de
RNA, respectivamente. Las muestras de tejido colénico asi obtenidas fueron congeladas en
nitrogeno liquido y conservadas a -80°C hasta su uso, a excepcion de la muestra obtenida para el
estudio histologico (protocolo descrito en el siguiente apartado) y la de RNA que fue sumergida en
RNA later y conservada a -20°C hasta su utilizacion. De la misma manera también se obtuvieron los
segmentos de intestino delgado, en la mayoria de los casos ileon. El procesamiento fue

exactamente el mismo que el descrito para colon.

En algunos casos, se aplicé un procedimiento clasico y frecuentemente usado en el campo de la
gastroenterologia experimental, que permite el aislamiento y purificacion de diferentes poblaciones
celulares de interés dentro del tejido intestinal de ratén. El método aplicado se detalla
minuciosamente en un articulo publicado por Neurath et al en la revista Nature Protocols [7],
aunque en este caso el que se siguid fue una adaptacion del mismo, concretamente el utilizado por
Mucida et al [8-11]. Dicha técnica permite mediante sucesivos procesos de digestiéon tisular
controlada bajo agitacion, el aislamiento independiente de las células epiteliales de la mucosa
intestinal, los linfocitos intraepiteliales (IEL) y las células mononucleares de lamina propria, de
forma que cada una de ellas por separado pueden ser sometidas a estudio mediante técnicas tan
diversas como la citometria de flujo, cultivo celular convencional, el andlisis de su expresion génica

por PCR a tiempo real o proteica por Western Blot.

2.3.1. Caracterizacion Dbacteriologica de los ganglios linfaticos
mesentéricos (MLNs)

Con intencidn de caracterizar la integridad de la pared intestinal y la capacidad de esta para
contener la carga bacteriana en el lumen intestinal bajo las diferentes condiciones experimentales
ensayadas en este trabajo, se decidio analizar la presencia de bacterias en los MLN. Los ratones
fueron sacrificados en el interior de una campana de flujo laminar para evitar que el érgano
sufriera contaminacidon bacteriana externa. Los MLNs fueron extraidos del animal con material
quirargico estéril, pesados manteniendo dicha esterilidad y homogenizados en 1 ml de Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640) sin suplementacion con ayuda de la parte posterior de una
jeringa estéril de 5 ml. La caracterizacion bacterioldgica de ese homogenado se realizé sembrando
50 pl del mismo en placas de Agar MacConkey y 100 pl en placas comerciales (Brucella Blood agar
with Hemin and VitK1, Difco®), siendo el primero un medio especifico para bacterias de la
microbiota comensal por su contenido en sales biliares y el segundo uno muy rico para facilitar el
desarrollo de bacterias anaerobias. Finalmente estas placas fueron incubadas a 37°C, durante 24
horas en aerobiosis en el primer caso, mientras que lo fueron durante 48 horas y en condiciones de
anaerobiosis generadas con Anaerogen® 2.51 en el segundo. Los resultados son expresados como
unidades formadoras de colonias log (CFU)*10%/g tejido.

2.3.2. Caracterizacion bacterioldgica y cuantificacion de LPS en higado

Por la misma razén que nos indujo a evaluar la presencia de bacterias comensales viables en

MLN, se decidié hacer lo propio en higado, asi como la presencia de antigenos altamente
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conservados de éstas destacando el LPS. El procedimiento seguido es una adaptacion del
desarrollado por Sonnenberg et al [12]. En resumen, el higado fue extraido en condiciones de
esterilidad, pesado y un lobulo completo homogenizado (1/3 P.V?) en PBS estéril comercial
(GIBCO®) preservando en todo caso las condiciones de esterilidad y de ausencia de pirdgenos. A
continuacion, 50 pl de dicho homogenado fueron sembrados en placas de Agar LB y de Agar
MacConkey, que posteriormente se cultivaron durante 24 horas a 37°C en condiciones de

aerobiosis. Los resultados fueron expresados como log CFU/g tejido.

Por otro lado, el homogenado de higado restante fue expuesto a ultrasonidos durante 45
minutos en un bafno preparado para tal efecto. Con este paso aseguramos la lisis completa de las
bacterias presentes. A continuacién, el homogenado fue centrifugado a 10000 rpm/10 minutos/4°C

y el sobrenadante recogido en un tubo estéril y libre de pirégenos.

En este sobrenadante se procede a la determinacion de LPS mediante el siguiente
procedimiento. En primer lugar, se hace una dilucién 1/7.5 de la muestra en agua libre de
pirégenos (Lonza®), conteniendo esta a su vez una diluciéon 1/200 de Pyrosperse® (Lonza®). Dicha
dilucién es sometida a un calentamiento de 15 minutos a 70°C, paso tras el cual la muestra esta lista
para ser sometida a la determinacion de LPS mediante el kit Lymulus Amebocyte Lysate (QCL-
1000) (Lonza®), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los resultados fueron expresados
como Unidades de Endotoxina (EU)/g de tejido.

2.3.3. Obtencion del plasma sanguineo

La extracciéon de sangre se realiz6 en la bifurcacion aorto-femoral en el momento del sacrificio
de los animales. Se utilizé heparina como anticoagulante (5000 UI ml-). La sangre fue sometida a
una centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C para obtener el plasma. Las muestras

fueron conservadas a -80°C hasta su posterior uso.

2.3.4. Analisis sanguineo general

Con objeto de evaluar diferentes parametros de interés en sangre, tales como hemoglobina,
hematocrito, células rojas, células blancas en general, linfocitos, monocitos y neutréfilos, una
muestra de 30 pl de esta fue analizada en un contador hematolégico (Mythic® 22CTC2

Diagnostics).

2.3.5. Determinacion de la glucemia

La determinacion de la concentracion de glucosa en la sangre heparinizada de los ratones se
realizé justo tras el sacrificio de éstos, haciendo uso de tiras reactivas y un glucémetro comercial
(Accu-Chek®, Aviva).

2.3.6. Determinacion de la temperatura

La temperatura de los ratones se determiné en la zona abdominal previamente rasurada para
evitar la interferencia del pelaje. Para ello, se usd un termémetro por radiacidon infrarroja

especificamente desarrollado para roedores (Bioseb®, Francia).
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2.3.7. Estudio in vivo del estado inflamatorio general por imagen

Los ratones recibieron via intraperitoneal 25 mg/kg del reactivo L-012 (120-04891) (8-amino-5-
cloro-7-fenilpirido (3,4-d) piridazina-1,4-(2H, 3H) diona) (Wako®, Osaka, Japén) usando como
vehiculo 100 pl de agua destilada estéril [13, 14]. Inmediatamente después, fueron anestesiados con
isofluorano y colocados en el interior de un IVIS Spectrum Caliper® LifeSciences. A continuacion,
se fueron capturando imagenes durante los siguientes 10-15 minutos, tiempo tras el cual la sefial
luminica asociada a la presencia de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno con las que reacciona

el reactivo administrado generando quimioluminiscencia, comienza a decaer.

2.3.8. Estudio histologico

Una de las secciones transversales de colon o longitudinales de pulmoén obtenidas tras el
sacrificio fue obtenida y consevada sumergiéndola en formaldehido al 4% (P.V-!). A continuaciéon
estas muestras se incluyeron en bloques de parafina para posteriormente realizar cortes de un
grosor de 5 um empleando un microtomo. Los cortes realizados fueron montados en portas y
sometidos a una tincion de rutina con hematoxilina-eosina, que permite el estudio de la
morfologia, integridad y grado de infiltracion del tejido objeto de estudio. Asimismo, los cortes
fueron sometidos a una tinciéon a base de azul alcian y rojo nuclear, que permite conocer la
actividad funcional de las células caliciformes en relaciéon a la produccién de mucinas y su

liberacién a la interfase epitelio — luz intestinal.

Un indice histolégico especifico fue establecido para cada modelo experimental utilizado. De
este modo, los parametros a valorar y la valoracién propiamente dicha en referencia al indice
histologico concreto en el modelo de colitis inducida por DSS fueron los siguientes; longitud de las
criptas (0:2), infiltracién leucocitaria (0:4), engrosamiento de la submucosa (0:2), erosion (0:2) y
pérdida de estructura de las criptas (0:2). En el caso del modelo de colitis inducida por
transferencia linfocitaria, los parametros evaluados y su valoracion fueron analogos a los descritos
para el modelo del DSS. Las imagenes estudiadas se capturaron con un microscopio Leica DMI3000
B, con un aumento 10x en todos los casos y su valoracién fue realizada de forma independiente y

objetiva siguiendo un esquema de doble ciego.

Mediante inmunohistoquimica (IHC) siguiendo un protocolo de inmunodeteccion indirecta en
dos etapas, se detectaron diferentes antigenos mediante el uso de anticuerpos especificos. En
primer lugar las muestras se desparafinaron y rehidrataron mediante sucesivos incubaciones en
xileno y posteriormente en etanol con un porcentaje decreciente (99%, 90% y 70%). A continuacion
se realiz6 la recuperaciéon antigénica que para el marcaje de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) se
realizd exponiendo a las secciones a una solucion 2N de HCl durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente se aplicaron dos lavados especificos con borato 0.1M. Una vez enfriadas y lavadas
las secciones, se bloquearon las peroxidasas enddgenas con un tratamiento con H202 al 3% en
metanol durante 10 minutos (dos veces). A continuacion, tras un lavado con agua corriente se
realiz6 el bloqueo de zonas de unidn inespecificas con la solucién incluida en el kit
VECTASTAIN® Elite ABC, durante 1 hora. Posteriormente se afiadié el anticuerpo primario; Anti-
BrdU (1/50) desarrollado por el Dr. Stephen J. Kaufman (Developmental studies hybridoma bank,
Iowa, EEUU) y la incubacidn se realizé a 4°C en atmdsfera hiimeda durante toda la noche. El dia
siguiente, las secciones fueron lavadas dos veces con TBS (Tris 50mM y NaCl 0.15M) y
posteriormente se adiciond el anticuerpo secundario provisto por el kit VECTASTAIN® Elite ABC
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durante 30 minutos. Finalizada dicha incubacion se realizaron dos lavados en TBS e
inmediatamente las secciones fueron reveladas usando el AEC Staining kit (Sigma-Aldrich®). Tras
un lavado en agua corriente, se realizd la contratincién con hematoxilina de Mayer durante 1
minuto. Finalmente se procedié a la deshidratacién progresiva de las secciones ya marcadas y
tefiidas, quedando preparadas para su montaje final. Las imagenes fueron capturadas con un

microscopio Leica DMI 30008 con diferentes aumentos.
3. EXPERIMENTOS EX VIVO

3.1. Cultivo de fragmentos de tejido colénico

Con objeto de estudiar la produccién de citoquinas del colon de ratén y de esa forma evaluar el
grado de activacion de determinados ejes pro/antiinflamatorios en la totalidad del tejido intestinal
objeto de interés, se realiz6 un cultivo de pequefios fragmentos de unos 0.5 cm de colon siguiendo

el siguiente protocolo.

Tras el sacrificio del ratdn, el colon en su totalidad fue procesado siguiendo el protocolo general
antes descrito. En el caso de que se desee cultivar un fragmento de este, tras la apertura
longitudinal y en el momento en que se recogen las muestras destinadas a la purificacion de RNA
desde el tejido total, se realizan dos cortes transversales en la zona proxima al extremo distal del
colon. Dicho fragmento es dividido a su vez en dos partes de tamarfio similar siendo cada uno
procesado de ahora en adelante de forma paralela e independiente pero bajo las mismas
condiciones experimentales. Para eliminar en la medida de lo posible microorganismos
provenientes del contenido del lumen intestinal, los fragmentos son sumergidos durante al menos
15 minutos en una solucién enriquecida en antibidticos (PBS, anfotericina B [12.5 ug/ml],
penicilina [500 U/ml], estreptomicina [0.5 mg/ml] y gentamicina [10 pg/ml]). Seguidamente los
fragmentos de tejido intestinal fueron sumergidos en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) inactivado (10% v/v), L-glutamina (2mM) vy
antimicrobianos (1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1 mg/ml] y anfotericina B [2.5

pg/ml]) e incubados durante 24 horas en una atmosfera con el 5% de COzy a 37° C.

Para terminar, el fragmento de tejido colénico y el medio de cultivo fueron recogidos
separadamente. El medio de cultivo fue centrifugado a 10000 rpm/5 min /4°C para eliminar restos
de tejido y el sobrenadante fue conservado a -80°C hasta su utilizacion para la determinacién de
citoquinas por ELISA. Por otro lado, el fragmento de tejido rescatado del cultivo tras la incubacién
fue homogenizado en un volumen constante de 150 pl de PBS y el homogenado resultante
centrifugado a 10000 rpm/10 minutos/4°C. Posteriormente este fue sometido a la determinacion de
concentracion proteica por el método del acido bicinchoninico (descrito detalladamente mas
adelante), con objeto de corregir el error que arrastraria esta técnica debido a la inevitable
heterogeneidad de tamarfio de los fragmentos. De este modo, los resultados podran ser expresados

en pg citoquina secretada/pg de proteina tisular.

3.2. Estudio de la permeabilidad paracelular en tejido coldnico distal

El ensayo de permeabilidad ex vivo se realizé tomando una pieza de aproximadamente 0.5 cm

de colon distal de ratén que se sumergid en solucidn Ringer fria (en mM: 115 NaCl, 25 NaHCOs, 1.2
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CaCly, 1.2 MgCl, 2.4 K;HPO,, 0.4 KH,PO,, y 10 glucosa). Se hicieron montajes de tejido intacto
sobre camaras de Ussing con dispositivos de voltaje DVC-1000 (Word Precision Instruments,
Aston, United Kingdom). Transcurridos 10-15 minutos del montaje del tejido se consiguié una
estabilizacién en los valores de Isc (Io) y conductancia (Go), en ese momento se anadié FITC
dextrano (MW 4000 Da) al reservorio de la cara apical del tejido a una concentracién de 2.5 mg/ml.
Se fueron tomando muestras de la solucion Ringer de la cara basolateral cada 30 minutos durante
180 min. Tras la medida de la intensidad de la fluorescencia (excitaciéon 490 nm; emision, 520 nm;
usando el fluorimetro FLUOstar-Control, Polarstar OPTIMA, BMG Labtech), la permeabilidad al
FITC-dextrano se calculd haciendo uso de una curva de FITC dextrano disuelto en solucion Ringer
(1000-1 pg/ml) de la cual se obtuvieron los pertinentes valores de fluorescencia. Bajo las mismas
condiciones de excitacion, emision y ganancia se obtuvieron valores de fluorescencia para cada uno
de los fragmentos coldnicos ensayados a cada uno de los puntos temporales de toma de muestra.
Dichos valores, previa resta del valor de fluorescencia mostrado por la solucién Ringer fresca, se
interpolaron en la curva anteriormente obtenida y de este modo para cada caso se obtuvo un valor

de FITC dextrano en la cara basolateral del tejido, el cual es expresado en pg/ml.
4. EXPERIMENTOS IN VITRO

4.1. Disefio experimental in vitro

En todos los experimentos in vitro, excepto en aquellos en los que se indica lo contrario, se
siguid el mismo protocolo experimental. Las placas de cultivo utilizadas en todos los casos fueron
de polipropileno con tratamiento superficial para células adherentes, las cuales fueron
suministradas por Thermo Scientific NUNC™ (Roskilde, Dinamarca). Todos los GC fueron
disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO). La cantidad de DMSO anadida a los distintos grupos
experimentales fue igualada, utilizando como concentraciéon maxima una dilucién 1:1000 para
dicho disolvente en el medio de cultivo en contacto con las células. La concentracién a la que
fueron ensayados los diferentes GC oscilé desde 0.1 nM hasta 10 uM dependiendo de las
condiciones experimentales ensayadas en cada caso y del tipo de efecto que se deseaba testar. En
cualquier caso, dicha concentracion estd expresamente indicada en cada uno de los experimentos
que seguidamente se describird. En el caso de aquellos experimentos en los que las células reciben
una exposicion al GC de forma previa a la recepcion de un estimulo, este tratamiento previo oscild
entre 4 y 12 horas dependiendo de cada experimento, siendo esto indicado en cada caso. Estas
incubaciones se decidieron hacer mas prolongadas de lo habitual, para tener instaurados con
seguridad todos los efectos de estas moléculas, aquellos tempranos pero también los que son algo
mas diferidos en el tiempo como los derivados de la modificacion del patron de expresion génico al
actuar el receptor de glucocorticoides (GR) como factor de transcripcion. El tiempo de incubacidon
posterior al estimulo principal en cuestiéon depende del tipo celular, la técnica y el objetivo

perseguido en cada aproximacién experimental, y por tanto, se especifica donde corresponde.

4.2. Cultivo de lineas celulares de enterocitos

De las tres lineas celulares de epitelio intestinal empleadas, dos de ellas, IEC18 (rata) y Caco-2
(humano) fueron obtenidas del Servicio de Cultivo Celular de la Universidad de Granada. Por su
parte las IEC4.1 (raton) fueron gentilmente cedidas por el Dr. Anthony Jevnikar de la University of

Western Ontario. Como norma general, excepto donde se indique lo contrario, se emple6 como
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medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado con sueron feta
bovino (FBS) inactivado (10% v/v), L-glutamina (2mM), antibiéticos (1% v/v: penicilina [100 U/ml],
estreptomicina [0.1 mg/ml] y anfotericina B [2.5 pg/ml]). Los diversos cultivos se mantuvieron en
una atmosfera con el 5% de CO: y a 37° C. De forma rutinaria las células fueron mantenidas en
placas de 78 cm? hasta su confluencia y el medio de cultivo renovado cada 2-3 dias. La exposicion
previa a GC, los estimulos empleados y los tiempos de incubacién en cada caso son descritos en el

apartado correspondiente.

4.3. Estudio del efecto de los glucocorticoides sobre la sensibilidad de células

epiteliales intestinales a LPS

Las lineas celulares de epitelio intestinal IEC4.1 e IEC18 fueron cultivadas en DMEM hasta un
80-90% de confluencia, momento en que fueron expuestas a budesonida, dexametasona,
prednisolona e hidrocortisona a concentraciones que oscilan desde 0.1 nM hasta 1 uM, durante 12
horas. Seguidamente, se refrescd el medio en todos los casos y manteniendo la presencia del GC en
cuestion se realizé la estimulaciéon con lipopolisacarido (LPS) 1 pM, incubandose bajo estas
condiciones durante 24 horas. El medio de cultivo fue recogido y centrifugado, para
posteriormente conservar el sobrenadante a -80°C hasta su utilizaciéon para la determinacion de

citoquinas por enzimo-inmunoensayo (ELISA).

En el caso del experimento que trata de dilucidar si la exposicion a GC de las células IEC4.1 e
IEC18 exclusivamente previa a la adicién de LPS modifica la sensibilidad de las mismas a dicha
sustancia, las células recibieron los GC durante 4 dias antes de la adiciéon de LPS. Antes de anadir
el LPS a los cultivos, se realizaron tres lavados con PBS para eliminar cualquier resto de GC que

pudiera quedar. Una vez anadido el estimulo las células fueron incubadas durante 24 horas.

4.4. Estudio del efecto de los glucocorticoides de forma directa e indirecta sobre
la respuesta a R-spondin-1 (RSPO1) en células epiteliales intestinales IEC4.1

Estudio directo: Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y crecidas hasta un 80-90%
de confluencia. En ese momento se repuso medio fresco y adicionaron los GC a una concentracion
de 1 puM, siendo las células incubadas durante 6 horas bajo esas condiciones. Transcurrido ese
periodo, las células recibieron RSPO1 (R&D Systems®, Abingdon, Reino Unido) de raton (100
ng/ml) amablemente cedido por los Dres. Gil y Fontana de la Universidad de Granada.
Posteriormente, fueron incubadas durante 24 horas para finalmente retirar el medio de cultivo,

lavar las células con PBS frio y posteriormente procesarlas hasta su analisis por Western Blot.

Estudio indirecto: En primer lugar se obtuvo el medio condicionado por células IEC4.1

previamente expuestas a GC. Para ello se sembraron en placas de Petri de 150 mm de didmetro con
objeto de obtener un volumen de medio condicionado relativamente elevado. Estas se incubaron
en DMEM convencional hasta un 80-90% de confluencia, momento en que recibieron los GC a 1
uM, exposicion que se mantuvo durante 48 horas. Tras esto, se procedi6 a la retirada del medio de
cultivo y su renovacion con DMEM libre de FBS manteniendo los GC. En estas condiciones se
incubaron las células durante toda la noche. El dia siguiente a primera hora, se realizaron 12
heridas en vertical y 8 heridas en horizontal en la monocapa celular con una punta de 200 pl estéril,

esta fue sometida a dos lavados con Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) para eliminar restos
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celulares y el medio fue renovado con DMEM libre de FBS y manteniendo al exposicién a GC. Las
células fueron incubadas bajo estas condiciones durante 6 horas, periodo tras el cual el medio se
retiro, se realizaron dos lavados con HBSS y se repuso con 30 ml de DMEM libre de FBS y carente
ya de GC. Las células se incubaron bajo estas condiciones durante 72 horas sin cambio de medio
con objeto de permitir un condicionamiento significativo del mismo. Finalmente este fue recogido,
centrifugado a 10000 rpm/10 min/4°C y usado sin sufrir proceso de congelacién alguno sobre

células IEC4.1 del modo que se describe a continuacion.

De forma independiente a lo anterior, células IEC4.1 fueron sembradas en placas de 6 pocillos,
incubadas hasta un 90% de confluencia en DMEM y sometidas a deprivacion de FBS mediante una
incubacion durante toda la noche en DMEM libre de este. En este momento, se sustituyé el medio
de cultivo por el medio condicionado cuya generacion ya se ha descrito, siendo este condicionado
por células no expuestas a GC o expuestas a cada uno de forma independiente a una concentracion
de 1 pM. En ese momento se adicion6 el RSPO1 (100 ng/ml) en los pocillos correspondientes y las
células fueron incubadas durante 24 horas. Finalizado dicho periodo, las células fueron lavadas con

PBS frio y recogidas para su posterior analisis por Western Blot.

4.5. Cultivos primarios de células mononucleares

Tras el sacrificio de los animales, se extrajo el bazo y/o ganglios linfaticos mesentéricos (MLNs)
que fueron dispuestos en medio de cultivo DMEM, suplementado con L-glutamina (2mM),
antibioticos (1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1 mg/ml] y anfotericina B [2.5 pg/ml]).
Una vez eliminada la grasa adherida a dichos érganos, éstos fueron presionados mecanicamente
con la parte posterior del émbolo de una jeringa de 5 ml estéril, con objeto de desorganizar la
estructura del 6rgano y obtener una suspension celular. La lisis de los eritrocitos fue realizada
durante 1-3 minutos a temperatura ambiente resuspendiendo las células en un tampdn de lisis
comercial. Posteriormente estas fueron rapidamente lavadas para evitar dafio celular alguno y
filtradas para obtener una suspension monocelular y eliminar restos del érganos de procedencia
utilizando un filtro de 70 uM (cell strainer BD Falcon™ Ref 352350). Las células mononucleares
aisladas se dispusieron en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (FBS)
(10%), L-glutamina (2mM), antibidticos (1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1 mg/ml]
y anfotericina B [2.5 ug/ml]) y 50 uM de B-mercaptoetanol.

A continuacidn, se procedid al contaje celular mediante el empleo de una solucion de azul
tripan al 0.4% (P.V). Seguidamente, 0.5 millones de células fueron sembradas en placas de 24
pocillos o 1 milléon en placas de 12 pocillos, pero en cualquier caso manteniendo siempre una
densidad celular de 1 millén de células/ml. En el caso de la inclusiéon de GC directamente en el
cultivo, las células fueron expuestas a estos durante 6 horas antes de recibir cualquier estimulo y
mantenidos durante la incubacidn tras ser estimuladas. El cultivo se realizé durante 48 horas en
una atmosfera de COz2 (5 %) y a 37°C, empleandose como estimulos la lectina concanavalina A (Con
A) (5 pg/ml), LPS (1 pg/ml), peptidoglicano (PGN) (1 ug/ml), CpGDNA (1 uM) y Flagelina (100
ng/ml), siendo estos tres ultimos suministrados por (Hycult Biotech®, Holanda). Las muestras de
medio de cultivo obtenidas fueron centrifugadas a 10000 rpm/5 min/4°C y conservadas a -80°C

hasta su posterior utilizacién para la determinacion de citoquinas por ELISA.
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4.6. Purificacion celular magnética

Para la obtencion de poblaciones purificadas de linfocitos T CD4+ y células dendriticas (DCs), se
empled el sistema de separacion magnética en columnas (Miltenyi Biotec®, Bergisch Gladbach,
Alemania). Una vez obtenida la suspensién heterogénea de células de bazo a separar siguiendo el
procedimiento habitual ya detallado, esta suspensidn fue filtrada utilizando un filtro de 70 uM (cell
strainer BD Falcon™ Ref 352350), para obtener asi una suspension celular homogénea con la que

poder proceder a la separacion.

En el caso de la purificacion de linfocitos T CD4+ se usé el CD4+ T cell Isolation Kit 11 (130-095-
248) (Miltenyi Biotec®, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante y
anadiendo mouse Fc-Block Anti-CD16/CD32 (eBiosciences®, San Diego, CA, EEUU) a una dilucién
1/500 conjuntamente con el “cocktail” de anticuerpos del kit, mediante el cual se realiza una
purificacion negativa de estas células en la medida que el resto de componentes celulares son
marcados y retenidos en el seno de las columnas LS (130-042-401) usadas en este caso,
obteniéndose la poblacién T CD4+ purificada en la fraccién no retenida en la columna. Por otra
parte, las DCs fueron obtenidas usando el kit CD11c Microbeads Mouse (N418) (Miltenyi Biotec®,
Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante y usando mouse Fc-Block
Anti-CD16/CD3 del mismo modo antes descrito. En este caso se trata de un procedimiento de
seleccién positiva en el que las DCs son retenidas en una columna LS en virtud de su expresion
especifica (al menos en ratén) de CD11c, para posteriormente ser liberadas de dicha columna por
elucién mecanica. La pureza de la poblacién obtenida en cada caso fue comprobada mediante
citometria de flujo utilizando un FACSCalibur™ (BD Biosciences®, California EEUU). En el caso de
los linfocitos T CD4+ estas fueron marcadas con el anticuerpo PE-CD4 (1/200), mientras que las
DCs lo fueron con PercP-CD11c (1/150), respectivamente, todos obtenidos de BD Biosciences®. La
pureza obtenida en todos los casos fue de alrededor del 90% (ver apartado correspondiente de

resultados).

Las células T CD4+ fueron sembradas en placa de 96 pocillos a una densidad de 2 millones/ml
utilizando como medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con L-glutamina (2mM), antibidticos
(1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1 mg/ml] y anfotericina B [2.5 pg/ml]) y 50 uM de
[-mercaptoetanol y sin FBS. Posteriormente fueron expuestas a GC durante 6 horas a la
concentracidn indicada, estimuladas con IL23 (130-096-676) (Miltenyi Biotec®, Bergisch Gladbach,
Alemania) (50 ng/ml) y finalmente incubadas durante 48 horas. Por su parte las DCs fueron
sembradas en las mismas condiciones que las descritas para las T CD4+ recibiendo similar
exposicion previa a GC. Posteriormente fueron estimuladas con IL23 (50 ng/ml) y CpGDNA 1 uM
e incubadas durante 48 horas. Finalmente, el medio de cultivo fue centrifugado y los sobrenadantes

conservados a -80°C hasta su posterior utilizacion para la determinacion de citoquinas por ELISA.

4.7. Cultivo de células dendriticas derivadas de médula Osea de raton

Para la obtencion de células dendriticas derivadas de médula d6sea de raton (BMDCs) se hizo
uso de ratones C57BL6/] de 8-14 semanas de edad y se siguié una adaptacion del protocolo
desarrollado por Lutz et al [15] y por el Dr. Steiner quien instruyé al doctorando en las cuestiones
practicas de esta técnica durante la estancia que desarrolld en la University of Bristish Columbia
(Vancouver, British Columbia, Canada) [16]. Estos fueron sacrificados por dislocacion cervical y se

les extrajo el fémur y la tibia de ambas patas traseras. Desde este momento todo el protocolo se
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realizd en campana de flujo laminar y con material quirtirgico esterilizado, procediéndose a la
limpieza exhaustiva de los huesos con objeto de eliminar restos de musculo adherido.
Seguidamente se sumergen los huesos atin completos en etanol 70% (v/v) durante 1 minuto, para
posteriormente lavarlos repetidamente en RPMI-1640 con objeto de eliminar restos del alcohol. En
este momento se ha de preparar 45 ml de RPMI-1640 suplementado con FBS inactivado 10%, L-
glutamina (2mM), antibidticos (1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1 mg/ml] y
anfotericina B [2.5 pg/ml]) y 50 uM de (-mercaptoetanol, por cada pareja de fémur y tibia de la
cual vayamos a extraer la médula 6sea, se cortan los extremos de ambos huesos con tijeras
quirargicas quedando expuesta la médula 6sea, de modo que ya se puede realizar la elucién
mecanica de ésta. Usando una jeringa de 10 ml cargada con el medio antes citado, acoplada a una
aguja de 25 G, se introduce esta ultima en uno de los orificios de la médula 6sea que hemos dejado
expuestos y se va haciendo pasar el medio de cultivo por el interior del hueso. Con los 45 ml de
medio de cultivo preparados por cada pareja de fémur y tibia es suficiente para realizar la elucién

completa de ambas médulas dseas sobre un tinico tubo de 50 ml receptor.

Para conseguir la diferenciacion selectiva hacia células dendriticas, asi como el enriquecimiento
deseado en dicho tipo celular, se suplementa el medio de cultivo con recombinant murine
Granulocyte Colony Stimulating Factor (rm GM-CSF) (Immunotools®, Friesoythe, Alemania) a una
concentracion de 40 ng/ml. Dicha suspensién celular fue distribuida homogéneamente en tres
placas Petri bacterioldgicas e incubadas bajo estas condiciones durante 7 dias. En los dias 3 y 5 de
cultivo, se renueva el 50% del medio de cultivo de cada placa, recuperando las células arrastradas
en el medio retirado por centrifugaciéon, las cuales vuelven al cultivo en el medio fresco

adecuadamente suplementado.

Concluida la diferenciacién, la BMDCs son recogidas pipeteando repetidamente con pipeta
serologica, contadas haciendo uso de una solucion de azul tripan al 0.4% (P.V') y sembradas en
placas de 24 pocillos a una densidad de 1 millon/ml en RPMI-1640 suplementado con L-glutamina
(2mM), antibidticos (1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1 mg/ml] y anfotericina B [2.5
pug/ml]) y 50 uM de (-mercaptoetanol. En este momento las células fueron expuestas durante 6
horas a los GC ensayados en cuestion, para luego ser estimuladas con LPS 1 pug/ml, PGN 1 pg/ml y
CpGDNA 1pM e incubadas durante 48 horas. Los sobrenadantes de dichos cultivos fueron
centrifugados a 10000 rpm/5 min/4°C y conservados a -80°C hasta ser utilizados para determinar
citoquinas por ELISA.

4.8. Ensayo de permeabilidad epitelial in vitro

La funcidon barrera epitelial puede ser monitorizada in vitro mediante el estudio de la
permeabilidad paracelular a FITC-dextrano (MW 4000 Da). En este caso sembramos las células
epiteliales intestinales, IEC4.1, IEC18 y CACO-2, sobre membranas de policarbonato usando
DMEM en los voliumenes recomendados por Transwell™ (Corning Life Sciences®, Nueva York,
EEUU). El medio de cultivo se renovd a partir del cuarto dia tras la siembra a fin de garantizar la
adherencia de las células a la membrana y a partir de entonces se renov6 cada dos dias. Tras
comprobar la confluencia de las células mediante la medicion de la resistencia transepitelial (TEER)
(ver apartado 4.9), se procedié al desarrollo del siguiente protocolo experimental. Se realizé un
tratamiento con el GC en cuestidén a una concentracion de 1 uM durante 48 horas, tanto en la cara

apical como la basolateral de la monocapa epitelial. A continuacion se aftade FITC-dextrano a 1
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mg/ml en la cara apical de la monocapa epitelial en medio DMEM sin rojo fenol. Este momento fue
considerado como tiempo 0 y a partir de entonces se retiraron 55 pl a modo de muestra de la cara
basolateral cada 30 minutos durante un total de 7 horas. Finalmente, la intensidad de la
fluorescencia de cada muestra fue determinada (excitaciéon 490 nm; emisién, 520 nm; FLUOstar-
Control, Polarstar OPTIMA, BMG Labtech). El flujo paracelular fue calculado como el cambio

relativo comparado con la sefial de fluorescencia ofrecida por el grupo control.

4.9. Medicion de la resistencia transepitelial (TEER)

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER), es un indicador de la confluencia celular y de la
integridad de la monocapa. Asimismo, se emplea para controlar si las células se encuentran
polarizadas y/o diferenciadas, ya que ésta se ve incrementada en estos casos [17]. Su valor se
determind con un EVOM2 Epithelial Voltohmmeter, (World Precision Instruments), que mide el
potencial de membrana y la resistencia de las células epiteliales en cultivo. Las células empleadas
en los ensayos fueron IEC4.1, IEC18 y CACO-2. Estas fueron sembradas en membranas de
policarbonato usando DMEM en los volimenes recomendados por Transwell™ (Corning Life
Sciences®, Nueva York, EEUU). El medio de cultivo se repuso fresco cada dos dias a partir de la
siembra. La TEER se determiné antes de la renovacidon del medio comenzando transcurridos 4-5
dias de la siembra de las células y continuando hasta el final de la experiencia, en cada momento
en que se realiza una renovacién del medio de cultivo o un cambio de condiciones experimentales.

Las unidades en que se expresa el valor obtenido son (/cm?.

4.10. Ensayo de invasion bacteriana sobre células epiteliales intestinales

Las células epiteliales intestinales usadas fueron, IEC4.1 e IEC18, siendo sembradas y cultivadas
en DMEM convencional bajo las condiciones generales antes especificadas. Las cepas bacterianas
utilizadas, por su parte, fueron E. Coli K12 y LF82 que fueron amablemente cedidas por la Dra.
Arlette Darfeuille Michaud. En nuestro laboratorio las transformamos para que expresaran
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP). Estas fueron cultivadas frescas para cada
experimento en LB broth a 37°C, agitacion y con gentamicina (20 pg/ml) como presion selectiva,
durante toda la noche previa a la realizacion del mismo. El protocolo seguido en este enfoque
experimental fue el siguiente. En primer lugar, las células epiteliales intestinales fueron sembradas
en placas de 12 pocillos y cultivadas hasta confluencia. A continuacidn, recibieron la exposicion al
GC en cuestion durante 24 o 48 horas en DMEM convencional. Seguidamente, las monocapas
fueron lavadas, para posteriormente colocar DMEM sin antibioticos conteniendo la cepa bacteriana
a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 100 bacterias por cada célula epitelial, siendo incubadas
bajo estas condiciones durante 4 horas. Seguidamente, ese medio fue retirado y las monocapas
celulares lavadas tres veces con Hank's balanced salt solution (HBSS). Para minimizar en la medida
de lo posible la presencia de bacterias adheridas a la superficie celular, dado que nuestro objetivo
era detectar aquellas que se localizan en el interior de estas tras haberlas infectado, las monocapas
fueron expuestas durante 1 hora a DMEM conteniendo kanamicina (100 mg/1), estreptomicina (500
mg/l) y penicilina (500 mg/l). Para terminar, las células fueron lavadas tres veces mas con HBSS y
recogidas mediante tripsinizacién. Finalmente, las éstas fueron analizadas haciendo uso de un
citometro de flujo FACSCalibur™ (BD Biosciences®, California EEUU), considerandose como
célula infectada aquella que apareciera como evento positivo dentro del canal FL1 en el que emite

la GFP tras ser adecuadamente excitada. De este modo, los resultados son expresados como
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porcentaje de células infectadas respecto del total, en virtud de su sefal relativa dentro del canal
FL1-GFP respecto del total [18].

4.11. Ensayo de curacion de herida epitelial in vitro

Las células epiteliales intestinales IEC4.1 fueron sembradas en placas de 12 pocillos e incubadas
hasta un 90% de confluencia en DMEM convencional. En este momento se sustituy6 el medio por
DMEM con FBS 1% (v/v) conteniendo los GC a la concentracién indicada en cada caso y fueron
incubadas durante toda la noche. A la mafana siguiente, se realizan tres heridas horizontales en
cada pocillo para obtener un nimero elevado de campos objeto de estudio haciendo uso de puntas
de pipeta de 10 pl (Corning Life Sciences®, Nueva York EEUU), se lavan las monocapas en dos
ocasiones con HBSS para eliminar los restos celulares para posteriormente adicionar DMEM FBS
1% (v/v) conteniendo los GC donde corresponde. Seguidamente se adicionaron los factores de
crecimiento en los pocillos correspondientes, IL22 (100 ng/ml) y Keratinocyte growth factor (KGF)
(50 ng/ml) ambos suministrados por (Immunotools®, Friesoythe, Alemania) e IL27 (50 ng/ml)
(R&D Systems®, Abingdon, Reino Unido), siendo considerado este como tiempo 0.
Inmediatamente se capturaron imagenes de las heridas que van a ser sometidas a seguimiento y su
evolucion fue monitorizada a lo largo de 12-20 horas dependiendo de cada aproximacion
experimental, siendo escogido como punto final del experimento aquel en el que la herida
estudiada mas avanzada en su curacién estuviera proxima a cerrarse. Las imagenes estudiadas se
capturaron con un microscopio Leica DMI3000 B, con un aumento 10x en todos los casos y fueron
procesadas para la cuantificacion del drea curada durante la evolucion del experimento mediante
el programa informatico Image J. Los resultados son expresados de forma relativa al area curada

por las células que no recibieron exposicion a GC ni factor de crecimiento alguno.
5. TECNICAS GENERALES

5.1. Determinacion de la actividad mieloperoxidasa y fosfatasa alcalina en colon

Una de las muestras de colon obtenidas tras el sacrificio del animal fue homogenizada en un
tampon compuesto por Tris Base (50 mM) y HTAB al 0,5% (P.V'). Una vez centrifugado el
homogenado, el sobrenadante resultante fue empleado para la determinacién de actividades
enzimaticas en colon. La determinacién de la actividad mieloperoxidasa (MPO), utilizada como
marcador de infiltracién neutrofilica, se llevd a cabo mediante un método espectrofotométrico
basado en el uso de o-dianisidina en presencia de H202 [19]. Los resultados fueron expresados
como mUnidades/mg de proteina. Igualmente, la actividad fosfatasa alcalina (AP) fue determinada
usando para ello un método espectrofotométrico descrito por Sdnchez de Medina et al en el cual el
sustrato de la reaccion catalizada por dicha enzima es el p-nitrofenilfosfato soédico [20]. Los

resultados se expresan igualmente como mU/mg de proteina.

5.2. Cuantificacion de la sangre oculta en heces

El modelo de colitis inducida por DSS se caracteriza por un profuso sangrado rectal siendo este
uno de los factores decisivos en la severidad del proceso colitico. Por tanto, se aplicé el siguiente
método espectrofotométrico adaptado del desarrollado en un principio por el Dr. Donald S. Young

[21] para la cuantificacion de esta en heces. Brevemente, las heces fueron homogenizadas en agua
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destilada ultrapura (EIA Grade Ultra Pure Water, SpiBio, Reino Unido) a una proporcion de 0.105
mg de heces/pl. Se selecciond una alicuota de 200 pl representativa del total de dicho homogenado,
la cual se llevd a un tubo de 15 ml y se incub6 a 100°C en bano hirviendo durante 10 min para
degradar las peroxidasas derivadas de la dieta presentes en las heces. A continuacién, se dejé
enfriar brevemente para posteriormente afadir 1.2 ml de una mezcla en proporcion (30/70) de
acido acético glacial y agua destilada respectivamente. Seguidamente, se afiadieron 1.8 ml de
acetato de etilo puro sobre la anterior mezcla, se agité y centrifugé a 2500 rpm/3 min/temperatura
ambiente. Finalmente, se recogié la fase superior y se la hizo reaccionar con 3,3’, 5 5
tetrametilbenzidina en presencia de H202. La actividad peroxidasa endégena del grupo hemo de la
hemoglobina sanguinea realiza la conversiéon de dicha molécula generando una coloracion
espectrofotométricamente mensurable a 660 nm. Paralelamente se usa como referencia una curva
de hemoglobina generada en agua destilada y que se somete al protocolo arriba descrito desde el

primero de los pasos. Los resultados son expresados como mg Hemoglobina/mg de heces.

5.3. Determinacion de nitratos y nitritos en plasma

Dada la asociacion entre una elevacion de los niveles de nitratos/nitritos en plasma derivados
de un aumento de la presencia de NO, con la reaccion inflamatoria sistémica tipicamente asociada
a la septicemia, se aplicé un protocolo basado en la reaccién de Griess [22] para la cuantificacion de
éstos en plasma. Brevemente, en primer lugar se realiza la conversiéon de todos los nitratos
presentes hacia nitritos, ya quela reacciéon de Griess solo es sensible a éstos. Posteriormente, los
nitritos asi generados fueron cuantificados espectrofotométricamente mediante una reaccién en
presencia de sulfanilamida 1% (p/v), naftiletileno diamina dihidrocloruro 0.1% (p/v) y HsPOs 2.5%
(p/v), mediante la cual se genera un producto coloreado detectable a 540 nm. Paralelamente se
realiz6 una curva patréon generada con nitrito sddico. Los resultados son expresados en

concentracion pM.

5.4. Determinacion de la secrecion de citoquinas en sobrenadante de cultivo

celular/tisular o en plasma mediante ELISA

Tras el cultivo de los distintos tipos celulares, el sobrenadante obtenido fue centrifugado a
10.000 rpm para eliminar los restos celulares y conservado a -80° C hasta su utilizacion. Diversos
kit comerciales fueron empleados para la cuantificacion de las citoquinas en dichos sobrenadantes
mediante la técnica de ELISA. En todos los casos se siguieron estrictamente las instrucciones
recomendadas por el fabricante. Los kit empleados fueron suministrados por eBiosciences®, San
Diego, CA, EEUU (TNFa, IFNy, IL17A, IL6, 1L22, IL27, GM-CSF e IL18, todos ellos de ratén), R&D
Systems®, Abingdon, Reino Unido, (CXCL1/KC y Dickkopf-related protein 1 (Dkkl), ambos de
raton) y Enzo® LifeSciences Inc, Nueva York, EEUU (Corticosterona). En general, los resultados se

expresan como pg/ml o en pg/ug proteina en el caso de explantes coldnicos.

5.5. Extraccion y cuantificacion del contenido proteico

Las tejidos de origen murino o de cultivo celular fueron sometidos a homogenizacion mecénica
en tampon de lisis (RIPA) frio compuesto por sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.1%, desoxicolato
sodico 0.1% y Triton X-100 1% en PBS, conteniendo inhibidor de proteasas comercial (Sigma-
Aldrich, P8340) en una proporcion de 1/200 e inhibidor de fosfatasas (SC-45045, Santa Cruz
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Biotechnology®, Dallas, Texas, EEUU) en una proporciéon de 1/100. Seguidamente el homogenado
se expuso a ultrasonidos para forzar la completa lisis celular y finalmente se sometid a
centrifugacion a 10.000 rpm/10 min/4°C con objeto de eliminar los restos celulares. El sobrenadante
obtenido que contiene la totalidad de las proteinas celulares fue conservado a -80°C hasta su
utilizacién para el estudio de expresion proteica. El contenido proteico total fue cuantificado
mediante el método del acido bicinchoninico [23], empleando albimina sérica bovina como

estandar.

5.6. Western Blot

Las muestras obtenidas mediante el procedimiento anterior fueron mezcladas en la proporcion
adecuada con el tampdn de carga comercial 4X suministrado por BioRad®, Hércules, CA, EEUU y
calentadas a 100°C durante 5 minutos. Tras la separacion de las proteinas mediante electroforesis
en gel de acrilamida, éstas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa 0.25 um (GE
Healthcare Lifesciences®, Pittsburgh, PA, EEUU). Estas membranas fueron bloqueadas durante 1
hora a temperatura ambiente, utilizando para ello leche en polvo desnatada al 5% en TBS-T (Tris
50mM, NaCl 0.15 M y Tween-20 1% (v/v)). A continuacién, la membrana fue expuesta al
anticuerpo primario especifico durante toda la noche a 4°C en agitacion. Los anticuerpos usados y
sus diluciones empleadas fueron: B-Actina (1/1500) y caspasa-7 (1/1000) (Abcam®, Cambridge,
Reino Unido); iNOS (1/1000), PCNA (1/1000) y eNOS/NOS (1/1000) (BD Biosciences®, California,
EEUU); B-Catenina (1/3000) (C2206, Sigma-Aldrich®); Claudina-4 (1/500) (Invitrogen®, Life
Technologies); fosfo-eNOS, fosfo-GSK3p, GSK3p, fosfo-f-catenina, fosfo-LRP6, LRP6, fosfo-Akt y
Akt (Cell Signaling®) todos ellos usados a una dilucién de 1/1000; BCL-2 (1/500) y BAX (1/1000)
(eBiosciences®, San Diego, CA, EEUU) y caspasa-3 (1/1000) (MBL®, Woburn, MA, EEUU). Todos
estos anticuerpos fueron diluidos en TBS-T con albiimina sérica bovina al 5% (m. V), excepto fosfo-
LRP6 y GSK3B que lo fueron en leche en polvo desnatada al 5% (m.V-) en TBS-T. Como control de
carga genérico se uso la expresion de B-Actina, excepto en aquellos casos en los que se hace una
relacion directa entre la expresion de la proteina fosforilada y la de la proteina total. Las
membranas fueron posteriormente expuestas durante 90 minutos al anticuerpo secundario de la
especie apropiada segun el anticuerpo primario empleado, estando este conjugado con una enzima
peroxidasa, de modo que las bandas fueron detectadas usando un reactivo generador de
quimioluminiscencia suministrado por (Perkin Elmer,Life Sciences, Boston, MA, EEUU). La

cuantificacién de los resultados obtenidos se llevo a cabo mediante el programa Image J.

5.7. Extraccion de RNA y reaccion de retrotranscripcion

El RNA total de las distintas muestras fue obtenido usando TriReagent® (Ambion®, Life
Technologies), siguiendo para ello las recomendaciones del fabricante. En el caso de muestras
provenientes de animales tratados con DSS, es necesario eliminar los restos de este arrastrados
conjuntamente con el RNA [24], debido a la interferencia que este causa en la eficiencia de la DNA
polimerasa y el consecuente perjuicio que ello implica en la eficacia y fiabilidad de la PCR a tiempo
real. Por tanto, tras la obtencién del RNA este fue precipitado con LiCl 4M, incubado durante toda
una noche a -20°C y posterior centrifugado a 15000 rpm/45minutos/4°C. El sobrenadante es
descartado de modo que el RNA precipitado ya puede ser utilizado para la reaccion de
retrotranscripcidon. La cuantificacién del contenido de RNA de las distintas muestras se realizo

usando un Nanodrop® (Thermo Scientific) considerando asimismo la relacién 260 nm/280 nm con
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el fin de estimar la pureza e integridad del acido nucleico. Una cantidad total de 1 ug de RNA por
muestra fue retrotranscrito para la obtencion del DNA complementario, mediante el empleo de la
enzima transcriptasa inversa segun las indicaciones del fabricante del kit empleado (iScript Select
cDNA Synthesis Kit, Biorad Laboratories®, California, EEUU). El DNA complementario se

mantuvo congelado a -20°C hasta su uso, mientras que el RNA restante se conservé a -80°C.

5.8. Analisis de expresion génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa fue realizada usando Sybr Green como fluoréforo (iIQ™
SYBR® Green Supermix, Biorad Laboratories, California, EEUU) para el analisis de la expresion de
diversos genes. Los genes de referencia elegidos fueron generalmente la subunidad 18 S del RNA
ribosémico y la hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa (HPRT), siendo generalmente el
promedio de la expresion de ambos empleado como control de carga en los distintos experimentos.
Los cebadores empleados en cada caso vienen detallados en la Tabla 2, teniendo en cuenta que en

todos los casos la especie de interés fue el raton.

5.9. Citometria de flujo

Para el andlisis de la expresion de determinados marcadores celulares y por tanto el estudio
de la abundancia relativa de diferentes subpoblaciones celulares de caracter inmunoldgico en los
ratones, se hizo uso de un citémetro de flujo FACSCalibur™ (BD Biosciences®, California EEUU).
Las células fueron marcadas y preparadas para su analisis de la siguiente manera. Tras su
obtencion, fueron lavadas con tampdn de marcaje para citometria de flujo (PBS, BSA 2 % (m.V7),
EDTA 10 mM, Azida 0.1% (m.V1)). Seguidamente se les realizo el marcaje de moléculas
superficiales mediante anticuerpos especificos, todos ellos suministrados por BD Biosciences®
(California, EEUU) a diluciones que oscilan entre 1/100 y 1/200, excepto el anti-mouse 3yTCR-FITC
(eBiosciences®, San Diego, CA, EEUU) que en su caso fue usado a una dilucién de 1/150. En la
misma solucién de marcaje se incluye mouse Fc-Block Anti-CD16/CD32 (eBiosciences®, San Diego,
CA, EEUU) a una diluciéon de 1/500. Transcurridos 30 minutos de exposicion a anticuerpos
superficiales a 4°C, las células fueron lavadas y fijadas en PBS-paraformaldehido al 2 % (m.V+)
durante 10 minutos/4°C, lavadas una vez y finalmente resuspendidas en tampon de marcaje hasta

su adquisicion.

En el caso de necesidad de marcaje intracitoplasmico las células fueron estimuladas durante 4
horas con forbol-12-miristate-13-acetato (PMA) e ionomicina a las concentraciones recomendadas
por el kit que se usa a continuaciéon con bloqueo del aparato de Golgi concomitante. Una vez
realizado el marcaje superficial, las células fueron permeabilizadas usando el kit BD
Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD GolgiPlug™. Los anticuerpos
para el marcaje intracelular fueron también suministrados por BD Biosciences®, California, EEUU,
utilizados a una dilucién 1/100 e incubados durante toda la noche a 4°C . En el caso del marcaje de
forkhead box p-3 (Foxp3) de localizacién nuclear, una vez realizado el marcaje de moléculas
superficiales, las células fueron permeabilizadas usando el kit especifico de permeabilizacion
nuclear (Foxp3 transcription factor fixation/permeabilization, eBiosciences®, San Diego, CA,
EEUU), marcadas usando el anticuerpo PercP-Foxp3 (eBiosciences®, San Diego, CA, EEUU) a una
dilucién de 1/150 e incubados durante toda la noche a 4°C. Los datos arrojados por el citometro de

flujo fueron analizados mediante la herramienta informatica FlowJo (Tree Star, California, EEUU).
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados han sido expresados como media aritmética + error estandar de la media
(SEM). Para determinar la significancia estadistica, se utilizé un analisis de varianza de una via
(ANOVA) y un test de significancia a posteriori (Fisher LSD). La significancia estadistica se
consider6 para un valor de P<0.05. El analisis estadistico descrito se realiz6 mediante la plataforma
informatica SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation, San Rafael, CA, EEUU).
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Tabla 2: Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR cuantitativa a tiempo real

Gen Hebra sentido 5’-3’ Hebra antisentido 3’-5"
TLR4 GATCAGAAACTCAGCAAAGTC TGTTTCAATTTCACACCTGG
18S TGGTGGAGCGATTTGTCTGG ACGCTGAGCCAGTCAGTGTACG
HPRT AGGGATTTGAATCACGTTTG TTTACTGGCAACATCAACAG
CLDN4 | GACTGTGCAAAGTTACTAGC ACCAGCAATTTGGATGTAAG
CLDN5 | AACAGTTCCTACTGAGATCC CTTTTTAACACGTCCCTCTG
Ocludina | ACGGACCCTGACCACTATGA TCAGCAGCGCCATGTACTC
Reg3g CAGAGGTGGATGGGAGTGGAG CACAGTGATTGCCTGAGGAAGAGA
Z01 GGGGCCTACACTGATCAAGA TGGAGATGAGGCTTCTGCTT
MUC3 AAAGATTACCTCCAATCTCC TAAAACTAAGCATGCCCTTG
IL10 CAGGACTTTAAGGGTTACTTG ATTTTCACAGGGGAGAAATC
IL17A ACGTTTCTCAGCAAACTTAG CCCCTTTACACCTTCTTTTC
TNFa CGTGGAACTGGCAGAAGAGG CAGGAATGAGAAGAGGCTGAGAC
IFNg GCTCTGAGACAATGAACGCTACAC TTCTTCCACATCATGCCACTTGAG
IL1B AAGGGCTGCTTCCAAACCTTTGAC TGCCTGAAGCTCTTGTTGATGTGC
S100A8 | GCCCTCTACAAGAATGACTTCAAG ATCACCATCGCAAGGAACTCC
CD14 GAATCTACCGACCATGGAG AAGTTGCAGGAACAACTTTC
HP ATGGACTTTGAAGATGACAG GTAGTCTGTAGAACTGTCGG
IL22 ATCAGTGCTACCTGATGAAG CATTCTTCTGGATGTTCTGG
IL27 AATCTCGATTGCCAGGAG CTCAGAGTCAGAGAGGTG
DKK1 ATATCACACCAAAGGACAAG CCTTCTTTAAGGACAGGTTTAC
CiclinaD1 | GTCCTACTGTTTGCGGCTTG GCAGACGCCTCTTGGGTCTACAATA
c-Myc TTTTGTCTATTTGGGGACAG CATAGTTCCTGTTGGTGAAG
c-Jun CATGTTTGTTTGTTTGGGTG ATGGATAATGCAGCAAAGAG
SOCS3 CCAAAGAAATAACCACTCCC GATCTGCGAGGTTTCATTAG
TFF3 TATCAGTCGGATCGAGGCTATG AGGTACCGATCCCATCTGTGT
IAP CATGGACATTGATGTGATCC AGACTGGTTACTGTCACTTG
Lgr5 AGAACACTGACTTTGAATGG CACTTGGAGATTAGGTAACTG
VEGF TAGAGTACATCTTCAAGCCG TCTTTCTTTGGTCTGCATTC
Lyz2 ATTTCCCCTCTAAGTCACAG TGAAGAACTGACCTACAGAG
G6Pc TTCAAGTGGATTCTGTTTGG AGATAGCAAGAGTAGAAGTGAC
Pck1 AATATGACAACTGTTGGCTG AATGCTTTCTCAAAGTCCTC
iNOS GATGTGCAGTCCCTATTTGGTC GCATCGTCCCCAATCTTGGTCTC
NR3C1 CTTCTCTCCTCAGTTCCTAAG CCAATTCTGACTGGAGTTTC
IL6 AAGAAATGATGGATGCTACC GAGTTTCTGTATCTCTCTGAAG
TLR2 CTAGAAGTGGAAAAGATGTCG TAGCATCCTCTGAGATTTGAC
TNAP ATTCCCACTATGTCTGGAAC CTCAAAGAGACCTAAGAGGTAG
LBP CTGGATTCATCGATAAGCTG TTTGCATGATGCTCTTTAGG
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1. SISTEMA INMUNITARIO GASTROINTESTINAL

El sistema inmunitario gastrointestinal tiene una composicién realmente heterogénea,
incluyendo desde las células que componen la pared intestinal en si misma, hasta las integradas
dentro de los 6rganos linfoides cuya localizacién anatémica es adyacente e incorporada dentro de
la propia estructura intestinal. Asimismo, dentro de la mucosa intestinal y los érganos linfoides
asociados al intestino (Gut-Associated Lymphoid Tissue, GALT) se encuentra un elevado niimero
de células de naturaleza tanto mieloide como linfoide, conformandose de este modo el que
probablemente sea el sistema inmunitario de mayor complejidad en cuanto a su regulacién en los

organismos superiores.

El tracto gastrointestinal es la superficie del organismo humano expuesta al medio externo con
mayor extensién (alrededor de 200 m?). Ademas, se encuentra constantemente expuesta a una
ingente cantidad de estimulos provenientes del medio externo, muchos de ellos nocivos,
destacando una amplia variedad de microorganismos, antigenos provenientes de la dieta y
diversos elementos inorgéanicos. Esta es una situacion comun en la practica totalidad de los
organismos vertebrados [25]. Por tanto, la mucosa intestinal tiene la dificil tarea de segregar
espacialmente las capas subyacentes en la pared intestinal y, por extension, la totalidad del
organismo hospedador, de la masiva y constante llegada de microorganismos y sustancias
potencialmente nocivos del medio externo. Dicha tarea se complica enormemente por la necesidad
de que la mucosa intestinal participe activamente en la digestion y absorcion de nutrientes, fluidos
e iones desde el medio externo para satisfacer las necesidades en lo referente a la nutricién y al
balance hidroelectrolitico del organismo. Por esta razon, la pared intestinal se comporta como una
barrera semipermeable, asistida por un complejo sistema inmunologico local, el cual para el
adecuado mantenimiento de la homeostasis inmune debe ser capaz de mostrar tolerancia ante la
microbiota comensal y de mantener la competencia inmunoldgica ante bacterias patogénicas que
pudieran atravesar la barrera epitelial. Antes de comenzar con la descripcion de los diferentes
elementos que intervienen activamente en la regulacion de la funcion de barrera intestinal, resulta
interesante destacar el mecanismo mas primario pero no por ello menos importante con el que
cuenta el tracto gastrointestinal en ese sentido. Este no es otro que el peristaltismo intestinal, el cual
favoreciendo la motilidad impide la adhesién mantenida de un determinado microorganismo

sobre un pequefio espacio de la mucosa intestinal, reduciendo el riesgo de invasion.

1.1 Barrera epitelial

La barrera epitelial estd compuesta por una monocapa epitelial heterogénea en cuanto a la
naturaleza y especializacion funcional de las células que la forman. Todas ellas provienen de
células madre pluripotenciales localizadas en las criptas de Lieberkiihn [26], las cuales proliferan
continuamente permitiendo su propia renovacion, que se completa en un periodo de 2-5 dias [27].
De este modo se generan unas células que van a ir escalando dentro de la monocapa en direccién al
borde apical. Paralelamente a la proliferacion en si misma van a sufrir un proceso de maduracion
selectiva estrechamente regulado por factores como la sefializacion de glucocorticoides tanto de
origen adrenal como local intestinal [28], diversos elementos solubles como las sefiales WNT [29,
30] y las sefiales NOTCH [31], que deben estar proporcionados entre si [32], y la propia
senalizacion por parte de los antigenos de la microbiota comensal. Este proceso de transicion

progresiva desde un estado proliferativo hacia un estado madurativo-diferenciado, terminara
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dando lugar a los tipos celulares que componen el epitelio de la mucosa intestinal; enterocitos o

células entero-absortivas, células caliciformes, células de Paneth y las células enteroendocrinas.

El enterocito, cuya funcién activa mas relevante es la absortiva, es el tipo celular mas abundante
en el epitelio intestinal razon por la cual tiene una contribucion decisiva a la funcién de barrera
fisica que esta ejerce, separando los medios interno y externo. Para conseguir que la mucosa
intestinal sea en efecto una barrera semipermeable los enterocitos, ademas de regular el transporte
pasivo y activo de una amplia variedad de nutrientes y otras sustancias [33], deben contener
eficazmente la enorme carga antigénica luminal, para lo cual, éstos se adhieren entre si mediante
las denominadas uniones estrechas, compuestas por proteinas como zonula occludens 1 (ZO-1),
zonula occludens 2 (ZO-2), diversas claudinas y la ocludina. La influencia de cada una de ellas
sobre la permeabilidad intercelular varia en funciéon de cada caso. Asi, mientras la expresion de
Claudina-4 (CLD-4) [34] se asocia con una menor permeabilidad paracelular, la de la Claudina-5
(CLD-5) o C(laudina-2 (CLD-2) lo hace con la consecuencia opuesta [35]. Ademas,
independientemente del grado de expresion de las proteinas antes citadas, las células epiteliales
intestinales se ensamblan entre si mediante un sistema que graficamente se ha descrito como muy
similar al modo en que los anillos de plastico asocian las latas de refresco en los packs multiples
[36]. El modo en que este fendmeno se establece y por extension la regulacion de la permeabilidad
paracelular, esta influenciado esencialmente por el grado de fosforilacién y activacion de la
proteina myosin light chain (MLC) [37], de hecho haciendo uso de ratones transgénicos con una
activacion constitutiva elevada de la MLC, se puso de manifiesto que esta situacion genera un
aumento significativo de la permeabilidad paracelular en el intestino delgado, sin que ello suponga
el desencadenamiento de proceso inflamatorio alguno per se. Una situacion andloga se da con
frecuencia en familiares de pacientes con EIl que ain no han presentado sintomatologia alguna
[38]. Actualmente existe gran cantidad de literatura relacionada con la expresion de las proteinas
que componen las uniones estrechas, asi como con el modo en que se ensamblan mutuamente,
pero en cambio no hay mucha informacion disponible sobre los factores que modulando las
uniones estrechas regulan la permeabilidad a moléculas de pequefio tamafio. En este sentido, el eje
establecido por la zonulina/zonula occludens toxin y la haptoglobina (HP) esta recibiendo un interés
creciente en los estudios centrados en la funcion de barrera epitelial en el contexto intestinal. La
zonulina es una proteina sintetizada por las células epiteliales intestinales en la mucosa intestinal, y
tanto su grado de expresion en intestino, como su presencia en plasma se ven sustancialmente
incrementadas en los desérdenes intestinales que cursan con un defecto en la funcién de barrera, a
nivel clinico o experimental. Su accidn estd mediada por el proteinase activated receptor 2 (PAR2) y
posterior transactivacion del epidermal growth factor receptor (EGFR), aunque se considera que deben
existir otros mecanismos de accion aun desconocidos [39, 40]. El efecto final de la zonulina
demostrado tanto in vivo como in vitro se basa en un aumento de la permeabilidad paracelular
mediado por una desorganizacion de la fijacion mutua existente entre las proteinas de las uniones
estrechas y de estas al citoesqueleto, al parecer de un modo dependiente de la proteina myosin C1
[41], lo que le permite regular positivamente el flujo hidroelectrolitico, de macromoléculas y
leucocitos entre el torrente sanguineo y la luz intestinal. Las acciones favorecedoras de la
permeabilidad intestinal asociadas a la zonulina se dan preferentemente en el intestino delgado,
debido a que los receptores PAR2 antes descritos presentan una distribuciéon mayoritaria en dicho
segmento intestinal [42]. Ademas, se ha demostrado que la exposicion de este epitelio a bacterias,

independientemente de su caracter patogénico o comensal, asi como de su viabilidad, induce un
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aumento de la expresién de zonulina que, atendiendo a los efectos anteriormente mencionados,
contribuye a luchar contra dicha colonizacién bacteriana mediante lavado fisico o “flush out” [43].
El aumento de la permeabilidad celular inducido por zonulina no solo cuenta con esta vertiente
beneficiosa, sino que contribuye al compromiso de la funcién de barrera que precede y conduce al
desarrollo inflamatorio en ciertos modelos de colitis como la que se desarrolla espontdneamente en
ratones IL10 KO [44]. Por otro lado, la HP, de la cual es precursora la zonulina (pre-HP) antes
descrita, es una a-sialoglucoproteina con capacidad de union a la hemoglobina, lo cual le permite
colaborar en la prevencion de la pérdida de hierro, la hemolisis y el efecto oxidante del grupo
hemo per se [45], pero que destaca principalmente por sus propiedades inmunomoduladoras y
antiinflamatorias sobre la inmunidad innata y adaptativa intestinales. De forma resumida, la HP
presenta un efecto atenuante sobre los procesos inflamatorios mediados por citoquinas Thl o Th17.
Esto explica la mayor susceptibilidad al shock séptico inducido por la administraciéon de LPS
intraperitoneal [46], la encefalomielitis experimental [47] y los modelos experimentales de colitis
inducida por DSS y oxazolona [48], que caracteriza a los ratones con deficiencia en HP. En linea
con lo expuesto acerca de zonulina y la HP, existen dos alteraciones genéticas que afectan al gen
codificante de la HP, denominadas HP1 y HP2, para las cuales se ha encontrado un significativo
grado de asociacién, no solo con la EII, sino también con otros desordenes de naturaleza

autoinmune [49, 50].

El enterocito se encuentra estructural y funcionalmente polarizado, de forma que en su borde
apical, en constante contacto con el contenido del lumen intestinal, presenta una membrana rica en
microvellosidades que expresa diversas enzimas (disacaridasas, fosfatasa alcalina, leucin
aminopeptidasa...) que intervienen en el proceso de digestion de diversos nutrientes sencillos, en
consonancia con la funcién absortiva de este tipo celular [51]. Del mismo modo, en dicho borde
apical se localizan algunas mucinas (MUC-1,3,4,13 y 17) sintetizadas de forma independiente por
las células epiteliales intestinales que se sitiian generalmente asociadas a la membrana celular y
que presentan una funcién relevante en la formacidon de la capa de moco [52]. De hecho, la
relevancia de estas proteinas y de la capa de moco que crean es tal que la simple deficiencia en

MUC-2 es suficiente para desencadenar una inflamacion intestinal espontanea.

Las células caliciformes son mucho menos abundantes que los enterocitos y presentan una gran
especializacién funcional. Son las responsables de la secrecion de las mucinas [53] que componen
mayoritariamente el glucocalix, siendo funcionalmente la mas relevante MUC-2 como se puede
deducir de lo comentado en el parrafo anterior [54]. Debido a su alto contenido en glucoproteinas y
glucolipidos, el glucocdlix genera una barrera fisica que se establece entre el borde apical de los
enterocitos y el lumen intestinal, constituyendo asi el primer elemento de contencién con el que
cuenta el organismo ante la constante llegada de xenobidticos principalmente de naturaleza
bacteriana [55].

Las células enteroendocrinas liberan de forma localizada en la mucosa intestinal diversas
hormonas con funciones reguladoras relevantes en dicho contexto. Entre ellas, destacan la gastrina,
somatostatina y la serotonina. La primera de ellas ejerce una accion prosecretora a nivel gastrico
sobre la produccién de clorhidrico y pepsindgeno. La somatostatina reduce la secreciéon acida
gastrica y de las enzimas constituyentes del jugo pancreatico, asi como la motilidad intestinal y la

absorcién de nutrientes. Finalmente, la serotonina ejerce un efecto opuesto al de las dos anteriores
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a nivel de la motilidad intestinal, siendo un potente procinético, al tiempo que también reduce la

secrecion gastrica.

Las células de Paneth son, junto con los enterocitos, el componente celular del epitelio intestinal
mas directamente implicado en la defensa inespecifica ejercida por parte de la mucosa intestinal.
Esto es asi gracias a su alto contenido en un amplio abanico de sustancias con accion
antimicrobiana, las cuales son liberadas en direccion a la luz intestinal de forma dependiente de la
accion de agonistas colinérgicos [56] y la sefializacion de antigenos de naturaleza bacteriana sobre
los receptores de reconocimiento de patrones microbianos conservados (PRRs) que expresan de forma
abundante en su superficie [57]. Asimismo, se ha demostrado recientemente la influencia de ciertas
citoquinas provenientes de células inmunocompetentes infiltradas en la mucosa intestinal en la
estimulacion de la desgranulacion de las células de Paneth, como la IL13 [58] o el IFN-y [59], asi
como citoquinas tipo Th17 como la IL22 que utiliza en su sefalizacion a STAT3 como factor de
transcripcion [60]. Debido a la dependencia de las sefales bacterianas para la desgranulacién de las
células de Paneth se establece un didlogo bidireccional entre la microbiota intestinal y este tipo
celular, el cual queda muy bien reflejado en el modo en que desde recientes fechas un ntimero
creciente de investigadores asocian ciertos casos de disbiosis a un comportamiento alterado de las
células de Paneth [61]. Los péptidos antibacterianos mas relevantes producidos por este tipo
celular son las o y § defensinas [62], lisozimas, fosfolipasas y lectinas tipo C como las regenerating
islet-derived protein (REG) Reg3y o Reg3a [57, 63]. Las defensinas, independientemente de sus
acciones antimicrobianas, desempefian un papel relevante generando un gradiente quimiotdctico

para células dendriticas y linfocitos de lamina propia.

Una vez descritos en detalle cada uno de los tipos celulares que componen el epitelio intestinal,
cabe destacar que el hecho de que las células epiteliales intestinales en su polo apical estén en
contacto directo con el contenido de la luz intestinal, les confiere la capacidad de actuar como
células presentadoras de antigenos (APC), y como interlocutores privilegiados y necesarios en el
dialogo que se establece entre la microbiota y las células dendriticas (APC en general) infiltradas en
la mucosa o realizando tareas de inmunovigilancia desde la ldmina propia. La expresion de
receptores de antigenos bacterianos como FcRn [64], DEC-205 [65] o CEACAMS6 [66] en el polo
apical de las células epiteliales intestinales permite el paso de dichos antigenos por endocitosis
mediada facilitada por estos receptores hacia capas subyacentes en la pared intestinal, donde las
APC van a encargarse de procesarlos y presentarlos, conectando asi con el componente adaptativo
de la inmunidad intestinal. Pero mucho mas relevante si cabe resulta el hecho de que las células
epiteliales intestinales, de forma regulada por la sefializacion de la microbiota y ciertos nutrientes
aportados desde la dieta, tienen la capacidad de liberar en la mucosa intestinal sustancias como
acido retinoico (RA), IL10, transforming growth factor B (TGEB), thymic stromal lymphopoietin protein
(TSLP) y PGE2 [67] cuya presencia es decisiva en la inducciéon de un comportamiento tolerogénico
en las APC. Esto, resulta esencial en el mantenimiento de la homeostasis intestinal en condiciones
basales y en la represion de los procesos inflamatorios activos. Asi, un estudio describié el modo en
que la presencia y funcionalidad del receptor de prostaglandina EPs confiere cierto grado de

proteccién ante la colitis aguda inducida por DSS [68].
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Imagen 1: Anatomia bésica del sistema inmune intestinal

La barrera epitelial se comporta como una barrera selectivamente permeable, en la medida que
debe permitir el flujo de nutrientes, agua e iones a través de ella misma, pero contener al mismo
tiempo la presion antigénica luminal. Del mismo modo, se encarga de realizar un transporte
controlado de antigenos bacterianos hacia capas inferiores de la pared intestinal, sin que ello
implique perturbacion alguna de la funcion barrera, es decir, en condiciones homeostaticas. Existen
diversos mecanismos mediadores de este transporte, en primer lugar, las células caliciformes
median el transporte de ciertos antigenos luminales [69] especificamente dirigidos hacia una
poblacién de células dendriticas (DC) de caracter tolerogénico (CD103+) [70], las cuales al
presentarlos sobre células T virgenes polarizan a estas hacia un fenotipo T regulador (Treg) que
reciben ademds la impresion del sello de localizacion intestinal (gut homing) [71]. Ademas existe
otro mecanismo, denominado fuga paracelular (paracelular leak), que contribuye significativamente
al paso de antigenos bacterianos y otras moléculas de muy pequeio tamafio (< 10 kDa) a través de
la barrera epitelial [34], los cuales van a ser liberados directamente en la Idémina propia donde seran

procesados y presentados por APC residentes.

El epitelio intestinal es una barrera dindmica en la medida que esta formado por una monocapa
celular en constante renovacion. En la base de las criptas se encuentran las células madre o
pluripotenciales, de cuya constante divisién derivan los diferentes tipos celulares que componen
este epitelio, y que previamente han sido descritos. La proliferacion de estas células madre, su
paulatina diferenciaciéon, y por tanto la renovacion constante del epitelio en condiciones de
homeostasis, asi como su restitucion en caso de dafio asociado a un proceso inflamatorio, es
regulada por una amplia variedad de factores que deben estar adecuadamente armonizados. Un
desequilibrio en la contribucion relativa de estos podria conducir a fendmenos hipoplasicos que
comprometerian la funcién de barrera epitelial, o por el contrario a procesos de hiperplasia
potencialmente carcinogénicos. Desde hace bastante tiempo es bien conocido cémo la sefializacion
de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) bacterianos sobre los PRR de las células
madre intestinales de la base de las criptas, es un factor estimulante relevante para su proliferacion
[3]. Una alteracion en la capacidad de estas células para percibir las sefiales bacterianas, es capaz
por si solo de generar alteraciones tan profundas en la homeostasis epitelial que sensibilizan a los

animales que lo sufren a la colitis experimental. Esta situaciéon queda nitidamente reflejada en los
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modelos desarrollados en ratén con delecion genética inespecifica de myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88), TLR4 y TLR2 [3, 5, 72-74] que son mds susceptibles a la colitis inducida
por DSS, asi como con delecidn especifica de tejido de MyD88, NF-«B essential modifier (NEMO) o
transforming growth factor-B-activated kinase-1 (TAK1) en las células epiteliales intestinales [75-77],
caso en el que la disfuncién en la funcion de barrera epitelial es tal que desemboca en un proceso
inflamatorio intestinal de cardcter espontaneo, en cuyo desarrollo también participa la reducida
capacidad de sintesis de los péptidos bacterianos de la familia de las proteinas REG. Sin embargo,
recientemente se ha descrito la relevancia de dicha sefializacion sobre los PRR de una poblacion de
macrofagos que se localiza en el entorno de la base de las criptas, la cual de forma paracrina regula
la funcién proliferativa de las células madre [78]. Por otro lado, existen diversas citoquinas que en
estudios in vitro han mostrado un efecto perjudicial para la integridad de la barrera epitelial, ya que
producen un significativo aumento de la permeabilidad paracelular. Entre ellas destacan TNFa,
IFNy, IL4 e IL13, efecto esencialmente mediado por una reducciéon en la expresion de las proteinas
que conforman las uniones estrechas, asi como por una alteracidon en el sistema de adhesion
intercelular regulado en gran medida por la proteina MLC [79, 80]. En cambio, hay una serie de
citoquinas de caracter inflamatorio pertenecientes a la familia de citoquinas de la IL10 y que
utilizan el factor de transcripciéon STAT3 en su sefalizacion intracelular, que ejercen un papel
protector sobre la mucosa intestinal, destacando la IL22, IL27, IL6 e IL10 [60, 81-86]. Las tres
primeras lo hacen esencialmente estimulando la proliferacién y maduracion epiteliales, por lo que
favorecen la restitucion de la integridad de la barrera epitelial comprometida en muchos procesos
inflamatorios agudos, aunque en el caso concreto de la IL22 se sabe que ademas al actuar sobre las
células epiteliales intestinales, que son su tipo celular diana esencial, estimula la produccién por
parte de estas de quimioquinas, favoreciendo el reclutamiento leucocitario hacia la mucosa. En el
caso de la IL10 se ha demostrado que su sefializacion sobre las células epiteliales intestinales ejerce
un papel beneficioso protegiéndolas del estrés asociado al reticulo endoplasmico y su consecuente
induccién de apoptosis, tipicamente relacionados con procesos inflamatorios cronicos [87, 88]. En
linea con esto, recientes publicaciones atribuyen un papel beneficioso para la integridad de la
barrera epitelial a otras dos citoquinas cuya expresion se encuentra tipicamente elevada en los
procesos inflamatorios intestinales, como son el GMCSF [89] e IL1B [90] en la medida que
estimulan la restitucién epitelial temprana ante una agresion sobre el epitelio. El hecho de que a
diversas citoquinas clasicamente consideradas como pro-inflamatorias y tedricamente perniciosas,
algunas de las cuales he citado anteriormente, actualmente se les atribuya un papel beneficioso en
la curacion de agresiones que afectan a la mucosa intestinal y que comprometen su funcion de
barrera, ha supuesto un cambio sustancial en el modo de entender la fisiopatologia de algunos
modelos de colitis inducida en ratén en los que la afectacion de la funcién de barrera epitelial es

decisiva (DSS por ejemplo), y secundariamente de la EII a nivel clinico.

