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1. ASPECTOS GENERALES

El intestino desempefia dos funciones fundamentales para la vida: la absorcion
e intercambio de nutrientes y la constitucion de una barrera defensiva que impide la
entrada de sustancias potencialmente toxicas o antigenos al interior del organismo.
Ambas funciones, aparentemente contradictorias, las desarrolla gracias a la anatomia
peculiar que presenta el epitelio intestinal y a su complejo funcionamiento. Multiples

patologias se caracterizan por presentar alteraciones en dichas funciones intestinales:

1. El héabitat intestinal en cada individuo contiene entre 300 y 500 especies diferentes
de bacterias (1). El estomago y el intestino delgado tan s6lo contiene unas pocas
especies bacterianas adheridas al epitelio y algunas otras bacterias en el transito
(2). Sin embargo, el intestino grueso alberga un ecosistema microbiano complejo y
dinamico, con una elevada densidad bacteriana. La concentracion esta por encima
de 10™ 0 10" células/gramo de contenido luminal (1). Las bacterias residentes son
una linea crucial de resistencia, que evita la colonizacion de microbios exdgenos,
siendo muy relevante en la prevencion de la invasién de patdgenos en los tejidos
(2). La modificacion del mecanismo de defensa permite un aumento de la
poblacion bacteriana patogénica, que conduce a la alteracion funcional intestinal
(3). Las infecciones por Vibrio cholerae, E coli, Shiga toxin o Clostridium difficile
cursan con diarreas muy severas (3) e incluso algunas toxinas, como la toxina A
del Clostridium difficile, alteran la estructura del citoesqueleto y con ello la barrera
intestinal cdlica (4). Las infecciones bacterianas cursan con inflamacion y
sobreproduccion de metabolitos reactivos del oxigeno (MORs) y del nitrdgeno
(MNRs) (5-7) que contribuirian a su vez en la alteracion de las funciones
intestinales (8-11).

2. Laenfermedad de Crohn, una de las formas de enfermedad inflamatoria intestinal
(EIN), se caracteriza por inflamacion difusa de la mucosa del intestino grueso,
principalmente del colon y del recto (12). Las disfunciones caracteristicas de esta
patologia son la diarrea (13, 14) y el aumento de la permeabilidad intestinal (15,

16). Se ha sugerido que tanto el dafio tisular como la alteracion funcional se debe a
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una excesiva liberacion de MORs, que se acumulan en el intersticio colico,

afectando a las funciones intestinales (17).

3. La isquemia intestinal puede suceder, entre otros, por oclusion de las arterias
mesentéricas 0 como consecuencia de un descenso en el rendimiento cardiaco
(18). El posterior reestablecimiento del flujo sanguineo, también conocido como
reperfusion, se consigue generalmente a través de la cirugia, siendo éste esencial
para prevenir la muerte celular por anoxia. Sin embargo, durante este periodo se
originan lesiones celulares severas adicionales debido a una sintesis elevada de
MORs que estdn implicados en la patogénesis del dafio originado en la
isquemia/reperfusion (I/R) intestinal (19-21). El sistema de xantina/xantina oxidasa
(X/XO) aparece como el productor de MORs mas importante (22, 21). Estos
agentes tienen capacidad para ejercer un efecto oxidante directo sobre los &cidos
nucleicos, las proteinas, los carbohidratos y los lipidos. Pero a su vez, ocasionan un
efecto indirecto a través de la activacion de neutrofilos que se adhieren a las células
endoteliales liberando mas MORs, prostaglandinas (PGs) y otras enzimas como
mieloperoxidasa, elastasa, que contribuyen entre otras a las alteraciones

funcionales y a la lesion tisular (22-25).

2. EL INTESTINO GRUESO EN LOS MAMIFEROS

El intestino grueso comprende sucesivamente el ciego, el colon y el recto, para
finalizar en el canal anal. El colon esta dividido en 4 partes: ascendente, transverso,
descendente y sigmoideo.

2.1 MICROESTRUCTURA DEL INTESTINO GRUESO

Como en otras partes del tubo gastrointestinal, la pared del intestino grueso esta
constituida por 4 capas concéntricas: la serosa, la muscular, la submucosa y la mucosa.
De todas ellas, la mucosa es la mas importante en relacion con las funciones digestivas

y absortivas.
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Mucosa

Constituida por el epitelio, la lamina propia y la muscular de la mucosa.

Epitelio

La superficie libre de la mucosa esta cubierta por un epitelio cilindrico simple,

en el cual se distinguen 3 tipos de células: transportadoras, caliciformes vy

enteroendocrinas (enterocromafines).

Células transportadoras: Se trata del tipo celular mas abundante dentro de la
mucosa intestinal. Son las células responsables del intercambio i6nico y la
reabsorcién de agua (26). Presentan microvellosidades en la membrana
apical, algo mas cortas e irregulares que los enterocitos del intestino
delgado, pero con una organizacién estructural similar. Muchas de estas
células contienen granulos secretores en su citoplasma apical. Todas las
células presentan unos complejos de union intercelular, que separan el

lumen del interior de la pared intestinal (27, 28).

