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SUMMARY

1. INTRODUCTION

Alkaline phosphatases (APs) are homodimeric glycoproteins (EC.
3.1.3.1) widely distributed in numerous species that catalyze the
hydrolysis, at alkaline pH, of phosphate groups releasing inorganic
phosphate and an alcohol group. They can dephosphorylate a wide
variety of molecules, such as nucleotides, bacterial lipopolysaccharide
(LPS), or inorganic pyrophosphate (PPi). In humans, four AP
isoenzymes exist, including tissue-specific forms: intestinal alkaline
phosphatase (IAP, encoded by the ALPI gene), placental (PLAP,
encoded by ALPP), and germinal (GCAP, encoded by ALPPL2), along
with tissue non-specific alkaline phosphatase (TNAP), encoded by the
ALPL gene. TNAP has several isoforms differing in glycosylation and
sensitivity to inhibitors that receive the name of the tissue where they

are mainly expressed: the liver, bone, and kidney (1).

TNAP plays a crucial role in bone mineralization by hydrolyzing
inorganic pyrophosphate, facilitating skeletal and dental mineralization
(2). It is also involved in purinergic signaling, acting as an
ectonucleotidase to hydrolyze extracellular ATP to adenosine (3).
Recent research has highlighted TNAP’s significance in hepatic
metabolism (4), thermogenesis (5), and immune cell maintenance (6,7).
Choline, a TNAP substrate, may link TNAP activity to liver metabolism
(8). This alkaline phosphatase isoform is also expressed in the gut,
specifically in the lamina propria leukocytes and in intestinal epithelial
cells (IECs) (9).

Among APs, IAP is well-characterized and is involved in lipid absorption
(10,11), bicarbonate secretion (12,13), attenuation of LPS mediated
inflammation (14-17), and dephosphorylation of nucleotides and other

inflammatory molecules (18,19).
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Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the main hepatic
manifestation of metabolic syndrome and the most frequent chronic liver
disease in Western countries with an overall prevalence of
approximately 25% in the adult population, especially in people with
obesity and diabetes. NAFLD is characterized by hepatic steatosis
(accumulation of triglycerides in hepatocytes) in presence of metabolic
risk factors (particularly obesity and type 2 diabetes) and in the absence
of excessive intake of alcohol (=30g/day for men and =20g/day for
women) or other chronic liver diseases (20-22). Multiple factors,
including insulin resistance, microbiota, genetics, and environmental
factors, contribute to NAFLD. Intestinal barrier function may also play a
role in NAFLD pathogenesis, with increased bacterial permeability
potentially contributing to liver and extrahepatic damage (23-29).
TNAP's actions, including dephosphorylation of pro-inflammatory
molecules and maintenance of intestinal permeability, may affect
NAFLD susceptibility.

Inflammatory bowel disease (IBD) comprises Crohn's disease and
ulcerative colitis, characterized by chronic inflammation and immune
dysregulation. IBD patients require prolonged medical and surgical
interventions that impair their quality of life. The exact causes of IBD
remain unclear, but it involves a disrupted intestinal mucosal immune
system in genetically susceptible individuals. TNAP (30). TNAP
induction has been observed in inflamed intestines (31), but its role in

IBD is poorly understood.

Therefore, this Doctoral Thesis aims to elucidate the role of TNAP in

NAFLD and in intestinal epithelium in basal and inflamed conditions.

2. AIMS

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

3



SUMMARY

1. To characterize the involvement of TNAP in the development of
hepatic steatosis mediated by dietary lipids.

2. To determine the role of intestinal epithelial TNAP in basal
conditions.

3. To study the role of intestinal epithelial TNAP in experimental
colitis induced by DSS.

3. MATERIAL AND METHODS

To carry out the objectives of the Thesis, we performed in vivo, ex vivo
and in vitro experiments using a wide variety of techniques or
procedures, including steatosis model diets, dextran sulfate sodium
(DSS) induced colitis, real time quantitative PCR, multiplex, histology

techniques or western blot.

Haplodeficient mice for TNAP (TNAP*-) and mice with a conditional
intestinal epithelial ablation of TNAP (Alpl'=¢") were used to clarify the
role of TNAP in steatosis and in the intestinal barrier integrity. The latter

were obtained in our laboratory to carry out this Thesis.
4. RESULTS AND DISCUSSION
Our results can be split into three sections.

(1) Role of TNAP in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease through the
Methionine and Choline Deficient (MCD) diet model

Wild-type (WT) and haplodeficient animals were fed either a control diet
or a methionine-choline-deficient (MCD) diet for 17 days. Ethical
considerations led to the premature termination of the experiment due
to severe weight loss observed in mice fed the MCD diet. Mice fed the

MCD diet exhibited typical signs of this animal model, including elevated
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alanine aminotransferase (ALT) activity and decreased blood glucose
levels, with no discernible differences between genotypes. The
characteristic hepatic fat accumulation was also confirmed.
Interestingly, haplodeficient mice on the control diet displayed
microsteatosis and increased hepatic fat content compared to chow diet
fed mice (4% w:w), implicating TNAP in fat diet-induced steatosis. Of
note, the content of fat and sucrose in the control diet of this experiment

were higher than those of a normal chow diet.

Additionally, genotype influenced alterations in various plasma
parameters when mice were fed the control diet. TNAP mice exhibited
higher levels of IL-6, pancreatic peptide, resistin, and glucagon in
plasma. Notably, there was increased expression of fibrotic genes (Des
and Tgfb1l, the last one without being statistically significant) in the liver
of haplodeficient mice on the control diet, along with higher levels of 111b
and Tnf genes (p=0.08). In addition, the haplodeficiency combined with
the control diet induced changes in genes related to carbohydrate, fatty
acid, and bile acid metabolism. All these results suggest that TNAP may
be involved in the development of the high-fat diet-associated steatosis
phenotype.

(2) Consequences of intestinal epithelial Alpl deletion in mice

To determine the role of TNAP in the intestinal epithelium WT and
Alpl'"=¢" mice were sacrificed 7 days after the first tamoxifen injection.
By employing Alpl_flox primers, successful gene silencing was
confirmed in both colonic and small intestinal epithelial cells (IECs). The
resulting phenotype following the deletion of Alpl within the intestinal

epithelium appeared seemingly normal.

At the intestinal level, no histological differences were discerned.

Alkaline phosphatase activity remained unaltered across all intestinal

5
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segments (jejunum, ileum, colon); however, notable changes in in vitro
sensitivity to levamisole and TNAP inhibitor were observed. The
absence of Alpl in IECs induced modifications in the expression of
intestinal isoenzymes. Specifically, in the small intestine, a decrease in
the expression of Akp3 and Akp6 was noted, whereas the converse was
observed in the colon (though not statistically significant). These genes
codify IAP isoenzymes in the intestine of mice. Akp3, is expressed
specifically in the duodenum while Akp6, is expressed at high levels

throughout the gut.

For the evaluation of potential extraintestinal effects, greater AP activity
was identified in both bone and kidney of Alpl¢" mice, with no
alterations in sensitivity to inhibitors. The deletion of Alpl in IECs resulted
in an upregulation of fibrotic and inflammatory genes in the liver (Tgfb1,
Des, Tnf). Additionally, increased expression of Nt5e (linked to the
purinergic system) and Tff3 (associated with hepatic metabolism) was
detected. In line with this, knockout mice exhibited reduced levels of
choline and phosphocholine (not significant for the latter), potentially
correlated with diminished choline dephosphorylation capacity and
subsequent absorption within the intestine. Collectively, these findings
underscore the significance of intestinal TNAP not only within the

intestine itself but also systemically.
(3) Role of intestinal epithelial Alpl in experimental colitis

WT and Alpl'=¢" mice were exposed to DSS 2.5% (w:v) for 7 days after
inducing the deletion of the Alpl gene through tamoxifen administration.
DSS-induced colitis resulted in greater weight loss in knockout mice and
a higher Disease Activity Index (DAI) at early stages of the disease.
There were no differences between genotypes in colon length or

thickness in this experimental colitis model. Histologically, colitic
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knockout mice exhibited increased submucosal infiltration. Macroscopic
results indicated a worse condition in Alpl'¥¢" mice during colitis.
However, the colonic biochemical analysis revealed that these mice had
a lower degree of inflammation, as evidenced by reduced expression of
inflammatory markers. The protective effect becomes apparent as early
as 4 days and is not associated with changes in the expression of other
alkaline phosphatase isoforms but is instead attributed to the early

increase in enzyme activity within the colon.
5. CONCLUSION

1. TNAP haplodeficiency associated with a high-fat diet (10% w:w)
induces a steatogenic response similar to that observed in WT
animals fed a choline and methionine-deficient diet, with an
increase in certain inflammatory and fibrotic parameters and
modulation of specific genes related to bile acid metabolism.

Therefore, TNAP is implicated in the adaptive response to fat.

2. Intestinal epithelial deletion of Alpl was achieved in both small
intestine and colon, without producing discernible morphological
or molecular changes in either segment, nor substantial
alterations in the microbiota. The deletion of Alpl induced
changes in the expression of certain genes, such as Akp3, Akp6,
Tjpl, Cxcll, or Cxcll0, in primary epithelial cells (IECs) and
jejunal organoids, although the nature of these changes was not
consistent across these cell populations, presumably due to
differences in the biological context, such as the presence or

absence of colonic microbiota and non-epithelial cells.

3. Intestinal epithelial deletion of Alpl alters extraintestinal AP
activity under basal conditions, resulting in increased AP activity

in bone and kidney, with no changes in sensitivity to specific
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inhibitors. This suggests that the glycosylation pattern does not
appear to be modified in these tissues.

Intestinal epithelial deletion of Alpl increases the expression of
genes related to liver fibrosis and inflammation and modulates
the expression of genes associated with lipid metabolism in the
liver. These changes are associated with a choline deficit in
hepatocytes. Therefore, the deficiency of TNAP activity in the
intestinal epithelium results in a reduced supply of this important
metabolite to the liver, likely contributing to the establishment of
a proinflammatory and profibrotic phenotype, and presumably to
alterations in lipid metabolism. Long-term experiments will be

necessary to confirm this hypothesis.

Intestinal epithelial deletion of Alpl results in a complex
phenotype in DSS-induced experimental colitis, characterized by
both increased macroscopic deterioration and neutrophilic
infiltration, along with attenuated expression of inflammatory
markers in the colon. This appears to reflect a reduced state of
activation within the mucosal infiltrate. The protection is evident
as early as 4 days and is not related to the modulation of the
expression of other alkaline phosphatase isoforms but rather to

the early increase in enzyme activity in the colon.

The results obtained in this doctoral thesis confirm that intestinal
epithelial TNAP is biologically relevant both to the intestinal and
extraintestinal tissues. TNAP thus continues to emerge as a

pivotal player in intestinal barrier function.
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1.1. Fosfatasa alcalina

1.1.1. Generalidades

Las fosfatasas alcalinas (APs) son una familia de glicoproteinas
homodiméricas (EC. 3.1.3.1) ampliamente distribuidas en numerosas
especies tanto procariotas como eucariotas. Catalizan la hidrélisis de
grupos fosfato liberando fosfato inorganico y un grupo alcohol a pH
alcalino. En los organismos vertebrados, estas enzimas diméricas se
encuentran unidas covalentemente a la superficie celular actuando
como ectoenzimas. Son capaces de desfosforilar una gran variedad de
moléculas, como, por ejemplo, nucleétidos, lipopolisacarido (LPS)

bacteriano o pirofosfato inorganico (PPi).

1.1.2. Genes que codifican la fosfatasa alcalina

La familia de AP esta compuesta por varias isoenzimas que estan
codificadas por genes especificos que se expresan en multiples tejidos.
En el caso del humano, son cuatro los genes que codifican para estas
glicoproteinas (Tabla 1). Tres isoenzimas son especificas de tejido,
siendo designadas por su localizacion mayoritaria: la fosfatasa alcalina
intestinal (IAP codificada por el gen ALPI), la placentaria (PLAP
codificada por ALPP) y la germinal (GCAP codificada por ALPPL?2). La
cuarta isoenzima, codificada por el gen ALPL, se denomina como
fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNAP) ya que puede
encontrarse en varios tejidos, aunque mayoritariamente se expresa en
hueso, higado y rifion, denominada por ello la isoenzima de higado-
hueso-rifion (Liver-Bone-Kidney, L/B/K) (1).

Los genes que codifican para las isoenzimas especificas de tejido

(ALPI, ALPP y ALPPL2) se encuentran en el cromosoma 2 lo que indica

12
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que un posible origen comun. Tienen una estructura similar que
consiste en 11 exones interrumpidos por pequefios intrones de 74-425
pb en posiciones analogas, todo comprimido en menos de 5 kb de DNA
gendémico (32—-34). La similitud estructural de las tres isoenzimas
sugiere una evolucion divergente, lo que es coherente con la
distribucion en tres loci que forman parte de un cllster en el que estan
localizados en ese orden del centromero al telémero en la misma region

del brazo largo del cromosoma 2, bandas q34-937 (35,36).

En cuanto al gen ALPL, este se encuentra en el cromosoma 1 vinculado
a la banda cromosomica 1p36.12. Su estructura supera los 50 kb y
contiene 12 exones. El exén 1 contiene dos secuencias 5 que se
transcriben de forma alternativa, dando lugar a versiones diferentes de
MRNA. Cada exdn tiene su propio promotor, por lo que se definen dos
formas, el exon 1Ay el exdn 1B (37-39). De esta forma, se ha descrito
qgue la transcripcion del ex6n 1A corriente arriba se lleva a cabo
principalmente en osteoblastos mientras que la transcripcién con el
exon 1B se ve impulsada por un promotor activo en higado y rifion
(37,38).

En ratones, las fosfatasas alcalinas estan codificadas por 5 loci (Tabla
1): Alpl (o Akp2) que codifica TNAP, Akp3 que codifica la fosfatasa
alcalina intestinal duodenal (dIAP), Akp5 que codifica la AP embrionaria
(EAP), Akp6 que codifica la AP intestinal global (glAP) y Akp-psl, que
corresponde a un pseudo-gen inactivo. No se han encontrado la
isoenzima placentaria ni de células germinales en raton, luego en esta
especie, la IAP es la Unica AP especifica de tejido. El gen Alpl (Akp2)
se localiza en el cromosoma 4 (40), mientras que, al igual que en el
humano, el resto de las isoenzimas se encuentran en el cromosoma 1
formando un cluster: Akp3 (AP duodenal), Akp5 (AP embrionaria), Akp-
psl, Akp6 (AP intestinal global) (41,42).

13
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Tabla 1. Nomenclatura génica, proteica, nombre comun y distribucion de
las distintas isoenzimas de fosfatasa alcalina de humano y raton (43).

Gen Isoenzima Nombre comun Distribucion
Especie tisular
Humano ALPL TNAP Fosfatasa alcalina no SN en
especifica de tejido o desarrollo,
AP tipo higado-hueso tejido éseo,
rifién higado, rifién,
sincitiotrofoblas
to, tumores
ALPP PLAP Fosfatasa alcalina Sincitiotrofoblas
placentaria to, tumores
ALPPL2 GCAP Fosfatasa alcalina de Testiculos,
células germinales trofoblastos
ALPI IAP Fosfatasa alcalina Intestino
intestinal
Ratén Alpl TNAP Fosfatasa alcalina no SN en
(Akp2) especifica de tejido o desarrollo,
AP tipo higado-hueso tejido 6seo,
rifién higado, rifién
Akp3 dIAP Fosfatasa alcalina Intestino
intestinal duodenal
Akp5 EAP Fosfatasa alcalina Embrion
embrionaria preimplantado
Akp6 glAP Fosfatasa alcalina Intestino

intestinal global

1.1.3. Expresion génicay factores de transcripcion

La expresion del gen que codifica la TNAP en ratén (Alpl o Akp2) se
regula durante el desarrollo del animal. Se expresa también en el
embrién unicelular, por lo que se le ha atribuido un papel en el
mantenimiento de las células madres embrionarias (44). Se ha
observado su expresion en el tubo neural y el cerebro del raton (45,46),
en células endoteliales, tubulos renales y el canaliculo biliar en higado
(47). Sin embargo, el gen de la TNAP se expresa de forma
predominante en el tejido 6seo, cartilago y dientes (47), y también se
ha detectado en distintos tipos celulares en el cerebro (48,49). Esta

isoenzima también se expresa en células del sistema inmunitario (6,7).
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Ademas, nuestro grupo de investigacion y otros han puesto de
manifiesto la presencia de TNAP a nivel colonico (31).

La modulacién de la expresion de Alpl se debe a procesos tanto
transcripcionales como postranscripcionales. A nivel transcripcional, el
promotor 1A puede estar regulada por acido retinoico y el factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) (50-53).
Concretamente, se vio una expresion predominante del mRNA de tipo
0seo en neutrdfilos periféricos y en neutrofilos cultivados in vitro con G-
CSF (50). En rata también se han encontrado dos transcritos de mRNA
de Alpl. Existe una regulacion especifica tisular de los dos promotores
alternativos, viéndose una induccion del promotor 1B por
dexametasona (54). Ademas de por este glucocorticoide, el promotor
1B también es activado por AMP-ciclico y el acido holo-trans-retinoico
(55,56). Los factores de transcripcion FKHR (57) y Sp3 activan el
promotor de ALPL (58). Por otro lado, Smad3 activa la expresion de
TNAP y la mineralizacion en lineas celulares osteobasticas de raton
(59,60). También BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein 2) (61,62) y
diversas citoquinas como TNF-a o IL-1, que provocan la inhibicion de
PPARYy (63,64), se han visto implicadas en la regulacion de la expresién
de TNAP.

La enzima AP embrionaria (EAP) de raton, codificada por Akp5, se
expresa de forma mayoritaria en estado embrionario blastocisto (41),
junto con Alpl. En ratén adulto, la EAP se expresa en los testiculos , en
el timo y en el intestino (41). En el feto humano, la isoenzima GCAP,
codificada por ALPPL2, se expresa en las células germinales
primordiales (CGP) migratorias y en las génadas fetales (65). Esta
isoenzima también se encuentra en los testiculos, pulmon, cérvix y timo
(66,67).
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La isoenzima placentaria (PLAP) se expresa en grandes cantidades en
las células sincitiotrofoblasticas de la placenta desde aproximadamente

la octava semana de gestacion y a lo largo del resto de embarazo (68).

En cuanto a la IAP, se expresa en el intestino de muchas especies. En
intestino de ratdn, existe la coexpresion de tres isoenzimas, Akp3, Akp5
y Akp6. La isoenzima Akp3 se expresa en el duodeno justo antes del
destete, mientras que las otras dos se expresan en el intestino desde el
nacimiento y va aumentando su expresion con la edad (42). En adultos,
distintos componentes dietéticos y factores de crecimiento y
hormonales estimulan la expresion de IAP. Por ejemplo, Prakash y
colaboradores (2010) mostraron que la pimienta negra, la piperina, el
pimiento rojo, la capsaicina y el jengibre en la dieta provocaban el
aumento de la actividad fosfatasa alcalina intestinal (20—100 %) en
ratas, siendo entre estos la piperina la mas efectiva (69). Otros
compuestos administrados en la dieta, como pueden ser el zinc (70),
vitamina K1 y K2 (71), lactosa (72) y fosfato esterificado proveniente de
almidéon de patata (73) se asocian igualmente al aumento en la
expresion o actividad de IAP. Por otra parte, la cortisona sola o con
tiroxina es capaz de estimular la actividad de la enzima IAP (74). En
cuanto a factores de transcripcién, se identificé IAP como un gen diana
del factor KLF4 (gut-enriched Kruppel-like) (75). Otros estudios
identificaron la interaccibn entre dos factores transcripcionales
intestinales, Cdx1 y Cdx2, en el contexto de la regulacion de la
expresion de IAP. Vieron que Cdx1 activa el gen de IAP a diferencia de
Cdx2 que inhibe los efectos de Cdx1 (76). También se han descrito
regulaciones epigenéticas para IAP. Por ejemplo, el butirato inhibe la
histona deacetilasa, regulando la expresion de la IAP de manera
dependiente de KLF5 (77). Por el contrario, las citoquinas IL-18 y TNF-
a provocan especificamente la inhibicién la regién promotora de IAP
(78).
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1.1.4. Estructura

Las APs son enzimas homodiméricas que contienen metales en el sitio
catalitico. Cada mondmero contiene dos iones de zinc y uno de
magnesio necesarios para su actividad (43). Durante muchos afios, la
AP de la bacteria Escherichia coli fue la Unica estructura cristalogréafica
gque se conocia. La obtencién de la estructura de una AP de mamifero
en 2001 (79), concretamente la de PLAP, mostrd que consiste en una
lamina B rodeada de dos a-hélices a los lados. PLAP es un dimero
formado por monémeros de 484 residuos, cuatro atomos de metal, un
ion fosfato y moléculas de agua. La estructura de las isoenzimas GCAP,
IAP y TNAP (ordenadas segun su similitud estructural de mayor a
menor) se construy6 a partir de la estructura de PLAP utilizando el
método de alineacion de secuencias. GCAP e IAP muestran un 98% y
87% de identidad frente a PLAP, respectivamente, mientras que TNAP
y PLAP muestran una identidad del 57% y una homologia del 74% (80).

Solo algunos de los residuos del centro activo se conservan al comparar
las enzimas AP de diferentes especies. No obstante, el residuo Ser se
conserva en todas ellas. Los ligandos de los iones metalicos también
tienen funciones conservadas. La fraccion N-terminal de uno de los
mondmeros envuelve al segundo mondmero, aportando propiedades
alostéricas a la enzima. El dominio corona (Figura 1), parte flexible que
gueda en la parte superior de la AP, contiene residuos importantes para
la estabilizacion de inhibidores (81,82) o para conferirle estabilidad al
calor (83).

17



INTRODUCCION

Crown / N-linked
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Figura 1. Estructura tridimensional de PLAP. Representacion del
mondémero A (en amarillo) y el B (en azul), sitio catalitico, dominio corona,
extremo N-terminal y sito de anclaje GPI (43).

La AP contiene cadenas de carbohidratos que, en el caso de la
isoenzima no especifica de tejido, tienen mucha importancia debido a
que influyen en su actividad catalitica. A nivel proteico, la secuencia
aminoacidica de TNAP es la misma (507 aminoacidos), a pesar de que
el RNA mensajero del que provienen estas proteinas es diferente
dependiendo del exdn que se haya traducido: exén 1A para hueso o
exén 1B para higado y rifién. No obstante, las distintas isoformas de
TNAP difieren en las modificaciones de glicosilacién postraduccionales
(84). La secuencia de ALPL sugiere 5 puntos de N-glicosilacion, siendo
N140, N230, N271, N303 y N430 (85). Se ha visto que la TNAP
hepatica y 6sea estan N-glicosiladas, y que solamente la 6sea esta O-
glicosilada, mientras que la hepatica se encuentra Unicamente N-
glicosilada. El patrén de glicosilacion de las isoformas de TNAP influye
significativamente en las propiedades cataliticas de la enzima,

provocando, ademas, diferente sensibilidad a ciertos inhibidores (86).

En organismos vertebrados, estas enzimas se encuentran ancladas a

la membrana plasmatica mediante glicosil-fosfatidil-inositol (GPI)
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(Figura 1). La estructura de fosfatidilinositol es un ancla de
fosfatidilinositol-glicolipido que se une covalentemente al extremo C-

terminal de la proteina a través de un enlace amida (87).

1.1.5. Propiedades enziméticas

1.1.5.1. Especificidad de sustratos

Las APs tienen una amplia especificidad y tienen la capacidad de
hidrolizar una variedad de sustratos in vitro, aunque solo algunos de
estos se han descrito como sustratos naturales de las isoenzimas de
AP.

Uno de los sustratos mas estudiados de la TNAP es el pirofosfato
inorgénico (PPi) debido a que la funcion principal de esta isoenzima en
el hueso consiste en hidrolizarlo para mantener una concentracion

adecuada de este y asi garantizar una correcta mineralizacion 6sea (2).

También se ha descrito como sustrato natural de la TNAP el piridoxal-
5’-fosfato (PLP), presente en sangre obtenida a partir de la ingesta de
alimentos que lo contengan. La TNAP hidroliza el PLP extracelular
permitiendo a su forma desfosforilada (piridoxal) atravesar la barrera
hematoencefélica, donde servirhA como cofactor de enzimas en la

formacion de neurotransmisores (88).

Por otro lado, se ha descrito la actividad nucleotidasa de las APs, papel
importante para sistema purinérgico, dado que estas enzimas pueden
desfosforilar nucleétidos trifosfato a nucledsidos de forma secuencial
(89). Este papel ectonucleotidasa de las APs se ha visto relacionado en
diferentes procesos bioldgicos en diversos tipos celulares, como las
células neuronales NG108-15 (90), en las vias respiratorias humanas

(91,92) y en las neuronas del hipocampo (93).
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Recientemente se ha puesto de manifiesto el papel critico de la TNAP
mitocondrial en la termogénesis mediante la desfosforilacién de la

fosfocreatina (5).

Las APs también tienen funciones metabdlicas. Se ha constatado que
la TNAP actia sobre sustratos como la fosfocolina, cuya
desfosforilacion es necesaria para la captacion de colina en el higado y

generar asi fosfatidilcolina (8,94).

Por ultimo, se ha demostrado que las isoenzimas de AP son capaces
de hidrolizar LPS bacteriano y otros componentes como el DNA CpG

(citosina fosfo guanina) o flagelina por desfosforilacion (14,15,95-97).

1.1.5.2. Inhibicién enzimética

A partir de los afios 60 se han descubierto numerosos inhibidores de
las distintas isoenzimas de AP. Se describié cémo los L-aminoacidos
como L-fenilalanina, L-triptéfano, L-leucina y L-homoarginina, o
compuestos no relacionados, como levamisol y teofilina, son capaces
de inhibir las APs de forma acompetitiva. Sin embargo, las APs
responden de forma diferente a los inhibidores a causa de los diferentes
residuos aminoacidicos entre las isoenzimas y de los distintos patrones
de glicosilacion (Tabla 2). Las isoenzimas especificas de tejido (IAP,
PLAP y GCAP) son sensibles a la inhibicion por L-fenilalanina pero no
por L-homoarginina, mientras que con la isoenzima TNAP el perfil se
invierte (98,99). El levamisol ha sido el inhibidor mas especifico de la
TNAP (conjuntamente con el tetramisol), aunque recientemente se han
desarrollado nuevos inhibidores (ver mas adelante). Cabe mencionar
gue las distintas glicosilaciones en la TNAP afectan a su sensibilidad
frente a ciertos inhibidores. Concretamente, las isoformas 6sea y renal

de TNAP son sensibles a la inhibicién por levamisol, mientras que la
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isoforma hepatica y la IAP son resistentes, pudiendo incluso verse
potenciada dicha actividad (9).

Tabla 2. Sensibilidad de las APs a L-fenilalanina, L-homoarginina,
levamisol y teofilina.

L-Fenilalanina L-Homoarginina Levamisol Teofilina
IAP Sensible Resistente Resistente, incluso  Resistente
potenciado
PLAP Sensible Resistente Resistente
GCAP Sensible Resistente Resistente
TNAP Resistente Sensible TNAP Gseal/renal Sensible
— Sensible
TNAP hepética -
Resistente

El levamisol, a pesar de ser el inhibidor comercial mas potente, no
puede utilizarse in vivo porque seria necesaria una concentracion de
orden de milimolar para que surtiera efecto. Ademas, estos inhibidores
clasicos no son compuestos especificos de una isoenzima y muestran
una inhibicion débil. Por ello, han desarrollado una gran variedad de
moléculas analogas del levamisol que reemplazan el grupo fenilo, como
tiofenos (100), benzotiofenos (101) y benzofuranos (102). En general,
se ha observado que estos compuestos modificados presentan una
potencia modesta. En consecuencia, se han intentado desarrollar y
optimizar inhibidores biodisponibles por via oral que ademas
proporcionen una inhibicidon robusta de las isoenzimas in vivo. Por
ejemplo, el inhibidor SBI-425 que se ha utilizado para esclarecer el
papel de la TNAP en esta tesis doctoral mostré ser un inhibidor potente

y selectivo de TNAP tras su administracion via oral (103).
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Concretamente, estudios preclinicos muestran como el SBI-425 reduce
la calcificacion ectépica en modelos animales (104).

Actualmente se estan llevando a cabo estudios con el inhibidor DS-1211
de TNAP patentado en 2017 (W02017007943A1), el cual ha mostrado
caracteristicas adecuadas para la aplicacion clinica y ha sido empleado
en humanos con resultados satisfactorios (105). Estudios realizados in
vitro e in vivo muestran a este inhibidor como un inhibidor de TNAP

potente y selectivo en multiples especies animales y modelos (106).
1.1.5.3. Termoestabilidad

PLAP es la isoenzima con mayor estabilidad térmica, ya que no sufre
inactivacion a temperaturas inferiores a 75 °C en presencia de
magnesio 1072M. Sin embargo, las demas isoenzimas pierden mas del
50% de actividad al someterlas a temperaturas de 56°C durante 30
minutos. Aunque la IAP es mas termoestable que la TNAP, ambas son
inactivadas rapidamente a temperaturas superiores a 65°C. Cabe
mencionar que entre las isoformas de TNAP, la isoforma hepatica es

mas termoestable que la 6sea (107).
1.1.6. Isoenzimas de fosfatasa alcalina

En mamiferos existen cuatro isoenzimas: tres especificas de tejido, que
son la fosfatasa alcalina placentaria (PLAP), la intestinal (IAP) y la
germinal (GCAP), y una no especifica de tejido (TNAP), la cual abunda

en higado, hueso y rifidn.
1.1.6.1. Fosfatasa alcalina placentaria

PLAP esta presente en la placenta y sus niveles varian durante el

embarazo, de forma que son bajos en los primeros meses y aumentan

22



INTRODUCCION

hasta llegar a 250 ng/ml en el tercer trimestre. Sin embargo, la
preeclampsia, la diabetes o el retraso del crecimiento uterino pueden
provocar una disminucion en los niveles de PLAP en comparacion con
las mujeres sanas, pudiendo afectar al desarrollo del feto (108).
Recientemente se ha constatado que los niveles de PLAP en el liquido
cefalorraquideo pueden tener un papel decisivo en el diagnostico
diferencial de los tumores intracraneales de células germinales (109).
Por otra parte, se ha descrito que existe una alteracién en la expresion
de esta isoenzima en mujeres embarazadas fumadoras (110) y en
individuos con cancer de ovarios o de testiculos (111). Por el contrario,
se han observado niveles bajos PLAP en la placenta de mujeres con
enfermedad de Chagas (112,113).

1.1.6.2. Fosfatasa alcalina germinal (GCAP)

Esta isoenzima se expresa en células germinales, tejidos embrionarios
y neoplésicos y en la placenta. En los testiculos, la GCAP se localiza
en la membrana celular de las células inmaduras germinales, unida
mediante GPI. Se ha detectado la expresion del gen GCAP en células

de coriocarcinoma humano (114).

1.1.6.3. Fosfatasa alcalina intestinal (IAP)

En roedores, a nivel de RNA mensajero, la IAP se expresa
abundantemente en el duodeno, yeyuno e ileon, mientras que apenas
se expresa en colon. Concretamente, en el intestino delgado de
roedores sanos los niveles de mRNA y actividad de IAP estan
intimamente relacionados con el grado de diferenciacion de las células
epiteliales intestinales (IEC), siendo mayores los niveles en células de
las vellosidades (115). Por ello, la IAP suele utilizarse como marcador

de diferenciacion.
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Las funciones mas importantes en las que participa la IAP estan
recogidas en la Figura 2, aunque la importancia de esta isoenzima se
basa en su implicacién en la absorcién de lipidos y sobre todo en la

funcién de barrera intestinal.

T s Bacterias
’ comensales
R m@mﬁq{in ‘%\%\F %Im RN
Regulacién de la Disminucién de la Regulaciéon del
Regulacién de la secrecion de translocacion bacteriana crecimiento de las
absorcioén de bicarbonato y el pH y desfosforilacién de bacterias
lipidos superficial LPS comensales

Figura 2. Funciones principales de laisoenzima IAP.

Reqgulacién de la absorcién de lipidos: el ayuno reduce la actividad

de la IAP, mientras que la administracion de alimentos restaura los
niveles (116), y se observa un incremento especial tras la ingesta de
comida rica en grasa en roedores (10). En ratones, se ha descrito que
la ausencia de Akp3 (que codifica la dIAP) modula la transcitosis
lipidica, provocando acumulacion de grasa visceral y esteatosis
hepética. Precisamente, los ratones Akp3™” tienen una mayor ganancia
de peso corporal y mayor transporte de acidos grasos respecto a los
ratones WT, por lo que los autores concluyeron que la IAP es un
regulador negativo en la absorcion de grasa en el intestino (117). Otros
estudios detectaron un incremento de expresion de Akp6 (glAP) y Cd36
(translocasa de &cidos grasos) junto con una mayor absorcion de 4cidos
grasos (118,119). El transportador CD36 se expresa mayoritariamente
en el yeyuno y su expresion esta regulada por los &acidos grasos de la

dieta (120,121). Se ha sugerido que la IAP puede modular la captacion
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de acidos grasos mediada por CD36 por los enterocitos, tanto
directamente, al controlar el nivel de fosforilacion de CD36, como
indirectamente, al hidrolizar localmente el ATP extracelular producido

por los enterocitos (11,12).