1.2. Tejido linfoide asociado a lIa mucosa intestinal (GALT)

Dada la creciente prevalencia de las diversas afecciones inflamatorias crénicas que afectan al
entorno intestinal, el modo en que se organizan y los factores que intervienen en la regulacién del
conjunto de tejidos linfoides que lo asisten ha recibido un creciente esfuerzo investigador. Ademas
dado que la barrera epitelial antes descrita es la tinica separacién fisica existente entre la masiva
presencia de bacterias luminales en términos cuantitativos pero también cualitativos (unas 500

especies diferentes) [91], resulta 16gico el hecho de que la mayor parte del tejido linfoide asociado a
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mucosas del organismo y sus componentes celulares se localicen en efecto en el entorno
mesentérico. A continuacidn, describiré los aspectos estructurales y funcionales mas relevantes de

los érganos que lo componen [92].

1.2.1. Placas de Peyer, foliculos linfoides aislados y apéndice vermiforme

Las placas de Peyer son o¢rganos linfoides secundarios macroscépicamente distinguibles
localizados en la mucosa-submucosa del intestino delgado, en los cuales se concentra una elevada
cantidad de células inmunolégicas, comprendiendo desde linfocitos T y B, hasta APC como
macrofagos y células dendriticas (DC). Asimismo, en las placas de Peyer se encuentra una
poblacién de células epiteliales que conforma el denominado epitelio asociado a foliculo (FAE), el
cual es tnico en todo el organismo y esta funcionalmente adaptado al papel que desempefia en este
contexto. El FAE se sitiia en el borde que la placa de Peyer orienta hacia la luz intestinal, y desde
alli, actia como barrera semipermeable a los antigenos propios de la microbiota, pero siendo
mucho mas permeable a estos que cualquier otra zona epitelial de la mucosa intestinal. Esto es
posible gracias a que esta esencialmente compuesto por las microfold cells (células M), para cuya
diferenciacién desde la célula madre pluripotencial de la base de la cripta es esencial la
senalizacion de ligando de RANK [93]. Estas células carecen del clasico borde en cepillo de un
enterocito diferenciado, presentan un borde lateral que se encarga de la adhesién a células M
adyacentes y un borde basolateral con extensiones que le permiten estar en contacto intimo con las
células mononucleares presentes en el interior de la estructura de la placa. Estan funcionalmente
especializadas en el transporte de antigenos luminales intactos hacia el interior de la placa de Peyer
donde macrofagos y DC se encuentran preparados para procesarlos e incluirlos en una sindpsis
inmunoldgica en ese contexto [94]. En condiciones normales esta via de acceso de antigenos supone
su procesamiento y presentacion, desencadenandose una respuesta adaptativa tolerante, aunque
logicamente existen ciertos microorganismos enteroinvasivos que hacen uso de esta ventana de
acceso, generandose en ese caso una activacion del sistema inmune adaptativo residente en las

placas de Peyer, orientada a combatir al microorganismo agresor en cuestion.

En la regién central de las placas de Peyer se encuentran los foliculos linfoides poblados por
células B. Estos estan rodeados por DC como células profesionalizadas en la tarea de presentacion
antigénica, y por células T virgenes. De este modo, en las placas de Peyer se establece una
conexién entre la inmunidad innata y la adaptativa, siendo activada esta dltima tanto en su
vertiente celular (T CD4 / T CD8), como la humoral a través de la activacion de células B que en el
entorno de la mucosas en general y la mucosa intestinal en particular tiene como elemento efector
esencial la liberaciéon de IgA secretora (sIgA) y en menor medida de IgM al medio externo.
Actualmente esta descrito que esta sIgA, ejerce un efecto modulador cualitativo sobre la microbiota
intestinal, siendo esto ultimo esencial en el didlogo cruzado que se establece entre los
microorganismo externos y el sistema inmune organizado en la mucosa intestinal [95]. En el caso
del colon, no encontramos placas de Peyer, sino unos érganos linfoides secundarios denominados
foliculos linfoides aislados (ILF) en este caso no distinguibles a simple vista al menos en ratén, pero
que estructural y funcionalmente responde exactamente a lo ya comentado arriba en referencia a

las placas de Peyer [94].

Finalmente, merece comentario el apéndice vermiforme. Este se localiza anatdmicamente en la

insercion de los intestinos delgado y grueso. A nivel estructural, esta en lo esencial organizado del
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mismo modo que las placas de Peyer, con ligeras diferencias como la ausencia de irrigacion
linfoide individual para cada foliculo linfoide, el mayor calibre de dichos foliculos y el hecho de

que estos se encuentran organizados siguiendo una distribucién reticulada mas regular [96].

1.2.2. Ganglios linfaticos mesentéricos (MLN)

Los MLN se localizan insertados en el mesenterio del intestino, dividiéndose estructuralmente
en tres regiones con distinta composicion celular; corteza, paracorteza y médula. Mientras que en
la corteza los foliculos linfoides estan enriquecidos en células B teniendo abundantes DC en su
entorno cercano, en la paracorteza los foliculos presentan un predominio de células T. Por el
contrario en la médula encontramos similares proporciones de ambos tipos linfocitarios, pero cierta

presencia de células plasmaticas ya comprometidas en la sintesis de anticuerpos [97].

A nivel funcional, los MLN son similares al resto de componentes del GALT anteriormente
descritos, con la salvedad de que, a diferencia de lo que ocurre en las placas de Peyer, en este caso
no existe tanta cercania con el contenido antigénico de la luz intestinal. Mientras que en las placas
de Peyer las APC y los antigenos luminales inicamente se encuentran separados por el FAE que se
caracteriza por un alto grado de permeabilidad, los MLN se encuentran distantes respecto del
epitelio intestinal. En este caso, la presentacion de antigenos bacterianos sobre las poblaciones
linfocitarias virgenes que se encuentran a la espera en este 6rgano, va a ser realizada por
macrofagos y sobre todo DC que tras haber estado funcionalmente comprometidas con la
inmunovigilancia y el muestreo antigénico desde su localizacion inicial en la ldmina propia,
maduran y migran hacia los MLN donde realizaran la presentacion de dicho antigeno a las células

inmunocompetentes adaptativas que alli aguardan [98].

1.3. Sistema inmunitario innato

El sistema inmunitario innato dentro del sistema inmune gastrointestinal tiene como principal
funcién la de patrullar desde el punto de vista inmunoldgico el entorno de la mucosa intestinal. Su
accion se basa en el reconocimiento y respuesta temprana ante los PAMP que teniendo su origen
en la luz intestinal puedan alcanzar estratos inferiores dentro de la pared intestinal. A
continuacion, se describen los diferentes mediadores solubles y elementos celulares que en las
diferentes estructuras del epitelio intestinal y los GALT ejercen una contribucion significativa a la

inmunidad intestinal.

1.3.1. Péptidos antimicrobianos y otros mediadores solubles

En la mucosa intestinal existen diferentes tipos de mediadores solubles con relevancia en la
homeostasis inmunolégica, regulando el equilibrio entre la tolerancia ante bacterias comensales y

la inmunocompetencia ante microorganismos patdgenos.

Los péptidos antimicrobianos han sido descritos detalladamente en su mayoria en la seccién
anterior dedicada a las células de Paneth. Sin embargo, existen otras proteinas con reconocida
actividad antimicrobiana que no son producidas por las citadas células de Paneth. En este sentido,
vale la pena destacar la calprotectina. Esta es una proteina heterodimérica formada por la
conjuncién de las proteinas SI00A8 o MRP8 y S100A9 o MRP14. S100A8 es una proteina con
capacidad para quelacidon de cationes divalentes como Ca?" y Zn?, propiedad que le confiere una

significativa actividad antimicrobiana con implicaciones relevantes en la inmunidad inespecifica
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propia de la mucosa intestinal, pero también en la epidermis [99] y en el epitelio pulmonar [100].
Es principalmente producida por los neutrdfilos (20-35% de sus proteinas citoplasmaticas), aunque
del mismo modo algunas células epiteliales también tienen capacidad para sintetizarla, aunque
cabe recordar que su liberacion suele asociarse a procesos de dafio celular. Ademas, a la
calprotectina se le atribuye cierta afinidad y capacidad de activacién de receptores importantes en
la regulacién positiva de la inmunidad innata en las mucosas, como son el TLR4 [101] y el receptor
for advanced glycation end products (RAGE) [102]. Esto ultimo hace que se le atribuyan funciones
como alarmina y se la considere como una proteina de caracter inflamatorio [103]. Otras proteinas
con accién antimicrobiana significativa son la lactoferrina, elafina, catelicidina e incluso algunas
quimioquinas del grupo de las C-C motif ligand (CCL) como la CCL14 y CCL15, algunas de ellas
liberadas por células de Paneth, pero que cuentan con fuentes alternativas como las células
epiteliales intestinales [104]. El caso concreto de la lactoferrina es curioso, en la medida en que
necesita ser digerida por una pepsina de origen gastrico para generarse de ese modo en la luz
intestinal el metabolito que presenta las propiedades antimicrobianas [105]. Por otro lado en su
forma no digerida, la lactoferrina colabora en el transporte y absorcion de hierro a través de la
mucosa epitelial. Todas ellas, junto con las ya atribuidas previamente a las células de Paneth, se
integran en el seno de la capa de moco localizada encima del borde apical de los enterocitos de la
mucosa epitelial, lugar en el que colaboran activamente en la contencion de bacterias, hongos y en
general cualquier agente biologico potencialmente pernicioso para el hospedador. Ademas,
algunas como la catelicidina cuentan con actividad bioldgica independiente de la antibacteriana,
destacando su accion antiapoptotica y promotora de la proliferacion epitelial y por tanto de la

restitucion de la mucosa ante un estimulo que comprometa su integridad [104].

El conjunto de mediadores solubles con funciones mas relevantes en el sistema inmunolégico
gastrointestinal tanto en su vertiente innata, como en lo referente a la adaptativa, son las
citoquinas. Esto es asi porque son pequenas proteinas que son producidas en su mayoria por
células inmunes, aunque no de forma exclusiva ya que las propias células epiteliales y algunas
células endoteliales también son capaces de producir algunas de ellas, que van a permitir la
comunicacion entre los distintos tipos celulares de un modo paracrino o incluso distante, es decir,
sin necesidad de cercania espacial. De forma general, estas son clasificadas en varias superfamilias
en virtud principalmente de su actividad biolégica; IL12, IL17, IL10, TNF, IL1, TGFB y las
quimioquinas. Con objeto de simplificar, otra clasificacion quiza més practica es aquella que las
distribuye en Thl (IFNy, TNFo y IL12), Th2 (IL4, IL14 y IL15) y Th17 (IL17A, IL23, IL22, IL21 y
IL35) por un lado, siendo estas consideradas responsables en general de la iniciacion y
mantenimiento de los eventos inflamatorios. Por el otro, las citoquinas inmunoreguladoras (IL10 o
TGFp), a las que en general se las relaciona con la induccién de tolerancia, asi como con la
represion y la resolucion final de procesos inflamatorios. Y finalmente se encuentran las
quimioquinas, cuya funcion esencial es la de generar gradientes quimiotacticos que permitan el
reclutamiento regulado de células inmunocompetentes hacia los focos inflamatorios cuando estas
son funcionalmente requeridas. Dentro de las quimioquinas a su vez, se establecen cuatro grupos
en funcion de la distribucidon de sus residuos de cisteina. Asi encontramos el grupo C, CC (por
ejemplo CCL2 o MCP1 como ejemplo mas representativo), CXC (CXCL2 o MIP2 como ejemplo
mas representativo) y CX3, donde X es cualquier aminoacido excepto la cisteina a efectos de

nomenclatura.
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En el epitelio intestinal, asi como en otras mucosas del organismo, existe una producciéon
constitutiva relevante de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, las cuales se ven
dramaticamente incrementadas al desencadenarse un proceso inflamatorio local o sistémico.
Actualmente existen opiniones divergentes en lo relativo al papel que juega el 6xido nitrico en la
inflamacion intestinal. Por un lado, hay cierta produccién de este en condiciones basales por medio
de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), mientras que cuando se desencadena un proceso
inflamatorio la produccién de este se dispara siendo en este caso responsable la éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) [106]. Debido a la toxicidad que caracteriza a estas moléculas de
naturaleza radicalaria, tanto en condiciones basales como en inflamacién se considera que
contribuyen a la defensa inespecifica de la mucosa intestinal y por extension del hospedador en
general. No obstante, su propia naturaleza también los convierte en lesivos para el tejido del
propio hospedador, de modo que actualmente se asume que el efecto de los radicales activos de
nitrégeno sobre el epitelio intestinal depende basicamente de un equilibrio cuantitativo [107]. Este
concepto, viene apoyado por la existencia de mecanismos auténomos propios del hospedador para
controlar la exacerbada actividad oxidativa de estos radicales en inflamacion, destacando en ese

sentido la produccion de glutation.

El sistema del complemento también ejerce una funcion destacada en la defensa inespecifica en
el contexto intestinal. Independientemente de que dicha activacion se realice por la via clasica
dependiente de la presencia de anticuerpos sobre el microorganismo, la via alternativa
dependiente del reconocimiento directo de estructuras conservadas microbianas o la via
dependiente de la lectina de unién a manosa, este sistema media la opsonizacion y posterior
fagocitosis de microorganismos, asi como la lisis directa de los mismos lo que a su vez ejerce un
efecto amplificador de la respuesta inflamatoria ante el microbio potencialmente agresor ya

neutralizado.

Por ultimo, destacar la implicacidn en la funcion de barrera intestinal que se ha descrito para la
proteina C. Esta es producida significativamente por las células epiteliales, que conjuntamente con
los receptores que para ella se disponen en las células endoteliales conforman un eje
funcionalmente implicado en la contencion microbiana de la barrera intestinal. De este modo, los
ratones deficientes en la esta proteina desarrollan un proceso inflamatorio espontaneo pero
cualitativamente significativo, al tiempo que son mucho mas susceptibles a la colitis inducida por
DSS [108]. Ademas, se ha comprobado in vitro como la exposicion de las células epiteliales
intestinales a la proteina C las protege ante el deterioro de la funcién barrera posteriormente

inducido por la exposicion a TNFa [108].

1.3.2. Componentes celulares del sistema inmune innato

Los mediadores celulares funcionalmente relevantes dentro de la inmunidad innata intestinal,
comprenden a los macrdéfagos, DC, células linfoides innatas (ILC), células natural killer (NK) y
células polimorfonucleares infiltradas (neutrdfilos en su mayoria). En el presente apartado se
describen detalladamente las acciones que desarrollan orientadas a la funcién de barrera
inmunolégica intestinal y a la iniciacidn de las respuestas adaptativas en el GALT, haciendo énfasis
especialmente en los mecanismos que en cualquiera de las dos vertientes funcionales anteriores
mediante un equilibrio activo permiten mantener la tolerancia inmunolégica ante la microbiota

comensal y/o patogénica. Es importante destacar que en los tltimos afos existe una corriente de
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pensamiento con creciente relevancia, la cual atribuye un papel critico a los macréfagos y DC de
lamina propia en el desarrollo inicial de la EIl, debido principalmente al descubrimiento de
multiples mutaciones puntuales (SNP) con asociacion a la EIl, que afectan directamente a la
regulacion de la sensibilidad antigénica y funcionalidad general de las APC que desarrollan
funciones de inmunovigilancia en la mucosa intestinal en general y la lamina propia en particular
[109]. Por tanto, la clasificacién y descripcién funcional de estos tipos celulares adquiere gran

importancia, por lo que a continuacién describiré aquellos mas relevantes.

Macréfagos

Los macréfagos son una poblacion celular que dentro de la mucosa intestinal es
cuantitativamente muy relevante, presenta una enorme heterogeneidad fenotipica y funcional, asi
como una destacable plasticidad que permite la transicion entre los diferentes tipos que se
describen mas adelante en este apartado. Los macrdéfagos residentes en la lamina propia, debido
precisamente a su ubicacion, estan continuamente expuestos a una ingente presion antigénica, lo
cual a diferencia de los monocitos circulantes y macrofagos residentes en otros tejidos menos
expuestos al medio externo y sus determinantes antigénicos, les ha hecho evolucionar en general
hacia un comportamiento inmunolégico dominado por la tolerancia. Los mecanismos exactos que
determinan dicho comportamiento no se encuentran hoy por hoy descritos, pero hay estudios que
sugieren que es de origen “auténomo-celular” durante la maduracion intestinal y no tan

dependiente de la percepcién de la cercania de la microbiota como se pensaba [110, 111].

De forma general se establecen tres tipos de macroéfagos en la mucosa intestinal, diferenciados
esencialmente en el perfil de citoquinas que liberan, lo cual a su vez determina la polarizacion
funcional que se le va a imprimir a las células T virgenes con las que contacten en el acto de

presentacion antigénica (sinapsis inmunoldgica).

Macroéfagos M1; la polarizacion de un macréfago inmaduro hacia uno activo de tipo M1
depende principalmente de la sefalizacién sobre él de PAMP de naturaleza bacteriana, estando
presentes en dicho entorno citoquinas tipo Thl como IFNy y TNFa. Estos macréfagos son
extraordinariamente competentes en las tareas inmunologicas que se les atribuyen como la
fagocitosis y el procesamiento y presentacion antigénica. Ademas producen grandes cantidades de
IL12, TNFa e IL6, asi como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Precisamente por dicho
perfil de produccion de citoquinas, al realizar la presentacion antigénica y activacion de células T
virgenes en ldmina propia o GALT a los que migran también con frecuencia una vez activados, las
polarizan hacia un perfil Th1 y Th17 [112, 113]. Por esta razon, se establece un bucle de activacion
inmunologica que en el caso de descontrolarse puede determinar el inicio de un proceso

inflamatorio crénico [114].

Macréfagos M2; este subtipo de macréfago se genera bajo la influencia de citoquinas como la
IL4, liberada por granulocitos y linfocitos del sello Th2. Producen matrix metalloproteases (MMP),
algunos factores de crecimiento epitelial TGFf e IL10, siendo esa la razon por la que se les atribuye
una funcion relevante en la induccién de la restitucion epitelial ante una agresion a la integridad de
este, ya sea de origen inflamatorio o infeccioso [115, 116]. Sin embargo, hay cierta controversia
sobre las bondades de esta produccién de factores favorecedores de la proliferacion epitelial en
ciertos contextos inflamatorios [117]. Por otro lado, estdn muy implicados en la resolucion de

procesos inflamatorios agudos. Esto es asi porque son muy activos en la fagocitosis de restos
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celulares que se generan en los focos inflamatorios activos, retirandolos de la zona y evitando asi
que reactiven la inflamacién que se encuentra en fase de resolucion. No obstante, su relevancia en
este sentido se asocia principalmente a la induccién de polarizacion de las células T virgenes hacia
Treg, lo cual colabora decisivamente a mantener un ambiente tolerogénico en la mucosa intestinal
[118].

Macrofagos reguladores; en este caso la polarizacion hacia este subtipo es inducida por

inmunocomplejos de IgG, IL10, TGFp [119], prostaglandinas y restos de células apoptéticas, todo
ello asociado a PAMP de origen luminal. Funcionalmente son muy similares a los M2,
especializados en la resolucion de procesos inflamatorios agudos y la induccién de tolerancia para
mantener la homeostasis intestinal en condiciones basales y tras un proceso inflamatorio. La

principal diferencia reside en su incapacidad para la sintesis de MMP.

Atendiendo a lo expuesto arriba acerca de cada uno de los tipos de macrofagos presentes en la
lamina propia de la mucosa intestinal, resulta légico pensar que lo ideal seria que los M2 y
reguladores fueran predominantes, dado que son fuertes inductores de tolerancia inmunologica
mientras que mantienen una relevante capacidad fagocitaria. Sin embargo, debido a su relativa
tendencia a inducir un cierto estado de inmunosupresion sobre las células T con las que
interaccionan, hay trabajos que relacionan el predominio funcional de estos dos subtipos de
macrofagos con una mayor susceptibilidad del hospedador a infecciones de microorganismos
patogenos desde la luz intestinal [120, 121]. Incluso se asocia su presencia en determinados
tumores so6lidos a un mecanismo favorecedor de la evasion de las células transformadas respecto

de la inmunidad antitumoral [122].

Finalmente, cabe destacar que, a pesar de la inabarcable complejidad de las mdultiples
asociaciones posibles de marcadores de superficie en los macrofagos de ldmina propia, en general
se pueden definir como CX3CR1M y F4/80+. Desde hace unos afios se tiene conocimiento de la
capacidad de ciertas APC presentes en lamina propia de emitir prolongaciones celulares a través
del epitelio intestinal para captar, procesar y presentar de forma tolerogénica antigenos luminales.
Esta capacidad se atribuia a las DC por cuestiones estructurales, entre otras [123]. Sin embargo,
estudios mas recientes en virtud del patréon migratorio y perfil de expresion génica, atribuyen

dicha capacidad a los macrofagos localizados en ldmina propia [124].

Células dendriticas

Las células dendriticas constituyen el tipo celular con un mayor grado de especializacién en la
presentacion antigénica que se encuentra presente en las mucosas. Del mismo modo que ocurre
con los macrofagos, existe una gran heterogeneidad fenotipica y funcional dentro de las DC, de
modo que si atendemos a aquellas presentes en el bazo podremos encontrar infinidad de
subpoblaciones definidas en virtud de la presencia relativa de diferentes marcadores de superficie.
Sin embargo, las que se localizan especificamente en la ldmina propia de la mucosa intestinal,
pueden ser clasificadas de un modo mas sencillo e intuitivo basado en la expresién de CD103

(receptor para la e-cadherina), que describiré a continuacion.

DC de lamina propia CD103 - : este tipo estd clasicamente asociado a la instauracion y

mantenimiento de procesos inflamatorios crénicos en el contexto intestinal. Esto es asi porque se ha

descrito que cuando estas células encuentran PAMP procedentes de la luz intestinal y responden
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mediante sus PRR, producen cantidades significativas de citoquinas pro-inflamatorias como la
IL12, TNFa e IL6. Por tanto, cuando van a presentar el antigeno a una célula T virgen, ya sea en la
propia lamina propia o en los MLN, va a favorecer la polarizacién de esta hacia un fenotipo Thl o
Th17 [125] y la orientacidn de las células B hacia células plasmaticas productoras de sIgA [126]. Su
repoblacion constante se realiza a partir de monocitos circulantes Ly6C+ que se hacen residentes en

la lamina propia.

DC de ldmina propia CD103 + : al contrario que el tipo antes descrito, estas células ejercen un

papel inmunoregulador favoreciendo la tolerancia antigénica. Estan localizadas insertadas en el
seno del epitelio intestinal gracias precisamente a su expresion de CD103, siendo esa situacion
decisiva en su comportamiento funcional ya que son las células epiteliales y las células estromales
de ese entorno las encargadas de producir mediadores como el TGF, el RA, la prostaglandina E2 y
el TSLP, todos ellos esenciales junto con las sefiales derivadas de la interaccion célula-célula en la
induccién del comportamiento inmunotolerante que caracteriza a estas células [127, 128]. Ademas
de lo anterior, recientemente se ha descrito el decisivo papel que juega la adecuada sefalizacion del
factor de transcripcién f-catenina en la perpetuaciéon de dicha tolerancia [129, 130].
Independientemente de lo anterior, las DC de lamina propia CD103+ cuentan con la maquinaria
biosintética necesaria para la produccion de RA a partir de la vitamina A aportada por la dieta.
Esto es fundamental, porque hace que las células Treg que se generan por la accion de estas células
como APC, tras ser activadas, se localicen especificamente en la mucosa intestinal (gut homing)
ejerciendo su accion inmunomoduladora donde mas necesaria es esta. En lo referente a su origen,
derivan de precursores ya comprometidos con el linaje DC que llegan desde el torrente sanguineo
hasta la lamina propia. Su papel decisivo en la induccién de tolerancia inmunoldgica queda
patente atendiendo a los resultados de algunos trabajos que han puesto de manifiesto la practica

desaparicion de estas células durante el desarrollo de un proceso colitico agudo [131].

Células innatas linfoides

Las ILC comprenden un heterogéneo grupo celular del sistema inmune en general pero con
especial presencia y relevancia funcional en las mucosas tanto humana como murina, que
presentan dos caracteristicas basicas en comdn. En primer lugar, todas derivan de un precursor
linfoide compartido del cual se desarrollan no solo ellas, sino también las células B y T, siendo el
primer marcador de superficie especifico para el linaje ILC el CXCR6. Y en segundo lugar, la
carencia de cualquier tipo de receptor con especificidad clonal, es decir, no presentan ninguna
estructura andloga al TCR o al BCR de las células T y B, respectivamente. Es precisamente esta
segunda caracteristica la que determina su clasificacion dentro de los componentes celulares de la
inmunidad intestinal innata, a pesar de su naturaleza linfoide [132]. Funcionalmente ejercen un
papel relevante en procesos relacionados con la inmunidad inespecifica temprana mucosal, la
regulacion de la conexion de la respuesta inmune innata con la adaptativa, el desarrollo y
maduracién del GALT y principalmente en la induccién de la restitucion de los epitelios que

conforman las mucosas en las que residen [133, 134].

Clasicamente se clasifican en tres grupos, los cuales se diferencian esencialmente en el perfil de

produccién de citoquinas efectoras que las caracteriza.

ILC 1; este subtipo se caracteriza por la expresion del factor de transcripcion T-Bet y el

marcador de superficie NK1.1, el cual comparte con las células NK. Su perfil de citoquinas
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producidas es de tipo Thl, destacando el IFNy, cuya secrecion es estimulada por la recepcion de
citoquinas como IL12, IL21, IL15 e IL18 [135].

ILC 2; en este caso expresan preferentemente el factor de transcripcion GATAS3, el cual

determina su caracteristico perfil de citoquinas liberadas con el sello Th2, entre las que destacan la
IL4, IL5, IL13 y anfiregulina [136]. Los mediadores que estimulan dicha secrecion son la IL25, IL33

o el TSLP para los cuales presentan receptores especificos.

ILC 3; estas células se encuentran funcionalmente dirigidas por su caracteristica expresion del
factor de transcripcion RORyt. Mientras que los dos subtipos descritos arriba estan
preferentemente relacionados con la induccién de respuestas adaptativas de tipo Thl y Th2, las
ILC 3 estan orientadas hacia la regulacién de la homeostasis de los epitelios que revisten las
mucosas, siendo esto posible gracias a su capacidad para producir IL22, IL27 e IL17 con efecto

estimulador de la proliferacidn celular en dichos tejidos.

1.4. Sistema inmunitario adaptativo

La respuesta inmunitaria adaptativa se diferencia de la innata esencialmente en tres
caracteristicas, presenta un desarrollo mucho mas lento, esta focalizada en un antigeno especifico y

a nivel celular esta mediada por linfocitos By T.

1.4.1. Linfocitos T en el GALT

La gran mayoria de los linfocitos residentes en el GALT son linfocitos T TCRof+ CD4+
colaboradores virgenes (Th0), caracterizados por una total inmadurez que deriva de no haber
participado previamente en una sinapsis inmunoloégica. Ademas en el GALT hay un presencia
representativa de células T CD8+ citotdxicas, funcionalmente especializadas en la destruccion de
células del hospedador infectadas por virus. Estas, del mismo modo que se describe mas adelante
para las CD4+, requieren la presentacion del antigeno para el cual tienen especificidad antigénica
para activarse y madurar, pero con posterioridad a dicho evento no sufren un proceso de

polarizacion selectiva hacia un subtipo especifico como si ocurre en el caso de las CD4+.

Los linfocitos que se encuentran formando parte de los foliculos linfoides en el GALT, se sittan
precisamente ahi gracias a la expresién de marcadores de superficie como la L-selectina y el 04p7
(LPAM-1), los cuales interaccionan con ciertas moléculas expresadas en dichos 6rganos linfoides
secundarios como MadCAM1 y GlyCAMI. La activaciéon de estas células T requiere el
reconocimiento especifico del antigeno para el cual su TCR muestra reactividad inmunoldgica
especifica, para lo cual dicho antigeno debe ser presentado al TCR en el contexto de la molécula
principal de histocompatibilidad (MHCI para T CD8+ y MHCII para T CD4+) aportado por las
células APC, que a su vez expresan marcadores superficiales como el CD40 que ejercen funciones
de co-estimulacion. Aquellos linfocitos que no sufran la presentacion de su antigeno especifico
dejaran el érgano linfoide secundario via linfatica eferente, para seguir en su busqueda en otro
tejido. Los linfocitos T CD4+ inmaduros o ThO presentan una enorme plasticidad funcional, que se
refleja claramente en su capacidad de diferenciaciéon hacia los subtipos Thl, Th2, Thl7 y Treg,
dependiendo esencialmente del contexto inmunoldgico en general y los mediadores solubles en
particular que se encuentren presentes cuando se establece la sinapsis inmunologica. Pero dicha

plasticidad no es una caracteristica que estos linfocitos presenten exclusivamente mientras son
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inmaduras, sino que de forma contraria al concepto estanco e irreversible que se tenia sobre los
diferentes subtipos funcionales linfocitarios hasta hace muy poco tiempo, un linfocito ya
comprometido hacia un subtipo determinado puede evolucionar hacia otro si el entorno es el
adecuado desde un punto de vista inmunoldgico. De hecho, hoy en dia esta perfectamente descrita
la plasticidad bidireccional constante entre Th17 y Th1 [137, 138], entre Th17 y Th2 [139], e incluso
sorprendentemente, cierta plasticidad unidireccional desde Th17 hacia Treg [140, 141], siendo
todas ellas descritas atendiendo al perfil de citoquinas producidas y la expresion de factores de

transcripcion caracteristicos de cada subtipo.

El perfil de citoquinas preferentemente producidas por cada uno de los subtipos hacia los que
en general puede polarizar una célula T CD4+ CD62L+ inmadura (Th0), asi como los factores de

transcripcion que los definen, quedan esquematicamente reflejados en la Imagen 2.
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Imagen 2: Diferenciacién de los linfocitos T CD4

Como ya se ha comentado anteriormente, es la composicidn cuali/cuantitativa en los diferentes
mediadores solubles producidos por la APC la que determina el destino de los linfocitos T CD4
inmaduros hacia uno u otro subtipo [142]. Ademas, estos linfocitos activados en el GALT suelen
localizarse como linfocitos residentes en la mucosa intestinal, lo cual es funcionalmente 16gico pues
estas células han sido activadas de un modo antigeno-especifico con un antigeno originariamente
procedente de la luz intestinal. La impresion del sello de localizacion intestinal (gut homing)
caracterizado por la expresion en superficie de a4p7, L-selectina y el receptor de quimioquinas
CCRY, depende una vez mas del entorno que genere la APC durante la sinapsis inmunologica,
siendo en este sentido decisiva la liberacién por su parte de RA como ya se ha descrito en detalle

previamente.
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1.4.2. Linfocitos de lamina propia (LPL)

Las células que aparecen en la lamina propia son bastante diferentes de las que podemos
encontrar en un homogenado de GALT. Mientras que en el GALT hay una proporcién muy baja de
células plasmaticas y practicamente todo lo que encontramos son linfocitos T (CD3+) y B (CD19+)
en similar proporcion entre si, en la lamina propia podemos hacer una distincion entre el analisis
por FACs de células mononucleares pequefias y las relativamente grandes. Entre las pequefias en
torno a un 80% son linfocitos T con una proporcion 2:1 CD4:CD8, mientras que el resto son
linfocitos B no desarrollados. Pero al contrario de lo observado en el GALT, en la lamina propia
hay una presencia muy significativa de células de gran tamafo entre las cuales la inmensa mayoria

son células plasmaticas productoras de anticuerpos, principalmente sIgA [143, 144].

Los linfocitos T y células plasmaticas de lamina propia presentan dicha localizacién
intimamente asociada con la mucosa intestinal gracias a que presentan el ya descrito sello
superficial que implica el gut homing. En condiciones de homeostasis intestinal, estos linfocitos T
tienen muy escasa actividad proliferativa y un comportamiento anérgico, fendmeno que parece ser

decisivo en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica ante la carga antigénica luminal [145].

1.4.3. Linfocitos intraepiteliales (IEL)

La primera caracteristica llamativa de los IEL es que son casi exclusivamente linfocitos T, y a
diferencia de lo que ocurre en sangre periférica y en lamina propia, la mayoria expresan en su
superficie el antigeno CD8, lo cual parece estar relacionado con la mayor proximidad de estos al
medio externo, siendo en dicha localizacién muy necesaria la actividad citotoxica directa de estas

células.

Los IEL expresan TCRaf o TCRyd, llegando los segundos a alcanzar en muchas ocasiones hasta
el 60% del total de su representacion en el intestino delgado. Son células que ya estan
experimentadas en todo caso ante el reconocimiento antigénico, lo que implica que expresen
marcadores de activacion como CD44 y CD69. Ademads expresan CD103, lo que les permite

anclarse a la E-cadherina del epitelio, y CD8aa (thymus laeukemia antigen, TLA).

Los linfocitos intraepiteliales pueden ser clasificados de forma general como “naturales” o
“inducidos”. Los naturales son células que vienen definidas por la expresion de TCRaf o TCRyS, y
que han sido educadas a nivel antigénico en el timo, desde donde son dirigidas hacia su lugar de
residencia final en el epitelio intestinal. Ademas su carencia en cuanto a expresion de CD4 o CDS,
quizd la caracteristica mdas llamativa de estas células es que se dispone de un ntimero de ellas
determinado el cual no varia desde el momento del nacimiento hasta la muerte del hospedador,
siendo estas dirigidas hacia el epitelio por la expresiéon de E-cadherina en el tejido diana y un
gradiente de CCL25. Este grupo celular no requiere de activacion expresa de su TCR mediante
presentaciéon via MHC, por lo que pueden responder de forma auténoma a PAMP y proteinas no
procesadas, lo cual refleja un comportamiento innato destacable. Los IEL inducidos en el momento
del nacimiento representan un niimero muy reducido, pero con la exposicion de la mucosa del
individuo a antigenos microbianos y de la dieta se va produciendo la activacién y reclutamiento de
estos, de modo que paulatinamente la relacion naturales/inducidos va decantandose hacia los
segundos que con el transcurso de los afios terminan siendo mayoritarios, lo que justifica su

escasez en los ratones germ-free nacidos por cesdrea y mantenidos en condiciones de esterilidad.

64



INTRODUCCION

Los IEL inducidos son siempre TCRaf, pudiendo ser a su vez CD4 o CD8, aunque en estas células
se produce fendomenos de plasticidad muy interesantes en virtud de los cuales cierta proporcion de
células CD4 cambian dicha expresién por la de CD8. La activacion y reclutamiento se suele dar en
las placas de Peyer o en los MLN donde linfocitos T virgenes encuentran antigenos derivados de la
microbiota o la dieta, se activan, y de un modo dependiente de moléculas de adhesién y de
localizacion en mucosa (LFA-1, VLA-1, 04f7 y CCR9), terminan infiltrandose en el epitelio
intestinal [146].

Existen algunos trabajos que relacionan la hiperactivaciéon de IEL tanto naturales como
inducidos con la exacerbacién de algunos modelos experimentales de inflamacién intestinal, ya sea
por un excesiva actividad citotéxica local o por una elevada produccién de citoquinas
proinflamatorias, principalmente del sello Thl7. Esto parece logico teniendo en cuenta la
localizacion de estas células en la primera linea de exposicidn a los antigenos de la microbiota
intestinal, pero como se describe a continuacion, es esa precisa razén la que justifica el efecto
protector que diferentes subtipos linfocitarios incluidos dentro de los IEL presentan ante el
desarrollo de diversos modelos de colitis experimental y la homeostasis del epitelio intestinal en

general.

Los IEL naturales TCRyS en virtud de sus acciones regulando positivamente la produccion de
sIgA por parte de células plasmaticas y produciendo ellas mismas IL22 y KGF ante una agresion al
epitelio presentan un papel protector ante modelos de colitis experimental de tipo infeccioso [147,
148] o inducida por DSS [149, 150]. En cambio a las IEL naturales TCRaf3 CD8ao se les atribuye

una funcion relevante en la inmunovigilancia antitumoral en los epitelios mucosales.

Entre los IEL inducidos, la inmensa mayoria son TCRoaf CD8, pero es precisamente la
poblacién menos abundante (TCRaf CD4) la que parece tener un papel maés relevante en la
homeostasis intestinal manteniendo la competencia en la funcién de barrera epitelial. En los
enfermos con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que sufren una deplecion especifica
en las células CD4 en general, esta poblacion es practicamente eliminada y ello justifica al menos en
parte la enteropatologia acompafiada de significativa translocacién bacteriana que forma parte del

tipico cuadro clinico de estos pacientes [151].

1.4.4. Linfocitos B

Los linfocitos B en la mucosa intestinal requieren una activacién especifica dependiente de los
linfocitos T, la cual permite el cambio de isotipo hacia IgA, independientemente de la sefializacion
de PAMP sobre los TLR de la célula B inmadura que es la sefial primaria que promueve dicho
proceso [152, 153]. El subtipo linfocitario T folicular helper (Tfh) es decisivo para la maduracion y la
diferenciacion final de las células B de los centros germinales hacia células plasmaticas, siendo este
proceso especificamente regulado en la mucosa intestinal para conseguir la diferenciacion hacia
células plasmaticas especificamente productoras de IgA. Concretamente, es un subtipo de células
Th17 presentes en las placas de Peyer o en los ILF el que de un modo independiente de IL23, que
suele ser decisiva para la estimulacion funcional de estas células, y haciendo gala de una marcada
plasticidad, se polariza hacia Thf, colaborando de ese modo decisivamente en la induccion del
cambio de isotipo hacia IgA en las células B en el contexto intestinal [154, 155]. Una vez activada la
célula B y con el cambio de isotipo desarrollado, esta migra hacia MLN y finalmente desde alli va a

localizarse en su mayoria en la ldmina propia desde donde liberara la sIgA en direccion hacia la luz
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intestinal. Una vez que esa sIgA ha sido transportada por via transepitelial mediante
transportadores especificos hasta el lumen, esta actia como elemento inmunitario innato fijando y
neutralizando virus, bacterias y antigenos o toxinas derivados de estos, impidiendo su contacto con

la mucosa intestinal.
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2. MICROBIOTA

La microbiota residente en el tracto gastrointestinal humano esta compuesta por alrededor de
100 trillones de microorganismos, pudiendo llegar a suponer una parte representativa del peso del
hospedador de entre 1 y 2 kg, siendo la inmensa mayoria de naturaleza bacteriana, aunque haya
cierta representacion residual de algunos hongos eucariotas, virus y arqueas. Esa ingente cantidad
de bacterias se dispone en términos cuantitativos siguiendo un gradiente positivo hacia la zona
distal del tracto gastrointestinal, presentando ademads una gran heterogeneidad, de modo que
podemos encontrar representadas entre 300-1000 especies diferentes [156]. Hasta hace escasamente
dos décadas, el estudio de la microbiota intestinal desde un punto de vista cualitativo era muy
limitado debido a la imposibilidad de realizar un cultivo fiable de la mayoria de las bacterias
presentes en ella. Sin embargo, desde el desarrollo de la tecnologia de la pirosecuenciacién en masa
esta situacion ha sufrido un giro radical, ya que esta permite la identificacion de los diferentes filum
bacterianos presentes y conocer su abundancia relativa, en base a la especificidad de determinados
segmentos de la secuencia de genes conservados en todas las especies bacterianas, destacando el
uso en ese sentido del 165 rRNA bacteriano [157, 158]. A raiz del florecimiento de este tipo de
estudios, apareci6 el concepto de microbioma, con el cual hoy en dia se estda muy familiarizado en
el campo de la gastroenterologia clinica y experimental, asi como en otros campos de la medicina
dada la creciente relevancia que la microbiota intestinal esta adquiriendo en desérdenes de muy

diferente naturaleza como se describira mas adelante.

Logicamente la primera reflexiéon que surge es la razén por la cual el organismo permite la
colonizacidn bacteriana de su tracto gastrointestinal, teniendo en cuenta lo complejo y costoso del
sistema inmunitario que debe disponer en dicho entorno para evitar precisamente la translocacién
y el acceso de dicha microbiota o sus determinantes antigénicos al interior del hospedador. La
respuesta a esta cuestion reside en algunos de los conceptos que a continuacion se citan. En
general, las bacterias que componen la microbiota son en su mayoria de caracter comensal, aunque
siempre hay cierta representacion de bacterias patogenas e indeseables cuya abundancia relativa es
minima precisamente gracias a la presiéon que ejercen las comensales limitando el espacio y
recursos que estas ultimas tienen disponible para su desarrollo y proliferaciéon por un mecanismo
de competencia. El caso mejor descrito de este tipo de relacion es la restriccion del desarrollo de la
bacterias patogenas Clostridium difficile y Salmonella [159] por parte de las bacterias comensales en
condiciones normales, y como ante la aplicacion de algunas terapias con antibiéticos via oral estas
bacterias comensales se ven especificamente deplecionadas y ello permite el desarrollo
descontrolado de las patdgenas. Independientemente de lo anterior, las bacterias comensales
establecen una relacion de simbiosis con el hospedador, ya que por un lado aprovechan el entorno
favorable y rico en nutrientes que supone el tracto gastrointestinal, mientras que por el otro son
imprescindibles en el aporte de algunos nutrientes esenciales para el hospedador como la vitamina
K o vitamina B12 y generan como producto de sus procesos fermentativos sustancias como el
butirato o propionato que presentan efectos relevantes y bien caracterizados favoreciendo la
proliferaciéon y maduracion del epitelio intestinal. Otro efecto beneficioso bien descrito de la
microbiota sobre el intestino deriva del contacto directo de las bacterias con las células epiteliales
de la mucosa intestinal, del cual depende directamente la expresion del repertorio enzimatico

esencial en la funcion digestiva que estas células expresan en su borde apical [160].
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De forma general se asume que la colonizacién microbiana del tracto gastrointestinal se da en el
momento del nacimiento, siendo durante las primeras horas de vida cuando adquiere la mayor
parte de la diversidad bacteriana con la que contara el individuo durante su vida. Sin embargo,
estudios recientes han puesto de manifiesto la presencia de cierta microbiota en el meconio
recogido en condiciones de esterilidad, presentando esta un perfil cualitativo muy diferente al de la
que se adquiere tras el nacimiento, lo que pone en cuestién el dogma hasta hace poco establecido
segtin el cual el feto se desarrollaba en condiciones de estricta esterilidad [161, 162]. Se conoce muy
poco acerca de la procedencia y relevancia funcional de estas bacterias que generan el llamado
“microbioma fetal”, pero hay estudios que apuntan a que deben acceder a la placenta procedentes
de un fendmeno de translocacion bacteriana constitutiva en el entorno mesentérico materno [163,
164], y que funcionalmente deben colaborar con el proceso de maduracion intestinal intrauterino.
En cualquier caso, la adquisicion temprana de la microbiota intestinal tiene un papel relevante en
el normal desarrollo estructural y funcional del GALT, asi como en la inducciéon de maduracién de
las poblaciones celulares que lo componen. Ademas se le atribuye un papel pro-angiogénico de
tipo indirecto en la medida que su sefializacién sobre los PRR de las células de Paneth estimula en
estas la liberacién de ciertos mediadores solubles con dicho efecto [165], siendo esto relevante en la

maduracién del propio epitelio intestinal.

La microbiota intestinal sufre una evolucién en su composicion cualitativa a lo largo de la vida
del hospedador. De este modo, mientras que en el momento de la colonizacién durante las
primeras horas de vida esta estd muy enriquecida en anaerobios estrictos como Bacteriodes y
Bifidobacterium spp., esta situaciéon va evolucionando paulatinamente con un enriquecimiento
relativo en Firmicutes y Bacterioidetes [156] que son las predominantes en la luz intestinal de un
adulto, hasta que entre los 3-5 afios de vida el hospedador, este cuenta con una microbiota

plenamente desarrollada en términos cuanti-cualitativos.

En los ultimos afos se ha atribuido a la microbiota intestinal una gran relevancia dificil de
imaginar hace poco tiempo, sobre la instauracion y desarrollo de muchas patologias de caracter no
infeccioso y de etiologia muy diversa. Independientemente de la EIl y el cdncer colorectal (CRC)
cuyo caso sera descrito en detalle mas adelante, entre los desérdenes que se asocian al menos de
forma parcial con una disbiosis intestinal destacan: el sindrome metabdlico, en el que se ha
demostrado que el trasplante de la microbiota de animales obesos sobre animales libres de
gérmenes los predispone a desarrollar dicho desorden [166]; el sindrome de intestino irritable, la
aterosclerosis, la artritis reumatoide, la espondilitis anquilosante, el desarrollo de procesos
alérgicos (relacionados con la denominada “teoria de la higiene”) [167], e incluso alteraciones de

indole psiquiatrica como la depresion, el estrés o incluso el autismo [168].

En referencia al caso del CRC, en efecto la sefializacion de los determinantes antigénicos
derivados algunos géneros bacterianos como Fusobacterium y Escherichia parecen ser decisivos, por
un lado en la generacién de un estado inflamatorio subyacente que favorece la génesis de las
células epiteliales transformadas en un principio, y por otro en el aporte de sefiales favorecedoras
de la proliferacion de estas y de la angiogénesis asociada [169]. Estas observaciones se ven
apoyadas con otro trabajo que muestra como la microbiota disbiotica generada con dieta rica en
grasa, favorece el desarrollo de CRC experimental de un modo independiente de la obesidad en si

misma [170].
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La presencia de la microbiota intestinal no es imprescindible para la supervivencia del
individuo, lo cual ha sido constatado mediante la generacién de ratones nacidos por cesarea y
mantenidos bajo condiciones de esterilidad en aislador. Estos son perfectamente viables, pero al
mismo tiempo muestran ciertas alteraciones a diversos niveles, aunque centrando la atencion en el
tracto gastrointestinal se observan alteraciones relacionadas esencialmente con la maduracién y
actividad proliferativa del epitelio intestinal, con un menor grado de desarrollo estructural del
GALT y sobre todo con una menor maduraciéon y competencia inmunitaria de las células que se
localizan en dichas estructuras. Entre el sistema inmunitario gastrointestinal y la microbiota
presente en la luz del mismo se establece un dialogo bidireccional, para cuyo establecimiento es
necesaria la presencia en las células del hospedador de un sistema receptorial que permita integrar
la sefiales procedentes de las bacterias y sus determinantes antigénicos. El conjunto de estos

receptores y sus diferentes tipos, se describen detalladamente en el siguiente apartado.

2.1. Receptores de reconocimiento de patégenos

El establecimiento de una comunicacion estrechamente regulada entre la microbiota intestinal y
las células con funcién inmunolégica del hospedador resulta esencial para afrontar con
perspectivas de éxito el reto que supone, por un lado, mantener un comportamiento tolerante
frente a las bacterias comensales y, por el otro, la capacidad de generar respuestas inmunes lo
suficientemente robustas como para eliminar los microorganismos patdgenos, sin que esto tltimo
de lugar a un proceso inflamatorio descontrolado desencadenante de una patologia de caracter
cronico. En este proceso el sistema inmune innato es mucho mas relevante que el adaptativo. Esto
es asi porque las células del sistema inmune innato suponen la primera linea de defensa en la
mucosa intestinal, de modo que van a ser las primeras en detectar los microorganismos invasores,
independientemente de que de forma secundaria se pueda desencadenar una vertiente adaptativa
durante la respuesta del hospedador. El sistema receptorial del que hace uso preferentemente el
sistema inmune innato para la deteccion de microorganismos o de productos derivados de ellos,
recibe el nombre de receptores de reconocimiento de patdégenos (PRR). Por tanto, estos PRR estaran
ampliamente distribuidos entre las células epiteliales intestinales, macrofagos, DC, ILC, células NK
y neutrofilos, aunque del mismo modo hay cierta expresién pero de menor grado de algunos de
ellos en células pertenecientes a la inmunidad adaptativa, como células T [171] y células B [153]
residentes en el GALT.

Los PRR reconocen diferentes PAMP altamente conservados a nivel evolutivo, de forma que
con un repertorio bastante limitado de PRR el sistema inmune intestinal innato es capaz de
reconocer a la practica totalidad de microorganismos que puede encontrar provenientes de la luz
intestinal. Ademas los PRR tienen la capacidad de reconocer a algunas alarminas (DAMP), siendo
un ejemplo destacado la calprotectina. Dado que los PAMP estan presentes por igual en los
microorganismos comensales y en los patdgenos, para ser mdas precisos deberiamos hablar de
patrones moleculares asociados a microbios (MAMP), puesto que la mayor parte de este dialogo
cruzado que estamos describiendo se establece con bacterias comensales beneficiosas y en

condiciones de homeostasis intestinal [172].

En general, la estimulacion de los PRR implica la activacién de diversas cascadas de
senalizacion que van a terminar provocando liberacién de citoquinas pro-inflamatorias o de

péptidos antimicrobianos, en funcién del tipo celular en cuestién [74]. Los PRR se clasifican de
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forma general en tres familias; toll-like receptors (TLR), nucleotide binding oligomerisation domain-like

receptors (NLR) y retinoic acid induced-like receptors (RLR).

2.1.2. Toll-like receptors (TLR)

Los TLR son proteinas transmembrana de tipo I, presentes en macrofagos, DC, células
epiteliales, células endoteliales, células estromales, e incluso en algunas células T y B.
Estructuralmente presentan una regién extracelular que contiene repeticiones ricas en leucina
(LRR) que le confieren la especificidad por el ligando, y una regién intracelular denominada
dominio TIR (debido a su similitud con la familia de receptores de la IL1), que se encarga de
desencadenar la cascada de transduccion de senal a nivel intracelular [173]. Una vez unido el
ligando, se produce generalmente una homodimerizacién del receptor de modo que los dominios
TIR contactan entre si, lo cual constituye la sefial que determina la unién de los complejos de
proteinas adaptadoras. Todos los TLR, con la tinica excepcién del TLR3, utilizan como proteina
adaptadora a MyD88, formando esta parte de un complejo que estara formado por la asociacion de
algunas de las siguientes proteinas; TIRAP, TRIF, TRAM, SARM, cuya combinacion relativa sera
una u otra en funcién del TLR considerado. Como se puede observar en la Imagen 3, tras el
reclutamiento de las proteinas adaptadoras se activa en la mayoria de los casos la ruta canénica de
nuclear factor kB (NF-«B) y las mitogen activated protein kinases (MAPK) en ambos casos de forma
dependiente de la proteina TAK1, proceso que sera descrito en detalle mas adelante, o bien la ruta
alternativa dependiente de la proteina TRAF family member-associated NF-xB activator binding kinase-
1 (TBK1) la cual utiliza como factor de transcripcion a interferon regulatory transcription factor (IRF3)

y estimula la sintesis de interferones de tipo I (IFNa e IFNf) [174].

— —

— : TLR4 > TLR2
: = : = =
‘ %ILHS \ < = = 5%
( Endosome SRS
@5:RAP> AP
] e Grip) @yoss - <MVD@
TRIF) (RAKS

ﬁRAFS‘j’t{_ Larly phase

Cytoplasm - s : q__Fl/iFé\Ub
@RAFD EER, e — <m<>
S \/ nNEMS' v
(\Fﬁg‘j °®, . /Lf{l\% d MAPKs

Il Degrddahon % T
L,anomcal AP-1
pathway P
RF

— g
RF3 @5 Cl)l & //
: - /
"',‘ l > A _

» Inflammatory

cytokine
elaﬂmﬁpzﬁn naaan oenes

» IFNJ
% viga @R inann

TRENDS in Molacular Medicine

Nucleus

Imagen 3: Ruta de sefializacién intracelular de los TLR

70



INTRODUCCION

Tabla 3: Patrén de expresion de TLR y sus ligandos

TLREI Ligandos@ Célulask Localizacion@elular@
TLR1/20 Lipopéptidotbacteriano MayoriaBldeRlasi células@lincluyendod  Membranalblasmatical
Proteinas@rocedentesttleBbrotozoostparasitosA TRruzitlc52,8  células@lendriticas®AECE
profillin)@
TLRER Lipoproteinas® bacterianas/lipopeptidos,@ peptidoglicanos,@  1EC,Bcélulas? de@Paneth,Bleucocitos?  MembranaBlasmaticall
acidotlipotecoico,Borinasgzimosanz mononucleares® periféricos, 2 células?
Proteinas@iricas@structuralesgLipoarabinomanano)a dendriticas,@nonocitosf@élulasaa
Lipidostbrocedentes@ehelmintosk
Componentes@ledaaredelular@ethongosi
HSP60BHSP70,BHSPI6EHMGB1, BacidobhialurdnicoRteltaracter
enddgenol
TLRBE ARN@irico, ARNmPoly(1:C),Poly(l:C,,U)a |EC,Btélulasktendriticas,EtélulastNKB/@  Endosomas?
RNAm@nddgenot célulastrm
TLRER Lipopolisacaridod |EC,BcélulasBdeBPaneth,Amacréfagos,@  MembranaBblasmatical
proteinas@e@nvolturaiiricas® células@endriticasy@élulasta
Protozoostarasitosi
Glicoinositolfofolipidosa (Trypanosoma®
Componentes@iefaiaredelular@ethongos?
HSP22,HSP60,HSP70,HSP96,HMGB, defensina B,dominiofAZ
dePatfibronectina,Bcidobhialuronico,Bulfatoftietheparina 2
fibrindgeno,Broteina@Bulfactantel
TLRBER Flagelinal IEC,AcélulasBdeBPaneth,Amonocitos,@  Membranalblasmatical
célulask dendriticas, @ célulasl NK@ y&
célulastrm
TLR6/TLR2 Lipopéptidos?  bacterianos,@  écidol |EC,PlaltaBlexpresion@endcélulasdBAyd  MembranaBlasmatical
ModulinaBoluble®nenol Zimosan células@lendriticas,Baja@xpresion@ni
monocitosHANKE
TLR@A ARN@etadenaBimple@erigeniricol IEC,@células? B, célulasBdendriticas,@  Endolisosomal
ARN@nddgeno? monocitosH&élulasam
TLR®EA ARN@leadenaBimple@edrigendiricold IEC,@monocitos,Acélulasidendriticas,@  Endolisosomat
ARNE:nddgenod célulasNKy®élulasETm
TLRBE motivoseCpGehofnetiladosBprocedentesiletbacterias,Mirusi?  |IECA Célulask dell Paneth,@ células® Endolisosomas? y@l
protozoostarasitosd dendriticas,@ célulasi BE @ leucocitos®  membranabplasmatical
Hemozoina® procedente® de@ protozoos® pardsitos® mononuclearesi periféricos,
(Plasmodium)@ macrofagos,AcélulasENKBRyZcélulasd
oligodesoxinucledtidostCpGEnddgenosa microglialesd
TLRALOZ Desconocido,Bodriadnteraccionar@on@LR2FEALR1A Células® B, célulasd dendriticas,@ Intracelular
monocitosHEélulasa
TLRAL1E Superficie®elular@eacteriasliropatogénicas, Membranalasmatical
Moléculasitipo@rofilina@iefToxoplasmafondiid
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Hasta la fecha han sido descritos en el ser humano 11 receptores pertenecientes a la familia de
los TLR, descritos todos ellos en detalle en la Tabla 3. Estos reconocen a PAMP procedentes de

bacterias pero también a otros presentes en virus, hongos o protozoos [175].

En el tracto gastrointestinal de un organismo con una microbiota intacta, las células que poseen
estos TLR (principalmente las células epiteliales intestinales en este caso) estan en un contacto
intimo y continuo con los ligandos para estos receptores procedentes de la microbiota intestinal.
Sin embargo, estas células no responden iniciando una respuesta inflamatoria como se podria
esperar atendiendo a las consecuencias de la activacion de TLR antes descritas, sino que en
condiciones de homeostasis intestinal muestran un comportamiento tolerante hacia dichas sefiales
[176]. Esa tolerancia inmunoldgica que se traduce en una sefalizacion de perfil bajo en los TLR no
es Obice para que dicha percepcion de los antigenos luminales sea aprovechada para, por un lado,
mantener la homeostasis epitelial en cuanto a su estado proliferativo y su capacidad de restitucion
ante una posible agresion, asi como el mantenimiento de una adecuada expresion de proteinas de
union estrecha, péptidos antimicrobianos y la producciéon de quimioquinas (CXCL1/KC o MCP1), y
por el otro, para aportar una estimulacion sutil pero constante sobre los elementos celulares del
sistema inmune innato mucosal que se mantienen asi mucho mas preparados para combatir una
posible agresion que si esta sefializacion no existiera. También la competencia de la vertiente
adaptativa se ve favorecida por dicha sefializacion, al ser decisiva en la produccion de sIgA como

ya se ha comentado.

Otro aspecto que ilustra muy bien el delicado equilibrio que en condiciones homeostaticas
controla la sefalizacion de los TLR en las células epiteliales intestinales es la expresion especifica
de algunos de ellos en un extremo concreto de la estructura polarizada de las mismas, siendo la
consecuencia de su sefializacion radicalmente opuesta en funcién de su localizacion [74]. Asi, el
TLR5 se expresa unicamente en la cara basolateral de estas células, lo que implica su respuesta
exclusiva ante bacterias que ya han atravesado la barrera epitelial. Esto justifica el hecho de que la
flagelina carezca de efecto alguno al ser administrada a animales sanos, alcanzando solo el TLR5
cuando el epitelio esta desorganizado como ocurre en la colitis inducida por DSS, aportando en ese
caso un beneficio desde el punto de vista de la evolucién del proceso inflamatorio en el animal
dado que los ratones TLR5 knock out son mas susceptibles a este modelo [177]. Otro caso curioso es
el del TLR9Y, el cual se expresa en las caras apical y basolateral por igual, pero al encontrar a su
ligando responde de un modo tolerante en el primer caso e inflamatorio en el segundo,
estableciéndose una relacion de tolerancia cruzada [178]. Los dos ejemplos citados se encuentran
insertados en la membrana celular, pero algunos de estos receptores, por ejemplo TLR3 y TLR?,
presentan localizacion intracelular (endosomas), lo cual es funcionalmente logico teniendo en
cuenta que reconocen PAMP de naturaleza viral. En general, estas respuestas con una consecuencia
divergente en funcién de la localizaciéon del TLR dentro de la estructura polarizada de una células
epiteliales intestinales, estan en consonancia con la idea de que el reconocimiento de un PAMP por
un TLR solo debe dar lugar a una respuesta inflamatoria potencialmente perniciosa, cuando este es
reconocido en un lugar que implica un compromiso en la barrera epitelial y por tanto es necesario

construir una respuesta inmunoldgica efectora de forma inmediata.

Finalmente, cabe destacar que la expresion de los TLR no es estatica, sino que sufre
modificaciones en el caso de desarrollarse un proceso inflamatorio en la mucosa intestinal. En este

sentido, el caso mas estudiado es el de los receptores TLR2 y TLR4, los cuales en condiciones
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normales presentan un bajo perfil de expresion en el colon humano, viéndose este incrementado al
parecer preferentemente en el borde apical de las células epiteliales intestinales en pacientes con
enfermedad de Crohn (EC), pero no en el caso de la colitis ulcerosa (CU) [179], lo cual parece 16gico
atendiendo a que este fenémeno depende fundamentalmente de la senalizaciéon de TNFa e IFNy
[180]. Este fendmeno se da del mismo modo en los macrofagos de lamina propia de pacientes tanto
con EC como con CU. Este aumento de la expresiéon de muchos de los TLR al desarrollarse una
proceso inflamatorio, descrito a nivel clinico pero también en los modelos de colitis experimental,
invita a pensar en un tedrico papel conductor del proceso inflamatorio, y por tanto patogénico,
para estos receptores. Sin embargo, al aplicar el modelo de colitis inducida por DSS a ratones knock
out totales o condicionales en células epiteliales intestinales para diferentes TLR, se ha observado
que estos son en general mas susceptibles a la induccién de colitis. Este papel protector ha sido
constatado por algunos TLR, como TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9 [181]. Si bien el papel de estos
receptores esta esencialmente relacionado con la inmunidad innata intestinal, recientemente ha
sido descrito el papel relevante que el TLR2 juega en el normal funcionamiento del sistema
nervioso entérico, y la relaciéon de este fenomeno con la mayor susceptibilidad de estos animales a
la colitis por DSS [182, 183]. Por tanto, no es descartable que en los préximos afios vayan saliendo a

la luz nuevas implicaciones funcionalmente relevantes de los TLR en la homeostasis intestinal.

2.1.3. Nucleotide binding oligomerization domain-like receptors (NLR)

Los NLR comprenden una gran familia de PRR que tienen en comtn un dominio conservado
denominado nucleotide oligomerisation domain. A nivel estructural, estos receptores cuentan con (1)
una regién de unién efectora N-terminal que presenta dominios de unién proteina-proteina,
pudiendo ser estos, caspase recruitment domain (CARD), pyrin domain (PYR) y baculovirus inhibitor
repeat domain (BIR); (2) un dominio de localizacién intermedia imprescindible para la
oligomerizacion receptorial (NOD); (3) una regiéon C-terminal que ostenta la especificidad
antigénica, LRR. En funcion del tipo de dominio N-terminal que esté presente, se establecen las tres

subfamilias existentes dentro de los NLR.

En ausencia de ligando, el dominio LRR se encuentra plegado sobre el NOD, de forma que se
genera un impedimento estérico sobre la tendencia automatica de este ultimo a realizar un proceso
de auto-oligomerizacion y la consecuente activacion del NLR. En cambio, cuando un ligando se
une a LRR se genera un cambio conformacional que permite la oligomerizacion antes descrita.
Cuando esto ocurre, los dominios N-terminal exponen sus secuencias que permiten el
reclutamiento de proteinas que compartan con ellas los dominios CARD o PYR [184]. En funcién
del tipo de dominio N-terminal podremos distinguir dos subgrupos dentro de los NLR. Los NOD
que presentan dicho dominio de tipo CARD, y los NALP que lo presentan tipo PYR. De ahora en
adelante serdn descritos inicamente los NOD, debido al profundo conocimiento que hoy en dia se
tiene de ellos y sobre todo a la asociacion que se ha descrito entre mutaciones puntuales que
afectan a sus genes codificantes y una mayor susceptibilidad al desarrollo de EII, aunque existen
estudios en ratones que han levantado cierta controversia sobre el papel de este receptor en la

homeostasis intestinal, como se detallara mas adelante.

Los receptores NOD1 y NOD2 reconocen como ligandos especificos a moléculas de origen
bacteriano que se generan durante la sintesis y/o degradacion del peptidoglicano (PGN), de modo

que mientras que NODI reconoce al dipéptido A-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid, NOD2 es
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activado por muramildipéptido (MDP) [185]. El reconocimiento de estos ligandos induce el
reclutamiento de la receptor-interacting serine/threonine kinase (RICK), mediante interaccion
homotipica mediada por dominios CARD presentes en esta proteina y en el dominio N-terminal
del receptor en cuestién. A continuacion, RICK media la ubiquitinaciéon de NEMO, la cual al ser
degradada permite la activacion del complejo IKK formado las subunidades a y B, provocando la
consecuente fosforilacion de IxkBa (Imagen 4). De forma alternativa RICK puede activar a TAKI. De
ambas formas se descarga la cascada de sefializacion canoénica de NF-kB, aunque la colaboracion
de TAK1 implica la activaciéon paralela de la ruta de las MAPK que termina por inducir la

translocacion a nticleo del factor de transcripciéon AP1.
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Imagen 4: Sefializaciéon de NOD1 y NOD2

De un modo paralelo a lo anteriormente descrito, NOD1 y NOD2 inducen el reclutamiento de
RICK, el cual tiene la capacidad de unirse con la proteina adaptadora TRAF3. Esta proteina activa a
la quinasa TBK1, que a su vez fosforila a los factores de transcripcion IRE3 e IRF7, los caules ante
dicha sefial homo o heterodimerizan y traslocan al niicleo donde van a inducir la expresién de
inteferones de tipo I (principalmente IFNB) mediante la interaccion con los llamados I[FN-stimulated
response elements (ISRE) (Imagen 4). Dado que estos interferones de tipo I son esenciales en la
inmunidad de caracter citotoxico que permite la destrucciéon de las células infectadas por virus, es
légico pensar que esta vertiente de la senalizacion de estos receptores es funcionalmente mas

relevante si cabe que la anterior al tratarse de receptores de localizacién intracelular [186].

Dado el papel relevante que se atribuye a NOD1 y NOD2 en el control de la inmunidad innata
de la mucosa intestinal, diversos modelos de colitis experimental han sido realizados en animales
carentes de estos receptores. Estos estudios muestran como los ratones NOD1 KO, pero sobre todo
los NOD2 KO, son mas susceptibles a la colitis inducida por DSS y por 4cido
trinitrobencenosulfénico (TNBS). La peor evolucion de la colitis experimental en estos animales se

asocia a una mayor translocaciéon bacteriana, derivada de una pérdida de competencia en la
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funcién de barrera intestinal, la cual se caracteriza por una menor expresion de Reg3y y una mayor

permeabilidad paracelular [187].

2.1.4. Retinoic acid induced-like receptors (RLR)

Los acidos nucleicos son uno de los tipos de PAMP de mayor tamafo y con mayor
representacion relativa en la microbiota intestinal. Independientemente de los acidos nucleicos de
origen microbiano, las células eucariotas también lo contienen, siendo necesaria la localizacién de
los PRR orientados al reconocimiento de estos en estructuras especificas en el interior celular,
denominadas endosomas. En los endosomas se localizan PRR como por un lado TLR3, 7, 8 y 9, que
reconocen RNA y DNA microbiano, mientras que en el propio citosol se encuentran RIG-I
(representante principal de los RLR), MDA5 y LGP2, todos ellos con capacacidad para reconocer a
RNA de doble cadena (dsRNA) [188]. La significancia bioldgica de estos receptores deriva de la
existencia de particulas virales con capacidad para inyectar este tipo de RNA en la célula
hospedadora. De ahora en adelante y para tratar de simplificar, me centraré en la descripciéon

exclusiva de RIG-], al ser el ejemplo mas representativo de este grupo receptorial.

A nivel estructural, RIG-I presenta una distribucion tal como la que se describe a continuacion:
(1) en el extremo N-terminal presenta un dominio rico en CARD, analogo a los ya descritos
anteriormente en el apartado de los NLR; (2) un dominio intermedio denominado DExD/H-box
helicase (formado por las proteinas Hell, Hel2 y Hel2i); (3) un extremo C-terminal (CTD). Desde el
punto de vista funcional, en ausencia de ligando, RIG-I se encuentra plegado sobre si mismo, pero
la unién del dsRNA (< 300 pb), sobre el dominio que contiene helicasa o al CTD, implica la
exposicion de los restos CARD del dominio N-terminal y el reclutamiento sobre este de la proteina
adaptadora mitochondrial-antiviral signaling protein (MAVS) [189, 190]. Esta proteina, una vez que
polimeriza, tiene una gran capacidad de amplificacion de la sefial iniciada en un principio por RIG-
I [191]. Una vez acontecida la asociacion de filamentos de MAVS, generando el polimero activo en
la membrana mitocondrial, esta realiza la activacion mediante un proceso de fosforilacion de la
proteina TBK1 y del complejo IKKa/p antes citados. Estos van a desencadenar la activacion de la
cascada de los interferones de tipo I y la candnica de NF-«xB, respectivamente [192], las cuales
desembocan en toda una serie de respuestas a nivel celular encaminadas a la lucha contra la
infeccion viral detectada. Al mismo tiempo, el complejo multimérico de MAVS precisamente al
establecerse en la membrana de la mitocondria, genera una reordenacion de esta que conlleva la
pérdida del potencial de membrana y la muerte de la célula que en un principio el virus trataba de
parasitar [193]. La relevancia inmunoldgica en la contencién practica de los virus presentes en la
luz intestinal, quedo patente al ponerse de manifiesto que los ratones con delecion especifica en el
receptor RIG-I, desarrollaban un biolégicamente significativo proceso inflamatorio intestinal de

una forma espontdnea [181].

Segtin lo anterior, la formacion del complejo multimérico de MAVS es el eje sobre el que pivota
toda esta respuesta inmunitaria antiviral de caracter innato. Por tanto, no resulta extrafio que
muchos virus hayan desarrollado estrategias para evadir esta respuesta inmunolégica, las cuales se
centran en impedir mediante la produccion de proteasas especificas, la normal polimerizacion del
complejo proteico MAVS antes citado [194, 195].
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2.1.5. Inflamasomas

Los inflamasomas son unos complejos multimoleculares formados por varias proteinas, que se
encargan de la activacién de la enzima proteolitica caspasa-1. Dicha activacién es imprescindible
para el procesamiento de los precursores inactivos de la IL1f y la IL18 (pro-IL1B y pro-IL18), lo que
la convierte en una proteina muy importante para la liberacién a la periferia de las formas
bioldgicamente activas de estas citoquinas, siendo estas muy relevantes en la vertiente adaptativa

del sistema inmunolégico del hospedador.

Actualmente estan descritos cuatro tipos de inflamasoma diferentes, cuya nomenclatura deriva
del nombre de la proteina que actiia como eje central sobre el que se asocian el resto de proteinas
que lo conforman. De este modo, tres de ellos utilizan un NLR como proteina principal, siendo
estos los inflamasomas NLRP1, NLRP3 y NLRC4, mientras que el cuarto utiliza a la proteina absent
in melanoma 2 (AIM2) [196].

La enorme diversidad de PAMP que son capaces de activar un inflamasoma (RNA bacteriano,
MDP, LPS...), implica que ello no depende de la especificidad antigénica de su proteina principal
(por ejemplo NLRP3), y por tanto que el mecanismo de activacion de estos debe ser mas complejo y
probablemente implicando dos fases bien diferenciadas. Aunque atin hoy en dia no se conoce a
ciencia cierta el mecanismo que conduce dicha activacién, la teoria mas aceptada para el mads
conocido de ellos, el NLRP3 es la siguiente. En principio se establece la primera fase que recibe el
nombre de “priming”, en la cual intervienen moléculas capaces de estimular a TLR, NOD1, NOD2 o
al receptor de TNF; en definitiva, estimulos capaces de desencadenar la cascada candnica de NF-
kB. Este proceso de pre-activacion es estrictamente dependiente de proteinas implicadas en ella
como MyD88 e IRAKI, aunque de un modo dependiente e independiente de la transcripcion,
respectivamente [197, 198]. Como consecuencia de la accion de este factor de transcripcidn se
estimula la sintesis de novo de NLRP3, pro-IL1p y pro-IL18, cuya expresion en condiciones basales
es demasiado baja como para que se pudiera producir una estimulacion directa y funcionalmente
relevante del inflamasoma NLRP3 [199-201]. Uno de los inhibidores mejor descritos de esta
activacion es el micro-RNA 223 [202], que tiene como diana el RNA mensajero codificante para
NLRP3. Una vez se ha dado esta fase de “priming”, se produce la activacion propiamente dicha del
complejo proteico, orientada a la activacion de la caspasa-1 y la digestion de los precursores antes
citados, dando lugar a las formas activas de IL1B e IL18. El estimulo desencadenante de este
proceso aun es desconocido, aunque existen sospechas sobre el ATP actuando sobre el receptor
purinérgico P2X7R, asi como sobre algunas moléculas cristalinas de aluminio o silicio que lo

podrian hacer tras ser fagocitados por la propia célula en cuestion [203].

Para terminar, es interesante reseflar que la necesidad de dos estimulos potentes,
independientes y necesariamente simultaneos para la completa activacién de los inflamasomas,
supone en si mismo un relevante mecanismo de control que limita el desarrollo de respuesta

inflamatorias potencialmente dafinas para el hospedador, sin que estas estén justificadas.

2.1.6. C-type lectin receptors (CLR)

Los CLR son expresados esencialmente en la membrana celular de células de naturaleza
mieloide, destacando monocitos, macréfagos y DC, asi como en granulocitos. Los ligandos que se

unen a estos receptores son generalmente restos de carbohidratos procedentes de la microbiota
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intestinal, aunque también pueden tener origen en el propio hospedador o su dieta [204]. Algunos
como dectin-1 y dectin-2 reconocen a ligandos de naturaleza microbiana, como el B-glucano y la
manosa unida a lipoarabinomanano, lo que les permite intervenir en las respuestas inmunes de
tipo antifungico y ser considerados PRR en el sentido original del término. Por otro lado, otros
como Lox-1 y DNGR1 responden ante ligandos derivados del propio hospedador, como alarminas

y restos de cuerpos apoptoticos.

Algunos de estos receptores tienen la curiosa capacidad de, tras captar el ligando endégeno en
la superficie celular, de un modo directo y sin mediar proceso molecular alguno de sefializacién
intracelular, internalizar dicho antigeno y dirigirlo hacia la maquinaria de procesamiento y

presentacién antigénica en el caso de que estemos hablando de una APC [205].

Un ejemplo bastante representativo de este grupo receptorial es dectin-1. Este receptor utiliza
para su sefializacion intracelular una proteina adaptadora con motivos ITAM tipo hem. Estos
mediante un proceso de fosforilacion activan a la proteina adaptadora secundaria spleen tyrosine
kinase (SYK), la cual actiia como centro de la sefializacién, pues desde ella se va a producir la
activacidn de sefializaciones efectoras tan diferentes como la ruta candnica de NF-kB, la cascada de
las MAPK, la activacion del nuclear factor for activated T cells (NFAT) e incluso parece colaborar con
la activacion final del inflamasoma NLRP3 de un modo dependiente de la generacién previa de
especies reactivas de oxigeno. Lo mas interesante del modo de sefializacién intracelular que utiliza
dectin-1 tras unirse a su PAMP especifico, el B-glucano, es que en ultima instancia termina por
activar la practica totalidad de los mecanismos de sefalizacion celular que usan los PRR descritos
con anterioridad, lo cual es fiel reflejo del alto grado de interconexioén, en muchos casos con
resultado sinérgico, que presentan estos receptores implicados en el reconocimiento de la

microbiota intestinal [206].

2.1.7. Otros receptores relevantes en la inmunidad innata, ajenos a los
PRR

Receptores purinérgicos: este grupo receptorial tiene como ligandos a nuclétidos (destacando el

ATP). Tanto en la mucosa intestinal como en el sistema nervioso entérico esta relacionado con la
regulacion de alteraciones gastrointestinales asociadas de forma mas o menos directa con la EII,
afectando a funciones tan dispares como la motilidad intestinal, la secrecion iénica y por tanto el
flujo hidroelectrolitico, la sensibilidad visceral al dolor, e incluso se le atribuye cierto papel
potenciador de la inmunidad innata en la mucosa intestinal contribuyendo de esa forma a la
funcién de barrera epitelial [207-209]. En linea con el tltimo concepto expuesto, hay estudios que
apuntan a una asociacion entre elevados niveles de adenosina desaminasa en suero y un peor
pronostico en pacientes afectados de CU [210]. Ademads, estos receptores estdn implicados en la
regulacion funcional de las células madre en general, y en el contexto especificamente intestinal en
la regulacién de su auto-renovacién, asi como de los procesos de proliferacion, diferenciacion y

maduracién de las células que estas van generando [211].

2.2. Animales axénicos, libres de gérmenes o germ-free (GF)

Los animales libres de gérmenes, por definicidn, son aquellos que carecen de microorganismos
vivos detectables, ya sean bacterias, virus, hongos, parasitos u organismos saprofitos. La obtencion

de estos animales requiere en primer lugar de la realizaciéon de una cesdrea en condiciones
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asépticas, y en segundo lugar de su mantenimiento en todo momento en aisladores bajo estrictas

condiciones de esterilidad.