Células caliciformes: Estan distribuidas irregularmente entre las células
transportadoras. Se trata de glandulas unicelulares que secretan moco con el

objetivo de lubricar y proteger la superfice del epitelio (29).

Células enterocromafines (células enteroendocrinas): Se localizan
principalmente en la base de las criptas de Lieberkiihn. Se trata de células
endocrinas que liberan su secrecion (hormonas, neuropéptidos y serotonina)
hacia el interior de la lamina propia en respuesta a estimulos luminales, que

resulta en una alteracion del transporte ionico epitelial (30).

La mucosa del intestino grueso presenta una superficie lisa debido a la ausencia

de vellosidades. A pequefio aumento se pueden ver las aberturas de las incontables

glandulas tubulares que reciben el nombre de criptas de Lieberkiihn. La mitad superior

de la pared de las criptas esta tapizada por un epitelio cilindrico que contiene células

transportadoras, células caliciformes y unas pocas células de granulos basales. En la

mitad inferior de las criptas, existe un alto nimero de células indiferenciadas, que se
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dividen continuamente generando células nuevas (transportadoras, caliciformes y
enteroendocrinas) que se mueven hacia arriba lentamente y que van a sustituir a las

que se desprenden en la superficie de la mucosa (31).

Lamina propia

Estd compuesta por tejido conectivo que soporta al epitelio, ocupando los
espacios que guedan entre las criptas de Lieberkiihn. En la lamina propia se encuentran
linfocitos, células plasmaticas, eosinofilos y macré6fagos en gran cantidad. Los mas
numerosos son los linfocitos, que constituyen una reserva de células
inmunocompetentes, muchas de las cuales son capaces de diferenciarse a células

plasmaticas productoras de anticuerpos.

Ademés de la gran poblacion de linfocitos emigrantes, la l&mina propia
contiene muchos nddulos linfoides solitarios, que son mas abundantes en el ciego, en
el apéndice y en el recto, aunque se encuentran presentes a lo largo de todo el intestino

grueso (32).

Muscular de la mucosa
Representa el limite entre la mucosa y la submucosa. Estad formada por dos

capas de musculo liso, una interna circular y una externa longitudinal.

Submucosa

Est4 constituida por tejido conjuntivo moderadamente denso, rico en fibras
elasticas. También contiene grupos ocasionales de células adiposas. Dentro del tejido
conjuntivo de la submucosa existe una red de ganglios y de haces nerviosos
interconectados, conocido como plexo submucoso o plexo de Meissner, que regula el
flujo sanguineo, la secrecion y la absorciéon en la mucosa colica (33, 34). Sus fibras
inervan la muscular de la mucosa, pero también forman un plexo mucoso situado en la

lamina propia que envia fibras en torno a las glandulas intestinales.



Introduccion

Muscular

Compuesta por 2 capas de musculo liso, una interna circular y otra externa
longitudinal. Las fibras longitudinales estan agrupadas en tres bandas longitudinales
equidistantes, llamadas las tenias del colon. Entre las tenias, las fibras musculares

longitudinales forman una capa extraordinariamente fina y con frecuencia discontinua.

Los plexos entéricos mas desarrollados se encuentran entre las capas
musculares longitudinal y circular. El plexo mientérico o plexo de Auerbach, que
igualmente regula le flujo de sangre y el transporte electrolitico (33, 34), estad
constituido por ganglios que contienen de tres a cincuenta 0 mas cuerpos neuronales y
por haces de axones amielinicos que unen entre si los ganglios, formando asi una red

continua.

Serosa

La capa més externa de la pared intestinal, Ilamada serosa, esta constituida por
una lamina continua de células epiteliales planas, el mesotelio, separada de la muscular
subyacente por una capa de tejido conjuntivo laxo. La serosa del colon tiene de
particular la presencia de acimulos locales de células adiposas situados por debajo del
mesotelio, que forman unas protuberancias colgantes llamadas apéndices epiplocos.
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Criptas de Lieberkithn

—— Ldmina propia

Mucosa

= Muscular de la mucosa

Submucosa

————— Muscular propia

Seccion transversal de la pared del colon humano (figura modificada del Atlas Color de

Histologia; Finn Geneser)

2.2 FUNCIONES INTESTINALES

2.2.1 PROPIEDADES GENERALES DE TRANSPORTE

La capa epitelial, que recubre la superficie de la mucosa intestinal, en contacto
con la luz, estd compuesta por células con actividad transportadora electrolitica. Se
encargan del movimiento de grandes cantidades de sales y agua desde la luz hacia el
torrente circulatorio y viceversa. Dichas células epiteliales estan equipadas con canales
ionicos, transportadores y bombas, localizados en la membrana apical o basolateral,

que participan en el movimiento de los electrolitos (26).

Inicialmente se pensaba que las células epiteliales presentes en las criptas de
Lieberkiihn eran las encargadas de la funcion secretora y las células localizadas en la
superficie epitelial tan s6lo tenian actividad absortiva. Sin embargo, en estudios

posteriores se ha visto que tanto la secrecién como la absorcion tienen lugar en el
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epitelio de superficie y en las criptas (35). El transporte neto es el resultado del balance

entre absorcion y secrecion.