Requlacion de la secrecion de bicarbonato v el pH superficial: la

mucosa duodenal estd expuesta constantemente a un ambiente acido,
por lo que su proteccién mediante la capa de mucus y la secrecién de
bicarbonato es imprescindible. Se ha sugerido la existencia de un
circuito regulado donde estan involucradas la IAP, el ATP extracelular
y el receptor purinérgico P2Y; acoplado a proteina G. Concretamente,
a pH acido en el duodeno, la actividad nucleasa de IAP es baja, lo que
provoca una acumulacion de ATP extracelular secretado por las IEC.
Este ATP estimula los receptores P2Yi1, que, a su vez, inducen la
secrecion de bicarbonato por los enterocitos. El bicarbonato
neutralizara los protones del lumen presentes en ese pH &acido,
generando asi CO; que difundira al enterocito, donde se convertird en
bicarbonato para su posterior secreciéon. El pH de la zona apical del
enterocito aumentara y, en consecuencia, lo hara también la actividad
ATPasa de la IAP, lo que provocaré la disminucién de concentracion de
ATP local, una menor estimulaciéon del receptor P2Y; y una menor
secrecién de bicarbonato. Por lo tanto, la IAP regula el pH del duodeno
y contribuye a la proteccion de la mucosa duodenal frente a los acidos
géstricos (12,13).

Homeostasis _intestinal: el lipopolisacarido bacteriano (LPS) es

abundante en el tracto gastrointestinal, puesto que esta presente en las
bacterias Gramnegativas. El lipido A y su estado de fosforilacion
determinan la toxicidad del LPS (122,123). Se ha descrito que la IAP es
capaz de desfosforilar el LPS bacteriano reduciendo su toxicidad a nivel

intestinal (14—17). De hecho, esto puede ser decisivo puesto que el
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paso de antigenos bacterianos a sangre puede provocar inflamacién
sistémica y shock séptico (123). Estudios realizados en peces cebra
revelaron que en ausencia de microbiota (germ free) se observaba una
incompleta diferenciacién intestinal, con una drastica disminucién de la
expresion de la IAP (124). Sorprendentemente, se observé que la
actividad IAP aumentaba con la introduccion de bacterias
gramnegativas o LPS (124). Por su parte, los ratones knockout para IAP
presentan una menor cantidad de bacterias aerobias y anaerobias en
heces en comparacion con los WT (125). Ademas, la administracion de
IAP favorecié el crecimiento de bacterias comensales perdidas al
administrar estreptomicina y redujo la colonizacién por la bacteria
patdégena Salmonella typhimurium (125). En ratas, la deficiencia de IAP
en recién nacidos se asocia con disbiosis intestinal, incremento en la

permeabilidad intestinal y translocacion bacteriana (126).

Desfosforilacion de nucleétidos v otras moléculas de caréacter

inflamatorio: la IAP es capaz de desfosforilar nucleétidos con actividad
proinflamatoria como ATP (18) y UDP (19), asi como PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns), entre los que se encuentran
la flagelina y CpG DNA (15). Varios estudios han demostrado que
elevadas concentraciones de ATP conducen a una menor diversidad
bacteriana e inhibe el crecimiento de bacterias comensales. La
desfosforilacién del ATP por la IAP provoca un aumento significativo en

el crecimiento de bacterias comensales en el intestino (127).

1.1.6.4. Fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNAP)

La TNAP se expresa, ademas de en higado, hueso y rifion, en infinidad
de tejidos y células, como tejido adiposo (128), intestino (9), células del
sistema inmunitario (6), células acinares (129) o cerebro, y esta

involucrada en la desfosforilacion de varios sustratos fisioldgicos.

26



INTRODUCCION

Ademas de participar en funciones fisiolégicas vitales como la
mineralizacidén 6sea y dental, el desarrollo neuronal y el mantenimiento
de la barrera hematoencefalica, la TNAP tiene un papel
antiinflamatorioo (Figura 3). Asi pues, se ha estudiado el papel de esta

isoenzima en las siguientes funciones fisiopatologicas:

h & e

Mineralizacion + Transporte de PLP + Desfosforilacion de LP3 Hidrolisis de PPi
osea y dental » Desarrollo cerebral = Secrecion de bilis y nucleodtidos
+ Mantenimiento de la extracelulares

barrera hematoencefalica

* Modulacion del sistema Regulacién de la Disminucidn de la
inmunitario absorcion de translocacion bacteriana
+ Desfosforilacién de LPS lipidos y desfosforilacion de

LPS

Figura 3. Funciones fisiopatolégicas de la TNAP.

Mineralizacion éseay dental: la TNAP ha sido ampliamente estudiada

por su implicacion en la mineralizacion 6sea. La TNAP es la impulsora
del proceso de la mineralizacién debido a su papel en la desfosforilacion
de los principales inhibidores de la mineralizacion, principalmente PPi
(130), y también p-OPN (osteopontina) (2). La produccién de Pi es
necesaria para la formacion de cristales de hidroxiapatita junto con el
calcio (Ca*?). El proceso comienza en el interior de las vesiculas de la
matriz (VM) donde participan varias enzimas, las cuales regulan la
concentracion de PPiy ATP en el ambiente extracelular (Figura 4). El

acumulo de PPi en el espacio extracelular se propicia por su paso
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mediante la proteina de anquilosis transmembrana de paso mudltiple
(ANKH) y a través de la accién de la enzima ENPP1 (ectonucleotidase
pyrophosphatase phosphodiesterase 1), que hidroliza ATP en el
espacio extracelular dando PPi. El canal PANX1 promueve el paso del
ATP al espacio extracelular, donde las enzimas ENPP1y TNAP pueden
desfosforilarlo (131). La enzima PHOSPHOL1 (phosphoethanolamine/
phosphocholine phosphatase 1) es necesaria para la formacion de
cristales de hidroxiapatita en el interior de las VM ya que esta enzima
cataliza la hidrélisis de fosfoetanolamina (PEA) y fosfocolina (PCho)
para generar colina y etanolamina, ademas de Pi (132-134). A su vez,
la TNAP participa en la desfosforilacién de PPi, pero de manera no
redundante ya que esta unida a la membrana y actia en el espacio

extracelular (135).
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Figura 4. Proceso de mineralizacion 6sea. ANKH: proteina de anquilosis
transmembrana de paso multiple, PANX1: panexina 1, ATP: adenosina
trifosfato, PPi: pirofosfato inorgéanico, Pi: fosfato inorganico, ENPP1: miembro
de la familia 1 de la ectonucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa, TNAP:
fosfatasa alcalina no especifica de tejido, PHOSPHOL1: phosphoethanolamine/
phosphocholine phosphatase 1, PCho: fosfocolina, PEA: fosfoetanolamina,
VM: vesicula de la matriz.
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En este contexto, se ha estudiado la TNAP en profundidad por su papel
en la hipofosfatasia (HPP), enfermedad hereditaria caracterizada por
mutaciones en el gen ALPL que conllevan una pérdida de funcion de la
enzima. Los pacientes con HPP acumulan PPi, inhibiendo la
mineralizacidén 6sea y por tanto pudiendo derivar a el crecimiento de los

nifios en raquitismo o provocando osteomalacia en adultos (2,130).

Sistema nervioso central: otro sustrato de la TNAP es el piridoxal-5'-

fosfato (PLP, la forma activa de la vitamina B6) (136). La
desfosforilacion de PLP en sangre es necesaria para formar piridoxal,
que se transportard a células y se volvera a fosforilar mediante
quinasas. En el interior de las células el PLP es fundamental para la
sintesis de neurotransmisores como el &cido y-aminobutirico (GABA) o
la serotonina (137). En ausencia de TNAP, como es el caso de la HPP
en humanos o en modelos animales (ratones Alpl”), se han observado
mayores niveles de PLP en sangre, una menor sintesis de GABA y
episodios de ataques epilépticos. Los ratones knockout para TNAP
sufren ataques epilépticos y mueren pasados unos dias de vida (88).
Sin embargo, la administracion de vitamina B6 o de piridoxal retrasa la
aparicion de ataques epilépticos y prolonga la vida de estos ratones, lo
que sugiere que la accién de TNAP es fundamental (138). En humanos,
la presencia de TNAP en vasos cerebrales sugiere un papel en el
transporte activo a través de las células endoteliales capilares y en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (139,140). La TNAP
participa en la desfosforilacion de PLP en sangre y el transporte del

piridoxal a través de la barrera hematoencefélica.

La TNAP juega un papel importante en el desarrollo y las funciones del
cerebro. Durante el desarrollo, se ha observado actividad TNAP en la
sustancia gris y blanca del cerebro (141). Ademas, en roedores, la

implicacion de la TNAP en la neurogénesis se mantiene también en la
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edad adulta (142). En nifios con HPP se han detectado multiples
anomalias neuroanatomicas, como hipodensidad de la sustancia
blanca, encelopatia multiquistica, ventriculos dilatados (143-147). A su
vez, en ratones deficientes en Alpl se describieron anomalias en la

mielinizacién y disfuncién sinptica (148,149).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la contribucién de
la TNAP en el desarrollo del cerebro: la interaccion o desfosforilacion
de proteinas de la matriz extracelular (laminina o colageno) (79,150), su
interaccion con la proteina pridnica celular (PrPc) (151), la
desfosforilacion de PLP modulando la sintesis de GABA, serotonina y
dopamina (88,152,153), o la implicacion de su funcion ectonucleotidasa

involucrada en la formacién y crecimiento de axones (93), entre otros.

Desfosforilacion de LPS en el higado: al igual que la IAP, se ha

descrito el papel de la TNAP en la destoxificacion de LPS circulante.
Poelstra y col. demostraron la capacidad de desfosforilacion de LPS por
parte de la TNAP. En concreto, la utilizacién del inhibidor levamisol
redujo significativamente la supervivencia de las ratas tras la inyeccion
de la bacteria gran negativa E.coli por via intraperitoneal (154). Ademas,
en estudios in vivo, la actividad AP se vio incrementada en hepatocitos
en presencia de LPS (96). Ciertos hallazgos sugieren la participacion
de TNAP en la desfosforilacion de LPS para mitigar las complicaciones

en el embarazo inducidas por LPS o bacterias Gram negativas (155).

Rifién: la funcion de la TNAP en el rifion esta relacionada con la
hidrdlisis de PPi y nucleétidos extracelulares. La ratio Pi/PPi juega un
papel crucial en el proceso de calcificacion arterial renal. Un nivel
elevado de Pi sérico induce a este proceso de calcificacion, ya que el
Pi se incorpora a los cristales de hidroxiapatita, mientras que el PPi es

un potente inhibidor de la calcificacion (156). Por tanto, la imposibilidad
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de acumular PPi conduce al desarrollo de -calcificacion arterial
(157,158). Por ejemplo, los pacientes con enfermedad renal crénica
presentan calcificaciones en la arteria renal y defectos en la
mineralizacién 6sea a causa de una hiperfosfatemia (159). Ciertos
estudios llevados a cabo en roedores han revelado que la inhibicion de
TNAP con SBI-425 incrementa los niveles de PPi (103) de tal forma que
previene el desarrollo de la calcificacion de arterias (104,160-163).

Tejido adiposo: se ha relacionado la actividad de TNAP con la

acumulacién de lipidos y en el proceso de adipogénesis (164). En este
estudio se observd una disminuciéon de la actividad de TNAP vy
acumulacién de lipidos en presencia de los inhibidores de TNAP
levamisol e histidina. De la misma manera, en preadipocitos humanos
primarios de mama se vio la disminucion de la adipogénesis tras la
inhibicion de TNAP (165). Ademas, la localizacion de la TNAP en las
membranas que rodean las gotas de lipidos sugiere su implicacién
funcional en el control de la acumulacién de lipidos (164,165). Por otra
parte, la ausencia de TNAP en adipocitos modul6 la expresiéon de los

genes de adiponectina, leptinay FABP4 (166).

Secrecién de bilis: en el higado, la TNAP se localiza en la membrana

del canaliculo de los hepatocitos y en el area apical del citoplasma de
las células epiteliales de los conductos biliares (167-169). En este
contexto, la TNAP hepatica puede ser secretada al lumen junto con la
bilis, con fragmentos de hepatocitos o colangiocitos (170). Ademas de
la TNAP hepética, la isoforma 6sea también se libera de los huesos a
sangre, contribuyendo a la presencia de la TNAP en plasma. Se ha
observado un aumento en los niveles de TNAP hepatica en sangre en
casos de colangitis, o que sugiere que la TNAP participa en la
secrecion de bilis (171). Ademas, investigaciones adicionales han

sugerido que la TNAP, al igual que la IAP, podria estar involucrada en

31



INTRODUCCION

la regulacion del pH de la bilis debido a su capacidad para desfosforilar
ATP (172).

Metabolismo hepético: la presencia de TNAP en las células

endoteliales de las arterias hepaticas sugiere funciones asociadas con
la desfosforilacion de moléculas circulantes (169). Un posible sustrato
de TNAP en higado es CD36, ya que en presencia de niveles altos de
glucosa o acidos grasos se observé el aumento de TNAP junto con
CD36 (173,174). Ademas, la inhibicion de TNAP con levamisol o
mediante siRNA redujo la acumulaciéon de triglicéridos (128,174). Se
ha descrito el papel de TNAP en la desfosforilacion de fosfocolina,
necesaria en el higado para la produccion de VLDL (Very Low Density
Lipoproteins) (8,175).

Intestino: nuestro grupo de investigacion observé un incremento en la
expresion de la TNAP en el colon de ratas en diferentes modelos de Ell
(9,14,31). Este incremento de TNAP se asocié no solo al flujo de
leucocitos al sitio de inflamacion, sino también al incremento en la
expresion de esta enzima en las propias células epiteliales. Es mas, se
demostré que el incremento de la actividad estd acompafiado de un
cambio en el patron de glicosilacion, concretamente de tipo hepéatico en
condiciones basales a tipo 6seo-renal en condiciones de inflamacion

(9), lo que podria contribuir a la defensa en el intestino.

Sefializacion purinérgica: la TNAP es capaz de desforforilar ATP y

ADP para obtener adenosina monofosfato (AMP), por lo que esta
enzima es considerada como un importante modulador de la

sefializacién purinérgica celular (176).
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1.1.7. Relevancia clinica de la fosfatasa alcalina

La medida de los niveles de fosfatasa alcalina en suero es una
determinacion que se suele realizar como control de rutina. En la clinica

se usa para detectar enfermedades hepéticas y 6seas.

El rango normal de AP en suero es de 44-147 unidades internacionales
por litro (UI/L). Pueden observarse incrementos de AP en suero por
diversas razones (hiperfosfatasia). Por ejemplo, durante el embarazo
se incrementa la actividad de PLAP en el plasma de la madre (177), y
puede verse un incremento de la isoforma TNAP 6sea durante el
crecimiento repentino en la pubertad (178). En otros casos, este
incremento de la actividad AP puede ayudar a diagnosticar un dafio en
el tejido de liberacion de esa isoenzima. Por ejemplo, observamos un
mayor nivel de TNAP hepética en individuos con problemas hepaticos
(168) o un mayor nivel de IAP en casos de enfermedad inflamatoria
intestinal (179).

En algunos casos la hiperfosfatasia es mas persistente. Por ejemplo,
en la enfermedad de Paget juvenil se eleva la TNAP Gsea debido al
crecimiento desordenado del hueso (180,181). El sindrome de Mabry
es un desorden neurodegenerativo posnatal moderado-severo, que se
caracteriza por la aparicion de ataques epilépticos y déficit cognitivo a
consecuencia de mutaciones en genes responsables de la sintesis y
anclaje de AP a la membrana (GPI), en el que la TNAP esta aumentada

en el plasma (182).

Por el contrario, cuando los valores de AP en plasma son inferiores a
los normales se trata de hipofosfatasemia, que puede deberse a
desnutricion proteica, déficit de magnesio, hipotiroidismo, escorbuto o
hipofosfatasia (183). Ademas de la HPP clasica, con descenso marcado

de la actividad AP en plasma, ciertos pacientes presentan sintomas
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mas sutiles de la enfermedad que cursan con un fenotipo difuso.
Nuestro grupo esta colaborando con el grupo liderado por el Dr. Mufioz
Torres de la UGR y el CIBERFES (Centro de Investigacién Biomédica
en Red Fragilidad y Envejecimiento Saludable).

1.1.8. Utilizaciéon farmacoldgica de la fosfatasa alcalina

En los dultimos afios se han estudiado los beneficios de la
suplementacion con IAP en casos preclinicos y clinicos por su papel
protector en varias enfermedades. Principalmente se ha descrito como
herramienta protectora de la funcién de barrera intestinal. En primer
lugar, se vio su papel protector en distintos modelos de colitis
experimental. Precisamente, varios grupos han evidenciado que la
administraciéon oral de IAP a animales coliticos ejerce efectos
protectores dando como resultado la atenuacién de la liberacién de
citoquinas proinflamatorias, entre otras manifestaciones (97,184,185).
Nuestro grupo de investigacion administro IAP oral o intrarrectal a ratas
en las que se indujo colitis experimental con TNBS (4cido 2,4,6-
trinitrobencenosulfonico), observando también una reduccion de la
expresion de genes relacionados con la inflamacién col6nica (14).
Ademas de en estudios pre-clinicos, se ha demostrado que la
administracién de IAP puede mejorar los indices de la colitis ulcerosa
en pacientes asociado con la reduccion en proteina C-reactiva y
calprotectina fecal (186). Ademas de LPS, la IAP es capaz de
desfosforilar nucle6tidos luminales promoviendo el crecimiento de
bacterias comensales intestinales (187). Por lo tanto, como se ha
demostrado en numerosos estudios, la administracion de IAP puede
constituir una gran herramienta frente a la proteccién de trastornos

gastrointestinales.
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Por otra parte, la IAP participa en la defensa de la integridad de la
barrera intestinal en otros modelos intestinales. Por ejemplo, se ha
observado que la administracion de IAP previene la fibrosis hepatica
causada por ligadura del conducto biliar comin (CBDL) y la
administracién de cloruro de carbono (CCls) (188). Los autores del
estudio relacionaron este efecto con una atenuacion de la disminucion
de la expresion génica de proteinas de unidén estrecha del intestino
delgado y a la proteccion de la funcion de barrera intestinal. La eficacia
de la terapia oral con IAP para preservar la funcién de barrera intestinal
se ha descrito también en modelos de quemadura en ratones, viéndose
una menor permeabilidad intestinal y un incremento de la expresion de
proteinas de uniones estrechas (189). Ademas, recientemente se ha
descrito que el tratamiento oral con IAP protege a ratones de la
hepatotoxicidad y la esteatosis inducidas por el alcohol (190). De modo
gue la suplementaciébn con IAP podria representar una terapia
novedosa para prevenir enfermedades hepaticas. También se han
realizado estudios en peritonitis y sepsis por puncion de ligacién cecal
(CLP), demostrandose que la suplementacion con IAP también reduce

la permeabilidad intestinal en estos modelos (191,192).

Por otro lado, se ha asociado la suplementacion oral con IAP a la
prevencién y mejora del sindrome metabdlico inducido por una dieta

alta en grasas en roedores (193).

Se ha utilizado también la IAP como tratamiento profilactico en
intervenciones quirdrgicas cardiacas (194) y como tratamiento en
pacientes con dafio renal agudo asociado a sepsis (195). En este
sentido, se ha constatado que la IAP humana recombinante atenua la
respuesta inflamatoria provocada por la disfuncion mitocondrial (196),
lo que confirmaria el efecto antiinflamatorio protector a nivel renal que

se habia observado previamente en roedores (197) y humanos (198).
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Con el objetivo de paliar alguno de los efectos de la hipofosfatasia se
ha utilizado el reemplazo enzimatico con TNAP. La utilizacion de ENB-
0040 en nifios, una proteina TNAP recombinante disefiada para
conseguir una elevada especificidad de localizacion 6sea que habia
sido probada en ratones knockout, con el resultado de una mejora en
las manifestaciones de hipofosfatasia, se asocié con mejoras en los
esqueletos de los nifilos y una mejor funcién pulmonar y fisica en bebés
y nifios con hipofosfatasia potencialmente mortal (199). Pocos afios
después, la utilizacién de otra enzima recombinante de TNAP, asfotasa,
supuso una mejora en la prevencién de manifestaciones Gseas de
pacientes con HPP de inicio perinatal/infantil o juvenil, logrado mejorar
la estatura, fuerza y agilidad de los nifios (200,201). Varios estudios han
aportado recientemente resultados a largo plazo de la utilizacion de la
asfotasa alfa. En general es bien tolerada, su tratamiento se asocia con
la normalizacion de los sustratos de TNAP circulantes y mejora las
capacidades funcionales en adultos y adolescentes con HPP de inicio
pediatrico (202). Asimismo, en estudios realizados en pacientes con
hipofosfatasia perinatal o infantil y administracion de asfotasa alfa
durante 7 afios se manifiestan mejoras en la mineralizacion esquelética,
ademas de resultados positivos en la funcién respiratoria, crecimiento,
funcién cognitiva y motora (203). En diciembre de 2008 la asfotasa alfa
(Strensig®) obtuvo la designacion de medicamento huérfano por la
Comision Europea para tratar la HPP de inicio pediatrico en
“circunstancias excepcionales” (204). No fue hasta 2015 cuando fue
aprobado como el primer tratamiento médico para la HPP en Japon y
Unico en Canada, la UE y EE. UU. (205).
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1.1.9. Ratones genéticamente modificados para el estudio de la
TNAP

Los ratones genéticamente modificados pueden resultar de gran ayuda
para dilucidar y entender la funcion de genes y proteinas. Los modelos
mas comunes son los animales knockin y knockout, pero nos
centraremos en los knockout pues son los que se han utilizado para la

realizacion de esta tesis doctoral.

Ratones knockout convencionales para TNAP: los grupos de

investigacion de Soriano (45) y Millan (148) han desarrollado ratones
knockout para TNAP mediante recombinacién homoéloga, dando como
resultado los ratones Alpl™Ser y  Alpl™¥Im - respectivamente. Los
animales TNAP” presentan altos niveles de los sustratos PPi y PLP,
gue eliminan por la orina. Concretamente, debido al metabolismo
defectuoso de este Ultimo, aproximadamente a los 6 dias de vida
manifiestan un crecimiento deficiente y sufren ataques epilépticos,
apnea y muerte antes de las dos semanas de vida (88). La
administracién de piridoxal reducia los ataques epilépticos y aumentaba
la esperanza de vida de los ratones, lo que demuestra la relevancia de
este mecanismo en la patologia temprana (138). Ademas, el modelo
animal TNAP” simula la hipofosfatasia infantil, mostrando
mineralizacion 6sea disminuida, desarrollo anormal de las raices
nerviosas lumbares, signos de apoptosis en el timo, timo apoptotico y
alteraciones en el intestino y bazo (148). Por su parte, los ratones
heterocig6ticos (TNAP*") no presentan alteraciones fenotipicas obvias
y fueron considerados originalmente normales. Sin embargo, nuestro
grupo de investigacion ha puesto de manifiesto que presentan
diferencias funcionales que se traducen en respuestas alteradas en
ciertos modelos de enfermedad, como pancreatitis, o en un

comportamiento anémalo de determinados tipos celulares, como
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linfocitos T, neutrdéfilos o células acinares (6,129). Por todo ello, en
numerosas investigaciones incluidas esta tesis doctoral, se ha decidido
utilizar ratones heterocigotos TNAP*" para estudiar el papel de esta

enzima debido a que son fértiles y viables.

Ratones knockout condicionales: Sonoko Narisawa y cols. (2015)

generaron una linea de ratones Alpl"/ix colocando los sitios loxP en
los intrones 2 y 4, permitiendo la delecién de los exones 3y 4y
causando un desplazamiento del marco de lectura del exén 5 cuando
se expresa la recombinasa Cre. La utilizacion de estos ratones en
combinacién con lineas transgénicas Cre apropiadas puede ser una
herramienta con prometedora para estudiar el papel de la TNAP en todo
tipo de células. En esta tesis doctoral se ha generado la linea Alplfofox,
Vill-Cre para el estudio del papel de la TNAP intestinal.

1.2. Funcidén de barrera intestinal

1.2.1. Composiciony funcion

La funcién de barrera intestinal es la capacidad del intestino para
proporcionar una contencion adecuada de los microorganismos y
moléculas luminales, conservando la capacidad de absorber nutrientes.
La capa epitelial separa fisicamente el lumen del medio interno,
encargandose del transporte de nutrientes, iones y otras moléculas. La
secrecion de mucinas, slgA y péptidos antimicrobianos, ademas de la
presencia de células del sistema inmunitario, refuerzan la barrera
intestinal. Asimismo, la microbiota intestinal tiene un efecto protector
frente a los patdgenos intestinales y participa en el equilibrio del entorno
luminal para mantener la homeostasis (207). Por lo tanto, la barrera
intestinal es una estructura compleja formada por barreras fisicas,

bioguimicas, inmunoldgicas y microbianas.
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La alteracion de la funcién de barrera intestinal, y en particular el
incremento de la permeabilidad intestinal desempefia un papel critico
en el inicio y desarrollo de numerosas enfermedades, incluidas el
higado graso no alcohdlico (NAFLD) y la enfermedad inflamatoria

intestinal (Ell) que seran estudiadas en esta tesis doctoral.

1.2.1.1. Barrera fisica

La capa epitelial es el principal componente de la barrera intestinal. Las
células del epitelio intestinal (IECs) componen la barrera fisica que
mantiene los microorganismos en la luz intestinal mientras que se
mantiene la capacidad de absorber nutrientes, agua y otras moléculas.
Las IEC se mantienen unidas por el complejo de union en la zona apical,
qgue consiste en uniones intracelulares, entre las que se incluyen las
uniones intracelulares estrechas (en inglés tight junctions, TJ), uniones
adherentes y desmosomas. Las uniones adherentes y los desmosomas
proporcionan fuerza adhesiva entre los enterocitos, sin determinar la
permeabilidad paracelular. Las TJ constituyen un elemento
fundamental de la barrera fisica intestinal, al ser las responsables de
regular el paso paracelular de moléculas. Estas uniones estan formadas
por el ensamblaje de multiples proteinas, como claudina, ocludina,
tricelulina, la molécula de adhesién de unién A (JAM-A), y las proteinas
de la placa intracelular como zonula occludens (ZO) y cingulina (208).
Las claudinas estan codificadas por una familia multigénica compuesta
por al menos 24 miembros y cada proteina muestra un patrén de
expresion tisular anico. Se dividen en base a su funcién en dos grupos:
las isoformas que forman una barrera selectiva y las isoformas
formadoras de poros. Las claudinas 3, 4, 7 y 14 forman una barrera
selectiva para moléculas e iones, mientras que las claudinas 2, 12y 15
estan relacionadas con la formacibn de poros y aumentan la

permeabilidad intestinal (209). Las proteinas ZO interactian con
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muchas proteinas transmembrana a través de la region N-terminal,
mientras que el extremo C-terminal interactla con el citoesqueleto de

actina y las proteinas asociadas al citoesqueleto (208).

1.2.1.2. Barrera bioquimica

Esta barrera estd formada por péptidos antimicrobianos y otros
mediadores solubles, cuya funcion es regular el equilibrio entre la
tolerancia de bacterias comensales y la inmunocompetencia ante
microorganismos patégenos. Las células de Paneth estan altamente
implicadas en la defensa del hospedador gracias a la produccién y
secrecion de péptidos antimicrobianos como son las a- y p-defensinas,
lisozimas, fosfolipasas, lectinas tipo C como las regenerating islet-
derived protein (REG) Reg3y o Reg3q, y también quimioguinas como
CCL14 o CCL15 (210). Estas moléculas, ademas de su actividad
antimicrobiana, presentan un vinculo entre la inmunidad innata y la
adaptativa, generando por ejemplo, un gradiente quimiotactico para las

para las células del sistema inmunitario (211).

1.2.1.3. Barrera inmunoldégica

Las células del sistema inmunolégico participan en la defensa del
organismo para combatir el paso de microorganismos, antigenos y
patégenos al ambiente interno (212). El sistema inmunitario de la
mucosa estd compuesto por células polimorfonucleares infiltradas
(neutréfilos  mayoritariamente), monocitos, macréfagos, células
dendriticas, células linfoides innatas (ILC), células B y células T. Los
neutrofilos son reclutados a las zonas inflamadas, donde contribuyen a
la reaccion inflamatoria, ademas de limitar la actividad bacteriana, la
invasion de la mucosa y la translocacion. Los macrofagos y células
dendriticas participan en la reparacion tisular y en la tolerancia

inmunoldgica en el intestino. Los macréfagos intestinales estan
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continuamente expuestos a una presion antigénica, lo cual hace que
tengan un comportamiento de tolerancia, manteniendo intacta su
capacidad fagocitica y de destruccién microbiana (213). Sin embargo,
en la inflamacion, los monocitos son reclutados y contribuyen en la
respuesta inflamatoria (214). Las ILC ejercen un papel relevante en
procesos relacionados con la inmunidad inespecifica temprana y la

regulacion de la respuesta inmunitaria adaptativa, entre otros procesos.

Las células del sistema inmunitario adaptativo ejercen un papel
importante en la defensa del organismo. Esta respuesta esta mediada
por linfocitos T, que serdn activados por células presentadoras de
antigenos (APC, antigen presentin cells), y por linfocitos B, que
producen anticuerpos. El sistema adaptativo presenta un desarrollo
mas lento, ya que se lleva a cabo la expansion clonal de los linfocitos T

y B con receptores especificos para un antigeno.

1.2.1.4. Barrera microbiana

La relacion huésped/microbiota en un individuo sano es homeostatica,
en la que el huésped proporciona nutrientes a la microbiota y un entorno
estable, mientras que la microbiota ayuda en la maduracion del tracto
intestinal y prepara al sistema inmunitario, ademas de proporcionar
nutrientes al huésped. Ademas, la microbiota intestinal ofrece

proteccion frente a la invasion de patégenos (207).

1.2.2. NAFLD: eje intestino-higado

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease, NAFLD) es la afeccion crénica hepatica mas comdn a
nivel mundial. Los mecanismos implicados en la aparicion de la
enfermedad son complejos y multifactoriales. La patogénesis de

NAFLD ha sido descrita como la suma de dos eventos: el primero es la
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acumulacién de lipidos en el higado causada por una dieta grasa,
obesidad o resistencia a la insulina, y el segundo, la inflamacion,
disfuncibn mitocondrial y estrés oxidativo que se genera a
consecuencia del primer hito. Sin embargo, dado que esta hipo6tesis no
es capaz de explicar por completo los cambios metabdlicos y
moleculares que se dan en la patologia de esta enfermedad, se ha
aceptado la teoria del impacto mdltiple para explicar la patogenia de
NAFLD. En esta teoria, se consideran la resistencia a la insulina, la
microbiota y los factores genéticos y ambientales junto con el
caracteristico acimulo de grasa hepatico. Ademas, la alteracién de la
funcion de barrera intestinal puede desempefiar un papel importante en
la patogenia de la enfermedad, tanto en el inicio como en la progresion

del dafio hepéatico y extrahepatico.

1.2.2.1. NAFLD: generalidades

La enfermedad del higado graso no alcohdlico es la principal
manifestacion hepatica del sindrome metabdlico, asi como la
enfermedad hepatica crénica méas frecuente en paises occidentales,
con una prevalencia global de aproximadamente el 25% en la poblacion
adulta, especialmente en personas con obesidad y diabetes (20-22).
La NAFLD se define por la presencia de esteatosis, que se caracteriza
por el almacenamiento de triglicéridos en el citoplasma de hepatocitos,
en asociacion con factores de riesgo metabdlicos (en particular,
obesidad y diabetes de tipo 2), en ausencia de un consumo excesivo
de alcohol (=230g/dia para hombres y 220g/dia para mujeres) u otras
enfermedades hepaticas cronicas. Concretamente, se considera
esteatosis cuando mas del 5% del higado contiene depdsitos de grasa
(215). Mientras que la mayoria de los pacientes con NAFLD presentan
la enfermedad de forma asintomética, ciertos individuos pueden

presentar una forma mas agresiva de esta enfermedad y desarrollar
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esteatohepatitis no alcohdlica (Non-Alcoholic SteatoHepatisis, NASH),
mostrando inflamacién, fibrosis y dafio hepatico, ademas del
caracteristico almacenamiento de grasa. A pesar de que la esteatosis
puede no ser progresiva, los pacientes tienen un mayor riesgo de
derivar a una etapa de enfermedad hepatica avanzada, como la cirrosis
o el carcinoma hepatocelular (216), asi como de enfermedad
cardiovascular, siendo esta la principal causa de muerte en pacientes
con NAFLD.