La ausencia de microbiota en el tracto gastrointestinal tiene un impacto relevante a muy
diversos niveles en el organismo del hospedador, generandose un fenotipo que mayoritariamente
revierte en el momento que se permite la colonizacién microbiana del individuo. La mayoria de
ellos derivan de la ausencia de la normal sefializacién de la carga antigénica microbiana en el
contexto de la mucosa intestinal y sus alrededores dado que es alli donde esta se concentra en
mayor medida en condiciones normales, pero otros reflejan el impacto indirecto pero
funcionalmente relevante de esta en procesos que se gestan en lugares distantes de la luz intestinal.
En referencia a este ultimo tipo de efectos cabe destacar que los animales GF presentan un menor
metabolismo basal asociado con un mayor consumo de agua y comida, lo que justifica su cierta
tendencia a la ganancia de peso [212]. Otro aspecto que se encuentra significativamente afectado es
el metabolismo lipidico y de los &acidos biliares [213, 214], lo cual en un principio parecia
sorprendente, pero evidencias clinicas y sobre todo experimentales mas recientes establecen una
conexion inequivoca entre la disbiosis y la obesidad como una vertiente del sindrome metabdlico
[215-217], apoyando esas primeras observaciones. En linea con este concepto, se ha descrito que los
ratones GF son resistentes a la obesidad inducida por dieta rica en grasa [218] y que los ratones que
reciben un trasplante fecal procedente de otros con obesidad previamente inducida, son
significativamente mas sensibles al modelo de obesidad antes citado. Otro factor que se ve afectado
es la longevidad, de forma que los animales GF presentan una mayor esperanza de vida, siendo
para ello especialmente importante la ausencia de exposicién a microbiota alguna durante las
primeras etapas de la vida [219]. Por otro lado, los animales GF son mucho mas sensibles a la
ansiedad y el estrés inducidos experimentalmente. Este fendmeno es dependiente, por una lado de
una mayor sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA) que se traduce en una
extraordinaria elevacion de los niveles de corticosterona en plasma [220], y por el otro de un
cambio sustancial del patrén de expresion génica en diferentes areas del cerebelo y el hipocampo
cerebrales, afectando a genes como el brain derived neurotrophic factor (BDNF) y el receptor de
glucocorticoides (GR) [220, 221]. Este ultimo tipo de alteraciones son mucho mas eficazmente
reversibles si la colonizacién microbiana se permite en edades tempranas que cuando el animal

alcanza la madurez [222].

En lo referente al campo de aplicacion de esta tesis doctoral, resultan sin duda mucho mas
interesantes las alteraciones que se producen en la mucosa intestinal y el entorno mesentérico, las
cuales por otro lado son mas significativas que las anteriormente descritas dada la ingente cantidad
de bacterias presentes en el tracto gastrointestinal bajo condiciones normales. En este sentido, los
animales GF exhiben un acortamiento intenso de las criptas de la mucosa colénica asociado a una
menor tasa de proliferacion y restitucion epitelial, una menor diferenciacion de las células de
Paneth y un peristaltismo intestinal menos activo. En términos macroscépicos, la primera
caracteristica que llama la atencién en un animal GF es la presencia de un ciego de un tamafio y
peso desproporcionados. Este fendmeno ha sido profusamente estudiado, de forma que hoy en dia
se acepta como causa subyacente la acumulacion de sustancias que en condiciones normales serian
degradadas por las bacterias comensales [223], principalmente moco y parte de la fibra de la dieta.
Ademas, si bien hasta el ciego el transporte hidroelectrolitico es normal, siguiendo en direccién

distal la ausencia de bacterias provoca una severa reducciéon en la absorciéon de agua que
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paradojicamente se acompafa de un ligero aumento en la absorcién de electrolitos como sodio y
cloro probablemente por un hiperaldosteronismo sobrevenido, contribuyendo en definitiva

también al aumento del tamafio del ciego [224].

La ausencia de microbiota tiene un gran impacto en el sistema inmunitario gastrointestinal, que
aparece relativamente atrofiado en la medida que no recibe la sefializaciéon antigénica luminal que
promueve su maduracién y el desarrollo de su adecuada arquitectura estructural, asi como su
competencia inmunolégica. Por tanto los animales GF presentan unos GALT muy poco
desarrollados [225], lo que se traduce por ejemplo en una reducida producciéon de sIgA en la
mucosa intestinal. Ademas, esta demostrado que la sefalizacion de los antigenos bacterianos sobre
las células epiteliales intestinales en la mucosa intestinal es decisiva en el mantenimiento de un
nivel basal de expresién de TLR adecuado que permita a este epitelio preparado para responder
apropiadamente ante una hipotética agresion. De hecho, los ratones GF presentan una menor
expresion en condiciones no inflamatorias de TLR2, TLR3, TLR4 y TLR5 [226]. En referencia a las
células inmunes innatas del sistema gastrointestinal, su numero y maduraciéon en condiciones
basales no se ve afectado por la ausencia de microbiota, pero si se ha observado que su
competencia desde un punto de vista funcional esta afectada, siendo un ejemplo la menor
produccién de IL22 por parte de las ILC asociada a la sefializacion de IL25 cuya secreciéon
esencialmente epitelial es dependiente de la percepcién directa de la microbiota [227]. Un tipo
celular que se ve directamente afectado son los IEL del subtipo inducido TCRaf los cuales
aparecen en menor niumero en los animales GF, asi como los IEL naturales TCRy8 que por su parte
ven limitada su funcionalidad mas que su ntimero [228, 229]. Estos efectos sobre las IEL son
debidos a la ausencia de sefalizacion microbiana directa sobre ellas, pero sobre todo de tipo
indirecto por la ausencia de los factores troficos derivados de las células epiteliales intestinales tras
su percepcion de la microbiota. Las células T CD4 de lamina propia, por su parte, sufren un
descenso en la presencia de células polarizadas a los subtipos Thl7 que median respuestas
inflamatorias decisivas en la funcion de barrera y Treg determinantes en la represion y resolucién
de eventos inflamatorios, siendo este fendémeno patente en la mucosa intestinal pero también a
nivel sistémico [230-232]. Todo este conjunto de alteraciones relativas a la presencia y
funcionalidad de los diferentes componentes de la inmunidad innata y adaptativa intestinal,
genera una mayor susceptibilidad a las infecciones en los animales GF. La inmensa mayoria de
estas alteraciones revierten tras la colonizaciéon microbiana del tracto gastrointestinal. La
administracion de antibidticos a animales microbioldgicamente convencionales produce
alteraciones en el sistema inmune gastrointestinal muy similares a las descritas para los GF
estrictos. Esto supone una herramienta experimental alternativa, pero también da idea de que la
exposicion a altas dosis de antibidticos o a bajas de forma prolongada puede ser biolégicamente

significativa.

Toda la serie de alteraciones en la estructura y funcionalidad del sistema inmune
gastrointestinal antes citadas tienen, como es logico, un impacto relevante en el desarrollo de
muchos de los modelos experimentales de inflamacidén intestinal, ya sea por la atrofia
inmunolégica o por la ausencia de los antigenos bacterianos que ejercen un papel relevante en la
conduccion del proceso fisiopatoldgico en estos modelos, o una combinacién de ambos factores.
Esta situacion refleja una realidad ya constatada para la EIl en humanos, en la cual se atribuye un

papel muy relevante a la microbiota en la iniciacién y el desarrollo de la patologia en el tiempo.
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En referencia a los modelos de colitis inducidos quimicamente cabe destacar que en el caso del

modelo de colitis inducida por DSS, la ausencia de bacterias implica una reduccion muy
significativa en la severidad del modelo si lo comparamos con un animal microbioldgicamente
estandar. Esta afirmacién esta basada en resultados (atin no publicados) obtenidos por mi grupo de
investigacidn en animales GF y en otros presentados en esta tesis doctoral en animales tratados con
antibidticos. No obstante, es importante destacar que aunque los parametros de tipo inflamatorio
aparecen escasamente alterados, el sangrado rectal mostrado por los animales GF fue muy
superior. Sin embargo, hay varias publicaciones que afirman que la monocolonizacién con
determinadas cepas bacterianas ejerce un papel protector, comparando con el animal GF [233, 234].
En los modelos de colitis inducida por TNBS u oxazolona, la informacion disponible es muy
limitada, pero en general se piensa que como ocurre en el DSS, a nivel de marcadores inflamatorios
los animales GF estan menos afectados debido a la atrofia inmunoldgica, aunque en términos de
supervivencia tienden a presentar una peor evolucion. Esto es l6gico porque estos modelos tienden
a ser abrasivos con el epitelio intestinal, y la ausencia de bacterias reduce la restitucion epitelial y la

funcion de barrera, lo que justifica la elevada mortalidad que algunos trabajos presentan.

El impacto de la ausencia de microbiota intestinal es si cabe mayor en los modelos de colitis de

naturaleza genética. La mayoria de estos modelos requieren de la presencia de los antigenos de la

microbiota intestinal para desarrollarse, esencialmente porque suelen tener como factor
desencadenante una pérdida de tolerancia inmunoldgica por parte de algin componente del
sistema inmunitario gastrointestinal. Por tanto, sin antigenos ante los que responder
exacerbadamente, no se desarrolla el modelo inflamatorio o lo hace de una forma muy atenuada.
Algunos ejemplos destacados que encajan en el concepto anterior son, los modelos de colitis
espontanea generados por delecion en los genes codificantes para TCRa, IL2 o IL10 [235-237]. Otro
ejemplo en este sentido, ha aparecido con el recientemente desarrollado modelo de colitis
espontdnea conducido por la inmunidad innata intestinal que se genera al eliminar
simultaneamente los genes codificantes para T-Bet y Rag2. De un modo analogo a los anteriores
modelos genéticos, esta colitis espontanea no se desarrolla si los ratones se mantienen en
condiciones GF o se les retira la microbiota por exposicién a antibioticos [238]. En definitiva, estos
modelos son estrictamente dependientes de la presencia de antigenos luminales en términos
cuantitativos, en la medida que se establece una relacion directa entre esta y la severidad

inflamatoria obtenida.

Para terminar, es interesante hacer una reflexion sobre el caso de los modelos de inflamacidén

intestinal de caracter infeccioso. En el caso de la colitis inducida por la exposicion a Citrobacter

rodentium, se ha constatado que esta es mucho mas agresiva y cursa con una mortalidad muy
superior en los animales GF. La razoén que justifica este fendmeno se relaciona con la casi total
ausencia de células Th17 en estos animales, y con el hecho de que es este tipo de respuesta
inmunolégica la mas relevante para la contencion del agente infeccioso que dirige el proceso
inflamatorio. De hecho, la monocolonizacion de los animales GF con segmented filamentous bacteria
(SFB), estimula el desarrollo de células Th17 y una recuperacion en la produccion de sIgA en la

mucosa, revirtiendo la mayor susceptibilidad a este modelo antes descrita [239].
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3. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

3.1. Generalidades

La expresion enfermedad inflamatoria intestinal (EII) define una condicién inflamatoria crénica
e idiopatica, en la cual el paciente pasa de forma alternativa por periodos de actividad y remisiéon
inflamatoria. EIl es una denominacién general que en realidad hace referencia principalmente a
dos cuadros clinicos diferentes conocidos como Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa. A nivel
clinico ambas formas de manifestaciéon son a menudo muy similares, factor que complica la
realizacién de un diagndstico diferencial fiable en muchos casos. No obstante, existen diferencias
sustanciales a nivel anatomopatolégico atendiendo a las capas de la pared intestinal que se

encuentran afectadas y a nivel del tipo de respuesta inmunoldgica predominante en cada caso.

La Enfermedad de Crohn (EC) se caracteriza por una inflamacion transmural del tracto

gastrointestinal, pudiendo verse afectado cualquiera de los segmentos que lo componen, desde la
boca hasta el ano. A pesar de dicho caracter transmural, la EC generalmente cursa con una
evolucion no penetrante, de forma que solo alrededor del 15% de los casos presentan lesiones tipo
fistula o abceso. Clasicamente se produce una afectacion inflamatoria discontinua o parcheada del
segmento en cuestion, que en ocasiones se acompana de otras complicaciones como estenosis o
fistulas en la zona perianal. La frecuencia relativa con la que estadisticamente se ve afectado cada
uno de los segmentos del tracto gastrointestinal en los pacientes con EC es del 47% para el ileon
terminal, 28% para el colon, 21% en el caso de la regién ileocecal y solo de un 3% si consideramos el
tracto gastrointestinal superior. El hecho de que el area que con mayor frecuencia de afectacion sea
el ileon terminal hizo que alla por el afio 1932 cuando se describié por primera vez la actual EC, se
la denominara como “ileitis terminal”. La sintomatologia con la que se presenta la EC puede ser
muy diferente en cada paciente, debido a que depende sobre todo de la region intestinal que esté
afectada en cada caso. De este modo, si la afectacién es meramente coldnica la sintomatologia suele
ser de tipo diarreico, acompanada de presencia de sangre y moco en las heces. En cambio, si la
afectacion reside en el intestino delgado suele manifestarse dolor abdominal intenso en el
cuadrante inferior derecho. La presencia de ulceraciones severas, el desarrollo de fiebre y una
significativa pérdida de peso derivada de una menor ingesta de alimentos para evitar el tipico
dolor postprandial, son sintomas que se presentan en la mayoria de los casos independientemente

del segmento intestinal afectado [240].

Desde un punto de vista patoldgico, las alteraciones macroscépicamente observables en una
zona con afectacion inflamatoria de un paciente con EC se pueden resumir en un fuerte
engrosamiento y rigidez intestinal dando aspecto de érgano macizo a la palpacion, reflejo de la
fibrosis y el edema subyacentes. Las porciones afectadas se adhieren con frecuencia a otros
segmentos intestinales, originando en ocasiones fistulas. Al abrir transversalmente el segmento
afectado se observa una disminucién de la luz intestinal y una llamativa fibrosis en la pared. La
mucosa suele presentar un aspecto en forma de “empedrado”, debido a la alternancia entre
ulceraciones profundas y zonas edematosas. Cuando varias tlceras profundas se asocian entre si,
puede llegar a originarse una fistula, caso en que la afectacion transmural alcanza la capa muscular
[241, 242]. A nivel microscopico, destaca una infiltracion difusa en la mucosa intestinal y
particularmente en la ldmina propia, dominada por linfocitos y células plasmaticas. Asimismo, es

muy tipico encontrar granulomas que se localizan preferentemente en submucosa, subserosa y
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ganglios linfaticos. Actualmente hay un cuerpo de conocimiento muy consistente que sostiene el
concepto segun el cual hay una estrecha relacion entre la inflamacion crénica y la carcinogénesis,
siendo esta patologia un ejemplo de primer orden junto a la colitis ulcerosa, dado que sufrir una de
estas afecciones inflamatorias crénicas aumenta de forma muy significativa el riesgo de padecer un

proceso neoplasico intestinal en general y un adenocarcinoma colorrectal en particular [243, 244].

La Colitis Ulcerosa (CU) se caracteriza por una inflamacién no transmural (superficial) que solo

afecta a la mucosa, y anatomicamente restringida al colon. En funcidn de la longitud del segmento
colénico que se encuentre afectado, la CU recibe una denominacién diferente. De este modo, se
habla de proctitis si solo se ve afectado el recto, proctosigmoiditis cuando se ven afectados 25-30
cm en direccién proximal desde el recto, colitis izquierda cuando esta afectado recto, sigma y colon
ascendente, y finalmente pancolitis cuando se encuentra inflamada la totalidad del érgano. En
algunas ocasiones estos pacientes sufren una inflamacion que afecta a la zona distal del ileon, esto
es conocido como “backwash ileitis”, y su aparicién dificulta la realizacion de un adecuado
diagnoéstico diferencial entre EC y CU. La sintomatologia suele estar dominada por un fuerte dolor
abdominal sobre todo postprandial, diarrea con deposiciones muy mucosas e incluso acompanadas
de pus, rectorragia y anorexia con la consecuente tendencia a la pérdida de peso o retraso en el
crecimiento si hablamos de un paciente pediatrico. Cuando esta sintomatologia es extremadamente
exacerbada, se usa el término de CU fulminante. Esto es asi cuando el paciente presenta fiebre, mas
de diez deposiciones diarias totalmente diarreicas y acompanadas de un profuso sangrado, esto
lleva a una anemia e incluso termina haciendo necesaria la transfusion sanguinea. Evidentemente
cuando esta sintomatologia perdura en el tiempo sin ser controlada clinicamente, puede terminar
desembocando en un megacolon téxico. En esta situacion clinica, el colon aparece muy dilatado, se
produce una fuerte hemorragia intraluminal y la pared intestinal presenta un aspecto muy fino y
fragil. Llegado a este punto, la tinica alternativa es la realizaciéon de una colectomia ante el altisimo
riesgo de perforacion y la consecuente septicemia [245]. Es importante destacar que no es extrafio
que se produzcan alteraciones de tipo sistémico asociadas a la CU. En este sentido, con relativa
frecuencia aparecen artropatias periféricas, espondilitis anquilopoyética, problemas cutaneos como
el pioderma gangrenoso, lesiones oculares, alteraciones renales como la pielonefritis e incluso

algunas hepatopatias.

Desde un punto de vista patoldgico, a nivel macroscédpico la mucosa en fase inflamatoria
aparece hiperémica y con hemorragias puntiformes. A medida que el proceso inflamatorio
evoluciona aparecen tlceras superficiales, que tienden a extenderse y fusionarse llegando a afectar
grandes areas de la mucosa colénica. Es también muy tipica la presencia de pseudopolipos o
polipos inflamatorios, que son focos puntuales de inflamacién que pueden confundirse facilmente
con adenomas. Cuando el paciente entra en fase de remision este aspecto se normaliza bastante,
aunque quedan secuelas permanentes que se caracterizan por una mucosa muy lisa, brillante,
granulosa y atréfica. En fases muy avanzadas de la enfermedad, el colon se torna muy fibrético,
estrecho y sensiblemente acortado con pérdida de las marcas haustrales [246-248]. Centrandonos
en la observacion microscopica, a nivel de la lamina propia se produce una fuerte infiltracion de
células plasmaticas, linfocitos y neutréfilos. Junto a este infiltrado, otra caracteristica tipica de la
CU es la distorsion de la arquitectura normal de las criptas apareciendo disposiciones aberrantes,

debido a la afectacion inflamatoria que inicialmente se produce en su base. La extrema fragilidad
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tisular que ya se ha citado anteriormente asociada a la CU fulminante, puede reflejarse incluso en

la aparicién de agrietamientos patentes en la mucosa coldnica [249, 250].

La realizacién de un diagnoéstico diferencial fiable entre la EC y la CU es una cuestion que ha
suscitado debate durante mucho tiempo en la comunidad médica. En general, este diagnostico se
hace atendiendo a las diferencias sobre todo en lo referente a la distribucién anatémica de la
afectacion inflamatoria a lo largo del tubo digestivo, y sobre todo a la transmuralidad del proceso
inflamatorio a nivel microscdpico. Las técnicas de las que se hace uso para conocer estos detalles
comprenden desde la endoscopia hasta la gammagrafia con leucocitos marcados, pasando por la
ecografia y a radiografia. A pesar de la tecnologia disponible y el creciente conocimiento sobre
estas patologias, se dan casos de pacientes que presentan diagndstico de EII pero que no pueden
ser formalmente clasificados en ninguna de las dos presentaciones clinicas antes descritas. Se habla

en estos casos de colitis indeterminada [251].

3.2. Epidemiologia

De un modo comparativo entre EC y CU, es interesante destacar que la segunda presenta una
incidencia bastante superior [252]. Ademas, estudios de seguimiento en el tiempo de este tipo de
registros arrojan una evolucion muy diferente entre ambas formas de presentacion de la EIL
Mientras que la incidencia de la CU se mantiene estable en las tultimas décadas sin distincion
geografica, la de la EC se esta viendo incrementada, sobre todo en aquellos paises que presentaban

menos casos inicialmente.

La localizacion geografica, segiin demuestran multiples estudios, es claramente desigual. Los
mayores valores de incidencia de CU y EC se registran en los paises mas desarrollados del mundo,
destacando norte de Europa, Reino Unido y Norteamérica, donde cada vez crecen en menor
medida y parece se orientan hacia la estabilizacién. Sin embargo, en aquellos paises que
tradicionalmente habfan presentado una tasa de incidencia baja, sur de Europa, Asia y Africa, esta
estd aumentando a un ritmo espectacular en las tltimas décadas. En general, hay dos teorias
alternativas pero no mutuamente excluyentes acerca de la influencia geografica en la incidencia de
EIl. La primera justifica la existencia de un gradiente norte — sur [253] en funcién del nivel de
desarrollo econémico y su impacto sobre un plausible exceso de higiene [254]. Esta teoria relaciona
por tanto el modo de vida de los paises desarrollados, caracterizado por un ambiente
antigénicamente muy limpio y controlado en las primeras etapas de la vida, con una mayor
incidencia de afecciones de tipo alérgico, infeccioso e inflamatorio en la edad adulta [255], al
producirse entonces un encuentro tardio con antigenos que disparan la instauracion de estos
desordenes. Del mismo modo, existe otra teoria que defiende la existencia de un gradiente este —
oeste [256, 257]. En este caso, la presién que dirige dicho gradiente se asume que debe ser los
habitos alimentarios, dado que en los paises orientales que tradicionalmente han seguido una dieta
mucho mads sana principalmente por su mucho mayor contenido en fibra comparado con la
occidental, la incidencia de EII ha sido clasicamente mucho menor. A pesar de ello, en las tltimas
décadas la tendencia estd cambiando significativamente, dado que de un modo paralelo a la
occidentalizacidn de la dieta en paises como Japon o Corea del Sur, se esta produciendo un notable
aumento de la incidencia de EII, lo cual no hace sino apoyar la idea expuesta por los defensores de

la teorias del gradiente este — oeste.
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En relacién a la edad, es interesante destacar que parece ser un factor con un impacto
significativo en el momento de la instauracién la enfermedad. En este sentido, hoy en dia se asume
que mientras que la EC tiene un pico de maxima incidencia al comienzo de la madurez, entre los
20-40 afios, la CU presenta un comportamiento radicalmente diferente, siendo el punto de maxima
incidencia alrededor de los 60 afios [258]. En la ultima década se estd produciendo un repunte
considerable en la incidencia de la EII en la edad pediatrica, principalmente EC [259], de forma
independiente de la zona geografica considerada [260-264]. Este fendmeno esta suscitando un gran
interés, debido a que se trata de un desorden de naturaleza crénica y un inicio tan temprano de
este supone un impacto importante sobre la calidad de vida del paciente afectado durante muchos

anos.

El sexo, hoy en dia es un factor epidemioldgico al que se le atribuye una influencia
relativamente pequefia en la instauracién y la severidad en el desarrollo fisiopatolégico de la EIL
No obstante, aunque las diferencias son sutiles en lo cuantitativo, la EC afecta preferentemente a la

mujer, mientras que la CU se asocia de forma predominante al hombre [265, 266].

Por otro lado, la raza es otro factor que merece comentario, en la medida que se ha encontrado
una incidencia para la EII mucho mayor entre los individuos de raza caucasica que en los de raza
negra [267]. Esta afirmacion que en términos meramente estadisticos es incontrovertible, presenta
un sesgo enorme debido a que la inmensa mayoria de la poblacién de raza negra a nivel mundial
se encuentra localizada en Africa, donde el bajo nivel socioeconémico predominante y las
cuestiones de indole cultural/social/ambiental, en virtud de lo comentado anteriormente en este
sentido, deben ser los factores que justifican en la practica estos datos. Esta reflexion se ve
refrendada por algunos estudios que han demostrado una susceptibilidad a la EIl comparable
entre las razas negra y caucasica, cuando todos los individuos siguen un estilo de vida occidental
comparable. En este caso, en el que factores como la dieta, los habitos higiénico-sanitarios y por
ende la exposicion antigénica temprana y a lo largo de la vida de los pacientes objeto de estudio
son comparables, dicha asociaciéon desaparecié completamente, lo que permite inferir un papel
predominante de este tipo de factores sobre el fendmeno que aqui se discute [268]. Probablemente,
la menor susceptibilidad a EIl y gravedad en su presentacion encontrada en la poblacion de Haiti y
Cabo Verde [269] se pueda explicar simplemente por factores meramente ambientales como en el
caso anterior. Independientemente de lo expuesto en relacion a la raza negra, un caso en el que la
asociacion entre la raza y una mayor susceptibilidad a la EII se encuentra plenamente aceptada es
el de la raza judia. Diversos estudios, focalizando sobre la incidencia de EII en la poblacion judia en
diferentes localizaciones geograficas (Israel, EEUU o Europa), han arrojado datos que confirman
ligeras variaciones en funciéon de la localizacién geografica, y en cualquier caso, una asociacion
significativa entre la condicidn judia y una mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad en
comparacion con cualquier otra raza [270-272]. Dicha asociacion es tan fuerte, que el alto nivel
socioeconomico que histéricamente ha poseido la poblacién judia no puede llegar a justificar los
datos epidemioldgicos encontrados, por lo que los factores estrictamente genéticos parecen ser los
responsables [273].

Debido a la constatada influencia de la microbiota intestinal en la modulacion de la maduracion

y la inmunocompetencia del sistema inmunitario gastrointestinal, siempre se ha sospechado que

determinados procesos de caracter infeccioso que afectasen a la mucosa intestinal podrian ejercer

como factor desencadenante de la respuesta inflamatoria autoinmune propia de la EII. En linea con
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este concepto, se han realizado estudios sobre la influencia que la colonizaciéon del tracto
gastrointestinal por parte de bacterias del género Mycobacterium, Pseudomonas, Mycoplasma o Listeria
monocytogenes, pudiera tener como factor desencadenante de la EIl [274-277]. Un resultado
interesante es el que en ratones asocia la infecciéon con Mycobacteryum avium con una inflamacion
similar a la enterocolitis necrotizante [278]. Por otro lado, se han focalizado muchos esfuerzos en
dilucidar si bacterias con especial capacidad de adhesién a la superficie del epitelio intestinal, como
E. coli con capacidad adherente e invasiva, o especies del género Fusobacterium [279, 280] pudieran
jugar un papel relevante en ese sentido. Sin embargo, hasta la fecha ninguno de ellos ha
conseguido establecer una relacién causa—efecto consistente, aunque atin hay investigadores que
tienen grandes esperanzas en encontrar resultados concluyentes sobre todo con las cepas de E. coli
enteroinvasivas, ya que tienen especial capacidad de invasion y replicacién en el interior de
macrofagos [281] y de adhesién a enterocitos, ademds de ser preferentemente aisladas de la
mucosa de pacientes con EC en comparacion con individuos sanos [282, 283]. Sorprendentemente,
la presencia de H. pylori en el tracto gastrointestinal se asocia con un cierto papel protector ante el
desarrollo de la EII [284], aunque hay resultados controvertidos en ese sentido [285]. Esto no hace
mas que reflejar el complejo equilibrio existente entre la microbiota y el sistema inmune
gastrointestinales, y como la composicién en términos cualitativos de la primera parece ejercer un
papel funcionalmente relevante en la homeostasis intestinal, siendo este un concepto que sera

tratado de un modo mas extenso en capitulos sucesivos.

3.3. Etiologia

En la actualidad la EII sigue siendo considerada una afeccién de caracter idiopatico en la
medida que el conocimiento de su fisiopatologia sigue basado en postulados meramente
hipotéticos. No obstante, la teoria sobre su génesis que hoy por hoy cuenta con un mayor grado
aceptacion postula que se produce una respuesta inmunoldgica exacerbada fundamentalmente
localizada en la mucosa gastrointestinal y el GALT, ante antigenos procedentes de la microbiota
entérica y en pacientes genéticamente predispuestos. Ademads esta respuesta inflamatoria que
adquiere un caracter cronico, sufre una relevante modulacion por parte de diversos factores
ambientales. De este modo, se puede establecer que la evolucidén fisiopatoldgica de la EII esta
basada en una compleja interaccion de factores genéticos e inmunoldgicos, los cuales son

detalladamente descritos a continuacion.

3.3.1. Factores genéticos

La conciencia de una base genética en la EIl comienza a desarrollarse en la década de los afios
30, escasos afios después de que el Dr. Crohn describiese detalladamente esta patologia. La
relevancia de la genética como un elemento subyacente importante en el desarrollo de la EII resulta
evidente atendiendo, por un lado, a la elevada tasa de agregacion familiar observada, y por el otro,

a la mayor susceptibilidad mostrada en la poblacién judia.

El fendmeno de la agregacion familiar en la EIl es tal que presentar un historial familiar
positivo para la enfermedad es hoy en dia el factor de riesgo independiente a considerar mas
relevante. En el caso de la EC, esta asociacion es mayor que para la CU, siendo el riesgo de
desarrollar EC ante un caso positivo en un familiar de primer grado, de hasta el 35% [286, 287].
Ademas, los datos epidemioldgicos que se han obtenido realizando estudios de tipo familiar,

demuestran una relacion de susceptibilidad no solo de forma directa para EC y CU, sino también
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cruzada entre ellas, de forma que existe un mayor riesgo de padecer ambas presentaciones clinicas
en la familia predispuesta con un miembro ya diagnosticado, independientemente de qué
presentacion clinica presente este ultimo [288-291]. Sin embargo, la evidencia mas consistente
acerca de la influencia de la predisposicion genética en el desarrollo de cualquiera de las
presentaciones clinicas de la EII, proviene de estudios realizados con gemelos monocigoéticos [292,
293]. No obstante, incluso en este caso caracterizado por una total analogia genética, no se obtiene
un 100% de concordancia respecto al desarrollo de la patologia en ambos individuos, lo cual da
idea del caracter multifactorial de ésta y de lo significativo de la contribucion relativa de los

factores ambientales en el inicio de la misma [294-296].

Actualmente estd plenamente aceptado que el modelo de herencia genética que mejor se ajusta
a las caracteristicas fisiopatoldgicas de la EII, a la estrecha relacién existente entre los dos cuadros
clinicos en los que se puede presentar y principalmente a la ingente cantidad de datos
epidemioldgicos recogidos hasta al fecha, es uno de tipo multi—locus u oligogénico. En este sentido,
desde hace ya unos afos se estd realizando un importante esfuerzo investigador orientado a la
descripcion de las variantes genéticas que se asocian con una modificacién significativa de la
susceptibilidad a la enfermedad. Idealmente, estas investigaciones podrian ser relevantes en el
campo de la clinica mediante el uso de la terapia génica, pero hasta ahora esta es una aproximaciéon
que no estd dando mas que sus primeros pasos. Estudios recientes, basados en la realizacion de
genome-wide association study (GWAS) han elevado el nimero de loci asociados con la EII hasta unos
guarismos que ya superan los 160, estando muchos de ellos a su vez relacionados con otros
desoérdenes de cardcter autoinmune como la espondilitis anquilosante y la psoriasis, asi como con
una mayor susceptibilidad a infecciones por micobacterias [297]. Al tratarse de una patologia con
una influencia genética de tipo oligogénico, no se ha podido describir ningtin locus cuya existencia
sea suficiente para inducir el desarrollo de la EII como es légico, aunque con el tiempo se ha
conseguido identificar qué genes dentro de un determinado locus son los responsables al verse
alterados, de los cambios de tipo funcional en el organismo del individuo en cuestion que justifican

su mayor susceptibilidad a la patologia.

Teniendo en cuenta la etiologia mayoritariamente aceptada en referencia a la EIl, segtn la cual
se origina como consecuencia de una respuesta inflamatoria exacerbada ante antigenos de la
microbiota intestinal, siendo posteriormente dirigido dicho proceso inflamatorio esencialmente por
células T CD4. No es extrafio que muchos de los genes para los que los estudios por GWAS han
demostrado asociacién para algunas de sus variantes con la EII, estén relacionados con la
regulacion de fendmenos cruciales en las respuestas inmunes en condiciones basales y en
inflamacion en el tracto gastrointestinal, destacando por un lado la percepcién microbiana a través
de PRR, la eliminacién de bacterias y sus antigenos por fagocitosis, su posterior presentacion en el
contexto de MHC y por ultimo el desarrollo de las respuesta inmunes adaptativas.

El gen NOD2/CARD15 es probablemente el que hasta el momento ha sido mas detalladamente
estudiado en este sentido, principalmente por la gran fuerza de asociacion que ha mostrado
respecto a la EC [298]. Este gen se localiza en el cromosoma 16 y codifica una proteina esencial en
uno de los NLR mads relevantes, por lo que una alteracién en su secuencia que implique una
alteracion significativa en la funcionalidad de la proteina final, va a generar un cambio sustancial
en la percepcién del MDP de naturaleza bacteriana como PAMP, siendo esto relevante en células

como las APC y principalmente las células de Paneth, como ya se ha descrito anteriormente. A dia
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de hoy han sido descritas tres mutaciones en este gen (Arg702Trp, Gly908Arg y Leul007insC), las
cuales en términos patoldgicos se relacionan con inflamacién localizada en ileon y en ningdn caso

en colon, lo que justifica que dicha asociacién quede restringida a la EC [299, 300].

Por otro lado, otro gen cuya mutacion se ha mostrado fuertemente asociada con la EII en sus
dos presentaciones clinicas en este caso, es el codificante para la subunidad especifica del receptor
de la IL23 (IL23R). Este gen esta localizado en el cromosoma 1, presenta varias mutaciones que
determinan cambios sustanciales en la susceptibilidad a la EC y la CU, aunque en menor medida
para la segunda [297]. La comprension de la relevancia biologica de la sefializacion de la IL23 en la
homeostasis del sistema inmune gastrointestinal es importante para entender el modo en que estas
mutaciones modifican la susceptibilidad a la enfermedad. La IL23 es producida fundamentalmente
por macrofagos y DC, mientras que el receptor lo expresan estas mismas células sobre las cuales
aumenta su actividad como APC y su produccién de citoquinas como la IL27, cuyo gen codificante
situado en el cromosoma 16, también es de susceptibilidad para EC y CU, asi como otras células
innatas como las células NK y las ILC. El IL23R también regula estrechamente la produccion de
IL17 e IL22, dado que lo expresan las células Th17 que a su vez juegan un papel muy relevante en
la fisiopatologia de la EC, justificAndose asi como aquellas variantes genéticas que generan un
receptor menos sensible a la IL23, tienden a implicar cierta proteccion ante la EC [301, 302],
mientras que las de mayor sensibilidad como la rs1004819 se encuentran fuertemente asociadas con
la esta patologia [303]. Este hallazgo se vio posteriormente refrendado por algunos estudios con
animales de experimentacion, haciendo uso del modelo de colitis inducida por DSS, aunque con
una doble vertiente en funcion de que consideremos la inmunidad innata en exclusiva o el animal
inmunolégicamente completo [81] y mediante el uso del modelo de colitis espontanea en animales
IL10 KO que es dependiente de la presencia de macréfagos para su desarrollo en la medida que
estos producen IL12 e IL23 [304]. Otro gen que presenta variantes con fuerte asociacién a la EIl en
general es el CD40 (cromosoma 20), derivado de una alteracion en la homeostasis en la sinapsis

inmunoldégica [305].

Por ultimo, hay mdultiples genes de susceptibilidad a la EII que tienen dicho estatus
precisamente porque codifican proteinas decisivas en el desarrollo de las respuestas adaptativas a
nivel sistémico, y en la mucosa intestinal en particular. En linea con este concepto, en los genes
STAT3 (cromosoma 17), IL2RA (cromosoma 10), IL12B (cromosoma 5) e IL18R1 (cromosoma 2) se
han encontrado variantes asociadas a la EC y/o CU [306]. Incluso el gen codificante de la propia
IL10 (cromosoma 1) tiene variantes con asociacion a EC y CU al verse afectado el papel
inmunoregulador de dicha citoquina [307]. Independientemente de los genes con variantes
asociadas a la EIl funcionalmente relacionados con el sistema inmunoldgico, existe un grupo de
ellos con fuerte asociacion también y que intervienen en la regulacion de la autofagia, destacando
entre ellos el polimorfismo (rs2241880) del gen ATG16L1 (cromosoma 2), que se encuentra muy
asociado con la localizacién ileal de la EC [308]. En concreto, la mutacion T300A se asocia con una
menor capacidad fagocitica y para la destruccién de antigenos bacterianos por parte de los
fagocitos, y con una menor produccidon de péptidos antibacterianos por parte de las células de
Paneth [309]. Precisamente fue el hallazgo de estos genes implicados en la autofagia, el factor
iniciador de corrientes de investigacion focalizadas en dichos procesos, que con posterioridad han

resultado muy fructiferas en el campo de la gastroenterologia basica [310].
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3.3.2. Factores ambientales

Composicion cualitativa de la microbiota intestinal

La convivencia que se establece en el tracto gastrointestinal en su tercio distal entre la mucosa
intestinal y una enorme cantidad de agentes microbianos, desde un principio hizo sospechar sobre
la relevancia de una distorsion en el equilibrio que se establece entre ambos interlocutores como
una causa subyacente relevante en el desencadenamiento de la inflamacién intestinal cronica.
Como ya se ha comentado anteriormente, el principal factor desequilibrante sobre el didlogo
bidireccional que se establece entre la mucosa intestinal y la microbiota es la pérdida de tolerancia
inmunoloégica por parte de agentes celulares comprendidos en el sistema inmune innato. No
obstante, en los tltimos afios ha aumentado exponencialmente el interés que suscita la composicion
cualitativa de la microbiota intestinal como un factor influyente al menos en parte en dicho
desequilibrio, aunque tal y como se describe en el capitulo de epidemiologia, no se ha podido
establecer ain una asociacion directa entre la infeccion del tracto gastrointestinal con un

determinado agente bacteriano y la instauraciéon de la EIL

Los hallazgos que inducen a pensar en un papel destacado de la composicién de la microbiota
en la inflamacioén intestinal crénica son, por un lado, la estricta dependencia de la presencia de esta
para el normal desarrollo del proceso inflamatorio en varios modelos de colitis espontanea como se
describe en capitulos anteriores, la descripcion de cierta disbiosis intestinal tipicamente asociada a
los pacientes con EII, y finalmente, el profundo conocimiento que se posee actualmente acerca de la
eficacia de diversos enfoques terapéuticos que se basan en la modificacion de la microbiota

intestinal, destacando el uso de prebidticos, probioticos y los trasplantes de microbiota fecal [311].

La disbiosis intestinal que se asocia con la EII se puso de manifiesto gracias al desarrollo del
programa del “microbioma humano”, que nos permitié conocer la existencia de cierta microbiota
tipicamente asociada a la inflamacién intestinal crénica [312]. Esa disbiosis se caracteriza por una
significativa reduccidn en la diversidad bacteriana, siendo infrecuente encontrar bacterias de los
géneros Bacteroidetes y Firmicutes, asi como Clostridium coccoides y Clostridium leptum, con buena
representacion en condiciones normales [313, 314]. Del mismo modo, se ha estudiado la microbiota
en la mucosa de pacientes con EIl de forma comparativa entre una fase inflamatoria y otra no
activa de la enfermedad, pero no se han encontrado resultados concluyentes en una direccion
concreta, aunque parece que esas diferencias se dan con mayor asociacién con la EC en
comparacion con la CU [315, 316]. Independientemente de la ya citada reduccion en la diversidad
bacteriana, no se ha podido establecer un patrén cualitativo en la microbiota intestinal que se
asocie con la EII, principalmente porque cada individuo tiene el suyo propio inherente a su
biologia, entorno en que habita y habitos higiénico — sanitarios. Sin duda alguna, la gran cuestion
que permanece sin recibir respuesta por parte de la comunidad cientifica, es si dicha disbiosis es
causa o simplemente una consecuencia de la inflamacion cronica intestinal. Las evidencias con las
que se cuenta actualmente invitan a pensar preferentemente en la segunda posibilidad, de forma
que seria la susceptibilidad genética del hospedador unida a diferentes factores ambientales la que
determina un desequilibrio en el modo en que interpreta y responde el sistema inmunolégico
intestinal ante los antigenos provenientes de una microbiota en principio normal. En este contexto
inflamatorio, se produce una alteracion importante en la produccién de muchos mediadores

solubles producidos por el hospedador y que contribuyen al equilibrio en el didlogo bidireccional
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que la mucosa intestinal establece con la microbiota, justificindose de esta manera una disbiosis
sobrevenida de forma secundaria a una inflamacién pre-existente. Sin embargo, el hecho de que la
mayor parte de las variantes genéticas con mayor fuerza de asociacidon con la EII se encuentren en
genes que codifican proteinas que de un modo mas o menos directo estan implicadas en el
reconocimiento y la respuesta ante antigenos presentes en la luz intestinal, caso de NOD2, IL23R o
ATGI16L1 antes descritos, hace que no se pueda descartar la posibilidad de que alteraciones
cualitativas en la microbiota colaboren al menos en parte en la instauracién de la inflamacién
intestinal [317-320].

El uso de prebidticos y probiodticos para tratar de alargar los periodos de remisiéon en los
pacientes de EII viene de largo tiempo atras, dado que esta aproximacidn terapéutica ha sido
explorada extensamente en modelos preclinicos en décadas pasadas y su implementacién en la
clinica obtuvo resultados razonablemente buenos. El mecanismo de acciéon de estos consiste
fundamentalmente en promover el crecimiento selectivo de bacterias beneficiosas, o bien en
aportarlas directamente, de forma que estas se conviertan en una poblaciéon mayoritaria dentro de
la mucosa intestinal. Algunos de los prebidticos de mayor uso y que hoy en dia forman parte de
productos tan diversos como férmulas de nutricién infantil o piensos animales, son la inulina y
otros fructo-oligosacaridos de cadena mas corta, los cuales han mostrado un efecto beneficioso en
la colitis experimental y sobre pacientes con EIl, al parecer mediante un aumento selectivo de la
presencia de bacterias del género Bifidobacterium en la microbiota, pero al parecer también
mediante efectos directos sobre las células epiteliales intestinales de un modo independiente de su
efecto prebidtico, tal y como hemos puesto de manifiesto en mi grupo de investigacion [321]. Las
investigaciones realizadas haciendo uso de probioéticos son muy extensas, lo que hace que el interés
investigador en este campo esté decreciendo en los dltimos afios. Uno de los muchos ejemplos que
se puede destacar en este sentido es el efecto beneficioso de E. coli Nissle 1917 en el mantenimiento
de remision en pacientes con CU [322], pero la lista de bacterias usadas como probioticos hoy en
dia es realmente extensa, incluyendo especies de géneros como Lactobacillus, Bifidobacterium,

Streptococcus o Saccharomyces.

Un trasplante de microbiota fecal se define como la transferencia de materia fecal de un
donante sano a un receptor enfermo, con intencién de restaurar la normalidad en la composicion
cualitativa y cuantitativa de la microbiota del segundo para conseguir un beneficio clinico [323].
Desde la segunda mitad del siglo pasado este procedimiento ha sido utilizado con éxito en el
tratamiento de la infeccion intestinal por Clostridium difficile o la colitis pseudomembranosa pero en
los ultimos afios estd tomando relevancia como opcion a considerar en el tratamiento de la EII,
cuando esta se muestra refractaria a los tratamientos convencionales. Esta opcion terapéutica ha
mostrado resultados prometedores tanto en EC como en CU [324, 325], aunque el nimero de
pacientes incluidos en estos estudios es ain muy bajo hay varios ensayos clinicos actualmente en

curso que ayudaran a clarificar su posible utilidad en el manejo clinico de la EIL
Estrés

Con el conocimiento detallado del sistema nervioso entérico y las funciones fisioldgicas de cuyo
control se encarga en el contexto del tracto gastrointestinal, como la motilidad, el transporte
hidroelectrolitico y la microcirculacién [326], comenzé a considerarse que la EIl podia tener un

componente psicosomatico relevante [327-329]. Las investigaciones en este aspecto han terminado
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por definir al estrés como un factor escasamente implicado en la iniciacion de la EII, pero que
parece ser importante en cuanto a precipitar la recidiva de un paciente en remision. La base
fisioldgica que fundamenta esta asociacion recae por un lado en un aumento de la descargas de
naturaleza colinérgica en dicho sistema nervioso entérico que se traduce en un aumento de la
motilidad intestinal [330, 331] y de la secrecién hidroelectrolitica [332], y por el otro en un aumento
de los niveles de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y por ende de cortisol. Los efectos
inmunomoduladores de elevados niveles de CRH y cortisol sistémicos que puedan alterar la
homeostasis intestinal se trataran mas extensamente en proximos apartados de esta tesis doctoral.
No obstante, resulta interesante destacar que la CRH actuando sobre mastocitos produce la
liberacién de multiples mediadores solubles que comprometen la funcién de barrera intestinal al
aumentar significativamente la permeabilidad transcelular [333]. Ademas la administraciéon de un
bloqueante inespecifico de los dos subtipos receptoriales para la CRH presenta un efecto
antiinflamatorio consistente en un modelo de colitis inducida por la administracién de la toxina A
de Clostridium difficile [334]. Por otro lado, existen multiples evidencias experimentales que
relacionan la exposicion crénica de roedores a diferentes modelos de estrés con una mayor
susceptibilidad al modelo de colitis inducida por DSS [335-337]. Atendiendo a estas evidencias, se
han realizado algunos estudios epidemiolégicos tratando de establecer una conexion entre el éxito
terapéutico en el control del estrés o la ansiedad y una menor tendencia a la recidiva en pacientes

con EII, pero no se han obtenido resultados concluyentes en ningtin sentido [338-340].
Dieta

El epitelio intestinal se encuentra en intimo contacto con los componentes de la dieta, los cuales
constituyen, tras la microbiota intestinal, la fuente principal de antigenos luminales, por lo que la
importancia de la tolerancia inmunolégica del sistema inmune gastrointestinal respecto a estos es

tan importante.

Hasta la fecha se han realizado multitud de estudios, todos arrojando resultados negativos,
orientados al establecimiento de relaciones de causalidad entre el consumo de alimentos como la
leche y otros productos lacteos, cereales, margarina e incluso bebidas refrescantes carbonatadas,
con una mayor susceptibilidad a la EIl. En general, todos estos estudios han tratado de relacionar
la dieta occidental, caracterizada por un desequilibrio nutricional a favor de los hidratos de
carbono, con una mayor incidencia de EIIl. De hecho, hay algunos estudios que han conseguido
encontrar cierta asociacion con una mayor incidencia de CU [341, 342]. Un desequilibrio en el
componente lipidico de la dieta y del balance cualitativo de los 4cidos grasos del mismo, podria ser
la causa subyacente de dicho fenémeno [343, 344], en la medida que existen estudios que aportan
evidencias cientificas que apuntan a un efecto beneficioso de los 4cidos grasos ®-3 en la

inflamacion intestinal [345-349].

La lactancia materna reduce significativamente en el lactante el riesgo de padecer tanto EC
como CU [350, 351]. Diversos mecanismos pueden explicar al menos en parte esta asociacion,
destacando por un lado la composicién rica en proteinas y oligosacaridos con capacidad inmuno -
estimulante [352], su riqueza en TGF-8 que promueve la polarizacién de células T CD4 hacia el
subtipo Treg que promueve la tolerancia antigénica [353], su alto contenido en sIgA y en CD14
soluble que contribuye a la defensa inespecifica de la mucosa intestinal del lactante [354-356], la

microbiota que aporta de forma directa y que colabora en la conformacién de una adecuada
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diversidad bacteriana en el intestino del neonato [356], e incluso el refuerzo directo de la funcién
de barrera intestinal debido al efecto de algunos péptidos contenidos en ella que aumentan la
expresion de CLD-4 o la ocludina [357, 358]. Ademas, hay que considerar que la leche materna
contiene una cantidad significativa de cortisol que favorece la maduracién final del sistema
gastrointestinal del neonato. Finalmente, es importante tener en cuenta que la realizacién de la
lactancia materna completa implica un retraso en la introducciéon de la leche de vaca, lo que puede

influir en el riesgo de forma independiente [359, 360].

Hasta el momento, no se ha podido establecer una relacion causa - efecto consistente que
relacione de un modo incontrovertible la aparicion de algin tipo de alergia alimentaria o la
concurrencia de algin factor dietético, con un mayor riesgo de padecer alguna de las

presentaciones clinicas de la EII.
Tabaco

El tinico factor ambiental cuyos datos epidemioldgicos son lo suficientemente concluyentes
para establecer una relacién directa y fiable con una mayor o menor susceptibilidad a la EII es el
tabaco. En concreto, esta establecido un papel protector del consumo de tabaco respecto al
desarrollo de CU [361, 362], siendo el porcentaje de fumadores entre los pacientes de CU solo del
10-15% [363]. Por el contrario, este mismo factor se asocia con un riesgo elevado ante el desarrollo
de EC y con un peor prondstico en los casos en los que esta ya se ha diagnosticado [364-367]. El
efecto protector mostrado por el tabaco en la CU parece deberse a los multiples efectos
inmunomoduladores de la nicotina, que ha mostrado efectos antiinflamatorios disminuyendo la

produccién de citoquinas como la IL8 o la IL1f [368], entre otros [369, 370].

Apendicectomia

En la actualidad esta descrita una disminucién de la incidencia de la CU, una aparicion mas
tardia de esta y un perfil de enfermedad menos agresivo, asi como una menor tasa de recidivas,
entre los pacientes sometidos a apendicectomia, sobre todo si la intervencidn se produce durante

las primeras etapas de la vida [371-376].
3.4. Inmunologia de la EII

3.4.1. Fundamentos sobre la instauracién y desarrollo de la EII

La caracteristica probablemente mas singular del sistema inmunolégico intestinal es la de haber
desarrollado tolerancia inmunolégica ante los elementos bacterianos de naturaleza comensal
presentes en la luz intestinal, lo que nos permite albergar esa ingente microbiota intestinal sin
convivir con un estado inflamatorio crénico, al tiempo que conserva la capacidad de desarrollar
una respuesta inmune eficaz en la contencion de los agentes microbianos de naturaleza patogena.
En capitulos anteriores se han descrito pormenorizadamente los mecanismos que se encargan de la
regulacion del balance entre la inmunotolerancia y la competencia en la funcion de barrera en sus
vertientes fisica e inmunolodgica en cada uno de los elementos que componen el sistema inmune
gastrointestinal, desde los diferentes tipos celulares presentes en el epitelio de la mucosa, hasta

aquellos que componen el GALT.
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Mas alla de la consideracion de la EIIl como un desorden de naturaleza idiopatica, hoy en dia se
acepta como teoria mas plausible que esta surge como consecuencia de una respuesta exacerbada
del sistema inmunoldgico residente en la mucosa intestinal y su entorno hacia la microbiota
entérica y otros agentes presentes en la luz intestinal. Las evidencias cientificas obtenidas invitan a
pensar que existen, por un lado, unos fendmenos primarios que son decisivos en el
desencadenamiento de la inflamacidn intestinal, y por el otro, unos secundarios que sobrevienen
ante la perpetuacion del desorden inflamatorio ya iniciado, siendo estos el hilo conductor de las

consecuencias patoldgicas asociadas a la EIL

Los fenémenos primarios, como ya se ha comentado, son aquellos que encontrandose presentes

en el individuo previamente a la apariciéon de la inflamacion intestinal, en muchos casos durante
mucho tiempo, actiian como factor iniciador necesario, prendiendo la mecha de una inflamaciéon
crénica sobrevenida con posterioridad. Este grupo, estd formado mayoritariamente por las
alteraciones en la homeostasis intestinal en general, o inmunoldgica en particular, dependientes de
las modificaciones genéticas que generan predisposicion a la EII. Estos fenomenos pueden estar
presentes en el individuo durante afios, y solo cuando a estos se les une probablemente algtin

factor de indole ambiental, se dispara el proceso inflamatorio.

Uno de los eventos primarios mejor descritos es el incremento en la permeabilidad intestinal.
Esta esta sustancialmente elevada en la mucosa intestinal de pacientes con EC y CU activas [377,
378]. Pero lo que es mads interesante aiin es que este fendmeno se verifica en familiares de primer
grado de pacientes de EIl, de forma previa al desarrollo de cualquier signo inflamatorio [379, 380].
Estas evidencias forman la base sobre la que se sustenta la hipdtesis, actualmente predominante, de
que los defectos en la funcion de barrera intestinal en su vertiente meramente fisica (monitorizada
por la permeabilidad a moléculas de pequefio tamafio) son causa mas que consecuencia de la

inflamacién en la EII.

Quedan encuadradas en este grupo también aquellas alteraciones en el sistema inmune innato
que generan un desequilibrio en la respuesta normal de los elementos celulares que lo componen a
los PAMP de la luz intestinal. En este sentido, cabe destacar que, por un lado, se ha descrito la
alteracion de la expresion de diversos TLR y NLR en pacientes con EII, tal y como ya se comento en
capitulos anteriores, siendo en este caso muy dificil dilucidar si este evento es causa o mera
consecuencia de la inflamacion. En cambio, si que se han descrito diversas variantes genéticas que
afectan a genes como TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9Y, con significativa asociacion estadistica con
la EII [381-383], asi como la ya descrita de NOD2. El reconocimiento inadecuado de los PAMP
puede generar un defecto relevante en la homeostasis inmune en la mucosa intestinal y/o la
microbiota intestinal de forma secundaria, derivado de una menor capacidad para la contencion

inespecifica de los agentes microbianos luminales.

Ademas de las alteraciones en el reconocimiento antigénico, hay evidencias de que las APC de
pacientes con EIl presentan diferencias sustanciales en las funciones de procesamiento y
presentacién antigénica. Dado que el entorno en el que se realiza la sinapsis inmunologica
determina la polarizacion de la respuesta adaptativa, este hecho puede tener consecuencias muy
relevantes. En este sentido, esta descrito un aumento de APC con fenotipo activado en los focos
inflamatorios en la EII, asi como un descenso en la presencia de APC inmaduras, que son las que

presentan un potencial mayor en la induccion de tolerancia [384, 385].
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En linea con lo anterior, las células epiteliales intestinales son también funcionalmente
relevantes en el inicio del proceso inflamatorio, dado que tienen cierta capacidad de presentacién
antigénica directa sobre células T CD4+, pero principalmente debido a su influencia directa sobre el
contexto en el que se va a producir la sinapsis inmunoldgica entre las APC profesionales y las
células T en la mucosa intestinal. Existen evidencias sobre la adquisicién de un fenotipo activado
por parte de las células epiteliales intestinales de pacientes con EII, ya sea por un fenémeno de tipo
especifico celular o derivado de la accidon de IFNy y TNFa sobre las mismas [386]. Dicho fenotipo se
caracteriza por una mayor expresiéon de MHC-II y CD1d, ambos determinantes en su capacidad
autonoma de presentacion sobre células T CD4 [387], y por una menor produccién de algunos de

los mediadores solubles inductores de tolerancia antigénica, citados en capitulos anteriores [386].

Por otro lado, en la EII existe un defecto en los mecanismos de eliminacién de las células T
autorreactivas. De un modo asociado a un fallo en la tolerancia central y principalmente periférica,
las células T activadas perduran sin entrar en apoptosis de forma controlada, como ocurre en
condiciones homeostaticas. Esta situacion es bien conocida en los pacientes con EC y de hecho ya
existen estrategias terapéuticas que al menos parcialmente, estan orientadas a regular este
fenéomeno [388, 389].

Finalmente, es importante describir brevemente algunas corrientes de opinién que en los
ultimos afios van tomando fuerza en el campo de la gastroenterologia, en un principio de forma
exclusiva en la vertiente experimental, pero cada vez mas aceptadas en clinica. A dia de hoy
existen evidencias que invitan a pensar en una inmunidad innata intestinal defectuosa como causa
subyacente en el inicio de la EC, mientras que esa posibilidad no se contempla para la CU, cuyo
comienzo se ajusta mejor a eventos como los anteriores que implican una exacerbada respuesta
inmunolégica de un modo mas sencillo. Centrandonos en la EC, parece sorprendente la afirmacién
segun la cual siendo una enfermedad que cursa con una respuesta inmunoldgica de perfil alto, esté
relacionada en su origen con una inmunodeficiencia. Diversos trabajos han demostrado como los
pacientes con EC muestran una reducida capacidad de reclutamiento neutrofilico, y sus
macrofagos, aun sin presentar alteraciones en la expresién génica, liberan cantidades
anormalmente bajas de muchas citoquinas pro-inflamatorias debido a una prematura migracion de
estas proteinas hacia los lisosomas. Ambos factores pueden estar relacionados con la menor
capacidad para la contencidn bacteriana inespecifica que se ha observado en estos pacientes [390-
392]. La redefinicién de la EC como una enfermedad con cierta cercania a la inmunodeficiencia
deriva no solo de lo ya comentado, sino también a la eficacia que han mostrado en ella algunos
tratamientos fundamentados inmuno-estimulantes como el GM-CSF u otros basados en el uso de
células hematopoyéticas que reconstituyen el sistema inmune hipofuncional del paciente, que al
menos de forma preliminar parecen estar arrojando resultados sugerentes [393, 394]. Asimismo,
existen multiples evidencias acerca de la apariciéon de enteropatias relevantes como eventos
asociados a diversas inmunodeficiencias congénitas y en especial a la infecciéon por VIH por una
menor actividad Th17 [151]. Sorprendentemente, en pacientes con VIH y EC, la presencia del VIH
y la consecuente reduccidon del nimero de células T CD4+ en el paciente se correlaciond con una
menor tasa de recidivas, lo que da idea de una fase tardia en la EC que se comporta de un modo
sustancialmente diferente respecto a su inicio, teniendo en cuenta que la génesis inicial parece
relacionarse con una inmudeficiencia parcial [395]. Para terminar, quisiera recordar que durante

anteriores capitulos de esta introduccién se han descrito multiples animales transgénicos con
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deficiencias concretas en diferentes niveles de la inmunidad innata, y como esto los condiciona
hacia una mayor susceptibilidad a modelos de colitis experimental como el DSS, o incluso les hace

desarrollar una enteropatia de forma espontanea.

Los fendmenos secundarios, que se relacionan fundamentalmente con la perpetuacion de la

inflamacidn crénica y sus consecuencias en el individuo, convergen en una serie de eventos finales
comunes. En primer lugar, en la EIl se produce una migracién de células inmunocompetentes
desde el torrente sanguineo hacia la mucosa intestinal. Esto ocurre gracias a la liberacion por parte
de las células epiteliales intestinales y APC presentes en la mucosa de quimioquinas como la IL8 y
macrophage inflaimmatory protein (MIP1-a y B), regqulated on activation normal T cells as secreted
(RANTES), monocyte chemoattractant proteins (MCP-1, 2 y 3), entre otras, que actdan generando un
gradiente quimiotactico y aumentando la expresion de moléculas de adhesion en la superficie de
granulocitos y linfocitos. Al mismo tiempo, citoquinas pro-inflamatorias como TNFoa e IL1B
inducen la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio de la microvasculatura intestinal (E-
selectinas, P-selectinas, ICAM-1, VCAM-1), promoviendo de este modo la extravasacién
leucocitaria hacia el tejido [396, 397].

Por otro lado, existe una amplio abanico de mediadores solubles que durante el desarrollo y
cronificacién del proceso inflamatorio intestinal se acumulan en la mucosa, generando un efecto
perjudicial para su integridad, como las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, prostaglandinas,

leucotrienos, histamina o metaloproteasas [398-400].

Independientemente de los fenomenos estrictamente intestinales, la EIl se acompana de otros
que se traducen en alteraciones a nivel sistémico. La mayoria de estos aparecen como consecuencia
de la distribucién general en cantidades bioldégicamente significativas, de citoquinas inflamatorias
que tienen su origen en el foco inflamatorio activo localizado en el entorno mesentérico [401]. Entre
ellos destaca la pérdida de peso, asociada a una alteracion de los hébitos alimentarios que se
caracteriza por la anorexia [402, 403] o la fiebre [404]. A nivel hematolégico, es muy tipico que
aparezca anemia asociada a la pérdida de sangre via rectal [401, 405], alteraciones en la

coagulacion, aumento de la agregacion plaquetaria y leucocitosis [406].

Finalmente, la EII se asocia con un mayor riesgo de padecer cdncer colorrectal, siendo este el
primer caso en el que se puso cientificamente de manifiesto la relacién, hoy firmemente
establecida, entre el mantenimiento de un proceso inflamatorio crénico y un mayor de riesgo de
padecer un proceso neoplasico en el tejido afectado. Dicha asociacion es tal, que se ha descrito
codmo el riesgo de padecer cancer colorrectal se ve incrementado de un modo directamente
proporcional a la extensién y gravedad de la afectacion inflamatoria [407, 408]. Sin embargo, los
mecanismos que justifican esta asociacion estdn ain por definir, si bien hay sospechas de que la
actividad incrementada del factor de transcripcién NF-kB pudiera estar implicada, debido a sus
acciones favorecedoras de la proliferacién celular e inhibidoras de la apoptosis [409]. Entre los
mediadores solubles que parecen estar asimismo implicados en esta relacién, destacan algunas
citoquinas tipicamente elevadas en la EIl como la IL23, la IL27 y la IL6 producidas
mayoritariamente por células T CD4 polarizadas a un fenotipo inflamatorio, aunque otras
citoquinas como el TNFa o el TGFB juegan un papel protector en este sentido y también se

encuentran elevadas en la EII [410-412].
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3.4.2. Vias de sefializacion relevantes en la fisiopatologia de la EII

Existe una muy amplia variedad en lo que respecta a las vias de sefializacién que terminan
activando a diversos factores de transcripcion, de lo cual depende la modificaciéon de la expresion
de genes funcionalmente relevantes en la medida que estos cuentan con segmentos génicos de
respuesta adecuados en su promotor. Para que este proceso se pueda llevar a cabo, es necesaria la
intervencion de un conjunto de proteinas adaptadoras, las cuales ya sea por su actividad
enzimatica intrinseca o por su capacidad para inducir la liberacion de segundos o terceros
mensajeros en el citoplasma celular, van a terminar por conectar la sefial que se genera en la
membrana celular con el efecto final, que dependera en ultima instancia de una modificacion en la

actividad o en la expresion de una determinada proteina.

Via de senalizacion de NF-xB

El factor de transcripcion NF-«kB esta directamente implicado en multiples funciones bioldgicas,
pero destaca su relevancia en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, mientras
que a nivel inmunoloégico interviene decisivamente en el desarrollo de las respuestas inmunes
principalmente innatas, aunque también en las adaptativas [413, 414]. Esta familia de factores de
transcripcion consta de cinco miembros; cRel, RelA (p65), RelB, NF-kB1 (p105, precursor de p50) y
NF-kB2 (p100, precursor de p52) [415]. Estas proteinas, en virtud de su capacidad de asociacién
mutua, forman homo o heterodimeros que constituyen las formas activas como factores de
transcripcion, en la medida que presentan afinidad por los denominados elementos de respuesta a
NF-«B presentes en las regiones promotoras de los genes sensibles. En ausencia de estimulo, NF-«xB
se encuentra inactivo, tipicamente secuestrado en el citoplasma al estar asociado a una proteina
inhibidora IkB, como IxBa, IxBf3, IxBy, IxBe, Bcl-3, IkBC e IkBNS (via candnica, ver mas adelante).
Las cuatro primeras son capaces de unirse de forma directa a NF-xB e impedir su translocacion al
nucleo. Por el contrario, Bcl-3, IkBC y IkBNS se encuentran en el nticleo e interaccionan con NF-kB
regulando el modo en que este modifica el patron de expresion génica celular en la proximidad con

el material genético nuclear.

La cascada de sefializacidon que concluye con la translocacion de estos factores de transcripcion
puede darse esencialmente siguiendo dos rutas o vias de transduccién de sefial diferentes, la ruta
clasica y la ruta alternativa. La opcion que tiene lugar con una mayor frecuencia es la ruta clasica o
canodnica que termina produciendo la translocacién del heterodimero formado por p50 / p65,
aunque existen otras posibilidades de asociacion entre los diferentes monémeros citados arriba.
Este heterodimero se encuentra en estado quiescente en el citoplasma como se acaba de describir,
interaccionando con IkB. La llegada del estimulo adecuado implica la fosforilacion del complejo
IxB kinase (IKK), en su subunidad reguladora IKKy o NEMO. Cuando esto ocurre, las subunidades
efectoras de dicho complejo se activan y a su vez fosforilan a las proteinas IkB, que en ese estado
son sensibles a la degradacion proteasdémica, lo que a su vez implica la liberacién del heterodimero

en cuestion que aparece libre para traslocar hacia el nticleo celular.

La ruta alternativa es menos frecuente. Tanto p105 como pl00 contienen repeticiones en el
extremo C-terminal que a nivel funcional son analogos de las proteinas IxB, de forma que impiden
su propia translocacion al nucleo. La degradacion por ubiquitinacion del extremo C-terminal de
p105 y p100 da lugar a sus respectivas formas maduras, p50 y p52. Mientras que el proceso que

determinar la maduracién que conduce la produccién de p50 se da de forma constitutiva, la que
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hace lo propio con p52 es inducida por la fosforilacién del extremo C-terminal. La forma madura
de p52 forma un heterodimero con RelB, el cual se desplaza al nucleo y alli interviene en la
regulacidon de genes especificos. A diferencia de la via clasica, la fosforilacion de p100 es mediada
por el homodimero IKKa-IKKa, con lo que no se requiere IKKB o NEMO. Esta via alternativa de
activacién es desencadenada por la sefalizaciéon de los ligandos activadores de proteinas de
membrana como CD40, el receptor 3 de linfotoxina y el receptor B-cell-activating factor belonging to
the TNF family (BAFF).

La ruta de sefializacidn celular gobernada por el factor de transcripciéon NF-kB es utilizada por
multiples receptores anclados en las membranas celulares o de localizacidén citosdlica para
completar la modificacion funcional celular asociada a la llegada del ligando estimulador
especifico en cada caso. En capitulos previos de este texto se ha descrito el papel que desempefia la
ruta clasica de NF-«xB en la sefializacion de los receptores TLR y NLR. En este sentido, resulta
interesante describir en detalle las diferencias que se establecen a nivel del complejo de proteinas
adaptadoras que inician dicha cascada de sefalizacion en los receptores TLR, los del TNF (TNFR1
y TNFR2) y el de la IL1 (IL1R).

En primer lugar describiré el funcionamiento general en el caso de los TLR, para
posteriormente especificar en qué puntos de la sefializacién se desmarcan las cascadas inducidas
por la activacion de los otros receptores citados. Los TLR activados reclutan varias proteinas
adaptadoras en virtud de su contenido en dominios TIR, entre las que destacan MyD88, TIR-
containing adaptor protein/ MyD88-adaptor-like (TIRAP/MAL), TIR-containing adaptor inducing
interferon-f /TIR-domain-containing adaptor molecule 1 (TRIF/TICAM1) y TIR-domain-containing
adaptor molecule/TRIF-related adaptor molecule 2 (TRAM/TICAM?2). De forma general, la sefializacion
por TLR puede dividirse en dos vias, una dependiente de MyD88 y otra dependiente de TRIF.
Aunque ambas activan la via clasica de NF-kB, también activan de una forma paralela otras vias

adicionales, usando para ello proteinas adaptadoras especificas (Imagen 3).

En la via dependiente de MyDS88 tras la activacion del TLR la proteina adaptadora interacciona
con los denominados death domains (DD) de la quinasa IRAK4, que forma parte del grupo proteico
IL-1 receptor-associated kinase (IRAK), permitiendo su fosforilacién. Esta a su vez fosforila y activa la
quinasa IRAK1. Tras la fosforilacion secuencial de IRAK4 e IRAK1, éstas se disocian de MyD88 e
interaccionan con la proteina TRAF6 que pertenece al grupo de las TNF receptor associated factors y
con el componente regulador NEMO, induciendo su ubiquitinaciéon. Una vez activadas, reclutan
un complejo de protein quinasas formado por TAK1 y TAK1I binding proteins (TABs), que a su vez
activan dos vias distintas que implican al complejo IKK y a la via de las MAPK, que posteriormente
sera descrita en detalle. Como consecuencia de este ultimo paso se produce la fosforilacién
especifica de la subunidad IKKf{ [173, 416].

Por otra parte se encuentra la via dependiente de TRIF, utilizada por diversos TLR, entre ellos
el TLR4 y otros de localizacion endosdmica. En ella la proteina TRIF es capaz de interaccionar con
dos proteinas adaptadoras al mismo tiempo, por un lado con TRAF6 y por el otro con receptor
interacting protein-1 (RIP1). A continuacion se forma un complejo entre estas dos tltimas proteinas

citadas, que tiene capacidad para fosforilar y activar a TAK1, de modo que la sefalizacién ya
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contintia de un modo analogo al descrito anteriormente para la ruta estrictamente dependiente de
MyD88 (Imagen 3) [417].

Ademas, es interesante destacar el papel de la proteina TBK1, que resulta decisiva en la
induccién de la sintesis de interferones de tipo I (IFNa e IFN) derivada de la activaciéon de TLR3 o
TLR4, mediante la activacion de las proteinas IRF en su funcién como factores de transcripcion,
destacando entre ellas IRF3 y IRF7. En las células en reposo, IRF3 se encuentra en el citoplasma de
forma inactiva; sin embargo, tras la estimulaciéon de TLR3 o TLR4 se produce una fosforilacion en
la region C-terminal de IRF3 mediada por TBK1 y de forma independiente de MyD88, lo que
permite a este formar un homodimero que ya puede traslocar a nticleo para ejercer su accion sobre
sus genes diana especificos [418]. Curiosamente, tras la estimulacién de TLR7 o TLR9Y, cuya
sefalizacion es estrictamente dependiente de MyD88, se activa la produccion de interferones de
tipo I de forma dependiente de IRF7. Esto es posible gracias a que en la sefializacién de estos

receptores se produce la fosforilacion de IRF7 de forma directa por parte de IRAK1 [419].

Una de las conclusiones que se pueden extraer de los parrafos anteriores es que la activacion de
la ruta candnica de NF-kB tras la union de LPS a TLR4 es estrictamente dependiente de MyD88. Sin
embargo, estudios in vitro han constatado que, aunque las células deficientes en dicha proteina
adaptadora presentan una respuesta celular de producciéon de citoquinas pro-inflamatorias
deprimida a corto plazo, esta se recupera sustancialmente con el tiempo. Este fendmeno se ha
tratado de explicar en funcion de la ligera produccion de TNFa derivada de la estimulacion inicial
[420].

A la hora de comparar las vias de transduccion de sefal dependientes de receptores TLR y del
ILIR, cabe destacar que siendo extremadamente similares al compartir el mismo dominio
intracelular TIR, presentan algunas diferencias. En primer lugar, mientras que la proteina decisiva
para el reclutamiento de MyD88 en el caso de los TLR es TIRAP/MAL, en el del IL1R es Tollip [421,
422]. En segundo lugar, en la sefializacion del IL1R existe una alternativa a la ruta canonica de NF-
kB pero que igualmente termina generando la translocacion del heterodimero p50/p65, siendo esta
dependiente de las proteinas mitogen activated protein kinase kinase kinase 3 (MEKKS3), protein kinase C
(PKC) y evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll pathways (ECSIT) [423-425]. Para
terminar, la sefializacion del ILIR carece de una vertiente que sefialice hacia IRF3 o IRF7 y permita

la induccion de la sintesis de interferones de tipo I (Imagen 5).

En lo referente a los receptores para el TNF (TNFR1 y TNFR2), cabe destacar que pertenecen a
una superfamilia receptorial con gran relevancia en la homeostasis inmunologica a muchos niveles
en el organismo, debido a sus multiples implicaciones y dianas. Todos ellos comparten un mismo
tipo de dominio extracelular, pero pueden presentar tres tipos diferentes de dominios
intracelulares, que en ultima instancia determinan los tres subtipos receptoriales hoy en dia
descritos; TNFR1, que siendo el mds ampliamente distribuido entre las células con funcién
inmunitaria contiene un dominio intracelular tipo DD que recluta a la proteina TNFR1 associated
death domain (TRADD) como adaptadora, y ademas se expresa mucho en células epiteliales, TNFR2
que contiene motivos que permiten el reclutamiento de TRAF y se expresa preferentemente en
células T, y un tercer grupo de receptores que no contienen ningin motivo de sefalizacion

conocido y por tanto no seran tomados en consideracion [426, 427].
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g — NF-xB responsive genes

Imagen 5: Ruta de sefalizacion del receptor de la IL1 hacia NF-xB
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La cascada de senalizaciéon propia de los receptores del TNF es sustancialmente diferente a las
dos anteriormente descritas. En este caso me centraré en la descripcion de las vias de sefalizacion
que determinan las respuesta mediadas por el TNFR1, también conocido por CD120. Cuando este
se une al TNF a través de su dominio extracelular, se activa y su dominio intracelular sufre un
cambio conformacional que determina la unién con la proteina adaptadora TRADD, en virtud de
la homologia mutua en su contenido en DD. A continuacién, TRADD se acopla a las proteinas
adaptadoras TRAF2 y TRAFS5, asi como a la quinasa RIP1 [428, 429]. Tras la ubiquitinacion de RIP1,
esta proteina adquiere la capacidad de unirse con las proteinas TABs [430-432]. Curiosamente, tal y
como ya se ha comentado para la sefalizaciéon del IL1R, el TNFR1 es capaz de activar la ruta
canonica de NF-kB de forma independiente de TAK1, haciendo uso de las proteinas MEKK3 o PKC

(Imagen 6).
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Imagen 6: Seializacion del TNFR1 hacia NF-xB
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Via de seiializacion de las MAPKs

Las cascadas de quinasas mitogen-activated protein kinase (MAPKSs) estan integradas por tres
elementos que operan de un modo concatenado. La MAPKKK (quinasa de la quinasa de la MAP
quinasa), la MAPKK (quinasa de la MAP quinasa) y la MAPK (MAP quinasa). Estas se van
activando sucesivamente mediante reacciones de fosforilacion, formando cascadas de sefializacion.
Las MAPKKKSs no se encuentran asociadas directamente con el receptor insertado en la membrana,
sino que necesitan activarse por componentes intermediarios, cuya actividad va a depender
directamente de la sefializacién controlada por dichos receptores al unirse a su ligando en cuestion.
Los mediadores mas comunes de esta conexién son la PKC y las proteinas de uniéon a GTP
(proteinas G) monoméricas y heterotriméricas [433]. Estos intermediarios activan a las MAPKKKSs
fosforilando residuos Ser/Thr. A su vez, las MAPKKKs fosforilan residuos Ser/Thr de dominios
cataliticos de las MAPKKSs, y finalmente estas con las MAPK. Ademas de la region catalitica, las
MAPKs poseen un dominio cuya secuencia les permite manternerse unidas a sus MAPKKs
activadoras, con fosfatasas que las inactivan y con los sustratos a los que fosforila, tratandose de

interacciones excluyentes entre si.

Las MAPKKSs son unas proteinas que presentan una dualidad funcional biolégicamente muy
interesante, pues ademas de ser activadas por una MAPKKK corriente arriba, activan a otras
MAPK en el corriente, por lo que se consideran puntos de convergencia que integran diferentes
sefales en una misma ruta. Por otro lado, las proteinas integradas en esta ruta de sefalizacion
intracelular tienen capacidad para migrar entre los diferentes compartimentos celulares ante
determinados estimulos. En esta linea, se ha demostrado que pueden migrar hacia el nticleo, donde
tienen capacidad modular la actividad de diferentes factores de transcripcion, o a distintas zonas
del citoplasma, donde fosforilan enzimas especificas como quinasas de proteinas, fosfatasas,
lipasas o incluso componentes reguladores del citoesqueleto celular, entre los que destaca la

proteina MLC, citada en capitulos anteriores [434].