Como se ha indicado, la esteatosis hepatica se caracteriza por la
acumulacién reversible de grasa en los hepatocitos. Este fenémeno
puede ser debido a (1) un mayor suministro y absorcion de lipidos por
parte de los hepatocitos a causa de una ingesta excesiva o0 a la
liberacion de las reservas de tejido adiposo; (2) aumento de la
lipogénesis de novo (biosintesis de triglicéridos y acidos grasos en el
citoplasma de los hepatocitos); (3) una menor biosintesis y liberacién
de VLDL a sangre; y (4) una menor tasa de eliminacion de acidos
grasos debido a una alteracion en la B-oxidacion en hepatocitos. Es
decir, la esteatosis ocurre cuando la tasa de importacion y sintesis de
acidos grasos en los hepatocitos excede la tasa de exportacion o

catabolismo (217).

En las etapas iniciales del NAFLD existe una tasa elevada de (-
oxidacion y secrecion de VLDL para compensar la entrada excesiva de
acidos grasos al higado (218,219). Una entrada sostenida de &cidos
grasos al higado, junto con una inapropiada lipdlisis y una mayor
lipogénesis de novo, superaria la capacidad metabdlica. Ese
desequilibrio en el metabolismo lipidico conduce a la formacién de
lipidos lipotoxicos que contribuyen a la produccién de estrés oxidativo,
activacion del inflamasoma y muerte de las propias células, lo que

genera una respuesta inflamatoria asociada a fibrogénesis y
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regeneracion tisular (220,221). Todo ello conduciria a un mayor dafio
hepatico y finalmente a NASH. Los pacientes con NASH tienen una
menor secrecion de VLDL y menor oxidacion de acidos grasos que los
pacientes con higado graso (218,219). Por lo tanto, la patogenia de
NAFLD parece estar basada en un circulo vicioso entre esteatosis,
lipotoxicidad e inflamacibn que da como resultado complejas
alteraciones en las caracteristicas histopatolégicas y bioguimicas del

higado.

1.2.2.2. Alteracion de la barrera epitelial en la patogenia de NAFLD

Tanto la pérdida de la integridad de la barrera intestinal como la
disbiosis contribuyen a NAFLD. La modificacibn de las uniones
estrechas esté estrechamente relacionada con la aparicién y desarrollo
de NAFLD. Concretamente, los pacientes con NAFLD muestran una
menor expresion de ZO-1 y ocludina, que se correlaciona
negativamente con los niveles de transaminasas (23). También se ha
observado que la pérdida de proteinas de adhesion (JAM-A) conduce a
un aumento de la permeabilidad intestinal en ratones alimentados con
una dieta rica en grasas saturadas, fructosa y colesterol (24). Estudios
de metaanalisis revelaron que los pacientes con NAFLD exhiben un
aumento de la permeabilidad intestinal en comparacién con personas
sanas, detectado por niveles de zonulina sérica y pruebas de absorcion
de azlcar (222). Ademas, numerosos estudios clinicos revelan la
asociacion entre el aumento de la permeabilidad intestinal y NAFLD-
NASH (25,26), asociados directamente con mayores niveles de

endotoxina en plasma (27-29).

En consecuencia, el aumento de la permeabilidad intestinal conduce a
un aumento de la translocacion bacteriana, produciendo efectos

hepatotoxicos a través de la activacion de TLR4, dando como resultado
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el inicio de una cascada de respuestas inmunitarias innatas
proinflamatorias. En este ambiente, los macréfagos activados liberan
citoquinas inflamatorias y las células dendriticas estimulan la
diferenciacion de células T, activando la respuesta inmunitaria
adaptativa. Todo ello causa un estado inflamatorio en el higado. A
través de la vena porta pueden llegar al higado LPS, PAMPs y DAMPs
(Danger Associated Molecular Pattern) e inducir inflamacion mediante

los receptores TLRA4.

Por otro lado, la microbiota intestinal puede jugar un papel importante
en la patogénesis de NAFLD, por ejemplo, en presencia de un alto
namero de bacterias productoras de etanol (223-225). El alcohol
producido por estas bacterias compromete la integridad de la barrera
intestinal, promoviendo una respuesta inflamatoria. Diversos estudios
han evidenciado que existe una firma de la microbiota fecal puede
permitir la deteccion de pacientes NAFLD con fibrosis avanzada (226)
y cirrosis (227). Sin embargo, no esta claro si la disbiosis observada en
NAFLD es una consecuencia de los cambios en la dieta asociados a la

enfermedad o si es realmente relevante para el desarrollo de esta.

1.2.3. Enfermedad inflamatoria intestinal

1.2.3.1. Generalidades

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es un desorden inflamatorio
cronico y recurrente asociado a una respuesta inmunoldgica alterada,
en el cual el paciente pasa por periodos de inflamacién y remision. La
Ell abarca dos formas clinicas: la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis
ulcerosa (CU) (228). A pesar de que tienen un mecanismo
fisiopatol6gico global comdn y pueden resultar muy similares a nivel
clinico, existen diferencias a nivel anatomopatologico y al tipo de

respuesta inmunoldgica.
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La enfermedad de Crohn puede manifestarse en diversos segmentos

gue abarcan desde la cavidad bucal hasta el ano, principalmente de
forma transmural y parcheada, es decir, puede verse afectado todo el
grosor de la pared intestinal y puede aparecer de manera simultanea
en varios segmentos del intestino (229). La sintomatologia varia en
funcién de la ubicacion del segmento intestinal afectado. En términos
generales, los pacientes experimentan sintomas como dolor abdominal
recurrente, diarrea, fiebre, pérdida de peso, asi como la posible
aparicion de estenosis, abscesos o fistulas en el intestino (230). Los
segmentos inflamados del intestino de los pacientes con enfermedad
de Crohn se caracterizan por su rigidez y engrosamiento, atribuibles a
la presencia de fibrosis y edema. En situaciones de afectacion
transmural, pueden originarse fistulas (231,232). A nivel microscépico,
la mucosa intestinal y la lamina propia presentan infiltracion de células

del sistema inmunitario.

En contraste, la colitis ulcerosa se distingue por una inflamacién de

naturaleza superficial que se limita Unicamente a la mucosa y se
restringe al colon. La clasificacién de esta enfermedad varia segun la
extension del segmento colonico involucrado: se habla de proctitis
cuando se ve afectado solamente el recto, proctosigmoiditis en casos
donde la inflamacién abarca de 25 a 30 cm en direccion proximal desde
el recto, colitis izquierda cuando esta afectado el recto, sigma y colon
ascendente, y pancolitis cuando se encuentra afectada la totalidad del
colon. Algunos pacientes con CU pueden experimentar inflamacion en
la zona distal del ileon (conocido como backwash ileitis), dificultando
asi la realizacién de un adecuado diagnostico diferencial entre EC y CU.
Los pacientes con CU sufren dolor abdominal postprandial, diarrea con
deposiciones mucosas, rectorragia y anorexia derivando en pérdida de
peso o, si hablamos de pacientes pediatricos, retraso en el crecimiento.

Cuando la sintomatologia es muy intensa se utiliza la denominacion de
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colitis ulcerosa fulminante. Ademas, si los sintomas perduran en el
tiempo si ser controlados clinicamente, puede desembocar en un
megacolon téxico, que se caracteriza por una hemorragia intraluminal
intensa y una notable fragilidad de la pared intestinal. En esta etapa, la
Unica alternativa viable es la colectomia. Ademas, los pacientes con

colitis ulcerosa pueden desarrollar complicaciones extraintestinales.

La mucosa en fase inflamatoria de un paciente con CU muestra
hiperemia y hemorragias puntiformes. Conforme evoluciona el proceso
inflamatorio surgen Ulceras superficiales que tienden a extenderse y
fusionarse llegando a afectar grandes areas de la mucosa del colon.
Frecuentemente también puede observarse la presencia de polipos
inflamatorios que pueden confundirse con adenomas. El estado del
colon tiende a normalizar en fase de remision, pero la mucosa
permanece lisa, brillante, granulosa y atrofica. Sin embargo, en fases
avanzadas de la enfermedad el colon presenta un aspecto fibrético,
estrecho y sensiblemente acortado con pérdida de las marcas
haustrales (233). A nivel microscopico, en la lamina propia encontramos
infiltraciones de células plasmaticas, linfocitos y neutréfilos. Ademas, se

pierde la estructura normal de las criptas.
1.2.3.2. Incidencia

La Ell es una enfermedad que se da a nivel mundial (234). En el siglo
XXI, la incidencia de Ell se est4 estabilizando en la mayoria de los
paises del mundo occidental, mientras que la prevalencia de la Ell ha
aumentado en los paises recientemente industrializados (235). De
hecho, desde 1990, la incidencia ha ido en aumento en paises de Africa,
Asia y América del Sur, tanto para enfermedad de Crohn como para
colitis ulcerosa (235). No obstante, estudios recientes han mostrado

que Canadé tiene una de las mayores incidencias y prevalencias de Ell
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del mundo (236). Al ser una enfermedad crénica con una mortalidad
relativamente baja, y que se diagnostica en individuos jovenes, la
prevalencia de Ell aumenta con el tiempo, de modo que los nuevos
casos se suman a la poblacién a un ritmo significativamente mayor que
la pérdida de pacientes. Una mayor concienciacién, el mejor acceso a
tecnologia y atencibn médica y una mayor exposicion ambiental
asociada con la occidentalizacion de la sociedad han contribuido al

aumento en la incidencia de la Ell (237).

En el siglo XXI, la Ell se considera una enfermedad global que puede
manifestarse en cualquier region geogréfica y dentro de cualquier raza
o etnia (30). Durante el siglo XX, se consideraba principalmente una
enfermedad de caucasicos con ascendencia europea, debido a que las
tasas de incidencia mas altas se encontraron en Europa occidental,
Australia y América del Norte en comparacion con una baja incidencia
en paises en desarrollo (30). Sin embargo, el aumento de casos en
paises recientemente industrializados ha cambiado el paradigma.
Ademas, esta enfermedad puede ser diagnosticada en cualquier grupo
de edad, pero se diagnostica con mayor frecuencia en la edad adulta
temprana (235,236,238), y, en cuanto al sexo, el riesgo de ser
diagnosticado con CU o EC es el mismo para mujeres y hombres (234).

1.2.3.3. Biologia detras la EIll: genética, microbioma y factores

ambientales

La etiologia de EIl es desconocida y su patogenia no esta
completamente establecida aun. Estudios actuales sugieren que la
enfermedad es el resultado de la alteracion de la homeostasis del
sistema inmunolégico de la mucosa intestinal en personas
genéticamente predispuestas (30). Es fundamental comprender la

biologia que est4d detrdas de esta enfermedad para desarrollar
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estrategias que mejoren la calidad de vida de las personas que viven
con Ell, ademas de buscar nuevas herramientas de deteccion,

tratamientos o vias de prevencion.

La importancia de la genética en Ell ha estado presente desde que, en
2001, se descubrié el primer gen relacionado con la EC, NOD2, gen
relacionado en la respuesta inmunitaria a bacterias intestinales (239—
241). Posteriormente, gracias a la secuenciacion del genoma humano
se han identificado méas de 200 mutaciones asociadas con el desarrollo
de EC y CU (242). Se han encontrado Lalteraciones en genes
relacionados con la respuesta inmunitaria innata, inmunidad adaptativa,
la autofagia, la funcion de la barrera epitelial y las vias de defensa frente

a microorganismos (242-244).

El microbioma intestinal tiene un papel muy importante en la patogenia
de la Ell (245,246). La composicion de la microbiota de los pacientes
con Ell y de pacientes sanos es muy diferente. Sin embargo, dado que
la microbiota de pacientes con Ell se ha estudiado una vez se ha
manifestado la enfermedad, no esta claro si los cambios en la
microbiota y respuesta inmunitaria son causa o efecto de la enfermedad
(247). Estudios de metagenomica y microarray han mostrado la
existencia de cambios en el perfil de la microbiota en los pacientes con
Ell: se observa una menor presencia de bacterias productoras de
butirato (Roseburia hominis y Faecalibacterium prausnitzii), Firmicutes,
Bifidobacterium y XIVa Clostridia; y un incremento en poblaciones como
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Fusobacterium adherente-
invasiva y Proteus (245,246,248-250).

Finalmente, numerosos estudios han insistido en la importancia de los

factores ambientales en el desarrollo de la Ell. Ciertos estudios

respaldan la hipotesis de la higiene, y postulan que las personas que
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viven con mascotas en la infancia, se crian en una region rural, tienen
familia numerosa o beben leche sin pasteurizar muestran menos
probabilidades de sufrir Ell (251,252). Sin embargo, esta hipotesis no
se da igualmente en todas las poblaciones, ya que en India la falta de
higiene fue asociada al incremento de riesgo de padecer colitis ulcerosa
(253). El tabaco se ha determinado como un factor de riesgo en el
desarrollo de la EC, mientras que las personas que dejan de fumar
tienen un mayor riesgo de padecer CU (254). Los anticonceptivos orales
(255) y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos también se han
relacionado con un mayor riesgo de padecer Ell (256). Por el contrario,
se ha descrito una disminucién de la incidencia de la CU y una patologia
menos agresiva en pacientes sometidos a apendicectomia antes de los
10 afios (257).

La dieta es el factor ambiental mas estudiado en EIll debido a su
influencia en el microbioma. Dietas con mayor consumo de grasas y
azucares refinados, y menor porcentaje de fibras dietéticas provocan
un gran cambio en el microbioma intestinal y pueden afectan al
desarrollo de EIl (258-261). Ademas, se ha demostrado que los
endulzantes, emulsionantes, el consumo alimentos procesados y la
dieta rica en grasas pueden provocar inflamacion en el intestino y
pueden ser un factor de riesgo en el desarrollo de la Ell, de la misma
manera que la ausencia de estos alimentos pueden ayudar en la

remision de esta (262).

1.2.3.4. Alteracion de la funcién de barrera intestinal en Ell

Los pacientes con Ell muestran una estructura, funcién y composicion
alterada de las proteinas que componen las uniones entre los
enterocitos (263), hito que se ha utilizado como un indicador prondstico

sensible de recaida en pacientes con EIll quiescente (264,265).
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Sorprendentemente, no solo se detect6 un aumento de la
permeabilidad intestinal en pacientes con enfermedad de Crohn, sino
también en un subconjunto de familiares de primer grado (266).
Estudios recientes han revelado la relacion entre el aumento de la
permeabilidad intestinal con el posterior desarrollo de EC, indicando
que esta alteracion de la barrera intestinal puede contribuir a la
patogenia de Ell y puede ser utilizada como biomarcador de aparicion
de EC (267).

En modelos experimentales, el modelo del sulfato de dextrano sédico
(DSS) es el mas utilizado. La administracion del DSS provoca la
disfuncion de la barrera intestinal con cambios en la expresion en
proteinas como ocludina, zonula occludens-1 (ZO-1) y varias claudinas
(268-270). La expresion alterada de las uniones ademas de la
apoptosis epitelial contribuyen a la permeabilidad intestinal
(268,270,271), sangrado severo y muerte (272). En protocolos de DSS
agudos, se induce la deplecién de las células caliciformes y menor
produccion de mucinas, erosion epitelial, ulceracion e infiltracion de
granulocitos en la lamina propia y submucosa, provocando respuestas
inmunitarias (268,272). En protocolos de DSS cronicos, los animales
desarrollan hiperplasia o ampliacion de la brecha entre la base de la
cripta y la capa muscular, con presencia de linfocitos en la mucosa
(272). Ademas, en ratones pueden aparecer criptitis y abscesos debido
a la migracion de neutrdfilos, tal y como se encuentra en pacientes con
Ell (272).

Los pacientes con Ell presentan un sistema inmunitario innato alterado
(229): se observa un incremento de TLR4 y NOD2 en pacientes con Ell,
lo que daria lugar a una inflamacion exacerbada o cronica
(239,240,243).
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1.2.3.5. Disfuncién del sistema inmunitario en Ell

En la Ell se da una respuesta inapropiada del sistema inmunitario hacia
las bacterias y antigenos que se hallan en el intestino.

Primeramente, el reconocimiento antigénico y el procesamiento por
parte de las células presentadoras de antigenos estan alterados en la
Ell. Se ha demostrado que se genera una respuesta inflamatoria tipo
Thl y Thl7 debido a un incorrecto reconocimiento antigénico de
bacterias comensales por parte de las células dendriticas. Estudios
realizados en humanos mostraron un aumento significativo en la
expresion TLR2 y TLR4 en células dendriticas de pacientes con Ell
(273). Es mas, las células dendriticas de tejido inflamado de pacientes
con EC expresaron niveles elevados del marcador de maduracion
CD40, marcador que se redujo tras tratar a los pacientes con anti-TNFa
(273). En células dendriticas humanas de pacientes con Ell se ha
observado también un incremento en la expresion de marcadores de
destino al intestino, ademas de una respuesta anormal frente a
antigenos bacterianos (274). Esta respuesta aberrante a estos
antigenos puede provocar una activacion repetida de ciertas células T

memoria, lo que perpetuaria la inflamacion (275,276).

Ademas, las IEC de los pacientes con EIll sufren alteraciones,
mostrando un fenotipo activado y un aumento en la expresion de
moléculas de histocompatibilidad en presencia de citoquinas como IFNy
o TNF. Contribuyen también al mantenimiento de un estado de
tolerancia intestinal y prevencion de una inadecuada activacion de
células T CD4 (277). De hecho, se ha demostrado la existencia de una
via de presentacion de antigenos a células T por parte de las IECs
mediante CD1d (278).
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Como se ha comentado, pacientes con Ell muestran una incorrecta
tolerancia central y periférica, de tal forma que las células T activadas
persisten. De hecho, se ha trabajado en buscar terapias para corregir
este defecto en el proceso de aclaramiento de células T autorreactivas
(279,280).

Con todos estos eventos, el paciente de EIll desarrolla inflamacion
intestinal, que, al perpetuarse en el tiempo, da lugar a la inflamacion
cronica. En este ambiente, se genera un estado de desequilibrio entre
las células T reguladoras y efectoras. Varios estudios han demostrado
gue existe un desequilibrio entre las células Thl7 y las células T
reguladoras (281,282).

En resumen, los cambios en la microbiota, acompafados por cambios
en la composicion del mucus, inducen una ruptura o alteracion de la
barrera epitelial intestinal. La translocacion de bacterias desde la luz
intestinal hacia capas interiores induce la activacion de células
dendriticas y macréfagos, lo que provocara la infiltracion de células T
CD4 inflamatorias. Los pacientes con Ell tienen un mayor contenido en
células T inflamatorias Thl y Th17, y un menor nimero de células T
reguladoras. Las células T inflamatorias guiaran la funcién de las
células innatas estimulando asi una hiperreactividad constante hacia
los antigenos bacterianos (283). Todo ello provocara dafio en el tejido

epitelial y una inflamacién croénica.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es esclarecer el papel de la
TNAP en la fisiopatologia hepética e intestinal. Basandonos en lo
mencionado en la introduccion, los objetivos concretos de la tesis

doctoral son los siguientes:

1. Estudiar laimplicacion de la TNAP en el desarrollo de esteatosis
hepatica mediada por lipidos de la dieta.

2. Estudiar el papel de la TNAP epitelial intestinal en condiciones
basales.

3. Estudiar el papel de la TNAP epitelial intestinal en la colitis

experimental inducida por DSS.

56






3. MATERIAL Y
METODOS






MATERIAL Y METODOS

3.1. Reactivos

Todos los reactivos, excepto donde se indique lo contrario, han sido

suministrados por Sigma (Madrid, Espafia).
3.2. Animales de experimentacion

Los animales fueron mantenidos bajo estrictas condiciones libres de
patdgenos especificos en jaulas de Makrolon (hembras y machos
separados) sometidas a microventilacion automatica y a ciclos de 12
horas de luz/oscuridad en la Unidad de Experimentacion Animal (Centro
de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada). Para su
alimentacion, a menos que se indique lo contrario, se utilizé una dieta
estandar para roedores (Harlan-Teklad 2014, Harlan Ibérica,
Barcelona) y agua esterilizada ad libitum, exceptuando el caso del
estudio de colitis inducida por sulfato de dextrano sddico (DSS). Los
estudios in vivo fueron aprobados por el Comité de Bienestar Animal de

la Universidad de Granada y de la Junta de Andalucia.
3.2.1. Ratones heterocigotos para TNAP (TNAP*")

Se emplearon ratones C57BL/6 heterocigotos para el gen Alpl
(B6.129S7-Akp2™miser/] denominados TNAP*") y sus compaiieros de
camada wild type (WT) como controles para los experimentos in vivo en
el estudio del papel de la TNAP en el higado. Como se ha indicado, los
ratones Alpl knockout homocigotos no son viables mas all4 de unos
pocos dias (88). Los ratones fueron suministrados por Jackson
Laboratory (Sacramento, CA, EE. UU.) y criados en la Unidad de

Mantenimiento de la Universidad de Granada.
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3.2.2. Ratones deficientes en TNAP en el epitelio intestinal
(AIpIIEC—/—)

Para los experimentos in vivo y ex vivo de la implicacion de la TNAP en
el epitelio intestinal, se cruzaron ratones C57BL/6J que tienen el gen
Alpl flanqueado por secuencias flox (ratén, Alplioxtiox) CON ratones que
expresan la enzima Cre, inducible por tamoxifeno, bajo el control del
promotor de la villina Tg (Vil Cre/ERT2) 23Syr (Vil-Cre) (284). Los
primeros fueron adquiridos en Jackson Laboratories (Sacramento, CA,
EE. UU.) y los segundos fueron generosamente cedidos por la Dra.
Sagrario Ortega (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas) con
permiso de la investigadora que los generd, la Dra. Sylvie Robine. De
esta forma, se obtuvieron ratones Alpliowiox —VilCre/ERT2, a los que
denominaremos Alpl'E¢”, En estado basal, la recombinasa Cre se
encuentra secuestrada en el citoplasma de las células por un receptor
de estrégenos mutado. La administracién de tamoxifeno permite que la
recombinasa entre al ndcleo y escinda parte del gen Alpl, haciendo que
los ratones sean deficientes en Alpl Unicamente en células del epitelio
intestinal debido a que la expresién de la enzima Cre se encuentra bajo

el control del promotor de la villina.

El cruce de ratones Alpliowiox CON ratones Alpl'¥¢”, genera no solo
ratones knockout que presentan la enzima Cre, sino también ratones
qgue no expresan la enzima, los cuales se utilizaran como controles

(denominados, por simplificar, WT).

3.2.3. Genotipado de los ratones

Extraccion del DNA

Para la determinacion del genotipo, se extrajeron fragmentos de 2 mm
de diametro de las orejas de los ratones con un punzén, de forma que

la posicidbn del agujero identificara permanentemente al ratén a
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genotipar. Los fragmentos se introdujeron en 75 pl de una solucion 25
mM NaOH y 0,2 mM de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se
sometieron a 98°C durante 1 hora seguido de un enfriamiento a 15°C.
A continuacion, se afadieron 75 pl de Tris HClI 40 mM a pH 5,5 para

equilibrar el pH.

Genotipado de ratones TNAP*-

Se emplearon 2 pl de la solucion de DNA total obtenida para determinar
el genotipo de los ratones por PCR convencional. Se afiadieron 10 pl
de solucién comercial REDExtract-N-AmpTM PCR REady Mix y 2 pl de
cada cebador, siendo los cebadores sentido 5-
CTGGCACAAAAGAGTTGGTAAGGCAG-3 para el gen wild type y 5'-
CCGTGCATCTGCCAGTTTGAGGGGA-3 para el gen mutado, y el
cebador antisentido comun 5-GATCGGAACGTCAATTAACGTCAAT-
3’. La mezcla de PCR se ajusté con agua hasta un volumen final de 20
. El protocolo de PCR consiste en un ciclo inicial de 3 minutos a 94°C,
seguidos de 35 ciclos de una secuencia 94°C-15s, 62°C-30s, 72°C-30s,

y finalmente 72°C durante 10 min.

Los productos de PCR, junto con el marcador GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.) se analizaron en un gel
de agarosa al 2% (p:v) en TAE 1x (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA,
pH 8,0) adicionando Midori Green (Nippon genetics, Japdn) para su

posterior visualizacion en transiluminador ultravioleta.

Genotipado de Ratones Alpl's¢”

Se empled el DNA extraido de las orejas de los ratones para determinar
el genotipo de los mismos por PCR convencional. Para la
caracterizacion del genotipo Alpliowiiox, S€ utilizaron los cebadores Alpl
sentido 5-GTTGCGATGTGTGAAGATGTCCTCG-3 y 2 ul de Alpl
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antisentido 5-CTTGGGCTTGCTGTCGCCAGTAAC-3° a 0,1 uM,
permitiéndonos diferenciar entre el gen mutado (floxado) de Alpl de 263
pb del gen normal de 229 pb. La mezcla de PCR contenia 2 ul del DNA
extraido anteriormente, los cebadores y 10 ul de REDExtract-N-Amp™
PCR ReadyMix™, ajustado con agua hasta un volumen final de 20 ul.
El protocolo de PCR consiste en un ciclo inicial de 1 minuto a 94° 1 min,
seguidos de 40 ciclos de una secuencia (30s-94°C, 30s-64°C, 30s-
72°C) y 1 min a 72°C.

Para el genotipado del genotipo Villin-Cre la mezcla de PCR contenia
un cebador del gen Cre sentido 5-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC-
3 y un cebador del gen Cre antisentido 5-
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT-3 a 0,8 uM. Ademas, se afadieron
dos cebadores correspondientes a un control interno (beta-actina) a 0,8
MM siendo sus secuencias las siguientes: cebador sentido 5’-
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3 y antisentido 5'-
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3'. El protocolo de PCR fue el
siguiente: 94° 3min, 35 ciclos de una secuencia (94°C-30s, 51,7°C-1
min, 72°C-1 min), y finalmente 72°C 2 min.

Los productos de PCR, junto con el marcador Gene Ruler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.), se analizaron en un gel
de agarosa al 2% (p:v) en TAE 1x adicionando Midori Green (Nippon
genetics, Japon) para su posterior visualizacion en transiluminador

ultravioleta.

3.2.4. Comprobacion de la recombinacién del gen Alpl en el

epitelio intestinal

Se extrajo el ADN (JetFlex Genomic DNA purification Kit, Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.) de las células epiteliales del intestino delgado

y colon de ratones tratados con tamoxifeno via intraperitoneal durante
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5 dias consecutivos. Con el fin de comprobar la recombinacién del gen
Alpl y la consiguiente delecién inducida del gen, se llevo a cabo una
PCR convencional. La mezcla de PCR contenia 2,5 ul de buffer 10x,
0,5 ul de MgClI2 50 mM, 1 pl de dNTPs, 0,2 ul de Taq polimerasa, todas
estas de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.), y 1 pl de
ADN, ajustado a 25 pl con agua destilada estéril, y 1 pl de cada uno de
los siguientes cebadores a 10 uM: 5’- TTGCCTGGAACCTGTTCACA-
3y 3-ACATCGACGTGTACCTGACC-5'. El protocolo de PCR fue el
siguiente: 94 °C 5 min, 40 ciclos de una secuencia (62°C-2 min, 72°C-3

min, 94°C-1 min), una fase a 62°C 2 min y finalmente 72 °C 3 min.

Los alelos recombinados (415 pb) y no recombinados (1134 pb), junto
con el marcador molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific, MA, EE. UU.) fueron analizados en un gel de agarosa
del 1,5% (p:v) en tampén TAE 1x adicionando Midori Green (Nippon
genetics, Japln) para su posterior visualizacion con iluminacion

ultravioleta.
3.3. Experimentos in vivo

3.3.1. Disefio experimental del estudio de la deficiencia en TNAP

en hepatoesteatosis

Para este estudio se utilizé igual nimero de ratones wild type y ratones
heterocigotos para el gen Alpl (TNAP*"). Los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en dos grupos que fueron alimentados durante 17 dias
con una dieta deficiente en colina y metionina (MCD) (TD. 90262) o una
dieta control (TD. 94149) (Tabla 3), teniendo un seguimiento del peso
durante ese periodo de tiempo. Ambas dietas tienen un porcentaje de

grasa del 10% (p:p).
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Tabla 3. Composicién de la dieta control y la dieta MCD.

0/Kg Dieta control Dieta MCD

Sacarosa 443,597 455,294
Almidén de maiz 198,783 200,0
Aceite de maiz 100,0 100,0
Celulosa 30,0 30,0
Mezcla de minerales, AIN-76 (170915) 35,0 35,0
Fosfato de calcio dibasico 3,0 3,0
L-Alanina 3,5 3,5
L-Arginina HCI 12,1 12,1
L-Asparagina 6,0 6,0
L-Acido aspartico 3,5 3,5
L-Cisteina 35 3,5
L-Acido glutamico 40,0 40,0
Glicina 23,3 23,3
L-Histidina HCI, monohidratada 4.5 4.5
L-Isoleucina 8,2 8,2
L-Leucina 111 111
L-Lisina HCI 18,0 18,0
L-Metionina 8,2 -
L-Fenilalanina 7,5 7,5
L-Prolina 35 3,5
L-Serina 35 3,5
L-Treonina 8,2 8,2
L-Triptéfano 1,8 1,8
L-Tirosina 50 50
L-Valina 8,2 8,2
Mezcla de vitaminas, Teklad (400600) 10,0 -

+ Citrato de dihidrégeno de colina (1,4)
Mezcla de vitaminas A, D, E (83171) - 5,0
Vitamina E (500 1U/g) - 0,242
Palmitato de vitamina A (500.000 1U/g) - 0,0396
Colecalciferol (vitamina D3) (500.000 1U/g) - 0,0044
Etoxiquina (antioxidante) 0,02 0,02

65



MATERIAL Y METODOS

3.3.2. Disefio experimental de la caracterizacion del fenotipo de los
ratones Alpl'E¢" en estado basal

Se indujo la delecion del gen mediante la administracion intraperitoneal
de 100 ul de tamoxifeno (TMX) a 10 mg/ml en etanol/aceite de girasol
(1:10) durante 5 dias consecutivos. Se administré TMX tanto a los

ratones Alpl'¥¢ como a los ratones WT.

Para la caracterizacion del fenotipo basal de estos ratones se utilizé una
cohorte de ratones Alpl¢" y WT de al menos 5 experimentos

independientes.

3.3.3. Disefio experimental del estudio del efecto de la delecién de

Alpl en la colitis experimental

Una vez administrado el tamoxifeno, se procedié a inducir colitis
experimental. Para ello, se puso sulfato de dextrano sédico (DSS) en el
agua de bebida durante 7 dias a ratones Alpl'=" (Alplsoxtiox; VillCre+) y a
sus controles WT (Alplioviiox). En paralelo, un grupo control de cada
genotipo recibié agua en vez de DSS. Tras 7 dias de procedimiento los

ratones fueron sacrificados para obtener las muestras bioldgicas.

Se llevo a cabo un modelo experimental alternativo en el que los ratones
fueron sacrificados a dia 4 y a dia 7 para poder evaluar la colitis

temprana y tardia (Figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental en el estudio del efecto de la delecién de
Alpl en la evolucién de la colitis experimental en ratones WT y Alpl'§¢/,

3.3.4. Evaluacion patolégica de los modelos in vivo

3.3.4.1. Monitorizaciéon del

desarrollo del higado graso

Se realiz6 un seguimiento diario de la evolucion del peso de los
animales y se representd como porcentaje relativo al peso inicial de

cada animal. Se monitorizé el nivel de glucosa a mitad del experimento

(ver mas adelante).
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3.3.4.2. Monitorizacién del estado de los ratones durante el
desarrollo de la colitis experimental inducida por DSS

La monitorizacion se realizé mediante el seguimiento diario de la
evolucién del peso representado como porcentaje relativo al peso inicial
y conforme a los criterios que se recogen en el indice de dafio de la
enfermedad (DAI, Disease Activity Index) (Tabla 4). Para ello, se valord
la consistencia de las heces y la presencia de sangre con la prueba
Hemoccult-SENSA (Beckman Coulter, CA, EE. UU.) durante el
desarrollo de la colitis.

Tabla 4. Criterios de valoracion del indice de dafio de la enfermedad (DAI)
en la colitis experimental por DSS.

Pérdida de peso Consistencia de

Valor (%) las heces Sangre en heces
0 Ninguna Normal No
1 1-5
2 5-10 Blanda Hemoccult
Positivo
3 10-15
4 >15 Diarrea Sangrado rectal

3.3.5. Obtencion del plasma sanguineo

Los ratones fueron anestesiados mediante la administracion
intraperitoneal de una solucion compuesta por 24 mg/ml de ketamina
(Ketamidor® Richter Pharma, Viena, Austria) y 1,6 mg/ml de xilacina
(Nerfasin, FATRO, Barcelona, Espafia). Una vez comprobada la
anestesia en los ratones, se procedio a extraer sangre via intracardiaca.

Para ello se utilizo heparina de litio como anticoagulante (5000 Ul/ml) y
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la sangre se depositdé en tubos BD Microstainer PST LH (Becton
Dickinson, NJ, EE. UU.). Las muestras se centrifugaron a 6000 g
durante 10 minutos a 4°C. El plasma obtenido se congel6 en nitrégeno

liquido y se conservo a -80°C.

3.3.6. Necropsia

Después de la extraccion de sangre y una vez comprobada la muerte
del animal, se extrajeron los 6rganos de los ratones y se procesaron

segun la finalidad de los mismos.

Higado

Se guardaron varios fragmentos para la extraccion de RNA en RNA
later, un fragmento en formaldehido al 4% para el estudio histolégico y
varios fragmentos congelados en nitrégeno liquido para el estudio de

proteinas y la determinacion de actividad fosfatasa alcalina.

Bazo

Se procedid a pesar el bazo para determinar la esplenomegalia tipica
del modelo de DSS. Se conservé un fragmento en RNA later y otro se

congeld en nitrégeno liquido.

Colon

El colon fue fotografiado, lavado, medido y pesado. Se guardaron
fragmentos trasversales del colon distal en formaldehido al 4% para el
estudio histolégico y en RNA later para la obtencion de RNA. El resto
de tejido fue picado, dividido en tubos, congelado en nitrégeno liquido

y conservado a -80°C.
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Hueso

Se obtuvieron la tibia y el fémur de los ratones de ambas patas traseras.
Una vez limpias de piel y musculo, se sumergieron en solucién salina.
Tras eliminar la epifisis de ambos huesos, se introdujo una jeringa para
arrastrar la médula del interior del hueso. Este procedimiento se repitid
varias veces hasta que el hueso quedo totalmente blanco, es decir, sin

restos de médula.

Intestino delgado

El intestino delgado fue extraido y dividido en duodeno, yeyuno e ileon.
Cada segmento fue picado, dividido en tubos, congelado en nitrégeno

liguido y conservado a -80°C.
3.3.7. Determinacion de glucosa en sangre

Se determind utilizando tiras reactivas y un glucémetro (Accu-Chek,
Aviva®, Roche, Barcelona, Espafia) utilizando una pequefia muestra de

sangre obtenida del extremo distal de la cola del ratén.
3.3.8. Determinacion de parametros plasmaéticos

Se analiz6 la actividad de alanina aminotransferasa en muestras de
plasma de ratones en ayunas. Los parametros plasmaticos se midieron
utilizando Metabolic Hormone Expanded Panel multiplex (ref. MMHE-
44K, Merk Millipore, MA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El indice de la resistencia a insulina (HOMA-IR) se calcul6
mediante la siguiente férmula:

glucosa (%) x insulina

HOMA — IR =
405
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3.3.9. Estudio de la permeabilidad intestinal in vivo

Se administro a los ratones una solucion de FITC dextrano 4 kD via oral
a una concentracion de 40mg/100g de peso en PBS 4 horas antes del
sacrificio de los animales. Se determinaron los niveles de FITC dextrano
4 kD (ug/ml) en el plasma de los ratones teniendo como referencia una
curva de FITC dextrano disuelta en PBS:plasma (1:1, v:v), haciendo uso
del fluorimetro FLUOstar-Control (Polarstar OPTIMA BMG Labtech,
Ortenberg, Alemania).

3.3.10. Aislamiento de células intestinales epiteliales

Para la obtencién de células intestinales epiteliales (IEC) se limpiaron
los fragmentos de intestino delgado y colon y se abrieron
longitudinalmente. Se lavaron dos veces con tampon fosfato salino
(PBS) estéril y se cortaron en fragmentos de 3 mm. Los fragmentos se
sometieron a dos incubaciones sucesivas con 20 ml de Hanks (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.) suplementado con 5% (v:v) de
suero bovino fetal (FBS), ditiotreitol (DTT) 1 mM y EDTA 5 mM. Las
células se filtraron por filtros de 70 um y se centrifugaron a 550 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras someterlas a un percoll
80:40 (v:v), se obtuvieron las IEC de la fase superior. Se centrifugaron
a 550 g durante 5 minutos a 4 °C y se resuspendieron en solucién

salina.

3.3.11. Cuantificacion de colinay sus metabolitos

Para la extraccion y determinacion de los niveles de colina, fosfocolina,
dimetilglicina (DMG), betaina, creatina y metionina se siguid el
protocolo descrito por Koc y colaboradores (285). Para ello, se
homogeneizaron las muestras de higado (100 mg) en 1 ml de

metanol/cloroformo (2:1, v:v), se agitaron vigorosamente durante 2 min
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y se incubaron durante toda la noche a -20°C. Las muestras se
centrifugaron a 1.500 g durante 5 min y el sobrenadante se transfirié a
tubos nuevos. Se realizé una segunda extraccién afiadiendo 650 ul de
metanol/cloroformo/agua (2:1:0,8, wv:iviv) al resto del tejido
homogeneizado. Después de agitar y centrifugar las muestras (1.500 g
/ 5 min), se combinaron los sobrenadantes de las dos extracciones. A
esa solucién se le afiadieron 250 pl de cloroformo y 250 ul de agua para
formar dos fases. Tras la centrifugacién de las muestras, se rescaté la
fase acuosa y esta se secé utilizando una centrifuga de vacio. Las

muestras se disolvieron en 50 pl de agua y 950 pl de metanol.

Para la preparacién de los estandares, tanto los internos como los
externos (los analitos, siendo colina, fosfocolina, DMG, betaina,
creatina y metionina), se disolvieron en metanol: agua MilliQ (95:5, v:v)
y se almacenaron en cristal ambar a -80°C hasta su uso. La curva de
calibrado se prepar6é mediante la dilucion de una solucién madre que
contenia 1ppm de todos los analitos. Ademés, se afiadieron dos
estandares internos, glicerofosfocolina-d9 (GPC-d9) y L-metionina-d3,
a 20ppb y 400ppb respectivamente.

Para identificar y cuantificar los compuestos de interés se utilizé un
cromatografo Acquity UPLC System [-Class (Waters, MA, EE. UU.),
utilizando una columna Acquity UPLC BEH Amide 1,7um (Waters, MA,
EE. UU.) a temperatura ambiente. La fase mévil se compuso por el
disolvente A (0,1% (v:v) de &cido formico en agua) y el disolvente B
(0,1% (v:v) de &cido férmico en acetonitrilo) con un flujo de 0,30 ml/min.
Se llevdé a cabo un sistema de gradiente de Omin/40%, 30s/40%,
1min/60%, 2min/60%, 1,5min/40% con el disolvente A, con un tiempo
total de andlisis de 6,5 minutos. El volumen de inyeccion de las
muestras fue de 1pl. Después de la separacion por UPLC, el eluyente

se introdujo en la fuente de ionizacion por electrospray (ESI) de un
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analizador de masas de triple cuadrupolo XEVO-TQ-XS (Waters, MA,
EE. UU.). Asi, la cuantificacion de los analitos se llevd a cabo midiendo
en area bajo la curva de los analitos frente a la de los estandares

internos.

3.3.12. Determinacion de contenido de grasa hepética

Se procedid a la homogeneizacion de 100 mg de tejido hepatico
utilizando un homogeneizador manual. El homogeneizado resultante se
transfirié a tubos de vidrio, a los cuales se les afiadié 1 ml de cloroformo
y 2 ml de metanol. Tras una vigorosa agitacion de las muestras durante
1 minuto, se incorporaron 1 ml de agua y 1 ml adicional de cloroformo.
Los tubos se sometieron a una nueva agitacion antes de ser sometidos
a una centrifugacion de 20 minutos a una velocidad de 1000 g a 4°C.
Posteriormente, se procedid a recolectar la fase inferior (fase del
cloroformo) y se trasvasé a un tubo previamente pesado con precision.
Se afadieron 2 ml de cloroformo al residuo resultante para llevar a cabo
una segunda extraccion. La fase del cloroformo obtenida en esta
segunda extraccion se unié a la fase correspondiente de la primera
extraccion. Luego de evaporar el cloroformo con una corriente de
nitrégeno, se procedié a pesar los tubos nuevamente, permitiendo asi

el calculo del contenido de grasa (mg de grasa/mg de tejido hepético).

3.3.13. Microbiota

Para el analisis de las poblaciones microbianas intestinales, se
recopilaron muestras de heces al final del experimento de ratones WT
y knockout. La extraccion y andlisis de las muestras fue llevada a cabo
por el centro GENYO (Granada, Espafia). La extraccion de ADN de las
muestras se realizo utilizando columnas G-spin (iNtRON Biotechnology)
a partir de materia fecal resuspendida en PBS. Todas las muestras se

trataron con RNAsas y Proteinasa K. Las concentraciones de ADN se
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cuantificaron utilizando el reactivo Quant-IT PicoGreen (Thermo
Fischer, MA, EE.UU.). Luego, se procedié a amplificar la region V4
515F-806R de la subunidad pequefia ribosomal 16S en todas las
muestras. Dichos cebadores llevaban incluidos ademas de la region
conservada de interés, los adaptadores de lllumina y un Barcode de 12
pares de bases para poder multiplexar hasta 96 muestras en la misma
carrera. Se realiz6é un control de calidad mediante electroforesis en gel
de agarosa para comprobar que haya amplificado la muestra. El tamafio
del amplicén esta en torno a 380pb. Tras la cuantificacion de las
muestras por fluorimetria, se juntaron equimolarmente con una cantidad
optima de 240 ng por muestra. Las muestras se purificaron mediante
columnas magnéticas y se realizaron controles de calidad utilizando un
Bioanalizador HS para comprobar que no quedaban restos de
cebadores. Este grupo se purificd aln mas, se cuantificd y se determiné
su concentracion mediante gPCR (Kapa Biosystems). Finalmente, las
muestras de DNA resultantes se secuenciaron en un instrumento
lllumina MiSeq usando un cartucho V3 de 600 ciclos, lo cual

proporciona lecturas de 300 pares de bases en paired-end.

Tras la obtencion de los datos, se detectaron los cddigos de cada
muestra y se combinaron las secuencias para obtener un Unico fastQ
por muestra, utilizando la herramienta cutadapt. Una vez obtenido un
Gnico archivo por muestra se realizé un control de calidad de los
archivos generados, y mediante BMTagger y DeconSeq se detectaran
y eliminaran cualquier tipo de contaminacion. Gracias a la herramienta
DNAclust se eliminaran los duplicados. Tras los controles se realiz6 la
deteccién de los microorganismos, alineando las secuencias contra las

referenciadas bases del dato del proyecto de microbioma humano.
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3.4. Experimentos ex vivo

3.4.1. Obtencion de organoides de yeyuno de raton

Tras sacrificar el raton se extrajo el yeyuno, se limpié con PBS estéril y
se abrid longitudinalmente. Después, se cortd en fragmentos de 3 mm
y se pasoé a un tubo de 15 ml para lavarlos dos veces con PBS frio en
agitacion durante 5 minutos. Tras dejar sedimentar los fragmentos de
intestino, se retird el PBS y se afadieron otros 10 ml de PBS con EDTA
a una concentracion final de 2 mM. Tras una incubacion durante 30
minutos a 4°C en agitacion, se retir6 el PBS. El tejido sedimentado se
resuspendié en 10 ml de Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) y
se procedid a realizar una agitacion manual durante 2 minutos para
extraer las criptas de los tejidos intestinales. La suspension se filtré a
través de un filtro de 70 um y se contaron las criptas obtenidas. Se
sembraron 1000 criptas en gotas de 50 ul formadas por IntestiCult
Organoid Growth Medium (STEMCELL, Vancouver, Canadd) y Matrigel
(Corning, NY, EE.UU.) a partes iguales en placas de 24 pocillos y se
incubaron durante 15 minutos a 37°C para que se formasen cupulas
s6lidas debido a la solidificacion del matrigel. Una vez formada una
clpula estable, se afiadieron 500 ul de IntestiCult como medio de
cultivo. Los experimentos llevados a cabo en organoides se realizaron
5-7 dias después de la siembra, una vez observado su desarrollo

morfoldgico, en subcultivos posteriores.

Para caracterizar el papel de la TNAP en el epitelio intestinal, se
desarrollaron organoides de yeyuno de ratones WT (Alplioxfiox) Y
Alpl'EC" (Alpliowiiox; VillCre). Se les indujo la delecion incubando con
tamoxifeno (1 uM concentracion final) durante 24 h a ambos genotipos

in vitro.
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3.5. Técnicas generales

3.5.1. Estudio histoldgico

Después del sacrificio del ratdén, se conservé una pequefia muestra de
higado o colon, segun el caso, transversal en formaldehido al 4% (p:v)
durante 24h. A continuacion, las muestras se incluyeron en bloques de
parafina y se realizaron cortes de 5 pm con un micrétomo. Los cortes
realizados fueron montados en portas y guardados hasta su posterior
tincion. Se realizaron 3 0 mas cortes de cada muestra de tejido que
fueron empleados para llevar a cabo la tincién con hematoxilina-eosina
o con el procedimiento de inmunohistoquimica. Se utilizé un
microscopio Leica DMI3000B con un aumento de 10x para la obtencion

de las imagenes a estudiar.

Se utilizé la tincibn hematoxilina-eosina para evaluar el dafio hepatico y
coldnico. La evaluacién hepéatica se hizo con base en el tamafio de las
particulas de grasa (0-3) y su frecuencia (0-3). Se evalu6 el dafo
colénico de acuerdo con los siguientes parametros: infiltracion (0-3),
pérdida de criptas (0-3), pérdida de células caliciformes (0-3),
hiperplasia (0-3), engrosamiento muscular (0-3) e infiltraciébn en la
submucosa (0-3). Ambas evaluaciones fueron llevadas a cabo

mediante codificacion de las muestras.
3.5.2. Inmunohistoquimica

La deteccion del antigeno MRP8 (Abcam, ab92331) fue llevada a cabo
con el kit VECTASTAIN ® Elite ® ABC Universal PLUS Kit Peroxidase
(PK-8200) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras
fueron desparafinadas y rehidratadas mediante su incubacion sucesiva
en xileno y concentraciones decrecientes de etanol (99%, 90% y 70%

(v:v)). Las muestras se expusieron a tampén citrato sédico 10mM pH 6
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durante 30 minutos a 100°C para la recuperacion de los antigenos.
Después de enfriarse, las muestras se lavaron en TBS (Tris 50mM y
NaCl 0.15M) durante 5 minutos. A continuacién, se bloquearon las
peroxidasas endogenas con la solucién de bloqueo BLOXALL ®
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras ese periodo de
tiempo, las muestras se lavaron en TBS durante 5 minutos y se
incubaron durante 20 minutos en Normal Horse Serum 2,5% (S-2012,
Vector Laboratories) para bloguear las uniones inespecificas. Después,
las secciones se incubaron con el anticuerpo primario (anti-MRP8)
diluido 1:250 en Normal Horse Serum a 4°C en atmosfera humeda
durante toda la noche. Pasado ese tiempo, se lavaron 3 veces en TBS
durante 5 minutos para, a continuacion, incubarlas durante 30 minutos
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado
provisto en el kit (Horse Anti-Mouse/Rabbit 1gG, Biotinylated). Se
lavaron las muestras de nuevo tres veces con TBS, se incubaron
durante otros 30 minutos con el complejo enzimatico avidina/biotina
provisto en el kit (VECTASTAIN Elite ABC Reagent). Se lavaron los
cortes 3 veces con TBS y una ultima vez en agua destilada para
posteriormente revelarlos utilizando la solucién de revelado (1:1
reactivos 1 y 2 ImmPACT DAB EqV). Tras una adecuada exposicién,
se aclararon en agua de grifo y se llevé a cabo la tincion de contraste
con hematoxilina de Harris durante 3 segundos. Por altimo, los cortes
fueron deshidratados en concentraciones crecientes de etanol y
finalmente se sumergieron en xileno, para poder asi proceder al
montaje. Las imégenes fueron capturadas con un microscopio Leica
DMI3000B con un aumento de 10x.

3.5.3. Determinacién de la actividad fosfatasa alcalina

La actividad fosfatasa alcalina fue determinada en higado, colon, bazo,

hueso y enterocitos de colon e intestino delgado. Estos tejidos fueron
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homogeneizados mecanicamente en un tampdén compuesto por
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) al 0,5% (p:v) y Tris Base
(0,2M) utilizando el sistema Bullet Blender®, donde bolas de acero
golpean vigorosamente los tejidos hasta homogeneizarlos. Las
muestras fueron sonicadas y centrifugadas a 12.000 g durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y sometido a la
determinacion de la actividad fosfatasa alcalina empleando un método
espectrofotométrico. En este método, descrito por Sabokbar y col.
(286), se utiliza el sustrato de coloracién p-nitrofenilfosfato sédico en
tampén glicina 50 mM con MgCl, 0,5 mM a pH 10,5. Se emplearon
inhibidores de fosfatasa alcalina como levamisol (0,1, 1 y 10 mM),
fenilalanina (5mM), homoarginina (1mM) o inhibidor especifico de la
TNAP a 40 uM (496014-13-2, al que denominaremos TNAP;.,) para
caracterizar la actividad. Los resultados de actividad enzimatica se
expresaron como muU/mg de proteina total, y la sensibilidad a

inhibidores como porcentaje de inhibicion.

3.5.4. Determinacién de la actividad mieloperoxidasa

La actividad MPO, utilizada como marcador de infiltracion neutrofilica,
fue determinada en colon. El tejido recién descongelado fue
homogeneizado mecanicamente en un tampdn compuesto por HTAB al
0,5% (p:v) y Tris Base (0,2 M) utilizando el sistema Bullet Blender®,
donde bolas de acero golpean vigorosamente los tejidos hasta
homogeneizarlos. Las muestras fueron sometidas a 5 fases de
congelacion y descongelacion, con 2 sonicaciones intercaladas en el
proceso, y a continuacion, se centrifugaron a 7000 x g durante 10
minutos a 4°C. El nivel de actividad mieloperoxidasa se determind
espectrofotométricamente observando el aumento de la absorbancia
debido a la oxidacion de la o-dianisidina en presencia de peréxido de

hidrégeno a 37°C. El aumento de absorbancia fue monitorizado durante
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2 minutos a intervalos de 10 segundos. Se utilizaron concentraciones
decrecientes de peroxidasa de rdbano para construir el patrén de
peroxidasa. Los resultados fueron expresados como muU/g de tejido o

mg de proteina.

3.5.5. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Los tejidos fueron homogeneizados en tampén RIPA (0.1% wi/v SDS,
0.1% wi/v desoxicolato de sodio y 1% v:v Triton X-100 en PBS) con
inhibidores de proteasa (1:200, v:v) (P9599; MilliporeSigma, Madrid,
Spain) y fosfatasa (1:100, v:v) (SC-45045; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, EE. UU.) utilizando el homogeneizador Bullet Blender®
(Next Advance, Averill Park, NW, EE. UU.). Las muestras se sonicaron
y se centrifugaron a 12.000 g 4°C durante 10 minutos para recuperar
las proteinas en el sobrenadante Se utiliz6 el método del acido
bicinchoninico para determinar el contenido proteico de las muestras

utilizando albumina sérica bovina como estandar.

3.5.6. Western Blot

Tras determinar la concentracion proteica de las muestras, se les
afadio Laemmli Sample Buffer (BioRad, Hercules, CA, EE. UU) y se
calentaron a 95°C durante 5 minutos. Las proteinas se separaron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE) y se trasfirieron a membranas de nitrocelulosa de
0,2um (BioRad). Una vez verificada la trasferencia de las proteinas
utilizando la tincibn con Rojo Ponceau S, las membranas fueron
blogueadas durante 1 h con leche en polvo desnatada al 5% (p:v) en
TBS-T (Tris 50mM, NaCl 0,15M y Tween-20 1% (v:v)). A continuacion,
las membranas fueron lavadas 3 veces durante 5 minutos con TBS-T y
fueron expuestas al anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C en

agitacion. Los anticuerpos primarios empleados, diluidos a 1:1000 (v:v)
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en TBS-T con BSA al 5% (p:v), fueron los siguientes: p-AMPKa (ref.
2535s), AMPKa (ref. 2532L), p-AKT (ref. 4060s), AKT (ref. 9272s) todos
ellos de Cell Signaling Technology (MA, EE. UU.), PPARa (ref. ab3484,
Abcam, Cambridge, UK), actina (A5441, Sigma-Aldrich, San Luis, MO,
EE. UU.), y ZO-1 (ref. 61-7300) y Claudina-4 (ref. 32-9400) de Thermo
Fisher Scientific (MA, EE. UU.). Las membranas fueron lavadas con
TBS-T para retirar el anticuerpo primario y se incubaron durante 1 hora
con el anticuerpo secundario adecuado, que depende del origen del
anticuerpo primario, y que esta conjugado con peroxidasa de rabano.
Esta enzima permite la reaccion quimioluminiscente que se lleva a cabo
al anadir el reactivo ECL (Perkin EImmer, Life Sciences, Boston, MA,
EE. UU). Las bandas fueron detectadas mediante el sistema de imagen
Amersham ImageQuant 800 (Cytiva). Las imagenes obtenidas se

analizaron por densitometria mediante ImageJ.

3.5.7. Extraccién de RNA, cuantificacion y retrotranscripcion

El RNA total de las muestras fue obtenido usando el kit RNease Mini Kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI RNA total
obtenido se cuantificé utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
MA, EE. UU.), evaluandose a su vez la integridad y pureza de las
muestras a través de los indices A260/A280 y A260/A230. Se
retrotranscribié 1pug de RNA por muestra utilizando el kit iScript Select
cDNA Synthesis (BioRad). El DNA complementario obtenido se congeld

a -20°C mientras, que el RNA restante se conservo a -80°C.

3.5.8. Andlisis de expresiéon génica mediante RT-gPCR

La PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) se llevdé a cabo con
GoTaqgPCR Supermix (Promega®, Francia), el cual utiliza SYBR
Green como fluoréforo para cuantificar a tiempo real la amplificacion del

gen de interés. La expresion del RNA del gen de interés se normalizé

80



MATERIAL Y METODOS

con un minimo de dos genes de referencia: peptidil-prolil cis-trans
isomerasa B (Ppib), la subunidad 18S del RNA ribosémico (18s) o
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Hprt). La amplificacion de
cada gen se hizo por triplicado para cada muestra y se calcul6 el ciclo

de umbral promedio (Ct). Los cebadores utilizados se muestran en la

Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados en la RT-qPCR.

Hebra sentido 5’-3’

Hebra antisentido 3’-5’

18s

ACACGGACAGGATTGACAGATTG

GCCAGAGTCTCGTTCGTTATCG

Acaca CTGTATGAGAAAGGCTATGTG AACCTGTCTGAAGAGGTTAG
Acot5 ATCTGGAGTACTTTGAGGAAG TTGAAATAACGTTGACCGTG
Acsm2 ACAATGAAAGTCAAACCAGG GATTGTCCACATATCCAGAG
Akp3 GAAAGCAGGAAAATCCGTAG CATGTTGGAGATGAGTTGTG
Akp6 CATGGACATTGATGTGATCC AGACTGGTTACTGTCACTTG
Alpl_flox GTTGCGATGTGTGAAGATGTCCT CTTGGGCTTGCTGTCGCCAGTAA
Alpl_p1 CTGCCACTGCCTACTTGTGT GATGGATGTGACCTCATTGC
Ccl2 CAAGATGATCCCAATGAGTAG TTGGTGACAAAAACTACAGC
Cd14 GAATCTACCGACCATGGAG AAGTTGCAGGAACAACTTTC
Cldn4 GACTGTGCAAAGTTACTAGC ACCAGCAATTTGGATGTAAG
Cxcll CCGAAGTCATAGCCACACTCAAG ACCAGACAGGTGCCATCAGAG
Cxcll CCGAAGTCATAGCCACACTCAAG ACCAGACAGGTGCCATCAGAG
Cxcl10 AAAAAGGTCTAAAAGGGCTC AATTAGGACTAGCCATCCAC
Cxcl2 GGGTTGACTTCAAGAACATC CCTTGCCTTTGTTCAGTATC
Cyp7bl ATGCTCCAAAGGAATTTAGG TCCAAAAGGCATAACGTAAG
Defal GTCCTACTCTTTGCCCTTG GCAGCCTCTTGATCTACAATA
Defa2 ATGAAGACACTTGTCCTCCTCTC  CTGAGCAGGTCCCATAAACTTGTTCT
TGCCCT CCTC
Des CAGGATCAACCTTCCTATCC CTGTCTTTTGGTATGGACTTC
Fads1 TTCTATTTTGTGGTTCAGCG ATGGGGATATGGTTCATCTG
Fads2 TCATCATGACAATGATCAGC CAGGAACCTGATAAAGTTGAG
Fasn GATTCAGGGAGTGGATATTG CATTCAGAATCGTGGCATAG
Gépc TTCAAGTGGATTCTGTTTGG AGATAGCAAGAGTAGAAGTGAC
Glut2 TTGTGCTGCTGGATAAATTC AAATTCAGCAACCATGAACC
Gpx1 GGAGAATGGCAAGAATGAAG TTCGCACTTCTCAAACAATG
Hprt AGGGATTTGAATCACGTTTG TTTACTGGCAACATCAACAG
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Hsd3b5 CATGAAGAGGAATTGTCCAAG GCTGAGTACCTTTCAGATTG
Ifng TGAGTATTGCCAAGTTTGAG CTTATTGGGACAATCTCTTCC
117¢c GATGACCCACCAAGATCC GTGAGATAATTCCTCAGCAG
I11b GGATGATGATGATAACCTGC CATGGAGAATATCACTTGTTGG
116 CTCTGGGAAATCGTGGAAAT TGTACTCCAGGTAGCTATGG
Lbp CACTCCCCAGATATACAAAAAG AGGCAAATACATTAGTGACC
Lgr5 AGAACACTGACTTTGAATGG CACTTGGAGATTAGGTAACTG
Lyzl CAAGATCTAAGAATGCCTGTG TTCCGAATATACTGGGACAG
Muc4 GGATTCCTTCTACGTTACAG GTAGAGAAATCAGCATCAG
Nt5e CTATGAGCCTCTTGAAATGG CTGATATCTTGATCACCAGAG
Ocln ACGGACCCTGACCACTATGA TCAGCAGCAGCCATGTACTC
Panx1 AGTTCAAAGATTTGGACCTG GACACACACTACATCAATACC
Pckl AATATGACAACTGTTGGCTG AATGCTTTCTCAAAGTCCTC
Pdk4 ACAATCAAGATTTCTGACCG TCTCCTTGAAAATACTTGGC
Ppib TGGAGATGAATCTGTAGGAC CAAATCCTTTCTCTCCTGTAG
Reg3g CAGAGGTGGATGGGAGTGGAG CACAGTGATTGCCTGAGGAAGAG
S100a8 GATGGTGATAAAAGTGGGTG CTGTAGACATATCCAGGGAC
S100a9 CTTTAGCCTTGAGCAAGAAG TCCTTCCTAGAGTATTGATGG
Scdl GTGGGGTAATTATTTGTGACC TTTTTCCCAGACAGTACCAAC
Sis GAAGATAACTCTGGCAAGTC GTCCAATGAGCTCTTGATATTG
Sppl GGATGAATCTGACGAATCTC GCATCAGGATACTGTTCATC
Srebfl AATAAATCTGCTGTCTTGCG CCTTCAGTGATTTGCTTTTG
Star GCGGAATATGAAAGGATTAAGG GTCACTATAGAGTGTTGCTTC
Sult2al GTCTTTCTTCAGTTCCAAGG CCCAGAAAAAGTAACCAGAC
Sult3al TTCTAGATGGAGATGTGGTAG CTTCACTCAGTTCTTTCTCC
Tff3 CCTGGTTGCTGGGTCCTCTG GCCACGGTTGTTACACTGCTC
Tgfbl CCCTATTTAAGAACACCC AAGGTGTCTCAGTATACCAC
Tjpl GGGGCCTACACTGATCAAGA TGGAGATGAGGCTTCTGCTT
Tir4 GATCAGAAACTCAGCAAAGTC TGTTTCAATTTCACACCTGG
Tnf CGTGGAACTGGCAGAAGAGG CAGGAATGAGAAGAGGCTGAGAC

3.6. Analisis estadistico

Todos los resultados han sido expresados como media aritmética +

error estandar de la media (EEM). La significacion estadistica fue

determinada con un analisis de varianza de una o dos vias (ANOVA) y,

82



MATERIAL Y METODOS

posteriormente, con el método de comparaciones multiples de Tukey o
Sidak. Para determinaciones pareadas se utilizo el test de la t de
Student. Los resultados se consideraron estadisticamente significativas
para un valor de p< 0,05. El analisis estadistico se realiz6 mediante
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Boston MA).
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4.1. Estudio del papel de la TNAP en la enfermedad
de higado graso no alcohélico (NAFLD) mediante el

modelo de dieta deficiente en metioninay colina

Con el objetivo de estudiar el papel de la TNAP en la esteatosis hepatica
se utilizaron ratones heterocigotos para la expresion de Alpl (ratones
TNAP*- y WT) debido a que los knockout homocigotos (TNAP”) no
sobreviven a consecuencia de un incorrecto metabolismo del piridoxal
5’-fosfato, lo que se traduce en ataques epilépticos y en una defectuosa
mineralizaciébn Osea (88). Los ratones heterocigotos son viables y
normales en cuanto a apariencia, aunque se ha observado cierta
alteracion en las células del sistema inmunolégico (6). El higado graso
no alcohdlico (NAFLD) es uno de los problemas hepéticos con mas
incidencia a nivel mundial, el cual esta asociado a la aparicién de
resistencia a la insulina, desérdenes metabdlicos e incluso alteraciones
en la funcién de barrera intestinal (217), resultando en el aumento de
los niveles de antigenos bacterianos circulantes. Diversos estudios han
mostrado la implicacion de la isoenzima IAP en mdltiples procesos
metabdlicos. Por ejemplo, ratones deficientes en IAP y alimentados con
dieta grasa desarrollan sindrome metabdlico, fendbmenos que se ve
revertido administrar IAP oral (193). Ademas, la isoenzima intestinal
dIAP (codificada por Akp3) participa en la absorcion de lipidos.
Concretamente, ratones deficientes en Akp3 (Akp3’) mostraban un
transporte de lipidos alterado y una ganancia corporal mayor a los de
sus controles, traduciéndose en acumulacion de grasa visceral y
esteatosis hepatica (117). Dado que la TNAP comparte mecanismos
con la isoenzima intestinal, se ha planteado que la TNAP podria tener
un papel en la hepatoesteatosis. Por lo tanto, se ha estudiado el papel
de la TNAP en un modelo de higado graso no alcohélico mediante una

dieta deficiente en colina y metionina.
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4.1.1. Estudio del fenotipo general de la esteatosis

Los animales WT y TNAP*" fueron distribuidos para recibir la dieta
control o MCD, siguiendo un disefio 2x2. Se observd una pérdida de
peso acusada y progresiva tanto en ratones WT como en ratones
heterocigotos alimentados con dieta MCD durante los 17 dias (Figura
6A), cuando se decidié sacrificarlos por razones éticas. Durante el
experimento se midieron niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y
glucosa, viendo un incremento en ALT (Figura 6B) y una bajada en los
niveles de glucosa (Figura 6C) en ambos grupos alimentados con dieta

MCD vy sin diferencias entre genotipos.
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Figura 6. Desarrollo del modelo MCD en ratones WT y TNAP*-. Evolucién
de pesos (A). Actividad ALT en plasma (B). Concentraciéon de glucosa en
plasma (C). Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y grupo MCD (WT n=7y
TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.
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La acumulacion de lipidos hepéticos caracteristica de este modelo se
observé mediante la medida del contenido de grasa hepatica (Figura
7A) y mediante el estudio histolégico (Figura 7B) y. Sorprendentemente,
los ratones TNAP*" presentaban mayores niveles de grasa en el
higado, ademéas de unos microdepdsitos de grasa observados a nivel
histol6gico comparando con los ratones WT. Puesto que la dieta control
utilizada incluye un contenido en grasa superior a la normal (10%(p/p)
vs 4%(p/p)) (Tabla 3), decidimos analizar el estado de higado utilizando
una dieta estandar. Tal y como se muestra en la Figura A, no se
observaron diferencias en el contenido de grasa hepatica en los ratones
alimentados con una dieta estandar. En este aspecto, queda reflejada
la participacion de TNAP en la esteatosis mediada por una dieta rica en

grasa.
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Figura 7. Contenido de grasa hepatica y estudio histologico del higado.
Contenido graso en higado (A) e imagenes histolégicas (10x) de secciones de
tejido hepético sometidas a la tinciéon con H&E (B). Grupos: control (WT n=8 y
TNAP*- n=8) y grupo MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.
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4.1.2. Estudio de parametros plasmaticos

Ademas de la hipoglucemia, la esteatosis viene acompafiada de una
alteracion de marcadores plasmaticos. Los ratones TNAP*"
presentaron mayores niveles de insulina independientemente de la
dieta (ANOVA p=0,0165, TNAP*" vs WT) (Figura 8A). Sin embargo, no
mostraron diferencias en el indice de resistencia a la insulina (HOMA-
IR) (Figura 8B).
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Figura 8. Concentraciones plasméticas de insulina e indice de resistencia
a la insulina (HOMA-IR). Resultados de multiplex de la concentracion
plasmatica de insulina (A) y HOMA-IR (B). Grupos: control (WT n=8 y TNAP*-
n=8) y grupo MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados
como media £ EEM. +: p<0,05.