Existen tres diferentes vias de sefializacion de MAPK bien caracterizadas en mamiferos. La de
ERK1/2, la de p38 y por ultimo la de JNK. En el caso de la via de ERK, las MAPKKK mas
importantes son las proteinas Raf (A-Raf, B-Raf y c-Raf), claves en la respuesta a multiples factores
de crecimiento. Tras activarse, activan a su vez a MAPKK como MKK1 y MKK2 que son
activadores especificos de las MAPK, ERK1 y ERK2. Las vias p38 y JNK comparten la mayoria de
sus mediadores a nivel de MAPKKK (MEKK1, MEKK2, ASK1, TAK1, MLK3, TAOKI1, entre otros).
Algunas MAPKK pueden activar tanto p38 como JNK, como es el caso de MKK4, pero otras son
especificas de JNK, como MKK7, o de p38, como MKK3 y MKK6. Atendiendo a las multiples
interferencias que se establecen de forma bidireccional entre las tres cascadas de sefalizacion
anteriormente descritas, la estimulacién selectiva de una de ellas sin generar afectacion alguna

sobre las otras, resulta una tarea muy compleja [435].
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Via de senalizacion JAK-STAT

La superfamilia de receptores de citoquinas tipo I y tipo II comprende receptores que se unen a
una amplisima variedad de mediadores inmunolégicos, destacando algunos como los interferones,
interleuquinas con funciones muy diversas, factores estimuladores de colonias, asi como factores
de crecimiento. La mayoria de estos receptores utilizan la ruta de transducciéon de sefial regulada
por el binomio proteico janus kinase (JAK)-signal transducer and activator of transcription (STAT)
[436].

Cuatro proteinas del grupo JAK han sido descritas a fecha de hoy, JAK1, JAK?2, JAK3 y la tirosin
quinasa 2 (TYK2), teniendo todas en comun su capacidad para asociarse especificamente a los
dominios intra-citoplasmaticos de la variedad de receptores antes citada. Mientras que JAK3 y
TYK2 estan implicadas preferentemente en la regulacion de la homeostasis durante las respuestas
inmunolégicas, JAK1 y JAK2 se caracterizan por una mayor heterogeneidad funcional, teniendo
funciones relevantes a nivel inmunolégico como los anteriores, pero también en la sefializacién de
mediadores que controlan el equilibrio entre la proliferacion y diferenciacion celulares en

diferentes tejidos, siendo muy ilustrativa su influencia en la hematopoyesis.

A nivel mecanistico, cuando el ligando se une al receptor en cuestidn, este sufre un cambio
conformacional que determina la activacion de la proteina JAK, lo que a su vez determina la
fosforilacion cruzada de estos mismos receptores. A estas proteinas se les unen las de la familia
STAT, que cuenta con siete miembros descritos; STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb y
STAT®6. Al producirse la asociacién entre la proteina JAK y la STAT en cuestion, esta tltima se ve
fosforilada en un resto de tirosina, lo que les permite dimerizarse y posteriormente traslocar al
nucleo celular. El papel decisivo que desempefian todas estas proteinas en la transduccion de sefial
de mediadores que a su vez desempenan un papel insustituible en el desarrollo y la homeostasis
del organismo queda patente en la medida que hay diversos ejemplos de ratones con delecion
genética para algunos de ellos que son directamente inviables por defectos severos en la
embriogénesis, como ocurre para STAT3, STAT5a, STAT5b, JAK1 o JAK?2 [436, 437].

Por la especial aplicacion que tiene de cara a esta tesis doctoral, vale la pena detallar con algo
mas de profundidad los diversos procesos bioldgicos que, siendo controlados por STAT3, tienen
relevancia en la homeostasis inmunoldgica intestinal, y que por tanto pueden relacionar esta
proteina con la fisiopatologia de la EII. En referencia al papel que juega en la regulacion funcional
de las células T, cabe destacar que STAT3 interviene en la transduccion de sefial de la que
dependen las acciones de citoquinas como la IL6, la IL21 o la IL23, de las que a su vez depende la
polarizacion de células T CD4 virgenes hacia el subtipo Th17 [438-441] y la regulacién funcional de
otros tipos celulares como las DC o las ILC. Existen multiples evidencias sobre el papel decisivo de
STAT3 en el mantenimiento de un comportamiento tolerogénico en las APC en general, y las DC
en particular, dado que esta descrito que la deficiencia en esta proteina en DC determina que estas
induzcan una activacion mayor en las células T (mayor produccion de IFNy) con las que contactan
en sinapsis inmunoldgica [442]. En general, esta aceptado que esto tltimo esta relacionado con la
ausencia de la inmunomodulacion mediada por IL10 sobre estas células, lo cual queda de
manifiesto al desarrollarse una colitis espontanea al eliminar experimentalmente la expresion de

STAT3 de ciertas poblaciones celulares con funciéon presentadora de antigenos como los
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macrofagos principalmente [443, 444]. De esta forma, dado que STAT3 ejerce un papel
determinante en la sefializacién de citoquinas con papeles radicalmente opuestos en la regulacion
funcional de las células T, resulta dificil desentrafiar el papel que pudiera jugar en el contexto de la
inflamacion crénica asociada a la EII, al menos en lo referente a las células T CD4. Por otro lado,
STATS3 si que tiene un papel mucho mas definido en células epiteliales intestinales. La IL22 es una
citoquina que requiere de este factor de transcripcién para su sefializacidn, y que presenta una serie
de efectos sobre las células epiteliales intestinales que contribuyen a la regulacion y el
mantenimiento de una buena estructura y funcién de barrera epiteliales. E1 STAT3 activado induce
en las células epiteliales intestinales un aumento de la proliferacién celular, la produccion de
multiples péptidos antibacterianos y de mucinas, lo que justifica la relevancia que hoy se le da a
este factor de transcripcion en la homeostasis de la mucosa intestinal en condiciones basales y en
inflamacidn [445, 446]. En este mismo sentido la IL27, que presenta un efecto favorecedor de la
proliferacion celular en las células epiteliales intestinales, y que también tiene efectos sobre células
T [447], depende asimismo de STATS3, al igual que la IL11 o la IL6, que actiian como factores de
crecimiento para las células madre intestinales, lo que las convierte en relevantes en la homeostasis
de la mucosa intestinal [448, 449]. Tanto es asi que los ratones con delecion especifica de STAT3 en
células epiteliales intestinales son mas susceptibles a la colitis inducida por DSS, debido a una
menor capacidad de restitucion epitelial y de contencién de los antigenos luminales [450].
Finalmente, en concordancia con los conceptos antes expuestos, hay evidencias cientificas sobre la
existencia de polimorfismos que afectan al gen codificante para STAT3 que se asocian con un
riesgo incrementado de padecer EII [451]. Otros mediadores solubles potencialmente relevantes en
la fisiopatologia de la EIl y que en su cascada de transduccion de sefal usan a STAT3 son GMCSF,

IL35, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la leptina o la hormona del crecimiento (GH) [452].

Via de senalizacion de Wnt/B-Catenina

Las proteinas pertenecientes al conjunto de las sefiales Wnt reciben dicha denominacién por el
primer componente del grupo que pudo ser descrito, la proteina Wingless, que demostrd ser
decisiva en el desarrollo de la larva de Drosophila [453]. Posteriormente se encontré un homologo
de esta proteina en ratén y humano, denominada Wnt-1 [454], hace ya més de 30 anos. En la
actualidad se encuentran descritos 19 genes codificantes humanos independientes para proteinas
que se integran en este grupo, teniendo todas ellas en comtn que se encuentran muy conservadas
de forma transversal en el reino animal, desde organismos muy sencillos hasta los mas complejos,
debido a su relevancia en la embriogénesis y la maduracién tisular. En los dltimos afios se han
obtenido multiples evidencias sobre el modo en que estas proteinas estdn implicadas en la
homeostasis de tejidos tan dispares como el 6seo [455], el intestinal e incluso el neuronal regulando
su plasticidad, lo que justifica la diversidad de desérdenes que se encuentran asociados a
mutaciones en los genes codificantes o implicados en su regulacion [456]. Asimismo, debido a su
influencia en la proliferacién celular, existen diversos tipos de cancer, entre los que destacan los de
localizacion intestinal y los de mama, cuyas células madre encuentran en las sefiales Wnt unos
importantes aliados de cara a su persistencia y proliferacion [457-461]. Todas las proteinas del
grupo de las sefiales Wnt son sintetizadas en una forma inactiva que lleva una etiqueta hidrofilica
en el extremo N-terminal, que hace que se dirija al reticulo endoplasmico para ser procesada tras
su sintesis. Alli, mediante la accién de proteasas residentes, se le retira dicha etiqueta y se le

adicionan restos glucidicos y lipidicos (acido palmitoleico) que mejoran su distribucién y eficacia

102



INTRODUCCION

en las células diana, haciendo uso de un complejo sistema enzimatico para dicho procesamiento
post-transcripcional [462]. Entre las sefiales Wnt descritas quiza dos de las mas relevantes por estar
presentes en ratén y el humano, y por su importancia funcional, son Wnt3A, Wnt8A y, con un
creciente interés en los tltimos afios, las proteinas R-spondin (RSPO) y Norrin, las cuales también
presentan actividad como ligandos activadores de la cascada que se describe en este apartado [463,
464]. Todas ellas cuentan con otra caracteristica en comun, la de actuar de un modo generalmente
paracrino teniendo siempre su célula diana a una distancia relativamente corta respecto de la

fuente productora.

Las sefiales Wnt, RSPO y Norrin, al unirse al receptor especifico en la célula diana,
desencadenaran la activacion de una de las siguientes tres cascadas de sefalizacion. La canénica,
asociada a T-cell factor (TCF)/B-catenina; la no candnica (planar cell polarity, PCP o independiente de
B-catenina); o la denominada ruta Wnt/Ca? [465, 466]. La mas importante de ellas es la primera,
por ser preponderante en el control de la homeostasis de las células inmunoldgicas en general y
epiteliales en particular, debido a su estrecha relacion con el control de la proliferacion y
diferenciacidon celulares. Ademas, es también la mejor caracterizada hasta la fecha. Existen tres
tipos principales de receptores para estas moléculas que conectan con las cascada candnica de
Wnt/B-catenina, los Frizzled (FZD), los LDL-receptor related protein (LRP) y los leucin reach repeat
containing G protein-coupled receptor (LGR) siendo el mas destacado de estos el LGR5 [467, 468]. La
sefalizacion de las sefiales Wnt clasicas como la Wnt3A, asi como las proteinas Norrin, utiliza
como diana y mediadores de su transduccién de sefial la asociacion de receptores FZD y LRP [469-
471], mientras que las RSPO parecen usar una asociacién entre receptores LGR y LRP [472, 473].
Asimismo, antes de proceder a la descripcién de la via de sefializaciéon propiamente dicha, cabe
destacar que existen moléculas que acttian en sentido opuesto por varios mecanismos, y cuya
sintesis y secreciéon como mediadores solubles depende en gran medida de la transactivacion
asociada a B-catenina. Por esta razon se le considera un mecanismo de autorregulacion en el propio
tejido diana, aunque su expresion y por ende su abundancia relativa se ve modulada por diferentes
agentes farmacologicos u otros en todo caso ajenos a la propia cascada de sefializacion en si misma.
Entre ellos destacan, por un lado, los secreted Frizzled related protein (sFRP) y el Wnt inhibitory factor-
1 (WIF-1), que actian bloqueando la sefial Wnt en cuestion y, por el otro, los miembros de la
familia Dickkopf (DKK), entre los que destaca DKKI1, que actiian bloqueando directamente los

receptores LRP ejerciendo una accién antagonista [474].

Para entender como funciona la ruta canénica de Wnt/TCF/B-catenina, es necesario comprender
cdmo se encuentra esta cascada de sefializacion en estado quiescente, es decir, en ausencia de
ligando activador. Esta ruta tiene como fin tltimo el control de la translocacion hacia el ntcleo de
la B-catenina como factor de transcripcion. En ausencia de sefial Wnt la B-catenina se encuentra
secuestrada unida a un “complejo de destruccién” formado por las proteinas adenomatous polyposis
coli (APC), casein kinase 1 (CK-1) y glycogen synthase kinase 3 (GSK-3). Mientras que APC ancla
directamente la B-catenina al complejo proteico, las otras dos proteinas se encargan de fosforilar al
factor de transcripcion en su extremo N-terminal, lo que genera una region susceptible de
ubiquitinacién [475]. Por tanto, en estas condiciones la fosfo-B-catenina es degradada por el
proteasoma en el citoplasma celular, sin que pueda ejercer su accién como factor de transcripcion.
Esto implica que en el nucleo la proteina TCF se encuentre formando un complejo formado por

proteinas denominadas Groucho, ocupando los promotores de los genes diana de la B-catenina, de
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forma que se impide su activacion transcripcional. Cuando una sefial Wnt se une a sus receptores
FZD y LRP (especialmente LRP5 y LRP6), se genera un cambio conformacional en la estructura de
estos que permite que se asocien mutuamente estableciéndose muy proximos en la membrana
celular. Este hecho permite la fosforilacién del dominio intracelular de LRP6 por parte de CK-1, al
que seguidamente se unira la totalidad del “complejo de destruccion”, lo que a su vez implica la
inhibicién de la degradacién proteasémica de P-catenina [476, 477]. Como consecuencia, esta se
acumula en el citoplasma celular y puede traslocar hacia el ntcleo, a través de mecanismos mal
caracterizados [478]. Alli interacciona con las proteinas de la familia TCF (TCF1, TCF3, TCF4 y
LEF1), desplazando a las proteinas Groucho y dando lugar a un complejo TCF-B-catenina que
presenta una potente actividad promotora de la transcripcion de los genes diana de esta tltima
[479, 480]. La B-catenina se ayuda de algunas proteinas auxiliares, entre las que destaca la acetylase
CREB-binding protein (CBP), la Brahma-related gene-1 (BRG-1), Hyrax y Pygopus. En general, se
establece una relacién de potenciacion mutua sobre la activacion de esta cascada de sefializacion
por parte de las sefiales Wnt y RSPO, en la medida que ambas moléculas activan complejos
receptoriales distintos, pero que confluyen funcionalmente en la activacion de la ruta de

transduccion de sefial descrita arriba [481].

En la actualidad hay descritos unos 400 genes diana para este complejo transcripcional, pero el
patron de activacion varia en funcion del tejido considerado. Profundizando en el caso intestinal,
dicho patréon de activacién determina acciones bioldgicas como la promocién de proliferacion y
auto-renovacion de las células madre intestinales [482, 483], asi como la maduracién terminal de
los diferentes tipos celulares que componen dicho epitelio, siendo especialmente destacable el caso
de las células de Paneth [484]. Esto justifica su papel fundamental en la regulacion del equilibrio
dinamico que determina la homeostasis intestinal en condiciones basales, pero sobre todo ante una
inflamacidn sobrevenida por una agresion epitelial como ocurre en el modelo de colitis inducida
por DSS [485].
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4. MODELOS EXPERIMENTALES EN LA EII

Los modelos experimentales permiten llevar a cabo estudios controlando las condiciones
ambientales, genéticas y las referentes al protocolo experimental a aplicar, de forma que
constituyen una herramienta insustituible de cara al estudio de los mecanismos fisiopatologicos

que subyacen en los distintos desérdenes que afectan al ser humano.

En el caso de la EIl no existe hoy en dia un modelo capaz de reproducir con exactitud la
complejidad de la patologia que se desarrolla en humanos. Sin embargo, los modelos desarrollados
hasta la fecha, su mayoria en roedores, son capaces de reproducir diferentes caracteristicas
inherentes a la EIl. Estos se clasifican en funcion del mecanismo mediante el cual son inducidos,
diferenciandose en inducidos quimicamente, inducidos por modificaciéon genética, inducidos por

transferencia celular y espontaneos.

4.1. Modelos experimentales de colitis inducidos quimicamente

Colitis inducida por acido acético

Este es un modelo de colitis aguda que fue descrito en 1978 por MacPherson y Pfeiffer [486].
Tras la administracién intrarrectal de acido acético disuelto en agua en una concentracion de 4-50%
(v/v), se desarrolla inflamacién limitada a la mucosa o transmural, dependiendo de la
concentracion y el volumen de acido acético utilizado, que determina la profundidad y agresividad

de la misma.

Colitis inducida por iodoacetamida

La administraciéon intrarrectal de iodoacetamida produce un dafio en la mucosa intestinal que
genera una colitis caracterizada por diarrea y pérdida de peso, asociada a dilatacién coldnica y
adhesiones significativas con otros segmentos intestinales [487, 488]. Se produce una respuesta
inflamatoria exacerbada gobernada por citoquinas del sello Th1 como TNFa, IL1f e IL6, asi como

una disminucion de los mecanismos de defensa antioxidante y la produccién de mucinas [489].

Colitis inducida por sulfato de dextrano sdédico (DSS)

Este modelo fue descrito por primera vez por Okayasu en 1990 [490]. La administracion de DSS
en agua de bebida induce una colitis que se caracteriza esencialmente por la apariciéon de una
diarrea sanguinolenta, ulceraciones y una potente infiltracién leucocitaria. E1 DSS resulta toxico
para las células epiteliales intestinales en general por afectacion de la estabilidad de la membrana
celular, lo cual tiene consecuencias especialmente significativas cuando se ven afectadas las células
madre en la base de las criptas. Esto afecta a la reposicion celular normal en este epitelio, lo que
compromete de forma importante la funcién de barrera epitelial, dando lugar al acceso de
antigenos de la microbiota a capas subyacentes de la mucosa intestinal, donde van a ser detectados
por células inmunes de caracter innato. Estas células van a iniciar una respuesta inmunoldgica
protectora que tratara de contener a las bacterias en la luz intestinal, produciendo ademas
quimioquinas que provocaran el reclutamiento de granulocitos (principalmente neutrdfilos), y a su
vez la iniciacion de una respuesta inmune adaptativa que sera mas tardia (desde el dia 4-5 en
adelante) y que sera conducida por células T CD4 polarizadas mayoritariamente a los subtipos Thl

y Th17. Este modelo es especialmente 1til para estudiar la contribucion del sistema inmune innato
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en la inflamacion intestinal, dado que se desarrolla con normalidad en ausencia de inmunidad
adaptativa en ratones RAG1 KO [491]. Actualmente es probablemente el modelo mas utilizado
para el estudio de mecanismos patogénicos y para el ensayo de terapias experimentales,
posiblemente por su simplicidad y facilidad de aplicacién. Existe una variante que se presume mas
crénica, consistente en la alternancia de varios ciclos de exposicién a DSS y de descanso, asi como
una tercera opcién en la que la exposicion es continuada pero utilizando dosis relativamente bajas,
que no producen una respuesta aguda marcada. Asimismo, mediante la combinacion de DSS y el
carcindégeno azoximetano (AOM) se dispone de un modelo de carcinogénesis intestinal asociada a

inflamacion [492].

Colitis inducida por acido trinitrobencenosulfonico (TNBS)

El modelo de colitis por acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) fue descrito en un principio por
Morris en el afio 1989, en rata [493]. Dado que el TNBS no es tdxico de forma directa para el
epitelio, se administra por via intrarrectal en una solucién de etanol al 50%, la cual dafia el epitelio
y permite el acceso del TNBS a la mucosa. En dicho contexto, este se comporta como un hapteno,
desencadenando una respuesta de hipersensibilidad retardada previa reaccién con las proteinas
tisulares. En ausencia de TNBS la respuesta inflamatoria al etanol es aguda y se resuelve
completamente en unos 3-4 dias. Por el contrario, la combinacién TNBS/etanol produce una
respuesta que se prolonga durante algunas semanas. El modelo fue adaptado posteriormente al
raton, en el cual se ha descrito una respuesta inmunolédgica que viene determinada esencialmente
por citoquinas del sello Thl, ademas de una menor sensibilidad al etanol, lo que parece hacer
necesaria la presensibilizacion de los animales al TNBS via tdpica, antes de su administracion via
intrarrectal [494, 495].

La afectacion coldnica se caracteriza por ser de tipo transmural, con anorexia, potente pérdida
de peso y diarrea. Se produce una necrosis epitelial, seguida de una inflamacién de la mucosa, con
formacion de granulomas y fibrosis marcada, ademas de alteraciones funcionales como trastornos

en el transporte hidroelectrolitico y en la motilidad.
4.2. Modelos de inflamacion intestinal generados por modificacion genética

El desarrollo de la ingenieria genética aplicada al embrion de las diferentes cepas de ratones de
laboratorio ha dotado a los investigadores de una libertad absoluta para estudiar en profundidad
el papel que juega el producto de la expresion de cualquier gen, en la biologia general del animal y
particular en determinados tejidos especificos. En este sentido, el campo de la gastroenterologia
experimental no ha supuesto una excepcion, y por tanto, entre la gran cantidad de animales
generados por transgénesis o por delecién genética total o especifica de tejido, han aparecido
algunos que al sufrir per se una inflamacion intestinal se han convertido en modelos experimentales
de EIl. Los maés representativos entre los descritos a dia de hoy, aparecen clasificados a
continuacion en virtud de la alteracion funcional que gobierna el inicio de la inflamacién en cada

uno de ellos e identificados por la modificacion genética que los caracteriza.

106



INTRODUCCION

Defecto en la funcién de barrera intestinal: ABCB1 KO [496], GNAI2 KO [497], MyD88~EC [75],
NEMO®EC [76], TAK14EC[77], N-cadherin KO [498], MUC2 KO [54], MDR1 KO [499], TNFAIP3 AlEC
[500].

Disfuncion en el equilibrio entre células T activadas y células T requladoras: 1L10 KO [501], ILIORb KO
[501], RelA (NF-kB1) KO [502], IL2 KO [503], [L2Ra KO[503], TGFB1 KO, TGFBR2 KO [504],
TNFa24RE [505], TCRa KO [506], WASP KO [507], transgénico para CD40L [508], SMAD3 KO [509,
510], IL7 KO [511], transgénico en STAT4 [512].

Pérdida de tolerancia antigénica en el sistema inmune innato: Delecion especifica de STAT3 en
macroéfagos y células polimorfonucleares, delecion de STAT3 en células de series mieloide y
linfoide [443].

4.3. Modelos espontaneos de inflamacion intestinal

Se ha demostrado que algunos animales de experimentacion desarrollan colitis
espontaneamente. Es el caso de las cepas de ratéon C3H/HeJBir o SAMP1/Yit. Los ratones
C3H/He]Bir son una subcepa de los ratones C3H/He] que fue generada mediante cruces selectivos
entre aquellos individuos que desarrollaban colitis de un modo espontaneo. Esta cepa presenta un
fenotipo muy susceptible a desarrollar colitis que aporta nuevos conocimientos en las interacciones
entre sistema inmunoldgico, el ambiente y los factores genéticos que dan lugar a la EII [513]. Los
ratones SAMP1/Yit desarrollan una ileitis similar a la que se produce en la EC, por lo que resulta
un modelo especificamente indicado para la investigacion de la fisiopatologia especifica de la EC.
Ademas, los monos de la especie "cotton-top tamarin" también desarrollan una inflamacion
intestinal espontanea a la cual se le atribuye una gran similitud con las caracteristicas propias de la
EIl en humanos, o al menos se acercan mucho mas a su fisiopatologia que los modelos inducidos

quimicamente que presentan un curso generalmente autolimitado [514].
4.4. Modelos de colitis inducida mediante transferencia celular

Fiona Powrie puso de manifiesto a finales del siglo pasado que la inyeccién de células T CD4+
CD45RB" a ratones sin timo daba lugar a un proceso inflamatorio intestinal que no se producia si
se utilizaban células T CD4+ no fraccionadas (mezcla de células CD45RB" y CD45RBr), lo que
sugiere que la respuesta inflamatoria se origina en un desequilibrio inmunoregulador inicial [515,
516]. Mas tarde, otros investigadores obtuvieron hallazgos en esa misma linea tras la inyeccién de
dichas poblaciones celulares en ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) [517].
Aunque se han descrito diversas variantes del modelo, sobre todo en funcién del criterio en
términos de marcadores de superficie en virtud del cual se purifican las células T virgenes que se
transfieren (CD4+ CD25- , CD4+ CD62L+ o CD4 CD45RBM) [518], el proceso inflamatorio en todos
los casos es muy similar, quedando esencialmente confinado en el colon, presumiblemente debido
a su mayor carga bacteriana luminal. El colon presenta un marcado engrosamiento debido tanto a
la hiperplasia del epitelio como a la infiltracion de linfocitos y macréfagos en la lamina propia y la
mucosa. El intestino delgado sufre una afectacion meramente tangencial, ya que tinicamente se

observa una infiltracion difusa de células mononucleares en la [dmina propia.
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Transcurridas unas semanas tras la transferencia celular, los ratones comienzan a perder peso y
a presentar diarrea con sangre oculta en heces. De forma independiente del proceso inflamatorio
intestinal, estos animales tienen una afectacion cutanea bastante notable, aunque no existen
evidencias cientificas consistentes que describan dicho fendmeno paralelo, el cual a buen seguro
debe presentar similar etiologia al intestinal. El proceso inflamatorio que se desencadena esta
dominado por citoquinas de tipo Th1 (IL12, IL18, IFNy y TNFa) [519] y las del eje IL17/IL23 [520].
El desarrollo de este modelo de colitis queda atenuado ante la co-transferencia de DC con fenotipo
tolerogénico o de células Treg [521, 522]. Este modelo se ha utilizado casi exclusivamente para
estudios de modulacion inmunolégica, pero puede constituir de hecho el modelo mas adecuado
para hacer estudios farmacolégicos con un enfoque traslacional hoy en dia, ya que es uno de los

que refleja mas fielmente las caracteristicas de la EII, especialmente de la EC.

5. TRATAMIENTO DE LA EII

El desconocimiento de la causa que subyace en la fisiopatologia de la EII impide el
establecimiento de wuna estrategia terapéutica especificamente dirigida ante una diana
farmacologica concreta. Por tanto, en el manejo clinico de la EII se hace uso de diversos farmacos
que no desarrollan mas que una accion de caracter inespecifico orientado al control sintomatico de
la patologia. Las alternativas farmacoldgicas disponibles en este sentido han aumentado mucho en
los ultimos afos, pero el hecho de que no sean capaces de controlar la causa etioldgica primera del
desorden, unido al perfil de efectos adversos que caracteriza a la mayoria, justifica el gran esfuerzo
investigador que en las ultimas décadas se estd haciendo para tratar de disefiar estrategias
terapéuticas mas seguras y eficaces. A continuacion se describen brevemente las principales
herramientas farmacoldgicas que hoy en dia se usan en la practica clinica relacionada con la EIL a
excepcion de los glucocorticoides que, por su relevancia en este tesis doctoral, recibiran atenciéon

especial en el siguiente capitulo.

5.1. Aminosalicilatos

El &cido 5-aminosalicilico (5-ASA), que también recibe la denominacién de mesalazina, es un
farmaco que se emplea en el tratamiento de la CU desde hace ya bastante tiempo [523, 524]. Esta
molécula se ha administrado clasicamente como profarmaco formando parte de la sulfasalazina (5-
ASA unido a sulfapiridina), la cual por la accién de azoreductasas de la microbiota coldnica es
degradada liberando la forma farmacolégicamente activa especificamente en el colon, lo que
justifica que esta opcidn sea significativamente mas eficaz en el tratamiento de la CU, aunque este
extremo aun hoy en dia sigue siendo objeto de intenso debate [525, 526]. Posteriormente se
describié como la eficacia del 5-ASA es directamente dependiente de la concentracion y el tiempo
de contacto con el segmento intestinal afectado [527, 528]. A partir de ahi se disefiaron formas
farmacéuticas orales de liberacion controlada para conseguir su liberacion en distintas zonas del
intestino. Otra alternativa bastante utilizada es la aplicaciéon de mesalazina de forma tdpica-directa
mediante el uso de formas farmacéuticas como supositorios o enemas. La combinacién de esta
ultima posibilidad con el uso de la mesalazina via oral ha mostrado una eficacia muy apreciable en

el control agudo de recidivas de CU.
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El mecanismo de accion de la mesalazina/sulfasalazina no se conoce con exactitud. Se considera
que no esta relacionado con la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas, como ocurre en el caso
de los salicilatos [529, 530]. Actualmente hay evidencias que apoyan la teoria de una modulacién
de tipo inhibitorio de la ruta de sefalizacién candnica de NF-«B, reduciendo la degradaciéon y por

tanto aumentando la presencia en el citoplasma de la proteina IxBa [531-533].

Estos farmacos en general son muy bien tolerados, presentando un perfil de efectos adversos
bastante discreto. Con escasa frecuencia provoca, mareos, fiebre, dolor de cabeza, dolor abdominal,
nauseas o erupciones cutaneas [534]. Otros efectos adversos relativamente frecuentes son la
oligospermia y la deficiencia en folato, los cuales aparecen exclusivamente asociados a las
presentaciones que incluyen la mesalazina en forma de profarmaco, es decir, la sulfasalazina, ya

que es la sulfapiridina la responsable directa de estos [535, 536].

5.2. Azatioprina y 6-mercaptopurina

La 6-mercaptopurina y su profarmaco azatioprina son antimetabolitos puricos utilizados
fundamentalmente en el tratamiento del cancer y que presentan paralelamente propiedades
inmunosupresoras. Su metabolito activo, la 6-tioguanina, se acumula intracelularmente
impidiendo la sintesis de purinas y dcidos nucleicos y la reparaciéon del DNA, lo que conlleva una
inhibicién de la divisién y proliferacion celular, siendo éste el mecanismo probable de su accién
inmunosupresora, la cual justifica su aplicaciéon en el control de la inflamacién intestinal cronica

que caracteriza a la EII [537].

Los principales efectos adversos descritos para estos fdrmacos pueden clasificarse en dos
categorias; alergias, que se manifiestan con pancreatitis, fiebre, erupciones, nauseas, diarrea o
hepatitis; o toxicidad por una dosificacion excesiva, que puede dar lugar a depresion a nivel de
médula ésea y leucopenia, anemia o trombocitopenia, con un mayor riesgo de infecciones

oportunistas. Existen polimorfismos genéticos asociados a la eficacia y toxicidad de estos farmacos.

5.3. Metotrexato

El metotrexato es un analogo estructural del acido félico que inhibe la dihidrofolato reductasa y
otras enzimas. Este fdrmaco ha sido muy usado para el tratamiento del cancer, precisamente por su
efecto antiproliferativo, pero su aplicacion en el tratamiento de desérdenes de naturaleza
inflamatoria como la artritis reumatoide o la EIl no depende tanto de dicho efecto sino de su
capacidad para inducir apoptosis y reducir la activacién de los linfocitos T. Estos efectos de
caracter inmunomodulador se manifiestan a dosis mucho mas bajas que las necesarias para

alcanzar eficacia terapéutica en el control de procesos neoplésicos [538].

Los efectos adversos del metotrexato son relativamente frecuentes y muchos de ellos bastante
significativos. Esto no es sorprendente si uno considera que la dihidrofolato reductasa ejerce un
papel esencial en la sintesis de acidos nucleicos y por tanto de forma indirecta en la homeostasis de
multiples tejidos del organismo que requieren de una intensa proliferacion celular incluso en
condiciones basales. Estos efectos adversos pueden ser clasificados en tres grupos bien definidos;
efectos antiproliferativos en médula 6sea, epitelio intestinal y foliculos pilosos, los cuales aparecen
exclusivamente ante la aplicacién de dosis altas; reacciones idiosincrasicas de hipersensibilidad; y

fibrosis hepatica o pulmonar asociada a la exposicion a largo plazo. A pesar de la espectacularidad
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y gravedad de algunos de ellos, en su mayoria remiten al reducir la dosis o con la retirada total del

tratamiento.

Se han descrito algunos casos de resistencia al metotrexato, los cuales suelen asociarse a una
respuesta compensadora caracterizada por el aumento de la expresion de la enzima diana por

parte del paciente [539].

5.4. Ciclosporina y tacrolimus

Estos dos farmacos, siendo molecularmente diferentes, presentan una analogia total en lo
referente a su farmacodinamia. Ambos presentan un potente efecto inmunosupresor, derivado de
su capacidad para formar ciertos complejos proteicos en el citoplasma celular que son capaces de
inhibir la fosfatasa de la calcineurina. Esto implica la inhibicidn de la activacion del NFAT, el cual
dirige la expresion génica de citoquinas que tienen un especial impacto en la proliferacion y

funcionalidad de las células T, como el IFNy o la IL2, entre otras acciones [540].

La ciclosporina genera el efecto inmunosupresor de una forma muy rapida. Esto hace que esté
especialmente indicada en el control agudo de las recidivas intensas de CU, ya que al asociar su
administracion a la terapia de choque convencional a base principalmente de aminosalicilatos, se
consigue una mejoria clinica significativa en el 70% de los casos durante los siguientes 10-15 dias, y

lo que es mas importante, se evita la colectomia de urgencia.

Los efectos adversos mas comunes para estos fAirmacos son parestesias y cierta hipertricosis.
Ademas, aunque la experiencia clinica en su uso ya es bastante amplia y sus niveles plasmaticos
son siempre en todo caso estrechamente monitorizados, debido a lo estrecho de su ventana
terapéutica, dichos efectos adversos se presentan con una frecuencia que llega a alcanzar el 50% de

los casos.

5.5. Terapia biologica

Los grandes avances que se han producido en las tltimas décadas en el campo de la
biotecnologia han permitido que hayan sido desarrolladas varias alternativas terapéuticas de
naturaleza bioldgica/biotecnoldgica para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas
como la artritis reumatoide o la propia EII. El principio farmacodinamico por el que se rigen estos
tratamientos es radicalmente diferente al de las opciones anteriormente descritas. En este caso, la
diana farmacoldgica es un mediador o receptor concreto al que se atribuye un papel decisivo en la
fisiopatologia de la EII el cual sera bloqueado mediante la administracion de un anticuerpo
monoclonal, una proteina de fusiéon o una proteina recombinante, en funcion de cada caso
concreto. De forma general podemos hablar de dos estrategias en el uso de las terapias bioldgicas,
por un lado la neutralizacién de citoquinas pro-inflamatorias, y por el otro la administracién de

citoquinas inmunomoduladoras.

En referencia a la primera posibilidad, las citoquinas inflamatorias que suponen una diana
interesante en la terapia bioldgica son, hasta la fecha, el TNFa, la IL1B [541], el eje IL12/IL23/IFNy
para el que se ha desarrollado el ustekinumab [542], la IL6 para la que se ha desarrollado un
anticuerpo especifico (tocilizumab) [543] e incluso quimioquinas como ocurre con el vercirnon que

es una proteina de fusién que bloquea el receptor de quimioquinas 9 (CCR9) [544]. Entre ellas, la
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que mas atencién ha recibido y por tanto, en torno a la que se ha desarrollado un mayor namero de
farmacos de extensa aplicacion en la clinica de la EII, es el TNFa. Las moléculas sintéticas que se
van a unir a dicha citoquina en su forma soluble o unida a la membrana impiden la unién a su
receptor, y por tanto la ejecucion de sus actividades bioldgicas [545]. Los ejemplos mas
representativos por su perfil de eficacia y seguridad son el infliximab y el adalimumab. El
infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico humano-murino que se administra inicamente
via intravenosa, mientras que el adalimumab un anticuerpo monoclonal humanizado que es
administrado via subcutdnea. En un principio, el lugar que ocupaban dentro del algoritmo de
decisién en el manejo clinico de la EIl estaba reservado a casos de ausencia de respuesta o
dependencia de las terapias de primera linea ya descritas, pero en la actualidad los
gastroenterologos optan por esta opcidn con una frecuencia creciente. El infliximab es con
diferencia el que presenta un uso mas extendido en la actualidad, teniendo un rol central en el
tratamiento de la EC. Concretamente ha resultado ser muy eficaz en la induccién de remision en
pacientes con EC moderada y que son resistentes a terapias convencionales, siendo especialmente
util favoreciendo el cierre de fistulas intestinales. Aunque el mecanismo de accién primario es el
bloqueo del TNFo, existen varios mecanismos adicionales, que dependen de la interaccion con el
TNFa de membrana, que estan bien caracterizados pero cuya contribucién tltima al efecto clinico
global se desconoce en la actualidad. La controversia en este sentido se alimenta
considerablemente por la desigual eficacia de los farmacos anti-TNFa en la EIl, que puede estar
relacionada con aspectos mecanisticos, pero también farmacocinéticos o derivados del régimen de
dosificacion. Entre los efectos adversos del infliximab, destacan por un lado las reacciones de
hipersensibilidad, y por otro el aumento del riesgo de padecer infecciones oportunistas, entre las
que destaca la reactivacion de la tuberculosis. También aumenta la incidencia de ciertos tipos de
cancer. La eficacia mostrada por el infliximab ha hecho crecer el interés en la modulacién del efecto
del TNFoa como citoquina gobernadora de la respuesta inmune Thl propia de la EC. Por tanto,
estan siendo tomadas en consideracion otras alternativas no bioldgicas como la talidomida [546-
548] o los inhibidores de la enzima conversora del TNFo [549], que presentan una farmacodinamia

orientada sobre dicho mediador soluble inflamatorio.

La administracion de citoquinas con actividad antiinflamatoria ha recibido una atencion por
parte de la comunidad médica mucho menor a la que se le ha rendido a las terapias anti-TNFa.
Este hecho se debe probablemente al fracaso del ensayo terapéutico de la IL10, que por ser una
citoquina netamente antiinflamatoria se consideraba muy prometedora [550, 551]. En el extremo

opuesto, se ha ensayado el GMCSF (sargramostim) en el tratamiento de la EC con cierto éxito.

Ademas, en los ultimos afios se han desarrollado diversos farmacos bioldgicos para el
tratamiento de la EIl cuya diana farmacoldgica son las moléculas de adhesién que permiten el
reclutamiento leucocitario a los focos inflamatorios. Aunque en la actualidad siguen sin haber sido
introducidos en la practica clinica, los ensayos clinicos de los que estan formando parte estan
arrojando resultados bastante prometedores. Los mas relevantes son, el natalizumab que es un
anticuerpo monoclonal humanizado contra la integrina 047 [552], el vedolizumab dirigido a
MadCam1 [553] y el etrolizumab que se une a la subunidad B7 [554].

Por ultimo, la cascada de sefializacion de JAK-STAT previamente descrita ha recibido atenciéon
en este sentido debido a su relevancia en la transduccion de sefial de mdultiples citoquinas

directoras de la inflamacidén intestinal. Atendiendo a esta evidencia, se ha desarrollado el
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tofacitinib que inhibe a las proteinas transductoras JAK1, JAK2 y JAKS, habiendo mostrado una
eficacia notable en diversos ensayos clinicos con pacientes de CU, aunque su seguridad ain es una
materia de discusion [555, 556].

5.6. Terapia génica

La terapia génica consiste en la introduccion de un gen activo y funcional, o bien de un RNA
pequetio de interferencia (siRNA), en células somaticas con el fin de aumentar o reducir el perfil de
expresion de una determinada proteina de cuya modulacion pueda derivarse un beneficio clinico,
mediante el empleo de un vector virico [557-560]. La investigacion clinica que se esta realizando
acerca de estos procedimientos es ingente, ya que campos como la oncologia también tienen
muchas expectativas puestas en este enfoque terapéutico para mejorar la escasa selectividad de las
herramientas de las que disponen en la actualidad. Sin embargo, hoy en dia no existe ningtin gen
cuya modulacién por terapia génica en humanos esté siendo aplicada en la practica clinica de la
EIl, aunque hay esperanzas depositadas en la modulacion mediante esta tecnologia de genes como
los codificantes para la ciclooxigenasa-2 (COX2) [561] o la proteina de adhesion ICAM-1 [562].

5.7. Terapia con células madre

Las células madre hematopoiéticas (HSC) y las células madre mesenquimales (MSC) estan
apareciendo en los ultimos afos como alternativas reales para el manejo clinico de la EII (sobre
todo la CU) en pacientes que muestran una insatisfactoria respuesta a todas las alternativas
terapéuticas ya establecidas en la clinica habitual y que ya han sido citadas con anterioridad en este
apartado. Esto ha sido asi debido a los prometedores resultados que su uso ha mostrado en
diversos modelos de colitis experimental en roedores [563-565] e incluso en algunos casos en los
que han sido aplicadas a pacientes no respondedores a inmunosupresores clasicos y bioldgicos
anti-TNF [566, 567].

Los indicios de eficacia mostrados por el transplante alogénico de HSC derivan de un efecto
remodelador sobre el sistema inmunoldgico del paciente, por lo que resulta imprescindible
producir una extensa citotoxicidad en dicho sistema antes de aplicar las células madre para que la
restauracion celular y funcional de este sea adecuada. Por su parte las MSC, que pueden ser
obtenidas de tejido adiposo o de médula dsea, se cree que deben su eficacia a una combinacién de
efecto antiinflamatorio e inmunomodulador, asi como a un favorecimiento de la restitucion
epitelial en la mucosa intestinal que suele ver comprometida su funcién de barrera ante la
inflamacidn crénica inherente a la Ell, independientemente de que este sea un fendmeno que en
muchos casos precede a la inflamacién en si misma. En cualquiera de los dos casos, estas terapias
estan aun lejos de su uso en la practica clinica habitual, principalmente porque se desconoce si tras
su administraciéon mediante infusion intravenosa [568] podrian producir un incremento en el
riesgo de desarrollo de procesos neoplasicos intestinales, fenémeno para el cual los pacientes con

EIl ya se encuentran especialmente predispuestos [569].
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5.8. Algoritmo de decision clinica en el manejo de brotes moderados de CU y EC

Algoritmo para la EC

Se debe iniciar el tratamiento con budesonida oral, excepto en los casos en que la afectacion
inflamatoria reside en el colon distal y esta especialmente indicado el uso de prednisona, ya que la
budesonida no es efectiva en dicho segmento. Si el paciente responde en 2-4 semanas, se disminuye
la dosis de budesonida y se pasa a fase de vigilancia. Si durante dicha vigilancia se produce una

recidiva, estd indicado el uso de azatioprina.

Si no responde a budesonida, se recomienda usar prednisona (40 mg/dia), tanto en los casos en
que se produce una respuesta positiva o aparezca una corticodependencia, hay que ir reduciendo
la dosis de este glucocorticoide e ir introduciendo la azatioprina o 6-mercaptopurina, que sera el

farmaco que usemos para el mantenimiento de la remisién.

Los biolégicos (anti-TNF) se usaran en aquellos pacientes que no respondan a azatioprina y que
también muestren un comportamiento refractario a la prednisona. El mantenimiento de la remision
se establecera con el uso del farmaco bioldgico. En este grupo de pacientes escasamente
respondedores a dichas opciones terapéuticas es relativamente comtn encontrar fistulas y
estenosis, complicaciones que en caso de no remitir con el anti-TNF generalmente requieren

tratamiento quirurgico [570].

Algoritmo para la CU

En el caso de una proctitis, se recomienda la administraciéon en forma de supositorios de
mesalazina 1 g/dia. En una proctosigmoiditis, se recomienda el uso de mesalazina en enema 1 g/dia

en combinacidon con su uso también via oral.

En el caso de que en cualquiera de las dos situaciones clinicas planteadas anteriormente no se
produzca una respuesta satisfactoria, se recomienda subir la dosis de mesalazina a 2-3 g/dia. Si
esto tampoco generara una mejoria en el paciente, se recomienda mantener lo anterior y sumar la

administracion de prednisona 40 mg/dia.

En este momento se pueden plantear varias posibilidades. Si el paciente responde
satisfactoriamente, se recomienda retirar progresivamente la prednisona y mantener como
tratamiento en la remision la mesalazina. Si se produce una corticodependencia, se debe retirar el
glucocorticoide paulatinamente e introducir como tratamiento de mantenimiento en la remision la
azatioprina. Si lo que nos encontramos es un fenémeno de corticorresistencia o una recaida muy
precoz o severa tras la retirada del glucocorticoide ante una primera corticodependencia, se
recomienda introducir un bioldgico anti-TNF asociado a azatioprina. Y por tltimo, si el paciente no
muestra respuesta satisfactoria ni siquiera al bioldgico, esta indicada la opcidn quirdrgica con
objeto de evitar que esta situacidon clinica pueda evolucionar a una CU fulminante con un

megacolon tdxico que compromete seriamente la vida del paciente [570].

Los dos algoritmos arriba descritos se ajustan al enfoque terapéutico de la EII tipo “step-up”, en
el que las herramientas terapéuticas en principio mas poderosas se reservan para aquellos casos en
los que el proceso inflamatorio no remite con los tratamientos antiinflamatorios preliminares tipo

aminosalicilatos o glucocorticoides. Sin embargo, en los tltimos afios se esta desarrollando una
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corriente de pensamiento cada vez mas extendida entre los gastroenterdlogos, segun la cual
siguiendo una estrategia tipo “top-down” se obtiene una entrada en remisién mds temprana y el
paciente se mantiene en ese estado de quiescencia inflamatoria durante mas tiempo que con la
estrategia anteriormente mencionada. El enfoque terapéutico “top-down” se basa en comenzar el
tratamiento de la recidiva directamente con inmunosupresores y/o farmacos biolégicos, y dados los
buenos resultados que esta presentando no seria extrano que se impusiera a la estrategia “step-up”
en los proximos anos [571, 572], sobre todo porque las cuestiones de indole econémico que han
frenado bastante la instauracidn de esta alternativa en el manejo clinico de la EII pueden dejar de
ser un problema con la aparicion de los farmacos biosimilares en la medida que las patentes de los

bioldgicos originales van expirando.
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6. GLUCOCORTICOIDES

6.1. Historia

El Dr. Addison en el afio 1879 fue el primero en describir la existencia de los corticosteroides
como hormonas decisivas en la regulacién de multiples funciones en el ser humano, de tal forma
que eran imprescindibles para la vida. Addison llegé a dicha conclusién tras la observacion de la
muerte de pacientes con destruccion en las glandulas suprarrenales. Poco mas tarde, Brown-
Séquard obtuvo resultados en el mismo sentido al observar la muerte de los animales de
laboratorio que sufrian la extirpacién de ambas glandulas suprarrenales, siendo para ello
determinante la reseccion de la corteza suprarrenal. Algunos afios después, se consiguid poner de
manifiesto las funciones bioldgicas reguladas por estas moléculas, destacando por un lado el
metabolismo de carbohidratos y grasas, que se estimé dependiente de un grupo de hormonas que
fueron denominadas como glucocorticoides (GC), y por el otro la regulaciéon del equilibrio

hidroelectrolitico, que se atribuy¢ a otras que recibieron el nombre de mineralocorticoides.

6.2. Eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA)

De forma colateral al estudio de los corticosteroides, se consiguié definir el mecanismo que
regula la biosintesis y liberaciéon de estas hormonas. Fue en el afio 1912 cuando el Dr. Cushing
describié un desorden caracterizado por unos niveles excesivos de estas hormonas a nivel
sistémico, el cual en un principio recibié el nombre de hipercorticismo y que hoy en dia es
conocido como “sindrome de Cushing”. No obstante, resulta interesante que fue ese determinado
hallazgo el que afios mas tarde permitié al Dr. Harris describir el enlace existente entre las

funciones hipotaldmica, hipofisaria y corticosuprarrenal.

La regulacion de la sintesis de los corticosteroides (GC y mineralocorticoides), que resultan de
extraordinario interés en esta tesis doctoral, pero también del precursor androgénico
deshidroepiandrosterona (DHEA) que es convertido en los tejidos periféricos en andrégenos
mucho mas potentes, se encuentra estrechamente regulada por el denominado eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal (HHA).

El hipotalamo es rico en neuronas que contienen hormona CRH, que es liberada de forma
controlada hacia el plexo hipofisario, por el cual llegara a la hipofisis donde encuentra a sus
receptores especificos CRF1/CRF2. Estos son receptores fisiologicos acoplados a proteina G que, al
recibir a su ligando especifico, desencadenan una cascada de transduccién de sefal que utiliza el
AMP ciclico (AMPc) como segundo mensajero, induciendo de este modo un aumento de la sintesis
y posterior secrecion de corticotropina (ACTH). La CRH en esta funcién aqui descrita recibe la
colaboracion de la denominada arginina vasopresina (AVP), la cual es sintetizada en el ntcleo
paraventricular, llega a la hipofisis e interacciona con sus receptores fisioldgicos V1b, ejerciendo de
este modo una funciéon como co-adyuvante de la CRH en la medida que estimula la sintesis de
ACTH en la hipdfisis, aunque el control de la liberacion de esta ultima es una competencia
exclusiva de la CRH.

En la hipdfisis se produce la sintesis y liberacion de la ACTH, que en un principio es sintetizada
como parte de una proteina precursora de mayor tamafo, la proopiomelanocortina (POMC). La

enzima convertasa 1 prohormonal cataliza la degradacion proteolitica de este precursor, liberando
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la ACTH (y otras melanocortinas) al torrente sanguineo en su forma activa, una cadena
polipeptidica de 39 aminodacidos de longitud. Una vez esta hormona alcanza la corteza suprarrenal,
ejerce su accidn a través del receptor fisioldgico melanocortin receptor 2 (MC2R) que al ser activado
desencadena una cascada de sefializacion dependiente de AMPc que determina la estimulacién de
la sintesis y liberacién de GC, mineralocorticoides (aunque en este caso ejerce un papel mas
secundario) y el precursor androgénico antes citado, ademas de ejercer un papel decisivo en la
homeostasis bioquimica y estructural de la corteza suprarrenal actuando como un factor tréfico
insustituible. La respuesta de este tejido a la ACTH evoluciona con el tiempo de estimulacion, de
forma que en cuestion de segundos-minutos se produce un fuerte aumento del aporte de colesterol
como sustrato biosintético, el cual es dependiente de la steroidogenic acute regulatory protein (STAR).
Paralelamente, aunque requiere de varias horas para manifestarse, se produce ademas un fuerte
aumento de la expresion génica de las enzimas esteroidogénicas, en especial de CYP11A1 que por
catalizar la primera reaccién del proceso supone un factor limitante. Asimismo, resulta interesante
destacar que la corteza suprarrenal no tiene capacidad para almacenar ninguno de los esteroides
que sintetiza, por lo que la respuesta que se produce ante la recepcion de ACTH por su parte, es

directamente dependiente de la sintesis hormonal de novo.
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Imagen 7: Mecanismos de regulacion del eje HHA

Los mecanismos de regulacion del eje HHA antes descrito se centran en tres vertientes. Una

regulacion negativa mediada por el efecto de los propios GC sobre el hipotalamo y la hipoéfisis, una
regulacion positiva por parte de citoquinas de cardcter inflamatorio, asi como de productos
bacterianos sefializando mediante TLR2 y TLR4 en la corteza suprarrenal, y una influencia positiva
directa del estrés (Imagen 7). En condiciones fisiologicas, el ritmo de secrecién diurno de GC
enddgenos es de unos 10 mg/dia, siendo regulado esencialmente por los centros neuronales

superiores que reaccionan a los ciclos de sueno-vigilia. Estos determinan un aumento de la
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produccién de ACTH a las primeras horas de la manana, lo que a su vez implica el clasico pico de
GC que se produce alrededor de las 8:00 AM (16 pg de cortisol/100 ml de plasma).
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Imagen 8: Esteroidogénesis humana y murina

En referencia al mecanismo de inhibicion que realizan los GC sobre el eje HHA, cabe destacar
que ocurre por un lado por un efecto esencialmente dependiente del receptor de glucocorticoides
(GR) y en menor medida por el receptor mineralocorticoide (MR) sobre las neuronas generadoras
de CRH en el hipotdlamo, en las cuales producen un descenso de su expresién y liberaciéon. A su
vez, en la hipdfisis y de un modo exclusivamente dependiente de GR, los GC producen una
inhibicion de la biosintesis de POMC vy la liberacion de ACTH por parte de las neuronas
corticotropicas [573]. Este control de tipo feedback negativo que ejercen los GC sobre su propia
sintesis a nivel hipotalamico e hipofisario es decisivo para limitar la exposicion de los tejidos a
estas hormonas, en términos de tiempo y cantidad. Por otra parte, existe un efecto activador del eje
HHA dependiente de citoquinas de tipo inflamatorio del grupo gp130 como la IL6 y la IL11, y otras
como la IL1, IL2 y TNFa sobre las neuronas que producen CRH y ACTH en hipotalamo e hipdfisis,
respectivamente [574]. Asimismo, se ha constatado la expresion de TLR2 y TLR4 en la corteza
suprarrenal [575], donde son estimulados por los PAMP correspondientes, generando una
estimulacidon de la esteroidogénesis que contribuira a la atenuacién de la inflamacién sistémica
asociada a la presencia de dichos antigenos en la circulacidon periférica. [576]. Este fendmeno esta
fisioldgicamente justificado, atendiendo a los constatados efectos inmunomoduladores en general y
preferentemente inmunosupresores que presentan los GC, los cuales contribuiran a impedir una
exacerbacion incontrolada del proceso inflamatorio generado por la translocacion bacteriana y
caracterizado por la elevacién de los niveles de las citoquinas antes citadas. La relevancia del

dialogo bidireccional que se establece entre el sistema inmunolégico y el eje HHA queda
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experimentalmente patente en humanos [577], y en modelos animales de shock séptico en los cuales
la adrenelectomia o la inhibicion farmacolégica del efecto los GC implica una mayor
susceptibilidad a dicho modelo [578-581]. Por tltimo, la esteroidogénesis en la corteza suprarrenal
se ve dramaticamente estimulada por el estrés, lo que convierte al cortisol enddgeno en la clasica
hormona de respuesta ante una situacion de amenaza que requiere evasion, a la cual contribuye
principalmente con la necesaria respuesta hiperglucémica e hipertensora. La activacién del eje
HHA asociada al estrés psicologico, deriva del efecto directo de neutrotransmisores de caracter
excitador como acetilcolina, serotonina y noradrenalina sobre las neuronas liberadoras de CRH a
nivel hipotalamico [582]. Ademas en el caso de la noradrenalina se establece una relacién de tipo
bidireccional de feedback positivo, dado que mientras que ella misma activa el eje HHA, la CRH
generada en el hipotalamo es capaz de actuar de un modo paracrino produciendo una activacion
de las sinapsis noradrenérgicas en el sistema nervioso central. Este fenémeno de retroalimentacién
positiva explica en gran medida la estrecha relacién entre el estrés psicoldgico y el aumento en la
esteroidogénesis [583, 584].

6.3. Esteroidogénesis y liberacion de glucocorticoides

Desde un punto de vista funcional e histoldgico, en la corteza suprarrenal pueden encontrarse
tres zonas bien diferenciadas. La zona externa o glomerular que produce la aldosterona
(mineralocorticoide), la zona media o fascicular que sintetiza cortisol (glucocorticoide) y la zona
interna o reticular que secreta el DHEA (precursor androgénico). Dicha selectividad funcional en
virtud de la zona a la que se haga referencia se debe al patrén de expresién enzimatico y a los
receptores que ejercen la regulacion de la expresion génica y la funcionalidad de dichas enzimas.
Asi, mientras la zona fascicular presenta preferentemente receptores para la ACTH y la dotacion
enzimatica necesaria para la sintesis de cortisol, la region glomerular cuenta mayoritariamente con
receptores para la angiotensina II y el K* extracelular, ademas de las enzimas necesarias para la
sintesis de aldosterona a partir de colesterol. Por tener mayor aplicaciéon de cara a esta esis
doctoral, a continuacién se describen las enzimas y las reacciones que estas catalizan, dentro de la
esteroidogénesis que tiene lugar en la zona fascicular de la corteza suprarrenal, permitiendo la

sintesis de cortisol en humanos y corticosterona en roedores, a partir de colesterol (Imagen 8).

6.4. Acciones fisiologicas de los corticosteroides

A pesar de que el objeto de interés principal de este trabajo son los GC, en este apartado se
describen los efectos de los corticosteroides suprarrenales en general debido a que es bastante
comun que los GC presenten cierto efecto mineralocorticoide secundario caracterizado por la
retencion de Na*, siendo este mayor o menor en funciéon de cada molécula y su afinidad relativa
por el MR. En la Tabla 4 aparece una relacion de varios de los GC mas relevantes, desde el cortisol
enddgeno hasta varios de los GC de sintesis mas usados en la practica clinica. Ademas, para cada
uno de ellos se aporta el valor numérico de su potencia antiinflamatoria y mineralocorticoide,

relativas a la propia del cortisol que se toma como referencia, asi como de la duracién de su efecto.

A continuacioén se realiza una valoracion resumida de los efectos de los GC a multiples niveles,
excepto aquellos de cardcter inmunomodulador y antiinflamatorio que recibiran atencion especial
en un capitulo independiente de esta seccion, por ser los mas interesante teniendo en cuenta el

campo de aplicacidn de este trabajo.
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Efectos sobre el metabolismo de los hidratos de carbono vy las proteinas

Actualmente sigue sin estar totalmente descrito el mecanismo por el cual los GC generan una
inducciéon de la gluconeogénesis, y al mismo tiempo favorecen la proteolisis para obtener
aminodacidos susceptibles de ser degradados y sus esqueletos hidrocarbonados incorporados en la
reaccidon anabdlica de la gluconeogénesis en el higado. Lo tinico que esta descrito de forma fiable es
cdmo los GC estimulan la expresién de enzimas gluconeogénicas como la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en el higado. Como consecuencia, se
produce una elevacién de la liberacion de glucosa al torrente sanguineo a costa de una tendencia
hacia la pérdida de masa muscular [585]. Por otra parte, se produce un efecto hipoinsulinémico
sobre los islotes pancreaticos, acompafiado de resistencia a la insulina, lo que en conjunto se
traduce en un aumento de la glucemia, quedando esa glucosa disponible para aquellos tejidos

especialmente dependientes de ella como son cerebro y corazon [586].

Efectos sobre el metabolismo lipidico

En la actualidad, se encuentran descritos de forma incontrovertible dos efectos de los GC sobre
el metabolismo lipidico debido precisamente al andlisis exhaustivo de la sintomatologia mostrada
por los pacientes con hipercortisolismo primario o yatrogénico, cominmente conocido como
“sindrome de Cushing”. Se produce una marcada redistribucion de la grasa que tiende a
acumularse en la parte posterior del cuello y la cara (“joroba de bufalo y cara de luna llena”) y en la
zona abdominal (obesidad central), acompafiada de un pérdida de esta en las extremidades. En la
actualidad, los mecanismos moleculares que justifican dicho depdsito selectivo de grasa
dependiente de GC siguen siendo esencialmente desconocidos. Ademas, se favorece la lipolisis en
adipocitos mediante un mecanismo indirecto, segtn el cual facilitan el efecto lipolitico directo
sobre estas células inducido por la growth hormone (GH) y agonistas f-adrenérgicos [587, 588]. Esto
desemboca en una dislipemia que contribuye al mayor riesgo cardiovascular que presentan estos

pacientes.
Efectos sobre el balance hidroelectrolitico

La aldosterona como mineralocorticoide de referencia, y también los GC aunque en relativa
menor medida, de forma neta producen un aumento en la reabsorcion de Na* desde el liquido
intratubular, en los tibulos contorneado distal y colector. Ademas generan un aumento de la
excrecién renal de K* y H* . Estas acciones parecen indicar que el efecto de los GC podria ser nulo
desde el punto de vista osmotico, al producirse un intercambio entre cationes monovalentes, pero
esto no es asi. El estudio de la sintomatologia de pacientes con hiper e hipoaldosteronismo ha
revelado que la consecuencia neta de un efecto de naturaleza mineralocorticoide es un aumento de
la presion osmoética intravascular y el consecuente aumento de la volemia, lo que se traduce en un
incremento de la presion arterial. Ademas, los GC tienden a reducir los depdsitos de calcio del
individuo, porque reducen su absorcién intestinal y aumenta su excrecion renal, lo que contribuye
junto a otros factores que seran descritos en el capitulo de efectos adversos, con la reduccién de la

masa Osea y el incremento del riesgo de fracturas.
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Tabla 4: Duracién del efecto y potencias relativas de algunos GC destacados. * Corta (semivida 8-12 horas),
intermedia (semivida 12-36 horas) y larga (semivida 36-72h)

GLUCOCORTICOIDE POTENCIA POTENCIA DURACION DE
ANTIINFLAMATORIA RETENCION DE Na+ ACCION*
CORTISOL 1 1 CORTA
CORTISONA 0.8 0.8 CORTA
FLUDROCORTISONA 10 125 INTERMEDIA
PREDNISONA 4 0.8 INTERMEDIA
PREDNISOLONA 4 0.8 INTERMEDIA
60-METILPREDNISOLONA 5 0.5 INTERMEDIA
TRIAMCINOLONA 5] 0 INTERMEDIA
BETAMETASONA 25 0 LARGA
DEXAMETASONA 25-40 0 LARGA
PARAMETASONA 10 0 INTERMEDIA

Efectos sobre el sistema cardiovascular

Los efectos de los GC en el sistema cardiovascular son por un lado consecuencia de la
hipertensién sobrevenida como consecuencia de los efectos de estas moléculas a otros niveles y por
algunos efectos directos sobre los cardiomiocitos [589, 590]. En referencia a la hipertension,
contribuye el efecto mineralocorticoide secundario que pueda presentar el GC y el aumento de la
volemia dependiente de los efectos propios de los GC sobre el transporte electrolitico, segtin el
mecanismo descrito en el parrafo anterior. Pero de forma independiente de esto tltimo, los GC a
diferencia de los mineralocorticoides presentan otro mecanismo adicional que contribuye a la
hipertensiéon y la disfuncion cardiovascular asociada a este fendmeno. Los GC generan una
sensibilizacion de la musculatura lisa del drbol vascular periférico a otros agentes vasoconstrictores
como la angiotensina II o la noradrenalina, mediante un mecanismo directamente dependiente de
la interaccion con el GR. Como consecuencia de la hipertension inducida por GC arriba justificada,
los pacientes con sindrome de Cushing primario o yatrogénico, presentan un riesgo elevado de
desarrollar aterosclerosis y eventos de tipo anginoso asociados, una insuficiencia cardiaca

congestiva, una miocardiopatia hipertensiva o una hipertrofia ventricular [591].

Por otro lado, los GC ejercen efectos directos sobre los cardiomiocitos. La exposiciéon de estos a
GC sintéticos en multiples estudios in vitro ha generado resultados que indican que estos presentan
un efecto paraddjicamente antiapoptdtico, antiinflamatorio y lo que resulta ain mas curioso,
favorecedor de un aumento en el tamafo celular, lo que hace pensar que estos contribuyan
directamente a la hipertrofia muscular cardiaca, junto con la hipertensién adrtica ya mencionada
[592].
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Efectos sobre el musculo estriado

El conocimiento que se tiene sobre la relevancia de los GC en la homeostasis del musculo
estriado, como ocurre con las funciones fisiologicas descritas con anterioridad, ha derivado
esencialmente del estudio de la sintomatologia de aquellos pacientes con hipocortisolismo
(sindrome de Addison) e hipercortisolismo (sindrome de Cushing). Los GC son esenciales en la
homeostasis muscular, ya que en ambos desordenes los pacientes muestran una severa fatiga
muscular aunque sea por causas radicalmente opuestas. En el caso de Addison, por una
insuficiente perfusion periférica probablemente derivada de la hipotensién, amén de otros posibles
mecanismos no caracterizados, mientras que en Cushing se produce la denominada “miopatia por
esteroides” fundamentalmente asociada a un catabolismo proteico masivo, una notoria resistencia
a la insulina y una inhibicion de los procesos de regeneracion muscular al reducir la proliferaciéon y
la diferenciacién de los miocitos [593, 594]. Esto ultimo también puede llegar a acontecer en
individuos que reciben altas dosis de GC exdgenos, contingencia que debe hacer plantear la
retirada del tratamiento. En general, se cree que los efectos de los GC desequilibrando la
homeostasis en el musculo esquelético tal y como se ha descrito, derivan de la inhibicion de la
sefalizacion dependiente de la ruta formada por insulin growth factor-1 (IGF1)-Akt, la ruta de la
miostatina y la de NF-«B [594-596].

Efectos sobre el sistema nervioso central

Los GC son, en funcién de lo ya observado, decisivos de un modo indirecto para el
funcionamiento adecuado del sistema nervioso central, destacando sobre todo su contribucién a la
regulacion del aporte de glucosa y de la presion arterial. Sin embargo, aunque hoy en dia se
desconocen los efectos directos de los GC a nivel neurolégico, hay evidencias clinicas y derivadas
de la experimentacion basica, que sugieren que son importantes en la homeostasis en este tejido
dado que los pacientes con hipocortisolismo muestran un comportamiento apatico, irritable y
tendente a la depresién, mientras que los pacientes que sufren de Cushing presentan un mucho
mejor estado de animo, que en ocasiones desemboca en una excesiva actividad motora e incluso
comportamientos psicoticos o pseudoesquizoides [597]. Ademas, en pacientes con adiccién a
cocaina y alcohol se ha descrito una sefializacion aberrante del GR [598, 599]. Ademas, la
sobreexpresion del GR a nivel cerebral produce un fenotipo caracterizado por un marcado
comportamiento ansioso [600], mientras que su delecién en regiones concretas del mismo se
traduce en la aparicion de signos de apatia [601]. El hecho de que se haya puesto de manifiesto la
expresion de enzimas esteroidogénicas y la produccion de facto de GC a nivel encefalico [602],
unido a otros trabajos que hablan de un papel relevante de estos en la regulaciéon de la plasticidad
neuronal [603], hace que este sea un campo interesante para futuras investigaciones por la
aplicaciéon que podrian tener esos hallazgos en la comprension de trastornos como el deterioro

senil de la memoria, entre otros.

Efectos sobre el sistema reproductor

Dado que las génadas y la corteza suprarrenal sufren una regulaciéon de su biologia con
muchos aspectos compartidos a nivel del eje HHA, no es sorprendente que los GC ejerzan un
efecto significativo sobre su regulacién funcional. Este extremo queda evidenciado por las
alteraciones a nivel reproductor que aparecen asociadas al sindrome de Cushing ya sea primario o

yatrogeno [604].
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Efectos sobre el desarrollo embrionario

La senalizaciéon de los GC sobre el GR es decisiva para un correcto desarrollo embrionario, en la
medida que es determinante para la maduracidn tisular a multiples niveles [605]. Esta dependencia
fue puesta de manifiesto en primer lugar con el desarrollo de los ratones GR KO, que mueren poco
tiempo después de nacer a consecuencia de un fallo respiratorio derivado de una defectuosa
maduracién en el epitelio pulmonar [606, 607]. En la actualidad, se estan llevando a cabo multiples
estudios en los que mediante la delecion especifica del GR en determinados tejidos, se esta
poniendo de manifiesto el papel que juega dicha sefializacion en el desarrollo y maduracion de
dicho tejido durante el desarrollo embrionario. En este sentido, destacan los hallazgos acerca de la
relevancia de la sefializacion de los GC sobre la maduracién epidérmica, dado que los ratones con
delecion especifica del GR en dicho tejido presentan severas alteraciones en la funcién de barrera

en esta mucosa, debido a una defectuosa maduracién del mismo durante el desarrollo fetal [608].

6.5. Mecanismo de accion molecular de los glucocorticoides

El mecanismo de accién de los GC es casi exclusivamente dependiente de su accién sobre el GR.
No obstante, antes de que se dé la interaccion del GC con su receptor especifico, hay dos
mecanismos que regulan la biodisponibilidad del GC en su forma activa y libre, lista para unirse a
su receptor. Los GC que se usan mas frecuentemente en el manejo clinico de los trastornos
inflamatorios crénicos presentan un perfil de accion antiinflamatoria potente, acompafiado a una

actividad mineralocorticoide minima, tal y como queda reflejado en la Tabla 4.

En referencia a los mecanismos que controlan el acceso del GC a su receptor, destaca por un
lado la corticosteroid-binding globulin (CBG) en suero y un mecanismo mediado por las enzimas 11-
Phidroxiesteroid dehydrogenase 1 (11-B-HSD1) y 11-f-hidroxiesteroid dehydrogenase 2 (11-B-HSD2), que
de un modo independiente del receptor regula la especificidad de los GC sobre el GR y MR en
determinados tejidos diana. El primero de los dos mecanismos serd descrito mas detalladamente
en el capitulo que hace referencia al transporte de los GC, pero brevemente, la CBG es una proteina
plasmatica por cuyos lugares de unidén compiten tanto el cortisol como los GC sintéticos. La unién
de los GC con la CBG establece un equilibrio entre forma libre y forma unida a esta proteina

transportadora, siendo la version libre la que tiene capacidad para interaccionar con el GR.

Mientras que al anterior mecanismo regulatorio estdn igualmente expuestos el cortisol y los GC
sintéticos, al que se describe a continuacién lo esta tnicamente el GC endoégeno, encargandose
expresamente de limitar el efecto de este sobre el MR de forma general, pero en especial en
aquellos tejidos que son diana preferente para la aldosterona. El cortisol tiene afinidad por el GR y
por el MR, mientras que la aldosterona la tiene solo por el MR. Teniendo en cuenta que los niveles
de cortisol circulante son mucho mayores que los de aldosterona, de no existir mecanimos
compensadores se produciria una hiperestimulacién del MR por parte del primero, quedando la
aldosterona relegada a un efecto marginal en sus tejidos diana, entre los que destacan colon,
rifiones y glandulas secretoras en general. Este problema es solucionado por la accién de la enzima
11-B-HSD2, que se expresa en dichos tejidos, en los que cataliza la conversion de cortisol hacia
cortisona, que se comporta como una molécula inerte en relacion con el MR, permitiendo el efecto
especifico de la aldosterona al no quedar el MR colapsado por el cortisol en lugares donde su

funcién es decisiva, entre los que destaca el tabulo contorneado distal [609, 610]. Por su parte, en
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los tejidos que son diana clasica para los GC como el higado, se expresa de forma consistente la 11-
B-HSD1 que cataliza la conversion de la cortisona en cortisol. De esta forma, cada tejido en funcién
de su preferencia por un efecto de naturaleza gluco o mineralocorticoide presenta un mecanismo
enzimatico local que le permite, hasta cierto punto, modificar el ligando corticoesteroideo

enddgeno para adaptarlo a sus necesidades.

6.5.1. Estructura del GR
El GR es una proteina de localizacion citoplasmatica que es codificada por el gen NR3CI,

concretamente por la regién conformada por los exones que van desde el 2 al 9. Mediante
mecanismos de splicing alternativo se generan tanto en humanos como en ratén, dos isoformas
principales del GR, a y B, que difieren en el extremo carboxilo terminal. Asimismo, se generan
otras como la y, A y P, que son funcionalmente poco relevantes y solo se les ha atribuido cierta
relevancia en algunos casos de insensibilidad a GC [611]. Entre todas estas isoformas, la a es la
decisiva en la mediacién de los efectos clasicos de los GC a través del GR debido a su localizacion
citoplasmatica, mientras que la  se encuentra constitutivamente en el nticleo, donde suele ejercer
un efecto inhibidor sobre la funcion de la isoforma o como factor de transcripcién predominante,
aunque también se ha descrito cierta actividad en la regulacién de la transcripcién al unirse a la
mifepristona [612]. En cualquier caso, GRa. es la isoforma esencial en la farmacodinamia de los GC
tanto endogenos como sintéticos, y sera a la que me referiré de ahora en adelante cuando use la
denominacion genérica de GR, aunque cabe destacar que esta presenta a su vez ocho isoformas (A,
B, C1, C2, C3, D1, D2 y D3) que se generan como consecuencia de la utilizacién de un punto
variable en la iniciacion de la traduccion dentro del exdn 2, siendo todas ellas funcionalmente

comparables entre si [613].

La estructura proteica del GR es de tipo modular y estd determinada por cuatro regiones

claramente diferenciadas. En el extremo N-terminal se encuentra el dominio de transactivacion
(NTD) que modifica el patron de expresion génica del gen diana y que por tanto es decisivo en la
funcién como factor de transcripcion de esta proteina. Ademads, presenta un dominio central en el
que reside la capacidad de union a DNA (DBD) que interacciona directamente con el elemento de
respuesta a GC (GRE) presente en la region promotora del gen diana, de forma estrictamente
dependiente de un segmento de 5 aminodcidos que recibe el nombre de D-loop [614]. Asimismo,
en el extremo carboxilo terminal el dominio de unién a ligando (LBD), que tiene capacidad para
reconocer al GC agonista, asi como a cofactores que contribuyen a la regulacion de la expresion
génica generada por esta proteina. Por ultimo, existe una region bisagra que se dispone entre el
DBD y el LBD, la cual presenta una sefial de localizacién nuclear funcionalmente decisiva para la

translocacion del GR por un mecanismo dependiente de importina-o e importina-7 [611, 615].

6.5.2. Interaccion GC-GR y efectos sobre la transcripcion

Los GC son moléculas de pequefio tamafio y caracter lipdfilo, lo que les permite difundir
facilmente a través de la bicapa lipidica de la membrana celular de la célula diana en cuestion,
aunque hay evidencias acerca de la existencia de algunos mecanismos de transporte poco

relevantes en términos funcionales [616].

En ausencia de ligando, el GR se encuentra en estado quiescente en el citoplasma celular

formando parte de un complejo multiproteico formado por ella misma, heat shock-protein 90
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(HSP90), heat shock protein 70 (HSP70) e immunophilin (IP) [617]. Cuando el GC alcanza al GR, se une
provocando un cambio conformacional en este ultimo que hace que se libere del complejo
multiproteico y deje expuesto sus sefiales de localizacion nuclear, necesarias para su consecuente
transporte hacia el ntcleo por un mecanismo dependiente de la importina-o y la importina 7. El
equilibrio en la presencia relativa de GR en nucleo y citoplasma esta determinado por la
funcionalidad de dichos mecanismos importadores y de la calreticulin y exportin-1 que median el
proceso opuesto. Una vez el GR en forma monomérica se encuentra en el nticleo, se une a los
denominados GRE “simples” presentes en la region reguladora de los genes diana y que se
caracterizan por contener la siguiente secuencia palindromica compuesta por un doble hexamero
que contiene en el centro una separacidon con tres pares de bases (AGAACAnnnTGTTCT) [618].
Alli unidos se asocian formando homodimeros que seran la estructura que ejercera la funciéon como
factor de transcripcién propiamente dicho. Cuando el efecto neto del GR en dicha situacién es un
aumento de la expresion del gen diana, tal y como ocurre con genes como los codificantes para
glucocorticoid induced leucine zipper (GILZ), serum/glucocorticoid regulated kinase 1 (SGKI1),
tristetraproline (TTP), MKP1, osteocalcina, PEPCK o el propio NR3C1, entre otros [619], hablamos
de un fenémeno de transactivacién. Aunque esta es la situacion que se da con mayor frecuencia, el
GR unido directamente a un GRE “simple” del promotor de su gen diana también puede reducir la
expresion de este dltimo, como ocurre en el caso del gen de la IL6, IL11, IL8 o la matrix

metalloproteinase 3 (MMP3), fendmeno conocido como represion clisica [620].

Ademas de los GRE “simples”, existen otros que reciben el nombre de GRE “composite” y GRE
“overlapping”, que se caracterizan por contener secuencias que permiten la uniéon del homodimero
de GR conjuntamente con otros factores de transcripcion, como ocurre en el promotor del gen que
codifica para la CRH, que tiene un GRE que recibe a c-fos, c-jun, AP1 y al propio GR [621]. La
consecuencia final de este tipo de interaccion suele ser una reduccion de la expresion del gen en
cuestion, al impedir el GR el efecto de los otros factores de transcripcidén que cohabitan en ese tipo
de GRE. Aunque esa es la consecuencia mas comun, el modo en que el GR y alguno de esos
factores de transcripcion modifican de forma mutua la actividad del contiguo es bastante mas
compleja, ya que en determinados genes diana AP1 y GR pueden incrementar la actividad del otro
dentro del “composite”, fendmeno que se relaciona con una cierta capacidad del GR para estimular
la competencia inmune en condiciones basales [622]. En los GRE “overlapping”, existe un unico
elemento de respuesta que es compartido por el GR y el otro factor de transcripcion en cuestion, el
cual ve impedida su accién como tal. Este es el mecanismo que justifica la reduccién inducida por

GC de la expresion de proteinas como la osteocalcina.