Curiosamente, se observaron diferencias significativas en la
concentracion de diversos parametros plasmaticos en los grupos
control (Figura 9). Concretamente, la deficiencia de TNAP supuso la
presencia de mayores niveles plasmaticos de IL-6 (aunque no
significativos, p=0,07) (Figura 9B), péptido pancreatico (PP) (Figura
9G), resistina (Figura 9l) y glucagoén (Figura 9J) en ratones alimentados
con la dieta control. Los ratones WT manifestaron cambios en las
concentraciones plasméaticas de GLP-1 (el péptido similar al glucagén
tipo 1) en ratones WT MCD respecto a sus controles (Figura 9F) y una

tendencia a la baja de los niveles de glucagon (p=0,08) (Figura 9J). No
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obstante, los efectos de la dieta MCD en ratones TNAP*" fueron muy
similares a los de los ratones WT, a excepcion de un aumento en los
niveles plasmaticos de resistina (Figura 9l) y un aumento casi
significativo del polipéptido inhibidor gastrico (GIP) (p=0,06) (Figura 9E).
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Figura 9. Concentraciones plasmaticas de marcadores de inflamacion,
obesidad y esteatosis en plasma de ratones WT y TNAP*-. Niveles
plasmaticos de leptina (A), IL-6 (B), péptido C (C), grelina (D), polipéptido
inhibidor gastrico (E), péptido similar al glucagon tipo 1 (F), péptido pancreatico
(PP) (G), péptido YY (PYY) (H), resistina (1), glucagon (J) y amilina (K) medidos
mediante multiplex. Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y grupo MCD (WT
n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.
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4.1.3. Estudio de genes relacionados con inflamacion y fibrosis en
higado

Se estudié la expresion de Alpl en el tejido hepatico de los ratones sin
observar diferencias a causa del genotipo ni de la dieta administrada
(Figura 10A). Sin embargo, la dieta MCD provocé un incremento en la
actividad fosfatasa alcalina en el tejido hepatico de los ratones WT y
TNAP*" (Figura 10B). Sorprendentemente, la sensibilidad a levamisol
reflej6 un aumento significativo con la dieta MCD en el caso de los
ratones WT, efecto que no se dio en los ratones heterocigotos (Figura
10C).
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Figura 10. Estudio de la expresion de Alpl, actividad AP y su perfil de
inhibicion en tejido hepatico en ratones WT y TNAP*-, Expresion de Alpl
(A), actividad AP (B) y sensibilidad a levamisol (C). Grupos: control (WT n=8y
TNAP* n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.

Para valorar el estado del higado de los ratones, se analizé la expresion

de genes relacionados con fibrosis mediante RT-gPCR. La expresién
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del gen de la desmina (Des) aumentd en el higado de los ratones
haplodeficientes alimentados con la dieta control (Figura 11A), en
consonancia con una posible fibrosis, y la expresién de Tgfb mostré un
patrén similar, sin llegar a significancia (Figura 11B). La dieta MCD no
modificO estos parametros mencionados anteriormente siendo los
niveles de TNAP*" muy similares a los de los ratones WT (Figura
11A/B).
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Figura 11. Expresion de genes relacionados con fibrosis en tejido
hepéatico en ratones WT y TNAP*-. Expresion de Des (A) y Tgfbl (B)
mediante RT-qPCR. Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7
y TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.

A continuacién, se pas6 a medir genes relacionados con inflamacion y
con la sefializacion de LPS. Los ratones TNAP*" presentaron mayores
niveles de Il1b (Figura 12A) y una tendencia al alza de Tnf (p=0,08)
(Figura 12C), sin verse alterados otros genes relacionados con la
inflamacién o sefalizacion de LPS (116, Lbp y Cd14) (Figura 12A/D/E).
Por otro lado, la dieta MCD no modificé estos parametros siendo los
niveles de TNAP*- muy similares a los de los ratones WT (Figura 12B-
E). Como excepcion, la administracion de dieta MCD supuso la
disminucion de expresion de Il1b alcanzando niveles de WT (Figura
12A). Todos estos datos sugieren la existencia de un dafio leve en el

higado de los ratones TNAP*" independientemente de la dieta.
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Figura 12. Expresién de genes relacionados con inflamacion vy
sefializacion de LPS en tejido hepético. Expresion de ll1b (A), 116 (B), Tnf
(C), Lbp (D) y Cd14 (E). Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT
n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.

Después, pasamos a medir genes que se ven alterados por la
administracion de una dieta alta en grasa. En primer lugar, se midio la
expresion de la enzima glutation peroxidasa-1 (Gpx1), cuya deficiencia
en hepatocitos se ha visto relacionada con la mejora del metabolismo
de la glucosa y con la disminucion de la esteatohepatitis en ratones
(287). No obstante, el genotipo ni la dieta administrada provocaron
cambios en la expresion de Gpx1 (Figura 13A). También se midieron la
expresion de la osteopontina (codificado por Sppl), a la cual
recientemente se le ha atribuido un papel importante en la patogenia de
NASH (288), y la expresion de panexina-1 (Panx1), que participa en
respuestas inflamatorias hepéticas y se ha observado que su delecién
tiene un efecto protector frente a NAFLD (289). No se dieron diferencias
en la expresion de Sppl (Figura 13B) ni Panxl (Figura 13C). Cabe

mencionar que la administracion de la dieta deficiente en colina y
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metionina alterd en cierta medida la expresion de Panx1, sin diferencias
entre genotipos (ANOVA p=0,04, MCD vs Control) (Figura 13C).
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Figura 13. Expresion de genes relacionados con inflamacidn y fibrosis
hepaticas. Expresion de Gpx1 (A), Sppl (B) y Panx1 (C). Grupos: control (WT
n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron
expresados como media £ EEM.

4.1.4. Estudio de genes relacionados con el metabolismo hepatico

Dado que la dieta MCD provoca cambios en el metabolismo glucidico y
lipidico a nivel hepatico, se estudié la expresion de ciertos genes
relacionados mediante RT-gPCR. En cuanto al metabolismo glucidico,
la deficiencia de TNAP provocoé la disminucién drastica en la expresion
de la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 1 (Pckl), la enzima
gluconeogénica clave (Figura 14A). La administracién de la dieta MCD
no modul6 la expresion de la subunidad catalitica de glucosa-6-
fosfatasa (G6pc) (Figura 14B), subunidad catalitica de la enzima clave
en la gluconeogénesis y la glucogendlisis, o del transportador de
glucosa 2 (Glut2) (Figura 14C), el principal transportador de glucosa en
el higado, en ratones WT ni TNAP*. No obstante, se observo la
inhibicion de Pckl en ratones TNAP*" alimentados con la dieta control,
viéndose la misma supresion en ratones alimentados con dieta MCD
(Figura 14A). Ademas, se midi6 la expresion de la enzima piruvato
deshidrogenasa quinasa 4 (Pdk4), la cual inhibe la oxidacién de piruvato

y media el cambio metabdlico del metabolismo de la glucosa al de los
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acidos grasos. Tal y como se ha descrito anteriormente (290), la dieta
MCD indujo la expresién de piruvato deshidrogenasa quinasa 4 (Pdk4)
en ratones WT (Figura 14D).
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Figura 14. Expresion de genes relacionados el metabolismo glucidico en
higado. Expresién de Pckl (A), G6pc (B), Glut2 (C) y Pdk4 (D). Grupos: control
(WT n=8y TNAP*-n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.

Después se determindé la expresion de genes relacionados con el
metabolismo lipidico. Las enzimas clave en la sintesis de &cidos grasos,
como la acetil-CoA carboxilasa (Acaca) (Figura 15A) y la enzima acido
graso sintasa (Fasn) (Figura 15B), no sufrieron cambios en su expresion
a causa del genotipo ni de la dieta administrada. Tampoco se
observaron cambios en la expresion de la proteina 1 de unién a
elementos reguladores de esteroles (Srebfl) (Figura 15C), la cual tiene
un papel clave en la induccion de la lipogénesis, ni en genes que
codifican desaturasas de acidos grasos (Scdl, Fadsl o Fads2) (Figura
15D-F).
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Figura 15. Expresién de genes relacionados el metabolismo lipidico en
higado. Expresion de Acaca (A), Fasn (B), Srebfl (C), Scdl (D), Fadsl (E) y
Fads2 (F). Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*"
n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM.

Sin embargo, se observaron cambios en la expresion de Tff3, cuya

deficiencia se ha relacionado con la alteracion del metabolismo lipidico

a nivel hepético (291). La haplodeficiencia en TNAP supuso supresion

en la expresion de Tff3, al mismo nivel observado en ratones

alimentados con la dieta MCD (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de Tff3 en higado. Grupos: control (WT n=8 y TNAP*"

n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados como
media £ EEM. +: p<0,05.
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Después, se estudiaron ciertas enzimas de la beta-oxidacion de los
acidos grasos. La expresion de Acsm2 disminuyd sustancialmente en
el higado de ratones alimentados con la dieta MCD, pero también en
ratones TNAP* alimentados con la dieta control de forma similar
(Figura 17A). Por otro lado, se dio un incremento del gen Acot5
solamente en ratones heterocigotos alimentados con la dieta control
(Figura 17B).
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Figura 17. Expresion de genes relacionados con el metabolismo de los
acidos grasos en higado. Expresion de Acsm2 (A) y Acot5 (B). Grupos:
control (WT n=8 y TNAP*-n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados
fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.

Dada la relacién entre la TNAP y la homeostasis de los acidos biliares
(292), se pas6 a medir la expresion de genes implicados en estas vias.
STAR (proteina reguladora aguda esteroidogénica) regula el primer
paso en la via de sintesis de acidos biliares, generando oxiesteroles,
mientras que CYP7B1 participa en el siguiente paso, que finalmente
conduce en su mayor parte a la generacién de acido desoxicélico (293).
Por otra parte, las sulfotransferasas participan en la conjugacién de los
acidos biliares. Los ratones alimentados con la dieta MCD,
independientemente del genotipo, expresaron mayores niveles de Star
(ANOVA, p<0,05) (Figura 18A). Se observo una total supresion de la
expresion Cyp7bl en ratones TNAP alimentados con la dieta control,
llegando a los niveles obtenidos con la dieta MCD en ratones WT y

heterocigotos (Figura 18B). Curiosamente, los resultados mostraron
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una sulfatacion aumentada de los &cidos biliares en los ratones
haplodeficientes, basada en wuna mayor expresion de las
sulfotransferasas Sult2al y Sult3al independientemente de la dieta
(Figura 18C/D). Ademas, se midi6 la expresion hepatica de hidroxi-
delta-5-esteroide deshidrogenasa (Hsd3b5), gen involucrado en el
metabolismo de los esteroides, encontrando una disminucioén fuerte con
la dieta MCD ademas de en los ratones TNAP*" alimentados con la

dieta control (Figura 18E).
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Figura 18. Expresidon de genes relacionados con el metabolismo de los
acidos biliares en higado. Expresion de Star (A), Cyp7bl (B), Sult2al (C),
Sult3al (D) y Hsd3b5 (E). Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT
n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.

A la vista de los resultados obtenidos, se procedi6 a analizar diferentes
vias relacionadas con la esteatosis hepatica. En primer lugar, se
determiné la fosforilacion AMPK mediante Western Blot en tejido
hepatico de ratones WT y TNAP alimentados con dieta control y dieta
MCD. La haplodeficiencia de TNAP supuso una menor ratio P-
AMPK/AMPK independientemente de la dieta administrada (ANOVA
p=0,04, TNAP*" vs Control) (Figura 19A/B).
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Figura 19. Expresidn proteica de p-AMPK y AMPK en tejido hepatico.
Expresion proteica de p-AMPK y AMPK (A) y ratio (B) medida mediante
Western Blot en tejido hepatico de ratones WT y TNAP*-, Grupos: control (WT
n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +:; p<0,05.

Después, dada su implicacion en la esteatosis, se determinaron los
niveles de fosforilacion de AKT y la concentracion de PPARa mediante
Western Blot en tejido hepatico. A diferencia de AMPK, no se mostraron
diferencias en los niveles de fosforilacion de p-AKT (Figura 20A/B) ni en
los niveles de PPARa (Figura 20C/D).
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Figura 20. Expresion proteica de p-AKT/AKT y PPARa en tejido hepatico.
Expresion proteica de p-AKT y AKT (A), cuantificacion de la ratio p-AKT/AKT
(B), expresion proteica de PPARa (C) y su cuantificacién (D) mediante Western
Blot en tejido hepatico de ratones WT y TNAP*-. Grupos: control (WT n=8 y
TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP* - n=8). Los resultados fueron
expresados como media + EEM.
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4.1.5. Estudio del epitelio intestinal en esteatosis

Finalmente, ya que la dieta grasa estd asociada a disbiosis y puede
estar relacionada con el aumento la permeabilidad intestinal, se quiso
ver la implicacion de la TNAP en este punto analizando el tejido colénico
de los ratones. Los valores de expresion de S100a8, marcador de
inflamacién del colon, no mostraron cambios relacionados con el
genotipo ni con la dieta (Figura 21A). La dieta MCD no provocé cambios
en la expresion de TNAP (Alpl) (Figura 21B).
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Figura 21. Expresion de S100a8 y Alpl en tejido coldnico. Expresion de
S100a8 (A) y Alpl (B) mediante RT-gPCR en tejido colénico en ratones WT y
TNAP*-. Grupos: control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*"
n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM.

A continuacion, se evalud la actividad fosfatasa alcalina en el tejido
colbnico. Globalmente, la actividad AP fue menor en ratones
alimentados con dieta MCD (ANOVA p<0,05, MCD vs Control) (Figura
22A). Ademas, tal y como se observd en higado, se registraron cambios
en la isoforma en el colon en ratones WT alimentados con la dieta MCD
respecto a la dieta control (Figura 22B) mediante estudios de

sensibilidad a levamisol.
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Figura 22. Determinacién de la actividad fosfatasa alcalina en tejido
colénico. Actividad fosfatasa alcalina (mU/mg proteina) (A) y sensibilidad de
la actividad fosfatasa alcalina a distintas concentraciones de levamisol (B),
expresado como porcentaje de inhibicién de la actividad AP. Grupos: control
(WT n=8y TNAP*-n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.

Tal y como se ha explicado anteriormente, la dieta grasa puede suponer
un cambio en la expresion de proteinas de uniones estrechas en el
epitelio intestinal. En este caso, se observd una bajada en la expresion
de claudina 4 (Cldn4) en los ratones alimentados con la dieta MCD,
siendo solo significativo para los ratones haplodeficientes para TNAP
(Figura 23A). En cuanto a ZO-1, codificada por Tjpl, no se dieron
diferencias (Figura 23B).
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Figura 23. Expresion de genes relacionados con uniones estrechas en
tejido coldnico. Expresion de claudina 4 (Cldn4) (A) y ZO-1 (Tjpl) (B). Grupos:
control (WT n=8 y TNAP*- n=8) y MCD (WT n=7 y TNAP*- n=8). Los resultados
fueron expresados como media = EEM. +: p<0,05.
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4.2. Caracterizacion de los ratones deficientes en

TNAP en el epitelio intestinal

Con el objetivo de estudiar la relacion entre la TNAP y la funcién de
barrera intestinal, se generaron ratones con delecion inducible del gen
Alpl en el epitelio intestinal. ElI uso de un modelo inducible se debe a
gue se desconoce si Alpl juega un papel en el desarrollo del epitelio
intestinal ademas de que puede que en el desarrollo del animal se

dieran compensaciones que enmascarasen el efecto de la delecion.

4.2.1. Generacion deratones con delecién condicional inducible de

Alpl en el epitelio intestinal

Mediante el cruce de ratones Vill-Cre ERT2 y Alplioxiiox S€ Obtuvieron
ratones AIpI'EC” (Alplwowiox; VillCre), que se genotiparon mediante la
amplificaciéon por PCR. Para comprobar el genotipo Alplioyiox S€
utilizaron cebadores para el gen Alpl de tal forma que el fragmento flox
insertado resulte en un producto de PCR de mayor tamafio. Se observé
la diferencia de genotipo entre los ratones gracias al tamario diferencial
del producto resultante, ya que cuando el fragmento flox esta insertado
en el gen se obtiene una banda de 263 pb y cuando no lo esta de 229
pb. En la Figura 24 estan representados los tres genotipos, el
homocigoto Alpliowiiox CON una Unica banda a 263 pb, el genotipo
heterocigoto Alpliexw: cOn un alelo de cada tamafio y el genotipo Alplwwt

con dos bandas de 229 pb.
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Figura 24. Genotipo de los ratones Alploxiiox, Alplioxwt Yy Alplwrwt.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% (p:v) en TAE 1x del producto de PCR
del genotipaje de ratones para la obtencion de ratones Alploxfiox.

De la misma manera, para determinar el genotipo VillCre se llevé a cabo
una PCR combinada con 2 cebadores para las secuencias del gen de
la recombinasa Cre y de un gen control (B-actina). La banda superior
de 400 bp corresponde a la beta-actina, el control interno (Figura 25).
La banda de 300 pb, corresponde al gen Cre. Como se observa en
todos los casos se ha amplificado el control interno correctamente,

cerciorandonos asi de una correcta reaccion (Figura 25).

Cre(-) Cre(+) Cre(-)

500 pb

100 pb

Figura 25. Genotipo de los ratones Vil-Cre Electroforesis en gel de agarosa
al 2% (p:v) en TAE 1x del producto de PCR del genotipaje de ratones para la
obtencién de ratones Vil-Cre(+) y Vil-Cre(-). La banda superior corresponde a
la B-actina y la inferior a la recombinasa Cre.
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4.2.2. Comprobacién delarecombinacion del gen Alpl en el epitelio

intestinal

Para la comprobacion del genotipo inducido, se administré tamoxifeno
durante 5 dias consecutivos, provocando la activacién de la enzima
CRE y su desplazamiento hacia el nucleo. Es ahi donde ejerce su
accion de recombinasa sobre los sitios especificos flox dando como
resultado la delecion del ADN del gen diana, en nuestro caso el gen
Alpl. Mediante una PCR del gen Alpl en las células epiteliales del
intestino, se pudo comprobar la recombinacion llevada a cabo por la
enzima CRE. El producto de PCR de los ratones WT contiene 1134 pb,
mientras que en el caso de los delecionados el fragmento es de 415 pb
(Figura 26).

Alpl it APl foxiwt Alpl foxsiox
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Figura 26. Genotipo de los ratones Alpl-VilCre Electroforesis en gel de
agarosa al 2% (p:v) en TAE 1x del producto de PCR de la comprobacién de
recombinacién del gen Alpl por la recombinasa CRE.
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4.2.3. Caracterizacion de la delecién de Alpl en intestino y fenotipo
general de los ratones

Se procedio a caracterizar el fenotipo de los ratones tras 7 dias del inicio
de la induccién de la delecién del gen Alpl. Dado que actualmente no
existen en el mercado anticuerpos apropiados que distingan las
isoformas de fosfatasa alcalina, no se ha podido analizar la expresion
proteica de Alpl en el epitelio intestinal, asi como en otros 6rganos. No
obstante, se pas6 a determinar la expresion a nivel RNA mensajero del

gen Alpl.

Con el objetivo de ver el efecto de la ausencia de Alpl sobre las propias
células del epitelio intestinal, se aislaron IECs de intestino delgado y
colon de ratones WT y Alpl¢" a 7 dias postdelecion mediante un
gradiente de Percoll. Inicialmente se utilizaron unos cebadores que
amplifican el gen que codifica TNAP (cebadores Alpl), e hibridan aguas
arriba de la seccion flox/flox que sera reconocida por la recombinasa
CRE. Utilizando estos cebadores no observamos como era de esperar
diferencias en la expresion del gen Alpl en los animales Alpl'©- ya que,
aunque la TNAP se vuelve inactiva por la recombinacion, aiun se
expresa el extremo inicial del gen (Figura 27A/B). Ademas, disefilamos
unos cebadores especificos de la secuencia delecionada para
confirmar el knockout y evaluar la expresion del gen (cebadores
Alpl_flox). Como se muestra en la Figura 27A/B, se pudo confirmar el
knockout del gen en IEC de intestino delgado y colon utilizando estos

cebadores.
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Figura 27. Expresién génica de Alpl y Alpl_flox en IEC en los ratones WT
y Alpl'E¢-, Expresion génica medida mediante RT-gPCR en IECs de intestino
delgado (A) y colon (B) a los 7 dias del inicio de la administracion de
tamoxifeno. Grupos: WT (n=13) y Alpl'E¢* (n=12). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.

El fenotipo resultante de la delecion de Alpl en el intestino fue
aparentemente normal. Concretamente, el estudio histol6gico realizado

en el intestino de los ratones no reveld diferencias entre genotipos
(Figura 28).

Alp[EC-

Colon

Intestino
delgado

Figura 28. Histologia de intestino delgado y colon. Imagenes
representativas de cortes histolégicos con tincion H&E de yeyuno y colon de
ratones WT y Alpl'EC- a los 7 dias del inicio de la administracién de tamoxifeno.
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4.2.4. Actividad y expresién fosfatasa alcalina

A continuacion, pasamos a determinar la actividad fosfatasa alcalina y
expresion de las distintas isoenzimas en los ratones WT y Alpl'E¢ a 7
dias postdelecion. La actividad AP no se vio alterada en ratones
knockout en yeyuno, ileon o colon (Figura 29A). Cuando se estudio la
sensibilidad in vitro a inhibidores especificos levamisol y TNAPin, se
observé una mayor sensibilidad a los mismos en el colon de los ratones
Alpl'EC" (Figura 29B).
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Figura 29. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina en yeyuno,
ileon y colon. (A) Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina en yeyuno,
ileon y colon. (B) Estudio de la inhibicion de la actividad AP por los inhibidores
levamisol y TNAPinn (40uM). Grupos: WT (n=7-11) y Alpl'E¢* (n=6-10). Los
resultados fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.

Después, se estudiaron los posibles efectos extraintestinales dados a
causa de la delecion del gen. Pasamos a medir la actividad fosfatasa
alcalina en higado, bazo, plasma, rifién, hueso y heces, encontrando
una mayor actividad en hueso y rifién de los ratones knockout (Figura
30A/B). A pesar del incremento dado en estos tejidos, no se observaron

cambios de sensibilidad a inhibidores (Figura 30C/D).
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Figura 30. Determinacién de la actividad fosfatasa alcalina en tejidos o
materia extraintestinales. (A) Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina
en higado, bazo y plasma. (B) Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina
en rifion, hueso y heces. Estudio de la inhibicién de la actividad AP por los
inhibidores levamisol y TNAPinh (40uM) en rifién (C) y hueso (D). Grupos: WT
(n=7-25) y Alpl'E¢- (n=6-25). Los resultados fueron expresados como media +
EEM. +: p<0,05.

Se analizo la expresion de las distintas isoenzimas de AP (Akp3, Akp6,
Alpl) mediante RT-gPCR en el intestino de los ratones. Tal y como
hemos descrito anteriormente, los ratones knockout expresan el gen
Alpl determinado con los cebadores que hibridan aguas arriba de la
zona de recombinacion (Figura 31A/B). Sin embargo, se utilizaron los
cebadores Alpl_flox para demostrar la existencia del knockout en el
intestino de los ratones. La ausencia del gen Alpl no provocé cambios
en la expresion de las isoenzimas intestinales en tejido completo en

intestino delgado o colon (Figura 31A/B).
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Figura 31. Estudio de la expresion génica de Alpl, Alpl_flox, Akp3,y Akp6
en tejido completo en intestino delgado y colon. Expresion génica por RT-
gPCR en intestino delgado completo (A), y tejido colénico completo (B).
Grupos: WT (n=7-11) y Alpl'E¢- (n=6-10). Los resultados fueron expresados
como media £ EEM. +: p<0,05.

Acto seguido, se midieron estos genes en las IEC provenientes del
intestino delgado y del colon (Figura 32A/B). En las IEC del intestino
delgado se observa un descenso significativo de las isoenzimas
intestinales (Figura 32A). Por el contrario, las medidas realizadas por
RT-gPCR en IECs colbnicas revelaron el incremento aparente de Alpl,
posiblemente a causa de modificaciones en la expresién de Alpl
provocadas por la ausencia de la enzima TNAP en los ratones
knockout, y un incremento aparente de las AP intestinales Akp3 y Akp6,
lo que podria traducirse en un mecanismo de compensacion por parte

de estas isoenzimas (Figura 32B).
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Figura 32. Estudio de la expresion génica de Alpl, Alpl_flox, Akp3y Akp6
en enterocitos de intestino delgado y colon. Expresion génica por RT-gPCR
en IECs provenientes de intestino delgado (A) y colon (B). Grupos: WT (n=12)

y Alpl'E¢- (n=12). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.

Sorprendentemente, la ausencia de Alpl en las IEC modificaron la
expresion de ciertas isoenzimas de AP en tejidos extraintestinales.
Concretamente, los ratones Alpl'¢’- presentaron una mayor expresion

de Alpl y Akp3 en rifion (Figura 33A). No se observaron diferencias en
tejido hepatico (Figura 33B).
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Figura 33. Estudio de la expresion génica de Alpl, Alpl_flox, Akp3 y Akp6
en rifién e higado. Expresion génica por RT-gPCR en rifién (A) e higado (B).
Grupos: WT (n=6-7) y Alpl'®¢" (n=6-7). Los resultados fueron expresados
como media £ EEM. +: p<0,05.
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4.2.5. Estudio de la expresion de genes en colon

Debido a la importancia de Alpl en colon, se pasoé a estudiar la expresion
génica de distintos marcadores en este tejido (Figura 34). No se
observaron diferencias significativas en la expresién de quimioquinas
(Cxcl1, Ccl2) (Figura 34A), citoquinas (Ifgn, Tnf, 116, 1117c) (Figura 34B)
0 péptidos antimicrobianos (Lyz1, Reg3g) (Figura 34C) entre genotipos.

>
w
(9]

Quimioquinas Citoquinas Péptidos antimicrobianos

[ 8 e
£ = £ . wr
23 26 g4 o AlplECt
o =] =}
22 £4 g°
N : So -
@1 © o2 o o
AT I NS e
=0 %00 o =0 Ep o .

Cxcl1 Ccl2 Ifng Tnf 16 Il17¢c Lyz1 Reg3g

Figura 34. Estudio de la expresién génica de quimioquinas, citoquinas y
péptidos antimicrobianos en tejido coldnico. Expresion génica por RT-
gPCR de Cxcl1, Ccl2 (A), Ifng, Tnf, 116, l117c (B), Lyz1, Reg3g (C). Grupos: WT
(n=11) y Alpl'E¢* (n=10). Los resultados fueron expresados como media *
EEM.

Para evaluar el estado del colon se pas6 a estudiar la expresion de
uniones estrechas como Tjpl (que codifica ZO-1), la expresion de Tff3
(gen relacionado con la proteccion de la mucosa intestinal) y
marcadores inflamatorios (S100a8, S100a9) (Figura 35). La ausencia
de Alpl en IECs no dio como resultado diferencias significativas en

ninguno de los genes mencionados.
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Figura 35. Estudio de la expresién génica de Tjp1, Tff3, S100a8 y S100a9
en tejido coldnico. Expresion génica por RT-gPCR. Grupos: WT (n=11) y
Alpl'EC (n=10). Los resultados fueron expresados como media + EEM.

Sin embargo, los ratones Alpl'=c- mostraron un ligero incremento no
significativo en la expresion del gen Nt5e, una nucleotidasa relacionada
con el sistema purinérgico (Figura 36).
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Figura 36. Estudio de la expresién génica de Nt5e en tejido colbnico.
Expresion génica por RT-gPCR. Grupos: WT (n=11) y Alpl'¥¢" (n=10). Los
resultados fueron expresados como media + EEM.

4.2.6. Estudio de la expresion de genes en células del epitelio
intestinal

Con el objetivo de estudiar mas profundamente las consecuencias de
la ausencia del gen Alpl en el epitelio intestinal, se analiz6 la expresién
de genes en los enterocitos de intestino delgado y colon extraidos

mediante Percoll. La expresion de Cxcll no sufrid ninguna modificacién
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en ausencia de Alpl en enterocitos de intestino delgado ni colon, ni
tampoco la expresion de Defal en enterocitos de colon (Figura 37A/B).
En cuanto al gen Nt5e, se aprecia una ligera tendencia a la baja, aunque
o significativa, en los ratones Alpl'¥¢’- en IEC provenientes de intestino
delgado y colon (Figura 37A/B). Sorprendentemente, se observé una
bajada en la expresién de Tjpl en enterocitos de intestino delgado, gen
que codifica una proteina implicada en las uniones estrechas (ZO-1)
(Figura 37A). Por el contrario, no se vieron diferencias en Tjpl en IEC
en colon (Figura 37B).
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Figura 37. Estudio de la expresion génica de Cxcl1, Ntbe, Tjply Defal en
IECs provenientes de intestino delgado y colon. Expresion génica por RT-
gPCR de los genes Cxcll, Ntse y Tjpl en IEC de intestino delgado (A) y Cxcl1,
DefAl, Nt5e y Zol en IEC de colon (B). Grupos: WT (n=13) y Alpl'EC- (n=12).
Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:; p<0,05.

4.2.7. Estudio de correlacion de la expresion génica en colon e IEC

Se realizaron estudios de correlacion con el propdsito de examinar las
posibles asociaciones entre la expresion de distintos genes en el tejido
coldnico de los ratones WT y Alpl¥¢’- en condiciones basales (Figura
38). Es notable la correlacion positiva que se observa en el colon entre
los genes Alpl, Alpl_flox (amplicén especifico para la delecién
inducible), 1117c, Akp3 y Tnf. Asimismo, se evidencia la existencia de

otro cluster con correlacién positiva, compuesto por 116-Cxcl1-1fng.
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Figura 38. Matriz de correlacién de la expresidon génica en tejido colénico
completo en ratones WT y Alpl'®¢", Las correlaciones positivas se muestran
en rojo y las negativas en azul. La intensidad del color es proporcional a los
coeficientes de correlacién. Las correlaciones estadisticamente significativas
(correlacion de Pearson, prueba t p<0,05) se muestran indicadas con un
asterisco.

Se llevé a cabo un estudio de correlacion de la expresion génica en las
células epiteliales intestinales obtenidas del colon e intestino delgado
de ratones de ambos genotipos (Figura 39A/B). Se muestra una fuerte
correlacion entre la expresion de Alpl y Akp3 (r=+0,758) en las IEC
colbnicas (Figura 39A). Existe una correlacion mas modesta pero
significativa entre Alpl_flox y Tjpl (r=+0,477), que corresponde a la
tendencia a la disminucién de ambos genes en las células provenientes

de ratones knockout (Figura 39A). En contraste, en las IEC primarias
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de intestino delgado se observo una correlacion muy robusta entre los
niveles de Alpl, Alpl flox, Akp3, Akp6 y Tjpl (Figura 39B). Esto
corresponde a la tendencia a la disminucion de todos estos genes en

las IEC de intestino delgado provenientes de ratones Alpl'sc".
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Figura 39. Matriz de correlacion de la expresion génica en IECs
provenientes de colon e intestino delgado de ratones WT y Alpl's¢", Las
correlaciones positivas se muestran en rojo y las negativas en azul. La
intensidad del color es proporcional a los coeficientes de correlacién. Las
correlaciones estadisticamente significativas (correlacion de Pearson, prueba
t p<0,05) se muestran indicadas con un asterisco.

4.2.8. Estudio de la expresién de genes en tejido hepatico

Debido a la estrecha relacion que existe entre el intestino y el higado,
se midio la expresion de genes en el higado de ratones WT y Alpl'E¢,
La ausencia de Alpl en las IECs provocé una mayor expresion de genes
relacionados con la fibrosis hepatica, como Tgfbl y Des, aunque en
esta Ultima no hubo diferencias significativas (p=0,2) (Figura 40).
Ademas, la ausencia de Alpl en IECs provocé cierta inflamacion en el
higado de estos ratones, tal y como muestra el incremento de Tnf en el

higado de los ratones Alpl'¥¢’ (Figura 40).
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Figura 40. Estudio de la expresién génica de Tgfbl, Des y Tnf en tejido
hepatico. Expresién génica mediante RT-gPCR. Grupos: WT (n=13) y
Alpl'EC- (n=12). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:
p<0,05.

El dafio hepatico puede deberse al incremento de la permeabilidad
bacteriana. Por ello, se estudiaron genes relacionados con las vias de
activacion de LPS, como Cd14 y Lbp. No se observaron diferencias

significativas entre genotipos (Figura 41).
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Figura 41. Estudio de la expresién génica de Cdl1l4 y Lbp en tejido
hepatico. Expresion génica mediante RT-gPCR. Grupos: WT (n=13) y Alpl'E¢-
- (n=12). Los resultados fueron expresados como media = EEM.

Ademas de estas modificaciones a nivel hepatico, los ratones Alpl'E¢”"

mostraron un aumento en la expresion de Ntse y Tff3, genes que, como
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hemos indicado anteriormente, se han relacionado con la modulacién
del metabolismo lipidico (Figura 42).
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Figura 42. Estudio de la expresién génica de Ntbe y Tff3 en tejido
hepatico. Expresién génica de Nt5e (A) y Tff3 (B) mediante RT-qPCR. Grupos:
WT (n=25) y Alpl'EC (n=23). Los resultados fueron expresados como media +
EEM. +: p<0,05.

Se estudiaron también genes relacionados con la sintesis de acidos
grasos (Fads2, Fasn, Scdl), la beta-oxidacién (Acsm2) y la sintesis de
los acidos biliares (Star, Sult3al). No se vieron cambios a nivel hepatico

en ausencia del gen Alpl en IEC (Figura 43).
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Figura 43. Estudio de la expresién génica de Acsm2, Fads2, Fasn, Scd1,
Star y Sult3al en tejido hepético. Expresion génica mediante RT-qPCR.

Grupos: WT (n=25) y Alpl'E¢- (n=23). Los resultados fueron expresados como
media £ EEM.

El analisis de correlaciébn a nivel hepatico mostr6 una correlacién

positiva robusta entre los niveles de Alpl, Fasn (sintasa de acidos
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grasos) y Scd1l (estearoil-CoA desaturasa 1) (Figura 44). Por otra parte,
se identificé una correlacién positiva entre Cd14, Des, Tgfbl, ll1lb, lo
que puede interpretarse en términos de mayor o menor respuesta
inflamatorioffibrética (Figura 44).
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Figura 44. Matriz de correlacién de la expresion génica en higado de
ratones WT y Alpl'®¢", Las correlaciones positivas se muestran en rojo y las
negativas en azul. La intensidad del color es proporcional a los coeficientes de
correlacién. Las correlaciones estadisticamente significativas (correlacién de
Pearson, prueba t p<0,05) se muestran indicadas con un asterisco.

4.2.9. Metabolismo de la colina

Como se ha explicado en la introduccion, la TNAP es capaz de
desfosforilar multiples sustratos. Por esto, se determinaron mediante
HPLC-MS los niveles de fosfocolina, colina, dimetilglicina, betaina,
creatina y metionina. Observamos una disminucién de niveles de colina

en el higado de los ratones Alpl®¢" (Figura 45). Se ha descrito que la
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TNAP participa en la desfosforilacion de fosfocolina, paso necesario
para la captacion de colina por parte de los enterocitos con el objetivo
de transportarlo hasta el higado a través de la sangre. Una vez alli, la
colina sirve para formar VLDL en los hepatocitos vy liberar colesterol y
triglicéridos a sangre, impidiendo la acumulacion de grasa hepética y la

posible aparicion de esteatosis.
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Figura 45. Niveles hepaticos de fosfocolina, colina, dimetilglicina (DMG),
betaina, creatina y metionina. Grupos: WT (n=7) y Alpl'E¢ (n=6). Los
resultados fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.

4.2.10. Microbiota fecal

Por altimo, para comprobar si la ausencia de Alpl provoca algin cambio
en la microbiota se estudié el DNA fecal de ratones WT y Alpl's¢",
Primero, se estudié la composicién a nivel de filo. Las poblaciones mas
abundantes en las heces de los ratones fueron Bacteroidetes y
Firmicutes, seguidos de Verrucomicrobia, Proteobacteria vy
Actinobacteria (Figura 46). No se mostraron diferencias significativas
entre los dos genotipos, aunque se observé cierta tendencia a una

mayor poblacién de Proteobacteria en los ratones knockout.
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Figura 46. Desglose del filo de las comunidades bacterianas mas
abundantes en las muestras de heces de los ratones WT y Alpl'§¢’,
Grupos: WT (n=6) y Alpl'E¢ (n=6). Los resultados fueron expresados como

media + EEM.

Ademas, los ratones Alpl'Ec” tenian una menor presencia de bacterias
del género Lactobacillus (aunque no fue significativo estadisticamente)
(Figura 47A) y una mayor presencia de bacterias del género Biophila

(Figura 47C).
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Figura 47. Comunidades bacterianas a nivel género mas abundantes en
las muestras de heces de los ratones WT y Alpl'¥¢". Grupos: WT (n=6) y
Alpl'EC¢- (n=6). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +:

p<0,05.
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4.3. Estudio del papel de la fosfatasa alcalina no

especifica de tejido en la colitis inducida por DSS

Una vez caracterizado el fenotipo basal de los ratones sin Alpl en
enterocitos, quisimos determinar su funcibn en estas células en
inflamacién intestinal. En trabajos anteriores, nuestro grupo de
investigacion demostro el incremento de la isoenzima TNAP en IEC en
colitis experimental, ademas del cambio en la glicosilacion de la enzima
(31). Por consiguiente, nuestro objetivo fue esclarecer la funcién de la
TNAP en las IEC en inflamacién utilizando para ello los ratones

Alpl'¢"y el modelo de colitis experimental de DSS.

Se llevaron a cabo dos protocolos experimentales que se diferencian
en el tiempo de exposicion al DSS. Primero se llevd a cabo un
experimento en el que los ratones recibieron DSS durante 7 dias, que
nos hizo plantear un segundo protocolo experimental para constatar
cambios en una fase mas temprana. Por lo tanto, en este segundo

protocolo experimental los ratones fueron sacrificados a dia4 y adia 7.

4.3.1. Estudio macroscOpico y microscopico en la colitis inducida
por DSS durante 7 dias

Tras la administracion de tamoxifeno, los animales Alpl¢" y sus
respectivos WT fueron sometidos a colitis experimental inducida por
DSS al 2,5% (p:v). El disefio experimental fue 2x2, utilizando agua como
control. Los ratones se monitorizaron durante los 7 dias de experimento,
realizando un seguimiento exhaustivo del peso y determinando la
presencia de sangre en heces y la consistencia de estas. El
experimento se prolongé hasta los 7 dias, cuando la enfermedad esta

totalmente instaurada.
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Como se puede ver en la Figura 48, los ratones que recibieron DSS
mostraron una pérdida de peso sustancial a partir del dia 4 que fue
progresiva hasta el dia del sacrificio. Dicha pérdida de peso fue mas
mayor significativamente en el caso de los ratones Alpl'¢’- a dia 7 de

experimento en comparacion con los ratones WT.
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Figura 48. Evolucién de pesos en la colitis inducida por DSS durante 7
dias. Evolucién de pesos de los animales WT y Alpl'E¢- durante la colitis
experimental inducida por DSS. Los resultados se expresaron como porcentaje
de peso adquirido o perdido, tomando como referencia el peso inicial de cada
animal. Grupos: control (WT n=4 y Alpl'®¢-n=4) y DSS (WT n=8 y Alpl'E¢--n=8).
Los resultados fueron expresados como media £ EEM. +: p<0,05.

El indice de actividad de la enfermedad (o DAI, Disease Activity Index)
es un parametro que muestra la gravedad de la enfermedad y recoge
el porcentaje de pérdida de peso, la presencia de sangre en heces y la
consistencia de estas. El DAl aumentd poco después de la exposicion
al DSS (Figura 49A), siendo este mayor en los ratones Alpl'¥¢’-a causa
de mayor presencia de sangre en heces, aunque mas tarde se igual6 a
los WT (Figura 49B).
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Figura 49. Evolucion del indice de actividad de la enfermedad en la colitis
inducida por DSS durante 7 dias. Evolucién del DAI (A) y presencia de
sangre en heces (B) en los animales WT y AlplEC/ durante la colitis
experimental inducida por DSS durante 7 dias. Grupos: control (WT n=4 'y
Alpl'e¢-n=4) y DSS (WT n=8 y Alpl'¥¢- n=8). Los resultados fueron expresados
como media £ EEM. +: p<0,05.

El examen macroscépico revelé un colon mas acortado en ratones que
recibieron DSS, sin diferencias entre genotipos (Figura 50A). Cabe
destacar que no se observaron cambios en el peso del colon en los

ratones coliticos (Figura 50B).
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Figura 50. Longitud (A) y peso (B) del colon en la colitis inducida por la
administracion de DSS durante 7 dias. Grupos: control (WT n=4 y Alpl'Ec-"
n=4) y DSS (WT n=8 y Alpl'E¢/- n=8). Los resultados fueron expresados como
media £ EEM. +: p<0,05.
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Para evaluar el colon a nivel microscopico, se realizaron cortes de
parafina y posteriormente se tifieron con hematoxilina y eosina, lo que
nos permitié estudiar la morfologia e infiltracion de células del sistema
inmunitario, entre otros parametros. Como puede verse en la Figura 51,
los ratones controles muestran una morfologia sana, sin infiltracién en
la mucosa o submucosa. Por el contrario, el DSS provoco la pérdida de
estructuras de las criptas, la pérdida de células caliciformes, infiltracion
de células inmunitarias en la submucosa y mucosa, el engrosamiento

de la capa muscular e hiperplasia (Figura 51).

WT AlplEC--

Control

DSS

Figura 51. Cortes histoldgicos de colon en la colitis inducida por la
administracion de DSS durante 7 dias. Imagenes representativas de cortes
histolégicos con tincibn hematoxilina y eosina de colon de ratones WT y
Alpl'EC- en la colitis inducida por DSS a dia 7.

Profundizando méas en el estudio histologico, se evaluaron a simple

ciego los cortes de todos los animales en base a lo mencionado en el
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apartado de material y métodos. Como muestra la Figura 52, los ratones
que recibieron DSS presentan mayor grado histol6gico, sin diferencias
entre genotipos. Se debe destacar que la ausencia de Alpl en IEC

conllevo una mayor infiltracion celular en la submucosa colénica.
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Infiltracién submucosa

Control DSS

Figura 52. Grado histolégico de colon en la colitis inducida por la
administracién de DSS durante 7 dias. Evaluacion de los diferentes
parametros realizada a simple ciego. Grupos: control (WT n=4 y Alpl'EC/- n=4)
y DSS (WT n=8 y Alpl'E¢-n=8). Los resultados fueron expresados como media
+ EEM.

Para poder determinar si las células infiltradas eran neutrdéfilos, se
realizaron estudios de inmunohistoquimica para la deteccién de células
MRP8+. El nimero de células MRP8+ fue mayor en los ratones
Alpl'" tras la induccién de la colitis (Figura 53), aunque no hubo

diferencias significativas entre los grupos coliticos.
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Figura 53. Presencia de células MRP8+ en cortes histolégicos de colon
en la colitis inducida por la administracién de DSS durante 7 dias.
Iméagenes representativas de IHC de MRP8 y puntuacion de células MRP8+
de colon de ratones WT y Alpl'¥¢* en la colitis inducida por DSS a dia 7.
Evaluacion realizada a simple ciego.

4.3.2. Estudio de las isoenzimas de fosfatasa alcalina en el colon
en la colitis inducida por DSS durante 7 dias

En primer lugar, se evalu6 mediante RT-gPCR la expresion de las
isoenzimas de fosfatasa alcalina en el colon de ratones WT y Alpl'€¢’,
En la Figura 54A, observamos el aumento en la expresion de Alpl en
ratones con colitis sin diferencias entre genotipos. Ademas, tal y como

se ha explicado en el anterior apartado, se utilizaron los cebadores
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Alpl_flox para determinar el silenciamiento del gen en los enterocitos,
observandose la delecién del gen en los ratones Alpl's¢’ (Figura 54B).
Los ratones WT coliticos mostraron una mayor tendencia en la
expresion génica de la isoforma duodenal (Akp3), cosa que no se
observa en los ratones que carecen de Alpl en enterocitos (Figura 54C).
Por el contrario, se observo un incremento significativo en la expresion
de Akp6 en los ratones Alpl'=’- con DSS (Figura 54D).
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Figura 54. Estudio de la expresidon génica de las isoenzimas de AP en
tejido colénico en colitis inducida por la administraciéon de DSS durante
7 dias. Expresion génica de Alpl (A), Alpl_flox (B), Akp3 (C) y Akp6 (D) por RT-
gPCR en colon. Grupos: control (WT n=4 y Alpl'¥¢- n=4) y DSS (WT n=8 y
Alpl'EC¢-n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.

La actividad fosfatasa alcalina se vio sustancialmente aumentada por el
DSS independientemente del genotipo (Figura 55A), mostrando la
existencia de un estado inflamatorio colénico. Tal y como se ha recogido
anteriormente, el DSS provoc6 un cambio de isoforma tras la

administracion de DSS, de tipo hepatica (resistente a la inhibicion por
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levamisol) a tipo 6sea-renal (sensible a la inhibicion por levamisol)
(Figura 55B). Ademas de levamisol, se utilizdé un inhibidor especifico de

TNAP (TNAPim), con el que se vio el mismo efecto.
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Figura 55. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina en tejido
colénico en colitis inducida por la administracion de DSS durante 7 dias.
(A) Actividad AP mU/mg proteina; (B) Estudio de la inhibicion de la actividad
AP por los inhibidores levamisol (Leva) y TNAPinh (40uM). Grupos: control
(WT n=4y Alpl'®¢-n=4) y DSS (WT n=8 y Alpl'¥¢-n=8). Los resultados fueron
expresados como media = EEM. +: p<0,05.

4.3.3. Estudio de pardmetros inflamatorios en la colitis inducida
por DSS durante 7 dias

Ademas de la actividad AP, se evaluaron mdltiples parametros de
inflamacién para poder caracterizar la colitis en el tejido colonico de los
ratones. Mediante RT-gPCR se estudid la expresion génica de
marcadores de inflamacion como S100a8, S100a9, 1I6 y Tnf. La
expresion de estos genes estuvo aumentada a causa de la colitis,
siendo este aumento menor en los ratones sin Alpl'¥®’, aunque no fue

significativo (Figura 56A-D).
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Figura 56. Evaluacion del estado inflamatorio del colon en colitis inducida
por la administracion de DSS durante 7 dias. Resultados mediante RT-
gPCR de los genes S100a8 (A), S100a9 (B), 116 (C) y Tnf (D). Grupos: control
(WT n=4y Alpl'¥¢-n=4) y DSS (WT n=8 y Alpl'¥¢-n=8). Los resultados fueron
expresados como media £ EEM.

Se midieron también la expresion de ciertas quimioquinas como Cxcl1,
Cxcl10 y Ccl2, que siguieron la misma tendencia que los marcadores
medidos anteriormente, es decir, el DSS provoca una mayor expresion
de estos, pero es mas atenuada en el caso de los ratones AlplEc"
(Figura 57A-C).
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Figura 57. Expresion génica de quimioquinas en el colon en colitis
inducida por la administracion de DSS durante 7 dias. Resultados
mediante RT-gPCR de los genes Cxcll (A), Cxcl10 (B) y Ccl2 (C). Grupos:
control (WT n=4 y Alpl'ES"n=4) y DSS (WT n=8 y Alpl'E¢/-n=8). Los resultados
fueron expresados como media = EEM.
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4.3.4. Estudio de parametros de integridad de la funcién de barrera
intestinal en la colitis inducida por DSS durante 7 dias

Se analizé la expresion de marcadores de la integridad de la funcion
barrera intestinal como Tjpl, que codifica para la proteina de union
estrecha ZO-1, Il17c, que regula la inmunidad innata reclutando
péptidos antimicrobianos y citoquinas proinflamatorias, marcadores de
poblaciones celulares como células de Paneth con Lyzl, y Tff3,
expresada por las células caliciformes contribuyendo a la inmunidad
innata del intestino. EI DSS provoco una bajada en la expresiéon de Tjpl
en el caso de los ratones WT (Figura 58A). En cuanto a marcadores
celulares, los ratones Alpl¢" presentan una mayor tendencia a la
expresion de Lyz1 independientemente del tratamiento (ANOVA p=0,01
Alpl'®¢"- vs WT) (Figura 58B). Ademas, la colitis provocé un incremento
no significativo estadisticamente en la expresion de l117c solamente en
los ratones WT (Figura 58C). Finalmente, el DSS no provoc6 cambios
en los niveles de expresion de Tff3 en ninguno de los dos genotipos
(Figura 58D).
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Figura 58. Expresion génicade Tjpl (A), Lyz1l (B), ll17c (C) y Tff3 (D) en el
colon en colitis inducida por la administracion de DSS durante 7 dias.
Resultados mediante RT-gPCR. Grupos: control (WT n=4y Alpl'E¢/-n=4) y DSS
(WT n=8y Alpl'EC-n=8). Los resultados fueron expresados como media + EEM.
+: p<0,05.
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4.3.5. Estudio del impacto de la inflamacidn a nivel sistémico en la
colitis inducida por DSS durante 7 dias

El DSS provoca un estado de inflamacion en el colon de los ratones,
debilitando ademas la barrera intestinal lo que permitird el paso a
antigenos bacterianos al sistema circulatorio, teniendo consecuencias
a nivel sistémico. A nivel hepatico, la ausencia de Alpl en enterocitos no
tuvo efectos en la expresion de Alpl en el teijdo hepético, ni tampoco la
administracion del DSS (Figura 59A). Sin embargo, la colitis provocé el
incremento de genes relacionados con la destoxificacion de LPS (Cd14
y Lbp) como consecuencia del proceso inflamatorio intestinal, siendo
significativo solamente para los ratones Alpl'=¢" (Figura 59B/C).
Ademas, se aprecié una disminucién del gen Des a causa de la
administraciéon de DSS, relacionado con fibrosis. Por ultimo, no se

observan cambios en la expresion de Tff3 hepéticos (Figura 59E).
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Figura 59. Expresidon génica de Alpl (A), Cd14 (B), Lbp (C), Des (D) y Tff3
(E) en higado en colitis inducida por la administracion de DSS durante 7
dias. Resultados mediante RT-gPCR. Grupos: control (WT n=4 y Alpl'E¢-- n=4)

y DSS (WT n=8 y Alpl'®¢--n=8). Los resultados fueron expresados como media
+ EEM. +: p<0,05.
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En resumen, y hasta este momento, se concluyé que mediante el
modelo experimental de colitis inducida por DSS los ratones Alpl's¢"
presentan un fenotipo mixto, con mayor infiltracién y dafio histologico
pero menor expresion de marcadores inflamatorios. Ademas, se
observaron cambios a nivel hepatico en ratones deficientes en TNAP
en el epitelio intestinal. Para poder esclarecer el desarrollo temporal de
la inflamacion en este fenotipo, se decidid realizar un segundo protocolo
experimental en el que los animales se sacrificaron a dia 4 y dia 7 de la

colitis experimental inducida por DSS.

4.3.6. Estudio macroscOpico y microscopico en la colitis inducida
por DSS durante 4y 7 dias

Se administré tamoxifeno a ratones Alpl'=¢" y sus respectivos WT para
posteriormente someterlos a colitis experimental por DSS al 2,5% (p:v)
y utilizando agua como control. Los animales fueron sacrificados a dia
4 y dia 7. Estudiar el estado de la inflamacion intestinal a dia 4 es muy
relevante para poder determinar la respuesta del colon en etapas
tempranas de la enfermedad. Al igual que en el apartado anterior, se
realizé el seguimiento del peso, determinacién de sangre en hecesy su

consistencia.

La Figura 60 muestra la pérdida de peso que sufren los ratones
administrados con DSS hasta el dia 4. En este caso, la ausencia de Alpl
en enterocitos provocé una pérdida de peso mas acusada. A pesar de
que la pérdida de peso fue progresiva hasta el final del experimento, a

partir del dia 5 no se muestran diferencias significativas entre genotipos.
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Figura 60. Evolucién de pesos en la colitis inducida por DSS durante 7
dias (protocolo experimental a dos tiempos). Evolucion de pesos de los
animales WT y Alpl'®¢ durante la colitis experimental por DSS. Los resultados
se expresaron como porcentaje de peso, tomando como referencia el peso
inicial de cada animal. Grupos: control (WT n=7 y Alpl'E¢-n=6), DSS dia 4 (WT
n=6 y Alpl'E¢-n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'E¢-n=6). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +:; p<0,05.

Pasamos a medir el indice de actividad de la enfermedad, que recoge
la pérdida de peso, presencia de sangre en heces y consistencia de
estas. Tal y como se dio anteriormente, los ratones Alpl'E¢’- mostraron
un mayor indice de actividad de la enfermedad en etapas tempranas,

sin embargo, esto se iguala a los WT a dia 4 (Figura 61).
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Figura 61. Evolucion del indice de actividad de la enfermedad en la colitis
inducida por DSS durante 7 dias (protocolo experimental a dos tiempos).
Evolucion del DAI en los animales WT y AIpllIEC-/- durante la colitis
experimental por DSS durante 7 dias. Grupos: control (WT n=7 y Alpl'EC/- n=6),
DSS dia 4 (WT n=6 y Alpl'¥¢- n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'¥¢ n=6). Los
resultados fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.
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En este experimento, al igual que en el anterior, también se observo el
acortamiento del colon tipico de este modelo experimental de colitis
inducida por DSS, tanto a 4 como a 7 dias (Figura 62A). No se
observaron cambios en el peso del tejido colonico (Figura 62B).
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Figura 62. Longitud (A) y peso (B) del colon en la colitis inducida por DSS
adia4y dia 7. Grupos: control (WT n=7 y Alpl'EC¢-n=6), DSS dia 4 (WT n=6y
Alpl'EC- n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'¥¢ n=6). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.

El estudio histolégico mediante hematoxilina y eosina mostr6 una
infiltraciébn masiva de células del epitelio intestinal a dia 7 en ambos
genotipos (Figura 63). A dia 4 no se observaron grandes cambios a

nivel histol6gico en comparacion con los controles (Figura 63).
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Control

DSS dia 4

Dss dia7

Figura 63. Cortes histoldgicos de colon en la colitis inducida por DSS a
dia 4 y dia 7. Imégenes representativas de cortes histolégicos con tincion
hematoxilina y eosina de colon de ratones WT y Alpl'®¢ en la colitis inducida
por DSS adia4ydia?7.

4.3.7. Estudio de las isoenzimas de fosfatasa alcalina en el colon
en la colitis inducida por DSS durante 4y 7 dias

Se evalu6 mediante RT-qPCR la expresion de las isoenzimas de
fosfatasa alcalina en el colon de ratones WT y Alpl'¥¢’- a dia 4 y dia 7.
En la Figura 64A, observamos el aumento en la expresion de Alpl en
ratones con colitis a dia 7 sin diferencias entre genotipos, mientras que
se aprecia el silenciamiento del gen tal y como muestra la Figura 64B.
El DSS provoco un incremento en la expresion de Akp3 en los ratones
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WT tanto a dia 4 como a dia 7, efecto que no se observa en los ratones
que carecen de Alpl en enterocitos (Figura 64C). Por el contrario, se
observé una tendencia a aumentar la expresion de Akp6 en los ratones
AlplE¢" con DSS solamente a dia 4, aunque no significativa
estadisticamente (Figura 64D).
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Figura 64. Estudio de la expresidon génica de las isoenzimas de AP en
tejido colénico en colitis inducida por la administracién de DSS durante
4y 7 dias. Expresion génica de Alpl (A), Alpl_flox (B), Akp3 (C) y Akp6 (D) por
RT-gPCR en colon. Grupos: control (WT n=7 y Alpl'¥¢/- n=6), DSS dia 4 (WT
n=6 y Alpl'E¢/-n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'EC--n=6). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +: p<0,05.

La actividad fosfatasa alcalina coldnica se vio incrementada en los
grupos DSS a 7 dias tal y como se vio anteriormente (Figura 65A). Este
incremento se observa también a 4 dias, pero solamente es significativo
estadisticamente en el caso de los ratones Alpl'=¢’ (Figura 65A). El uso
de inhibidores especificos reveld también un cambio en el patron de
glicosilacién a causa de la inflamacion, indicando un posible cambio de
isoforma de TNAP de hepética a tipo désea-renal, desde etapas

tempranas de la inflamacion colénica (Figura 65B).
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Figura 65. Determinacién de la actividad fosfatasa alcalina en tejido
colénico en colitis inducida por DSSadia4y dia 7. (A) Actividad AP mU/mg
proteina. (B) Estudio de la inhibicion de la actividad AP por los inhibidores
levamisol (Leva) y TNAPInh (40uM). Grupos: control (WT n=7 y Alpl'EC/- n=6),
DSS dia 4 (WT n=6 y Alpl'E¢ n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'Ec- n=6). Los
resultados fueron expresados como media = EEM. +: p<0,05.

4.3.8. Estudio de pardmetros inflamatorios en la colitis inducida
por DSS durante 4y 7 dias

Nuevamente, se determinaron parametros inflamatorios mediante RT-
gPCR. Al tratarse de un periodo de seguimiento corto, muchos de los
parametros de inflamacion no estaban modificados respecto a los
controles sanos a dia 4. No obstante, tal y como se dio en el anterior
experimento, la ausencia de Alpl intestinal resulté en un menor estado
inflamatorio a nivel intestinal. Concretamente, a los dias 4 y 7, se
observa un incremento de S100a8 en ratones WT, efecto que se
aprecia desde el dia 4, pero que no se da en ratones Alpl'=¢" coliticos
(Figura 66A). La expresion de S100a9 a dia 4 se vio incrementada 4,6
veces en los ratones WT respecto a sus controles, mientras que en el
caso de los ratones Alplc el incremento fue menor (1,9 veces) (Figura
66B). Cabe destacar que en ninguno de los dos casos fue significativo.
A dia 7 si observamos un claro incremento en la expresién de S100a9
respecto a sus controles en ambos genotipos (Figura 66B). Ademas, la
administracién de DSS supone una mayor expresion de 116, pero
solamente en ratones WT. La induccién de la expresion de esta

citoquina es menor en el caso de los animales Alpl'=", aunque no es
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significativo estadisticamente (Figura 66C). La expresion de otro gen
relacionado con la inflamacién, Tnf, muestra un patron similar
independientemente del dia de tratamiento, aunque es remarcable que
los ratones Alpl¥¢’- muestran menores niveles de esta citoquina,

aunque sin alcanzar diferencias significativas (Figura 66D).

A B
150+ $100a8 $100a9
' 100
% — g 0,0509
> 100 . 4 80 o
=] o @
= . — +
@ c .
£ sod g 40 o
g % o @ u . f g}
= o) o E . o
Control DSS-d4 DSS-d7 Control DSS-d4 DSS-d7
C 16 D . Tnf
=2 E . o WT
IEC-/-
v £ ] ooes ° AP
=] . 4
£ g :
£ E % -I-
@ o 2y
= o g
g o £ . hd
Control DSS-d4 DSS-d7

04l
Control DSS-d4 DSS-d7

Figura 66. Evaluacion del estado inflamatorio del colon en colitis inducida
por DSS adia 4y dia 7. Resultados mediante RT-gPCR de los genes S100a8
(A), S100a9 (B), 116 (C) y Tnf (D). Grupos: control (WT n=7 y Alpl'E¢-n=6), DSS
dia 4 (WT n=6 y Alpl'ES n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'¥¢" n=6). Los
resultados fueron expresados como media + EEM.

Determinamos la presencia de quimioquinas en el colon de animales
WT y Alpl'E’ tanto a dia 4 como a dia 7. A dia 4 no se induce la
expresion de las quimioquinas Cxcll, Cxcl2 o Ccl2 (Figura 67A-C). En
cambio, la expresion de estas se vio incrementada a dia 7 solamente

en ratones WT, aunque en el caso de Cxcll no fue significativo
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estadisticamente. Se puede observar que, una vez mas, a dia 7, los
ratones WT coliticos muestran mayores niveles de estas quimioquinas
en comparacion con los ratones Alpl'=¢", aunque dicho efecto solo fue

significativo en el caso de Ccl2 (Figura 67C).
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Figura 67. Expresién génica de quimioquinas en el colon en colitis
inducida por DSS a dia 4 y dia 7. Resultados mediante RT-gPCR de los
genes Cxcll (A), Cxcl2 (B) y Ccl2 (C). Grupos: control (WT n=7 y Alpl'E¢--n=6),
DSS dia 4 (WT n=6 y Alpl'®¢-n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'E¢-n=6). Los
resultados fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.

4.3.9. Estudio de parametros de funcion de barrera intestinal en la
colitis inducida por DSS durante 4y 7 dias

Estudiamos la permeabilidad intestinal mediante la administracién oral
de FITC dextrano 4 kD 4 horas antes del sacrificio de los ratones, y
posteriormente se determind la presencia de esta molécula en el
plasma de los animales por fluorimetria. La administracion de DSS
provocé un mayor paso de FITC dextrano a sangre, sin diferencias entre

genotipos (Figura 68).
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Figura 68. Determinacion de FITC dextrano 4 kD en plasma en colitis
inducida por DSS a dia 4 y dia 7. Resultados mediante fluorimetria. Grupos:
control (WT n=7 y Alpl'E¢-n=6), DSS dia 4 (WT n=6 y Alpl'E¢- n=6) y DSS dia
7 (WT n=6 y Alpl'¥¢ n=6). Los resultados fueron expresados como media +
EEM.

Posteriormente, se estudio la expresion de genes que garantizan el
correcto mantenimiento de la integridad intestinal. La ausencia de Alpl
en enterocitos ni la colitis provocaron cambios en la expresion de Tjpl
(Figura 69A). En cuanto a Lyz1, marcador de células de Paneth, se ve
inhibida en los ratones WT tras la administracion de DSS (Figura 69B).
Este fendmeno no se dio en ratones Alpl=< coliticos (Figura 69B). En
cuanto a la expresion de Il117c, la cual juega un papel importante en el
mantenimiento de la integridad de la barrera mucosa, se ve
incrementada en los ratones WT con DSS pudiendo indicar la existencia
de un método de proteccién intestinal (Figura 69C). No obstante, la
ausencia de Alpl no induce el incremento de esa citoquina a 4 ni a 7
dias (Figura 69C). Por ultimo, se aprecia una cierta tendencia al
aumento de los niveles de expresion de Tff3 en ratones que carecen de
Alpl en enterocitos tanto en estado basal como en presencia de DSS
(Figura 69D).
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Figura 69. Expresion génicade Tjpl (A), Lyzl (B), ll17c (C) y Tff3 (D) en el
colon en colitis inducida por DSS a dia 4 y dia 7. Resultados mediante RT-
gPCR. Grupos: control (WT n=7 y Alpl'¥¢--n=6), DSS dia 4 (WT n=6 y Alpl'ECc-"
n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'E¢-n=6). Los resultados fueron expresados
como media + EEM.

4.3.10. Estudio del impacto de la inflamacién a nivel sistémico en
la colitis inducida por DSS durante 4y 7 dias

Se midio el efecto de la ausencia de de Alpl intestinal en el higado en
la colitis inducida por DSS a 4 y 7 dias. La colitis no provocé cambios
significativos en la expresion de Alpl en el tejido hepatico (Figura 70A).
Sin embargo, se observaron cambios en los genes relacionados con la
destoxificacion de LPS (Cd14 y Lbp) (Figura 70B/C). En concreto, a dia
4 se observa un incremento en la expresion de ambos genes, aunque
solo significativo para Lbp en ratones Alpl'¥¢". Los ratones WT
mostraron mayor expresion de Lbp a dia 7, efecto que se vio atenuado
en ratones knockout (Figura 70C). Evaluando el efecto fibrético de la

ausencia de TNAP en un ambiente inflamatorio, se observé un menor
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nivel génico de Des a dia 7 de DSS en los animales Alpl' (Figura
70D), a diferencia de Tff3, que aumenta su expresién en los ratones
knockout en condiciones de inflamacion, siendo significativo
significativamente a 7 dias (Figura 70E).
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Figura 70. Expresion génica de Alpl (A), Cd14 (B), Lbp (C), Des (D) y Tff3
(E) en el higado en colitis inducida por DSS a dia 4 y dia 7. Resultados
mediante RT-qPCR. Grupos: control (WT n=7 y Alpl'¥¢/- n=6), DSS dia 4 (WT
n=6 y Alpl'=c-n=6) y DSS dia 7 (WT n=6 y Alpl'E¢-n=6). Los resultados fueron
expresados como media + EEM. +:; p<0,05.