Para terminar, existe otra forma alternativa por la cual el GR liberado de su estado quiescente
por el GC regula la expresién génica, denominado transrepresion o tethering (atadura). En este caso,
el GR en forma exclusivamente monomeérica no interacciona con el DNA, sino que se une por
atadura haciendo uso de su dominio LBD, sobre otro factor de transcripcién que se encuentra
tijado sobre su elemento de respuesta génica especifico. Algunos de los casos mas conocidos de
este tipo de interaccion que es particularmente importante de cara a la consecucion de los efectos
inmunomoduladores y antiinflamatorios de los GC (aunque no en exclusiva), son el fenémeno de
atadura del GR sobre los factores de transcripcion NF-«B [623, 624], STATS5 [625], STAT3 [626], AP1
[627, 628], CREB, [629], IRF3 [630], T-Bet [631] y GATA3 [632]. Incluso se ha descrito como el

"tethering" del GR sobre algunos factores de transcripcién genera la inhibicién de la actividad de
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este ultimo, no de forma directa, sino provocando la incorporacién sobre ambos de elementos co-
represores como la hystone deacetylase (HDCAD3), silencing mediator of retinoic acid receptor (SMRT) o
nuclear receptor repressor complex (NCoR). Esta dos tltimas opciones mecanisticas son las mas
relevantes a nivel inmunomodulador no solo por la importancia de dichos factores de transcripcion
en las respuesta inmunitarias innata y adaptativa, sino porque requiere de mucha menor
concentracion de GC en el entorno de la célula diana para desarrollarse si se compara con la
transactivacion o represion cldsica, lo que implica que sea funcionalmente relevante no solo ante dosis

farmacologicas de GC sino también en condiciones fisioldgicas.

Clasicamente se ha considerado que estas eran las tinicas opciones con las que contaban los GC
para interaccionar con el GR. Sin embargo, mas recientemente se ha descrito la existencia de
algunos receptores anclados en las membranas celulares, que muestran capacidad para el
reconocimiento de los GC. Las consecuencias de este tipo de interaccidn suelen ser independientes
de la modificacion del patrén de expresion génica celular, por lo que aparecen a mucho mas corto
plazo. Uno de los ejemplos prototipicos de esta opcion farmacodindmica secundaria para los GC,
es la cierta activacion directa de la ruta de sefializacién de las MAPK [633, 634]. Estos efectos
rapidos de los GC tienen implicaciones funcionales potencialmente relevantes en los sistemas

cardiovascular, inmunolégico y por supuesto neuroendocrino.

Por ultimo, es pertinente al menos citar otras dos posibilidades mecanisticas mediante las
cuales, tras la unién del GC al GR, este ultimo genera ciertos efectos en la célula diana. Asi, aunque
generalmente se considera que el GR solo se homodimeriza al encontrarse ya unido a DNA, existen
evidencias que apuntan a que puede generar dimeros en solucién de forma independiente del
DNA, aunque su relevancia funcional es pequenia por tener baja afinidad por el DNA comparado
con otros factores de transcripcion [635]. Por otro lado, se ha descrito también que tras la unién del
GC al GR, este ultimo no solo es capaz de asociarse consigo mismo, sino que también lo puede
hacer con el MR dando lugar a un heterodimero funcionalmente activo en términos de union a

DNA y por tanto como factor de transcripcion [636, 637].
6.6. Farmacocinética

6.6.1. Absorcion

La absorcion de los GC, ya sea el cortisol (hidrocortisona) o algunos de los diversos analogos
sintéticos existentes, es muy eficiente. Esto se debe fundamentalmente a que son moléculas de
tamano relativamente pequefio y muy lipdfilas, lo que determina un patréon de absorciéon muy
favorable cuando son administrados via oral buscando un efecto sistémico o de forma local en
espacios sinoviales, piel, saco conjuntival y vias respiratorias. De hecho, dicha absorcion es tan
eficaz que, si la dosis es suficiente, se pueden presentar efectos sistémicos cuando son

administrados de forma local en zonas como la piel.

Sin embargo, en ocasiones interesa obtener una distribucién sistémica del GC de una forma
mas prolongada en el tiempo. Para satisfacer dicha necesidad, se suelen preparar suspensiones de
los GC que ademas pueden disponerse en forma de éster para su administracion via intramuscular,

generando un reservorio desde donde el GC va pasando al torrente sanguineo progresivamente.
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6.6.2. Transporte

Una vez se ha producido la absorcion del GC que ha sido administrado exdgenamente, este se
asocia de forma reversible a la proteina transportadora CBG antes citada [638], y a la albimina.
Mientras que la hidrocortisona y la prednisona son transportadas esencialmente por la CBG, el
resto de GC sintéticos usan de forma preferencial la albimina. En condiciones normales, alrededor
del 90% de los GC endégenos se encuentran unidos a proteina transportadora, pero cuando se
administra una dosis elevada de GC exoégeno dicha capacidad de transporte se ve superada y
necesariamente aumenta la fraccion de GC que aparece libre en plasma. La CBG es una
glucoproteina monomeérica de 55 KDa que acttia como proteina transportadora en plasma para los
GC fundamentalmente y en menor medida para los mineralocorticoides por los que tiene menos
afinidad, y que se caracteriza por presentar un alto grado de homologia con las de la superfamilia
de las inhibidoras de la serin proteasa (serpinas). Los tejidos que acttian como fuentes productoras
de esta proteina son fundamentalmente el higado y en menor medida los rifiones, pulmones y
testiculos [639]. Del mismo modo que ocurre con otras serpinas, es susceptible de ser degradada
por la accién de proteasas, lo que implica un cambio en su estructura terciaria y la inhabilita para
unirse a esteroides [640]. Los GC debido a su lipofilia son moléculas muy poco solubles en el
medio acuoso que dispone el organismo de los mamiferos, por tanto la primera funcién de la CBG
es servir de proteina transportadora para estas en plasma. De esta forma, la CBG permite la
formacion de un reservorio de corticosteroides en sangre y por tanto tiene un papel decisivo en el
control del equilibrio que en ella se establece entre la forma libre y la unida a proteina
transportadora, lo que evidentemente determina la fraccion de este que queda libre y por tanto
susceptible de ejercer sus acciones bioldgicas en los tejidos diana y ser metabdlicamente degradada
[641]. En este sentido, se ha descrito como algunos agentes y/o procesos estresantes producen un
descenso en la expresion de CBG en higado, con objeto de aumentar la fraccion libre de GC [640,
642, 643].

Independientemente de la relevancia de la CBG en el transporte sérico de los GC, mas
recientemente se ha puesto de manifiesto su importancia en la regulacion de la llegada y liberacién
local de GC en los tejidos diana. En este sentido, se ha descrito como la elastasa secretada por los
neutrofilos infiltrados en los focos inflamatorios modifica por proteolisis a la CBG, determinando
asi la liberacion de los GC que transporta en el foco inflamatorio y contribuyendo al control
restrictivo de dicha respuesta inmune [639, 640]. Por otro lado, la identificacion de lugares de
union para la CBG en la membrana de células presentes en tejidos diana para los GC en humanos y
roedores, hace que actualmente se considere un hecho la existencia de receptores de superficie para
el complejo GC-CBG que deben participar en la captacion hacia el interior celular y/o la
senalizacion por una cascada de transduccion apropiada, de los GC en dichas células diana [644,
645]. Estas consideraciones han tomado si cabe mas consistencia dadas las conclusiones extraidas
del raton CBG KO. Como es 16gico, estos animales al carecer de CBG presentan unos valores de
corticosterona libre en suero 10 veces superiores a los de un ratén normal. Curiosamente, al
contrario de lo que dicta la l6gica esto no se traduce en la apariciéon de signo alguno de
hipercortisolismo, es mas, estos ratones presentan una normal actividad del eje HHA, una
gluconeogénesis basicamente inalterada, y lo mas sorprendente, una susceptibilidad incrementada
a los modelos de shock séptico, evento que resulta congruente con una situacion de resistencia
periférica en los tejidos diana ante los valores anormalmente elevados de GC libre que muestran

estos animales en suero. Estos hallazgos implican que la CBG, independientemente de su papel
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meramente transportador, ejerce funciones determinantes en la liberacion local de GC en el tejido
diana [646]. Este concepto se ve apoyado por el hecho de que en el hipercortisolismo que
fisiolégicamente aparece durante la gestacion, no solo se produzca una elevacion de los niveles de
cortisol, sino también de CBG, probablemente para contribuir a la liberacion local y senalizacién de

dicho cortisol en los tejidos diana.

6.6.3. Metabolismo y excrecion

Los GC biolégicamente activos, ya sea el cortisol o de origen sintético, poseen un doble enlace
en la posicién 4,5 y un grupo cetdnico en el carbono 3, siendo ambas caracteristicas decisivas para
su actividad. Por tanto, la metabolizacion de estos compuestos se basa en la adicion secuencial de
atomos de oxigeno e hidrogeno y la posterior conjugacion del compuesto obtenido con sulfato o un
grupo glucurénido para generar un compuesto final con buena solubilidad, contrarrestando la
liposolubilidad de la molécula de partida. El proceso bioquimico que conlleva la reduccién del
doble enlace en la posicién 4,5 se puede dar en higado o en localizaciones extrahepaticas, sin
embargo, la sustitucion del grupo ceténico del carbono 3 y la conjugacion se producen
exclusivamente en el higado. Una vez generado el compuesto soluble final, este es eliminado

mediante excrecion renal.

6.7. Dianas celulares para GC relevantes en la inmunologia intestinal

El GR se expresa en la practica totalidad de los diferentes tipos celulares que componen los
organismos complejos, por lo que todas las células en principio son dianas potenciales susceptibles
de sufrir modulacion por parte de los GC. Por aplicacion a la tematica de esta tesis doctoral, en este
apartado se hace una descripcion resumida de los efectos de los GC en aquellos tipos celulares que
participan de una manera directa o indirecta, y mas o menos relevante, en las respuestas

inmunitarias propias del tracto gastrointestinal.

Clasicamente se ha establecido una dicotomia funcional para los GC segun la cual se
consideraban, por un lado, unos “efectos fisiolégicos” que aparecian ante las concentraciones
fisioldgicas de hidrocortisona propias de una situacion basal/homeostatica, y por el otro, unos
“efectos farmacolégicos” fundamentalmente asociados a sus acciones antiinflamatorias e
inmunomoduladoras que justifican gran parte su uso terapéutico, los cuales surgian ante un aporte
externo de GC. En la actualidad este concepto ha sido profundamente revisado, dado que hoy en
dia hay maultiples evidencias cientificas que dejan claro que las acciones inmunomoduladoras de
los GC sintetizados en la corteza suprarrenal, asi como los producidos de forma local en tejidos
como la mucosa intestinal, cerebro, epidermis o timo (posteriormente descritos en detalle), juegan
un papel insustituible en la regulacion de la homeostasis inmunologica general, y localmente en
diversos tejidos del individuo. Este concepto se ve apoyado ademads por dos factores: el hecho de
que la produccién de hidrocortisona endogena suprarrenal aumente hasta 10 veces ante
situaciones de estrés intenso o infeccién grave, y que las acciones tedricamente fisioldgicas y

farmacologicas de estos sean mediadas por el mismo receptor.

6.7.1. Efectos de los GC sobre células epiteliales

Las células epiteliales en general, y las intestinales en particular, son diana para los GC desde el

desarrollo embrionario y durante la edad adulta. Estd perfectamente descrito el papel que
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desempefian, favoreciendo la maduracidon de los epitelios pulmonar, epidérmico e intestinal, no
solo durante el desarrollo embrionario, sino también durante las primeras semanas de vida,
coincidiendo con un aumento drastico del cortisol en los neonatos durante la tercera semana de
vida [647-649], ya que son decisivos en la regulacion del adecuado equilibrio entre proliferacion,
diferenciacidon y apoptosis, que determina el alcance de una adecuada funcién de barrera en las
mucosas. Precisamente, de estos efectos derivan algunas de las aplicaciones clinicas que presentan
los GC y que mas tarde seran descritas. Sin embargo, hay multiples evidencias que apuntan a un
papel perjudicial de los GC sobre la homeostasis del epitelio de mucosas como la intestinal o la
dérmica plenamente diferenciadas en condiciones basales y sobre todo en inflamacién, siendo este
altimo supuesto en el contexto intestinal el objeto de estudio principal de la presente tesis doctoral.
Dado que los efectos de los GC sobre el epitelio intestinal seran considerados en un apartado
especifico posterior, ahora realizaré un breve resumen de las evidencias existentes sobre su papel
en el epitelio epidérmico debido a las evidentes analogias existentes con el intestinal y la relevancia

de los estudios realizados.

Las células epiteliales epidérmicas requieren de la senalizacion de los GC para su adecuado
desarrollo madurativo, en especial durante la gestacion y las primeras semanas de vida, dado que
existen diversos estudios que han puesto de manifiesto que la administracién de GC exdgeno
durante el desarrollo favorece la formacién de la barrera epidérmica, relacionandolo con una
induccién madurativa [650, 651]. Ademas, estudios mas recientes han corroborado este extremo
mediante el uso de ratones GR KO, knock in GRdm/dim y con deleciéon especifica del GR en la
epidermis, que muestran cémo la epidermis de los ratones que no reciben GC durante su
desarrollo muestran tras su nacimiento defectos graves en la funcién de barrera epitelial,
mostrando un estado inflamatorio basal acompafiado de un estado hiperproliferativo, que los hace
mas sensibles a la inflamacién cutanea inducida por exposicion a detergentes. Cabe destacar que
este efecto no es dependiente de un fendmeno de transactivacion o represion cldsica mediada por el
GR, ya que los ratones GRdim/dm en los que no se da la homodimerizacion del GR ya unido a su
GRE especifico en cada caso, no muestran alteracion alguna si se les compara con un ratéon no
modificado genéticamente [608, 652]. Sorprendentemente, y de forma similar a como parece ocurrir
en el epitelio intestinal, la exposicién de la epidermis completamente desarrollada y madura a GC
provoca severas alteraciones en la homeostasis de este epitelio, que conllevan un aumento de la

permeabilidad y una funcién de barrera comprometida [653].

6.7.2. Efectos sobre las células endoteliales

Las células endoteliales son elementos muy relevantes en la inmunologia intestinal, en la
medida que determinan la integridad de la red microvascular que irriga la mucosa intestinal,
controlando al menos en parte la extravasacion leucocitaria hacia el foco inflamatorio. A
continuacion se describen algunas de las proteinas que son funcionalmente importantes en este
sentido y cuya expresién es modificada por los GC. Aunque no es imprescindible para la
formacién de unas uniones estrechas bien desarrolladas a nivel estructural [654], la ocludina
colabora en el adecuado ensamblaje de estas y en el control de la generacién de poros [655, 656]. El
promotor del gen correspondiente contiene un GRE simple, de modo que cuando el GR activado

por GC se une al mismo se desencadena un fenémeno de transactivacion [657].
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Las claudinas son proteinas que se integran dentro de la estructura de las uniones estrechas que
regulan la funcion de barrera del endotelio vascular. Concretamente son las claudinas 1, 3, 5 y 12
las que se expresan en este tejido, siendo la CLD-5 la mas importante en nuestro caso porque ejerce
un papel positivo de cara a la funcion de barrera endotelial, reduciendo la permeabilidad
paracelular, y su expresion se ve sustancialmente modificada por los GC [658, 659]. El promotor
del gen ha sido clonado y en €l se han identificado varios GRE [660], que justifican que los GC

aumenten la expresion de dicha proteina.

La vascular endothelial cadherin (VE-cadherin) es el componente mas importante de las adherens
junctions (AJ]), expresandose exclusivamente en el endotelio vascular, donde regula los procesos de
adhesién mediados por Ca? [661]. Los ratones que carecen de esta proteina mueren poco después
de nacer por un fallo vascular masivo, y su delecidon en ratones adultos genera un estado de
hiperpermeabilidad vascular generalizado, lo que da idea de la relevancia funcional que tiene en la
funcion de barrera endotelial [662]. El tratamiento de células vasculares endoteliales con
dexametasona aumenta la expresion de VE-cadherin, aunque debe ser de forma indirecta pues el
promotor de su gen carece de GRE [663]. Por tanto, globalmente los GC ejercen un papel

beneficioso reduciendo la permeabilidad vascular [664].

Un capitulo independiente a considerar en relaciéon con el efecto de los GC sobre el endotelio
vascular es su influencia en la expresion de las moléculas de adhesién que median los procesos de
extravasacion celular. En este sentido, hace tiempo que esta firmemente descrito un efecto
inhibidor de la expresion de dichas moléculas por parte de los GC. Independientemente de que los
procesos de extravasacion de células inmunocompetentes se vean afectados por los gradientes
quimiotacticos que los dirigen hacia los focos inflamatorios, factor también modulado por los GC
como ya se ha comentado, la expresion de las moléculas de adhesion en el endotelio vascular es
decisiva. Los GC reducen la extravasacion leucocitaria en virtud de su capacidad para inhibir la
expresion endotelial de proteinas de adhesion como vascular cell adhesion 1 (VCA-1), intercellular
adhesion molecule ICAM-1, 2, 3), E-selectina y P-selectina [665-667].

Ademas de los efectos de los GC sobre el endotelio, hay evidencias consistentes que
demuestran cémo estos inducen atrofia y una mayor fragilidad en la microvasculatura del tejido
0seo, piel y musculo esquelético [668-670]. Ademas, hay estudios in vitro que evidencian un efecto
inhibidor de la angiogénesis por parte de la corticosterona a concentraciones relativamente bajas
que reflejan las condiciones fisiologicas, los cuales parecen estar asociados a una reduccién en la
expresion de vascular endothelial growth factor (VEGF), mayor expresion de matrix metalloproteinases
(MMPs) e inhibicién del desarrollo de la estructura tubular vascular, siendo todos estos efectos
mediados por el GR [671, 672]. En general, estd demostrado que los GC presentan un efecto
angiostatico en aquellos tejidos con alta tasa de reposicién vascular como el dseo, el intestino o la
piel, mientras que en otros como la microvasculatura ocular con menor tasa de renovacion, la
toxicidad de los GC fue menor y molecularmente diferente al no afectarse la proliferacion celular y
si aparecer activacion de vias de muerte celular independientes de las caspasas [673]. Por tanto,
dada la relevancia que tiene la mucosa intestinal en el trabajo que se presenta en esta tesis doctoral
es importante aclarar que en dicho contexto los GC tienen un efecto angiostatico, mediado
esencialmente por una reduccidn en la expresion y la senalizacion intracelular de VEGF (sefializa
por STAT3 que sufre tethering por GR), siendo este el mayor promotor de la proliferaciéon y

migracion celular en un endotelio en formacion/regeneracion [674-676]. Ademas, dicho efecto sobre

129



INTRODUCCION

la migracién celular temprana se encuentra parcialmente relacionado con una reordenacion
defectuosa del citoesqueleto celular, al parecer relacionada con una menor actividad de las
RhoAGTPasas y un incremento de la expresion de factores antiangiogénicos como thrombospondin-
1[677-679].

6.7.3. Efectos de los GC sobre células presentadoras de antigenos

Células Dendriticas

Los GC inducen apoptosis en las DC que se encuentran en estado inmaduro, de un modo no
dependiente de caspasas [680]. Sin embargo, no lo hacen sobre aquellas que ya estan activadas por
haber reconocido un PAMP o bien estan recibiendo estimulacion por parte de CD40L [681]. Los
efectos sobre las DC activadas se caracterizan por una reduccion en su recirculacién hacia MLN
[682], menor expresion de marcadores de activacion como CD40, MHCII, CD80/86 y un perfil de
produccién de citoquinas atenuado [683, 684]. Todos estos efectos contribuyen a inducir un
fenotipo tolerogénico en las DC, caracterizado por una relevante producciéon de IL10 y la induccion
de anergia en aquellas células T con las que establecen sinapsis inmunoldgica, lo que a su vez
deriva en una inmunidad adaptativa atenuada [685, 686]. Por tanto, no es extrano que existan
estudios que revelan cémo la dexametasona contribuye decisivamente en la induccién de este
fenotipo tolerogénico, de tal forma que la co-transferencia de DC que recibieron este GC ademas de

vitamina D3 suprime el desarrollo del modelo de colitis por transferencia linfocitaria [687].

Macréfagos

Las respuestas celulares de los macréfagos, como es normal entre los componentes del sistema
inmune innato, son mayoritariamente dependientes de la union PAMP a sus receptores PRR. Dado
que la sefializacion intracelular de estos ultimos es muy dependiente del eje NF-xB/IRF3, el efecto
inhibidor de los GC se ha achacado a la modulacion por "tethering" de estos factores de
transcripcion [630]. De hecho, se asume que los macréfagos expuestos a GC tienen un
comportamiento inmunosupresor (similar al subtipo descrito como macrdéfago regulador en
secciones anteriores) caracterizado por una mayor producciéon de IL10, mayor expresion superficial
de Grl y el receptor propio de “scavenger antiinflamatorios” CD163, asi como una menor expresion
de CX3CR1, que es un receptor de quimioquinas propio de monocitos inmunologicamente
activados [688].

6.7.4. Efectos de los GC sobre los leucocitos polimorfonucleares

Los efectos directos de los GC sobre los neutrdfilos en un contexto inflamatorio son
principalmente dependientes de una reduccién de su extravasacién y posterior infiltracion en el
tejido inflamado. Por un lado, los GC reducen la liberacion de quimioquinas por parte de
mastocitos y otras células mieloides, mientras que por el otro reducen la expresiéon de marcadores
de “rolling” celular como very late activation antigen 4 (VLA-4), lymphocyte function associated antigen
1 (LFA-1) y macrophage antigen 1 (Mac-1) en la superficie de los neutrofilos [665].
Independientemente de lo anterior, los GC curiosamente aumentan la produccién de neutrdéfilos en
la médula ésea y por tanto su presencia en el torrente sanguineo, caracteristica que es utilizada en
la clinica para tratar la neutropenia en combinacién con granulocyte colony stimulating factor (G-CSF)
[689].
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6.7.5. Efectos de los GC sobre las células B

A pesar de que los GC han sido usados durante mucho tiempo, incluso en patologias
dependientes de una disfunciéon en las células B, existe escasa base experimental que indique
cudles son los efectos que presentan sobre este tipo celular, principalmente debido a la ausencia de
un raton con delecién del GR especificamente en células B. En general, las evidencias existentes
apuntan a una reduccién del niimero de células B en los MLN y bazo, acompafiados de una menor
tasa proliferativa de sus progenitores [690, 691]. Uno de las funciones que se piensa deben estar
mas afectadas es la produccion de sIgA, debido la hipoplasia que inducen los GC sobre las células
B del GALT.

6.7.6. Efectos sobre las células T

El conocimiento acerca de los efectos de los GC sobre las células T es muy amplio. En primer
lugar, existe una teoria alrededor de la cual actualmente sigue habiendo intenso debate, segtin la
cual el epitelio del timo es una fuente de GC local siendo estos GC decisivos en la modulacion del
proceso de seleccion de timocitos en dicho 6rgano. La capacidad del epitelio timico para producir
cortisol esta fuera de toda duda, dado que esta demostrado su potente expresién de enzimas
propias de la esteroidogénesis [692, 693]. La teoria en cuestion recibe el nombre de “antagonismo
reciproco” en la medida que las sefializaciones propias del TCR y la de los GC (ambas inductoras
de apoptosis en este caso) se antagonizan mutuamente a nivel molecular en su sefializacién
intracelular. Por tanto, en los timocitos que expresan un TCR con mucha apetencia por antigenos
propios, la sefalizacion de este no puede ser compensada por la de los GC locales del timo y por
tanto entran necesariamente en apoptosis inducida por el TCR. En cambio, si el timocito presenta
un TCR con escasa avidez por antigenos propios, este entrara igualmente en apoptosis pero en este
caso inducida por los GC. De esta forma, solo en aquellos timocitos que expresen un TCR con
afinidad moderada por los antigenos propios, ambas sefializaciones se veran adecuadamente
compensadas, no habra inducciéon efectiva de apoptosis y dicha célula podra sobrevivir
evolucionando hacia la diferenciacion. La controversia en relacion con este sistema de seleccion
timica deriva de la aparicién de varios estudios en los que la eliminacion de la expresion del GR en
las células T no generaba ninguna alteracién a ese nivel [694, 695], lo que contradice los demas
estudios [696, 697].

En las células T periféricas, por el contrario, si se ha demostrado cémo una breve exposiciéon a
GC desorganiza el complejo multiproteico que utiliza el TCR para su sefalizacion intracelular,
probablemente debido a una interferencia cruzada de la proteina HSP90 y en todo caso
independiente de un efecto del GR sobre la expresion génica [698, 699]. De hecho, existe un estudio
que revela la necesidad del GR en estado quiescente en el citoplasma para una adecuada
sefalizacion del TCR, aunque otros investigadores han constatado senalizaciéon de TCR en
ausencia de GR pudiendo explicarse dicho fendmeno por un mecanismo compensatorio [700]. En
definitiva, las células T periféricas son menos sensibles que los timocitos dobles positivos a la
apoptosis inducida por GC, pero esto no es dbice para que estos sufran una dramatica reduccién en
su actividad inmunitaria. De este modo, las células T CD4 Thl ven reducida la accion de los
factores de transcripcion T-Bet y STAT4, asi como la produccion de citoquinas como IL2, TNFa e
IFNy. Las del subtipo Th2 sufren una reducciéon en la accién nuclear de moléculas como GATA3 y
STATS, asi como de la produccion de IL4, IL5 e IL13. Asimismo, las células Th17 ven reducido su

numero, ya que los GC inactivan STAT3 por un mecanismo de "tethering" y este es imprescindible

131



INTRODUCCION

para la polarizacion hacia Th17 mediada por RORyt, efecto que se acompania de una inhibicién en
la producciéon de citoquinas como la IL17A o la IL22 en las células ya polarizadas [701]. En cambio,
las células Treg sufren un aumento en su abundancia relativa como consecuencia de la exposiciéon a
GC. Esto parece estar relacionado con una menor sensibilidad de estas a la apoptosis inducida por
GC comparado con los subtipos proinflamatorios, aunque también influye el hecho de que los GC
inducen un fenotipo tolerogénico en las APC, lo que favorece la polarizacién preferencial de las

células T virgenes hacia este subtipo [702, 703].

6.8. Aplicaciones clinicas de los GC

La primera consideracion que hay que tener a la hora de aplicar un tratamiento a base de GC es
que estos son moléculas realmente potentes y con un perfil de efectos adversos muy significativo,
siendo muchos de ellos lo suficientemente graves como para poder comprometer la vida del
paciente si el tratamiento se mantiene el tiempo suficiente. Por tanto, a pesar de que los GC estan
incluidos en la practica clinica habitual desde hace tiempo y hay pautas posoldgicas mas o menos
establecidas para cada caso especifico, idealmente la dosis de GC que recibiera cada paciente
deberia ser ensayada individualmente para ajustarla a la minima que posee la actividad terapéutica
adecuada para controlar la sintomatologia propia del desorden subyacente en el paciente. A lo
largo de las décadas de los 60 y 70 aparecieron la mayor parte de los GC sintéticos mas potentes,
los cuales comenzaron a ser usados de forma casi indiscriminada en especialidades médicas como
la dermatologia. Como consecuencia de esas practicas que posteriormente se revelaron
inadecuadas aparecieron graves efectos adversos, lo que provocd que se generara una sensacion de
“esteroidofobia”[704]. No obstante, una dosis tnica de GC, por muy grande que sea, 0 un
tratamiento de hasta una semana de duracion con dosis relativamente altas no son peligrosos en
general, siendo los tratamientos mas prolongados los que generan los efectos adversos antes
citados y que seran descritos en detalle en la siguiente seccion de esta introduccion. A pesar de la
profusa utilizacion de los GC en la clinica actual, excepto en la terapia de reemplazo no poseen un
efecto especifico sobre la causa subyacente de la enfermedad y se limitan a ejercer efecto

inmunosupresor/antiinflamatorio general derivado de un uso empirico.

Por ultimo, hay que tener en consideracién que los GC sintéticos usados en clinica, en la
medida que sufran una distribucién sistémica, van a provocar una inhibicién del eje HHA. Este
hecho desaconseja la retirada brusca de una terapia prolongada con GC, siendo necesario aplicar
una reduccion progresiva de la dosificacion de estos con objeto de evitar que se manifieste una

insuficiencia suprarrenal yatrogénica.

6.8.1. Aplicaciones terapéuticas en enfermedades endocrinas

Teniendo en cuenta que los GC tienen una funcién hormonal en el organismo de los mamiferos,
no es sorprendente que sean utiles en el control de patologias que cursan con un desorden de

naturaleza endocrina.

Tratamiento de reemplazo

Una insuficiencia suprarrenal (IS) se considera primaria cuando deriva de una lesion

estructural o funcional de la corteza suprarrenal que puede encontrar su causa en un trastorno

autoinmune o de origen infeccioso, o secundaria, cuando dicha lesiéon se produce a nivel
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hipotalamico o hipofisario, comprometiendo la regulaciéon de la esteroidogénesis suprarrenal por
parte del eje HHA. Por otro lado, se puede diferenciar entre una IS aguda o crénica en funcién de
la intensidad de las manifestaciones, que en general incluyen nauseas, vomitos, deshidratacion,
hiponatremia e hiperpotasemia siendo el primero de los casos una amenaza real para la vida del
paciente. El tratamiento se basa por una parte en el control sintomatico de las manifestaciones ya
descritas y en la administracién un GC como terapia dirigida a la etiologia del proceso. En el caso
de la IS aguda se usa en primera instancia hidrocortisona 50-100 mg/8 horas hasta rescatar al
paciente de la crisis, luego se mantiene con 25 mg/6-8 horas durante unos dias hasta la total
estabilizacién, para finalmente pasar a la terapia de mantenimiento hasta que la funcién
suprarrenal vuelva a la normalidad. Dicha terapia de mantenimiento coincide con la que se usa
para la IS crénica, hidrocortisona via intramuscular 20-30 mg/dia. La adecuacion de esta terapia de
mantenimiento se juzga atendiendo a criterios clinicos y bioquimicos. El estado subjetivo del
paciente es un parametro destacado, pero en general el factor mas determinante en el seguimiento
farmacoterapéutico de estos pacientes son los niveles plasmaticos de ACTH. En el caso de que el
paciente muestre una insuficiencia funcional mineralocorticoide, se aplica una terapia de

reposicion con fludrocortisona 0.1 mg/dia.

La hiperplasia suprarrenal congénita es otro trastorno que requiere de terapia de reemplazo

con GC, aunque en este caso la etiologia del desorden es diferente ya que se asocia a una actividad
deficitaria en alguna de las enzimas propias de la esteroidogénesis, tipicamente la CYP21. Como
consecuencia se produce una menor produccion de cortisol que implica una ausencia del fenémeno
de retroinhibicion que este realiza sobre el hipotdlamo y la hipofisis, lo que deriva en una
produccion exagerada de CRH y ACTH que originan una potente hiperplasia en la corteza
suprarrenal por la accion trofica de la segunda de ellas. Por tanto, la corteza suprarrenal produce
enormes cantidades de esteroides biologicamente activos en sentido proximal respecto de la
enzima afectada dentro de la ruta esteroidogénica. Existen diversas variantes de esta patologia en
funcién de la enzima esteroidogénica afectada y los esteroides acumulados, pero la terapia a base
de GC y mineralocorticoide es comtin a todas ellas. Generalmente se usa, hidrocortisona (0.6
mg/kg/dia) y fludrocortisona (0.1 mg/dia) [705].

6.8.2. Aplicaciones terapéuticas en enfermedades no endocrinas

Las aplicaciones de los GC en el tratamiento de patologias no relacionadas con el eje HHA son
muchas y muy diversas. A continuacion se esboza un breve resumen de todos estos usos, pero
Unicamente se describiran en detalle aquellas que de un modo mas o menos directo presentan
relacion con la tematica de esta tesis doctoral, como son los usos en desérdenes inflamatorios
crénicos con especial atencion a la EIl en el tratamiento del shock séptico asociado a procesos
infecciosos graves y en neonatos nacidos pre-término por las disfunciones intestinales que

aparecen asociadas a este tltimo caso.

Sin entrar en detalle, la inmensa mayoria de los usos de los GC que a continuacion se citan
derivan de la btsqueda de un efecto antiinflamatorio y/o inmunomodulador. En este sentido, los
GC se usan en diversas nefropatias primarias y en la asociada a lupus eritematoso sistémico, como
tratamiento complementario en el control de procesos alérgicos agudos o crénicos, en el asma
bronquial y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, en trastornos inflamatorios oculares

principalmente de cardcter no infecciosos porque el GC puede enmascarar los signos de progresion
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de la infeccién que puede terminar produciendo pérdida de visidn, en una amplia variedad de
dermatosis con componente inflamatorio, en las fases activas de la hepatitis crénica
autoinmunitaria, como parte de la quimioterapia orientada al control del leucemias y linfomas por
su actividad antiproliferativa y pro-apoptotica sobre linfocitos, en el control del edema cerebral y
en el manejo a corto plazo de una exacerbacion sintomatica en la sarcoidosis. Ademas, se usan con
fines exclusivamente inmunosupresores en el manejo de pacientes sometidos a trasplante de

organos, administrandose en combinacién con otros inmunosupresores.

Uso de los GC en neonatos pre-término

Los GC han sido extensamente usados via sistémica en neonatos nacidos pre-término, con
objeto de solventar el déficit madurativo a nivel cardiaco y de los epitelios mucosales en general,
pero del pulmonar en particular por su importancia en la supervivencia del paciente inmaduro.
Bésicamente las embarazadas que se sabe van a sufrir un parto prematuro reciben betametasona o
dexametasona 12 mg/dia via intramuscular y el neonato seguird recibiendo GC exégeno durante
las primeras semanas de vida. Sin embargo, a pesar de que esta opcion terapéutica sigue usandose
con frecuencia para solventar los problemas arriba citados, esencialmente porque no se dispone de
ninguna alternativa actualmente, existen estudios que revelan una significativa asociacion entre la
exposicion de los neonatos prematuros de menos de 1000 g a GC durante la gestacion y tras el
parto, con alteraciones en el desarrollo neuronal [706], menor ritmo de crecimiento somatico [707] y
principalmente con una perforacion focal en el intestino delgado (FSBP) que puede llegar a
comprometer seriamente la vida del neonato [708, 709]. Curiosamente, esta tltima perturbacion
parece tener especial asociaciéon con la administracion de GC al paciente prematuro tras el
nacimiento. Los andlisis histologicos del intestino delgado (fundamentalmente ileon) realizados a
neonatos con FSBP muestran una mucosa intestinal que presenta caracteristicas similares a la de
animales sometidos a un tratamiento con GC comenzando justo después del nacimiento [710].
Tipicamente presentan una mucosa engrosada, mdas desarrollada y madura de lo normal,
caracterizada por un mayor numero de células enteroabsortivas y de células caliciformes. Por el
contrario, la capa muscular subyacente tiene un grosor anormalmente pequefio y muestra claros
signos de atrofia, siendo esta la razon fundamental por la cual se desestabiliza la pared intestinal y
se produce la perforaciéon. La causa tltima por la cual la exposicion del intestino delgado de estos
pacientes a dexametasona genera esa atrofia muscular parece estar relacionada con una alteracion
de la biodisponibilidad local de algunos factores de crecimiento, principalmente de IGF-1. Este
factor de crecimiento produce un efecto mitogénico en las células del musculo liso de la pared
intestinal, por lo que su menor expresion en dicha localizacién como consecuencia de la exposicion
a dexametasona parece ser decisiva en el defecto observado en la integridad de la pared intestinal
[710, 711].

Uso de los GC en la sepsis

Los GC presentan varias caracteristicas que los convierten en herramientas eficaces en el
tratamiento del shock séptico, lo que justifica que actualmente se encuentren incluidos en la practica
clinica habitual. Merece la pena destacar en primer lugar, que una proporcion significativa de los
pacientes con shock séptico muestran insuficiencia suprarrenal al menos en lo que atafie a los
niveles de GC circulantes [712, 713], caracterizada por un insuficiente incremento en cortisol en

respuesta a CRH exdgena, fenomeno al parecer dependiente de la inhibicion de la produccién de

134



INTRODUCCION

ACTH en la hipdfisis ejercida la macrophage migration inhibitory factor (MIF), que forma parte de la
tormenta de citoquinas asociada a esta patologia. Por un lado, los GC ejercen un potente efecto
inhibidor de la producciéon de citoquinas proinflamatorias sobre multiples dianas celulares
componentes del sistema inmunolégico o ajenas a él, asi como de la extravasacién de células
activadas hacia focos de inflamacidn, tal y como ya se ha descrito en capitulos anteriores. Este
extremo, en si mismo implica un importante beneficio en el shock séptico en la medida en que el
hilo conductor fisiopatolégico de este es una respuesta inflamatoria sistémica descontrolada.
Ademas, hay estudios que revelan como los GC aumentan en determinados contextos la
producciéon de citoquinas antiinflamatorias como la IL10 o TGFp [714], aunque estos ultimos
parecen ser bastante especificos de especie, tipo celular y condiciones experimentales, como
revelan las discrepancias en algunos estudios in vitro [714, 715]. Otro factor que contribuye al
beneficio aportado por los GC en esta patologia es su inhibiciéon de la produccién de otros
mediadores inflamatorios en diversas células inmunocompetentes, epiteliales, hepaticas o
musculares. Existen evidencias acerca de una inhibicién de la produccién de eicosanoides [716] asi
como de un aumento del catabolismo de leucotrieno C4 (LTC4) [717], inhibicién de la produccion
del factor de activacion plaquetario (PAF) [718] y de especies reactivas de oxigeno [719] y
nitrégeno [720, 721]. Asimismo, los GC son responsables de la inducciéon de apoptosis en células
inmunoldgicas (timocitos, células T maduras y eosindfilos), lo que aporta un beneficio significativo

en el shock séptico [722], aunque paraddjicamente ocurre lo contrario en el caso de los neutrofilos.

Mencion aparte merecen los efectos de los GC sobre la reactividad vascular periférica, ya que
son los mas decisivos en el papel beneficioso de estos en el shock séptico. Esta plenamente
demostrado que los diferentes modelos experimentales de este desorden se acompafnan de una
profunda hipotension que contribuye decisivamente al desenlace fatal del proceso, generando una
potente hipoperfusion periférica que conduce a un fallo multiorganico. De hecho, en el shock
séptico se ha descrito una disfuncion vascular caracterizada por insensibilidad a agentes
vasopresores, la cual es dependiente de la elevada presencia de especies reactivas de nitrogeno
derivadas de una incrementada actividad de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) [723]. En este
sentido, la exposicion previa a bajas dosis de LPS que genera un potente incremento en la
produccién de corticosterona enddgena, o la administracion directa de dexametasona, minimizan
en gran medida la disfuncion vascular inducida por una posterior administracion intravenosa de
una dosis elevada de LPS en el roedor [724]. Por tanto, no es sorprendente que existan estudios
clinicos que evidencian una reduccion en la duracién y necesidad de dosificacion en el tratamiento
vasopresor a base de catecolaminas asociado al shock séptico, para mantener una adecuada
hemodinamia sistémica, asi como una clara mejoria en la evoluciéon de la enfermedad y en la
supervivencia, funcionando generalmente mejor una dosificacién moderada mantenida en el
tiempo [725].

Uso de los GC en el tratamiento de la EII

Los GC se usan en el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas desde hace décadas
en virtud de sus multiples efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores. En la terapia de la
artritis reumatoide estan incluidos desde hace mas de 60 afios, cuando la hidrocortisona fue testada
exitosamente por primera vez mostrando una significativa eficacia en el control de la
sintomatologia inflamatoria articular de este desorden autoinmune. Con el transcurso del tiempo

se han desarrollado diversos analogos sintéticos con mayor potencia antiinflamatoria, lo que ha
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mejorado mas si cabe los resultados de la esteroidoterapia en este tipo de desérdenes. Sin embargo,
estos beneficios no son dbice para que su uso se vea limitado por el amplio perfil de severos efectos
adversos que presentan, que incluyen pérdida de masa dsea y un incrementado riesgo de fracturas
[726]. En la terapia de la EII los GC también juegan un papel central, pero del mismo modo que en
el caso de la artritis reumatoide, su uso implica importantes riesgos que suponen un reto
importante para el clinico. Légicamente, por aplicacién a la tematica de esta tesis doctoral me

centraré en este ultimo caso.

Los GC desde hace décadas y atin hoy en dia, son insustituibles dentro del manejo clinico de la
Ell, incluyendo tanto CU como EC, en las que son usados en la induccién de la remisién [727]. En
general, los pacientes con EII se clasifican en tres grupos en funcién de su respuesta a la terapia con
GC, pudiendo distinguirse entre pacientes respondedores, dependientes y no respondedores. Los
primeros mejoran clinicamente tras alrededor de una semana de tratamiento, entran de forma
efectiva en remisiéon y se mantienen en dicha situacion conforme se les van retirando
progresivamente los GC. Los dependientes de la terapia, en cambio, responden del mismo modo
en un principio pero luego sufren una recidiva inflamatoria asociada a la retirada del tratamiento
de forma que requieren de una dosis de 10-20 mg/dia para mantener el estado de remision.
Finalmente, los pacientes no respondedores no muestran mejoria clinica alguna
independientemente del GC usado, dosis o tiempo de duracién de la terapia, siendo el criterio
especifico para catalogarlos como tales el comportamiento refractario ante la prednisona dosificada
a 40 mg/dia. Este ultimo tipo de pacientes supone alrededor del 20-30% del total de enfermos con
EII [728], siendo esta una proporcion similar a la encontrada en otros trastornos inflamatorios de
caracter autoinmune, lo que parece reflejar un proporcion de ausencia de respuesta a GC constante
en la poblacion en general [729, 730]. No obstante, esta descrita una significativa reduccion de la
sensibilidad a GC por parte de células inmunoldgicas de roedores sometidos a estrés psicologico
continuado que presentan elevados valores de corticosterona enddgena de forma mas o menos
constitutiva. Por tanto, dado que se conoce que los pacientes con EII producen cantidades elevadas
de cortisol suprarrenal e intestinal producido localmente, si esta situacién persiste durante mucho
tiempo antes de la aplicacion de los GC exodgenos podria justificar al menos en parte la
corticorresistencia. Por ultimo, en torno a un 40% de los pacientes con EII son respondedores. En
los dltimos afios, se ha trabajado bastante para tratar de encontrar algiin parametro predictivo
sobre la capacidad de respuesta a GC de un determinado paciente, con objeto de adaptar las
decisiones clinicas apropiadamente y evitar la toma de decision basada en el principio de ensayo y
error. Esto se ha intentado conseguir mediante aproximaciones experimentales entre las que
destacan el control de la inhibicion de la proliferacion de células T dependiente de GC [731] y la
inhibicién dependiente de GC de la respuesta de elementos celulares del sistema inmune innato a
antigenos bacterianos [306]. En linea con este ultimo concepto, se ha publicado recientemente un
trabajo que refleja como las células polimorfonucleares de sangre periférica de pacientes con EII
que muestran respuesta clinica a GC son significativamente mas sensibles a la inhibicién mediada
por estos farmacos de la respuesta a LPS, si se compara con los resultados de pacientes con
historial clinico de no respuesta a GC. Por tanto, este es un pardmetro que en un futuro podria ser
utilizado tal vez por los clinicos para estimar la pertinencia del uso de los GC en un determinado

paciente en virtud de su sensibilidad idiosincrasica [732].
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Los GC estan indicados en la EII cuando se produce una recidiva de la sintomatologia para
inducir el retorno al estado de remision. No obstante, en algunos pacientes que muestran
dependencia de GC, estos se pueden mantener durante periodos mas prolongados de las 1-3
semanas en las que se usan normalmente (alrededor de 10 semanas en el caso exclusivo de la
budesonida por su escasa distribucion sistémica), pero incluso en estos casos se recomienda
mantener al paciente preferentemente con inmunosupresores (azatioprina o 6-mercaptopurina) o
bien con un farmaco bioldgico anti-TNF [733]. Es importante destacar que los GC no se usan como
terapia de mantenimiento en el estado de remisién en la EC ni en la CU, no solo porque sus efectos
adversos lo hacen inviable, sino porque son esencialmente ineficaces para dicho propdsito segiin

indican diversos estudios clinicos [734-741].

Entre todas las opciones terapéuticas orientadas a la induccion de remision en pacientes con EII
(principalmente EC) formuladas a base de GC, a continuacion se describe exclusivamente el caso
de la budesonida por ser uno de los GC cuyo uso se encuentra mas extendido actualmente en la
practica clinica y ser el elegido para los ensayos in vivo de la presente tesis doctoral. La budesonida,
ya sea formulada en una forma farmacéutica de liberacién controlada entérica (EC ileocecal) o para
el tratamiento tdpico en forma de enema o supositorio (EC colon izquierdo), es el GC de primera
elecciéon hoy en dia junto con la prednisona. La budesonida presenta una eficacia similar a la
prednisona en la induccién de remisién en la EC ileocecal leve o moderada, dado que posee una
potencia antiinflamatoria muy apreciable (200 veces superior a la hidrocortisona), que se acompana
de un perfil de efectos adversos mucho menor que el resto de GC por sufrir un extenso
metabolismo de primer paso hepatico que apenas permite una distribucion sistémica del 10%
cuando es administrada via oral a la dosis generalmente recomendada de 9 mg/dia. No obstante,
en la EC severa, la prednisona administrada via intravenosa es mas eficaz que la budesonida
administrada via oral. Como ya se ha comentado anteriormente, los GC no son eficaces en el
mantenimiento del estado de remisién clinicamente inducido en los pacientes con EIl, y en este
sentido la budesonida no es una excepcion a pesar de presentar un perfil de efectos adversos
sistémicos ciertamente reducido, que permitiria en principio plantear un patrén de tratamiento

mas prolongado [742].

6.9. Efectos adversos asociados a los GC

La aparicion de efectos adversos asociados al uso terapéutico de los GC depende
fundamentalmente de factores como la potencia del GC elegido, la dosis, el patréon posolédgico y la
duracién del tratamiento, asi como la sensibilidad idiosincrasica del paciente a esta terapia. Los
anos de experiencia en el uso de estas moléculas indica que la concurrencia y severidad de los
efectos adversos es principalmente dependiente de la duracion del tratamiento, mientras que la
dosis tiene una importancia relativamente secundaria. Evidentemente, la via de administracién
seleccionada va a determinar la proporcion de la dosis que va a alcanzar distribucién sistémica y
por tanto la aparicion de efectos adversos, aunque estos también pueden aparecer cuando los GC
se administran via tdpica o inhalatoria, aunque estas pretendan la distribucidon preferentemente

local del farmaco.

6.9.1. Efectos adversos de los GC en la piel

La administracién tépica o sistémica de GC genera importantes alteraciones en la homeostasis

de la piel que tienen su origen en un atrofia cutanea severa, asi como en un retardo de los procesos

137



INTRODUCCION

de restituciéon o curacién epidérmica. De forma resumida, estas alteraciones suelen incluir la
aparicion de estrias en las extremidades o el abdomen derivada de la atrofia cutanea, pérdida de
agua incrementada, hipertricosis, la induccidon del acné dependiente de esteroides tipicamente en
pacientes jovenes, dermatitis en la periferia de la cavidad bucal y eritema acompafiado de

rubefaccidon permanente en la cara.

La atrofia cutdnea, caracterizada por un adelgazamiento y una mayor fragilidad de la

epidermis, es el efecto adverso mas comun derivado de una exposicién prolongada a GC topicos,
aunque esta demostrado que una sola aplicacion de clobetasol es capaz de generar un
adelgazamiento cutdneo significativo durante mas de tres dias [743]. Ademas, estos aparecen
incluso tras la administracién del GC via sistémica o incluso inhalatoria a dosis relativamente bajas
[744]. Los efectos de los GC sobre la integridad de la piel parecen estar relacionados con una accion
antiproliferativa sobre los queratinocitos y los fibroblastos, asociada con una menor produccion de
colageno por parte de estos tltimos que a su vez depende de una inactivacion del factor de
transcripcion Smad3 y una menor expresion de TGFB1 y 2 [745, 746], siendo el colageno un
componente fundamental de la matriz extracelular de la epidermis [747]. Otras proteinas
relevantes en la estabilidad estructural de la epidermis que ven reducida su expresion por los GC

son la tenascina-C, acido hialurénico, glucosaminoglucanos sulfatados y la elastina.

La relacion existente entre la administracion de GC y alteraciones en la curacién epidérmica

estan a dia de hoy plenamente demostradas [748]. La razén que parece justificar este efecto adverso
es la reduccion de la infiltracion de células inflamatorias en la zona epidérmica dafiada, porque los
factores de crecimiento, citoquinas inflamatorias y proteinas de la matriz extracelular que
producen muchas de las células inmunocompetentes son decisivas en la direccién del proceso de
curacién. Ademas, los GC reducen la expresion del colageno 7 que es fundamental en la asociacién

estable entre la membrana basal y la dermis subyacente [749].

6.9.2. Efectos adversos de los GC sobre el musculo esquelético

Los grupos musculares que se ven preferentemente afectados por la “miopatia inducida por
GC” son aquellos de la zona proximal de las extremidades, destacando deltoides, biceps y
cuddriceps, y cldsicamente también los musculos intercostales encargados de los movimientos
respiratorios, lo que supone un problema relevante en aquellos pacientes asmaticos que puedan
presentar absorcidn sistémica significativa de GC. Este fenémeno se produce por un aumento del
catabolismo proteico muscular, asociado a una menor captacion de glucosa por parte del musculo
esquelético que sufre resistencia a la insulina inducida por GC. En definitiva, los GC estimulan la
degradacion proteica muscular, asi como inhiben su sintesis de novo, lo que parece estar
relacionado con un aumento de la expresion por transactivacion de la glutamina sintasa que

interviene en dicho proceso catabdlico [750].

6.9.3. Efectos adversos de los GC sobre el hueso

La osteoporosis es un efecto adverso clasico de los GC, que aparece incluso ante la
administracion de dosis relativamente bajas de estos por via oral e incluso por via inhalatoria,
siendo en cambio absolutamente imprescindible para su aparicion el mantenimiento de la
esteroidoterapia durante un tiempo de al menos un afio [751, 752]. Esto afecta preferentemente a la

masa Osea con estructura trabecular, lo que justifica que la mayor pérdida de masa 6sea y por tanto

138



INTRODUCCION

el mayor riesgo de fracturas derivadas de la exposicion a GC ocurra en vértebras, costillas y cadera.
Los efectos de los GC que afectan al equilibrio dinamico dseo y que justifican la pérdida de masa
Osea que se asocia a su uso son los siguientes; 1) supresion de la actividad funcional y la
proliferaciéon de los osteoblastos, dependiente al menos en parte de la inhibicion directa e indirecta
de la cascada candnica de Wnt/B-catenina [474, 753-756]; 2) reduccién de la absorcién intestinal y
aumento de la excrecion renal de Ca?, lo que implica un aumento en la liberacion de
paratohormona (PTH) que a su vez aumenta la resorciéon 6sea dependiente de osteoclastos; 3)
reduccién de los niveles de hormonas sexuales por inhibicion del eje HHA; 4) induccién directa de
apoptosis en osteoblastos y osteocitos; y 5) alteracion en la biodisponibilidad local y el efecto de la
GH e IGF-1[757].

La osteonecrosis es otra complicacion relativamente frecuente, asociada al uso sistémico de GC
durante un tiempo prolongado. A ella contribuye la pérdida de masa dsea, pero principalmente la
atrofia de la microvasculatura de zonas como cabeza del fémur y el hiimero, asi como la porcion

distal del primero.

6.9.4. Efectos adversos de los GC sobre el ojo

Tras la administracion sistémica o tdpica-local de GC, se encuentran descritos diversos efectos
adversos caracterizados por desordenes oculares que comprenden la induccidn de cataratas y
glaucoma de forma relativamente comun, asi como otros menos frecuentes como el desarrollo de

maculopatias derivadas de defectos en la regeneraciéon de la microvasculatura del fondo del ojo.

6.9.5. Efectos adversos de los GC sobre el sistema nervioso central

Atendiendo a los efectos euforizantes de los GC sobre el sistema nervioso central, los cuales
fueron descritos detalladamente en apartados anteriores, no es sorprendente que una terapia a base
de GC a altas dosis (> 40 mg prednisona/dia) que no necesita de mas de dos semanas de
mantenimiento, sea capaz de agravar trastornos psiquidtricos preexistentes en el paciente e incluso
desestabilizar a uno sano [758]. En referencia a este tltimo caso, los pacientes de sexo femenino son
mas susceptibles al desarrollo de la denominada “psicosis esteroidea”, que puede cursar con
cambios de humor, euforia, fases maniacas, alucinaciones e intentos de suicidio [759]. Entre los
mecanismos moleculares que justifican estos efectos a nivel central, son diversos y de compleja
relacion reciproca, pero cabe destacar que recientemente se ha descrito que los GC de un modo
dependiente de transrepresién sobre NF-«xB inhiben la expresion del receptor de serotonina 5-
HTla, lo que parece relacionarse con las fases de cambio de humor antes descritas [760].
Logicamente, por el contrario la retirada de un tratamiento prolongado a base de GC puede

favorecer la apatia y un comportamiento tendente a la depresién en el paciente.

6.9.6. Efectos adversos de los GC sobre el sistema endocrino

Los efectos de los GC a nivel metabdlico ya fueron expuestos en su mayoria en el apartado de
acciones fisiolégicas. Brevemente, los GC inducen hiperglucemia con glucosuria, que puede
agravar la condiciéon de un paciente previamente diabético, aunque esta situacion es clinicamente
controlable y no debe suponer un impedimento de cara a la instauracién de una terapia a base de
GC en el paciente. Ademds, por la inhibicion del eje HHA provocan insuficiencia

corticosuprarrenal.
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6.9.7. Efectos adversos de los GC sobre el sistema cardiovascular

Los efectos fisioldgicos de los GC directos sobre el sistema cardiovascular, el metabolismo
lipidico y el equilibrio hidroelectrolitico descritos en capitulos anteriores justifican que los
pacientes sometidos a tratamientos prolongados a base de GC sistémicos desarrollen clasicamente

hipertensién y dislipemia.

6.9.8. Efectos adversos de los GC sobre el aparato gastrointestinal

Los efectos adversos de los GC sobre el aparato gastrointestinal incluyen principalmente un
riesgo incrementado de presentar tlceras pépticas y sangrados del tracto intestinal superior, asi
como candidiasis oportunistas derivados del uso de GC via inhalatoria. Los mecanismos
moleculares que justifican la mayor incidencia de tlceras sangrantes en el tracto gastrointestinal
superior no se conocen en detalle, pero se cree que estan relacionados con una hiperplasia en las
células parietales gastricas que generan una hipersecrecion acida anormalmente elevada. Ademas,
esto se acompafia con una menor produccion de mucinas gastricas y una menor capacidad
restitutiva en el epitelio gastrointestinal [761]. No obstante, no se puede descartar la posibilidad de
que el origen de estas tlceras sangrantes no sea la exposicién a GC, sino que se deba a la muy
comun exposicién concomitante a antiinflamatorios no esteroideos, en los que este efecto adverso

se encuentra plenamente descrito.

6.9.9. Efectos adversos de los GC sobre el crecimiento y el desarrollo

Los nifios pueden presentar defectos significativos en el crecimiento como consecuencia de la
administracion de dosis relativamente pequefias. Esto esta directamente relacionado con una
atenuacion del efecto de la GH y los efectos anteriormente descritos de los GC sobre la homeostasis
del tejido éseo y del musculo estriado, los cuales en un individuo que se encuentre en edad de

crecimiento exponencial necesariamente implicaran un retardo en su desarrollo.

En lo referente a los efectos de la exposicidon a GC in utero hay escasa informacion, pero existen
estudios en animales que indican que la administraciéon de GC al animal en gestacion, aumenta el
riesgo de desarrollar paladar hendido y defectos en el desarrollo neuronal que conducen a defectos
conductuales complejos. A pesar de la conocida relevancia de los GC durante el periodo perinatal
en el ser humano, no se puede descartar la posibilidad de que la exposicién a dosis elevadas de GC

durante el embarazo pueda generar modificaciones leves en el normal desarrollo fetal [762].

6.10. Agonistas selectivos del receptor de glucocorticoides (SEGRAs)

Los efectos terapéuticos de naturaleza inmunomoduladora y antiinflamatoria por los cuales se
usan los GC en trastornos inflamatorios crénicos como la EII, asi como sus efectos adversos arriba
descritos, son igualmente dependientes de la interaccion del GC con el GR y de los mecanismos de
accion molecular que de ella surgen, anteriormente descritos en su capitulo especifico. Sin
embargo, diversas investigaciones en las ultimas dos décadas han permitido dilucidar que los
efectos antiinflamatorios interesantes dependen fundamentalmente del mecanismo de
transrepresion, mientras que la mayor parte de los efectos adversos que mas limitan en la practica
clinica el uso de los GC como son atrofia de la piel, supresion del eje HHA, los dependientes de la

modificacién del metabolismo de grasas, glucosa y proteinas, asi como las alteraciones en el
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equilibrio dinamico dseo, tienen basicamente su origen en el proceso de transactivacién y/o

represion clasica [763-765].

La busqueda de nuevos GC mas seguros y con un mejor perfil terapéutico ha sufrido un giro
radical con el descubrimiento de que los mecanismos de transactivacion-represién y la
transrepresion eran eventos funcionalmente independientes dentro de la farmacodinamia de los
GC. Esto fue puesto de manifiesto por primera vez en el afio 1998, cuando haciendo uso de los
ratones GRdm/dim Reichardt et al descubrieron que en estos animales cuyo GR no tiene capacidad de
union a DNA y por tanto no puede realizar transactivacion o represion clasica tras la recepcion del
GC, la dexametasona seguia presentando una acciéon antiinflamatoria eficaz derivada de la
transrepresion, mientras que los efectos adversos derivados de una disfuncién metabdlica
dependiente de GC no aparecian [766, 767]. Loégicamente, como consecuencia de este hallazgo se ha
dedicado un gran esfuerzo investigador orientado a explotar la posibilidad de obtener moléculas
que activen selectivamente el GR de cara a la transrepresion, del cual han surgido los denominados
agonistas selectivos del receptor de glucocorticoides (SEGRAs). En la actualidad se conocen
diversas moléculas que se ajustan al concepto de SEGRA, entre los que destacan el ZK216348 [768,
769] y el que es hoy por hoy el mas profundamente estudiado, el conocido como compuesto A
(CpdA) [769], entre otros [770, 771]. Existen multiples publicaciones que indican que estas
moléculas son muy prometedoras en cuanto a su selectividad farmacodinamica, lo que implica una
sustancial mejora de su perfil terapéutico si se las compara con los GC tradicionales, ya que
parecen mantener una eficacia antiinflamatoria comparable a la de los convencionales pero

acompafada de un perfil de efectos adversos mucho mas reducido [772-781].

De forma paralela al desarrollo de los SEGRAs, se realiz6 la descripcion exhaustiva de los
ratones GRdimdim_ Estos estudios han arrojado algunos resultados que han levantado cierta
controversia alrededor del concepto en el que se basa el desarrollo de los SEGRAs, ya que a pesar
de poseer un GR incapaz de unirse a DNA seguian presentando algunos de problemas metabdlicos
asociados al uso de GC convencionales, lo que implica que tampoco el desarrollo de los SEGRAs
va a permitir solucionar de un modo taxativo el problema de los efectos adversos asociados al
tratamiento esteroideo. No obstante, la existencia de gran cantidad de estudios citados al final del
parrafo anterior indicando una relacion eficacia/efectos adversos bastante favorable para muchos
de los SEGRAs al aplicarlos en diversos modelos inflamatorios experimentales, hace que el
concepto de disociacidon farmacodinamica por el cual se desarrollaron estas moléculas siga siendo

prometedor para el futuro tratamiento de trastornos inflamatorios crénicos como la EIL

6.11. GC y el entorno intestinal

La mayor parte de los estudios que han arrojado luz sobre los efectos de los GC en el contexto
intestinal hasta la fecha derivan de la descripcion de las alteraciones intestinales que se producen
en diversos modelos experimentales de estrés [782]. El estrés se encuentra tan intimamente
relacionado con una elevacion de los niveles de GC enddgeno que hay fisidlogos que definen el
estrés en el ser humano como cualquier condicién que determina un aumento en la liberacion de
cortisol a nivel adrenal. El tracto gastrointestinal es particularmente sensible a los diferentes
mediadores que intervienen en una respuesta fisiologica al estrés, destacando fundamentalmente
el caso de los GC endodgenos locales como elemento director del proceso, pero siendo asimismo

destacable el papel que juegan otros agentes como la CRH que también ven incrementada su
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presencia en este caso, tal y como se describe a continuacién. Por esta razén, en este apartado se
establece con precision cual es la contribucion relativa de los GC locales intestinales y la CRH en

las disfunciones intestinales que aparecen asociadas a los modelos experimentales de estrés.

6.11.1. Efectos del estrés sobre la funcion de barrera epitelial

El epitelio de la mucosa intestinal es especialmente sensible al estrés, debido fundamentalmente
a su rapida velocidad de proliferacién, que implica su total renovacién en aproximadamente dos
dias en algunas partes. Esto explica la fragilidad de este tejido, ya que la aplicacion de un estimulo
estresante durante un tiempo relativamente corto es suficiente para generar un epitelio intestinal
condicionado en su totalidad por dicho fenémeno. Este concepto se ve apoyado por las escasas
diferencias que aparecen entre las alteraciones intestinales inducidas por estrés agudo y crénico,
aunque logicamente la severidad de las consecuencias de estos si se ve incrementada con el tiempo

de exposicion [783].

Las uniones estrechas son unas estructuras muy dindmicas con gran relevancia en el
comportamiento de la mucosa intestinal como una barrera semipermeable. Estas sufren la
modulacion de la expresion y/o distribucion de las proteinas que las componen por parte de
diferentes mediadores propios de situaciones fisiologicas o patoldgicas. En el caso del estrés, se
produce un aumento su permeabilidad debido a la aparicién de una distribucién irregular de
ocludina y ZO-1 que se manifiesta a corto plazo, asi como una contraccion del citoesqueleto celular
dependiente de la activacion de la MLC por el TNFa que deriva a su vez de la ligera inflamacion
intestinal subyacente presente [784]. Es poco probable que los elevados niveles de GC justifiquen
estos efectos, pues esta demostrado que los GC tienden a reducir la disfuncién asociada al TNFa
antes citada [785]. Sin embargo, otros trabajos indican que el estrés reduce la expresion de ZO-1 en
las células epiteliales intestinales de un modo sensible a mifepristona y por ende directamente
dependiente de GC [786]. Curiosamente, los GC presentan otros efectos sobre las las células
epiteliales intestinales que se encuentran bien constatados y se traducen en un refuerzo de la
funcién de barrera ejercida por estas, destacando un aumento de su expresion de TLR2 que facilita
la respuesta restitutiva del epitelio ante una agresion [787] y una proteccidn ante el estrés asociado
al reticulo endoplasmico mejorando el plegado proteico y la degradacion de las proteinas
erroneamente plegadas [788]. Por tanto, resulta comprensible que el modo en que los GC
contribuyen a la disfuncién en la barrera epitelial intestinal sea objeto de gran controversia, siendo

esta de hecho la razon de ser de esta tesis doctoral que pretende aclarar este extremo.

6.11.2. Efectos del estrés sobre el flujo hidroelectrolitico intestinal

Los modelos experimentales de estrés y las evidencias extraidas del estudio de pacientes bajo
estrés psiquico o fisico han permitido establecer de forma incontrovertible que la consecuencia neta
del mismo es un aumento de la presencia de electrolitos y agua en la luz intestinal [332, 789]. Esto
ocurre debido a la asociacion de la reduccion de los procesos de absorcidon idnica con un aumento
de la secrecion, traduciéndose ambos en un incremento de la corriente de cortocircuito en los
ensayos con camara de Ussing. Estos efectos aparecen en los diferentes segmentos intestinales e
indistintamente asociados a los modelos de estrés agudo y crénico [790, 791]. En referencia a las
hormonas asociadas al estrés responsables de estas alteraciones, las evidencias experimentales
apuntan a los efectos periféricos de la CRH directos sobre el epitelio intestinal e independientes de

la sintesis de GC como principales responsables, ya que los antagonistas especificos de estos
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receptores, astresina o CRF9-41, administrados intraperitonealmente corrigen las alteraciones antes
mencionadas. Asimismo, la administracion de CRH exdgena formulada para no atravesar la
barrera hematoencefalica mimetiza la afectacién intestinal asociada al estrés, actuando sobre sus
receptores periféricos CRHR1 y CRHR2 [792]. Otra razén que sustenta la independencia de estas
alteraciones respecto de los elevados niveles de GC circulantes, es que sus acciones directas sobre
el transporte hidroelectrolitico intestinal son bien conocidas. Concretamente, estimulan
sustancialmente los procesos de absorcidn, en especial de Na* y, aunque en mucha menor medida,
también lo hacen con la secrecién de K+ y CI, produciendo un efecto neto que favorece la absorcion
idnica y secundariamente de agua desde la luz intestinal hacia el espacio basolateral [793]. De
hecho, dentro de la fisiopatologia de la EIl y los modelos de colitis experimental se encuentra la
inhibicién de los procesos de absorcidn y secrecidn idnica intestinal directamente relacionada con
la inflamacién en si misma, que se traduce en la acumulacion de agua en la luz intestinal y en
diarrea. Los GC contribuyen por tanto a la compensacién de dicha disfuncion epitelial asociada a la
inflamacion, no solo de forma indirecta mediante su accién antiinflamatoria, sino también por su

efecto directo sobre el transporte generando absorcién electrogénica [794].

6.11.3. Efectos del estrés sobre la permeabilidad intestinal a antigenos
bacterianos y otras macromoléculas

Un incremento en la permeabilidad intestinal a macromoléculas esta plenamente demostrado
en pacientes sometidos a estrés, asi como en diferentes modelos experimentales de estrés agudo y
crénico. Existen evidencias de un compromiso en la funcién de barrera tan significativo asociado a
estrés experimental, que es capaz de generar per se cierta inflamacion intestinal, asi como un
incremento en la susceptibilidad al diferentes modelos de colitis experimental como el TNBS [795]
y el DSS [335-337], estando estos ultimos fendmenos relacionados en parte con un efecto

estimulante de la CRH sobre los linfocitos de ldmina propia.

Los mecanismos que relacionan el estrés con un intestino mas permeable por via paracelular y
transcelular descritos hoy en dia son basicamente dos. Por un lado, en el intestino de un animal
sometido a estrés experimental se produce un aumento del niimero total de mastocitos y de su
grado de desgranulacion [796, 797]. La secrecidn del contenido granular de este tipo celular parece
ser decisiva en el desarrollo de los cambios morfologicos, inflamatorios y de permeabilidad que se
producen en el intestino de los animales estresados, ya que ratas deficientes en mastocitos
sometidas a estrés no muestran dichas disfunciones. Este fendmeno es totalmente independiente de
la accién de los GC endogenos, estando asociado en exclusiva a la accion de la CRH sobre sus
receptores CRHR1 y CRHR?2 presentes en los mastocitos subepiteliales [333, 793]. Por otro lado, la
barrera fisicoquimica de moco situada en contacto con el borde apical de las células epiteliales
intestinales también se ve afectada. Por un lado la CRH promueve una deplecion en el nimero de
células caliciformes [798], al tiempo que los GC y la propia CRH inducen un aumento de expresion
de mucinas y por tanto de secreciéon de moco por parte de las mismas [799]. A corto plazo, dicha
estimulacion funcional de las células caliciformes puede contribuir a la funcién de barrera epitelial
intestinal, pero se ha demostrado que en modelos de estrés mas prolongados en el tiempo la
reduccion en su nimero genera un efecto opuesto que se traduce en un incremento de la adhesién

bacteriana sobre el epitelio.
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En general, la existencia de mucha mas literatura describiendo la contribucion de la CRH en las
disfunciones intestinales asociadas al estrés, induce a pensar que esta es la responsable casi en
exclusiva de este fenémeno. Sin embargo, aunque mas escasos, también hay estudios que revelan
como la adrenelectomia o la inhibicion farmacoléogica de la esteroidogénesis reduce
significativamente la afectacion intestinal asociada al estrés experimental [800]. Ademas, la
administracion de GC a animales sanos produce sintomas intestinales que recuerdan a algunos de
los ya mencionados, como el aumento de la adhesién bacteriana a la superficie epitelial y su

tendencia a la translocacién a tejidos extraintestinales [801, 802].

6.11.4. Dialogo entre la microbiota intestinal y el estrés, con los GC como
intermediarios

La existencia de un eje bioldgico de comunicacion bidireccional formado por la microbiota
intestinal, el propio intestino y el cerebro comenzo a ser postulada con el hallazgo de la influencia
de la presencia de bacterias en la luz intestinal sobre la gravedad de diversos modelos
experimentales de estrés. En este sentido, los animales GF sufren un incremento de los niveles de
ACTH y corticosterona mucho mayor que aquellos estandar en términos microbiolégicos. Ademas,
el comportamiento de los animales axénicos en relacion al estrés se normalizé al colonizarlos
exclusivamente con Bifidobacterium infantis. Esto estimulé mdultiples investigaciones que han
permitido poner de manifiesto que la influencia es bidireccional, ya que el estrés produce cambios
cualitativos en la microbiota intestinal con un sello especifico, que no solo sensibiliza al animal a
otros modelos experimentales de estrés como ya se ha descrito mediante estudios de transferencia
fecal, sino que también lo hace a modelos de colitis de naturaleza infecciosa como la inducida por
Citrobacter rodentium [803]. En linea con esta observacion, se han realizado varios estudios con
objeto de dilucidar si los GC presentan efectos directos sobre la microbiota intestinal que
justifiquen al menos en parte el hallazgo anterior. En este sentido, se ha demostrado que la
administracion de dexametasona exdgena al hospedador tiende a incrementar la proporcion
relativa de bacterias aerobias Gram (-), anaerobias totales y de lactobacilos. Por otro lado, no
existen muchos trabajos acerca de la influencia de los GC sobre el crecimiento bacteriano y su
patogenicidad mas alla de los ya citados anteriormente [801, 802] aunque Kakuno et al. han
obtenido resultados que apuntan a que la administracion sistémica de hidrocortisona incrementa la

infeccion de E. coli sobre las células epiteliales de los tibulos renales [804].

A modo de conclusion, el concepto que se puede extraer en referencia a los efectos de los GC
sobre la mucosa intestinal intacta propia de un individuo sano es que a pesar de que presenten
algunos efectos que puedan contribuir a un reforzamiento de la funcién de barrera epitelial,
parecen ser preponderantes aquellos por los que aumenta la permeabilidad intestinal paracelular y
transcelular. Ademads, teniendo en cuenta que parecen favorecer la adherencia bacteriana a las
células epiteliales intestinales, las evidencias existentes invitan a concluir que los GC inducen un
comportamiento permeable (“leaky gut”) de aquella mucosa intestinal intacta sobre la que

senalizan.
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7. SINTESIS EXTRA-ADRENAL DE
GLUCOCORTICOIDES

La total ausencia de GC (al menos de aquellos que pueden medirse en sangre) en el suero de los
animales sometidos a adrenelectomia sugiere que la fuente tinica de GC es la corteza suprarrenal,
donde el cortisol (humanos) y corticosterona (roedores) son generados a partir de colesterol y
liberados al torrente sanguineo que los distribuye por todo el organismo. No obstante, en las dos
ultimas décadas distintas lineas de investigacion han puesto de manifiesto que otros tejidos
cuentan con la maquinaria biosintética necesaria para la esteroidogénesis, y de hecho producen GC
bioldgicamente activos (cortisol o cortiscosterona). De forma general, estos GC ejercen efectos
inmunomoduladores insustituibles mediante una sefializacién esencialmente local a corta distancia
de tipo paracrino o autocrino, a diferencia de los GC de origen suprarrenal que acttian en lugares
distantes siguiendo el concepto clasico de hormona. Entre los tejidos con reconocida capacidad
para la sintesis extraadrenal de GC destacan células de naturaleza epitelial presentes en el timo,
piel, y por supuesto intestino, siendo este ultimo el mds interesante en nuestro caso. El epitelio
pulmonar y el endotelio vascular presentan algunas de las enzimas propias de la esteroidogénesis,
pero a dia de hoy no se les considera fuentes extraadrenales de GC. En el caso del epitelio
pulmonar porque su demostrada capacidad de liberacién de corticosterona no parece ser
dependiente de sintesis de novo, y si de una reactivacion local de deshidrocorticosterona a
corticosterona mediada por 11-f-HSD-1 [805]. Por otra parte, el endotelio vascular carece de
algunas de las enzimas decisivas en la esteroidogénesis, lo que le inhabilita para la sintesis
autonoma de GC, pero no le supone problema alguno producir aldosterona de forma auténoma
[806, 807]. Por ultimo, el caso del cerebro es quizd el de mas compleja interpretacion, pues
diferentes estudios realizados en rata y ratdn arrojan resultados poco congruentes en relacién a la
expresion de enzimas de la esteroidogénesis y las evidencias sobre la produccién de corticosterona
local, por lo que a pesar de la existencia de algunas evidencias que apuntan a que sobre todo en
ratones existe una sintesis de corticosterona por parte de células de la glia, e incluso en el pez
cebra, no se puede considerar al cerebro como un tejido esteroidogénico al mismo nivel que el
epitelio intestinal [808, 809].

En general, la constatacion experimental de un determinado tejido como fuente no adrenal de
GC requiere de diversos enfoques experimentales. Es imprescindible poner de manifiesto la
expresion de todas las enzimas necesarias para al esteroidogénesis y la determinacién de GC
producido in vitro por este tejido o una linea celular concreta del tipo celular implicado, asi como la
capacidad de este para ejercer acciones bioldgicas en tipos celulares diana, las cuales deben
desaparecer con la exposicién del tejido productor a inhibidores de la esteroidogénesis [602]. Hasta
la fecha, tnicamente los epitelios de piel, intestino y timo han satisfecho estos requisitos en su
totalidad. A continuacién, se describe brevemente la regulaciéon y relevancia fisiolégica de la
sintesis de GC de forma local en piel, y algo mas extensamente en intestino, obviando el caso del

timo por haber sido explicado detalladamente en capitulos anteriores.

7.1. Sintesis extra-adrenal de GC en el epitelio epidérmico

El epitelio epidérmico comparte con el intestinal su total exposicién al medio externo y a la

importante carga antigénica que caracteriza a este. Por tanto, al igual que ocurre con la pared
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intestinal, la piel debe comportarse como una barrera semipermeable con alto grado de tolerancia
inmunolégica respecto al medio externo para evitar el desarrollo de una inflamacién crénica. Esta
realidad, conjuntamente con los conocidos efectos inmunosupresores de los GC que colaborarian
en dicha tarea, hizo que los epitelios epidérmico e intestinal fueran considerados como tejidos

candidatos para la esteroidogénesis extra-adrenal.