4.3.11. Estudios de correlacion en la colitis inducida por DSS
durante 4y 7 dias

En los ratones WT coliticos se aprecia a 4 dias una asociacion muy
clara y estadisticamente significativa entre Alpl y Alpl_flox y S100a8,
[117c y Tnf (Figura 71A), lo que indicaria la induccién de Alpl una
respuesta inflamatoria temprana. En los ratones WT con DSS a 7 dias
se pierde la correlacion de Alpl y Alpl_flox con S100a8, y se mantienen
las observadas a dia 4 (Figura 71B). Tanto a 4 como a 7 dias existe una
asociacion Cxcl1-Ccl2-I16.
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Figura 71. Matriz de correlacion de la expresidon génica en colon de
ratones WT en la colitis inducida por DSS. Las correlaciones positivas se
muestran en rojo y las negativas en azul. La intensidad del color es
proporcional a los coeficientes de correlacion. Las correlaciones
estadisticamente significativas (correlacion de Pearson, prueba t p<0,05) se
muestran con un asterisco.

Como se ha comentado anteriormente, los ratones Alpl'E¢’ presentan
una menor expresion de marcadores inflamatorios de induccion
temprana, es decir, S100a8, Tnf, lI17c, a 4 dias. Por este motivo existe
una correlacién generalizada, por una parte, de Akp6, Alpl, Ccl2, Cxcl1,
[16 y Tnf, y por otra de Akp3, Alpl_flox, Reg3g, S100a8, S100a9 e ll17c
(Figura 72A). No existe relacion, por otra parte, entre Akp3 y Akp6. Es
interesante examinar las correlaciones de Alpl en estos ratones a 7
dias, ya que en este grupo se observa la induccion de Alpl, que en
principio es de origen extraepitelial. Existe en este caso una correlacion
positiva con Cxcll, Ccl2, 116 y S100a9 (como en los ratones WT, lo que
es coherente con un origen extraepitelial), y negativa con Reg3g, Akp6,
y Akp3 (Figura 72B).
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Figura 72. Matriz de correlaciéon de la expresion génica en colon de
ratones Alpl'®¢" en la colitis inducida por DSS. Las correlaciones positivas
se muestran en rojo y las negativas en azul. La intensidad del color es
proporcional a los coeficientes de correlacion. Las correlaciones
estadisticamente significativas (correlacion de Pearson, prueba t p<0,05) se
muestran con un asterisco.

En este contexto, es interesante estudiar la expresion de las isoenzimas
intestinales y la actividad AP, tanto plasmatica como colénica. A 4 dias,
la actividad AP plasmatica en los ratones WT esta asociada
modestamente con la expresion hepatica de Alpl (Figura 73A). En
contraste, en los ratones knockout se observé una correlacion positiva
mas clara entre la actividad AP plasmatica y la expresion de Alpl en el

higado, asi como con la Akp3 colénica (Figura 73B)
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Figura 73. Matriz de correlacion pardmetros colénicos (C), hepaticos (H)
y plasmaticos (P) de ratones WT y Alpl'¥¢’- a 4 dias en la colitis inducida
por DSS. Las correlaciones positivas se muestran en rojo y las negativas en
azul. La intensidad del color es proporcional a los coeficientes de correlacion.
Las correlaciones estadisticamente significativas (correlacion de Pearson,
prueba t p<0,05) se muestran con un asterisco.

A los 7 dias, se observa una correlacion positiva entre la actividad de
AP en el plasma y Akp6 en ambos genotipos (Figura 74A/B). Sin
embargo, en los ratones knockout, persiste la correlacion con la
expresion de Alpl en el higado (Figura 74B).
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Figura 74. Matriz de correlacion parametros colénicos (C), hepéaticos (H)
y plasmaticos (P) de ratones WT y Alpl'¥¢" a 7 dias en la colitis inducida
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por DSS. Las correlaciones positivas se muestran en rojo y las negativas en
azul. La intensidad del color es proporcional a los coeficientes de correlacion.
Las correlaciones estadisticamente significativas (correlacion de Pearson,
prueba t p<0,05) se muestran con un asterisco.

En las etapas iniciales de la colitis (4 dias) se puede apreciar un
deterioro hepatico como resultado de las lesiones epiteliales
observadas. La expresion de villina (Vill) en el colon presenta una
correlacion negativa a 4 dias en ratones WT con los genes hepaticos
Nt5e, Alpl y Des (Figura 75A). Los ratones Alpl¢’- presentan también
este tipo de correlacion, pero no en el caso de Des, que exhibe la
tendencia contraria, y Lbp, que tiene una fuerte correlacion positiva con

la villina (Figura 75B).
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Figura 75. Matriz de correlacion de la expresion génica en colon (C) e
higado (H) de ratones WT y Alpl'¥¢" en la colitis inducida por DSS. Las
correlaciones positivas se muestran en rojo y las negativas en azul. La
intensidad del color es proporcional a los coeficientes de correlacion. Las
correlaciones estadisticamente significativas (correlacion de Pearson, prueba
t p<0,05) se muestran con un asterisco.
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4.4. Alpl'¢"in vitro: organoides

El uso de organoides intestinales proporcionan informacion del estado
del intestino en ausencia de células del sistema inmunitario. Se
obtuvieron organoides de yeyuno de ratones WT y Alpl's¢F
Primeramente, se indujo la delecion del gen Alpl en los organoides

afiadiendo tamoxifeno 1uM in vitro (Figura 76).

Dia 1

AlpliEC--

Figura 76. Organoides de yeyuno de ratones WT y Alpl'¥¢", Fotografias
representativas de organoides de yeyuno de ratones a dia 1, 3 y 5 tras el
silenciamiento con tamoxifeno 1uM.

La adicién de tamoxifeno supuso el silenciamiento del gen Alpl tal y
como lo vemos con la utilizacién de los cebadores Alpl_flox (Figura 77).
La ausencia del gen provocé el incremento en la expresion de las
isoenzimas intestinales Akp3 y Akp6 (Figura 77).
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Figura 77. Estudio de la expresion génica de Alpl, Alpl_flox, Akp3 y Akp6
en organoides de yeyuno. Expresion génica por RT-gPCR. Los resultados
fueron expresados como media + EEM. +: p<0,05.

La ausencia de Alpl dio lugar a un descenso drastico en la expresion de

la guimioquina Cxcll, y el incremento de Cxcllo (Figura 78).
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Figura 78. Estudio de la expresion génica de Cxcll y Cxcll0 en

organoides de yeyuno. Expresion génica por RT-gPCR. Los resultados
fueron expresados como media £ EEM. +: p<0,05.

En el caso de los genes que codifican proteinas de uniones estrechas,
como claudina-4 (Cldn4), ZO-1 (Tjpl) u ocludina (Ocln), su expresion
se mantuvo en organoides Alpl'¥¢’ en valores similares a los organoides
de ratones WT (Figura 79A). No obstante, los organoides yeyunales
Alpl'=¢" mostraron menores niveles de las proteinas implicadas en
uniones estrechas ZO-1 y claudina 4 (Figura 79B).
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Figura 79. Estudio de la expresion génica y proteica de proteinas
implicadas en las uniones estrechas en organoides de yeyuno. (A)
Expresion génica por RT-qPCR de los genes Cldn4, Tjpl y Ocln. (B) Expresion
proteica mediante Western Blot de ZO-1 y claudina-4 (Cldn4) (B). Los
resultados fueron expresados como media + EEM. Se muestra el valor de p
para las diferencias de expresion en Cldn4.

Ademas, se analizaron genes asociados con la integridad intestinal o
su defensa (Figura 80). Existe un incremento aparente, aunque no
significativo en la expresion de Tnf, Tgfbl e ll17c en los organoides
deficientes en Alpl (Figura 80).

=5
= o o« WT
04 o, o o Alpl'ES*
o3 ‘ee . o o .
s 2| ** DC% 2 . % .. 60 .
£ % ws® % e .n EE :
BT Fw L omo @mY da
=0 (- M . . 00 oes © ]
Tnf Defa2 Muc4 Tgfb1 l117c Sis

Figura 80. Estudio de la expresion génicade Tnf, Defa2, Muc4, Tgfb1, ll17c
y Sis en organoides de yeyuno. Expresion génica por RT-gPCR. Los
resultados fueron expresados como media + EEM.

Es interesante, en este sentido, estudiar las correlaciones de expresion
génica en los organoides yeyunales, dado que la delecion tiene un
impacto directo en este modelo in vitro (Figura 81). En este caso, las
células epiteliales knockout continuaron demostrando una correlacion

elevada entre Alpl, Tnf e Il17c, aunque algo menos intensa que la
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observada en colon. Aqui sin embargo no se mantiene la correlacion
entre Alply Alpl_flox, de forma que los niveles de este ultimo se reducen
considerablemente, reflejando el efecto de la recombinasa Cre y la
inactivacion de la expresion de TNAP, mientras que los niveles de Alpl
se mantienen, incluso con cierta tendencia a aumentar. Estos ultimos
niveles estan fuertemente correlacionados con los de Akp3 y Akp6, que
a su vez estan incrementados en los organoides delecionados. Esto
sugiere que los genes correspondientes a las fosfatasas alcalinas se
inducen globalmente en ausencia de la actividad de TNAP en los
organoides yeyunales. Estos 3 genes estan asimismo correlacionados
positivamente con Cxcl10, Tjp1, Cldn4, Tgfbl y, como se ha indicado,
[117c y Tnf. De ellos, Cxcl10 esté inducido en organoides KO, mientras
que Cldn4, Tnf, Tgfbl e Il17c presentan una tendencia acusada, pero
no significativa, en el mismo sentido. La Unica correlacién directa con la
expresion de Alpl_flox fue la de la quimioquina Cxcll, que apenas se

expresoé en los organoides yeyunales de los ratones Alpl'5¢,
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Figura 81. Matriz de correlacion de la expresion génica en organoides
yeyunales de ratones WT y Alpl'®¢/, Las correlaciones positivas se muestran
en rojo y las negativas en azul. La intensidad del color es proporcional a los
coeficientes de correlacion. Las correlaciones estadisticamente significativas
(correlaciébn de Pearson, prueba t p<0,05) se muestran subrayadas y en

negrita.
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DISCUSION

La TNAP ha sido estudiada en profundidad por su papel en la
homeostasis 0sea a través de la hidrélisis del inhibidor de la
mineralizacién PPi (2), pero también se han observado patologias no
relacionadas en pacientes con mutaciones en el gen ALPL. Dado que
esta enzima tiene mdaltiples dianas y participa en numerosos procesos
biolégicos, como el metabolismo hepatico (4), la termogénesis (5) o el
mantenimiento de las células del sistema inmunolégico (6,7), no se
puede descartar la existencia de alteraciones extraesqueléticas en

pacientes con mutaciones en el gen ALPL.

Nuestro grupo de investigacion ha puesto de manifiesto el incremento
de la expresion de Alpl en colon en modelos de inflamacién intestinal.
De hecho, se presencio el incremento de expresion de TNAP no solo a
causa de la tipica infiltracion leucocitaria dada en esta enfermedad, sino
por el incremento de expresion de TNAP en las propias células del
epitelio intestinal (9,14,31). A raiz de estos resultados, el grupo de
investigacion se ha centrado en esclarecer el papel de TNAP en la
inflamacioén y el sistema inmunoldgico. En este sentido, se estudio la
funcion de la TNAP en linfocitos T, células en las cuales la TNAP es
fundamental para su completa activacion y proliferacion (6). En este
trabajo se recogieron datos que relacionan las modificaciones en la
activacion de células T con la regulacion de la TNAP mediante cambios
en la glicosilacion de la enzima (6). Poco después, se estudio el papel
fisiolégico de la TNAP en un modelo de pancreatitis aguda, en el cual
los neutrofilos son la primera linea de defensa. En este trabajo vimos
que los ratones haplodeficientes para TNAP (TNAP*) exhiben una
mayor sensibilidad a la pancreatitis aguda inducida por ceruleina a
causa de una mayor respuesta inflamatoria de neutrdéfilos y células

acinares (129).
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En esta tesis doctoral se ha querido explorar el papel de la TNAP en
dos contextos fisioldgicos. En primer lugar, en la esteatosis hepatica,
dada la implicacién de esta enzima en diversos procesos metabdlicos y
su capacidad para desfosforilar multiples moléculas proinflamatorias
(14-17). Con este objetivo, se han utilizado ratones haplodeficientes
(TNAP*"), ya que los ratones knockout homocigotos no son viables y
mueren poco después del nacimiento (88). En segundo lugar, se ha
querido estudiar su funcién en las células del epitelio intestinal en
estado basal y en inflamacion mediante el modelo experimental de
DSS. Con este fin, se han utilizado ratanes con delecion inducible del

gen Alpl en el epitelio intestinal (Alpl'E¢7).

El higado graso no alcohdlico (NAFLD) es la enfermedad hepéatica mas
frecuente en paises occidentales, con una prevalencia global de
aproximadamente el 25% en la poblacién adulta, especialmente en
personas con obesidad y diabetes (20—22). Se define por la presencia
de esteatosis, acumulacion de triglicéridos en el citoplasma de los
hepatocitos (215). La mayoria de los pacientes presentan la
enfermedad de forma asintomatica, pero algunos individuos pueden
presentar una forma mas agresiva de esta enfermedad, la
esteatohepatitis no alcohdlica (non-alcoholic steatohepatitis, NASH),
con inflamacion, fibrosis y dafio hepatico., que puede progresar a
cirrosis 0 cancer hepético (216). El higado graso no alcohdlico esta
asociado a la aparicion de resistencia a la insulina, desoérdenes
metabdlicos, e incluso alteraciones en la funcién de barrera intestinal
(217), con aumento de los niveles de antigenos bacterianos circulantes.
La participacion de la IAP en este contexto esta bien descrita; estudios
llevados a cabo en ratones knockout para Akp6 y posteriormente
suplementados con IAP oral muestran la implicacion de la enzima en la
absorcion de lipidos (193). La isoenzima duodenal (Akp3) también ha

sido relacionada con la absorcion de lipidos (117). Puesto que la TNAP
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y las isoenzimas intestinales comparten moléculas diana, nuestro

grupo de investigacion ha querido determinar el papel de la TNAP

en la esteatosis hepatica experimental.

Con este fin, se ha utilizado una dieta deficiente en metionina y colina
(MCD). Se trata de una dieta lipogénica rica en grasas (10%) y en
sacarosa (40%) que carece de metionina y colina, esenciales para la B-
oxidacién de los acidos grasos y la produccién de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL). Esto perjudica la liberacion hepética de VLDL
desde higado a sangre, lo que provocaria la caracteristica acumulacion
de lipidos en el higado. Ademas, debido a esta alimentacion, los ratones
sufren alteraciones en los niveles de diversas adipoquinas y citoquinas,
que contribuirdn al dafio hepético. Tal y como se observa en este
modelo animal, nuestros resultados también reflejan una pérdida de
peso progresiva en los ratones cuando son alimentados con la dieta
MCD (294). De hecho, se dio fin al experimento pasados 17 dias debido
a cuestiones éticas. Se observo también el esperado incremento de
alanina aminotransferasa y descenso de los niveles de glucosa en
ayunas en ambos genotipos, sin observar resistencia a insulina,

coincidiendo con lo ya descrito en otros estudios (294,295).

Mediante estudios histoldgicos y cuantificacion de grasa hepatica se
confirmd la esteatosis en los ratones alimentados con la dieta MCD, con
un grado similar en ambos genotipos. Sin embargo, mientras que los
ratones WT alimentados con la dieta control mostraban un fenotipo
normal, los ratones haplodeficientes exhibian microesteatosis. Mas
concretamente, los ratones TNAP*- alimentados con la dieta control
presentaban microdepdsitos de grasa en el higado. Debido a que la
dieta control utilizada incluye un contenido en grasa superior a la normal
(10%, p:p) y a que previamente no se habian observado anomalias

hepaticas en ratones TNAP*", decidimos medir el contenido de grasa
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hepéatica en ratones alimentados con una dieta estandar (con un
contenido en grasa del 4%, p:p). Los resultados obtenidos confirmaron
gue los ratones TNAP*" no desarrollan esteatosis hepatica en
condiciones estandar, poniendo de manifiesto el papel de TNAP en la

esteatosis mediada por una dieta alta en grasa.

Como se ha indicado, la esteatosis altera los niveles de adipoquinas y
citoquinas plasméaticas (296). Mediante la técnica de multiplex
Gnicamente se constatd la elevacion de los niveles de GLP-1
plasméticos en ratones WT MCD respecto a sus controles,
presumiblemente por el corto periodo de seguimiento. En cambio, se
detectaron mayores niveles de IL-6 (aunque no significativos), péptido
pancreatico, resistina y glucagoén en los ratones TNAP*" alimentados
con dieta control respecto al grupo WT. Es decir, la haplodeficiencia de
Alpl tuvo un impacto mayor a este nivel que la propia dieta MCD. Cabe
destacar que los ratones TNAP*", tanto alimentados con la dieta control
como con la dieta MCD, presentan un mayor nivel de resistina en el
plasma. Hasta la fecha se ha sugerido la asociacion de la resistina con
varias condiciones patolégicas, como la resistencia a la insulina (297) o
la inflamacion intestinal (298—300). Concretamente, se demostréd la
implicacion de RELM B, una proteina homologa a la resistina, en el
desarrollo de NASH, planteandose incluso como diana terapéutica
(301). El incremento de los niveles de IL-6 plasmético, junto con el
incremento en el nivel de resistina, que en ratones es secretada
principalmente por células del tejido adiposo, sugieren que la ausencia

de la TNAP puede participar en el desarrollo del fenotipo de esteatosis.

El siguiente paso fue estudiar el posible dafio hepético a causa de la
esteatosis. Por ello, se midieron genes relacionados con fibrosis e
inflamacion. Los ratones TNAP*" mostraron una mayor expresion

aparente de Des y Tgfbl independientemente de la dieta (siendo
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significativo Unicamente en el caso de los ratones alimentados con la
dieta control). Esta induccién aparente supone que existe una relacion
entre la enzima TNAP vy el principio del desarrollo de una posible
fibrosis. Seguidamente, se evalud otro aspecto del dafio hepatico, la
inflamacién. Los ratones haplodeficientes presentaron mayores niveles
de ll1b y una tendencia al alza de Tnf (aunque no significativa), lo que
sugeriria la existencia de un dafio leve en el higado de los ratones
TNAP*-, Tampoco se vieron alteraciones en otros genes relacionados
con inflamacion o fibrosis, como Sppl, Panxl o Gpx1. La actividad
fosfatasa alcalina reveld un incremento marcado en ratones
alimentados con la dieta MCD, sin diferencias entre genotipos.
Sorprendentemente, en ratones WT la dieta MCD produjo un cambio en
el patrén de glicosilaciéon de TNAP hepatica a TNAP tipo ésea-renal,
fenémeno que no se dio en ratones TNAP*-. Cabe sefialar que la falta
de un alelo en los ratones haplodeficientes no supuso la pérdida en la
actividad fosfatasa alcalina en el higado de estos ratones. Este
fendmeno, ya visto anteriormente (6), puede deberse al uso de p-
nitrofenilfosfato como sustrato en la medida de la actividad AP, ya que
es posible que esta actividad varie con otros sustratos a causa de

cambios en la glicosilacién de la enzima.

Un aspecto destacable es la modulacién de los genes relacionados con
el metabolismo hepético. La dieta MCD produjo una bajada drastica en
la expresion de Pckl, que codifica la PEPCK citoplasmética, enzima
clave en la gluconeogénesis. Esta bajada se dio también en ratones
TNAP*- alimentados con la dieta control. Esto concuerda con la
inhibicion del ciclo del acido citrico y la acumulacion de &cidos grasos
tanto en ratones alimentados con dieta MCD como en los ratones
TNAP*" que recibieron la dieta control (302). Se dio también un mayor
incremento de la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa 4 (Pdk4) en

estos Udltimos, lo que concuerda con una inhibicibn de la
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gluconeogénesis y con observaciones realizadas en pacientes
humanos con NASH, asi como en estudios realizados en ratones
alimentados con dieta MCD (290). A diferencia otros estudios que
muestran una expresion reducida de genes implicados en la sintesis e
insaturacion de &cidos grasos en ratones alimentados con dieta MCD
(303), nuestros resultados no muestran alteraciones en los genes
Acaca, Fasn, Srebfl, Scdl, Fadsl o Fads2 ni a causa del genotipo ni
de la dieta administrada. Sin embargo, observamos una gran reduccién
en la expresion del gen Tff3 en ratones TNAP*" alimentados con la dieta
control, y en ambos genotipos en los ratones alimentados con la dieta
MCD. Estudios recientes han demostrado que la deficiencia de este gen
altera el metabolismo lipidico en el higado y provoca la formacion de
pequefias vesiculas lipidicas en este tejido, tal y como mostraron los
ratones TNAP*" alimentados con dieta control y los ratones alimentados
con dieta MCD (291).

La B-oxidacién es uno de los procesos metabdlicos que mas alterado
se ve en el modelo de la dieta MCD. La expresion de Acsm2, que
codifica la acil-coenzima A sintetasa, se vio fuertemente inhibida en
ratones alimentados con la dieta MCD y en los ratones TNAP*" control.
Por otro lado, se observd un incremento en el gen Acotb solamente en
los ratones TNAP*- alimentados con la dieta control. Todo esto
concuerda con una menor sintesis de acil-CoA en ratones alimentados
con la dieta MCD vy los ratones TNAP*", lo que da como resultado la

acumulacion de lipidos.

La esteatosis se asocia con la induccion de la sintesis de acidos biliares.
La sintesis de &cidos biliares y los niveles séricos de estos se
correlacionaron con la gravedad de la enfermedad en NAFLD (304).
Aunque estd poco caracterizada, la TNAP hepética participa en la

secrecion de la bilis gracias a que se la enzima se presenta en
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hepatocitos y colangiocitos en la interfase con los conductos vy
canaliculos biliares (47), ademas de que se observa la induccion de la
TNAP en la colestasis. Se dio un incremento en la expresién de Star
(gen limitante en la sintesis de los acidos biliares) en los ratones
alimentados con la dieta MCD, siendo solamente significativo en el caso
de los ratones WT. Sin embargo, se observa una drastica inhibicion de
la expresion de Cyp7bl en ratones TNAP*- control y en ambos grupos
alimentados con la dieta MCD, inhibicibn que se observa en la
esteatosis (305) y que como consecuencia da lugar a la acumulacién
de intermediarios de oxisterol, que tienen importantes efectos
inflamatorios y reguladores. M&s concretamente, se ha constatado un
aumento notable en los marcadores de dafio hepético en ausencia
congénita de CYP7B1, relacionado con la posterior aparicion de
cirrosis, resultado de la acumulacion de oxiesteroles (306,307) y la
consiguiente citotoxicidad (308). El patron de expresion de hidroxi-
delta-5-esteroide deshidrogenasa (Hsd3b5), gen involucrado en el
metabolismo de los esteroides, fue el mismo. Por lo tanto, se observa
la misma tendencia a la acumulacion de intermediarios de acidos
biliares en ratones TNAP*" control y en ratones MCD. Curiosamente, se
indujo la expresion de las sulfotransferasas Sult2al y Sult3al en
ratones haplodeficientes en TNAP independientemente de la dieta. La
sulfatacion es un mecanismo esencial en el proceso de destoxificacion
y posterior eliminacién de los acidos biliares, que, al incrementar
significativamente la solubilidad de estas moléculas, implica una
disminucion sustancial de su absorcion intestinal, promoviendo en
consecuencia su excrecion a través de la via urinaria (309). Estos datos
indican una mayor eliminacion de acidos biliares en los ratones TNAP*"

independientemente de la dieta.

Otro aspecto a valorar es la activacion de la proteina AMPK, que ha

cobrado relevancia en la enfermedad NAFLD por su capacidad de
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modular el metabolismo lipidico y glucidico, concretamente estimulando
la B-oxidacion de los acidos grasos e inhibiendo la lipogénesis en el
higado (310,311). Por lo tanto, se ha relacionado la activacién de AMPK
con la mejora de la fibrosis e inflamacion. Nuestros resultados muestran
un ligero descenso en el nivel de p-AMPK/AMPK en ratones
haplodeficientes independientemente de la dieta administrada, lo que
concuerda con el fenotipo fibrético (Des y Tgfbl) observado en estos
ratones. Sin embargo, la menor activacibon de AMPK no provoca
alteraciones en la sintesis de acidos grasos. Se midieron también los
niveles de activaciéon de AKT y los niveles de PPARa, ambos asociados
con el desarrollo de la esteatosis, aunque no se dieron diferencias entre
los cuatro grupos experimentales. Seria necesario un estudio de los
niveles de estas proteinas en ratones alimentados con una dieta
estandar (4% de grasa p/p) para poder ver la diferencia entre una dieta

estandar y la dieta control utilizada (contenido en grasa 10%, p/p).

Tanto la pérdida de la integridad de la barrera intestinal como la
disbiosis contribuyen a la NAFLD. Para ver la asociacion entre la TNAP
y la esteatosis, se realizaron determinaciones en el epitelio intestinal.
En general, no se detecté inflamacion en el colon (S1008), ni se dieron
cambios en la expresion de Alpl en este tejido. Al igual que en el higado,
se registraron cambios de isoforma en el colon de ratones WT
alimentados con dieta MCD respecto a sus controles, pasando de la
isoforma hepatica a la 6sea-renal. La medida mediante gPCR de
uniones estrechas revel6 una menor expresion de claudina-4 en
ratones alimentados con la dieta MCD, siendo significativo para los
ratones haplodeficientes para TNAP. En general, no se observa una
gran alteracion de la barrera intestinal, tal vez por la corta duracion del

experimento.
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Recopilando los resultados obtenidos, los ratones TNAP*- desarrollaron
esteatosis y mostraron alteraciones metabdlicas comparables a los
ratones alimentados con dieta MCD. Este fendmeno puede deberse a
la implicacion de la TNAP en la absorcién de la colina, ya que la
desfosforilacion de la fosfocolina es necesaria para su asimilaciéon. En
consecuencia, es posible que los niveles de colina sean menores en los
ratones haplodeficientes, de tal forma que se reduzca la producciéon y
liberacion de VLDL, formandose esos microdepdsitos de grasa en el
higado. Otra explicacién puede ser que se deba a una deficiencia del
transporte de lipidos transcelulares, como sucede en los ratones
knockout para IAP en el intestino (117). Sin embargo, se necesitaran

estudios futuros para determinar la accion de TNAP en este contexto.

Nuestro segundo objetivo fue estudiar_el papel de la TNAP en el

epitelio intestinal gracias al modelo inducible knockout para Alpl

en_enterocitos (Alpl¢"). La delecion no afecta a la totalidad del gen,

por lo que al utilizar los cebadores convencionales para Alpl sigue
obteniéndose una sefal, debido a que estos amplifican un fragmento
que corresponde al exén 2 del gen, una seccion que esta aguas arriba
de la seccidn flox/flox. Por ello, se utilizan unos cebadores especificos
para la seccion delecionada (cebadores Alpl flox), con lo que
confirmamos la delecién del gen en el epitelio del intestino delgado y el
colon. Los ratones mostraron un fenotipo aparentemente normal, y no
se registraron cambios en la actividad AP en ningun fragmento
intestinal. Sin embargo, la ausencia de Alpl intestinal provoc6 un cambio
de isoforma de TNAP hepética a 6sea-renal en el colon de los ratones.
Evaluando los posibles efectos extraintestinales en los ratones
knockout, estos mostraron una mayor actividad AP en hueso vy rifidn,
dos de los tejidos de mayor expresion de la enzima TNAP. Es posible
gue este efecto se deba a una compensacion por parte de estos tejidos.

En cuanto a las isoenzimas de AP en el intestino, se observaron
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cambios en los enterocitos procedentes de intestino delgado y colon,
aungue no en el tejido total. En concreto, se constaté una disminucion
de la expresion de las isoenzimas intestinales Akp3 y Akp6 (esta ultima
sin llegar a la significacion estadistica) en las células epiteliales
intestinales del intestino delgado. En contraste, en el colon se produjo

la tendencia opuesta.

En consonancia con el fenotipo aparentemente normal, no se
detectaron cambios en la expresién de citoquinas, quimioquinas,
péptidos antimicrobianos o genes de uniones estrechas. En un intento
de identificar sutiles consecuencias funcionales de los cambios
observados en las APs, se realiz6 un estudio de correlacion. En el
mismo se identificaron varios cllsteres con correlacion positiva, por un
lado, el formado por Alpl, Alpl_flox, Akp3, lI17c y Tnf, y por otro, el
compuesto por 116, Cxcll e Ifng. Ha de tenerse en cuenta que, como se
ha indicado, los ratones KO no presentaron un descenso de II17c o
Akp3 en el colon. La IL17c es una citoquina perteneciente al grupo de
la IL17A e IL17F que es producida fundamentalmente por el epitelio
intestinal, donde actta como un factor regulador autocrino,
promoviendo la secrecién de péptidos antibacterianos y respuestas que
pueden tener un efecto proinflamatorio o antiinflamatorio, dependiendo
del contexto (312). Akp3 codifica, como se ha indicado, la AP duodenal,
mientras que el Tnf tiene una expresion residual en células epiteliales y
su funcioén no se conoce en detalle. Estos datos sugieren que existe una
corregulacion o mecanismos comunes de regulacion. Hay que tener en
cuenta que en este tejido Alpl y Alpl_flox se correlacionan entre si, es
decir, la delecion inducida tiende a disminuir los niveles de mRNA del
gen, pero no necesariamente en el mismo tipo celular. Aunque los
niveles de Alpl no se modificaron significativamente en el KO, es posible
que la expresién de Alpl esté reducida en células no epiteliales en estos

ratones. De hecho, los niveles de mRNA de Alpl y Alpl flox no
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guardaron relacién en células epiteliales primarias colonicas. En este
tipo celular se mostraron correlaciones robustas entre Alpl y Akp3, y
Alpl_flox y Tjpl. En IEC primarias de intestino delgado se puso de
manifiesto una correlacion positiva y consistente entre Alpl, Alpl_flox,
Akp3, Akp6 y Tjpl, la cual esta reforzada debido a la disminucién de
estos genes en las IEC de los ratones knockout.

A nivel hepatico, la mayor expresion de Tgfbl, Des (ns) y Tnf sugiere
un posible inicio de fibrosis e inflamacién hepatica en los ratones Alpl'E¢
. Sin embargo, estos ratones no muestran incremento en genes
relacionados con las vias de activacion de LPS (incluyendo Alpl), ni
cambios significativos en los genes asociados a las vias metabdlicas.
Es interesante constatar que los niveles hepéaticos de mRNA de Tgfbl
y Des estaban correlacionados entre si, y con Cd14 y, en un segundo
plano, con Star, Il11b y Lbp, aunque no con Tnf. Por tanto, los cambios
de expresion génica observados en el higado de los ratones Alpl'Ec"
son consistentes con una respuesta inflamatoria/fibrética incipiente.
Este perfil estaba correlacionado con la Alpl hepatica, pero solo
débilmente. Si se consideran Unicamente los ratones WT, la correlacion
se refuerza. A su vez, los niveles de Alpl se correlacionan en los ratones

con y sin delecidn epitelial con los niveles de Scdl, Fasn y Fads2.

Los ratones knockout exhibieron un incremento notable en la expresion
de la ectonucleotidasa Nt5e, que es una enzima reguladora clave en la
via de sefalizacion de las purinas, via en la que también participa la
enzima TNAP (313). Efectivamente, se ha documentado que la enzima
codificada por Nt5e, también conocida como CD73, cataliza la hidrolisis
de AMP a adenosina, una molécula con conocidos efectos fibrogénicos
en el entorno extracelular. La inhibicion de esta enzima se plantea como
una posible estrategia para la prevencion de la fibrosis hepética (314).

Esto podria indicar que la fibrosis observada en los ratones podria estar
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favorecida por el incremento en los niveles de adenosina a causa de
una mayor expresiéon de Nt5e en el tejido hepético en los ratones

knockout.

Los ratones Alpl”" revelaron niveles menores de fosfocolina (sin
alcanzar la significancia estadistica) y colina en higado. Como se ha
indicado previamente, la desfosforilacién de la fosfocolina representa
un proceso critico y esencial para su absorcién por parte de los
enterocitos y su su posterior transporte al higado a través del sistema
circulatorio. Como se ha comentado, el déficit de colina puede limitar la
biosintesis de VLDL y contribuir al desarrollo de esteatosis (315). Por
tanto, nuestros datos sugieren que la TNAP epitelial intestinal tiene un
papel destacado a este nivel. Su ausencia implica un menor aporte de
colina al higado, promoviendo un fenotipo proinflamatorio y profibrético.
Del mismo modo, la dificultad de la absorcion de la colina podria ser
una de las causas de la microesteatosis observada en los ratones
TNAP*- alimentados con la dieta control. Actualmente estamos
realizando un experimento a largo plazo con el objetivo de caracterizar

el impacto de la delecion epitelial de Alpl en el higado.