En la actualidad esta demostrado en humanos, aunque no completamente ain en roedores, que
los queratinocitos y melanocitos cuentan con toda la maquinaria biosintética necesaria para la
esteroidogénesis, desde los transportadores de colesterol, al expresar metastatic lymph node 64
(MLN®64), que es un analogo funcional de la proteina STAR ya comentada [810], hasta las propias
enzimas que catalizan la conversidn del colesterol en cortisol [811, 812]. Ademas, estas células
expresan CRH y ACTH, asi como el receptor especifico para la ultima, por lo que cuentan con
todos los componentes del eje HHA. De este modo, se puede hablar de la existencia de un eje
analogo al HHA que funciona localmente regulando la sintesis y liberacion auto-paracrina de
cortisol de forma local en la piel [813]. La sintesis epidérmica local de cortisol se ve estimulada por
los procesos inflamatorios, actuando como mediadores la CRH por su efecto inflamatorio directo
sobre las uniones estrechas y los mastocitos anteriormente descritos en el caso intestinal, y su
estimulaciéon de la produccién de ACTH que actuaria como intermediaria en dicha sefializacion.
Otros mediadores que estimulan directamente esta esteroidogénesis cutanea son citoquinas pro-
inflamatorias clasicas como la IL1B y el TNFa [814]. Parece obvio que la activacion de este eje, que
concluye con un incremento en la produccién de cortisol en la epidermis, tiene como objeto evitar
el desarrollo de procesos inflamatorios descontrolados tras una agresion localizada en la mucosa
epidérmica. Sin embargo, esta demostrado el efecto perjudicial de los GC sobre la restitucion
epitelial necesaria cuando esta mucosa se encuentra desorganizada de forma secundaria a una
agresion externa, debido esencialmente a su efecto antiproliferativo. Por tanto, parece légico que a
pesar de los beneficios del cortisol localmente producido en dicho contexto existan mecanismos
para regular negativamente su produccion y efectos. Los dos mas relevantes son, por un lado la
inhibicién de la esteroidogénesis debido al efecto de IGF-1 que ve especificamente incrementada su
expresion cuando se perturba la funcién de barrera epidérmica y, por el otro, un aumento de la
expresion de 11-B-HSD-2 que cataliza en el entorno de la propia célula diana la conversion del

cortisol en cortisona biolégicamente inactiva [814].
7.2. Sintesis extra-adrenal de GC en el epitelio intestinal

7.2.1. Regulacién de la sintesis de GC en el epitelio intestinal

Alrededor del afio 1995 comenzé a ponerse de manifiesto la expresion de enzimas implicadas
en la esteroidogénesis como la CYP11A1 en la mucosa intestinal [815]. Estos hallazgos hicieron que
comenzara a contemplarse la posibilidad de que la mucosa intestinal tuviera la capacidad de
sintetizar GC de forma auténoma, idea que se vio reforzada por otros experimentos que mostraban
como algunos efectos de los GC sobre las IEL infiltradas en dicha mucosa desaparecian al
administrar mifepristona al animal y en cambio apenas se veian reducidos cuando estos eran
adrenalectomizados. A dia de hoy existen evidencias experimentales consistentes que permiten
afirmar que la mucosa intestinal en general, y sus células epiteliales en particular, son una fuente
de GC locales que juegan un papel relevante en la tolerancia inmunolégica intestinal y por

consiguiente en la homeostasis de este tejido en condiciones basales y sobre todo inflamatorias.
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Mediante estudios por PCR a tiempo real, se ha demostrado que el intestino delgado y grueso
expresa la totalidad de las enzimas que participan en la esteroidogénesis. Aunque dicha expresion
en un animal sano es muy baja, esta se ve dramaticamente incrementada ante el desarrollo de un
proceso inflamatorio que cursa con afectacion intestinal como el que se desencadena ante la
administracion intraperitoneal de un anticuerpo anti-CD3. Ademads, el cultivo ex vivo de
fragmentos intestinales de estos animales reveld un aumento de su liberacion de corticosterona que
se correlaciond perfectamente con la expresiéon enzimatica antes citada y que fue totalmente
abolido por la adicién de metirapona al medio de cultivo [816]. Ademads, la exposicién de
macrofagos del sistema inmune innato intestinal a LPS provoca un aumento significativo de la
esteroidogénesis en las células epiteliales intestinales [817]. Al parecer el mediador inflamatorio
determinante para la conexién entre la respuesta inflamatoria celular y la estimulacién de la
sintesis intestinal de GC es el TNFaq, en la medida en que esta desaparece en animales deficientes
en dicha citoquina o su receptor [817, 818]. Esto permitié confirmar que la inflamacién intestinal
provoca un aumento de la esteroidogénesis local que se traduce en la practica en un incremento en
la liberacion de corticosterona, posiblemente orientada a contribuir a la represion y resolucién de
dichos procesos inflamatorios, evitando el dafio tisular asociado a una respuesta inmune

descontrolada.

Dentro de la complejidad que caracteriza al tejido intestinal, en un principio fue dificil estimar
cudl era la fuente celular concreta de dicha corticosterona local (en ratones). No obstante, el hecho
de que en la corteza suprarrenal y en el timo fueran células epiteliales las encargadas de su sintesis
y liberacion, convirtié a este tipo celular en el primer candidato. De hecho, estudios basados en
hibridacién in situ y en la expresiéon de enzimas esteroidogénicas en poblaciones celulares
intestinales purificadas revelaron que la fuente de estos GC eran las células epiteliales intestinales
localizadas en la base de las criptas [816, 819, 820].

La regulacion de la produccion local de GC en el intestino es totalmente diferente de la que se
producen en la corteza suprarrenal. Mientras que en esta tltima esta dirigida por la expresiéon de
steroidogenic receptor 1 (SF-1), en el epitelio intestinal este no se expresa, pasando a desempefiar su
papel otra molécula denominada [liver receptor homologue 1 (LRH-1), que cuenta con mdultiples
similitudes estructurales con la anterior, las cuales se traducen en un significativo solapamiento
funcional. Ambas se unen a los promotores de los genes codificantes de las enzimas
esteroidogénicas, produciendo un aumento de su expresion. El hecho de que cada tejido use un
factor de transcripcion diferente y funcionalmente similar para controlar el mismo proceso refleja
la necesidad de una regulacion diferente en cada caso, que satisfaga las necesidades especificas a
nivel de produccion esteroidea. En linea con lo anterior, mientras que SF-1 en la corteza adrenal
induce una esteroidogénesis de muy rapida respuesta y cuantitativamente potente, LRH-1 en el
epitelio intestinal lo hace de un modo mas progresivo y cuantitativamente limitado [821-823]. Un
ejemplo muy ilustrativo sobre esta regulacién diferencial es que mientras que un aumento
experimentalmente inducido de AMPc intracelular en un epitelio que realiza esteroidogénesis
controlada por SF-1 provoca una estimulacion de la sintesis de GC, en otro funcionalmente

regulado por LRH-1 se produce el efecto contrario.

La expresién de LRH-1 en la mucosa intestinal se encuentra restringida a las células inmaduras,
indiferenciadas y altamente proliferativas que se sitiian en la base de las criptas, de modo que al ir

estas ascendiendo a lo largo de las mismas se va perdiendo la expresion [824]. Cuando se produce
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una agresion sobre el epitelio intestinal se ve incrementada la expresiéon de LRH-1, y en
consecuencia la de Cyclin D1 [825], que a su vez aumenta la proliferacion epitelial, contribuyendo
asi a la restitucion de la funcion de barrera comprometida. Como ya se ha comentado, la
diferenciaciéon epitelial implica la pérdida de la expresién de LRH-1, lo que parece légico para
evitar crecimientos celulares incontrolados que podrian conducir a neoplasias, pero
secundariamente limita la esteroidogénesis intestinal a las células epiteliales intestinales

indiferenciadas de la base de las criptas.

7.2.2. Efectos de los GC intestinales sobre la inmunidad local de la
mucosa intestinal

Efectos sobre el control de las respuestas antivirales

Las células T CD8 que forman parte de las poblaciones celulares descritas como IEL, LPL o
localizadas en el GALT, presentan un estado basal de activaciéon mayor, caracterizado por una
expresion superior de CD69, asi como una mayor actividad funcional monitorizada por un
incremento en la produccion de IFNy, en los animales con la esteroidogénesis intestinal
especificamente inhibida. Esto indica que los GC localmente producidos por las células epiteliales
intestinales ejercen un papel atenuador sobre el perfil de activacién inmune de las células

inmunocompetentes que migran selectivamente al intestino (“gut homing”) [826].

Efectos sobre la fisiopatologia de la EII

Las evidencias que hoy en dia existen derivan del estudio del impacto que tiene la reduccién en
la expresion de LRH-1 en diversos modelos de colitis experimental, asi como las alteraciones que se
producen de dicho receptor nuclear y la esteroidogénesis en el tejido inflamado de pacientes

afectados por EIL

En los modelos de colitis experimental asociados a un perfil de citoquinas Thl, destacando el
modelo inducido por DSS y por TNBS, se produce un fuerte incremento de la expresion de
enzimas esteroidogénicas y la liberacion de corticosterona, que parece estar implicado en una
accion antiinflamatoria. Es muy interesante destacar que este fenomeno se limita a los modelos de
tipo Thl, ya que en la colitis inducida por oxazolona, que es de tipo Th2, esto no ocurre [827]. De
confirmarse este extremo, supondria una validacion adicional de la importancia de la regulacion
por TNFa. De hecho, la administracion de TNFo exdgeno en este modelo estimula la
esteroidogénesis en las células epiteliales intestinales de un modo similar a como sucede en
modelos como el DSS o el TNBS [817, 818]. En linea con el concepto anterior, los animales con
delecién condicional de LRH-1 especificamente restringida sobre las células epiteliales intestinales
son mas susceptibles a la colitis inducida por DSS y TNBS, debido esencialmente a una menor
esteroidogénesis intestinal y a una menor capacidad restitutiva por su menor expresion de Cyclin

D1, que se traduce en un proceso inflamatorio mds intenso.

Para terminar, el andlisis de biopsias intestinales de pacientes con EIl reveld que,
independientemente de que se trate de EC o CU (ya que ambas cursan con un notable aumento de
TNFa), se establece una correlaciéon inversa entre la expresion de LRH-1 y enzimas

esteroidogénicas clave en el proceso biosintético, y la gravedad de la respuesta inflamatoria [827].
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Las evidencias experimentales acerca del TNFa citadas a lo largo de este texto, permiten
atribuirle un papel como hoja de doble filo. Por un lado, tiene un efecto perjudicial sobre la funcién
de barrera induciendo una desorganizacién de las uniones estrechas de forma dependiente de la
estimulacion de la proteina MLC, lo que se une a su capacidad de activacion directa sobre muchos
tipos celulares inmunocompetentes. Mientras que por el otro presenta otros de caracter
antiinflamatorio, ya que tiene cierta capacidad para la inducciéon de apoptosis, asi como su
relevancia en la estimulacién de la sintesis de GC locales intestinales que mecanisticamente se
oponen a la desorganizacion de las uniones estrechas que induce de un modo directo sobre las

células epiteliales intestinales [828].

Efectos sobre la inmunidad antitumoral

Las células cancerosas que componen los adenocarcinomas colénicos son capaces de producir
de forma autéonoma y constitutiva GC enddgenos. En estas células el factor LRH-1 es decisivo,
mediando tanto la esteroidogénesis, como su estado basal hiperproliferativo mediante mecanismos
independientes entre si. En los tiltimos afios esta comenzando a ser considerada la capacidad de las
células tumorales intestinales para producir GC en su contexto local como un mecanismo
especificamente utilizado por el tumor para evadir la inmunovigilancia antitumoral y por tanto su
propia destruccion, viéndose facilitado en ese sentido el desarrollo descontrolado del proceso

neoplasico [829].
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La terapia farmacoldgica orientada al manejo clinico de la EII disponible actualmente esta
dirigida al mero control sintomatico de la inflamacién y la respuesta inmunolégica de un modo
inespecifico. La razén principal que justifica esta situacion es la insuficiente caracterizacion de su
etiologia, lo que implica la ausencia de una o varias dianas farmacoldgicas mediante cuya
modulacion se pueda controlar la causa subyacente del desorden. Por esta razon, la investigacion
basica focalizada en la fisiopatologia de esta enfermedad resulta de gran utilidad para tratar de

solucionar esta limitacion.

Por otro lado, las diferentes opciones terapéuticas existentes a pesar de conseguir en una
significativa proporcion de los casos un manejo de la enfermedad bastante aceptable, presentan
efectos adversos importantes y que aparecen con mucha frecuencia. Por consiguiente, la
investigaciéon encaminada a la obtencién de nuevas herramientas terapéuticas igualmente se

encuentra justificada.

Los GC son una de los grupos farmacoldgicos de mayor uso especialmente en la induccion de
remisién en la EIl. Sin embargo, solo un 40% de los pacientes responden con normalidad, mientras
que el resto se comportan como corticorresistentes o desarrollan dependencia de estos dentro de su
estado de remision, tal y como se ha descrito anteriormente. Ademas, las evidencias clinicas
también apuntan a la carencia de utilidad de estos en el mantenimiento del estado de remisiéon no
solo por su perfil de efectos adversos, sino también por su ineficacia en ese sentido. Las evidencias
experimentales basadas en la aplicacion de GC sintéticos en diferentes modelos de colitis
experimental surgieron a posteriori con respecto a su uso empirico en la clinica, siendo en su
mayoria fiel reflejo de su potente actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora que les hace
presentar efectos muy beneficiosos en la gran mayoria de ellos, sobre los marcadores
fisiopatoldgicos y la supervivencia [830-833]. No obstante, en el caso concreto del modelo de colitis
inducida por DSS, a lo largo de las dos tltimas décadas han surgido diversos trabajos que haciendo
uso de los GC en general, y la budesonida en particular por su profuso uso clinico, muestran datos
que indican de forma inequivoca que aquellos animales que reciben el GC ven incrementada la
severidad del modelo y la tasa de mortalidad comparados con el grupo colitico no tratado [834-
838]. Sorprendentemente, a pesar de la consistencia de estas evidencias obtenidas de forma
repetida en diferentes laboratorios y con diferentes cepas de ratén, en ninguno de ellos se
profundiza en las razones que pudieran justificar un comportamiento tan desfavorable de uno de
los farmacos de aplicacion actual directa en la terapia de la EII, al ser utilizados en uno de los

modelos experimentales de EIl mas usados desde hace afos.

Esta tesis doctoral ha tenido como objetivo fundamental la puesta de manifiesto del impacto
negativo de los GC en la evolucion del modelo de colitis experimental inducido por DSS en
ratones, focalizando sobre los efectos de la budesonida en los diferentes componentes del sistema
inmune gastrointestinal, especialmente en aquellos que ejercen una contribucién significativa a la
funcién de barrera intestinal. Asimismo, se ha tratado de describir los eventos sistémicos que
justificaban la elevada mortalidad entre los animales coliticos tratados con el GC via oral. Con
objeto de alcanzar una mayor comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a los
efectos negativos de la budesonida en este modelo de colitis experimental, paralelamente se han
realizado estudios in vitro haciendo uso de diversos GC de uso clinico, focalizados en algunos de

los componentes mas relevantes de la mucosa intestinal a nivel inmunolégico.
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Atendiendo a las premisas anteriormente formuladas, de un modo resumido se pueden

establecer los siguientes objetivos para la presente tesis doctoral:

1.  Confirmar el impacto negativo de los GC administrados via oral en el modelo de colitis
experimental inducido por DSS y contraponerlo con su efecto sobre la severidad de un

modelo de colitis exclusivamente mediado por células T.

2. Dilucidar los eventos de tipo sistémico que concurren en los animales que sufren de colitis
inducida por DSS mientras reciben GC via oral, que puedan ser justificativos de la elevada

tasa de mortalidad que les caracteriza.

3.  Caracterizar mediante estudios in vitro aquellas acciones moleculares de los GC sobre los
diferentes tipos celulares que participan activamente en la funcién de barrera intestinal,

que puedan contribuir a sus efectos in vivo sobre la colitis inducida por DSS.
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RESULTADOS

Segtin se ha descrito en el apartado de objetivos, el trabajo experimental reflejado en esta tesis
doctoral trata en primer lugar de corroborar el efecto negativo de la administraciéon de GC sobre la
evolucion del modelo de colitis experimental inducida por DSS. En todos los experimentos in vivo
se ha hecho uso de la budesonida administrada via oral, esencialmente por ser este el GC de
primera eleccién en la clinica actual para ser administrado por dicha via gracias a su elevado efecto
de primer paso hepatico. Esta virtud supone una gran ventaja frente a otros GC ya que a las dosis a
las que se suele administrar su distribucién sistémica es inferior al 10%, lo que a su vez minimiza
los efectos adversos metabdlicos inherentes al uso de los GC. Por esta razon, por su elevada
potencia antiinflamatoria y por los reducidos efectos de tipo mineralocorticoide que la caracterizan,
la budesonida es profusamente utilizada en el manejo clinico de la EII, lo que a su vez nos hizo
decantarnos por ella de cara a su uso en este estudio. No obstante, en los estudios in vitro
realizados mediante cultivos primarios de células implicadas en la inmunologia intestinal y sobre
lineas celulares de células epiteliales intestinales, en la mayoria de los casos la budesonida fue
ensayada de forma paralela a otros tres GC clasicos como la dexametasona, prednisolona e

hidrocortisona.

1. ESTUDIOS IN VIVO

En primer lugar se realizaron dos estudios in vivo (DSS1 y DSS2) orientados a la descripcion del
efecto de la budesonida sobre la colitis aguda inducida por DSS, siendo administrada esta
exclusivamente desde la incorporacion del DSS en el agua de bebida. En el caso de DSS1, el GC fue
administrado en un amplio rango de dosificaciéon con objeto de poner de manifiesto la posible
dosis-dependencia del fendmeno en cuestion y establecer una dosis adecuada para los estudios a
desarrollar con posterioridad. En el experimento denominado DSS2, la budesonida fue
administrada a dos dosis elegidas en virtud de los hallazgos referentes a DSS1, desde el comienzo
de la colitis aguda inducida por DSS y paralelamente durante 7 dias a animales sanos con objeto de
determinar si los efectos negativos del GC a nivel intestinal estaban o no exclusivamente asociados
al contexto inflamatorio. Una vez puestos de manifiesto los eventos intestinales y sistémicos que
acontecen en los animales tratados con budesonida mientras se les induce una inflamacion colénica
por DSS, se realizé el experimento denominado como DSS-PGF en el que se aplico el mismo
protocolo experimental que en DSS2 pero sobre animales cuya microbiota intestinal habia sido
previamente deplecionada mediante la administraciéon de antibiéticos, con objeto de determinar la
influencia de la carga microbiana luminal en los efectos de la budesonida sobre los animales
coliticos. A continuacién, se realizd6 un experimento al que me referiré como DSS3, el cual
aplicando un protocolo de doble ciclo de DSS que incluye la administracion de budesonida
exclusivamente durante los 5 dias previos al segundo de ellos, permite conocer las consecuencias
de la administracién del GC exclusivamente a modo de pre-tratamiento. Por otro lado, con objeto
de poder comparar el efecto de los GC sobre otros modelos de colitis experimental mas fisioldgicos,
se ensay6 la budesonida en un modelo de colitis no quimico, de tipo cronico y estrictamente

dirigido por células T como es el inducido mediante transferencia linfocitaria.

1.1. Efecto de la budesonida sobre la colitis aguda inducida por DSS

En una primera aproximacién experimental (DSS1) se ensay6 un amplio rango de dosis de
budesonida en la colitis aguda inducida por DSS, abarcando desde 1 hasta 60 pg/ratéon/dia

(indicado numéricamente), comenzando su administracion por via oral (gastroesofagica) el mismo
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dia que se incorpora el DSS al agua de bebida. Con este experimento se pretendia corroborar las
evidencias publicadas que indicaban un efecto perjudicial de los GC sobre la evolucion de este
modelo experimental con un importante impacto negativo sobre la supervivencia de los animales
objeto de estudio, asi como la posible relacion existente entre la dosis de GC y dicho fendmeno. El
modelo de colitis aguda inducida por DSS se desarrolld con normalidad, cursando con un
sangrado rectal manifiesto desde el dia 3-4, anorexia y pérdida de peso que se hace notoria desde el
dia 4-5 en adelante (Fig. 1 A y B) y una afectaciéon inflamatoria que se circunscribe
fundamentalmente al entorno coldnico, el cual sufre un sustancial acortamiento mostrando un
aspecto marcadamente fibrético, lo que a su vez determina un aumento en su relacion
peso/longitud (Tabla 5).
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Figura 1: Evolucion de los animales en el modelo de colitis aguda inducida por DSS. (A) Peso corporal,
% de peso inicial; (B) Consumo de pienso, g/ratén/dia. Datos expresados como media + SEM en el caso

de A. (n=4-6). * primer dia con p<0.05 para los grupos coliticos tratados vs DSS. Bude=budesonida.

Como se puede observar en la figura 1, el tratamiento de los animales coliticos con budesonida
agravo significativamente la colitis de forma dosis-dependiente, en la medida que la evoluciéon de
pesos se desmarco de forma estadisticamente significativa respecto al control colitico no tratado en
el dia 1 para Bude60, dia 2 para Bude6 y Budel2, y dia 4 y 5 para Bude3 y Budel, respectivamente.
El impacto negativo del GC sobre este modelo de colitis aguda hizo necesario sacrificar a los
animales de un modo secuencial por razones éticas conforme alcanzaban el 20% de pérdida de
peso, lo que implico que para Bude60 el experimento se prolongara inicamente 6 dias, 7 dias para
Budel2 y Bude6, mientras que en el caso de Bude3 y Budel se pudo extender durante 8 dias en

paralelo al grupo colitico no tratado. Como se observa en la figura 1 B, el consumo de comida
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evoluciond de forma légica a como lo hizo el peso de los animales, observandose una reduccién del
mismo asociado a la administraciéon de budesonida de un modo dosis-dependiente. Del mismo
modo, el indice de actividad de la enfermedad se vid sustancialmente incrementado con el
transcurso de los dias en el grupo colitico no tratado, siendo a su vez dicha tendencia acrecentada
por el tratamiento con el GC principalmente a las dosis mas elevadas, reflejando en cualquier caso
un perfil que denota una manifiesta dependencia de la dosis similar a la descrita anteriormente

para la evolucion del peso de los animales (Fig. 2).
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Figura 2: Evolucion del indice de actividad de la enfermedad en la colitis aguda inducida por DSS. Los

resultados son expresados en forma de valor numérico puntual por grupo y dia. Bude=budesonida.

Sin embargo, la budesonida ejercié un efecto antiinflamatorio a nivel intestinal que resulté muy
notorio y estadisticamente significativo sobre parametros como la fibrosis macroscépica y el peso
del bazo, pero también se reflejé en la relacion peso/longitud de colon e ileon a las dosis de Bude 12
y Bude 60 aunque en este caso sin alcanzar la significancia estadistica (Tabla 5). Dichos efectos, en
principio no son en absoluto sorprendentes atendiendo a la reconocida potencia antiinflamatoria
de la budesonida, pero contrastan radicalmente con el evidente impacto negativo de la misma

sobre la evolucion y supervivencia de los animales sometidos a la colitis aguda inducida por DSS.

Uno de los objetivos que perseguiamos en este caso, era estimar en nuestro sistema
experimental concreto cual era la maxima dosis de budesonida que no generaba una distribuciéon
sistémica significativa de la misma y sus efectos adversos metabdlicos inherentes que tratan de
evitarse en su uso clinico. En este sentido, la determinacién de corticosterona endoégena en plasma
haciendo uso de un kit de ELISA que la reconoce de forma especifica frente a cualquier
glucocorticoide sintético, nos permitié observar que unicamente en el caso de la dosis de 60
pg/raton/dia se produce dicho fendmeno que se refleja en una reduccion de los niveles plasmaticos

del GC enddgeno, asociada a la inhibicion ejercida por la budesonida sobre el eje HHS (Fig. 3).
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Tabla 5: Efecto de la budesonida sobre algunos parametros inflamatorios y la relaciéon peso/longitud de los
segmentos intestinales afectados en la colitis aguda inducida por DSS. Los resultados son expresados como la
media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida, UA=unidades arbitrarias.

Fibrosis Relacion Relacion
Grupos macroscopica Peso Bazo (mg) peso/longitud peso/longitud
(UA) Colon (mg/cm) Ileon (mg/cm)

Control - 54.775+6.21 21.4+1.31 182+34

DSS 1+0+ 85.12+9.24 + 322+1.18+ 20+1.5
Bude 1 0.625+0.125+  67.5+4.78 +* 36+2.17 + 254 +2.79
Bude 3 0.875+0.125 + 42.85+2.63 % 392+13+ 19.2+1.17
Bude 6 1+0+ 42.55 +4.69 * 32.6+2.08 + 18.4+0.57
Bude 12 0.6 +0.187 +* 43.94 +2.49*% 329+092+ 21.6+2
Bude 60 0.25+0.25*% 53.3+4.34*% 29.2+28+ 159+3.1
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Figura 3: Determinaciéon de
corticosterona en plasma
150 mediante ELISA. Los datos se
expresan en ng/ml y como
media + SEM. + p<0.05 vs
50 Control; * p<0.05 vs DSS.
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Con objeto de obtener una definiciéon mas completa del efecto meramente antiinflamatorio de la
budesonida en este modelo experimental se realizd6 la determinacion de las actividades
mieloperoxidasa (MPO) y fosfatasa alcalina (AP) en el tejido colénico (Fig. 4). El grupo control
colitico (DSS) muestra un aumento de la actividad MPO, reflejo del reclutamiento neutrofilico
caracteristico de este modelo. Ademas, sufre un incremento estadisticamente significativo de la
actividad AP coldnica aunque cuantitativamente mas limitado (2 veces) que el de la MPO que
alcanza un valor alrededor de 7 veces superior al Control. Asimismo, se puede observar que el
tratamiento con budesonida produce una reducciéon dramatica de la actividad MPO
independientemente de la dosis a considerar (Fig. 4 A), mientras que en referencia a la actividad
AP coldnica el tratamiento no solo no consigue reducirla en comparacién con el grupo DSS, sino
que en las dosis de 12 y 60 pg/ratén/dia esta se ve claramente aumentada por encima de dicho
grupo control colitico (Fig. 4 B). En linea con esto ultimo, la sensibilidad de la AP a levamisol no se
vié alterada significativamente en el grupo colitico no tratado, mientras que la budesonida a la
dosis mas elevada produjo un incremento significativo de la misma a todas las concentraciones del

inhibidor adicionado in vitro, fendémeno asociado a un cambio de isoforma de la enzima (Fig. 4 C).
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Figura 4: Determinacién de actividades enzimaticas en el tejido colénico. (A) MPO (mU/mg prot); (B)
AP (mU/mg prot); (C) sensibilidad de AP a levamisol (% de inhibicién de la actividad AP). Los datos
se expresan como media +* SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida,

Leva=levamisol.

Se realiz6 asimismo el andlisis de algunos parametros sanguineos que pudieran resultar de
interés para la comprension del efecto de la budesonida en este modelo experimental. Dado que el
sangrado rectal evidente es uno de los eventos mas especificamente asociados a la colitis
experimental inducida por DSS, se analizaron en sangre periférica algunos parametros
informativos acerca de la pérdida de sangre asociada a la colitis, destacando en ese sentido los
eritrocitos totales, la hemoglobina y el hematocrito. No obstante, con objeto de evaluar las
consecuencias sistémicas del efecto antiinflamatorio de la budesonida se analizé también la
concentracion de linfocitos y monocitos en sangre periférica, las cuales se vieron alteradas en este
caso como consecuencia del proceso inflamatorio per se. El impacto de la budesonida sobre estos
parametros fue destacable, ya que desde la dosis de 6 pg/raton/dia en adelante produjo una
consistente reduccién de la concentracién de ambos elementos formes sanguineos respecto a los
grupos Control y control colitico, lo que se encuentra en consonancia con su reconocido efecto
antiinflamatorio, antiproliferativo e inmunosupresor (Fig. 5 A y B). Por el contrario, la mayor dosis
ensayada de budesonida produjo un dramatico descenso en los niveles de eritrocitos circulantes,

hemoglobina y hematocrito (Fig. 5 C-E), lo que nos parecié plausiblemente asociado a un
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agravamiento del sangrado rectal inducido por la exposicion de los animales coliticos al GC. Con
objeto de confirmar esta hipdtesis sustentada ademads en datos provenientes de la observacion
diaria de los animales, la cual se ve reflejada en la valoracidon del indice de actividad de la
enfermedad asignados por grupo y dia representados en la figura 2, se realizé la determinacion
cuantitativa de la sangre oculta en heces (Fig. 6). Dicha cuantificacién se realizd sobre heces
recolectadas individualmente de cada animal en el dia 5 de evolucion de la colitis, dado que mi
experiencia personal me indica que es el momento mas sensible a diferencias experimentales antes
de que el sangrado rectal sea masivo en cualquier caso. Tal y como se aprecia en la figura 6, la
colitis inducida por DSS se acompafia de la presencia de sangre oculta en heces, la cual se ve
incrementada de forma estadisticamente significativa respecto al grupo Control, mientras que la
administracion de budesonida a las dosis de 1 y 3 pg/ratéon/dia a dichos animales coliticos la
reduce. Sorprendentemente, las dosis superiores a 6 pg/raton/dia producen un incremento dosis-
dependiente del sangrado rectal que es evidente de forma visual y que se traduce en un aumento

de la sangre oculta en heces analiticamente cuantificada.
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Figura 5: Estudio hematoldgico en sangre extraida el dia del sacrificio de los animales. (A) Linfocitos
(10%/pl); (B) monocitos (10%/pl); (C) eritrocitos (10%/pl); (D) hemoglobina (g/dl); (E) hematocrito (%). Los

resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.
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Algunos de los sintomas que observamos en los animales pertenecientes a los grupos Budel2 y
Bude60, asi como la experiencia previa de otros miembros del grupo de investigacion con el uso de
la budesonida en el modelo de colitis inducida por TNBS en rata, nos indujeron a pensar que una
de las posibles causas que podrian estar detras de la peor evolucion de la colitis inducida por DSS
en aquellos animales que reciben el GC podria ser una perturbacion de la funcién de barrera
intestinal. Asimismo, nos parecid plausible que fuera a su vez la causante de cierta translocacion
bacteriana a tejidos extraintestinales, la cual al descontrolarse podria desencadenar una septicemia
que encajaria bastante bien con los sintomas e incrementada mortalidad observados en los
animales tratados. En consecuencia, decidimos determinar algunos de los parametros que se
encuentran tipicamente modificados en los modelos experimentales de shock séptico que se han
desarrollado hasta la fecha, en los cuales entre otros eventos, se suele producir un aumento de la
infiltracién neutrofilica en los pulmones, un marcado incremento de la expresién de iNOS y otras
citoquinas proinflamatorias y la fosforilacion de eNOS en tejidos altamente vascularizados como
pulmon o rindn. Esto biomarcadores asociados a la sepsis son un reflejo del proceso inflamatorio

sistémico que se desarrolla, el cual de forma secundaria genera un aumento de la presencia de
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nitratos/nitritos en plasma [839, 840]. En primer lugar se evalué mediante PCR a tiempo real la
expresion en tejido pulmonar de iNOS, IL1f e IL6. De acuerdo con nuestras sospechas, la expresion
de estos marcadores de sepsis aumentd notablemente en aquellos animales coliticos que recibieron
la budesonida a la dosis de 60 pg/ratén/dia, mientras que en el resto de grupos coliticos tratados

este fendmeno fue muy sutil y no alcanz¢ la significancia estadistica (Fig. 7 A).
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Figura 7: Analisis de biomarcadores de sepsis en el tejido pulmonar. (A) Expresion génica de iNOS,
IL1B e IL6 analizada por PCR a tiempo real, el resultado es expresado como incremento relativo frente
al grupo Control; (B) expresion proteica de iNOS, los valores son referidos a la expresion de B-actina;
(C) expresién proteica de p — eNOS, los valores aparecen referidos a la expresion de eNOS total. Los
resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida,

UA=unidades arbitrarias, C=control.
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Asimismo, se analizd la expresion proteica de iNOS y la relacion p — eNOs/eNOS en pulmoén
mediante Western Blot, arrojando resultados esencialmente comparables a aquellos obtenidos por
PCR a tiempo real, ya que ambos parametros aparecen exclusiva y significativamente
incrementados en el grupo tratado con budesonida a la mayor dosis ensayada, mientras que ni el
control colitico ni ninguno de los otros grupos coliticos tratados alcanzaron significancia estadistica

en ningun caso (Fig. 7 By C).

Para concluir el analisis de aquellos biomarcadores relacionados con el metabolismo del éxido
nitrico que se ven modificados en los modelos experimentales murinos de sepsis, se realizé la
cuantificacién de los nitratos/nitritos presentes en plasma haciendo uso de la reaccién de Griess. Al
parecer, este es un parametro bastante mas sensible a la septicemia que los analizados en la figura
7, ya que mientras que el grupo control colitico no sufre modificaciéon alguna o sutil en todo caso,
se produce una elevacion consistente del mismo en aquellos grupos que recibieron dosis bajas de
budesonida (1, 3 y 6 pg/ratén/dia). Paraddjicamente, a pesar de ser los grupos mas afectados por la
septicemia inducida por la administracion del GC en el contexto inflamatorio de la colitis inducida
por DSS segun los datos que arrojan el resto de parametros analizados, los nitratos/nitritos en
plasma no se encuentran significativamente elevados en los grupos Bude 12 y Bude 60, muy
probablemente por la cierta distribuciéon sistémica del GC que acontece ante dicha dosificacion, la
cual enmascara la sepsis monitorizada a través de este parametro debido al potente efecto

antiinflamatorio del propio GC sobre algunas de las fuentes periféricas de este metabolito (Fig. 8).
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Con objeto de determinar el grado de infiltracion neutrofilica en el tejido pulmonar de aquellos
animales objeto de estudio, se analizo la actividad MPO de dicho tejido y se realizé un estudio
histologico sobre secciones longitudinales del propio pulmoén. Los resultados del analisis de la
actividad MPO pulmonar muestran un perfil coincidente con el mostrado por el estudio de la
expresion génica y proteica de iNOS, quedando de este modo confirmada la concurrencia de una
septicemia en los animales coliticos tratados con budesonida, siendo esta tanto mas evidente
cuanto mayor es la dosis de GC administrada (Fig. 9 A). En consonancia con estos hallazgos, el
andlisis de las secciones de tejido pulmonar sometidas a la tinciéon con hematoxilina & eosina
reveld un ligero aumento de la infiltracién leucocitaria alrededor y en el espacio alveolar, en
aquellos animales coliticos que recibieron budesonida a la dosis de 60 pg/ratén/dia en comparacion
con el grupo colitico no tratado, mientras que la colitis inducida por DSS no generd efecto alguno

per se a este nivel (Fig 9 B).
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Figura 9: Analisis de la infiltraciéon neutrofilica en el tejido pulmonar. (A) MPO (mU/mg prot); (B)
imagenes de histologia (10X) de secciones longitudinales de pulmoén, sometidas a la tincion clasica con
hematoxilina & eosina, representativo de los grupos control, control colitico (DSS) y colitico tratado
con budesonida a 60 pg/ratén/dia (Bude 60). Donde corresponde, los datos son expresados en forma de
media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

En la fisiopatologia de la EIl y los modelos experimentales de la misma, la apoptosis en el tejido
intestinal inflamado juega un papel relevante en la modulacién de la funcién de barrera ejercida
por el mismo. Por esta razon, decidimos evaluar si la administracién de budesonida ejercia algtin
efecto sobre este aspecto que pudiera justificar al menos en parte el agravamiento observado en el
proceso inflamatorio aqui ensayado. La relacion entre la forma degradada (“cleaved”) y la forma
de pro-caspasa para las caspasas-3 y 7 fue analizado mediante Western Blot. Los resultados para
ambas proteinas reflejan un aumento de la apoptosis asociada al modelo inflamatorio, ya que la
relacion antes mencionada sufre un aumento de entre 2 y 3 veces en el grupo colitico no tratado
(DSS) en comparacion con el Control. La budesonida por su parte, produjo una consistente
inhibicion de dicho fenémeno aunque solo a partir de la dosis de 6 ng/ratén/dia (Fig.10 A y B).
Utilizando la misma técnica se analiz6 la expresion de las proteinas bel2-associated x protein (BAX) y
B cell lymphoma 2 (BCL2), las cuales ejercen una regulacion mutuamente antagonica sobre la
apoptosis, ya que BAX presenta un efecto favorecedor de al apoptosis mientras que BCL2 la
previene. En la figura 10 C, sorprendentemente no se observd un incremento de la relacion
BAX/BCL2 como podria esperarse atendiendo los resultados de las caspasas, pero si que aparece en
el grupo Bude 60 al menos cierta tendencia hacia su reduccion en comparacion con el Control y el
grupo colitico no tratado, aunque lejos de la significancia estadistica en cualquier caso (Fig 10 C).
Estos datos confirman que el tratamiento con el GC reduce la apoptosis inducida por el proceso
inflamatorio experimental, y por tanto este no es un parametro cuya modulacion asociada a la

budesonida justifique el agravamiento del modelo que esta produce.
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Figura 10: Expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis en el tejido colénico determinada
mediante Western Blot. Los datos estan calculados en todo caso en relacion a la expresion de B-actina y
aparecen expresados como la media media + SEM de las relaciones indicadas en cada caso. (A)
Relacién caspasa-3 degradada/pro-caspasa-3; (B) relacidon caspasa-7 degradada/pro-caspasa-7; (C)
relacion BAX/BCL2. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida, UA=unidades arbitrarias,

C=control, B=budesonida.

La capacidad de restitucion propia del epitelio intestinal es una de las caracteristicas del mismo
que mas decisivamente influyen en la evolucion de la colitis aguda inducida por DSS. A dia de hoy
estd totalmente demostrado que cuando el epitelio intestinal presenta una reducida capacidad
proliferativa, su capacidad para restituir la funcién de barrera que queda comprometida ante la

erosion del epitelio dependiente del DSS es menor, y ello generalmente se traduce en una mayor
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susceptibilidad al modelo en si. Por tanto, analizamos el estado proliferativo del mismo en nuestras
condiciones experimentales mediante la deteccién del BrdU incorporado en las células epiteliales
de la mucosa colénica. Esta se vio légicamente incrementada en el grupo DSS debido a la conocida
respuesta hiperplasica inherente al modelo, fenémeno que resultd inhibido de forma significativa
por la budesonida a todas la dosis ensayadas siguiendo un claro patrén de dosis dependencia
(Fig.11 A y B). Este resultado se confirm6 determinando la expresién de Cyclin D1 en tejido
colénico mediante PCR a tiempo real, que se encontro reducida también de forma dosis
dependiente (Fig.11 C).
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Figura 11: Evaluacion del estado proliferativo del epitelio intestinal en el modelo de colitis aguda
inducida por DSS. (A) Numero de células con BrdU incorporado por campo; (B) imagenes
representativas de los resultados obtenidos mediante la deteccién por inmunohistoquimica de las
células con BrdU incorporado; (C) expresion génica de Cyclin D1 relativa al grupo Control. Los datos
aparecen expresados como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

A nivel histologico estimamos oportuno analizar la integridad del glucocalix, el cual esta
principalmente formado por mucinas que se disponen en la cara apical del epitelio intestinal

ejerciendo una contribucién positiva a la funcién de barrera intestinal. Para ello se aplicé una
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tincién especifica (azul alcian) para las mucinas sobre cortes histoldgicos transversales de tejido
colénico, siendo estas mucho menos abundantes en los animales coliticos no tratados y viéndose
este fendmeno revertido de un modo dosis-dependiente por la budesonida. Como se puede
observar en la figura 12 A, el GC aumenta la presencia de mucinas no solo en las células
caliciformes insertadas en la mucosa intestinal, sino también en la propia luz intestinal donde son
secretadas. Este efecto fue corroborado mediante la determinacién de la expresion de MUC3 por
PCR a tiempo real en tejido colénico, a pesar de no alcanzarse diferencias estadisticamente

significativas en este ultimo caso (Fig. 12 B).
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Figura 12: Integridad del glucocalix sobre el epitelio intestinal en el modelo de colitis inducida por
DSS. (A) Tinciéon con azul alcidan de cortes histologicos transversales de tejido colénico; (B) expresion
génica de MUCS3 expresada de forma relativa al grupo Control. Los resultados son expresados como
media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.
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Figura 13: Estudio histolégico del colon. (A) Imagenes histoldgicas (10X) de secciones transversales de
tejido colénico sometidas a la tincién con hematoxilina & eosina; (B) valoracién histolégica expresada
como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida, UA=unidades arbitrarias.

Con objeto de definir mas detalladamente los acontecimientos intestinales y sistémicos que se
encuentran detras del efecto perjudicial de la budesonida sobre la colitis aguda inducida por DSS,
asi como las alteraciones inducidas por esta a nivel molecular en el tejido intestinal que la
justifiquen, se decidié realizar otra aproximacion experimental que denominaré DSS2 y cuya
descripcion comienza a continuaciéon. Conviene destacar que en DSS2 se ensay6 la budesonida a
las dosis de 3 y 12 pg/ratédn/dia, ya que la de 60 pg/raton/dia habia mostrado significativos efectos
sistémicos en el ensayo antes descrito. Ademas, en este experimento la budesonida se administré
paralelamente a animales sanos y coliticos, con la intencién de descartar un efecto téxico de la
misma que pudiera aparecer en los ratones de forma independiente de la concomitancia de la
inflamacién intestinal inducida por DSS. Como se puede observar en la figura 14 A y B, el
protocolo experimental es bastante similar al aplicado en DSS1, pero en este caso todos los
animales fueron sacrificados en el mismo momento (dia 7), al contar ya con mayor conocimiento
sobre la evolucidn de los animales tratados con GC bajo la inflamacién inducida por DSS. Como se
ha comentado, también se establecieron dos grupos de animales que recibieron budesonida
durante 7 dias en ausencia de DSS en agua de bebida. La evolucion del peso de los animales sanos
bajo tratamiento con budesonida refleja un leve descenso del mismo en el grupo Budel2 los
primeros dias, alcanzando la significancia estadistica respecto al Control en el dia 4,
manteniéndose posteriormente estable en torno al 5% de pérdida de peso hasta el final. Sin
embargo, el grupo Bude 3 evoluciona de un modo comparable al Control. En el caso de los
animales coliticos, el tratamiento con budesonida volvié a mostrar un efecto negativo sobre la
evolucion de los animales, tal y como ocurriera en el caso de DSS1. Este se tradujo en una pérdida
de peso corporal més temprana y mayor en términos cuantitativos siguiendo un patrén de dosis-
dependencia en comparacion con el grupo colitico no tratado, la cual alcanzo6 la significancia
estadistica para ambos grupos tratados en el dia 2 comparado con el grupo colitico control (DSS).
El perfil que presenta la grafica del consumo de pienso a lo largo de la experiencia es légicamente
similar al de la evoluciéon del peso antes descrito. Por tanto, se puede concluir que la budesonida
carece de un efecto tdxico inespecifico sobre los animales a las dosis aqui ensayadas, mientras que
por otro lado se confirma el impacto perjudicial de tipo dosis-dependiente de la misma sobre la

evolucion de la colitis aguda inducida por DSS.
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Figura 14: Evoluciéon de los animales en el modelo de colitis aguda inducida por DSS. (A) Peso
corporal (% de peso inicial); (B) Consumo de pienso (g/ratén/dia). Datos expresados como media +
SEM en el caso de A. (n=8). + primer dia con p<0.05 para los grupos sanos tratados vs Control, * primer
dia con p<0.05 para los grupos coliticos tratados vs DSS. Bude=budesonida.

Control DSS DSS+Budel2

Figura 15: Alteraciones
macroscopicas en el colon de
animales sometidos a colitis aguda
inducida por DSS. Fotografias del
colon en el momento de la
necropsia.

De un modo analogo a lo acontecido en el caso de DSSI1, el tratamiento con budesonida
presentd un efecto antiinflamatorio consistente que se tradujo en una significativa inhibicién del

aumento de la relacion peso/longitud del colon que muestra el grupo colitico no tratado, mientras
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que no produjo afectacion alguna en condiciones no inflamatorias (Fig. 16). Como se puede
observar en las fotografias de la figura 15, este efecto esta relacionado con una reduccién de la
fibrosis y el peso del segmento intestinal, ya que el acortamiento inducido por la inflamacién no se
ve afectado por el tratamiento en ningtin caso. Ademas el tratamiento con budesonida produce en
el tejido coldonico inflamado una extrema delgadez, acompafiada de cierta atrofia de la pared
intestinal que se traduce en una manifiesta fragilidad.
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5 : . Figura 16: Relacion
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g‘@ 0.02 media + SEM. + p<0.05 vs
g Control; * p<0.05 vs DSS.
& 0017 Bude=budesonida.
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En este experimento nos propusimos corroborar si las dosis de GC empleadas generaban
efectos de tipo metabdlico debido a una hipotética distribucién sistémica significativa del mismo.
Para ello se cuantifico la corticosterona en plasma, la glucemia y la expresion en tejido hepatico de
dos enzimas implicadas en la gluconeogénesis (glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) y fosfoenol piruvato
carboxiquinasa (PEPCK)), la cual se suele ver incrementada por los GC. Tal y como se esperaba
atendiendo a las evidencias extraidas de DSS1, la budesonida a las dosis de 3 y 12 pg/raton/dia
independientemente de que se consideren condiciones de inflamacién o ausencia de la misma, no
afectd significativamente a la actividad del eje HHS, ni elevo la expresion en higado de las enzimas
gluconeogénicas antes citadas, encontrandose paradéjicamente un efecto opuesto principalmente
en el caso de la G6Pasa, mientras que en la PEPCK ocurrié exclusivamente en condiciones
inflamatorias. Estas evidencias apoyan la ausencia de diferencia en cualquier caso, en la glucemia
como consecuencia del tratamiento con budesonida en determinaciones realizadas de un modo

rutinario tras el sacrificio de los animales (datos no mostrados) (Fig.17 A-C).
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Figura 17: Andlisis de los efectos sistémicos de la budesonida en ratones sanos y sometidos colitis

aguda inducida por DSS. (A) Corticosterona en plasma (ng/ml); (B y C) expresidén génica en tejido

hepatico relativa a Control. Datos expresados como media = SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS.

Bude=budesonida.

En este caso también se realizé un estudio hematoloégico sobre los parametros analizados en el
caso de DSS1. Mientras que la administracion del GC a animales sanos no produjo ningtin efecto
digno de mencion, dicha administracion sobre los animales coliticos produjo un descenso notorio
del namero de linfocitos y monocitos circulantes aunque solo se alcanzdé la significancia estadistica
en el primer caso. De forma analoga, la budesonida provocdé un descenso en los eritrocitos
circulantes, asi como en la hemoglobina y el hematocrito, que aunque no alcanz6 la significancia

estadistica respecto al grupo DSS si lo hizo en comparacion con el grupo Control. Estos resultados

son totalmente coherentes con los extraidos del experimento anteriormente descrito.
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Figura 18: Estudio hematoldgico en sangre extraida el dia del sacrificio de los animales. (A) Linfocitos
(10%/pl); (B) monocitos (10%/pl); (C) eritrocitos (10%/ul); (D) hemoglobina (g/dl); (E) hematocrito (%). Los

resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Mediante el cultivo de fragmentos de tejido colénico ex vivo y la posterior determinacion de
citoquinas en el medio de cultivo utilizado para tal efecto, asi como mediante el analisis por PCR a
tiempo real de la expresion génica en el propio tejido colénico completo, se evalud el efecto de la
budesonida sobre diferentes citoquinas y quimioquinas clasicamente incrementadas en la colitis
inducida por DSS. En este sentido se analizaron aquellas para las que existen evidencias
experimentales consistentes que les atribuyen un papel beneficioso sobre la restitucion epitelial y la

funcién de barrera fisico-inmunoldgica a nivel intestinal, lo que a su vez determina un impacto
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positivo en la evolucién de la colitis aguda inducida por DSS. En primer lugar, destacar que la
budesonida administrada a animales sanos no produjo efecto alguno sobre la produccién de
citoquinas por parte de explantes de tejido colonico (Fig.19 A-C). En cambio, en condiciones
inflamatorias se produjo un aumento de la liberacion de todas las citoquinas ensayadas respecto al
control, fenémeno que fue reducido de forma estadisticamente significativa por ambas dosis de
budesonida si consideramos la IL17A y la IL6. En el caso de IL22, IL27 y GMCSF, solo en el grupo
Bude 12 se alcanzé la significancia estadistica para dicho efecto inhibitorio, mientras que la
administracion de budesonida no ejercid efecto alguno sobre la produccién de las quimioquinas
MCP1 y KC/CXCL1 (Fig.19 A-C).
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Figura 19: Produccién de citoquinas y quimioquinas por parte de explantes de tejido coldénico
obtenidos de ratones sanos y sometidos a colitis aguda inducida por DSS. (A) IL22, IL17A e IL27; (B)
GMCSF; (C) MCP1, IL6 y KC/CXCL1. Los resultados son expresados en pg de citoquina/ug de proteina
del explante y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Como se ha comentado anteriormente, el estudio del estado inflamatorio del colon de los

animales incluidos en el experimento denominado DSS2, fue completado mediante PCR a tiempo
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real. Este analisis arrojo resultados comparables a los descritos en la figura 19, produciéndose un

aumento estadisticamente significativo en el grupo colitico no tratado de la expresién de las

citoquinas IL.22, IL27 e IL17A, asi como de la proteina reguladora SOCS3 (cuyo gen es diana para el
factor de transcripcién STAT3) y de la alarmina S100A8 (Fig. 20 A-C). La administracion de

budesonida no generé ninguna modulacion significativa sobre la expresion de estas proteinas en el

tejido colénico de los animales sanos, mientras que las dos dosis ensayadas redujeron de forma

notable la expresion de IL17A, IL27 y SOCS3 en los animales coliticos, aunque haciendo referencia

sobre la expresion de IL22 solo ocurrié lo propio en el grupo Budel2 (Fig 20 A y C). Finalmente, la

budesonida a las dos dosis ensayadas fue incapaz de reducir significativamente la expresion de

S100A8 en comparacion con el grupo colitico control (Fig. 20 B).
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Figura 20: Expresién génica de diversos marcadores inflamatorios en tejido colénico de ratones sanos y
sometidos a colitis aguda inducida por DSS. (A) IL17A, IL27 y SOCS3; (B) S100AS8; (C) IL22. Los

resultados son expresados como incremento relativo tomando como referencia el grupo Control, y

como media media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Atendiendo a los indicios que se pueden extraer de DSS1 acerca de un significativo efecto

inhibidor de la budesonida sobre la hiperplasia que aparece en el epitelio intestinal de los animales
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coliticos en este modelo, la cual no es mas que una respuesta fisioldgica que trata de conseguir la
restitucion de la barrera epitelial distorsionada por el efecto directo del DSS sobre las células madre
de las criptas intestinales, se decidi6 analizar también este extremo en este enfoque experimental.
En este sentido, se cuantifico la expresion génica relativa de Cyclin D1, C-Myc y C-Jun,
encontrandose légicamente un incremento de su expresiéon en los animales coliticos en
comparacion con el grupo Control. La budesonida por su parte, no produjo cambios sobre dicha
expresion al ser administrada a animales sanos, mientras que en consonancia con los hallazgos
obtenidos en DSS1 redujo la expresion de los tres genes antes citados en condiciones inflamatorias
(Fig. 21 A).
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Figura 21: Expresion génica y proteica de marcadores de proliferacion celular en tejido intestinal. (A)
Expresién génica en tejido colénico completo de Cyclin D1, C-Myc y C-Jun en comparacién con el
grupo Control; (B) Expresion proteica de PCNA en células epiteliales aisladas de intestino delgado
(UA). Los resultados estan expresados en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS.

Bude=budesonida, UA=unidades arbitrarias, C=control.

Con objeto de corroborar este efecto antiproliferativo intestinal de la budesonida, se analizo
mediante Western Blot la expresion proteica del antigeno de proliferacién nuclear (PCNA) en una
muestra de células epiteliales intestinales purificadas del intestino delgado de los animales objeto
de estudio. Como se puede observar en la figura 21 B, este resultado muestra un perfil muy similar

al de la figura 21 A, apareciendo de nuevo un efecto inhibidor de la proliferacion celular por parte
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de ambas dosis de budesonida, el cual alcanza la significancia estadistica en comparaciéon con el

grupo colitico no tratado tinicamente en la dosis de 12 pg/raton/dia.

Ademas evaluamos la posible afectacion de la expresion de algunas de las proteinas
directamente implicadas en la integridad de las uniones estrechas. En este sentido, se analizo la
expresion génica de ZO-1, CLD-4, CLD-5 y ocludina en tejido colénico completo. En este sentido
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas ni alguna tendencia mas o menos
consistente en ningdn caso excepto para la CLD-4, la cual paradojicamente vié incrementada su
expresion en el grupo colitico no tratado, fendmeno que fue revertido de un modo dosis-
dependiente por el GC alcanzando la significancia estadistica en el caso del grupo Budel2 (Fig. 22
A). Por esta razon, decidimos evaluar si este fendmeno aparecia igualmente a nivel de expresion
proteica, extremo que fue corroborado atendiendo a los resultados mostrados en la figura 22 B que
hacen referencia al anadlisis mediante Western Blot de la expresién de CLD-4 en células epiteliales

intestinales aisladas de intestino delgado.
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Figura 22: Expresion génica y proteica de componentes relevantes en las uniones estrechas del epitelio
intestinal. (A) Expresién génica de ZO-1, CLD-4, CLD-5 y ocludina en tejido colénico completo,
expresados como incremento relativo respecto al grupo Control; (B) expresion proteica de CLD-4
analizada por Western Blot en células epiteliales intestinales aisladas de intestino delgado. Los
resultados son expresados como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida,

UA=unidades arbitrarias, C=control.

179



RESULTADOS

Asimismo, en este experimento se estudié la posible modulacién que los GC en general y la
budesonida en particular, pudiera ejercer sobre la funcionalidad de la cascada de sefializacion del
factor de transcripcidon f-Catenina. Resultados obtenidos de un microarray llevado a cabo por el
grupo de investigacién al que pertenezco, mostraron un incremento asociado a la budesonida de la
expresion del inhibidor soluble DKK1 de los receptores tipo LRP de alrededor de 3 veces. Este
fenémeno unido a algunos de los efectos descritos para los GC sobre el tejido 6seo, nos hizo
considerar la posibilidad de que la budesonida pudiera modular negativamente el funcionamiento
de dicha ruta de sefalizacion. Por tanto, se analizd la expresion génica en tejido colénico completo
de DKKI, la cual no se vi6 modificada por el GC en los animales sanos, aumentdé como
consecuencia del proceso inflamatorio y aunque no alcanzé significancia estadistica aparecié una
cierta tendencia a agudizarse dicho aumento en los grupos coliticos expuestos a budesonida.
Ademas, se evaluo la expresion del gen codificante para la fosfatasa alcalina intestinal (IAP) y para
el LGR5 que son clasicos genes diana para el factor de transcripcion B-Catenina. Aunque su
modulacién exclusivamente por la inflamacién fue paraddjicamente diferente, en ambos casos la
administracion de budesonida en los animales coliticos redujo significativamente su expresion (Fig.
23 A). Con la intencién de confirmar las tendencias arriba descritas, se cuantificé mediante ELISA
la presencia de DKK1 en plasma, observandose el légico aumento de la misma asociado al modelo
inflamatorio. La budesonida por su parte, solo a la dosis de 12 pg/ratén/dia produjo un incremento
significativo de la presencia de dicha proteina por encima del grupo control colitico que en
cualquier caso anduvo lejos de la significancia estadistica, mientras que en el grupo Bude 3 incluso

se observo un descenso de la misma (Fig.23 B).
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Figura 23: Efecto de la budesonida sobre la cascada de sefializacién de la pB-Catenina in vivo. (A)
Expresién génica en tejido colénico completo de DKKI1, IAP y LGR5, expresado como incremento
relativo respecto al grupo Control; (B) Cuantificacién de DKK1 en plasma mediante ELISA, expresado
en pg/ml. Los resultados aparecen representados como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs
DSS. Bude=budesonida.
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Por otro lado, se analizé la expresion de otros genes codificantes para proteinas de reconocida
relevancia en la vertiente innata del sistema inmunitario intestinal, destacando los receptores tipo
PRR pertenecientes a la familia de los TLR, TLR2 y TLR4, asi como la proteina accesoria de este
ultimo denominada CD14. En consonancia con los resultados mostrados en bibliografia [634, 787,
841], la administracién de budesonida en animales sanos aumentd ligeramente la expresion de
TLR2 aunque sin alcanzar significancia estadistica. Sin embargo, no ocurrié lo propio con ninguno
de los otros dos genes testados. Asociado a la inflamacién intestinal se produjo un incremento de la
expresion de TLR2 y CD14, el cual se vié dramaticamente reducido por la budesonida de un modo

no dependiente de la dosis administrada (Fig 24).
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Figura 24: Expresion génica en tejido colénico completo de PRR implicados en la inmunidad innata
intestinal. Los resultados se expresan en forma de incremento relativo al grupo Control, y como media
+ SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Finalmente, se analiz6 en células epiteliales colénicas aisladas mediante PCR a tiempo real la
expresion de algunos genes relevantes en la biologia de las mismas, especialmente en su funcion de
barrera fisico-inmunologica. De este modo, se observd como el efecto antes descrito de la
budesonida en condiciones inflamatorias sobre Cyclin D1 que fue obtenido al analizar una muestra
de tejido coldnico completo, aparece de un modo si cabe mas notorio al hacer lo propio con las
células epiteliales coldnicas aisladas, lo que implica que estas son las principales responsables del
efecto reflejado en el resultado anterior (Fig. 25 A). Dicho efecto inhibidor sobre la proliferacion
celular se vié también reflejado en la expresién de C-Jun, aunque en este caso no se alcanzoé la
significancia estadistica (Fig 25 B). Ademas, tampoco se alcanz¢ dicha significancia en el analisis de
la expresion de REG3y, IL1B y S100AS8, al comparar el grupo control colitico con aquellos
inflamados que recibieron budesonida, si bien se observé un marcado incremento de los tres

considerando el proceso inflamatorio de forma exclusiva (Fig. 25 B).
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Figura 25: Analisis mediante PCR a tiempo real de la expresion génica relativa al grupo Control en
muestras de células epiteliales colénicas aisladas. (A) Cyclin D1; (B) C-Jun y receptor de IL22 (IL22R);
(C) IL1B, REG3y y S100A8. Los resultados se expresan como incremento respecto al Control y en forma
de media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Alcanzado este punto, teniamos razones para considerar al menos como una posibilidad
plausible que la budesonida administrada sobre los animales coliticos generara una significativa
atenuacion sobre la funcién de barrera epitelial. Desde el punto de vista de la vertiente
estrictamente inmunoldgica de esta ltima ya contdbamos con resultados consistentes, pero con
objeto de conocer la posible afectacion que pudiera sufrir la funcion de barrera intestinal
especialmente en condiciones inflamatorias desde un punto de vista meramente fisico, se analizo la
permeabilidad ex vivo a FITC-dextrano (4 Kda) de fragmentos de tejido colénico completo
montados en camara de Ussing. Todos los animales incluidos en el experimento DSS2 recibieron el
analisis de su estado funcional en términos de transporte ionico electrogénico, observandose unos
valores de Isc basal tras el pertinente periodo de estabilizacion que no se vieron afectados por el
GC en condiciones basales mientras que fueron radicalmente reducidos por la inflamacion,
fendémeno que fue revertido por la budesonida de un modo dosis-dependiente (Fig. 26 A).
Evidencias obtenidas por nuestro grupo de investigacion y otros, indican que de forma inherente a
la inflamacién intestinal se produce un bloqueo de los procesos tanto de secrecidn como de
absorcion idnica intestinal, por lo que no es sorprendente que el GC por su accién antiinflamatoria
y estimuladora directa de la absorcidn, contribuya a revertir esa situacion. Ademas se evalud la
respuesta del tejido a la estimulacion con un secretagogo como el carbacol a concentracién elevada
(0.3 mM). En consonancia con el concepto anteriormente expuesto, los fragmentos coldnicos
obtenidos de animales coliticos no tratados no respondieron a dicho estimulo, situacién que en este

caso la budesonida fue incapaz de modificar (Fig. 26 B).
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Figura 26: Evaluacion del transporte idnico electrogénico en fragmentos de tejido colénico montados
en camara de Ussing. (A) Corriente de cortocircuito (Isc) basal (mV); (B) modificacion del valor de Isc
tras la adicion de carbacol 0.3mM (mV). Los resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs
Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Atendiendo a los resultados obtenidos hasta el momento del sacrificio de los animales incluidos
en el experimento DSS2, decidimos aplicar el ensayo de permeabilidad a FITC-dextrano (4 KDa)
unicamente a aquellos animales bajo condiciones inflamatorias tomando como referencia el grupo
control no colitico. Los resultados representados en las figuras 27 A y B, muestran una
acumulacién del reactivo en el reservorio basolateral consecuencia de su difusién a través del
tejido en todos los casos. En consonancia con la bibliografia existente al respecto, se produjo una
mayor acumulacion en el caso del grupo DSS en comparacion con el grupo Control, mientras que
por su parte la administracion de budesonida sorprendentemente generd una tendencia hacia una
menor acumulacién del reactivo aunque esta no alcanzé la significancia estadistica para ninguna
de las dos dosis ensayadas.

En el experimento DSS1 se obtuvieron evidencias consistentes que apuntaban hacia la
septicemia como el evento sistémico secundario al efecto de la budesonida a nivel intestinal,
responsable del incremento de la mortalidad en los animales coliticos que recibieron el GC. Por esa
razon, en este caso se realizd un estudio mas exhaustivo sobre la funcion de barrera intestinal, su
competencia en la contencion de la carga bacteriana en la luz intestinal y los marcadores sistémicos
asociados a la sepsis experimental. En este sentido, se evalud la posible translocacién de bacterias
de la luz intestinal a tejidos extraintestinales del entorno mesentérico mediante la deteccién de la
presencia de bacterias aerobias y anaerobias viables en los MLN y aerobias exclusivamente en el
higado. Estas, como se esperaba, resultaron practicamente indetectables en los grupos sanos
independientemente de que recibieran o no budesonida. Por otro lado, en los grupos coliticos se

detectaron de forma meramente esporadica en el grupo no tratado mientras que la administracion
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del GC produjo un drastico incremento de las mismas en ambos 6rganos. Curiosamente, mientras
que en el caso de los MLN las bacterias fueron algo mas abundantes en el grupo Bude3 que en el
tratado con la mayor dosis de GC, en higado el incremento de la deteccion de bacterias asociado al
tratamiento en los animales coliticos se ajustd a un perfil dosis-dependiente, alcanzando en este

caso la significancia estadistica exclusivamente el grupo Budel2 al compararlo con el colitico no

tratado (Fig. 28 A-D).
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Figura 27: Permeabilidad ex vivo de fragmentos de tejido colénico completo ensayada en camara de
Ussing. (A) Acumulacion de FITC-dextrano (4 KDa) en el reservorio basolateral durante las 3 horas de
exposicion (pug/ml); (B) Concentracion de FITC-dextrano en el reservorio basolateral en el punto final

del experimento (3 horas). Los resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05

vs DSS. Bude=budesonida.
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Figura 28: Estudio de la presencia de bacterias viables aerobias y anaerobias en MLN e higado. (A)

Bacterias aerobias presentes en MLN cultivadas en un medio selectivo para enterobacterias (Agar
MacConkey) (log CFU*10%/g MLN); (B) bacterias anaerobias presentes en MLN cultivadas en un medio

agar sangre comercial enriquecido que serda denominado como Brucella (log CFU*10%/g MLN); (C)

bacterias aerobias presentes en higado cultivadas en agar MacConkey (log CFU/g higado); (D)

bacterias aerobias presentes en higado cultivadas en agar LB (log CFU/g higado). Los resultados son

presentados como la media de cada grupo, apareciendo asimismo representado el valor individual de

cada animal. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

En el homogenado de higado utilizado para la deteccion de bacterias arriba representada, se

determind la presencia de LPS mediante un método estandarizado denominado ensayo LAL

(Ilymulus amebocyte lysate). De forma congruente con el aumento de la translocacién bacteriana

inducido por la budesonida en los animales coliticos reflejado en la figura 28, se produjo un
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aumento de la presencia de LPS en higado en dichos animales siguiendo un patrén dosis-
dependiente, por encima de la ya generada por la inflamacion intestinal per se (Fig. 29). A pesar de
no observarse translocacion bacteriana detectable en los animales sanos que recibieron budesonida,
en la figura 29 sorprendentemente se puede intuir una clara tendencia hacia una mayor presencia
de LPS en el higado de aquellos animales que recibieron el GC a pesar de no alcanzar significancia

desde el punto de vista estadistico.
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De forma analoga al analisis realizado sobre DSS1, aqui también evaluamos diferentes
parametros a nivel sistémico inherentes a la septicemia. En primer lugar, determinamos la
presencia de nitratos/nitritos en plasma, obteniendo un resultado basicamente comparable al
obtenido en DSS1, ya que detectamos un incremento de su concentracion plasmatica en los grupos
coliticos tratados con budesonida en comparacion con el colitico control (Fig 30 A). Ademas, en
este caso se cuantifico la IL18 en plasma, al ser esta probablemente la citoquina mas representativa
de la denominada “tormenta de citoquinas” que se desencadena de forma asociada a la sepsis
inducida a nivel experimental [842]. De forma coherente con la anterior determinacion, la
administracion de budesonida sobre animales sanos no generd efecto alguno, mientras que en los
animales coliticos produjo un incremento de tipo dosis-dependiente de la concentracion de IL18
que alcanzo6 la significancia tnicamente en el grupo Bude 12 que presentdé un aumento de
aproximadamente 2 veces respecto al grupo DSS (Fig 30 B). Uno de los pardmetros que se
encuentran clasicamente modificados en los modelos experimentales de sepsis en roedores es la
temperatura corporal, la cual se ve drasticamente reducida probablemente por la hipoperfusion
periférica que acontece en dichas condiciones experimentales. Como se puede comprobar en la
figura 30 C, nuestros resultados en este sentido se compadecen perfectamente con los
anteriormente expuestos, al producirse un descenso de la temperatura corporal consistente

especialmente en el caso del grupo colitico que recibi6 la dosis de 12 pg/raton/dia.
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Figura 30: Evaluacion de parametros sistémicos asociados a la septicemia. (A) Concentracion de
nitratos/nitritos en plasma (uM); (B) concentracién de IL18 en plasma (pg/ml); (C) temperatura
corporal en grados centigrados. Los resultados son expresados en forma de media £+ SEM. + p<0.05 vs
Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Dado que los resultados expuestos arriba ponen claramente de manifiesto la translocacion de
bacterias de la luz intestinal y sus componentes antigénicos hasta el higado en los animales
coliticos que recibieron budesonida durante la induccién del proceso inflamatorio, decidimos
estudiar los efectos que el GC en si mismo y el flujo de antigenos bacterianos podia tener sobre el
tejido hepatico. Como se observa en la figura 31, en estas condiciones experimentales no se produjo
modificacién de la expresion de TNAP, mientras que los genes codificantes para CD14, TLR4 y
LPS-binding protein (LBP) vieron incrementada su expresion como consecuencia del proceso
inflamatorio intestinal, probablemente por el aumento de la llegada de LPS y/o bacterias
completas. Por su parte, la administracion de budesonida en dichos animales gener6 un descenso

de la expresion de los tres genes en comparacion con el grupo DSS, probablemente por una
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combinacidn del efecto directo del GC con el de la masiva llegada de bacterias y PAMP de origen

comensal, secundario a la administracién del GC.
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Figura 31: Expresion génica relacionada con el metabolismo del LPS en el tejido hepatico y su
modificacién por la inflamacién y la budesonida. Los resultados se expresan como incremento relativo
respecto al grupo Control y en forma de media = SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS.

Bude=budesonida.

En este experimento se realiz6 a nivel de la mucosa intestinal en si misma, asi como en 6rganos
linfoides del entorno mesentérico, un anadlisis mds exhaustivo mediante citometria de flujo de
algunas poblaciones linfocitarias funcionalmente relevantes en la colitis inducida por DSS. En
primer lugar, se evaluo la abundancia relativa de los linfocitos T TCR y&+, asi como de aquellos
CD4+ y CD8+, dentro de los linfocitos intraepiteliales (IEL) aislados del tejido colénico mediante un
proceso mecanico y enzimatico. Mientras que no se encontré diferencia alguna dependiente de la
inflamacion o el tratamiento exdgeno respecto al caso de los linfocitos TCR y6+ y los CD8+, los
CD4+ se vieron incrementados como consecuencia de la inflamacion, siendo este efecto
significativamente revertido por la budesonida (Fig. 32 A-C). Cabe destacar, que nuestros
resultados confirman la mayor abundancia ya descrita en bibliografia, de los linfocitos CD8+
respecto a los CD4+ dentro de los IEL.

50
A .
404
+ '%
L& 301
o3
@)
E—'% 20+
Dl
o0
~ 101
" Control Bude3 Budel2 DSS  Bude3 Budel2
DSS - - - + + +

188



RESULTADOS

B 25+
20
+
£ 15
A 8
O |
25 10 - \
5
£ ]
" Control Bude3 Budel2 DSS Bude3 Budel2
DSS - - 3 + + +
C 80
70
£
;,g 50
o8 40
U E
2 g 307
& 201
10
" Control Bude3 Budel2 DSS  Bude3 Budel2
DSS - - ) + + +

Figura 32: Estudio mediante citometria de flujo de los IEL aislados de tejido colénico. (A) TCR y&+ en
gate linfocitario; (B) CD4+ en gate linfocitario; (C) CD8+ en gate linfocitario. Los resultados son
expresados en forma de % y como la media = SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS.

Bude=budesonida.

Asimismo, se estudié la abundancia relativa de diferentes poblaciones linfocitarias en las
células obtenidas del bazo de los animales en las que fueron analizados separadamente los
linfocitos T CD4+, CD8+, Foxp3+ y los linfocitos B en virtud de su expresion de CD19. No se
obtuvieron diferencias dignas de mencién en ninguin caso, excepto un cierto descenso de la
presencia de células T CD4+ dentro de los linfocitos (Fig 33 A-D).
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Figura 33: Estudio mediante citometria de flujo de las células aisladas de bazo. (A) CD4+ entre las
CD3+; (B) CD8+ entre las CD3+; (C) Foxp3+ entre las CD3-CD4 dobles positivas; (D) CD19+ en gate
linfocitario. Los resultados son expresados en forma de % y como la media = SEM. + p<0.05 vs
Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Finalmente, se realizé un estudio focalizado sobre los linfocitos T dentro de las células de los
ganglios mesentéricos (MLNCs). En este caso, no se observaron diferencias en referencia a la
abundancia relativa de las células CD4+ y las CD8+, mientras que el estudio de la fraccién de
células T reguladoras incluidas dentro de los linfocitos T CD4+ arroj6 resultados muy interesantes.
La abundancia relativa de este tipo celular no se vié afectada por la inflamacién en si misma,
mientras que bajo dicha influencia la administracién de budesonida la incrementé de un modo
estadisticamente significativo en la dosis de 12 pg/ratdn/dia. Esto puede resultar sorprendente
dado el marcado estado inflamatorio sistémico de naturaleza septicémica en el que se encuentran

los animales incluidos en dicho grupo experimental (Fig. 34 A-C).
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Figura 34: Estudio mediante citometria de flujo de las células aisladas de ganglios mesentéricos. (A)
CD4+ entre las CD3+; (B) CD8+ entre las CD3+; (C) Foxp3+ entre las CD3-CD4 dobles positivas. Los
resultados son expresados en forma de % y como la media £ SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs
DSS. Bude=budesonida.

1.2. Efecto de la budesonida sobre la colitis aguda inducida por DSS en

animales con deplecion en la microbiota intestinal

En el momento que pusimos de manifiesto los efectos de la budesonida sobre la colitis aguda
experimentalmente inducida por DSS, concluyendo que en condiciones inflamatorias de forma
secundaria al efecto meramente intestinal de la budesonida se desencadena un proceso sistémico
de tipo séptico, que a su vez justifica la elevada mortalidad asociada a dicha condicion
experimental, resulta l6gico plantear un experimento similar pero en ausencia de carga bacteriana

en la luz intestinal.

En este experimento que denominaré DSS-PGF, los ratones fueron expuestos a un coctel de

antibidticos en el agua de bebida durante cuatro semanas con objeto de conseguir un deplecion
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practicamente total de la carga microbiana intestinal (Fig. 35), momento en que se comenzé la
administracion de DSS en agua de bebida durante la cual se mantuvieron los antibidticos
renovados a diario junto con el DSS hasta el final de la experiencia. Uno de los parametros mas
fiables para controlar el éxito en el proceso de deplecion del contenido bacteriano intestinal es el
tamafio y peso del ciego, que efectivamente se encuentran incrementados en aquellos animales
expuestos a la terapia a base de antibidticos. Por tanto decidimos controlar dicho factor,
observandose un marcado incremento del peso del ciego en los animales que recibieron
antibidticos, acompaniado de cierta reduccién del mismo dependiente de la exposicién a
budesonida (Fig 36 B).
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Figura 36: (A) Evolucion de pesos a lo largo del experimento DSS-PGF (%); (B) peso del ciego en mg.
Los datos son expresados como media = SEM. + p<0.05 vs Control Abs +; * p<0.05 vs DSS Abs+.

Bude=budesonida, G(-)=recibe antibidticos, G(+)= no recibe antibidticos, Abs=antibidticos.
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En este experimento se ensayd la colitis aguda inducida por DSS en condiciones estandar y ante
una intensa deplecién de la microbiota intestinal, incluyendo ademas en este tltimo caso un grupo
que recibié budesonida a la dosis de 3 pg/raton/dia. La evolucién del peso corporal de los
diferentes grupos a lo largo de los 5 primeros dias del experimento refleja una cierta tendencia
hacia la ganancia de peso en el grupo control que recibié antibidtico, mientras que no se observd
nada significativo en el resto de grupos (Fig 36 A). No obstante, el sacrificio de los animales se
realizé en el dia 6, sin que el peso del ultimo dia se pueda mostrar ya que por razones técnicas del
ensayo de permeabilidad in vivo a FITC-dextrano (4 Kda) los ratones se mantuvieron en ayuno
durante la noche previa al sacrificio. En un principio, pretendiamos realizar el sacrificio tras 7 dias
de exposiciéon a DSS como en el caso de DSS2, pero resulté imperativo concluir el experimento
transcurridos 6 dias debido al fuerte impacto negativo de la budesonida al administrarlo a
animales coliticos en ausencia de bacterias luminales (G(-) DSS+Bude3), el cual queda reflejado
fundamentalmente en la valoracién del indice de actividad de la enfermedad cuyo incremento se
asocia esencialmente a un masivo sangrado rectal en este grupo (Fig 37 A). Asimismo, se tomaron
fotografias durante la necropsia practicada a estos animales que resultan muy ilustrativas sobre el
estado de los ratones incluidos en este grupo, destacando fundamentalmente la presencia de

sangre oscura libre entre las visceras al abrir el peritoneo (Fig. 40 B).
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Figura 37: Evaluacién de la afectacién general y colénica de los animales incluidos en DSS-PGF. (A)
Indice de actividad de la enfermedad (UA); (B) relacién peso/longitud (mg/cm). Los resultados son
expresados como media * SEM. + p<0.05 vs Control Abs +; * p<0.05 vs DSS Abs+. Bude=budesonida,
UA=unidades arbitrarias, Abs=antibioticos.