La microbiota intestinal es determinante para una mantener una
correcta funcién de la barrera intestinal. Algunos estudios han
demostrado previamente una menor poblacion y menor diversidad en
la microbiota intestinal en ratones IAP-knockout, efecto que se vio
revertido con la suplementacion oral con IAP en ratones WT expuestos
a antibidticos (125). Nuestros resultados en ratones Alpl'=¢" pusieron
de manifiesto un menor nimero de bacterias del género Lactobacillus,
efecto observado también en ratones knockout para IAP (125).
Ademas, se observd un incremento en el nUmero de bacterias del

género Biophila. Por tanto, la Alpl intestinal modifica estas poblaciones

165



DISCUSION

microbianas, lo que puede ser relevante en el fenotipo resultante, si bien

las modificaciones son modestas.

Vista la importancia de la TNAP de las IECs tanto en el tejido intestinal
como en tejido extraintestinal, nuestro siguiente objetivo fue determinar

el papel de la TNAP en el epitelio intestinal en inflamacidn

mediante el modelo de colitis experimental inducida por DSS

utilizando el modelo inducible knockout para Alpl en enterocitos

(Alpl'ESM) | Entre varios modelos de colitis experimental, el inducido por
DSS es uno de los mas utilizados debido a su simplicidad y muchas
similitudes con la colitis ulcerosa humana (272). EI DSS provoca un
dafio en la monocapa del epitelio intestinal, que cursa con una menor
expresion de las proteinas de union estrecha (270), lo que conduce a la
entrada de bacterias luminales y antigenos asociados en la mucosa
hasta las capas subyacentes, entre ellas la lamina propia. Alli las
células del sistema inmunitario trataran de contener las bacterias en la
luz intestinal a la vez que provocaran el reclutamiento de granulocitos
(principalmente neutrdfilos) e iniciardn una respuesta inmunitaria
adaptativa, que serd conducida por células T CD4+ polarizadas
mayoritariamente a subtipos Thl y Th1l7 (316). La administracion de
DSS provoco diferencias fenotipicas en cuanto a la pérdida de peso a
partir del dia 4. Esta pérdida fue progresiva para ambos genotipos hasta
el fin del experimento, siendo mayor en los ratones Alpl¥¢’- en
comparacion con los WT. A su vez, el indice de actividad de la
enfermedad (DAI) fue mayor en las etapas iniciales en los ratones
Alpl'=¢" con DSS, achacable a una mayor pérdida de peso inicial y a la
presencia temprana de sangre en heces en estos ratones. A nivel
histoldgico, el aspecto del colon reveld una invasion de leucocitos en la
submucosa en ambos genotipos, mas acentuada en los ratones con la
delecion del gen Alpl. Los estudios de inmunohistoquimica corroboraron

un aumento en el recuento de células MRP8+ en los ratones con la
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delecién del gen, aunque no alcanzaron significancia estadistica. A la
vista de estos resultados, a nivel general, los ratones Alpl'=¢- mostraron

una mayor susceptibilidad al DSS.

Sorprendentemente, el estudio bioquimico a nivel colonico nos reveld
que estos ratones presentaban un menor grado de inflamacién. Por
ejemplo, la ausencia de Alpl en enterocitos provocé una menor
expresion de S100a8 y S100a9, que codifican S100A8/A9
(calprotectina), utilizada como biomarcador en pacientes con Ell (317).
Asimismo, los ratones Alpl'=¢- coliticos exhibieron una menor expresion
de Tnf e ll6 en el colon, dos genes clave relacionados con la inflamacién
y disfuncion de barrera intestinal y que estan sobre-expresados en
pacientes con Ell (318-320). Los niveles de quimioquinas (Cxcl1, Cxcl2
y Ccl2) de los ratones coliticos seguian el mismo patron que las
citoquinas, apoyando un menor estado inflamatorio a nivel colonico en
los ratones Alpl'E¢". Estas moléculas participan en la activacion y
reclutamiento de células del sistema inmunitario y tienen un papel
importante en la Ell. Se han descrito niveles elevados de CXCL1 (que
atrae a los neutréfilos) en pacientes con Ell, y se ha correlacionado con
el grado de la enfermedad (321). Por su parte, las quimioquinas CC,
como CCL2, reclutan a monocitos, macréfagos, células T y células
dendriticas. Se ha relacionado su expresion con la severidad de la
colitis, y los ratones deficientes en CCL2 muestran una reduccién
significativa en la gravedad de la colitis experimental (322). Al igual que
los parametros anteriores, se dio la misma tendencia en la expresion de
[1I17c, con una mayor expresion en los ratones WT con DSS en
comparacion con los knockout. La IL-17C es producida por las células
epiteliales después de la exposicion a estimulos inflamatorios, para
promover respuestas inflamatorias de tipo Th17. Evaluando la barrera
intestinal, la administracion del DSS provocé la bajada en la expresion

de Tjpl en ratones WT, indicando un debilitamiento en las uniones
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estrechas, fendmeno que no se aprecia en ratones knockout.
Curiosamente, se han detectado niveles mas elevados de Lyzl en
ausencia de Alpl independientemente del tratamiento. Estudios
realizados recientemente han demostrado que la abundancia de la
lisozima del lumen controla la composicion de la microbiota, regulando
las respuestas inflamatorias de la mucosa tanto en estado basal como
en colitis (323).

Por tanto, hasta este punto, el fenotipo mixto que presentan los ratones
Alpl'=¢" con menor grado de inflamacion, pero mayor susceptibilidad al
DSS, confirma la relevancia de la TNAP en la inflamacion intestinal. Una
posibilidad es que estado de activacion de las células infiltradas esté
atenuado en el colon de los ratones Alpl'E¢’. Por ello, llevamos a cabo
un experimento de colitis experimental inducida por DSS en ratones WT
y Alpl'E<" con el objetivo de extraer las células de la lamina propia, y asi
poder identificar mediante citometria de flujo las subpoblaciones
celulares presentes en este ambiente de inflamacion. Por el momento
estamos realizando un analisis exhaustivo de estos subtipos celulares,
por lo que por el momento no tenemos resultados definitivos para

esclarecer este aspecto del fenotipo.

Teniendo en cuenta los resultados previos, es importante evaluar la
expresion de las isoenzimas AP. Se observaron niveles considerables
de Alpl en colon, atribuibles en buena medida a la llegada de células
del sistema inmunitario y otros tipos celulares presentes en el intestino
inflamado. La administracion de DSS provocd asimismo un aumento
importante en la expresion de Akp3, que no llegé a producirse en el
caso de los ratones knockout. Por el contrario, la expresion de Akp6
experimenté un aumento significativo en el colon de los ratones Alpl'&¢
" en respuesta al DSS, pero no en los ratones WT. Este incremento en

la sefial de Akp6 podria ser el responsable del aumento en la actividad
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AP coldnico y de los efectos protectores a nivel intestinal, posiblemente
como un mecanismo de compensacion debido a la ausencia de Alpl en
las células del epitelio intestinal. EI hecho de que no se reduzca la
sensibilidad a la inhibicion in vitro de la actividad AP colonica con
levamisol/TNAPiInh no esta en consonancia con un papel relevante de
Akp6, ya que la IAP es mas resistente a la inhibicion. Aunque el perfil
de sensibilidad a inhibidores de la AP de neutrdfilos y otros leucocitos
gue infiltran la mucosa inflamada puede condicionar este resultado, con
base en estos resultados es improbable (aunque no imposible) que la

IAP esté implicada en el efecto protector de la delecion epitelial de Alpl.

Con el fin de determinar el desarrollo temporal de la inflamacién en este
genotipo, se decidi6 realizar un segundo protocolo experimental en el
que los animales se sacrificaron a dia 4 y dia 7 de la colitis experimental
inducida por DSS al 2,5 % (p:v). El dia 4 corresponde aproximadamente
al inicio de la respuesta inflamatoria en este modelo. Efectivamente, a
nivel histolégico los ratones no muestran pérdida de estructura ni una
infiltracion patente en esta fase, mientras que si se observo una masiva
infiltracién leucocitaria a dia 7, sin diferencia entre genotipos en este
caso. Se detectd de nuevo una mayor pérdida de peso y un incremento
del DAI en el dia 4 de experimento en los ratones knockout, pero no en
la cohorte de 7 d, debido presumiblemente a la variabilidad
experimental. No obstante, en un nuevo experimento realizado
recientemente para la obtencion de células de la ldmina propia, los
ratones knockout con colitis experimental por DSS muestran
nuevamente una mayor pérdida de peso que los WT, lo que confirma

esta tendencia.

Del mismo modo, muchos de los parametros de inflamacion no estaban
modificados respecto a los controles sanos a dia 4, pero si a dia 7. En

la fase temprana se constato el mismo efecto de la ausencia de Alpl en
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enterocitos, es decir, una expresion reducida de marcadores
inflamatorios (de los elevados tempranamente): S100a8, 116 (p=0,07),
Tnf (p=0,06), Cxcll (sin llegar a la significancia estadistica), Cxcl2
(p=0,051) y Ccl2. A nivel funcién de barrera intestinal, la medida del
FITC dextrano nos permitié evaluar la permeabilidad intestinal in vivo.
Como era de esperar, la administracion de DSS aumentd la
permeabilidad intestinal, pero no encontramos diferencias entre
genotipos. Evaluamos también marcadores de funcion de barrera
intestinal, como Tjpl, Lyz1, ll17c y Tff3. En esta ocasion el DSS no
altero la expresion génica de Tjpl. Sin embargo, si se observé el mismo
incremento observando anteriormente del gen Lyz1 y el descenso de la
expresion de 1l117c en los ratones Alpl'=c” coliticos. Finalmente, y a
diferencia del primer experimento realizado, los ratones Alpl'®c"
muestran un mayor nivel en la expresion de Tff3 coldnico, que se ha

visto relacionado con la proteccion y reparacién del epitelio (324).

Por consiguiente, los ratones Alpl¢’- presentan una proteccion frente a
la colitis experimental por DSS que se manifiesta desde las etapas
iniciales de la respuesta inflamatoria. De hecho, en un experimento
preliminar de colitis inducida por TNBS en ratones WT y Alpl'€¢’ se
observé asimismo una menor induccion de marcadores inflamatorios
colénicos en los ratones knockout (S100a8, Cxcll, 116, Tnf, datos no

mostrados).

¢ Qué ocurre entonces con las isoformas AP en los diferentes tiempos
en la colitis? Los niveles de mRNA de Alpl se incrementaron
ligeramente a 4 dias y permanecieron elevados en el dia 7 en los
ratones WT, en tanto que se produjo un incremento considerable en la
expresion de Alpl a los 7 dias en el genotipo knockout. Las isoenzimas
intestinales (Akp3 y Akp6) no experimentaron variaciones significativas

asociadas a la colitis, y solo se aprecié una cierta tendencia al
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incremento en el caso de Akp3. Los datos correspondientes a Akp6 son
un tanto equivocos, ya que a los 4 d dos de los ratones presentan
valores elevados, pero el resto son equiparables a los del grupo WT,
asi como a los ratones KO control y con DSS a 7 d. Por tanto, a la vista
de estos resultados, no parece ser que Akp6 sea el mecanismo
fundamental por el que se produce la proteccidbn en los ratones
knockout. Es interesante constatar que uno de los parametros
modificados ya a dia 4 fue la actividad AP en el colon, que se acompafio
con el incremento de sensibilidad. Se trata de la respuesta estudiada y
caracterizada por nuestro grupo de investigacién (6,9,31), pero
mientras que en los animales WT el incremento es menorque a7d,y
por tanto constituye una respuesta intermedia, en los animales Alpl's¢"
la actividad y sensibilidad a la inhibicién corresponden ya a los valores
medidos a 7 d. En principio cabria interpretar este incremento como
indicativo de una mayor respuesta inflamatoria, pero, realmente,
desconocemos si puede estar implicado en el efecto protector.
Centrandonos exclusivamente en la sensibilidad a inhibidores,
encontramos diferencias en estado basal, tal y como se ha comentado
anteriormente, que podria indicar un cambio de isoforma de TNAP
hepatica (resistente a la inhibicion) a TNAP 6sea-renal (sensible a la
inhibicién). En cambio, a 4 dias la inhibicién tiende a aumentar, aunque
no con caracter significativo, sobre todo en los ratones knockout. Es
conveniente recordar que el levamisol inhibe la isoforma TNAP Osea-
renal, mientras que la TNAP hepdética y la IAP son resistentes al
inhibidor. Por ello, nuevamente los datos disponibles no apuntan a una
induccién de la expresion de Akp6 como mecanismo protector en los
ratones Alpl'=¢-. Dado que no hay cambios en los niveles colonicos de
MmRNA de Alpl en estos ratones, las alteraciones enziméticas
observadas son probablemente de naturaleza postranscripcional, y en

células no epiteliales.
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Con objeto de dilucidar la relacion entre la Alpl epitelial y el fenotipo
observado en la colitis realizamos un analisis de correlacion. En el colon
de los ratones WT con colitis se aprecia una correlacion positiva de gran
robustez entre la expresion de los genes Alpl, Alpl_flox, S100a8, 1l117¢c
y Tnf, asi como entre Alpl, 116, Cxcl1, Ccl2, Villinay Reg3g. Es relevante
destacar que el gen Alpl se encuentra presente en ambos cllsteres.
Asimismo, existe una correlaciéon positiva entre Alpl, Cxcll, 1I6, la
actividad AP colbnica, la presencia de FITC dextrano en plasma, asi
como con la esplenomegalia. Por tanto, durante la fase inicial de la
respuesta inflamatoria se detecta la induccion de Alpl, ya constatada en
multiples ocasiones en otros experimentos por nuestro grupo, asi como
por otros investigadores (9,31). Esta induccion de Alpl se asocia a los
marcadores de inflamacién y a la alteracion del estado fisiologico. En
cambio, a dia 7, se pierden muchas de las correlaciones existentes
entre los genes inflamatorios en los ratones WT. Por ejemplo, la
correlacion entre Alpl y Alpl_flox con S100a8, y se observa una
correlacion positiva, aunque no significativa estadisticamente, con
Akp3, que se corresponde a la ligera induccion de este gen a 7 dias en
los ratones WT. Es notable que se observe nuevamente la interrelacion
entre Tnf, 1l17c, Alpl y Alpl flox que, a su vez, se correlacionan
positivamente con el peso del colon. Subsiste una intensa correlacion

positiva entre los genes de induccion tardia (Cxcll, Ccl2, 116 y S100a9).

Como se ha indicado, los ratones Alpl'=¢" exhibieron una expresién
atenuada de marcadores inflamatorios de induccion temprana a 4 dias,
es decir, S100a8, Tnf e 1l17c. S100a8 e ll17c presentan correlacion
positiva con Alpl_flox, asi como con Akp3. Resulta de particular interés
investigar las correlaciones de la expresion de Alpl en los ratones
knockout a 7 dias, ya que se observa una induccién de este gen en
estos ratones a los 7 dias, que en principio es de origen extraepitelial.

En este contexto, existe una correlacion positiva de Alpl con los genes
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Cxcl1, Ccl2, 116 y S100a9, lo cual concuerda con su origen extraepitelial.
Es interesante apuntar que no existe correlacion entre las isoenzimas
Akp3 y Akp6 en la expresion de los ratones knockout. Ni, como se ha

comentado, con la propia actividad AP en el colon.

Resulta de gran interés la persistente asociacién observada entre Alpl,
lI17c y Tnf a lo largo de la investigacién. La citoquina IL-17C es
producida por células epiteliales intestinales en respuesta a estimulos
inflamatorios. Los receptores de esta citoquina se expresan tanto en
células epiteliales, lo que sugiere una funcién autocrina (325), como en
células Th1l7 (326), de forma que favorece la comunicacién entre el
epitelio y este subtipo de células T cominmente presentes en la lamina
propia. En un entorno de inflamacion, estas células producen diversas
citoquinas, entre las cuales destaca el TNF. Estudios recientes han
demostrado que TNF desempefia un papel dominante como estimulo
principal en la transcripcion de IL-17C (327), lo que establece una

correlacion coherente en este contexto.

Teniendo en cuenta el impacto de la haplodeficiencia y de la delecion
epitelial de Alpl en el higado, es relevante caracterizar el fenotipo a este
nivel en la colitis experimental. Un efecto que se aprecia en ambos
experimentos es el aumento de Tff3 en el higado de ratones knockout,
el cual se acentta en un entorno inflamatorio. Asimismo, se pueden
apreciar modificaciones en la expresion de Des, lo cual refleja que la
TNAP intestinal influye en cierta medida en el tejido hepatico, también
en estado de inflamacion colénica. No obstante, el fenotipo hepatico
resulta ser mas complejo cuando se examinan otros parametros. En el
primer experimento, observamos mayor expresion de genes
relacionados con la sefializacion de LPS en higado (Lbp y Cd14) en los
ratones Alpl®" coliticos a 7 dias. En el segundo experimento se

observa una induccién de estos genes desde el dia 4, pero sin
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apreciarse diferencias significativas entre genotipos. Dicha induccién se
mantiene hasta los 7 dias. En las etapas iniciales de la colitis existe una
correlacion negativa entre la expresioén de villina col6nica y los genes
hepaticos Nt5e, Alpl y Des en los ratones WT, lo que sugiere una
relacién causa — efecto: en esta fase temprana de la colitis la expresion
de villina tiende a reducirse, en consonancia con las lesiones epiteliales
incipientes, por lo que estos genes hepaticos parecerian inducirse en
respuesta a un aumento de permeabilidad, que efectivamente se
produce ya en esta fase, como refleja el incremento de FITC-dextrano
4 kD plasmaético. Por el contrario, los animales knockout muestran una
tendencia a la inversa de Vill-Des, y una fuerte correlacion positiva entre
Villy Lbp. Este ultimo dato sugiere que el descenso de villina reduce la
Lbp hepética en ratones KO. Esto podria deberse paradéjicamente al
aumento de la actividad AP en el colon de estos ratones, que

presumiblemente reduciria la translocacion de LPS a circulacion portal.

La actividad AP plasmatica esta asociada a los 4 dias con la expresion
de Alpl en el higado en los animales WT, mientras que en los ratones
Alpl'=¢" se observa una correlacion mas robusta con Akp3, ademas de
con la expresion de Alpl hepética. A los 7 dias, la actividad plasmatica
correlaciona positivamente con Akp6 en ambos genotipos, aunque en
los knockout la correlacion con la expresiéon de Alpl en higado sigue
permaneciendo. Aunque estos datos podrian sugerir diferencias en el
origen de la enzima plasmética, es preciso recordar que la sensibilidad
a los inhibidores apenas se modifico, lo que en principio esta en contra
de tal posibilidad. Sin embargo, la sensibilidad de la isoforma hepatica
y de ambas isoformas intestinales presenta una sensibilidad similar a la

inhibicion por levamisol o el TNAP inh.

Al objeto de poder verificar el papel de la TNAP intestinal en el

epitelio en ausencia de otras células, se han utilizado cultivos
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primarios_de _yeyuno de ratones WT y Alpl¢" Actualmente los

organoides intestinales son el modelo ideal para estudiar los cambios a
nivel epitelial en ausencia del contexto fisiol6gico. A partir de las criptas
yeyunales de ratones, donde se encuentran las células madre del
epitelio, se generan cultivos tridimensionales polarizados que contienen
el lumen en la zona interior. En esta tesis doctoral hemos trabajado
fundamentalmente con organoides yeyunales de ratén. Hasta el
momento tenemos resultados preliminares en organoides de colon (no
mostrados). Asimismo, recientemente hemos recibido organoides
humanos, con los que se pretende trabajar para estudiar mas en

profundidad el papel de la TNAP.

Los organoides yeyunales knockout presentan un descenso muy
acusado de Alpl_flox, tal y como se ha dado en los modelos in vivo. El
silenciamiento de Alpl produjo cambios en el fenotipo de los organoides.
Por un lado, constatamos un claro incremento de las isoenzimas
intestinales (Akp3 y Akp6), a diferencia de lo que sucede in vivo.
Lamentablemente, no disponemos de resultados de actividad AP de
estos organoides por limitacién de la muestra, pero este fendmeno
puede deberse a una respuesta compensatoria por parte de las
isoenzimas a nivel epitelio intestinal. Las diferencias en la respuesta a
la delecion de Alpl en enterocitos aislados e in vivo pueden deberse a
la interaccién con distintos tipos celulares, microbiota o diferentes
metabolitos del medio. Ademds, cabe inferir que in vivo otros tipos

celulares pueden compensar la falta de la TNAP.

De las citoquinas analizadas en los organoides yeyunales no hubo
grandes diferencias de forma general, exceptuando dos citoquinas con
cambios muy marcados (Cxcll y Cxcl10). CXCL1 es la principal
quimioquina que atrae a los neutrdfilos, que forman la primera linea de

defensa contra infecciones, siendo por ello importante en la etapa
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aguda de la inflamacion intestinal (328). A nivel basal encontramos una
fuerte inhibicidn en su expresion en los organoides yeyunales obtenidos
de ratones Alpl¢’", Por el contrario, a nivel basal encontramos una
induccién en la expresidn de Cxcl10 en organoides yeyunales obtenidos
a partir de ratones knockout. Esta quimioquina atrae a preferentemente
a las células T activadas, particularmente a las Thl (329) y se le ha
atribuido un papel importante en el proceso inflamatorio de la Ell. Por
otro lado, la deficiencia en Alpl no afecté a los niveles de Tjply Ocln a
nivel génico. No obstante, los organoides deficientes en Alpl revelaron
un menor nivel de las proteinas ZO-1 y claudina-4. Esto deja en
evidencia la importancia de la TNAP en la expresion de las uniones
estrechas, las cuales son fundamentales en la correcta funcion de

barrera intestinal.

Es interesante la existencia de la correlacion entre los genes Alpl, Tnf e
[1I17c también en organoides yeyunales. Sin embargo, no se mantiene
la correlacion entre Alpl y Alpl_flox, de tal forma que los organoides
knockout muestran niveles muy reducidos de Alpl_flox, mientras que los
niveles de expresion de Alpl tienen cierta tendencia a aumentar. Esto
podria ser el resultado de una retroalimentacion positiva causada por la
deficiencia de la enzima. Se observa ademas una correlacién positiva
altamente significativa entre los niveles de Alpl y los niveles de Akp3 y
Akp6. Todo esto sugiere que los genes correspondientes a las
fosfatasas alcalinas se inducen globalmente en ausencia de la actividad
TNAP en los organoides de yeyuno. Estos tres genes también exhiben
correlaciones positivas con Cxcl10, Tjpl, Cldn4, Tgfbl y, como se ha
mencionado anteriormente, [117c y Tnf. Entre ellos, Cxcl10 muestra una
induccién en los organoides knockout, mientras que Cldn4, Tnf, Tgfbl
e 1117c muestran una tendencia marcada en la misma direccion, aunque
no alcanza significancia estadistica. Por tanto, cabe interpretar que la

deficiencia en la actividad TNAP propicia un fenotipo epitelial particular,
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que puede estar mediado en buena medida por la induccién de Akp3 'y
Akp6. Serd necesario un analisis metabolémico o una delecién
doble/triple para confirmar este extremo. Es interesante constatar que
varios de los genes mencionados mantienen su correlacibn en
organoides y en el colon in vivo, aungque en otros casos esta correlacion
se pierde, como en el caso de la Akp6. La expresion de Cxcll fue la
Unica correlacion positiva directa con los niveles de Alpl_flox en los
organoides yeyunales. Esta quimioquina apenas se expresa en
organoides knockout, lo que sugiere que la actividad TNAP tiene un
papel estrechamente relacionado con el mecanismo de induccién de la
citoquina en cuestion. Esta observacion no se confirma en el colon, lo
gue probablemente indica que esta actividad es sustituible por enzima

proveniente de otros tipos celulares en el tejido.
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Las conclusiones son:

1. Lahaplodeficiencia del gen Alpl (ratones TNAP+/-) asociada con
una dieta rica en grasa (10% p/p) induce una respuesta
esteatogénica similar a la observada en animales WT
alimentados con una dieta grasa deficiente en colina y
metionina, con un aumento de ciertos pardmetros inflamatorios
y de fibrosis, y modulacion de ciertos genes relacionados con el
metabolismo de los acidos biliares. Por tanto, la TNAP esta

implicada en la respuesta adaptativa a la grasa.

2. La deleciéon de Alpl en el epitelio intestinal afect6 a células de
intestino delgado y grueso, sin producir cambios discernibles
morfolégicos o moleculares en ambos segmentos, ni
alteraciones sustanciales en la microbiota. La delecién indujo
cambios en la expresion de ciertos genes, como Akp3, Akp6,
Tjpl, Cxcll o Cxcl10, en células epiteliales primarias y en
organoides yeyunales, si bien la naturaleza de tales cambios no
fue  consistente en estas  poblaciones  celulares,
presumiblemente debido a las diferencias en el contexto
biol6gico, como la presencia 0 ausencia de microbiota y células

no epiteliales.

3. La delecion epitelial intestinal de Alpl altera la actividad AP
extraintestinal en condiciones basales, aumentandola en hueso
y rifién, sin cambios en la sensibilidad a inhibidores especificos,
por lo que el patron de glicosilacion no parece verse modificado

en estos tejidos.

4. La delecion epitelial intestinal de Alpl aumenta la expresion de
genes relacionados con la fibrosis hepatica e inflamacion, y

modula la expresion de genes relacionados con el metabolismo
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lipidico en el higado. Estos cambios se asocian a un déficit de
colina en el higado. Por tanto, la deficiencia de actividad TNAP
en el epitelio intestinal se traduce en un menor aporte de este
importante metabolito al higado, probablemente contribuyendo
al establecimiento de un fenotipo proinflamatorio y profibrético,
y presumiblemente a alteraciones en el metabolismo de lipidos.
Seran necesarios experimentos a largo plazo para confirmar

este extremo.

La delecion epitelial de Alpl da lugar a un fenotipo complejo en
la colitis experimental inducida por DSS, que combina un mayor
deterioro en términos macroscopicos y de infiltracion neutrofilica
y una expresion atenuada de marcadores inflamatorios en el
colon, que parece reflejar un menor estado de activacion del
infiltrado mucosal. La proteccion se ejerce ya a los 4 dias, y no
esta relacionada con la modulacién de la expresion de otras
isoformas de fosfatasa alcalina, pero si con el incremento

temprano de actividad de la enzima en el colon.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral confirman que la
TNAP epitelial intestinal es biologicamente relevante tanto en los
tejidos intestinales como en los extraintestinales. Por lo tanto, la
TNAP sigue destacando como un elemento fundamental en la

funcion de barrera intestinal.
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1. TNAP haplodeficiency associated with a high-fat diet (10% w:w)
induces a steatogenic response similar to that observed in WT
animals fed a choline and methionine-deficient diet, with an
increase in certain inflammatory and fibrotic parameters and
modulation of specific genes related to bile acid metabolism.

Therefore, TNAP is implicated in the adaptive response to fat.

2. Intestinal epithelial deletion of Alpl was achieved in both small
intestine and colon, without producing discernible morphological
or molecular changes in either segment, nor substantial
alterations in the microbiota. The deletion of Alpl induced
changes in the expression of certain genes, such as Akp3, Akp6,
Tjpl, Cxcll, or Cxcl10, in primary epithelial cells (IECs) and
jejunal organoids, although the nature of these changes was not
consistent across these cell populations, presumably due to
differences in the biological context, such as the presence or

absence of colonic microbiota and non-epithelial cells.

3. Intestinal epithelial deletion of Alpl alters extraintestinal AP
activity under basal conditions, resulting in increased AP activity
in bone and kidney, with no changes in sensitivity to specific
inhibitors. This suggests that the glycosylation pattern does not

appear to be modified in these tissues.

4. Intestinal epithelial deletion of Alpl increases the expression of
genes related to liver fibrosis and inflammation and modulates
the expression of genes associated with lipid metabolism in the
liver. These changes are associated with a choline deficit in
hepatocytes. Therefore, the deficiency of TNAP activity in the
intestinal epithelium results in a reduced supply of this important

metabolite to the liver, likely contributing to the establishment of

184



CONCLUSIONS

185

a proinflammatory and profibrotic phenotype, and presumably to
alterations in lipid metabolism. Long-term experiments will be

necessary to confirm this hypothesis.

Intestinal epithelial deletion of Alpl results in a complex
phenotype in DSS-induced experimental colitis, characterized by
both increased macroscopic deterioration and neutrophilic
infiltration, along with attenuated expression of inflammatory
markers in the colon. This appears to reflect a reduced state of
activation within the mucosal infiltrate. The protection is evident
as early as 4 days and is not related to the modulation of the
expression of other alkaline phosphatase isoforms but rather to

the early increase in enzyme activity in the colon.

The results obtained in this doctoral thesis confirm that intestinal
epithelial TNAP is biologically relevant both to the intestinal and
extraintestinal tissues. TNAP thus continues to emerge as a

pivotal player in intestinal barrier function.
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ADP. Adenosin difosfato

Akp2. Fosfatasa alcalina no especifica de tejido

Akp3. Fosfatasa alcalina intestinal duodenal

Akpb5. Fosfatasa alcalina embrionaria

Akp6. Fosfatasa alcalina intestinal global

ALPI. Fosfatasa alcalina intestinal

Alpl. Fosfatasa alcalina no especifica de tejido

ALPL. Fosfatasa alcalina no especifica de tejido
ALPPL2. Fosfatasa alcalina germinal

AMP. Adenosin monofosfato

ANKH. Proteina de anquilosis transmembrana de paso multiple
AP. Fosfatasa alcalina

APC. Células presentadoras de antigenos

ATP. Adenosin trifosfato

BMP-2. Bone Morphogenetic Protein-2

CBDL. Ligadura del conducto biliar comun

CGP. Células germinales primordiales

CLP. Puncioén de ligacion cecal

CpG. Citosina fosfo Guanina

CU. Colitis ulcerosa

DAI. indice de dafio de la enfermedad; Disease Activity Index
DAMPs. Patrones moleculares asociados a dafios
dIAP. Fosfatasa alcalina intestinal duodenal

DMG. Dimetilglicina

DNA. Acido desoxirribonucleico

DSS. Sulfato de dextrano sddico

DTT. Ditiotreitol

EAP. Fosfatasa alcalina embrionaria

EC. Enfermedad de Crohn

EDTA. Acido etilenodiaminatetraacético

EEM. Error estandar

Ell. Enfermedad inflamatoria intestinal

ENPPL1. Ectonucleotidase pyrophosphate phosphodiesterase 1
FABPA4. Fatty acid-binding protein 4

FBS. Suero bovino fetal

GABA. Acido gamma aminobutirico

GCAP. Fosfatasa alcalina de células germinales
G-CSF. Factor estimulador de colonias de granulocitos
glAP. Fosfatasa alcalina intestinal global

GIP. Polipéptido inhibidor gastrico, Polipéptido inhibidor gastrico
GLP-1. Péptido similar al glucagén tipo 1

GPC-d9. Glicerofosfocolina-d9

GPI. Glicosilfosfatidilinositol

HOMA-IR. indice de la resistencia a insulina
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HPP. Hipofosfatasia

HTAB. Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

IAP. fosfatasa alcalina intestinal

IECs. Células del epitelio intestinal

IL-. Interleuquina-

IL-1B. Interleucina 1 beta

ILC. Células linfoides innatas

KLF5. Factor 5 Kruppel-like

LPS. Lipopolisacéarido

MCD. Dieta deficiente en metionina y colina

NAFLD. Enfermedad de higado graso no alcohdlico

NASH. Esteatohepatitis no alcohdlica

NOD2. Dominio de oligomerizacion por unién de nucleétidos que contiene la
proteina 2

OPN. Osteopontina

PAMPs. Pathogen-associated molecular patterns o patrones moleculares
asociados a patégenos

PANX1. Panexina 1

PBS. Tampon fosfato salino

PCho. Fosfocolina

PEA. Fosfoetanolamina

PHOSPHOL1. phosphoethanolamine/ phosphocholine phosphatase 1
Pi. Fosfato inorganico

PLAP. Fosfatasa alcalina placentaria

PLP. Piridoxal-5'-fosfato

PP. Péptido pancreatico, Péptido pancreético

PPARYy. Receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas
PPi. Pirofosfato inorganico

PrPc. Proteina priénica celular

PYY. Péptido YY

gRT-PCR. PCR cuantitativa a tiempo real

REG. Regenerating islet-derived protein

siRNA. Small interfering RNA

Th. Células T helper

TJ. Uniones estrechas; Tight junctions

TLR. Receptor tipo Toll

TNAPInh. Inhibidor especifico de la TNAP

TNBS. Acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico

TNF-a. Factor de necrosis tumoral alfa

UDP. Uridina difosfato

Ul. Unidades internacionales

VLDL. lipoproteina de muy baja densidad; Very Low Density Lipoproteins
VM. Vesiculas de la matriz

y col. y colaboradores

Z0. Zonula occludens
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