Resulta especialmente interesante destacar que existe en general cierta controversia alrededor

de si la eliminacion de la microbiota intestinal ejerce algtin efecto sobre la evolucion de la colitis
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aguda inducida por DSS, existiendo bibliografia que apunta a la total ausencia de afectacion
inflamatoria, asi como otra que indica una mayor severidad en los signos inflamatorios inherentes
al modelo tal y como se detalla en el apartado correspondiente de la introduccién. En este caso
concreto y en general en mi experiencia personal con el manejo de animales sometidos a deplecion
de la microbiota intestinal y libres de bacterias absolutos (GF), los resultados apuntan a una
respuesta inflamatoria muy reducida en el grupo DSS tratado con antibidticos si esta se compara
con aquella del grupo DSS en condiciones estandar. Sin embargo, la apariencia general de los
animales y en ultima instancia su supervivencia tras la administracion del DSS se vi6 severamente

perjudicada por la ausencia o reducciéon cuantitativa de la microbiota intestinal.
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Figura 38: Determinacion de actividades enzimaticas en el tejido colénico. (A) MPO (mU/mg prot); (B)
AP (mU/mg prot); (C) sensibilidad de AP a levamisol (% de inhibicién de la actividad AP). Los datos
se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control Abs+; * p<0.05 vs DSS Abs+. Bude=budesonida,

Abs=antibidticos, Leva=levamisol.
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Estas observaciones se encuentran sustentadas por el escaso aumento de la actividad MPO
colénica y la sensibilidad a levamisol de la actividad AP del mismo tejido en el grupo DSS
expuesto a antibidticos, que contrasta con la marcada elevacién que alcanza la significancia
estadistica de ambos parametros en el grupo DSS bajo condiciones convencionales (Fig 38 A-C).
Ademas, la concentracion de monocitos en sangre cuya elevacién se correlaciona fielmente con el
grado de inflamacién intestinal asociada a la colitis aguda inducida por DSS, se vi6 logicamente
incrementada en el grupo colitico estandar mientras que no se afecté en aquel que recibié DSS de
forma concomitante con los antibioticos (Fig 39 B). El anadlisis de la concentracion de linfocitos en
sangre arrojo un resultado sorprendente y de dificil interpretacion, ya que mientras en condiciones
estandar desde un punto de vista microbiologico el comportamiento fue analogo al encontrado en
DSS1 y DSS2, en las condiciones de deplecién microbioldgica esta elevacion fue mas sutil y
curiosamente se vio dramaticamente potenciada por la administracion de budesonida (Fig 39 A).
En esta ocasion, también se determino el hematocrito, asi como la concentraciéon de hemoglobina y
eritrocitos en sangre con objeto de conocer su modificacién secundaria al masivo sangrado rectal
observado en el seguimiento de los animales. De acuerdo con lo esperado, los tres parametros
aparecieron extraordinariamente reducidos de forma exclusiva en el grupo DSS deplecionado a
nivel microbiologico y que recibié budesonida (Fig 39 C-E). Paralelamente se realizo la
cuantificacion de sangre oculta en heces recogidas en el dia 5 del experimento, encontrandose un
aumento de la misma en el grupo DSS con antibidticos tratado con budesonida, que resulta
coherente con los resultados anteriormente mencionados y con el aspecto del animal durante la
necropsia (Fig 40 A y B).
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Figura 39: Estudio hematoldgico en sangre extraida el dia del sacrificio de los animales. (A) Linfocitos
(103/ul); (B) monocitos (103/pul); (C) eritrocitos (10%/ul); (D) hemoglobina (g/dl); (E) hematocrito (%). Los
resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control Abs+; * p<0.05 vs DSS Abs+.
Bude=budesonida, Abs=antibiodticos.

A pesar de que un proceso séptico fuera la causa subyacente a nivel sistémico del
empeoramiento del estado de los animales que recibieron budesonida en este experimento parecia
una opcién poco plausible, dado que la carga bacteriana luminal resulté esencialmente
indetectable, con objeto descartar esa posibilidad decidimos determinar los pardmetros incluidos
en el anadlisis de DSS1 y DSS2 que informan al respecto. En este sentido, no se detectaron bacterias
viables en MLN y tampoco en higado en el que asimismo el LPS no se pudo detectar (datos no
mostrados). Ademds, se determinaron los nitratos/nitritos en plasma, sin que se pudiera observar
una elevacién de los mismos en el grupo colitico que recibié budesonida ademas del cdctel de

antibidticos (Fig 41 A). En consonancia con lo anterior, no se observé incremento significativo
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alguno de la expresion proteica de iNOS o de la ratio p-eNOS/eNOS (Fig 41 By C). Por tanto,
resulta evidente que la sepsis no ejerce contribucion alguna en el marcado impacto negativo de la

budesonida en estas condiciones experimentales.
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Figura 40: (A) Determinacién de sangre oculta en heces obtenidas transcurridos 5 dias de induccién de
colitis. Los datos se expresan en pg hemoglobina/mg heces y como media + SEM. + p<0.05 vs Control
Abs+; * p<0.05 vs DSS Abs+. Bude=budesonida, Abs=antibiéticos. (B) Panel de la izquierda; comienzo
de la necropsia de un ejemplar del grupo DSS+Bude3 Abs +, mostrando el sangrado intraperitoneal.

Panel de la derecha; colon del individuo presentado en el panel contiguo.
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Figura 41: Evaluacion de parametros sistémicos asociados a la septicemia. (A) Concentracion de
nitratos/nitritos en plasma (uM); (B) expresion proteica de iNOS en tejido pulmonar (UA); (C) relacion
p-eNOS/eNOS en tejido pulmonar (UA). Los resultados son expresados en forma de media + SEM. +
p<0.05 vs Control Abs+; * p<0.05 vs DSS Abs+. Bude=budesonida, Abs=antibiéticos, UA=unidades

arbitrarias, C=control.

De forma andloga al analisis realizado sobre DSS2, en este caso también se estudio la expresion
a nivel génico de diferentes proteinas implicadas en la homeostasis intestinal en condiciones
basales y sobre todo en inflamacidén, focalizando dicho estudio sobre el tejido colénico completo.
Los resultados presentados en las figuras 42 A, B y C, muestran claramente como la deplecién de la
microbiota intestinal reduce dramaticamente la respuesta inflamatoria desencadenada por la
administracion de DSS, haciéndola practicamente imperceptible atendiendo a los parametros
descritos anteriormente o mediante PCR a tiempo real como se muestra a continuacién. Las

proteinas tipicamente incrementadas en condiciones inflamatorias cuya expresién génica fue
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analizada y que permitieron alcanzar la anterior conclusién son la IL17A, IL27, IFNy, TNFa, 1L22,

IL6, S100A8, IL1B, Foxp3 y Reg3y.
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Figura 42: Evaluacion de la expresion génica de diferentes marcadores inflamatorios en tejido colénico
completo. (A) IL17A, IL27, IFNy, TNFo; (B) IL22, IL6, S100A8; (C) IL1B, Foxp3 y Reg3y. Los resultados
son expresados como incremento respecto al grupo Control que recibié antibidticos, y en forma de
media + SEM. + p<0.05 vs Control Abs+; * p<0.05 vs DSS Abs+. Bude=budesonida, Abs=antibidticos.

Ademas se evalud la expresion de KGF, que apareci6 significativa y exclusivamente elevada en

el grupo colitico con microbiota intacta. Por su parte la expresion de MUC3 y de VEGF no sufrié

grandes variaciones entre los grupos experimentales, siendo especialmente relevante el caso de la

segunda proteina que fue analizada atendiendo a su relevante papel en la homeostasis angiogénica

en el contexto de la mucosa intestinal, dado que parecia plausible que se encontrara modificada en

funcion de los resultados relacionados con el sangrado rectal anteriormente mostrados. Teniendo
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en cuenta que existen evidencias experimentales que han demostrado la decisiva influencia de la
sefalizacion de la microbiota sobre las células epiteliales intestinales, favoreciendo su proliferacién
y por tanto mejorando las respuestas restitutivas epiteliales de caracter hiperplasico ante una
agresion sobre el mismo, decidimos evaluar la expresién de Cyclin D1. De forma coherente con el
anterior concepto, se produjo un ligero aumento de su expresion en el grupo DSS convencional que
alcanzo la significancia comparado con el grupo DSS con antibiéticos, mientras que considerando
los grupos expuestos a antibidticos, la administracién de DSS no produjo dicho aumento de la
proliferacion epitelial sino que la redujo, siendo esta tendencia significativamente agudizada por la

administracion de budesonida (Fig 43 A).
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Figura 43: Evaluacion de la expresion génica en tejido colénico completo. (A) KGF, Cyclin D1, MUCS3,
VEGF; (B) DKK1, LGR5, ZO-1, ocludina. Los resultados son expresados como incremento respecto al
grupo Control que recibié antibiéticos y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control Abs+; * p<0.05
vs DSS Abs+. Bude=budesonida, Abs=antibioticos.

Por otro lado, se estudio la expresion génica en tejido coldnico completo de algunas de las
proteinas que componen las uniones estrechas como ZO-1 y ocludina, sin llegar a observarse
modificaciones sustanciales de la misma. Sin embargo, si se pudo constatar en estas mismas
muestras un incremento de la expresion de DKK1 por la administracion de DSS
independientemente de las condiciones microbioldgicas, siendo dicha tendencia asimismo
incrementada de forma consistente por la budesonida. En consonancia con este hallazgo, se
observé una reduccién de la expresion de LGR5, gen diana del factor de transcripcién p-Catenina,
aunque probablemente por la minima expresiéon del mismo en condiciones inflamatorias la

budesonida no generéd modulacién alguna (Fig 43 B). Con objeto de corroborar los efectos de la
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administracion del GC sobre la biologia de DKK1 en estas condiciones experimentales, se
determind esta proteina en plasma mediante ELISA (Fig 44). Los resultados obtenidos reflejan un
perfil muy similar al anteriormente comentado en referencia a la expresion colonica analizada por

PCR a tiempo real, por lo que confirman dicha modulacién ejercida por el GC.
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Con la intencién de evaluar la funcién de barrera intestinal al final del experimento
denominado DSS-PGF, se administré FITC-dextrano (4 KDa) via oral a todos los ratones incluidos
en el mismo 5 horas antes de su sacrificio, para posteriormente cuantificar su concentraciéon en
plasma. Como se podia esperar atendiendo al estado de los animales incluidos en el grupo Bude3
al final del experimento y a los resultados descritos arriba que apuntan a una nula capacidad de
restitucion epitelial tras la agresion del DSS sobre el epitelio de los mismos, este grupo mostrd un
extraordinario incremento de su permeabilidad intestinal. Este resultado ilustra con claridad una

funcién de barrera epitelial severamente comprometida (Fig 45).
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Figura 45: Permeabilidad intestinal a FITC-dextrano (4 KDa) ensayada in vivo. Los resultados son
expresados en ng de fluoréforo/ml de plasma y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control Abs+; *

p<0.05 vs DSS Abs+. Bude=budesonida, Abs=antibioticos.

Finalmente, se evaluo el estado del tejido colénico de estos animales a nivel histoldgico. Como

se puede observar en las secciones representativas de cada condicion incluidas en la figura 46 y en
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los resultados de la valoracidn objetiva de las mismas recogida en la figura 47, la deplecién de la
microbiota intestinal mediante antibioticos generdé un cierto estado atrofico en el epitelio de la
mucosa coldnica per se. Ademas, queda patente que la administracion de DSS desencadend un
proceso inflamatorio manifiesto evidenciado por una masiva infiltracién leucocitaria en los
animales no expuestos a antibidticos, mientras que este fue mucho mas sutil en los deplecionados
microbiolégicamente. En lo referente a la administracion de budesonida, las evidencias obtenidas a
nivel histolégico concuerdan con los efectos relacionados con una reduccién de la capacidad de
restitucion epitelial que se asocia con un severo compromiso de la funcién de barrera mostrados
anteriormente, fundamentalmente porque en este caso la budesonida parece incrementar la erosion
y sobre todo producir una severa atrofia epitelial en la mucosa colénica, siendo ambos los
parametros que en esencia justifican el incremento de la valoracion histologica en el grupo que
recibié el GC. Asimismo, cabe destacar que el efecto antiinflamatorio del GC resulta poco patente,
probablemente debido a que fue administrado a ratones escasamente coliticos debido a su menor

carga bacteriana intestinal.
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Figura 46: Estudio histologico del colon. Imagenes histolégicas (10X) de secciones transversales

representativas del tejido colénico, sometidas a la tincion con hematoxilina & eosina.
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Figura 47: Valoracion histoldgica del conjunto de las secciones transversales colénicas que son
representadas por la figura 46, expresada como media + SEM. + p<0.05 vs Control Abs+; * p<0.05 vs
DSS Abs+. Bude=budesonida, Abs=antibiéticos, UA=unidades arbitrarias.

1.3. Efecto de la exposicion a budesonida de forma previa al desarrollo de la

colitis aguda inducida por DSS

Una vez puesto de manifiesto el efecto de la budesonida sobre la colitis aguda inducida por
DSS siendo esta administrada exclusivamente durante el tiempo de induccién del modelo
experimental inflamatorio, mediante el experimento DSS3 decidimos explorar el efecto del GC
cuando este se administra exclusivamente durante los dias previos a la adicion del DSS en el agua
de bebida. Con objeto de reflejar en la medida de lo posible la dindmica recidivante de la EII en
humanos, se decidié administrar DSS durante 5 dias a los animales, para posteriomente permitir su
recuperacion durante un periodo de 14 dias. Dicha curacién se prolongé durante 5 dias atendiendo
a las evidencias extraidas de un experimento piloto previo (resultados no mostrados), en el cual el
proceso inflamatorio intestinal y el compromiso de la funcién de barrera ejercida por el epitelio
colénico remitian completamente transcurrido dicho periodo. Esta consideracion resulta critica,
dado que los experimentos DSS1 y DSS2 demuestran que la administracion de budesonida
mientras la funcién de barrera intestinal se encuentra alterada por el DSS, genera un
empeoramiento del estado del animal secundario a un proceso septicémico que acelera la
evolucion natural del modelo conduciendo a los animales a una muerte temprana. Por tanto, una
vez recuperados los animales del primer ciclo de DSS, se administré budesonida o vehiculo
exclusivamente durante 5 dias, para posteriormente inducir una colitis aguda mediante DSS

aplicando el mismo protocolo seguido en el experimento DSS2.

En este caso, la administracion de budesonida gener6 un beneficio notorio y de caracter dosis-
dependiente que result evidente desde el dia 4-5 en adelante. La mejoria en la evolucion del peso
de los animales como consecuencia del tratamiento con el GC resulté significativa desde el punto
de vista estadistico en el dia 5 independientemente de la dosis de budesonida administrada. No
obstante, desde ese momento hasta el final del experimento, el beneficio fue mucho mas evidente
en el grupo que recibid la dosis de 12 pg/raton/dia que en aquel que recibié la de 3 pg/raton/dia
(Fig.48 A). Ademas, este efecto queda igualmente evidenciado por el incremento en el consumo de

comida asociado al tratamiento y la reduccién en la valoracién del indice de actividad de la
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enfermedad, que de un modo analogo a lo acontecido con la evolucion del peso, se manifiestan

fundamentalmente durante los dos tltimos dias del experimento (Fig 48 B y C).
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Figura 48: Evolucion de los animales durante la colitis inducida durante en el experimento DSS3. (A)
Peso corporal (% de peso inicial); (B) consumo de pienso (g/ratén/dia); (C) valoracion del indice de
actividad de la enfermedad (UA). Datos expresados como media = SEM en el caso de A. (n=8). +
primer dia con p<0.05 para los grupos coliticos vs Control, * primer dia con p<0.05 para los grupos

coliticos tratados vs DSS. Bude=budesonida, UA=unidades arbitrarias.

Con la intencidon de conocer si el evidente beneficio aportado por la budesonida en estas
condiciones experimentales se traducia en una mejoria en los parametros de tipo inflamatorio en el

tejido coldnico, se realizd un andlisis similar al aplicado a otros experimentos anteriormente
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descritos. En este sentido, la administracién del GC redujo notablemente el clasico incremento de la
relacién peso/longitud del colon asociado al modelo, aunque este efecto curiosamente solo alcanzo
la significancia estadistica en el grupo Bude3 (Fig. 49). Por otro lado, el tratamiento no redujo la
infiltracién neutrofilica tal y como refleja la determinacion de la actividad MPO coldnica, lo que
permite inferir que el efecto inmunosupresor del GC parece ser inexistente en la mucosa coldnica
de estos animales (Fig 50 A). Curiosamente, ambas dosis de budesonida si redujeron drasticamente
tanto la actividad AP colénica como la sensibilidad in vitro de dicha enzima al levamisol, reflejando
la mejoria desde el punto de vista inflamatorio aportado por el GC con esta pauta de

administracion (Fig 50 B y C).
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Figura 50: Determinacién de actividades enzimaticas en el tejido coldnico. (A) MPO (mU/mg prot); (B)
AP (mU/mg prot); (C) sensibilidad de AP a levamisol (% de inhibicién de la actividad AP). Los datos
se expresan como media +* SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida,

Leva=levamisol.

En este experimento también se analizaron los parametros de tipo hematoldgico que en DSS1 y
DSS2 nos permitieron conocer detalladamente las consecuencias de la administracion de
budesonida sobre la inflamacién intestinal en general y sobre el sangrado rectal en particular. Tal y
como ya apuntan los resultados expuestos en las figuras anteriores, la budesonida presenté un
efecto antiinflamatorio intestinal importante, que a nivel sistémico se tradujo en un descenso sutil
de los linfocitos en sangre y en una significativa inhibicién del incremento de los monocitos en
sangre que se produce de un modo inherente a este modelo (Fig 51 A y B). En este caso, tanto la
inflamacién en si misma como la administracién de budesonida previa al segundo ciclo de DSS, no
resultaron influyentes sobre los niveles de hemoglobina, eritrocitos y hematocrito sanguineos, lo
que permite pensar que el sangrado rectal en este caso no fue un factor influyente sobre la
evolucion de los animales (Fig 51 C-E). Este extremo fue corroborado mediante la cuantificacion de

sangre oculta en heces, la cual result6 indetectable en todos los casos (datos no mostrados).
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Figura 51: Estudio hematoldgico en sangre extraida el dia del sacrificio de los animales. (A) Linfocitos
(10%/pl); (B) monocitos (10%/pl); (C) eritrocitos (10%/ul); (D) hemoglobina (g/dl); (E) hematocrito (%). Los

resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Con objeto de evaluar la produccion de citoquinas de caracter inflamatorio y al mismo tiempo
citoprotector sobre las células que componen el epitelio intestinal, se cuantifico la liberacion de
IL22, IL27, IL6 y GMCSF por parte de fragmentos de tejido colonico cultivados ex vivo. Cabe
recordar que la administracion de budesonida (sobre todo a la dosis de 12 pg/ratén/dia) durante la
induccién de la colitis aguda dependiente de la administracién de DSS, produjo una enorme
inhibicién sobre la produccién de las citoquinas arriba mencionadas. En cambio, cuando el GC se
administra siguiendo el patrén de administracion utilizado en este caso, se produjo el esperado
incremento de la misma que en todos los grupos coliticos alcanzd la significancia estadistica,
mientras que el tratamiento a diferencia de las evidencias obtenidas en DSS2, no gener6 efecto
inhibitorio alguno (Fig 52 A y B).
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Figura 52: Produccién de IL22, IL27, GMCSF e IL6 por parte de explantes de tejido coldnico. Los

resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs Control; * p<0.05 vs DSS. Bude=budesonida.

Debido a la relevancia adquirida por la sepsis como el fenémeno sistémico que justifica la
dramatica evoluciéon de los animales que reciben budesonida durante la colitis aguda inducida por
DSS, a modo comparativo se decidio evaluar si dicho fenémeno concurria también en este caso.
Con objeto de aclarar este extremo, se analizé la presencia de bacterias aerobias y anaerobias en los
MLN de estos animales, siguiendo el mismo protocolo aplicado en DSS2, asi como la presencia de
LPS en higado. En ambos casos, no se obtuvo evidencia alguna de translocacién bacteriana o de sus
antigenos a tejidos extraintestinales, ya que en el primer caso no se detecté ninguna bacteria viable
en ningun animal y en el segundo los valores obtenidos se encontraron por debajo de la curva

patron aplicada (datos no mostrados).
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Del mismo modo que en el analisis de DSS2 y DSS-PGF, en este caso se cuantifico DKK1 en
plasma, observandose un leve incremento del mismo como consecuencia del proceso inflamatorio

que se vi6 potenciado de forma sutil por la budesonida ensayada a 12 ug/ratén/dia (Fig. 53).
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1.4. Efecto de la budesonida sobre la colitis experimental inducida mediante

transferencia linfocitaria

Una vez definido el efecto de la budesonida sobre la colitis aguda inducida por DSS, siendo este
contrapuesto con el que presenta cuando este GC es administrado siguiendo un protocolo de pre-
tratamiento, decidimos comparar asimismo su efecto sobre un modelo no quimico, de caracter
crénico y mas cercano a la fisiopatologia real de la EIl en humanos. En este sentido, el modelo
disponible hoy en dia que mejor recoge estas caracteristicas es el de la colitis inducida por

transferencia linfocitaria.

A modo de primera aproximacion, se realizé un estudio preliminar acerca del efecto de la
budesonida administrada via oral durante 12 dias a una dosis elevada de 60 pg/raton/dia. La
administracion de budesonida se asocié con una mejora del proceso inflamatorio establecido en los
animales, que quedé claramente evidenciada por una ganancia de peso del 6.7 + 2.5% para el grupo
tratado en el dia 4 de tratamiento, mientras que los ratones coliticos no tratados sufrieron una caida
del 4.1 £ 1.8% durante el mismo intervalo de tiempo. Curiosamente, desde el dia 6 en adelante la
evolucion del peso del grupo colitico tratado adquirié una pendiente negativa que lo hizo ir
aproximandose paulatinamente a la linea seguida por el colitico no tratado. A pesar de tratarse de
un experimento meramente orientativo sobre los efectos de la budesonida en este modelo
experimental de colitis, se analizaron algunos parametros inflamatorios que arrojan algo de luz
sobre la eficacia antiiflamatoria del GC. En primer lugar, se realizd la determinacion de las
actividades enzimaticas MPO y AP en tejido colénico. Como queda reflejado en las figuras 54 A-C,
la budesonida produjo un marcado descenso de las mismas que se vié acompanado de una
significativa normalizacion de la sensibilidad de la actividad AP al inhibidor levamisol ensayada in

vitro.
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Figura 54: Determinacién de actividades enzimaticas en el tejido colénico. (A) MPO (mU/mg prot); (B)
AP (mU/mg prot); (C) sensibilidad de AP a levamisol (% de inhibicién de la actividad AP). Los datos
se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. Bude=budesonida,

Leva=levamisol.

Asimismo, se estudio la inflamacion en el propio tejido colénico mediante PCR a tiempo real.
Como se puede observar en las figuras 55 A y B, se obtuvo un aumento estadisticamente
significativo en el grupo colitico de todos los marcadores tipicamente asociados a la inflamacion
intestinal si se compara con el grupo no transferido. Por su parte, la budesonida redujo de forma
consistente la expresion de CXCL1, MMP3 e IL17A, mientras en el caso de TNFa, S100A8, IL1f e
IL6 produjo una notable reducciéon que no llegd a alcanzar la significancia estadistica.
Sorprendentemente, el tratamiento con el GC no modificé de forma sustancial la expresion de IFNy

0 REG3y en esta aproximacion experimental.
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Figura 55: Estudio de la expresion génica de marcadores inflamatorios en tejido colénico completo. (A)
IFNy, REG3y, CXCL1 y S100AS8; (B) MMP3, IL17A, TNFa, IL1B e IL6. Los resutados se expresan en
forma de incremento relativo respecto al grupo No transf y como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; *
p<0.05 vs Colitico. Bude=budesonida.
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En el modelo experimental de colitis inducida por transferencia linfocitaria, el segmento
intestinal que se encuentra mds afectado es el colon, aunque los diferentes segmentos que
componen el intestino delgado presentan también cierta afectacion. Independientemente de la
inflamacidn intestinal, clasicamente se produce una elevacién de las citoquinas del sello Th1 a nivel
sistémico, por lo que se decidié cuantificar el TNFa en plasma. A este nivel, la administracion de

budesonida redujo dramaticamente el incremento de dicha citoquina asociado al desarrollo del

propio modelo (Fig 56).
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La aproximaciéon preliminar anteriormente descrita, nos aportd evidencias consistentes que
apuntaban a que el efecto antiinflamatorio de la budesonida en este modelo, que en cualquier caso
era esperable, no se veia acompafiado de efectos perjudiciales de indole similar a los descritos en
capitulos anteriores cuando esta es administrada en el modelo de colitis aguda inducida por DSS.
No obstante, nos parecia imprescindible realizar un estudio mas completo del modo en que este
GC modula la inflamacién intestinal en este modelo experimental concreto, asi como sus efectos
sobre la funcidén de barrera intestinal, de forma que se pudiera establecer una comparacion
completa con todas las evidencias arrojadas por el estudio anteriormente descrito sobre el modelo
de DSS. Con objeto de facilitar la interpretacion de los resultados y el establecimiento de
conclusiones derivadas de la comparacién de los efectos de la budesonida en ambos modelos, en el
experimento definitivo de transferencia linfocitaria se usaron las mismas dosis aplicadas en DSS2

y DSS3, es decir, 3 y 12 pg/raton/dia, administradas cada una de ellas durante 5 y 12 dias.

En primer lugar, resulta imprescindible hacer referencia a los efectos sobre la evolucion del
peso corporal de los animales incluidos en el experimento. Como se puede observar en la figura 57,
este parametro no arroja datos concluyentes en ningtn sentido dado que las diferencias entre los
grupos mutuamente comparables no superan el 5% en ningtin caso. Ademas, no se observa una
pérdida de peso consistente en el grupo colitico no tratado, probablemente debido al criterio de
seleccién de animales coliticos utilizado que incluye como requisito una pérdida de peso minima
del 10% previa a la inclusién del animal en el experimento. Teniendo en cuenta que se trata de un
modelo de inflamacién crénica, este hecho dificulta la obtencion de una pendiente negativa en la
evolucion del peso de este grupo durante el desarrollo de la fase experimental propiamente dicha.
No obstante, si se compara el grupo colitico seguido durante 12 dias con los tratados con
budesonida durante ese periodo de tiempo, aquellos que recibieron el GC sufren una ligera
pérdida de peso que en ningun caso resulto significativa desde el punto de vista estadistico. Es
importante recordar que todas las determinaciones de tipo analitico realizadas en este experimento

y que se detallan a continuacién, consideran un tinico grupo colitico no tratado conjunto.
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Figura 57: Evolucién del peso corporal de los animales incluidos en el experimento de transferencia
linfocitaria definitivo. Los resultados son expresados como % de peso tomando como referencia el dia
del comienzo del experimento y son representados en forma de media = SEM por grupo y dia. (n=5-
15). Bude=budesonida, d=dias.

Nuestra primera intencion fue la de corroborar mediante un estudio exhaustivo las evidencias
antes descritas, las cuales apuntaban a un consistente efecto antiinflamatorio por parte de la
budesonida en este modelo experimental. Dicho efecto queda puesto de manifiesto por la
reduccion de la relacion peso/longitud y la fibrosis a nivel colénico macroscoépicamente juzgada, la
cual muestra un cierto patrén de tipo tiempo y dosis dependiente (Fig 58 A y B). Por su parte, el
peso del bazo se incrementéd como consecuencia del proceso inflamatorio, pero no se observo
modulacion del mismo por la administracion del GC (Fig 58 C).
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Figura 58: Marcadores inflamatorios de tipo macroscépico. (A) Relacion peso/longitud colénica (g/cm);
(B) fibrosis colénica (UA); (C) peso de bazo (g) (D) Imagenes representativas del colon durante la
necropsia. Los datos son presentados en forma de media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs

Colitico. B=budesonida, d=dias, UA=unidades arbitrarias.

Siguiendo un protocolo de evaluacion similar al utilizado en los experimentos in vivo referentes
al modelo de DSS, se realizdo un estudio hematoldgico centrado en los mismos parametros
analizados en ese caso. En esta ocasidn, se produjo una elevacion de la concentracion de linfocitos y
monocitos en sangre asociada al modelo inflamatorio, sin que esto se encontrara modulado
significativamente por la budesonida (Fig 59 A y B). En lo referente a la concentraciéon de
hemoglobina y eritrocitos en sangre, asi como al hematocrito, ni la inflamacion ni la administracion
de budesonida generaron efecto alguno. Esto refleja que el sangrado rectal no ejerce un papel

relevante en la evolucion de los animales en este modelo, a diferencia de lo que sucede en la colitis

inducida por DSS (Fig 59 C-E).
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Figura 59: Estudio hematoldgico en sangre extraida el dia del sacrificio de los animales. (A) Linfocitos
(103%/ul); (B) monocitos (10%/ul); (C) eritrocitos (10%/ul); (D) hemoglobina (g/dl); (E) hematocrito (%). Los
resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. B=budesonida,
d=dias.

La determinacion de la actividad enzimatica MPO en tejido coldénico revel6 el esperable
aumento de la misma en el grupo colitico no tratado, que al compararlo con la del grupo no
transferido se encuentra incrementada alrededor de 4 veces. La administraciéon de budesonida
redujo drasticamente dicho fendémeno, siendo esta modulacion significativa a nivel estadistico
Unicamente en los grupos B3(5d) y B12(12d) (Fig 60 A). Ademas se estudi6 la actividad AP
colonica, obteniéndose en este caso un aumento relativamente sutil en el grupo colitico, que no se
vio sustancialmente reducido por el GC en ninguna de las condiciones ensayadas. Esta fue incluso
mayor en el caso del grupo B3(5d) (Fig 60 B). Curiosamente, el aumento de la sensibilidad al
inhibidor levamisol que clasicamente se produce de forma asociada a la inflamacién en la actividad
AP intestinal, si fue significativamente inhibido por la administraciéon de budesonida a ambas

dosis, aunque tinicamente cuando se administré durante 12 dias (Fig 60 C).
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Figura 60: Determinacién de actividades enzimaticas en el tejido coldnico. (A) MPO (mU/mg prot); (B)
AP (mU/mg prot); (C) sensibilidad de AP a levamisol (% de inhibicién de la actividad AP). Los datos
se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. B=budesonida, d=dias,

Leva=levamisol.

Con el objetivo de poner de manifiesto los efectos de la budesonida sobre el componente
sistémico del proceso inflamatorio de origen intestinal, se cuantificaron dos citoquinas Thl que
clasicamente ven aumentada su concentracion plasmatica en este modelo, IFNy y TNFa. En ambos
casos se observd una elevacion de la concentracién del analito en el grupo colitico no tratado,

mientras que la administracion del GC atenu6 significativamente dicho incremento de un modo

tiempo y dosis dependiente (Fig 61 A y B).
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Figura 61: Cuantificacion de citoquinas en plasma mediante ELISA. (A) IFNy (pg/ml); (B) TNFa
(pg/ml). Los resultados se expresan como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico.

B=budesonida, d=dias.

El modelo de colitis experimental por transferencia linfocitaria se encuentra a nivel
fisiopatoldgico mediado por una respuesta de mixta tipo Thl y Thl7 asociada a células T

inmunoreactivas en el entorno intestinal. Por tanto, analizamos mediante citometria de flujo la
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actividad inmunoldgica a nivel linfocitario, estudiando la proporcién de células T CD4+
productoras de IFNy dentro de una poblacién celular purificada de los MLN. Como es légico, se
observé un aumento de unas 10 veces en el grupo colitico en comparacién con el no transferido.
Ademas, la administracién de budesonida produjo un descenso de dicha proporciéon que alcanzé la
significancia estadistica en todas las condiciones experimentales ensayadas, reflejando de nuevo un
perfil inmunosupresor de tipo tiempo y dosis dependiente sobre el tipo celular clasicamente
considerado como conductor de la respuesta inflamatoria inherente a este modelo (Fig. 62 A y B).
Ademas, se estudié también por citometria de flujo el efecto de la budesonida sobre la producciéon
de IFNy por parte de fuentes alternativas a las células T CD4+. En este caso, se produce una
elevacién de la proporcion de células productoras de la citoquina en el grupo colitico no tratado,
mientras que la budesonida por lo general no moduld dicho fenémeno (Fig 63 A). Finalmente, se
analizé la presencia de neutréfilos en los MLN derivados de procesos infiltrativos asociados a la
respuesta inflamatoria, en virtud de su expresiéon concomitante de los marcadores de superficie
Ly6G y CD11b. De la misma forma que en el caso anteriormente comentado, estos aumentaron con

la inflamacién, sin verse este fenémeno modificado por la administracion de budesonida (Fig 63 B).
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Figura 62: Andlisis mediante citometria de flujo de la presencia relativa de células T productoras de
IFNy en las células extraidas de los MLN. (A) % de células CD4+ IFNy+ en el total de células extraidas
de los MLN; (B) graficas de puntos representativas del resultado presentado en A. Los resultados son

expresados como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. B=budesonida, d=dias.
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Figura 63: Analisis mediante citometria de flujo de las células purificadas de los MLN. (A) % de CD4-
IFNy+ en el total de células extraidas de los MLN; (B) % CD11b+ Ly6G+ en el total de células extraidas
de los MLN. Los resultados son expresados como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs

Colitico. B=budesonida, d=dias.

De forma paralela al estudio realizado mediante citometria de flujo, cultivamos ex vivo durante
48 horas y con una densidad celular constante de 1 millén/ml, las células extraidas del bazo de los
ratones incluidos en este estudio. Ademas, este cultivo se dispuso bajo estimulacién con la lectina
concanavalina A (ConA) y en ausencia de estimulo alguno. En el sobrenadante de dichos cultivos
se determinaron mediante ELISA, TNFa e IFNy como representantes del sello Th1, mientras que la
IL17A se incluyé como citoquina tipo Th17. En condiciones de ausencia de estimulacion cuyos
resultados aparecen representados en la figura 64 A, no se detecté IL17A en ninguna de las
condiciones experimentales ensayadas, mientras que para TNFo e IFNy que si aparecieron en
concentracion detectable, sorprendentemente no se produjo un incremento en el grupo colitico.
Aun mas sorprendente atendiendo a los resultados presentados hasta ahora, es el hecho de que las
células obtenidas de los animales que recibieron budesonida a la dosis mayor fueron las tinicas que
vieron elevada su produccion citoquinica por encima del grupo no transferido. En lo referente a los
resultados obtenidos en condiciones de estimulacion inespecifica de células T mediante ConA, la
IL17A aparecid consistentemente incrementada en el grupo colitico no tratado, mientras que la
administracion de budesonida inhibié dréasticamente dicho fenémeno en todos los casos (Fig 64 B).
Sin embargo, la determinacion de TNFa e IFNy en estas condiciones volvid a arrojar resultados que
no reflejan el marcado efecto antiinflamatorio sugerido por los datos mostrados hasta ahora, ya que
en ninguna de las condiciones experimentales ensayadas se produjo una reversion significativa del

incremento de la produccion de estas citoquinas que mostro el grupo colitico no tratado (Fig. 64 C
y D).
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Figura 64: Cuantificacién de IL17A, TNFoa e IFNy en cultivos ex vivo de células totales obtenidas de
bazo. (A) Células no estimuladas; (B, C y D) células estimuladas con ConA (5 pg/ml). Los resultados

son expresados en todo caso en pg/ml y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs

Colitico. B=budesonida, d=dias, ConA=concanavalina A.
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Para finalizar el estudio sobre el efecto de tipo antiinflamatorio e inmunosupresor de la
budesonida en el modelo de colitis experimental inducida por transferencia linfocitaria,
estudiamos la expresion génica en tejido colénico completo de diferentes marcadores inflamatorios
clasicamente incrementados en dicho modelo. Como se puede comprobar en la figura 65 A, de un
modo inherente al desarrollo del modelo experimental se produjo un incremento de la expresion
de IL22, IFNy, IL1B, IL6 y CXCL1. Dicho fendémeno fue revertido de forma significativa por la
administracion de budesonida independientemente de la dosis o la duracién del tratamiento en
cuestion. Resultados similares se obtuvieron al analizar la expresion de IL27 y SOCS3, pero a pesar
de que el aumento de la misma asociado al modelo fue extensamente reducido por el GC, dicho
efecto solo alcanz6 la significancia estadistica en el caso de la dosis de 12 pg/ratén/dia (Fig. 65 B).
Otros genes cuya expresion aumenta notablemente a nivel colénico en este modelo son S100A8,
REG3y, IL17A y haptoglobina. Como se podia esperar, la expresiéon de los genes antes citados
aparecio muy aumentada en el grupo colitico no tratado, mientras que la administraciéon exégena
de budesonida la normaliz6 de forma notoria, siendo dicho efecto mas intenso al aumentar la dosis
y el tiempo de administracion de la misma (Fig. 65 C). Ademas se analizo la expresion de MUC3
por su contribucion a la funcién de barrera intestinal desde un punto de vista meramente fisico, y
el modo en que esta se encontr6 modulada por la budesonida en el experimento DSSI. La
inflamacion intestinal propia de este modelo genera un descenso de la expresiéon de esta mucina
que ronda las 5 veces, siendo dicha inhibicion revertida por la administracion del GC siguiendo un

perfil que refleja una clara dependencia de la dosis y el tiempo (Fig 65 D).
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Figura 65: Estudio de la expresion génica de marcadores inflamatorios en tejido colénico completo. (A)
IL22, IFNy, IL1B, IL6 y CXCL1; (B) IL27 y SOCS3; (C) S100A8, REG3y, IL17A y haptoglobina; (D)
MUCS3. Los resultados son expresados como incremento relativo vs No transf y en forma de media +
SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. B=budesonida, d=dias.

La eficacia antiinflamatoria de la budesonida en este modelo de colitis experimental ha sido
puesta de manifiesto a lo largo de este apartado mediante diferentes enfoques técnicos. No
obstante, decidimos obtener evidencias de tipo visual que ilustraran graficamente los resultados

anteriormente expuestos.

Para conseguir esto, haciendo uso del reactivo L012 Wako® y el dispositivo IVIS Spectrum
atendiendo a las condiciones descritas en el apartado correspondiente de la seccién de material y
métodos, obtuvimos las capturas de imagen representadas en las figuras 66 A y B. En ellas, la sefial
de fluorescencia generada en el foco inflamatorio del animal, capturada por el dispositivo y
representada en forma de gradiente de color por el software acoplado, es directamente
proporcional a la presencia de especies reactivas de oxigeno que se acumulan en las zonas de
inflamacion. En este caso, se observa como los animales coliticos no tratados ofrecen una intensa
senal localizada a nivel anatémico en el abdomen inferior que coincide con la ubicacién del colon.
Dicha senal, generalmente es bastante inferior en aquellos animales que recibieron budesonida,
aunque paradojicamente esta inhibicion parece ser algo mas evidente en aquellos que recibieron la

dosis de 3 pg/ratén/dia.
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Figura 66: Imdgenes representativas del andlisis del estado inflamatorio de los animales incluidos en
este experimento mediante captura de imagen in vivo. Este estudio fue realizado el dia previo al
sacrificio programado de los animales. (A) (1) Colitico no tratado, (2-4) B3 (12d); (B) (1) colitico no
tratado, (2-5) B12 (12d). B=budesonida, d=dias.

A modo de cloenda del estudio focalizado en el tejido colénico de los animales incluidos en este
experimento, se analizaron detalladamente aquellos parametros de tipo histologico que atendiendo
a nuestra experiencia previa suelen estar afectados en este modelo de colitis experimental. Como se
puede observar en la figura 67 A y B, la valoracion histolégica objetiva de las imagenes tomadas de
los cortes transversales de tejido coldnico tefiido con hematoxilina & eosina revela una potente
inflamacion intestinal inherente al desarrollo del modelo, siendo la caracteristica mas evidente la
masiva infiltracion leucocitaria. A diferencia del modelo de colitis inducida por DSS, en este no se
produce una erosion tan marcada del epitelio de la mucosa intestinal, pero aparece una
significativa respuesta hiperplasica que conduce a un evidente engrosamiento de la capa epitelial.
Al analizar conjuntamente los diferentes parametros considerados, se observa una reduccion de la
afectacion del dano inflamatorio en general y la infiltracion leucocitaria en particular, que resulta
especialmente evidente si se compara los animales coliticos no tratados con aquellos que recibieron
el GC durante 12 dias. Este hallazgo se encuentra en la misma linea que la mayoria de los

resultados obtenidos sobre el efecto de la budesonida sobre la colitis por transferencia linfocitaria.
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Figura 67: Estudio histolégico del colon. (A) Imagenes histoldgicas (10X) de secciones transversales de
tejido coldnico sometidas a la tincién con hematoxilina & eosina; (B) valoracion histologica objetiva
expresada como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. B=budesonida, d=dias,

UA=unidades arbitrarias.

En capitulos anteriores, quedé demostrado que la aparicion de un proceso séptico sistémico
severo que se genera de un modo secundario al efecto de la budesonida a nivel intestinal cuando
esta se administra durante la induccién de la colitis aguda inducida por DSS, es la razon
fundamental que justifica el impacto negativo del GC sobre la evolucion de los animales sometidos
a dicho modelo experimental. Por tanto, nos parecié pertinente comprobar si dicho fenémeno
aparecia en cierta medida cuando la budesonida se administra a ratones con inflamacién intestinal
inducida por transferencia linfocitaria. Para ello, se determinaron bdsicamente los mismos
parametros contemplados en el caso del modelo de DSS, comenzando por la deteccién de bacterias
viables en el homogenado de los MLN y de higado. En el caso de la translocacion a MLN, de forma
analoga a lo ocurrido en el modelo de DSS, la inflamacién intestinal per se no genera una gran
translocacion bacteriana ya que la deteccion de bacterias viables en este érgano ocurre de forma
meramente anecdotica entre los ratones coliticos no tratados. Sin embargo, mientras que la
administracion de budesonida durante la inflamaciéon inducida por DSS generaba un dramatico
aumento de la translocacion bacteriana a MLN, en este caso la deteccidén de bacterias tanto aerobias
como anaerobias en los animales tratados se mantuvo en valores comparables a los mostrados por
los ratones coliticos no tratados (Fig. 68 A y B). Asimismo, se realizo el cultivo del homogenado
higado siendo este negativo en todos los casos, lo que resulta coherente con la determinacién de
LPS en dicho érgano que arrojo resultados por debajo de la curva de interpolacion para todos los

animales incluidos en el experimento.
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Figura 68: Estudio de la presencia de bacterias viables aerobias y anaerobias en los MLN. (A) Bacterias
aerobias presentes en MLN cultivadas en un medio selectivo para enterobacterias (Agar MacConkey)
(log CFU/g MLN); (B) Bacterias anerobias presentes en MLN cultivadas en un medio agar sangre
comercial enriquecido que serd denominado como Brucella (log CFU*10%/g MLN). Los resultados son
presentados como la media de cada grupo, apareciendo asimismo representado el valor individual de

cada animal. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico. B=budesonida, d=dias.

En este experimento también se realizd la determinacidn de los nitratos/nitritos en plasma, lo
que nos permitié confirmar por un lado que en el modelo de transferencia linfocitaria se produce
una elevacion de los mismos mucho mas consistente que la que suele aparecer en la colitis
inducida por DSS, y por el otro, que la administracion de budesonida a los ratones
manifiestamente coliticos en este modelo no genera modulacion alguna de este parametro

independientemente de la dosis o pauta de administracion considerada (Fig 69 A).

Para finalizar, se determiné por Western Blot la expresion proteica de iNOS en el tejido
pulmonar de estos animales. En linea con los resultados detallados arriba y a diferencia de lo
acontecido en el caso de la colitis inducida por DSS, la administraciéon de budesonida no produjo
un incremento significativo de este parametro sino mas bien una tendencia hacia el efecto
contrario. Ademas, cabe destacar que en el grupo colitico no tratado se produce una robusta
elevacion de la expresion de esta proteina en comparacion con el grupo no transferido (Fig 69 B).
Este fendmeno se justifica por el descrito componente inflamatorio pulmonar que

caracteristicamente se asocia a este modelo experimental [843].
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Figura 69: Evaluacion de parametros sistémicos asociados a la septicemia. (A) Concentracion de
nitratos/nitritos en plasma (uM); (B) expresiéon proteica de iNOS en tejido pulmonar (UA). Los
resultados son expresados como media + SEM. + p<0.05 vs No transf; * p<0.05 vs Colitico.

B=budesonida, d=dias, UA=unidades arbitrarias.

2. ESTUDIOS IN VITRO

La realizacién de los estudios desarrollados in vitro que a continuacion se describen, persigue
como objetivo esencial la caracterizacion de las acciones moleculares de los GC sobre los diferentes
tipos celulares que ejercen una contribucion activa en la funcién de barrera intestinal, de modo que
se pueda establecer una relacion de los mismos con las consecuencias de la administracién de
budesonida a animales sometidos a colitis inducida por la administracion de DSS. Aunque en la
seccién dedicada a los estudios in vivo se ha hecho uso tnicamente de la budesonida por razones
anteriormente aducidas, en la mayor parte de los experimentos que se describen en las siguientes
paginas se han ensayado paralelamente dexametasona, prednisolona e hidrocortisona, ademas de

la budesonida.

2.1. Estudios en células epiteliales intestinales

El tipo celular que probablemente presenta una implicacion mas relevante en la homeostasis
intestinal es el formado por las células epiteliales intestinales. Ademas de ser esenciales en la
conformacién de la barrera epitelial desde un punto de vista meramente fisico, su relevancia deriva
de su capacidad para actuar como interlocutores induciendo tolerancia antigénica en el didlogo
que se establece entre la microbiota intestinal y el sistema inmunitario gastrointestinal. Por esta
razon, en primer lugar nos centramos en las acciones de los GC a nivel molecular sobre las células

epiteliales intestinales.

2.1.1. Efecto de los glucocorticoides sobre la respuesta a PAMPs

En primer lugar, se analiz6 el efecto de los GC ensayados en una amplia curva de concentracion

(0.1 nM - 1 pM), sobre la respuesta de diferentes lineas celulares de epitelio intestinal (IEC4.1 e
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IEC18) ante una concentracién constante de LPS. Es importante destacar que dicha respuesta fue
monitorizada mediante la cuantificacion de la producciéon de CXCL1/KC/Gro y MCP1, dos
quimioquinas cuya produccidn por parte de las células epiteliales intestinales se ve incrementada
por diferentes estimulos inflamatorios. La presencia de LPS produjo un aumento de los niveles de
estas quimioquinas en el sobrenadante que result6 estadisticamente significativo, mientras que la
presencia de los GC redujo drasticamente dicho fendmeno. La conclusién que se puede extraer de
las figuras 70 A y B, es que la exposicion de las células IEC4.1 a los cuatro GC ensayados redujo la
estimulaciéon asociada al LPS de forma consistente. Sin embargo, la budesonida junto con la
dexametasona resultan ser bastante mas potentes que la prednisolona y la hidrocortisona, tal y
como se puede deducir de la concentracidon que necesitan para alcanzar la significancia estadistica.
Por ejemplo, mientras que la budesonida lo hace a 1 nM, la hidrocortisona necesita de una
concentracion de 1 uM para alcanzar un efecto comparable. Ademas, cabe resefiar que todos los

GC estudiados en estos experimentos muestran un efecto que se ajusta a un perfil claramente dosis

dependiente.
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Figura 70: Curva dosis respuesta de los diferentes GC sobre la repuesta de células IEC4.1 a LPS (1
pg/ml) (n=4 por condicién). (A) KC/CXCL1 (pg/ml); (B) MCP1 (pg/ml). Los resultados se expresan en
forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs LPS. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona,

Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.
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Un experimento totalmente analogo al anteriormente descrito para las células IEC4.1 se realizé
en la linea celular de rata IEC18. Tal y como queda evidenciado en los resultados mostrados en las
figuras 71 A y B, el perfil dosis dependiente del efecto de los GC aqui descrito queda confirmado.
Asimismo, vuelve a resultar evidente que la budesonida parece ser el mas potente de los cuatro en
lo que se refiere al menos a los efectos sobre este tipo celular, y la dexametasona ejerce un efecto
que en este caso resulta esencialmente similar al desarrollado por la prednisolona y la

hidrocortisona si se comparan concentraciones equivalentes.
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Figura 71: Curva dosis respuesta de los diferentes GC sobre la respuesta de células IEC18 a LPS (1
pg/ml) (n=4 por condicién). (A) Gro-a (pg/ml) (B) MCP1 (pg/ml). Los resultados se expresan en forma
de media + SEM. + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs LPS. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona,
Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.

A continuacion, decidimos realizar un estudio comparativo del efecto de los cuatro GC
ensayados sobre la respuesta de la linea celular IEC4.1 a LPS y PGN. En general, se aprecia un
efecto inhibidor muy consistente de la produccién de ambas citoquinas por parte de los GC que
alcanza la significancia estadistica para todas las concentraciones ensayadas, siendo ademads
evidente que la budesonida parece ser el mas potente incluso por encima de la dexametasona. De
esta forma, bdsicamente quedan confirmadas las conclusiones extraidas de los experimentos

representados por las figuras 70 y 71, incluyendo ademas al PGN como otro PAMP de interés en la
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modulacién ejercida por los GC sobre la inmunidad innata intestinal. No obstante, es interesante

destacar que la budesonida es el tnico GC para el que la concentraciéon de 10 uM es capaz de

generar mayor inhibicidon que la de 1 uM, lo que resulta atin mas llamativo teniendo en cuenta que

parece ser el GC mas potente si se tienen en cuenta los resultados a las concentraciones mas bajas

ensayadas.
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Figura 72: Efecto de los GC sobre la respuesta de células IEC4.1 a LPS y PGN ambos ensayados a 1
pg/ml. Representativo de dos experimentos independientes, (n=6 por condicién). (A) Modulacién
sobre la respuesta a LPS monitorizada por la produccién de KC/CXCL1 y MCP1 (pg/ml). (B)
Modulacién sobre la respuesta a PGN monitorizada por la produccién de KC/CXCL1 y MCP1 (pg/ml).
Los resultados se expresan en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs LPS o vs PGN.

Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.

Atendiendo a los resultados expuestos en bibliografia ya comentada en repetidas ocasiones

durante este texto, decidimos corroborar la modulacién ejercida por los GC sobre la expresiéon de

TLR2 y TLR4, cuya relevancia en la dinamica epitelial en la mucosa intestinal bajo la exposicion a

DSS ha sido comprobada durante los tultimos afios. Para ello se expusieron células IEC4.1

confluentes a diferentes GC durante cuatro dias, para posteriormente evaluar por PCR a tiempo
real la expresion de los receptores anteriormente citados. A pesar de que actualmente se encuentra
descrito en bibliografia un aumento de la expresion de TLR2 dependiente de GC, nosotros no

detectamos dicho fendmeno. Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales los GC

produjeron un consistente incremento de la expresion de TLR4, de un modo esencialmente

independiente del GC y la dosis considerada (Fig 73).
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Figura 73: Efecto de la exposicion durante cuatro dias a GC, sobre la expresion de TLRs en células
IEC4.1 (n=3 por condicion). Los resultados son expresados como incremento relativo al grupo Control
y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona,

Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona. Los numeros indicados en el eje x representan la

concentracion (uM) a la que se ensay6 el GC en cada caso.
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Con objeto de conocer si el aumento de la expresion de TLR4 inducido por los GC se traduce en
un incremento en la sensibilidad y/o respuesta a LPS por parte de las células epiteliales intestinales,
se realizé la siguiente aproximacion experimental. En este caso, monocapas confluentes de células
epiteliales intestinales IEC4.1 fueron expuestas durante cuatro dias a los GC usados en este trabajo
a una concentracién de 1 pM, para posteriormente estimularlas con LPS (1-1000 ng/ml) tras haber
retirado previamente los GC lavando las células profusamente con PBS. La respuesta a LPS
monitorizada en células IEC4.1 a través de su produccion de las quimioquinas KC/CXCL1 y MCP1,
se vié modulada positivamente por la exposicién a GC tal y como permitian inferir los resultados
anteriormente comentados, siendo dicho efecto algo mas notorio en el caso de la dexametasona y
prednisolona a pesar de que la modulacion sobre la expresion de TLR4 ejercida por los cuatro GC
ensayados es en general comparable. Ademas, merece la pena comentar que en general este efecto
no parece asociarse al uso del LPS dentro de un determinado rango de concentracién, dado que
aparecen grupos tratados con GC que ven incrementada su respuesta a dicho estimulo siendo este
ultimo usado desde 1 hasta 1000 ng/ml (Fig 74 Ay B).
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Figura 74: Modulacién de la sensibilidad y/o respuesta de las células IEC4.1 a LPS por parte de los GC
(n=3 por condicion). (A) KC/CXCL1 (pg/ml); (B) MCP1 (pg/ml). Los GC son ensayados a 1 uM y el LPS
a 1-10-100 y 1000 ng/ml. Los resultados se expresan en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control, *
p<0.05 vs LPS. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.
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2.1.2. Efecto de los glucocorticoides sobre la restitucion epitelial

Mediante el denominado “ensayo de curacion de herida epitelial”, se evalu6 in vitro el efecto de
los GC sobre la capacidad de las células epiteliales intestinales para regenerar una monocapa
dafiada mediante un procedimiento fisico (ver apartado correspondiente en material y métodos).
Es interesante destacar que este experimento refleja aunque de un modo parcial, la situacion de
hiperplasia reactiva que se plantea en el epitelio de la mucosa intestinal cuando es sometido a una
agresion continuada por parte del DSS (DSS1, DSS2, DSS3 y DSS-PGF, por ejemplo). En primer
lugar, se estudid el efecto de los GC sobre la reepitelizacion producida por las células epiteliales
intestinales IEC4.1 en ausencia de estimulo proliferativo adicional. La exposicién de las células a
GC antes y durante el proceso de curacion de la herida, produjo una ralentizacion estadisticamente
significativa de la misma para todos los GC y condiciones ensayadas. No obstante, la

dexametasona mostrd una potencia superior si se la compara con el resto de GC estudiados (Fig
75).
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Figura 75: Efecto de los GC sobre la restitucién de células IEC4.1 ensayada in vitro bajo condiciones
basales (ausencia de estimulo proliferativo) (n=20 por condicién). Los resultados son expresados de
forma relativa al area de curacion obtenida por el grupo Control y como media + SEM. + p<0.05 vs
Control. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.
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Figura 76: Efecto de los GC sobre la restitucion de células IEC4.1 ensayada in vitro bajo condiciones de
estimulacién con (B) IL22 (100 ng/ml), (C) IL27 (50 ng/ml) y (D) KGF (50 ng/ml) (n=20 por condicién).
En el apartado (A), se presentan imagenes representativas de la curacién epitelial en los grupos
experimentales indicados. Los resultados son expresados de forma relativa al area de curacién

obtenida por el grupo Control y como media + SEM. *p<0.05 vs grupo estimulado. Bude=budesonida,
Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.

Ademas, se evalud la influencia de la presencia de diferentes concentraciones de GC sobre la
restitucion epitelial de células IEC4.1 estando expuestas a IL22, IL27 o KGF. Como era esperable, la
presencia de cualquiera de las proteinas con funcidon inductora de la proliferacién celular antes
citadas, produjo un incremento de la velocidad de curacion de la herida practicada sobre las
monocapas celulares, aunque este efecto solo alcanzé la significancia estadistica en el caso de la
IL22 y la IL27. Por su parte, la adiciéon de GC antes de la realizacion de la herida y durante el

tiempo de curacidn, resultd en una reducciéon del 4rea curada que alcanzd la significancia
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estadistica en todas las condiciones ensayadas excepto para la hidrocortisona 0.1 uM cuando la
estimulacidn se realizé con IL27 o KGF. Asimismo, resulta interesante destacar que la budesonida
y la dexametasona mostraron un claro perfil dosis dependiente en su efecto inhibidor de la
restitucion epitelial, especialmente cuando esta fue ensayada estando la IL22 o la IL27 presentes

(Fig 76 B-D).

2.1.3. Efecto de los glucocorticoides sobre la cascada de sefalizacion
Wnt/pB-Catenina

La interpretacion conjunta de los resultados in vivo anteriormente expuestos y los descritos in
vitro arriba, nos invitaron a pensar que ademas del efecto inhibidor de la produccion y el efecto
sobre las células epiteliales intestinales de citoquinas citoprotectoras como IL22 e IL27, ademas del
KGF, debia haber otros mecanismos reguladores de la proliferacion, migracion y diferenciacién

celular afectados por los GC en este tipo celular.
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Figura 77: Efecto directo de los GC (1 uM) sobre la estimulaciéon por RSPO1 (100 ng/ml) del receptor
LRP6 (relacion p-LRP6/LRP6) en IEC4.1, (n=4 por condicién). Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control NS *p<0.05 vs Control RSPO1. NS=no
estimulado, Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona,

UA=unidades arbitrarias.

Teniendo en cuenta que existe mucha bibliografia acerca de la relevancia de la cascada de
sefializacion de la B- Catenina en la homeostasis del epitelio de la mucosa intestinal [844], asi como
sobre la regulacion negativa ejercida por los GC sobre la misma en osteoblastos de tejido 6seo
[845], decidimos testar el efecto directo de los GC sobre el funcionamiento de este sistema proteico
de transduccién de sefial en las células IEC4.1. Como se describe en la seccion de material y
métodos, tras una pre-exposiciéon a GC las células recibieron RSPOL1 y se incubaron durante 24
horas manteniendo los GC. En estas células se analizo el grado de fosforilacion de la proteina LRP6
mediante Western Blot, el cual indica su grado de estimulacion por parte del agonista RSPOL.
Como se puede observar en la figura 77, el RSPO1 activo la cascada de sefalizacion en cuestion de
un modo dependiente del receptor LRP6 evidenciado por el aumento de la relacion p-LRP6/LRP6.
Asimismo, se observa claramente que la presencia de los diferentes GC en el medio de cultivo

durante la estimulacién con RSPO1 no redujo significativamente en ningtn caso la activacion
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receptorial, por lo que parece evidente que los GC directamente no ejercen ningun efecto relevante

sobre la cascada de sefalizacion Wnt/B-Catenina estimulada por RSPOL1.

A pesar del resultado desalentador de los experimentos realizados considerando la presencia
directa del GC en el medio de cultivo, en este punto del desarrollo experimental de esta tesis
doctoral, ya contdbamos con algunas evidencias preliminares in vitro no mostradas en este texto, y
otras in vivo ya descritas, que apuntaban hacia un aumento de la expresion de DKKI1 en las células
epiteliales intestinales al ser expuestas a GC. Teniendo en cuenta que esta proteina actila como
antagonista soluble de los receptores de sefiales Wnt tipo LRP, encontramos pertinente evaluar la
influencia indirecta de los GC sobre esta cascada de sefalizacion mediante el procedimiento
descrito detalladamente en la seccién de material y métodos. Mediante dicho protocolo, obtuvimos
medio condicionado por células IEC4.1 expuestas o no previamente a GC, siendo posteriormente
usado dicho medio carente de GC como variable moduladora de la respuesta de células IEC4.1 a
RSPO1 como estimulo. Los resultados expuestos en las figuras 78 A-D, reflejan que la exposicion
de las células epiteliales intestinales a los GC hacen que estas condicionen el medio con mediadores
solubles que posteriormente reducen la respuesta a RSPO1. Este efecto queda evidenciado por una
consistente reduccion del incremento en la relacion p-LRP6/LRP6, p-Akt/Akt y p-GSK3B/GSK3p
inducido por la adicién de RSPO1 que en general parece mas intenso en el caso de la budesonida y
la prednisolona. De forma coherente con lo anterior, se observa un aumento de la relaciéon p-B-
Catenina/B-Catenina que curiosamente alcanza la significancia estadistica solo en el caso de la

dexametasona y la prednisolona (Fig. 78 A-D).

En definitiva, estos resultados demuestran que la exposicién de las células IEC4.1 a GC,
especialmente budesonida y prednisolona, hace que estas liberen mediadores solubles que
interfieren de un modo inhibitorio sobre la cascada de sefalizaciéon aqui estudiada, teniendo en
este caso una contribucidn relevante la inhibicién de la respuesta a nivel receptorial, a diferencia de
los resultados recogidos en la figura 77 (Fig 78 A). Estos datos sugieren que al menos parte del
efecto descrito esta asociado a algtin mediador soluble que interfiere con el receptor LRP6, lo que
resulta coherente con las sospechas previas sobre DKK1. Por tanto, el medio condicionado Control,
asi como los condicionados tras exposicion a los diferentes GC fueron sometidos a la cuantificacion
de DKK1 por ELISA, pero desafortunadamente no se pudo detectar la presencia de dicho
mediador en ninguno de los medios citados a pesar de usar el kit comercial mas sensible
disponible en el mercado capaz de detectar desde 13.4 pg/ml. Este hecho no implica
necesariamente que DKK1 no ejerza ninguna contribucién en este fenomeno (probablemente junto
con otros mediadores por determinar), pero al mismo tiempo esta es una hipdtesis que siendo

realmente plausible, no hemos podido confirmar hasta la fecha.
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Figura 78: Efecto indirecto de los GC (1 uM) sobre la sefializaciéon Wnt/B-Catenina estimulada por
RSPO1 (100 ng/ml) en IEC4.1. (n=4 por condicién) (A) Relacién p-LRP6/LRP6; (B) relacion p-Akt/Akt;
(C) relaciéon p-GSK3B/GSK3p; (D) relacion p-p-Catenina/B-Catenina. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control NS *p<0.05 vs Control RSPO1.
NS=no estimulado Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona,

UA=unidades arbitrarias.

2.1.4. Efecto de los glucocorticoides sobre la resistencia de las células
epiteliales intestinales a la invasion bacteriana

Haciendo uso de un método parcialmente desarrollado en nuestro laboratorio, se evalud el
efecto de los GC sobre la resistencia de las células epiteliales intestinales a la invasién por parte de
un tipo bacteriano con fenotipo enteroinvasivo (E. coli LF82). Este tipo de experimentos se
realizaron paralelamente en células IEC4.1 e IEC18 por ser la mas manejables en la practica en este
procedimiento. Ademas, los resultados mostrados reflejan la influencia de los GC cuando las
células fueron expuestas a ellos durante 24 o 48 horas, previamente a entrar en contacto las

bacterias.

En el caso de las IEC4.1, mientras que la adicién de GC durante 24 horas previamente al
contacto con las bacterias no gener6 efecto alguno, cuando esto se hizo durante 48 horas,
curiosamente la budesonida de forma exclusiva y dosis dependiente produjo un incremento en la
invasion epitelial por parte de las bacterias que resultd estadisticamente significativa para las tres
dosis ensayadas (Fig 79 A y B). Sorprendentemente, los resultados obtenidos con las células IEC18
ensayadas manteniendo escrupulosamente las mismas condiciones experimentales que con la linea
celular anteriormente citada, fueron sustancialmente diferentes. En este caso, la administracion de
los GC produjo un notable incremento de la invasion bacteriana que se manifestd por igual tras 24
0 48 horas de exposicion a GC, y que fue esencialmente comparable en términos cuantitativos
independientemente del GC o la dosis ensayada (Fig 80 A y B). La razén que subyace en la
interesante especificidad de la budesonida en el efecto favorecedor de la invasién por parte de la
cepa LF82 de E. coli sobre las células IEC4.1 no ha sido dilucidada hasta la fecha, pero resulta sin

duda estimulante de cara a futuros estudios complementarios en ese sentido.
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Figura 79: Efecto de los GC sobre la resistencia de las células IEC4.1 a la invasién bacteriana E. coli
LE82 (n=10 por condicién). (A) Células expuestas a GC (1, 5 y 10 uM) durante 24 horas; (B) células
expuestas a GC (1, 5 y 10 uM) durante 48 horas. Los resultados se expresan de forma relativa a la
invasion de LF82 en el grupo Control y como media + SEM. + p<0.05 vs Control LF82.
Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona, Kl2=cepa no

enteroinvasiva, LF82=cepa enteroinvasiva.
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Figura 80: Efecto de los GC sobre la resistencia de las células IEC18 a la invasion bacteriana E. coli LF82
(n=10 por condicién). (A) Células expuestas a GC (1, 5 y 10 uM) durante 24 horas; (B) células expuestas
a GC (1, 5 y 10 uM) durante 48 horas. Los resultados se expresan de forma relativa a la invasion de
LE82 en el grupo Control y como media + SEM. + p<0.05 vs Control LF82. Bude=budesonida,
Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona, Kl2=cepa no enteroinvasiva,

LF82=cepa enteroinvasiva.

2.1.5. Efecto de los glucocorticoides sobre la funcion de barrera epitelial
ensayada in vitro

Con la intencién de aportar informaciéon adicional que arroje mas luz sobre el papel de los GC
en la funcién de barrera intestinal y concretamente sobre la permeabilidad intestinal de tipo
paracelular mas alla de los resultados in vivo anteriormente expuestos, se decidi6 estudiar in vitro la
permeabilidad a FITC-dextrano (4 Kda) en células IEC4.1, IEC18 y CACO-2. Las células fueron
sembradas en insertos de policarbonato (Transwell®) hasta confluencia en el caso de las células
IEC4.1 e IEC18, mientras que en el caso de las CACO-2 se realizé del mismo modo y permitiendo la
maduracién de las mismas mediante su cultivo en condiciones de sobreconfluencia durante dos
semanas. Llegado este punto se sigui6 el protocolo que aparece descrito detalladamente en la
seccion de material y métodos. Como se puede observar en la figura 81 A, la exposicion de las
células IEC4.1 a budesonida o dexametasona de forma previa a la adicion apical del fluoréforo, se
tradujo en una reduccién de la presencia de este Gltimo en el compartimento basolateral. Esta
mejora de la funcion de barrera asociada a los GC, en este caso puede justificarse por un aumento
del grado de maduracion de este tipo celular que se caracteriza por un fenotipo inmaduro [846].
Ademas, cabe destacar que dicho efecto parece algo mas destacable en el caso de la budesonida.
Asimismo, los resultados obtenidos haciendo uso de las células IEC18 mostraron una tendencia
muy similar, siendo en este caso testados también prednisolona e hidrocortisona y en todo caso a 1
uM (Fig. 81 B). Es destacable que en este caso concreto la dexametasona es sin duda el mas potente.
En el caso de las células CACO-2, teniendo en cuenta su naturaleza humana y su conocida
capacidad para diferenciarse adquiriendo caracteristicas propias de células epiteliales intestinales
diferenciadas (mi grupo de investigacion tiene amplia experiencia en este campo), decidimos
evaluar de forma paralela el efecto de la budesonida y dexametasona sobre la permeabilidad
paracelular incluyendo la variable de la diferenciacion celular. Comparando el efecto de los GC
antes citados al ser aplicados sobre estas células, soprendentemente se observa que al contrario de
lo sucedido en las dos lineas celulares de naturaleza murina ya comentadas, la exposicién a GC

genera un aumento de la permeabilidad paracelular. Ademas, si se comparan los resultados en
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estado no diferenciado (Fig. 82 A) y diferenciado (Fig. 82 B), se puede observar que aunque en
ambas condiciones la tendencia es similar, el efecto es bastante mas consistente en el segundo caso
y que la budesonida es claramente el GC mas potente de los dos testados. El hecho de que la
diferenciacidn celular sensibilice a estas células a este efecto no es sorprendente, dado que es bien
conocido que una de las caracteristicas inherentes a la diferenciacion de esta linea celular es un

incremento de la expresion del GR.

110+
A

100+
90
80
70
60
50
40+
30
20
10+

Permeabilidad relativa
vs Control

Control Bude 1 Bude 10 Dexal Dexa 10

110+
B 100+

90+
80
70
60
50
40
30
20
10

Permeabilidad relativa
vs Control

Control Bude Dexa Pred Hidro

Figura 81: Ensayo de permeabilidad in vitro a FITC-dextrano (4 KDa) en células epiteliales intestinales
de origen murino. Los GC fueron ensayados a 1 y 10 uM en el caso de las células IEC4.1 y tinicamente
a 1l pM en las células IEC18 tal y como se indica donde corresponde (n=6 por condicién). (A)
Permeabilidad relativa a FITC-dextrano en células IEC4.1; (B) permeabilidad relativa a FITC-dextrano
en células IEC18. Los resultados son expresados de forma relativa a la sefial de fluorescencia obtenida
en el compartimento basolateral del grupo Control y se presentan como media + SEM + p<0.05 vs

Control. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona, Pred=prednisolona, Hidro=hidrocortisona.
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Figura 82: Ensayo de permeabilidad in vitro a FITC-dextrano (4 KDa) en células epiteliales intestinales
de origen humano CACO-2. Los GC fueron ensayados a 1 y 10 uM tal y como se indica donde
corresponde. (A) Permeabilidad relativa a FITC-dextrano en células CACO-2 no diferenciadas (n=9,
representativo de tres experimentos independientes; (B) permeabilidad relativa a FITC-dextrano en
células CACO-2 parcialmente diferenciadas (n=3). Los resultados son expresados de forma relativa a la
sefal de fluorescencia obtenida en el compartimento basolateral del grupo Control y se presentan

como media + SEM + p<0.05 vs Control. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona.

2.2. Estudios en células presentadoras de antigenos y células T CD4

Uno de los componentes que justifican, al menos parcialmente, el impacto negativo de la
administracion de budesonida en el modelo de colitis aguda inducida por DSS, es la inhibicion de
la produccién de citoquinas inflamatorias y al mismo tiempo citoprotectoras en su sefializacion
sobre las células epiteliales intestinales. Entre ellas destacan IL22 e IL27, cuyo efecto sobre su tipo
celular diana se encuentra asimismo significativamente reducido por la presencia de budesonida y
otros GC independientemente de su concentracion tal y como se demuestra en el ensayo de
curacion de herida epitelial anteriormente descrito. Por tanto, decidimos evaluar el efecto de
diferentes GC sobre la produccion principalmente de estas citoquinas, asi como de otras de tipo
inflamatorio, por parte de algunos de los tipos celulares reconocidos como fuente de las mismas

destacando las células dendriticas y las células T CD4 bajo diferentes condiciones de estimulacién.

En primer lugar, estudiamos el efecto de la budesonida y dexametasona sobre la produccion de
IL22 e IL27 por parte de una poblacion purificada (> 90%) de células dendriticas procedentes del
bazo de ratones sanos, sometidas a estimulacion con IL23. Desafortunadamente, no obtuvimos una
produccién de IL27 cuantificable mediante ELISA, pero en el caso de la IL22 se obtuvo un marcado
incremento de la misma como consecuencia de la estimulaciéon antes descrita, el cual fue
totalmente inhibido por la presencia de los dos GC ensayados independientemente de la
concentracion ensayada (0.1 — 10 uM) (Fig. 83). Paralelamente a dicho estudio, se analiz6 el mismo
fenémeno pero haciendo uso de otra de las fuentes reconocidas de IL22 e IL27 como son los
macrofagos, los cuales obtuvimos y purificamos del bazo de animales sanos siguiendo un
protocolo similar al aplicado en el caso de las células dendriticas. Lamentablemente, no
conseguimos obtener concentraciones mensurables de ninguna de ellas tras la realizacion del

cultivo pertinente.
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Figura 83: Efecto de los GC sobre la producciéon de IL22 por parte de células dendriticas bajo estimulacién con
IL23 (100 ng/ml) (n=6, por condicién). La IL22 fue detectada mediante ELISA y los GC ensayados a 0.1, 1y 10
uM . Los resultados son expresados en pg/ml y en forma de media + SEM. + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs

IL.23. B=budesonida, D=dexametasona.

Con objeto de definir mejor este fenémeno, decidimos estudiar la modulacion ejercida por los
GC sobre la respuesta de células dendriticas derivadas de médula ésea (BMDCs) a LPS o PGN.
Como queda patente en las figuras 84 A y B, la adicion de LPS al cultivo produjo un marcado
incremento de la producciéon de IL6, TNFo e IL27. En el caso de las dos primeras, el efecto
inhibitorio de los GC resultd significativo para la budesonida y dexametasona en todas las
condiciones ensayadas, mientras que en el caso de la IL27 inicamente ocurrié lo propio cuando el
GC empleado en el cultivo fue la budesonida. Ademas, se realizé un estudio exactamente igual
pero utilizando como estimulo el PGN, cuyos resultados quedan reflejados en la figura 84 B. En
este caso no pudimos detectar sefial para la IL27, pero el perfil mostrado por las graficas referidas a
la IL6 y TNFa reflejan una intensa inhibicion de la estimulacion del PGN por parte de budesonida

y dexametasona.
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Figura 84: Efecto de los GC (1 y 10 uM) sobre la produccién de IL6, TNFa e IL27 por parte de BMDCs.
(A) Estimulacion con LPS (1 pg/ml), (B) estimulacién con PGN (1 ug/ml). Los resultados son
expresados de forma relativa al valor obtenido para el grupo Control y como media + SEM (n=6 por
condicién). + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs LPS o PGN. B=budesonida, D=dexametasona. Los valores

de concentracién de citoquina del grupo control expresados en pg/ml en cada caso son los siguientes;
IL6 (45.5), TNFa (76.7), IL27 (1.59). Bude=budesonida, Dexa=dexametasona.
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Figura 85: Efecto de los GC (0.1 y 1 uM) sobre la produccién de IL22 por parte de células T CD4. La
IL22 fue detectada mediante ELISA. Los resultados son expresados en pg/ml y en forma de media *
SEM (n=6 por condicién). + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs IL23. B=budesonida, D=dexametasona.

Otra de las fuentes de IL22 e IL27 mas estudiadas y citadas por la bibliografia es la compuesta
por las células T CD4. Por esa razon, decidimos purificar este subtipo celular linfocitario y
someterlo a estimulaciéon con IL23 bajo la modulacion ejercida por la budesonida y la
dexametasona. Los resultados presentados en la figura 85 hacen referencia tinicamente a la
produccién de IL22, debido a que no obtuvimos una sefal suficientemente consistente para IL27
como para obtener conclusiones fiables. Como se puede comprobar en dicha figura, la estimulacién
con IL23 aumentd drasticamente la produccién de IL22 por parte de este tipo celular, fendmeno
que fue totalmente inhibido por la inclusién en el cultivo de los GC a cualquiera de las
concentraciones ensayadas.
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Figura 86: Efecto de los GC (1 y 10 uM) sobre la respuesta a LPS (1 pg/ml) de esplenocitos procedentes
de animales sanos y expuestos a DSS. (A) IL6 (pg/ml); (B) TNFa (pg/ml). Los resultados son
expresados en pg/ml y en forma de media + SEM (n=6 por condicién). + p<0.05 vs Control, * p<0.05 vs

LPS. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona.

Una vez puesto de manifiesto detalladamente el efecto de los GC sobre la produccion de las
citoquinas citoprotectoras sobre el epitelio intestinal por parte de sus fuentes mas relevantes
descritas en bibliografia, con la intencién de aproximarnos in vitro a la situacidon acontecida in vivo
en los experimentos DSS1 y DSS2, decidimos determinar mediante la monitorizacién de la
produccién de IL6 y TNFa el efecto antiinflamatorio general de los GC sobre una poblacién celular
heterogénea obtenida del bazo de animales sanos o que recibieron DSS durante 5 dias. Los
esplenocitos obtenidos de estos animales fueron procesados y sometidos a estimulacion in vitro con
LPS, PGN o CpGDNA. Los resultados recogidos en las figuras 86, 87 y 88, reflejan un incremento
de la produccién de las dos citoquinas antes citadas ante los diferentes estimulos empleados, que
tal y como se esperaba fue claramente superior en las células procedentes de aquellos animales que
recibieron DSS. La presencia de budesonida o dexametasona en el cultivo produjo una reducciéon
drastica de la produccion de IL6 y TNFo, la cual resultd estadisticamente significativa ante todas
las condiciones de estimulacién y todas las concentraciones de GC ensayadas. Todo este conjunto
de resultados in vitro sirve como confirmacion del efecto antiinflamatorio de los GC sobre los
diferentes tipo celulares inmunocompetentes ensayados, quedando especialmente puesto de
manifiesto la inhibicién ejercida sobre la produccion de IL22 e IL27 cuya relevancia en la
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conduccién del proceso de restitucion del epitelio intestinal tras la agresion ejercida por el DSS ha

sido profundamente descrita en los tiltimos afos.
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Figura 87: Efecto de los GC (1 y 10 uM) sobre la respuesta a PGN (1 ug/ml) de esplenocitos
procedentes de animales sanos y expuestos a DSS. (A) IL6 (pg/ml); (B) TNFa (pg/ml). Los resultados
son expresados en pg/mly en forma de media + SEM (n=6 por condicién). + p<0.05 vs Control, * p<0.05

vs LPS. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona.
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Figura 88: Efecto de los GC (1 y 10 uM) sobre la respuesta a CpGDNA (1 uM) de esplenocitos
procedentes de animales sanos y expuestos a DSS. (A) IL6 (pg/ml); (B) TNFa (pg/ml). Los resultados

son expresados en pg/ml y en forma de media + SEM (n=6 por condicién). + p<0.05 vs Control, * p<0.05
VS LPS. Bude=budesonida, Dexa=dexametasona
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DISCUSION

La presente tesis doctoral se enmarca en el contexto de un proyecto de investigacion financiado
por el MINECO, titulado “Importancia fisiopatoldgica de la mucosa intestinal como interfase
transporte ionico-respuesta inmunolégica. Modulacion por agentes farmacoldgicos” (SAF-2011
22922), cuyo planteamiento experimental incluye varias lineas de investigaciéon orientadas a
dilucidar el papel que desempefian diferentes transportadores iénicos y agentes farmacoldgicos en
la homeostasis de la mucosa intestinal en condiciones basales y en inflamacién. Una de dichas
lineas esta centrada en el estudio de los efectos de los GC sobre la homeostasis de la mucosa
intestinal, y su relaciéon con el impacto negativo de su administracion a animales con colitis
experimental. Son precisamente estos resultados los que conforman en esencia el cuerpo

fundamental de las resultados mostrados en esta tesis doctoral.

Nuestro grupo de investigacién cuenta con una dilatada experiencia en la realizacién de
estudios preclinicos en el campo de la inflamacion intestinal. Como es bien sabido, los modelos
preclinicos de EII reproducen solo parcialmente el fenotipo de la inflamacion que se desarrolla en
humanos, pero indudablemente una de las caracteristicas que se espera de estos modelos es que
respondan adecuadamente a la medicacidon que se aplica en el manejo clinico de los pacientes. Por
tanto, clasicamente hemos usado como control positivo de eficacia antiinflamatoria en muchos de
nuestros ensayos farmacos como la sulfasalazina, el 5-ASA o GC (prednisolona, budesonida). A lo
largo de los afios hemos observado que, ante la aplicaciéon de GC (principalmente budesonida),
obteniamos la esperada atenuacion de la respuesta inflamatoria, pero también un deterioro
significativo y consistente del estado general de los animales. Asi, se observaba pérdida de peso,
agudizamiento de la anorexia asociada a la inflamacion intestinal y aumento de la mortalidad. En
un principio, pensamos que este sorprendente comportamiento debia estar asociado a
caracteristicas especificas del modelo utilizado, tipicamente el de colitis inducida por TNBS en rata,
o bien a defectos en el protocolo de aplicacion relacionados con la dosis utilizada o el momento de
administracion del farmaco dentro de la evolucion del proceso colitico. En estos experimentos,
realizados siempre en rata, la budesonida fue administrada a dosis de 1 y 2 mg/kg/dia, que
provienen de la adaptacion de la clasicamente usada en humanos (9 mg/dia) con base en el criterio
de la superficie corporal. No obstante, es importante resefiar que, dado que la budesonida ejerce un
efecto local, este criterio podria no ser el mas adecuado a la hora de realizar la estimacion de la
dosis a utilizar para este GC en concreto (ver mas adelante). Tal y como refleja un articulo
publicado por el grupo de investigacién al que pertenezco en el afio 2012, en el que participé
activamente, la administracion de budesonida a una dosis de 1 mg/kg/dia a ratas sometidas a
colitis aguda inducida por TNBS produjo un incremento notable de la translocacion bacteriana a
higado a pesar de resultar extraordinariamente eficaz desde el punto de vista antiinflamatorio en el
tejido coldnico [847]. Este resultado, aunque de caracter hasta cierto punto preliminar, sugeria que
los efectos de la budesonida a nivel intestinal debian generar un defecto en la funcién de barrera a
nivel fisico-inmunoldgico, que en ultimo término podia dar lugar a efectos nocivos en el animal

tratado.

Los efectos perjudiciales de los GC en la colitis experimental han sido constatados por distintos
grupos de investigacion en los atimos 15 anos utilizando budesonida o dexametasona, aplicando
estos GC en el modelo de colitis aguda inducida por DSS en raton. Asi, en el afio 2000 Ziljstra et al.
publicaron un ensayo en el que describieron que la administracion de dexametasona a una dosis de

60 ug/raton/dia (3 mg/kg/dia), equivalente a 2,1 mg/kg/dia en rata, 5 dias antes y durante la adicién
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de DSS al agua de bebida, lejos de mejorar la evolucién del modelo de colitis experimental produjo
un agravamiento significativo del mismo. Este efecto se caracterizé por un incremento sustancial
de la pérdida de peso e incluso, sorprendentemente, una elevaciéon de algunos parametros
macroscopicos e histoldgicos coldnicos asociados al proceso inflamatorio. No se realizé un analisis
en profundidad de este efecto [838]. Por otro lado, en el afio 2013 Sann et al. publicaron un estudio
en el que compararon sistematicamente la eficacia de diferentes agentes farmacolégicos en relacion
con la evolucién de la colitis aguda inducida por DSS. Entre los farmacos ensayados se incluyeron
diferentes agentes clasicamente utilizados en el manejo clinico de la EII, destacando la budesonida,
que fue administrada a una dosis de 0,5 mg/kg/dia (aproximadamente 30 pg/ratén/dia) desde el
dia del comienzo de la induccién de la colitis hasta la conclusion del experimento. En consonancia
con los resultados anteriormente descritos para la dexametasona, la budesonida produjo un
agravamiento de la colitis caracterizado por un incremento en la pérdida de peso y un deterioro
del estado general de los animales que resulto significativo desde el segundo dia de administracion
del GC, asi como por una elevacién de las proteinas de fase aguda en plasma. Este fenémeno se vio
acompafiado de una importante mejora del estado inflamatorio del animal a nivel intestinal,
evidenciada por un consistente descenso de la actividad MPO coldnica y del peso del bazo [837].
Aunque este ultimo trabajo es probablemente el mas completo de los publicados a dia de hoy
acerca del efecto de los GC sobre la colitis aguda inducida por DSS, existen otros articulos cuyas
conclusiones son muy similares, poniendo de manifiesto resultados variables pero
fundamentalmente negativos derivados de la aplicaciéon de diferentes GC en este modelo
experimental de colitis [834-836, 848]. En otro estudio en el que se utiliz6 budesonida como
farmaco de referencia y en el que no se mencionan efectos nocivos del GC no se incluyeron datos
relativos a la evolucién del peso de los ratones o al indice de actividad de la enfermedad,
limitandose a informar acerca de la actividad antiinflamatoria sobre el tejido intestinal, la cual
como hemos visto aparece de forma incontrovertible [849]. Por otra parte, existen multiples
estudios en los que la dexametasona o la budesonida han sido usadas como control de eficacia
antiinflamatoria administrandolas via intrarrectal a ratas sometidas a colitis aguda inducida por
TNBS. En este sentido, tal y como se ha comentado en referencia al articulo anterior, inicamente se
hace referencia al efecto antiinflamatorio intestinal y no se aporta informacién sobre el estado
general de los animales o la evolucién del peso corporal [850, 851]. Analogamente, en un estudio
sobre el efecto protector del glucagon-like peptide-2 (GLP-2) en la colitis aguda inducida por DSS, el
cual se asocia a una mejora en la funciéon de barrera derivada de un efecto favorecedor de la
proliferacion y restitucion epiteliales [852, 853], la administracion de metilprednisolona hizo

desaparecer completamente dicho efecto [854].

En contraposicidn a los resultados descritos en referencia a la colitis aguda inducida por DSS, se
ha descrito que cuando los GC son aplicados en la variante crénica de este modelo experimental el
efecto es muy diferente, mostrando un impacto positivo aunque sutil sobre su evolucién, que en
todo caso no curs6 con ninguno de los efectos sistémicos negativos recogidos en esta tesis doctoral
[855]. Por otra parte, es interesante considerar que la delecion genética de CRH que
secundariamente disminuye la corticosterona en plasma hasta niveles indetectables, hace que los
ratones sean mucho mas sensibles a la colitis aguda inducida por DSS (ver mas adelante) [848]. La
tendencia general en el conjunto de los articulos que de un modo mas o menos tangencial
describen el efecto nocivo de los GC sobre la colitis aguda inducida por DSS es no conceder

demasiada importancia a los efectos perjudiciales, a pesar de tratarse de un fendmeno consistente,
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limitandose los autores en todos los casos a especular superficialmente sobre las posibles causas de
dicho comportamiento en principio sorprendente. Una frase bastante ilustrativa recogida de forma
literal de la discusidn realizada por Sann et al. dice: “Variable mainly negative results of corticosteroids
in the DSS-colitis mouse model have been published, which may be explained by the adverse events and the

limited therapeutic window in mice” [837].

Partiendo de esta base, iniciamos nuestros estudios con un experimento dirigido a la
caracterizacion de la relacion dosis-respuesta en el modelo de colitis aguda por DSS en ratones,
con especial interés en los efectos tanto sobre la inflamacion intestinal como sobre parametros
relacionados con el efecto sobre el animal en un sentido global. En esta primera aproximacion
experimental in vivo (experimento DSS1) se ensayéd un amplio rango de dosis del GC,
concretamente 5 dosis que comprenden desde 1 hasta 60 pg/ratén/dia. Dicho intervalo de dosis se
seleccion6 teniendo como referencia la dosis terapéutica que se usa en clinica (9 mg/dia). Ajustando
en funcién de la superficie corporal, se obtiene una dosis terapéutica tedrica de unos 23
ug/ratéon/dia (1,15 mg/kg/dia). Por tanto, las dosis seleccionadas cubren un intervalo amplio a
ambos lados de la dosis que podria considerarse idénea a priori. Los resultados obtenidos en este
experimento reflejan nitidamente el impacto negativo de la administracion del GC, que fue dosis-
dependiente, ya que la pérdida de peso y el aspecto enfermizo de los animales aumento con la
dosis administrada. Es interesante destacar el incremento en el indice de actividad de la
enfermedad, que alcanz6 dimensiones espectaculares en el caso de las dosis mas elevadas de
budesonida y que nos obligd a modificar el protocolo experimental, por razones tanto éticas como
puramente practicas (es decir, para evitar la previsible muerte prematura de la mayor parte de los
ratones tratados con las dosis de 6, 12 y 60 pg/ratén/dia). Asi, los animales que recibieron la dosis
de 60 ug fueron sacrificados tras 6 dias de induccién de inflamacién (dos dias antes de lo previsto),
mientras que los grupos con dosis de 6 y 12 pg/ratén/dia fueron sacrificados el dia 7, y tinicamente
los que recibieron las dosis de 1 y 3 ug/raton/dia pudieron ser sacrificados al mismo tiempo que el
grupo colitico no tratado en el dia previsto inicialmente, en este caso el dia 8. En contraste con este
efecto nocivo global, y en consonancia con lo manifestado en la bibliografia descrita y con el perfil
de eficacia clinica de la budesonida, el GC tuvo un efecto antiinflamatorio colénico considerable,
manifestado por el descenso consistente y dosis dependiente de diversos parametros inflamatorios,
que resultdé notable incluso con la menor dosis ensayada. Entre estos parametros destacan la
actividad MPO colénica, la relacién peso/longitud del colon, la fibrosis macroscdpica, la valoracion
histoldgica y algunos marcadores clasicos evaluados por PCR a tiempo real, que no han sido
recogidos en los resultados por ser de cardcter preliminar. A pesar de ello, se puso de manifiesto
un incremento en el sangrado rectal en los grupos que recibieron dosis elevadas de budesonida. De
hecho, la determinacién de sangre oculta en heces mostr6 una respuesta bifasica, de forma que las
dosis de 1 y 3 pg/raton/dia produjeron un descenso, mientras que desde la dosis de 6 pg/raton/dia
en adelante se registr6 un aumento progresivo. Los ratones tratados con budesonida a 60
ug/raton/dia, presentaron sangrado rectal patente con sangre fresca visible acompafiando a las
heces del animal. En consonancia con lo anterior, se produjo un marcado descenso de los
eritrocitos y hemoglobina en sangre, asi como del hematocrito en los ratones tratados con la dosis

superior (60 pg/raton/dia).

Los resultados de este experimento confirmaron nuestras observaciones iniciales y las de otros

autores, y ademds nos permitieron establecer que no existe una separacion clara entre los efectos
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beneficiosos (limitacién de la inflamacién intestinal) y perjudiciales (deterioro del estado global de
los animales). De hecho, ambos efectos parecen ser dosis dependientes, y tinicamente las dosis de 1
y 3 pg/ratén/dia, que son 7-23 veces inferiores a la dosis considerada equivalente a la eficaz en el
ambito clinico ajustada en funcién de la superficie corporal, se asocian a una aparicién moderada
de los efectos nocivos, aunque por otra parte tampoco son tan eficaces como las dosis superiores en
cuanto al control de la colitis. Esta tltima consideracion se ve sustentada por la ausencia de efecto
antiinflamatorio en la expresion coldnica de IL22, o la produccién de IL22, IL27 y GMCSF por parte
de explantes del mismo tejido. Ademads, es interesante constatar que si se ajusta la dosis de
budesonida en funciéon del tamano relativo (peso) del colon, la dosis de 9 mg/dia corresponde
aproximadamente a 2-3 ug/dia en el raton. Esta aproximacion podria ser mas valida que la basada

en tamarfio corporal, dado que el efecto de la budesonida es netamente local.

En cualquier caso, la asociacion que se observa entre los efectos beneficiosos y perjudiciales
sugiere que los mecanismos responsables pueden ser en gran medida coincidentes o, si se prefiere,
indisociables. El seguimiento diario de los animales mostré un debilitamiento progresivo,
acompafado en los casos mas pronunciados de pérdida de sangre, lo que, en vista del efecto
antiinflamatorio intestinal, puede considerarse como un problema derivado de la alteracion de la
funcion de barrera intestinal por el GC, afectando presumiblemente a los fenémenos de curacion
epitelial y mucosal. En este caso, cabria esperar un incremento de la translocacion de elementos de
la microbiota al interior de la mucosa y en ultimo término a sangre, lo que contribuiria l6gicamente
al deterioro global de los animales produciendo un shock séptico. Efectivamente, los ratones
coliticos tratados con budesonida mostraron una elevacion de nitratos/nitritos en plasma de entre 3
y 7 veces para las dosis de 1, 3 y 6 pug/raton/dia. Los nitratos plasmaticos son un marcador indirecto
de la presencia de 6xido nitrico en plasma. Este ultimo desempefia un papel esencial en la
fisiopatologia de la septicemia, en la medida en que contribuye decisivamente a la hipoperfusion
periférica caracteristica de esta afeccidn, al favorecer la disfuncion endotelial y la vasodilatacion
[856]. Por tanto, la elevacion de este parametro, que resulta patente desde dosis de GC tan bajas
como la de 1 pg/ratén/dia, sugiere que el fenémeno sistémico que concurre en estos animales es
efectivamente la sepsis. Paradodjicamente, los niveles descendieron con dosis superiores de
budesonida, lo que puede justificarse atendiendo al efecto inhibidor del GC sobre las fuentes
periféricas productoras de 6xido nitrico, efecto que aparece precisamente en estas dosis elevadas

debido a que son las nicas que generan cierta distribucién sistémica del GC (ver mas adelante).

A pesar de este efecto sistémico, se observo en el grupo tratado con budesonida a la dosis de 60
ug/raton/dia un dréstico incremento de la expresién en tejido pulmonar de iNOS y de la relacién p-
eNOS/eNOS, asi como de la actividad MPO, todos ellos marcadores clasicos de septicemia que
desafortunadamente se caracterizan por su escasa sensibilidad, lo que probablemente justifica que
se vean incrementadas exclusivamente con la dosis de 60 ug/ratén/dia. Ademas, se analizd
mediante PCR a tiempo real la expresiéon de IL6 e IL1B en tejido pulmonar, que siguié una
tendencia analoga a los resultados anteriormente comentados. Asimismo, los animales tratados con
budesonida, independientemente de la dosis utilizada, presentaron resultados positivos de
translocacion bacteriana al higado, puesta de manifiesto mediante cultivo en LB agar. Estos
resultados no han sido mostrados por tener caracter preliminar y porque la técnica se perfecciond

posteriormente siendo aplicada con éxito en el experimento DSS2. Globalmente, por tanto, nuestros
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datos apuntan a un fallo en la contencion de la microbiota intestinal por parte del colon inflamado

expuesto a la accion de la budesonida.

Otro de los aspectos que queriamos dilucidar mediante el experimento DSS1 fue la distribucién
sistémica relativa de GC generada por cada una de las dosis ensayadas. Para ello, se evaluo la
concentracion de corticosterona enddgena en plasma. Dicha determinacion también se realizo en el
experimento DSS2, en este caso acompafiada de la evaluacién de la expresion génica por PCR a
tiempo real de G6Pasa y PEPCK en tejido hepatico. La conclusion que se puede extraer de los
resultados obtenidos en DSS1 y DSS2 es que tnicamente la dosis de 60 pg/raton/dia genera una
distribucidén sistémica bioldgicamente relevante, mientras que la de 12 pg/ratén/dia se encuentra
situada en el limite de contencién del efecto de primer paso hepatico y probablemente genere cierta
llegada de GC al torrente sanguineo general, pero probablemente no significativa en términos

bioloégicos.

Con la intencién de estudiar mas detalladamente los efectos intestinales y sistémicos asociados
al uso de la budesonida en la colitis aguda inducida por DSS, asi como en el generado por este GC
al ser administrado a animales sanos, se seleccionaron las dosis de 3 y 12 ug/ratén/dia por
considerarse que siguen abarcando un espectro suficientemente amplio de dosificaciéon sin
producir una supresion clara del eje HHA. Estas dosis fueron administradas a animales sanos o
sometidos a colitis aguda inducida por DSS, obteniéndose un resultado comparable al descrito
para DSS1 en los animales coliticos, ya que estos experimentaron una patente mejoria del estado
inflamatorio del tejido colénico evaluado por PCR a tiempo real. Este efecto se acompand de un
incremento en las células Treg en los MLN, coherente con el conocido incremento de la expresion
de GILZ asociado al tratamiento con GC [857, 858]. Nuevamente, este efecto protector se vio
acompafado de un incremento notable de la pérdida de peso y con un deterioro global de los
animales. Ademas, de forma coherente con los resultados de DSS1, en este experimento se observd
un descenso de los eritrocitos, hemoglobina y hematocrito sanguineos que, aunque no alcanzo
significancia estadistica, se aproxim¢ sustancialmente en el grupo tratado con la dosis de 12
ug/raton/dia (valores de p de 0.11, 0.07 y 0.055, respectivamente). No se observaron en general
efectos nocivos de la budesonida en animales sanos, con excepcién de una leve pérdida de peso
(5%), significativa desde el punto de vista estadistico a partir del dia 4 de administracion en el

grupo tratado con 12 pg/ratén/dia de GC.

Uno de los principales objetivos de este experimento fue el de realizar un estudio mas detallado
sobre la translocacion bacteriana y septicemia secundaria al tratamiento con budesonida. En este
caso, la determinacién de nitratos/nitritos en plasma arrojé un resultado comparable al obtenido en
DSS1 en el que estaban incluidas esas mismas dosis, pero ademas nos permitié comprobar que este
parametro no se encuentra alterado por el GC cuando este se administra en ausencia de
inflamacion. Por otro lado, se evalud la translocacién bacteriana mediante el cultivo directo de
bacterias viables, tanto en higado como en MLN, dada la relevancia de la via linfatica en este
fenémeno, al menos en comparacion con la via venosa portal [859, 860]. En consonancia con la
bibliografia [861], a pesar de que la colitis aguda inducida por DSS cursa con un compromiso
sustancial de la funcién de barrera intestinal, la deteccion de bacterias viables en los dos tejidos
considerados resulté meramente anecdotica en los animales coliticos no tratados [862]. Por su
parte, la budesonida no produjo efecto alguno en ese sentido cuando se administr6 a animales

sanos, pero si en los coliticos, en los que se observd un espectacular aumento de la presencia de
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bacterias viables aerobias y anaerobias en los MLN y de aerobias en higado asociado a las dos dosis
ensayadas. Con objeto de conseguir una mejor definiciéon de la pérdida de competencia en la
contencion de la microbiota intestinal generada por la budesonida, se cuantifico la presencia de
LPS en higado. En consonancia con lo anteriormente expuesto, se observé una acumulaciéon de este
PAMP de forma dosis dependiente en los ratones coliticos expuestos a budesonida. Notablemente,
este parametro se vio asimismo incrementado en los ratones sanos tratados con el GC, a pesar de
no detectarse apenas bacterias viables en tejidos extraintestinales, aunque en mucha menor medida
que en los ratones coliticos. Finalmente, se decidié corroborar a otro nivel la concurrencia de un
proceso séptico en los animales coliticos tratados con budesonida, en este caso mediante la
determinacion de IL18 en plasma. Esta citoquina es considerada uno de los mejores exponentes de
la “tormenta de citoquinas” que se desencadena a nivel sistémico en los animales que desarrollan
una septicemia. De forma coherente con el resto de resultados, se observo un incremento
significativo y dosis dependiente en los ratones tratados con budesonida durante la induccién de la
colitis aguda con DSS [863]. La evaluacion mediante PCR a tiempo real de parametros relacionados
con la senalizacion y/o destoxificacion de LPS en el higado (TNAP, CD14, LBP, TLR4) muestra un
aumento significativo de los mismos en los animales coliticos no tratados, excepto en el caso de la
TNAP. Este incremento tiende a verse inhibido por la administracién de budesonida, mientras que
el GC no ejerce ninguna modulacién en este sentido al ser administrado a animales sanos. Estos
datos pueden indicar una respuesta hepatica a una mayor carga de LPS inducida por la
administracion de budesonida, o bien una respuesta global asociada tinicamente a la inflamacion

intestinal, que a su vez se encuentra modulada negativamente por el GC.

El conjunto de resultados discutidos hasta este punto sugiere que la administracién de
budesonida durante la induccién de la colitis aguda por DSS provoca un debilitamiento de la
funcién de barrera intestinal que se caracteriza por un notorio aumento del sangrado rectal y una
menor capacidad de contencidén en la luz intestinal de los elementos bacterianos viables de la
microbiota intestinal y sus antigenos. Este efecto no se produce sustancialmente en ausencia de
inflamacion, aunque nuestros datos (presencia de LPS en higado) apuntan a una cierta alteracién

de la funcion de barrera aun en este caso.

Con objeto de examinar detalladamente diferentes componentes implicados en la funciéon de
barrera intestinal, realizamos un estudio de fragmentos de tejido colénico distal completo en
camara de Ussing. De acuerdo con resultados publicados por nuestro grupo de investigaciéon y por
otros autores, en condiciones inflamatorias se produjo una inhibicién practicamente total del
transporte hidroelectrolitico electrogénico intestinal, evidenciada por la disminucién de los valores
de Isc (corriente de cortocircuito) basal, que ademas se acompafid de una desaparicién de la
respuesta secretora al secretagogo carbacol. Por su parte, la budesonida a la dosis de 12
ug/raton/dia fue capaz de revertir parcialmente este efecto sobre la Isc basal, lo que resulta
coherente con los efectos descritos para los GC a este nivel, pero no llegdé a modificar en ningtn
sentido la respuesta a carbacol. Asimismo, se recogieron datos referentes a la conductancia del
tejido intestinal, a cuyo respecto cabe resefiar que la administraciéon de budesonida tanto en
condiciones basales como inflamatorias se asoci0 a un incremento sutil de la misma,
aparentemente dependiente de la dosis (datos no mostrados). Ademas, se ensayd la permeabilidad
paracelular a FITC-dextrano del tejido colénico distal montado en camara de Ussing con objeto de

determinar si la budesonida perjudicaba de algin modo la funcién de barrera intestinal en su
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vertiente meramente fisica, lo que pareceria coherente con muchos de los resultados antes
expuestos. Sorprendentemente, la administraciéon del GC no solo no produjo este efecto, sino que
en el tejido de los animales que recibieron budesonida se observo una cierta tendencia hacia una
reduccién de la permeabilidad al fluordforo, que en cualquier caso anduvo lejos de la significancia
estadistica, en lo que las caracteristicas inherentes a la técnica utilizada pudieron contribuir. De la
interpretacion de estos resultados se puede concluir que de forma asociada al efecto
antiinflamatorio directo del GC sobre el propio epitelio de la mucosa intestinal, la administracién
de budesonida parece mejorar ligeramente la funcién de barrera epitelial desde el punto de vista
exclusivamente fisico-paracelular al menos, por lo que la modulacién ejercida sobre la misma no
justifica el severo compromiso de la funcién de barrera intestinal inducido por el tratamiento aqui
ensayado. Estas consideraciones se encuentran también apoyadas por el similar efecto observado
in vitro en el caso de las lineas celulares murinas IEC4.1 e IEC18, aunque en este ultimo caso las
condiciones experimentales dispuestas fueran mucho mas reduccionistas, dado que por ejemplo el
componente inflamatorio y la infiltracion leucocitaria no ejercen influencia alguna a diferencia de

lo que ocurre en el tejido colénico completo expuesto a DSS.

Los resultados correspondientes a los experimentos DSS1 y DSS2 sugieren que el
debilitamiento de la funciéon de barrera intestinal generado por la budesonida en animales con
colitis aguda inducida por DSS, asi como la sepsis resultante, estan implicadas en el deterioro del
estado de los animales. Ademds, podemos afirmar que este fenémeno coexiste con el efecto
antiinflamatorio, es mas, presumiblemente ambos se encuentran asociados a los mismos
mecanismos de actuacion. Nuestros resultados indican también que la budesonida inhibe de un
modo potente y dosis dependiente la hiperplasia epitelial que aparece ante la agresién del DSS y

que forma parte de la respuesta adaptativa regeneradora (ver mas adelante).

Con objeto de dilucidar el papel ejercido por la microbiota en los efectos observados de la
budesonida nos planteamos llevar a cabo un experimento en el que redujimos hasta niveles
indetectables la carga bacteriana intestinal mediante el uso de un coctel de antibioticos, tal y como
se describe en la seccién de material y métodos. Como era de esperar, en este experimento se
registrd una total ausencia de translocacion bacteriana a tejidos extraintestinales, asi como de LPS
hacia higado. En otros experimentos realizados por nuestro grupo de investigacion, hemos podido
observar como la respuesta inflamatoria asociada a la administracion de DSS en agua de bebida se
encuentra radicalmente disminuida tanto en este tipo de animales que podemos denominar
pseudoestériles, como en los ratones criados en esterilidad total o GF [864]. Paraddjicamente, en
estos animales la administracion de DSS, a pesar de no desencadenar un proceso inflamatorio
evidente, produce un marcado deterioro del estado general del animal que fundamentalmente
consideramos asociado a una pérdida masiva de sangre via intestinal. Del mismo modo, en el
experimento denominado DSS-PGF en la presente tesis doctoral tampoco se observo una
inflamacion intestinal sustancial, pero en cambio el estado general del animal empeord claramente
como consecuencia de un severo sangrado rectal, que queda evidenciado en el indice de actividad
de la enfermedad, lo que a su vez resulta consistente con resultados similares previamente
publicados [234]. La ausencia de inflamacién marcada en estas condiciones esta justificada por la
deplecion de la microbiota, frente a la que reacciona el sistema inmunoldgico en este y otros
modelos. El deterioro de los animales se asocia por tanto a mecanismos alternativos, concretamente

al sangrado rectal asociado a una desorganizacién masiva del epitelio. Este fenémeno se vio
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agudizado como consecuencia de la administracion de budesonida a una dosis baja (3
ug/raton/dia), lo que se ve reflejado en los resultados relativos a la cuantificaciéon de sangre en
heces, que aumentd de forma drastica y que resulté evidente con la simple observaciéon de los
ratones, dado que presentaban incluso hemorragia intraperitoneal, cosa que no ocurrié en ningin
caso en los animales no expuestos conjuntamente a DSS y el GC. En consonancia con lo anterior,
los valores de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito en sangre se vieron muy reducidos en el
grupo DSS-PGF tratado con el GC. Al mismo tiempo, se produjo un incremento de la
permeabilidad a FITC-dextrano ensayada in vivo de un orden comparable. Ademas, de forma
coherente con este resultado, se observd un notable incremento de la concentracion de DKK1 en
plasma y una reduccién de la expresion de Cyclin D1 en colon, que permiten inferir un severo
retraso en la restitucion epitelial. Estas alteraciones en el epitelio de la mucosa intestinal se vieron
asociadas a una tendencia al aumento de los niveles de nitratos/nitritos en plasma. Es preciso tener
en cuenta que el protocolo de deplecion bacteriana seguido en este caso no genera una eliminacion
absoluta de la microbiota, de forma que no se puede descartar que se pueda producir un cierto
grado de translocacion de antigenos bacterianos no detectable por cuestiones de sensibilidad, el
cual podria justificar esta ligera tendencia. No obstante, resulta evidente que el deterioro del estado
de los animales expuestos a budesonida se debe a la pérdida de sangre y no a una respuesta de tipo
séptico, extremo que es apoyado por las observaciones realizadas en el tejido pulmonar, donde no
se observo un incremento de la expresion proteica de iNOS, la relacion p-eNOS/eNOS o la
actividad enzimatica MPO en el grupo que recibié el GC (aunque debe recordarse que estos
parametros no son suficientemente sensibles, ya que en el experimento DSS1 tinicamente se vieron

alterados con la dosis de 60 pg/ratén/dia).

La pérdida de sangre a nivel intestinal parece por tanto estar muy relacionada con los efectos
nocivos de la budesonida, y se potencian en ausencia de la microbiota normal. Un mecanismo que
puede ser relevante en este contexto es el efecto de los GC sobre la angiogénesis. Los GC son
considerados antiangiogénicos. Este efecto deriva en primer lugar de su efecto antiinflamatorio,
que produce un descenso en la produccion de mediadores inflamatorios solubles como la IL6 de
forma tanto directa como indirecta (al reducir la infiltraciéon leucocitaria), que entre otros efectos
tienen capacidad de estimular la angiogénesis [865]. Este mecanismo seria poco relevante en el
experimento DSS-PGF, puesto que la inflamacion asociada al modelo es escasa. Por otra parte, los
GC reducen la produccién de VEGF (principal mediador pro-angiogénico) en células epiteliales,
ademas de su capacidad para inhibir de forma directa la respuesta de las células endoteliales al
propio VEGF (mediante su caracteristica interaccion por "tethering" o atadura con el factor de
transcripcion STAT3) y a otros factores de crecimiento angiogénicos como RSPO3 [672, 866-868].
Clasicamente se ha asumido que los procesos angiogénicos durante la inflamacién intestinal juegan
un papel perjudicial en la progresién de la patologia, especialmente en los modelos que se
asemejan a la CU [869]. Se piensa que factores como el VEGF o el plateled derived growth factor
(PDGF), que se ven normalmente aumentados en condiciones inflamatorias tanto a nivel clinico
como experimental, producen un desequilibrio de la proliferacion endotelial en la
microvasculatura de la mucosa intestinal que participa activamente en la fisiopatologia de la
inflamacion y en el dafio tisular [870, 871]. Tanto es asi, que a proteinas antiangiogénicas como la
endostatina o la angiostatina, que deben dicha acciéon principalmente a su accién antagonista
respecto al VEGF, se les atribuye un potencial papel beneficioso en la EII [872]. Sin embargo,

debido a la erosién del epitelio intestinal inherente al modelo de colitis por DSS, se produce una
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destruccion sustancial de la microvasculatura de la mucosa que justifica el profuso sangrado rectal
que caracteriza al modelo. Por tanto, es posible que la angiogénesis en este caso especifico resulte
beneficiosa, en la medida que pudiera favorecer la restitucion y la integridad de la arquitectura
normal en la microvasculatura de la mucosa intestinal. De ser asi, este mecanismo justificaria al
menos en parte el mayor sangrado rectal y el deterioro resultante del estado del animal asociados
al tratamiento de los ratones coliticos con budesonida. Desafortunadamente este mecanismo no ha

sido explorado en la presente tesis doctoral, y queda pendiente de estudio en un futuro.

Los experimentos DSS1 y DSS2 han servido para poner de manifiesto los efectos de la
budesonida sobre la colitis aguda inducida por DSS cuando esta se administra de forma
concomitante con el DSS. Los resultados obtenidos pueden estar asociados a los efectos
desarrollados por los GC a distintos niveles, incluyendo los efectos locales de caracter
antiangiogénico, antiproliferativo, inmunosupresor y antiinflamatorio, y los efectos a nivel
sistémico en algunos casos. Es posible que algunas de estas acciones puedan ser analizadas
separadamente en funcién de su secuencia temporal, en particular en el caso de las acciones sobre
el sistema inmunolégico. En este sentido, se ha descrito que el debilitamiento del sistema
inmunolégico, por ejemplo mediante la reducciéon del nimero o capacidad funcional de los
macrofagos o células dendriticas de lamina propia, aumenta la respuesta inflamatoria en la colitis
aguda experimental inducida por DSS, aunque los datos son controvertidos [181, 873, 874]. Con
objeto de examinar el efecto exclusivo del pre-tratamiento con el GC llevamos a cabo el
experimento DSS3, en el que la budesonida fue administrada durante 5 dias previamente a la
induccién de colitis por DSS en el segundo de los dos ciclos a los que fueron sometidos los
animales. En este caso ademas se utilizé un modelo de colitis crénica, dado que los animales
habian sido expuestos anteriormente a otro ciclo de DSS con recuperacién de dos semanas entre
ambos. Por tanto, los animales empezaron a recibir el GC cuando ya estaban plenamente
recuperados de la lesidn epitelial e inflamatoria inicialmente inducida. Este periodo se fijé con base
en estudios publicados y en experimentos de puesta a punto propios. Con dicho protocolo
experimental se pretendié mimetizar hasta cierto punto las condiciones de recurrencia de la colitis
en humanos. Para facilitar la comparacion con los ensayos anteriores, se decidié emplear las dosis
de 3 y 12 pg/raton/dia. Los resultados obtenidos reflejan un efecto protector real asociado a la
budesonida, pero moderado en comparacion con los experimentos DSS1 y 2, como reflejan
parametros como la relacién peso/longitud, actividad AP coldnica y la concentracién de monocitos
en sangre. Este efecto fue dosis dependiente y se asocid a una mejora del estado general de los
animales, con reduccion del indice de actividad de la enfermedad y del peso corporal, a diferencia
de los experimentos anteriores. De forma coherente con este resultado, todos los pardmetros que en
anteriores experimentos nos permitieron poner de manifiesto la disfuncion de barrera,
translocacién bacteriana y sepsis subsiguiente arrojaron en este caso resultados negativos,
independientemente de la dosis utilizada. Teniendo en cuenta la hipdtesis de partida que nos hizo
plantearnos este enfoque experimental, estos resultados en un principio nos parecieron
extraordinariamente sorprendentes teniendo en cuenta que supone un comportamiento
radicalmente divergente al mostrado por los animales cuando la budesonida es administrada
durante la induccion de la colitis. Sin embargo, en el fondo son perfectamente consistentes con el
principio de que las acciones protectoras y perjudiciales de la budesonida coexisten, en el sentido
de que las segundas necesitan de las primeras para aparecer. De hecho, en este caso observamos un

efecto antiinflamatorio reducido de la budesonida, con total ausencia de manifestaciones negativas
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sistémicas, producto de un efecto meramente residual del GC que se ve sustancialmente atenuado
en el tiempo. Por otra parte, estos resultados no apoyan en principio la hipdtesis de que el
tratamiento con GC pueda condicionar el riesgo de recidiva en el ambito clinico, aunque la
separacion en el tiempo del principio de la colitis y del tratamiento con budesonida, entre los que
transcurren 14 dias, permite la total recuperacion de la integridad de la mucosa intestinal, lo que
supone una considerable limitacién a este tipo de interpretacion. Una interpretacion alternativa
seria que los efectos de la budesonida en este experimento varian por las caracteristicas especificas
del modelo crénico de colitis por DSS; sin embargo, para poder validar esta hipdtesis seria
necesario repetir el ensayo manteniendo el tratamiento con el GC de la misma forma que en el

protocolo utilizado en colitis aguda.

Por otra parte, un posible mecanismo operativo en este experimento es la modificacion de la
microbiota por el GC, segin un estudio publicado recientemente por Huang et al [875].
Efectivamente, los GC producen una modulacién sustancial de la composicion cualitativa de la
microbiota intestinal, constatandose concretamente cuando la administracion de dexametasona se
realiza via intraperitoneal entre 10 dias y 4 semanas, y a dosis que oscilan entre 1 y 5 mg/kg/dia.
Desafortunadamente no se describe el mecanismo exacto que genera dicho efecto, aunque debe
estar relacionado con efectos indirectos secundarios a las acciones sistémicos de la dexametasona.
En este trabajo tampoco queda claramente definida la contribucion relativa de las acciones directas
de los GC sobre las células epiteliales intestinales, aunque se puede inferir que su estimulacién de
la produccién de mucinas (también descrita en esta tesis doctoral) puede ser importante en ese
sentido. La constatacion de la generacion de una microbiota menos colitogénica se ha realizado
mediante un trasplante fecal a animales IL10 KO GF. En nuestros estudios no hemos evaluado este
posible mecanismo, pero teniendo en cuenta las dosis utilizadas, la via de administracion y el
tiempo de aplicacion, consideramos que no es descartable en absoluto. Dado que los cambios en la
microbiota subsistirian probablemente a la retirada del GC, es un mecanismo cuya contribuciéon
seria especialmente plausible en el experimento DSS3 pero, en ese caso, su importancia cuantitativa

seria muy reducida teniendo en cuenta el efecto terapéutico observado.

En el modelo de colitis inducida por DSS la alteracion de la barrera epitelial intestinal es la
causa desencadenante del proceso inflamatorio, lo que no se corresponde en general con el
mecanismo colitogénico en humanos. Por el contrario, el modelo de colitis inducida por
transferencia linfocitaria presenta un mecanismo inflamatorio dependiente de la expansiéon y
diferenciacion de los linfocitos T virgenes administrados hacia los subtipos Th1 y Th17, lo que no
solo le confiere un caracter cronico, sino también un origen fisiopatologico desde el interior,
caracteristicas que lo aproximan notablemente a la EIl en humanos. Es especialmente relevante
para nosotros que en este modelo el grado de erosion epitelial, y por ende el compromiso en la
funcion de barrera en la mucosa intestinal, es muy inferior al que aparece en la colitis inducida por
DSS, lo que nos permite evaluar el impacto adicional de la budesonida sobre la funcién de barrera.
En contraste con lo observado en los experimentos DSS1 y 2, y de forma similar al experimento
DSS3, pero con resultados mucho mas pronunciados, la budesonida mejor6 extraordinariamente la
inflamacion tanto a nivel intestinal, como revelan tanto los resultados obtenidos por PCR a tiempo
real en tejido coldénico completo, como a nivel sistémico, tal y como queda reflejado en los
resultados de deteccion de citoquinas Thl por ELISA en plasma, que reflejan un descenso dosis y

tiempo dependiente de la concentraciéon de las mismas. No aparecieron indicios de deterioro global
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de los animales, de pérdida de sangre o de sepsis. Los animales con colitis por transferencia
linfocitaria no tratados presentaron translocacién bacteriana positiva a MLN, pero notablemente
inferior (unas 100 veces) a la obtenida en el modelo del DSS, lo que concuerda con el menor grado
de afectacion de la funcién de barrera propio de este modelo. El recuento de bacterias anaerobias
no reflejé diferencias entre ninguno de los grupos coliticos, independientemente de que recibieran
o no GC. Sin embargo, en el caso de las bacterias aerobias se observo una ligera tendencia al alza en
el grupo tratado con 12 pg/raton/dia de budesonida, sin alcanzar significancia estadistica. De
forma coherente con la menor translocacion bacteriana, no se detectaron bacterias viables en el

higado de estos animales.

La interpretaciéon mas sencilla y directa de nuestros resultados es que la budesonida, y por
extension los GC, tienden a debilitar la funcién de barrera intestinal al tiempo que producen
efectos antiinflamatorios en el intestino. Esta alteracién de la barrera es perjudicial, pero no es
relevante si no hay factores adicionales que concurran, como una erosion directa del epitelio y/o la
ausencia de microbiota intestinal. En ausencia de dichos factores, predomina el efecto protector de
caracter antiinflamatorio, como el que se observa en el modelo de colitis por transferencia
linfocitaria. En este sentido, es interesante especular sobre el tipo de respuesta que se produce en
un momento dado en seres humanos. Claramente, los GC son ttiles en el manejo de los brotes
inflamatorios de EII, pero no esta claro en qué medida pueden influir las alteraciones de la funcién
de barrera que presentan estos pacientes, incluso con anterioridad al desarrollo de la enfermedad
clinicamente activa. Es posible por tanto que estas puedan incidir en el efecto global de los GC,

limitando tal vez su utilidad clinica.

El GR se encuentra distribuido en la practica totalidad de las células del organismo, y en ese
sentido las células epiteliales intestinales no suponen una excepcién. Por tanto, es factible que los
GC presenten efectos significativos sobre el epitelio intestinal que resulten determinantes en el
efecto global de estos farmacos sobre la inflamacién intestinal. Dado que nuestros resultados
indican alteraciones sustanciales en la funcion de barrera intestinal asociadas a la administracion
de budesonida en animales sometidos a colitis aguda inducida por DSS, decidimos profundizar en
el estudio de las acciones de los GC sobre el epitelio. Ademas, dada la ausencia de estudios
comparativos entre varios GC a este nivel, abordamos estos experimentos trabajando con cuatro
GC en paralelo: budesonida, dexametasona, que es considerado el GC mas potente, hidrocortisona
y prednisolona, que, a diferencia de la prednisona, no requiere activacién metabdlica para ejercer
su efecto. Dado que la realizacion de cultivos primarios de células epiteliales intestinales es
sumamente dificil, y generalmente no se puede extender mds alld de unas pocas horas, estos
experimentos in vitro han sido desarrollados haciendo uso de varias lineas celulares de epitelio
intestinal cladsicamente utilizadas por nuestro grupo de investigacion. No obstante, recientemente
hemos incorporado la técnica emergente de cultivo de enterocitos como organoides in vitro, lo que

permitira extender nuestras observaciones en un futuro cercano.

Con la intencién de estudiar el efecto de los GC sobre la invasion bacteriana, desarrollamos
para esta tesis doctoral un método basado en el co-cultivo de lineas celulares murinas de epitelio
intestinal y bacterias E. coli modificadas con un vector inductor de la expresién de la proteina verde
fluorescente. Este nos ha permitido detectar mediante citometria de flujo la invasion de las células
epiteliales intestinales por parte de bacterias E. coli LF82 (cepa enteroinvasiva). Como control,

utilizamos una cepa de E. coli (K12) de caracter no invasivo. La exposicidn de la linea celular de
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raton IEC4.1 durante 48 horas (aunque no durante 24 horas) a la budesonida, pero no a los demas
GC, produjo un incremento consistente de la susceptibilidad a la invasién bacteriana, de manera
dependiente de la concentracién. Por otro lado, en las células IEC18 de rata este efecto se observo
igualmente, pero en este caso de forma global, es decir, con los 4 GC, y tanto a 24 h como a 48 h. A
diferencia de lo ocurrido en las células IEC4.1, en este caso no se observd dependencia de la
concentracion, es decir, este efecto parece estar saturado a 1 uM. Estos datos indican que los GC, y
particularmente la budesonida, incrementan la invasion bacteriana sobre las células epiteliales
intestinales murinas, lo que esta en consonancia con resultados previos obtenidos por otros autores
[787]. Es probable que esta accidon esté implicada en el efecto amplificador de la translocacién
bacteriana de la budesonida. La cepa LF82 de E. coli es capaz de adherirse e invadir las células
enteroabsortivas (ademas de otras células como los macréfagos) que componen mayoritariamente
el epitelio intestinal, lo que justifica su denominacién como adherent-invasive E. coli (AIEC). A pesar
de que esta especie bacteriana en concreto no transloca en todos los casos hacia el compartimento
basolateral, la deteccién de estas bacterias en los granulomas de pacientes con EC no es
infrecuente. Dicha translocacion se produce con mayor frecuencia, cuando la interaccion se
produce con células M del epitelio que limita las placas de Peyer [281]. En general, el paso de
bacterias a través de la mucosa intestinal es una realidad incluso en condiciones homeostaticas.
Este fenomeno se produce por via transcelular, incluso cuando la barrera epitelial esta formada por
enterocitos morfoldgicamente intactos, lo que necesariamente requiere de la invasion epitelial, que
segun nuestros resultados parece ser facilitada por la exposicion de las células epiteliales a GC.
Desafortunadamente, hasta la fecha no hemos podido definir el mecanismo concreto que subyace
en este efecto [876]. La via paracelular, por su parte, puede verse facilitada por un debilitamiento

de las uniones estrechas entre enterocitos.

Con la intencién de evaluar los efectos de los GC sobre la permeabilidad paracelular de
monocapas de células epiteliales intestinales, disefiamos una serie de experimentos orientados a
determinar la permeabilidad de las mismas al fluoréforo FITC-dextrano. Para ello, las células
epiteliales intestinales murinas (IEC4.1 e IEC18) y las humanas CACO-2 fueron cultivadas en
Transwells® hasta su total confluencia, generando unas monocapas cuya integridad fue
comprobada mediante la determinacién de su TEER. Tanto la budesonida como la dexametasona
generan, al ser aplicados a células IEC4.1, un cierto reforzamiento de la funcién de barrera,
evidenciado por un descenso del paso de FITC-dextrano a través de las monocapas, sobre todo a la
concentracion mas alta ensayada (10 uM). En este sentido, es imprescindible hacer referencia a que
las células IEC4.1 tienen un fenotipo muy indiferenciado, tal y como se indic6 en el apartado de
resultados, por lo que los conocidos efectos pro-diferenciadores de los GC sobre las células
epiteliales pueden justificar esta mejora en la contencién del fluoréforo por un aumento de la
expresion de algunas de las proteinas que componen las uniones estrechas. En la linea celular
IEC18 los resultados son basicamente comparables a los arriba descritos en IEC4.1, dado que los 4
GC ensayados en ese caso a 1 pM generan un descenso estadisticamente significativo de la
permeabilidad a FITC-dextrano. En CACO-2 no diferenciadas, nuestros resultados representativos
de tres experimentos independientes sugieren un efecto de los GC opuesto al descrito en las lineas
celulares murinas, aunque no se alcanzoé la significancia estadistica en ninguin caso. En el caso de
las células CACO-2 diferenciadas, esta tendencia se encuentra acrecentada, apareciendo un
incremento de la permeabilidad paracelular asociado a la exposiciéon a GC que alcanzd la

significancia estadistica para la budesonida ensayada a 10 uM. El comportamiento divergente de
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las lineas celulares murinas y humana es de dificil interpretacion, aunque la escasa diferenciacion
basal de las mismas podria interpretarse como una justificacidn, tal y como se describe arriba. Por
otro lado, merece comentario el hecho de que el incremento de la permeabilidad paracelular
generado por los GC en CACO-2 sea mas notorio cuando éstas se encuentran diferenciadas. Este
fenémeno puede estar relacionado con la expresion relativamente baja del GR en esta linea celular
humana en ausencia de diferenciacién, asi como sobre el incremento progresivo de la misma con el

transcurso de los dias de cultivo en condiciones de confluencia [79].

Los dafios directamente inducidos por el DSS sobre la barrera intestinal derivan
fundamentalmente de una erosién sustancial del epitelio mucosal. Evidentemente, este fendmeno
se encuentra directamente relacionado con el aumento de la permeabilidad intestinal y de la
translocacion bacteriana que se produce en este modelo. Una de las caracteristicas fundamentales
de la fisiologia del epitelio intestinal es su capacidad para recuperarse de una lesion, mediante
respuestas restitutivas robustas dependientes en parte del incremento de la proliferacion epitelial.
Por tanto, encontramos pertinente evaluar in vitro las acciones ejercidas por los GC sobre la
proliferacion de células epiteliales, con la intencion de sustentar algunos de los hallazgos derivados
de los experimentos in vivo ya comentados. Haciendo uso de un modelo clasico de lesion epitelial
hemos podido constatar que los cuatro GC ensayados retrasan la recuperacion epitelial post-lesion
de monocapas de células IEC4.1, tanto en condiciones basales como en presencia de agentes
inductores de proliferacion epitelial como IL22, IL27 y KGF. Es importante destacar que en general
no se aprecia una clara relacién entre la concentraciéon de GC ensayada y el efecto inhibidor,
excepto en los experimentos realizados en presencia de IL27, en los que se apreci6é una reduccién
del efecto de los cuatro GC a la concentracion de 0.1 uM. Este hecho implica que para los GC
incluidos en este estudio y las condiciones experimentales dispuestas, el efecto inhibidor de la
restitucion epitelial de los GC se encuentra basicamente saturado a una concentracion
relativamente baja (0.1 uM). In vivo, la budesonida produjo un efecto antiproliferativo comparable,
a juzgar por los resultados relativos a la incorporacion epitelial de BrdU y a la expresion de Cyclin
D1, c-Myc y c-Jun en el tejido colénico completo de los animales incluidos en el experimento DSS2.
Es importante destacar que el efecto mencionado en la frase anterior se manifiesta desde dosis de
budesonida tan bajas como las de 1 y 3 ug/raton/dia, aunque asimismo en general siguié un claro

perfil dosis dependiente

Este efecto inhibidor de la reepitelizacion es coherente con la accién de los GC sobre STATS,
implicado en la transduccion de sefial de IL22, IL27 y KGF, mediante un mecanismo de tethering
[626]. De hecho, nuestros datos indican una drastica reduccion de la expresiéon del gen codificante
de SOCS3 (diana de STAT3) en el tejido colénico de los animales incluidos en el experimento DSS2.
Por supuesto, in vivo se produce ademds una reduccion de los niveles de estas citoquinas por los
GC; en nuestro caso, este efecto es patente en el experimento DSS2 y en el de transferencia
linfocitaria. Por tanto, ambos mecanismos dan lugar a una disminucidon de la sefalizaciéon por
STAT3 en la mucosa inflamada. Es importante resefiar que alteraciones de la sefalizacion de
STAT3 se han asociado con un aumento del riesgo de desarrollar EII [877-879], asi como con un
aumento de la gravedad de la colitis experimental. De hecho, la delecién especifica de STAT3 en las
células epiteliales intestinales genera un fenotipo caracterizado por una menor capacidad de
restitucion epitelial ante la agresion del DSS, que l6gicamente se traduce en un notable incremento

de la severidad del modelo y en un retraso en la curacion epitelial, que fue monitorizada durante
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28 dias tras la retirada del DSS. En este trabajo se pone claramente de manifiesto el papel decisivo
de citoquinas como la IL22 o la IL27 a este nivel [443, 450]. Ambas citoquinas tienen efectos
protectores en la colitis aguda por DSS, a juzgar por el aumento de la severidad del proceso
inflamatorio en ratones con delecién genética para las mismas [82-84, 880, 881]. La implicacién en
la homeostasis intestinal parece extenderse a la inflamacién secundaria a infeccién, como en la

colitis inducida por Citrobacter rodentium [882, 883].

Dada la importancia de este mecanismo, nos propusimos estudiar el efecto in vitro de los GC
sobre dos tipos celulares implicados en la produccién de estas citoquinas, concretamente células
dendriticas de bazo y células T CD4+, purificadas mediante separacion celular magnética. Nuestros
resultados muestran una inhibicién casi total de la producciéon de IL22 por la budesonida y la
dexametasona. Desafortunadamente, en el sobrenadante de estos cultivos no se consiguid detectar
IL27. Con la intencion de perfilar mejor esta vertiente de nuestros resultados, se utilizaron BMDC,
pero en nuestras condiciones experimentales estas no respondieron a IL23. Si lo hicieron en cambio
a LPS y PGN, con aumento de la produccion de IL27, ademas de IL6, y TNFa. Esta respuesta se vio
asimismo inhibida por GC tanto a 1 como a 10 uM.

De un modo mas general, los efectos nocivos de los GC en la colitis pueden estar relacionados
con acciones inmunomoduladoras caracteristicas de este grupo farmacolégico que en el intestino
pueden tener consecuencias especificas. Es el caso por ejemplo de la IL17A, cuyos niveles estan
muy reducidos por el tratamiento con budesonida, segtin nuestros resultados obtenidos por PCR a
tiempo real y mediante cultivo de tejido colénico ex vivo (experimentos DSS1 y DSS2). Los ratones
con delecidon genética de esta citoquina presentan una respuesta exacerbada al DSS, debido
esencialmente a un defecto en el componente inmunoldgico de la funciéon de barrera intestinal,
aunque existen algunos trabajos que presentan resultados ligeramente discordantes en ese sentido
[884]. Asimismo, se ha relacionado la enteropatia asociada a pacientes VIH+, que cursa con
aumento en la permeabilidad intestinal, con la reduccion del nimero y funcionalidad de las células
T CD4+, en especial aquellas comprometidas con el sello Th17 [151, 885, 886]. El efecto tan
contundente observado en nuestros experimentos contrasta con la refractariedad parcial a la
respuesta a GC que se ha constatado en las células T CD4 Th17 obtenidas de pacientes con EII
[887].

Otra diana a considerar es el GMCSF, cuyos niveles colénicos estan asimismo reducidos en los
ratones tratados, como muestran los datos de cultivo de tejido colonico ex vivo en el experimento
DSS2.  Esta citoquina tiene, entre otros, efectos sobre la proliferacion epitelial, segin puso de
manifiesto un estudio con delecidn restringida al epitelio intestinal [89]. Del mismo modo, la IL1j
producida por células hematopoyéticas, a diferencia de la IL1a de origen epitelial, presenta un
efecto predominantemente protector en la colitis inducida por DSS, lo que se atribuye al
favorecimiento de la proliferacién de las células epiteliales intestinales y consecuentemente la
restitucion de la barrera epitelial [90]. Dado el efecto supresor de la budesonida sobre esta
citoquina, se trata de otro mecanismo que se puede considerar que participa en el efecto que hemos
observado. Hay que considerar asimismo la contribucién de la IL6, suprimida por los GC como
queda de manifiesto en los resultados de cultivo de explantes colénicos ex vivo en el experimento
DSS2 y en los resultados in vitro referentes a esplenocitos totales y BMDC. Esta citoquina tiene
efectos protectores frente a la agresion generada por el DSS [60]. Por ultimo, nuestros resultados

obtenidos in vivo, pero sobre todo in vitro mediante el cultivo de esplenocitos totales obtenidos de
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ratones expuestos a DSS o BMDC que fueron estimulados con diversos PAMP, muestran una
inhibicién de la produccion de TNFa. En este sentido, cabe recordar que los animales con delecion
genética de la citoquina o del receptor TNFR1 desarrollan un incremento de su susceptibilidad a la
colitis por DSS [888, 889]. Este hecho contrasta con el uso clinico bien conocido de los farmacos
anti-TNFa en la EIl, aunque cabe recordar que el mecanismo de estos agentes no estd totalmente
aclarado [855, 890, 891]. En este sentido, aunque hasta la fecha no se ha establecido una relacién
formal, no se puede descartar que el comportamiento de los animales TNFa KO en la colitis por
DSS se deba al menos en parte a un impedimento de la induccién de la esteroidogénesis local en las

células epiteliales intestinales de la base de las criptas [817, 826].

Dada la importancia de las células epiteliales en la funcion de barrera y su implicacion en los
efectos nocivos de los GC, decidimos explorar en detalle sus efectos sobre la respuesta de las
mismas a diferentes PAMP. Es bien conocido que las células epiteliales intestinales se ven
estimuladas de forma continua por PAMPs y otros componentes de la microbiota, lo que
contribuye al funcionamiento del sistema inmune innato de la mucosa intestinal. Los PAMP
estimulan receptores PRR, entre los que destacan por su relevancia funcional los TLR, cuya
transduccion de sefial a nivel intracelular esta mediada principalmente por la cascada candnica de
NF-kB y las MAPKs, como se ha comentado con anterioridad. De la sefializacion en la que estan
implicadas estas proteinas dependen efectos como la estimulacién de la produccién de citoquinas
inflamatorias, la inhibicién de la apoptosis y el incremento de la proliferacion celular. Como era de
esperar, se observo una notable disminucién de la respuesta pro-inflamatoria (producciéon de
citoquinas) al LPS por parte de células epiteliales intestinales cultivadas in vitro, cuando el cultivo
se realiz6 en presencia de los GC. Este efecto se debe al bloqueo de la via NF-kB, asi como de las
vias de sefializacién dependientes de MAPKs por induccion de MKP1 [892]. Sin embargo,
paradojicamente, se ha descrito que los GC incrementan la expresion de TLR2 en células epiteliales
intestinales, aunque no se han publicado atin resultados en el mismo sentido considerando el TLR4
[787]. Nuestros resultados in vitro revelan una induccién de TLR4 en células IEC4.1 expuestas a los
diferentes GC durante 4 dias, mientras que in vivo obtuvimos resultados coincidentes que lo
publicacién anteriormente citada en relaciéon a la expresion de TLR2. Por tanto, decidimos
comprobar si esto generaba un aumento de la sensibilidad de las células epiteliales intestinales a
LPS (ligando agonista de TLR4). Nuestros resultados muestran que efectivamente la exposicion de
las células IEC4.1 a budesonida, dexametasona y prednisolona a una concentracion de 1 uM
produce un incremento sutil, pero estadisticamente significativo, de la respuesta a LPS. Este efecto
parece mas evidente en el caso de los dos primeros GC y cuando la concentracion de LPS ensayada
fue de 100 o 1000 ng/ml, mientras que la hidrocortisona en general no produjo efecto alguno en
este sentido. Este efecto por consiguiente parece ser real, y puede estar implicado en la fase
temprana de la exposicién al GC in vivo y por tanto en el experimento DSS3. Sin embargo, el efecto
inhibidor sobre la sefializacion de los TLR predomina claramente in vitro. En la medida en que la
inhibicién predomine igualmente in vivo, cabria esperar consecuencias perjudiciales en términos de
restitucion epitelial, al ser también una acciéon dependiente de TLR. Asi, los animales TLR2 KO y
TLR4 KO presentan una mayor susceptibilidad a la colitis aguda inducida por DSS, al tiempo que
estan sustancialmente protegidos ante la generacién de adenocarcinomas en el modelo de DSS-
azoximetano [5, 6, 74, 180, 893-895]. Es mas, como se comentd extensamente en la introduccion, la

delecion génica de genes codificantes de proteinas como MyD88 o TAKI1, decisivas en la
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sefalizacion de los TLR, se traduce en un fenotipo mas sensible a la colitis por DSS o incluso en el

desarrollo espontaneo de inflamacion intestinal.

La dinamica epitelial intestinal depende también en gran medida de la via de sefializacion
Wnt/B-Catenina. El papel de estas sefiales sobre la proliferacion y diferenciacion de las células
epiteliales intestinales tanto en condiciones basales como durante la restitucion epitelial reactiva en
la colitis aguda inducida por DSS estan plenamente caracterizadas, asi como el efecto inhibidor
ejercido por DKKI1 [485, 896-898]. Esta via esta inhibida por los GC en osteoblastos (ver
introduccién), lo que colabora en la aparicién de la osteoporosis caracteristica de pacientes tratados
cronicamente con estos farmacos. Por tanto, evaluamos el efecto directo de los GC sobre la
respuesta de células IEC4.1 a RSPO1. Nuestros datos indican sin embargo que los GC no dan lugar
a una inhibicién sustancial de la activacion del receptor LRP6 por RSPOL. Teniendo en cuenta que
los resultados in vivo correspondientes a los experimentos DSS2 y DSS-PGF mostraban un
incremento de la expresion colénica de DKK1 y de su presencia en plasma como consecuencia de la
administracion de budesonida, decidimos examinar si se producia este efecto en lineas celulares de
epitelio intestinal. Efectivamente, la exposicion de células IEC4.1 a GC durante cuatro dias generd
un incremento notable, aunque algo heterogéneo al comparar los diferentes GC entre si, de la
expresion de DKK1 evaluada por PCR a tiempo real. DKK1 se induce también en tejido 6seo en los
pacientes tratados con GC, al igual que la esclerostina, otro antagonista de receptores tipo LRP, lo
que apoya su relevancia funcional in wvivo. Con objeto de verificar una modulacion
autocrina/paracrina de este tipo por los GC, realizamos un experimento con medio condicionado
obtenido de células IEC4.1 expuestas a GC. Nuestros resultados indican que en estas condiciones
se produce una inhibiciéon de la sefalizaciéon desencadenada por RSPO1 sobre LRP6, lo que sugiere
que las células epiteliales liberan DKK1, que a su vez produciria el efecto modulador. Sin embargo,
no hemos podido detectar mediante ELISA la presencia de dicha proteina en el medio
condicionado. Por tanto, la evidencia disponible sefiala a un antagonista distinto, aunque no
podemos descartar del todo la presencia de DKK1, que podria haber quedado ocultada por
problemas de sensibilidad analitica o de otro tipo. Nuestros resultados son coherentes con los
datos obtenidos in vivo de disminucion de la expresidn coldnica de IAP y LGR5 (genes diana de B-

Catenina) en el experimento DSS2.

En relacién con el efecto de los GC sobre la apoptosis, no disponemos de datos in vitro, pero los
que hemos obtenido en el modelo de colitis aguda por DSS no son consistentes con un incremento
de la apoptosis en la mucosa intestinal de los animales que recibieron budesonida. El efecto resultd
ser el opuesto, especialmente cuando se ensayaron dosis mayores de 6 ug/raton/dia, tal y como
reflejan los resultados a nivel proteico de caspasa-3, caspasa-7 y la ratio Bax/bcl-2 analizados en el
tejido coldnico completo de los animales incluidos en el experimento DSS1, que reflejan incluso un
descenso de la apoptosis intestinal inducido por la administracion del GC. Asimismo, los
resultados del ensayo TUNEL no mostraron cambios asociados a la inflamacién ni al tratamiento
con budesonida (datos no mostrados), lo que de hecho es coherente con observaciones de otros
autores [899]. Dado que el efecto represor de la sefalizacion por NF-kB ejercido por los GC se
asocia normalmente a una mayor tendencia a la apoptosis en el epitelio intestinal, la ausencia de
cambios observables en este sentido obedece probablemente a la gran abundancia de senales
opuestas dentro del contexto inflamatorio, como TNFa, IL1-f y IFNy, y a su inhibicion por parte de

los GC. Ademas de sus acciones moduladoras de la apoptosis, estas citoquinas activan la
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fosforilacion de la proteina MLC, lo que indirectamente tiende a aumentar la permeabilidad
paracelular por desorganizacion de las uniones estrechas [900-904]. Los GC inhiben este efecto
mediante la induccion de MKPI1, y por supuesto disminuye los niveles de las citoquinas
proinflamatorias, por lo que sus efectos a este nivel son protectores [79], lo que probablemente
justifica la reduccion de la permeabilidad a FITC-dextrano en el estudio en camara de Ussing de

fragmentos de colon distal de los animales incluidos en el experimento DSS2.

Por tanto, nuestros resultados apuntan globalmente a que la administracién de budesonida a
animales sometidos a colitis aguda inducida por DSS desencadena un proceso séptico a nivel
sistémico, lo que se traduce en un empeoramiento de los animales tratados e incluso su muerte.
Esta hipotesis resulta paraddjica hasta cierto punto, teniendo en cuenta que hace afos que se
encuentra descrito el papel protector de los GC en los procesos de sepsis, a nivel experimental pero
también clinico [905]. En los modelos animales de sepsis se ha puesto de manifiesto un incremento
de la produccién de corticosterona enddgena que parece dar lugar a una cierta desensibilizaciéon de
la respuesta a GC en neutrofilos y macroéfagos [906], fendmeno al que contribuye decisivamente el
oxido nitrico [907]. El aumento de GC enddgenos que se produce en roedores expuestos a los
diferentes modelos de shock séptico constituye una respuesta adaptativa evolutivamente
conservada frente a los procesos inflamatorios de gran extension o intensidad y a la disfuncién
vascular asociada, que evita el fallo multiorganico secundario a una hipoperfusion periférica
(shock). Asi, los animales que son adrenelectomizados [908], expuestos a un inhibidor del GR como
la mifepristona, o que sufren la delecién de dicho receptor o de su co-factor GR interacting protein 1
(GRIP1) en ciertos tipos celulares inmunocompetentes como los macréfagos y las células
endoteliales [909-911], resultan significativamente mas susceptibles al shock séptico inducido
experimentalmente. El desarrollo de tolerancia/resistencia a GC puede limitar la eficacia de esta
respuesta protectora y, ldgicamente, también de los GC exdgenos, y es coherente asimismo con los
niveles desorbitados de cortisol enddgeno que se alcanzan en los pacientes afectados [912]. En todo
caso, el beneficio clinico asociado al tratamiento con GC en el shock séptico parece estar asociado
con la induccién de un estado tolerogénico a LPS y otros componentes bacterianos, pero sobre todo
con el mantenimiento a largo plazo de dicho estado. Es decir, el efecto protector de los GC seria
mas bien de caracter crénico que agudo. De hecho, el uso de los GC en el manejo clinico del shock
séptico ha evolucionado sensiblemente, de forma que mientras en un principio se usaban dosis
elevadas durante un periodo corto de tiempo con intenciéon de reducir drasticamente la respuesta
inflamatoria, sin demasiado éxito en términos de la supervivencia de los pacientes, en la actualidad
se prefiere usarlos a dosis relativamente bajas durante un espacio temporal mucho mas prolongado
(200-300 mg/dia de metilprednisolona durante 5 dias, por ejemplo). Esta modificacion en el patron
de uso ha mejorado notablemente sus resultados en esta condicion clinica, de forma que hoy en dia
esta constatado su impacto positivo sobre la producciéon de citoquinas sistémicas, la modulacion de
la apoptosis, el incremento de marcadores de extravasacion celular, los pardmetros hemodindmicos
y finalmente la supervivencia de los pacientes [913]. Este principio es coherente con nuestros

resultados, dado que el efecto nocivo de la budesonida tiene lugar a corto plazo [914, 915].

Por dultimo, quisiéramos hacer algunas consideraciones con respecto a las posibles
implicaciones de nuestros resultados desde el punto de vista traslacional. Los estudios que forman
parte de la presente tesis doctoral no son los primeros que documentan los efectos nocivos de los

GC en la inflamacidén intestinal, pero si los primeros que los han examinado en detalle. Existen

265



DISCUSION

antecedentes sustanciales en este sentido en la colitis experimental, ya expuestos con anterioridad.
Ademads, se ha asociado el uso perinatal de dexametasona en neonatos pre-término con un
incremento de la incidencia de perforaciones focales en la barrera intestinal del intestino delgado
[709]. Por otra parte, los estudios llevados a cabo por el grupo de la Dra. P. Pérez a nivel
epidérmico permiten afirmar que los efectos nocivos de los GC sobre la estabilidad de las barreras
epiteliales no es un evento exclusivamente asociado al entorno intestinal [709, 710, 762], aunque al
mismo tiempo la contribucién de estas moléculas durante el desarrollo parece ser determinante
para el adecuada instauraciéon de la funcion de barrera cutanea. Es importante recordar las
limitaciones existentes en el uso de GC en el manejo de la EII. El uso de GC en el manejo clinico de
la EII se concentra en los brotes inflamatorios como terapia de primera eleccién en la induccién de
remisiéon [916-919]. Por contra, la evidencia disponible indica que su administraciéon es
esencialmente ineficaz como terapia de mantenimiento del estado de remisién [734-738, 742, 920-
922].

Estas limitaciones pueden tener su origen en las acciones potencialmente perjudiciales que
hemos puesto de manifiesto en los distintos ensayos. Estas acciones adquieren relevancia cuando
coexisten factores que desestabilizan la funcion de barrera intestinal, como alteraciones en la
microbiota, toxicidad epitelial, o la propia reaccion inflamatoria. En este sentido, diversos estudios
han documentado un incremento notable de la translocaciéon de bacterias viables o de DNA
bacteriano hacia capas subyacentes de la pared intestinal, a érganos incluidos en el GALT, a tejidos
extraintestinales y, en el caso del DNA bacteriano, hasta el torrente sanguineo sistémico en muchas
de las formas en las que se presenta la EII, siendo especialmente relevante en la EC cuando esta
cursa con fistulizaciones ulcerosas [923]. Por otro lado, esta demostrado que la presencia de DNA
bacteriano en sangre es significativamente mas frecuente en pacientes con EC con la variante
genética NOD2/CARDS5 que en aquellos que no la presentan, lo que resulta 16gico por el defecto en
la inmunidad innata que presentan [924]. La translocacion de bacterias como la E. coli LF82 se ha
relacionado ademas con el desarrollo de granulomas en la EC [925]. De hecho, aproximadamente el
50% de los pacientes con EC que cursa con estenosis y obstruccidn presenta translocacion
bacteriana significativa a MLN [926]. Por tanto, parece evidente que la translocacion bacteriana no
es un hecho anecdético en la fisiopatologia de la EII (principalmente EC), ademas de en otras
condiciones clinicas como traumatismos, quemaduras, estados de inmunosupresion, etc. Por otro
lado, como se comenté ampliamente en la seccién de introduccidn, el estudio de casos de
agregacion de EII en familias concretas ha permitido conocer que la permeabilidad intestinal se ve
incrementada antes de la instauracién de la inflamacion propiamente dicha, por lo que hoy en dia
este fendomeno es considerado mds una causa que una consecuencia de la misma. También existen
alteraciones en la fase de remisién de la EIl, como un aumento especifico de la permeabilidad
paracelular [927]. Estas observaciones clinicas se ven apoyadas por experimentos en animales
haciendo uso del modelo del TNBS, que revelan que tras la resolucion de la inflamacion intestinal,
la disfuncién epitelial persiste, lo que conduce a una translocacion bacteriana ligeramente

aumentada respecto a lo normal [928].

En consecuencia, la hipdtesis de que los efectos nocivos de los GC puedan producirse también
en el ambito clinico parece perfectamente plausible. Las alteraciones subsiguientes en la funcion de
barrera pueden dar lugar a la pérdida del control de la respuesta inflamatoria mediante los

mecanismos ya comentados. Sin embargo, se desconoce si la translocacién bacteriana puede

266



DISCUSION

conducir a un estado de sepsis. En parte, la escasez de datos obedece a la légica clinica, en virtud
de la cual la reseccion del segmento afectado tiene lugar antes de que pueda llegar a producirse
una sepsis significativa. Si se ha observado el desarrollo de shock séptico en pacientes con EII con

obstruccion intestinal grave por estenosis [929].

En suma, los GC tienen efectos tanto beneficiosos como perjudiciales en la inflamacion
intestinal, cuyo balance parece depender de la concurrencia de factores adicionales que
comprometan la funcién de barrera intestinal. Es posible, por tanto, que estos tltimos efectos,
ligados a la translocacion bacteriana y a la hemorragia intestinal, puedan manifestarse en el ambito

clinico, pero es necesario realizar experimentos adicionales para verificar este extremo.
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1. La budesonida, y presumiblemente los GC en general, presentan una interesante dualidad de
accion sobre la mucosa intestinal inflamada: por un lado una marcada acciéon antiinflamatoria
local, y por el otro una accion perjudicial relacionada con un debilitamiento de la funcién de
barrera que se traduce en efectos negativos a nivel sistémico. Esta tltima se traduce en un severo

deterioro del estado general de los animales e incluso en su muerte.

2. Nuestros datos sugieren que la accion perjudicial se manifiesta cuando existe una importante
lesion en el epitelio intestinal (modelo de colitis aguda por DSS). Sin embargo, este efecto queda en
un segundo plano cuando el compromiso de la barrera epitelial es mas sutil (colitis por

transferencia linfocitaria o animales no coliticos).

3. El debilitamiento de la funcién de barrera intestinal producida por los GC se traduce en un
incremento de la translocacion bacteriana que se encuentra asociada a la inhibiciéon de los
mecanismos inmunolégicos de contencion de la carga bacteriana luminal y de los mecanismos de

reparacion epitelial.

4. Los estudios in vitro llevados a cabo en células epiteliales intestinales indican que existen
ciertas diferencias entre los cuatro GC ensayados en relacién a la modulacién que ejercen sobre la
invasion epitelial por parte de bacterias enteroinvasivas, la produccion de citoquinas en respuesta a
PAMP y la curacion de herida epitelial, aunque seran necesarios experimentos adicionales para
detallar esta respuesta diferencial. De hecho, paralelamente a la ejecucion de los experimentos
recogidos en esta tesis doctoral, se ha desarrollado un ratén transgénico con delecién inducible de
la expresion del GR a nivel de células epiteliales intestinales, lo que nos permitira dilucidar la
relevancia relativa de este tipo celular en el efecto de los GC, tanto aquellos producidos localmente
en el tejido intestinal o los administrados exégenamente en la colitis por DSS, asi como su papel
general en la homeostasis intestinal en condiciones basales y en otros modelos de inflamacion

intestinal.

5. Nuestros resultados tienen posibles implicaciones en el manejo clinico de pacientes con EII
haciendo uso de GC de efecto local o sistémico, particularmente si la patologia se acompafia de un
significativo incremento de la permeabilidad intestinal y/o translocacién bacteriana. Asimismo,
existen otros desdrdenes entre los que destaca el sindrome metabolico que cuentan con alteraciones
en la funcion de barrera intestinal en la base de su fisiopatologia, en los que atendiendo a nuestros

resultados los GC podrian ejercer cierta influencia tedricamente negativa.
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1. Budesonide and likely glucocorticoids in general, have an interesting double sword action on
the inflamed intestinal mucosa: first a consistent local antiinflammatory action, but also a negative
effect related to an induction of a leaky gut state that has a negative impact on the systemic

balance, namely a severe worsening of the animal condition and eventually its death.

2. Our data strongly suggest that the deleterious effects of glucocorticoids on the intestinal
mucosa, take place exclusively when the intestinal epithelium is severely damaged (acute DSS-
induced colitis). Conversely, they don't appeare when the glucocorticoids are used in other models
of colitis in which the intestinal epithelial barrier is barely compromised, for instance the

lymphocyte transfer-induced colitis.

3. The weakening of the intestinal barrier function induced by glucocorticoids implies an
enhancement of the bacterial translocation from the gut to other extra-intestinal tissues. Our data
point towards an inhibition of the immunological mechanisms in charge of the luminal bacteria
containment, but also of the wound healing mechanisms of the intestinal epithelium as the

underlying reason for this phenomenon.

4. In vitro studies developed on intestinal epithelial cells point to certain differences among the
different glucocorticoids in terms of the modulation of the epithelial cell's invasion by
enteroinvasive bacteria, cytokine release after stimulation with different PAMP and epithelial
wound healing, even though more experiments are needed to clarify this diverging behaviour.
Actually, during the last year of experimental work oriented to this thesis we have developed a
transgenic mouse with inducible ablation of the glucocorticoid receptor in the intestinal epithelial
cells. This tool will help us shedding light on the relative relevance of this cell type in the effects of
locally produced and exogenous glucocorticoids on the acute DSS-induced colitis described in this
work, but also on its role in the intestinal homeostasis both under steady-state and other

inflammatory conditions.

5. Our results could have some implications regarding on the clinical management of IBD
patients making use of glucocorticoids with local or systemic distribution, particularly if the
disease is featured by a sharp increase of the intestinal permeability and/or the bacterial
translocation. Besides, many investigators are pointing to the intestinal barrier dysfunction as a
critical factor in the establishment of other diseases like the metabolic syndrome. Thus, our results
suggest that the indication of glucocorticoids like budesonide in patients with that medical

condition could be controversial.
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GH: growth hormone

GILZ: glucocorticoid-induced leucine zipper
GMCSF: granulocyte macrophage colony stimulating factor
GR: glucocorticoid receptor

GRE: glucocorticoid response element
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HSP70: heat shock protein 70
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IBD: inflammatory bowel disease
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IFN: interferon

IGF-1: insuline growth factor 1
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receptor for advanced glycation end products
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receptor interacting protein 1
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