Las células epiteliales del colon son altamente conductivas, con una elevada
densidad de canales idnicos en la membrana luminal. Las principales tareas del epitelio
colico son la absorcion electrogénica y electroneutra de NaCl y la absorcion activa de
K*. Ademas de la absorcion neta de NaCl, KCI y agua, tiene una gran relevancia la
secrecion de NaCl y de KCI, de igual modo que la secrecion de HCO3" y moco, ambos

importantes por su papel protector (26).

2.2.2 FUNCION ABSORTIVA DEL EPITELIO COLICO

El transporte de NaCl en el epitelio cdlico se debe principalmente a la
absorcidn electroneutra que se lleva a cabo a través de los transportadores luminales de
Na'/H"y CI'/THCOs". El resto de la absorcion es electrogénica y tiene lugar gracias a la
actividad tanto de canales de Na" luminales (ENaC) como a la absorcion de ClI" a
través de las vias transcelular y paracelular (26).

En el colon, existe una heterogeneidad segmentaria con respecto a la absorcion.
En el colon ascendente o proximal el transporte de Na* es electroneutral
principalmente, mientras que en la parte distal la absorcion tiene lugar a traves de
canales de Na* (36, 37).

Para la absorcion electroneutra de NaCl se requiere la presencia paralela de los
intercambiadores Na’/H" y CI/HCOs3 en la membrana luminal de las células
epiteliales. A su vez, es necesaria la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa localizada
en la membrana basolateral de la célula epitelial (38). El transporte de Na* y CI" esta

acoplado a cambios intracelulares tanto de pH como de concentracion de CI™ (39, 40).

Existen 3 tipos de intercambiadores de Na*/H" (NHE). EI mas abundante es el
NHEL, que se expresa en la membrana basolateral. EI NHE2 y el NHE3 se expresan en
el lado luminal de las células epiteliales colicas. Ademas de estos tres transportadores,
se ha descrito un cuarto tipo dependiente de CI', localizado también en la membrana

luminal de las células de las criptas en el colon de la rata (40).
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En la membrana apical de las células epiteliales cdlicas existen dos tipos
diferentes de intercambiadores de CI', mientras que en la membrana basolateral se

expresa un tercer tipo de transportador CI'/HCO3™ (41).

Ademas de la absorcion electroneutra, las células epiteliales del colon distal
poseen un mecanismo de absorcion electrogénica de Na*. EI ENaC es el responsable
de la absorcion y se localiza en la membrana luminal de la célula. La absorcion de Na*
viene acompafiada por el transporte de CI" a través de canales especializados. El
receptor transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) es el canal de CI” predominante
en el epitelio colico (42). EI Na™ que entra en la célula sale a través de la bomba Na®-
K*-ATPasa situada en la membrana basolateral y el CI- abandona la misma a través de
canales de CI" o transportadores de CI'/HCOj3 basolaterales (43-45). EI movimiento de
agua sigue varias vias, que incluyen el flujo parecelular y el flujo transcelular a través
de canales de agua llamados acuaporinas, localizados en ambas membranas, apical y
basolateral (46, 47).

El colon de los mamiferos contribuye a la regulacion de la homeostasis del K*,
mediante secrecion y absorcion del mismo (48). La absorcion activa de K* estas
restringida al colon distal de la rata, del conejo y de la cobaya (49-51). Esta mediado a
través de dos H™-K*-ATPasas que se expresan en las células de la superficie y en las
criptas (49).

2.2.3 FUNCION SECRETORA DEL EPITELIO COLICO

Otra funcidn critica en el colon es la secrecion de electrolitos, que se encuentra
en equilibrio con la absorcion. Esta debe facilitar el transporte de moco fuera de las
criptas y mantener la hidratacion correcta tanto del moco secretado como del epitelio
intestinal (26). Ademé&s se trata de un mecanismo de defensa encargado de la
eliminacion de toxinas y patdgenos (52).

Las células secretoras intestinales contienen canales de CI" y K" en sus
membranas luminales, que permiten la secrecion de KCI. Ademas, la estimulacién
secretora y la inhibicion de la absorcion facilita el transporte de Na® por via

paracelular.
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La conductancia apical de CI" principalmente tiene lugar a través del CFTR,
canal que desempefia una funcion primordial en el transporte i6nico célico (53). La
actividad de una enzima de membrana, la bomba Na-K-ATPasa, permite el
intercambio de 2 iones K*, que pasan a formar parte del contenido intracelular, por 3
iones Na" que abandonan el interior de la célula. Esto genera un gradiente de
membrana que promueve la activacion del cotransportador Na'-K*-2CI". El exceso de
K" intracelular se libera a través de los canales basolaterales de K™ permitiendo el
reciclado del i6n. Esto genera la hiperpolarizacién de la célula, favoreciendo la
apertura de los canales apicales de CI" para la salida del mismo a favor de gradiente
(26).

Luminal ( | Basolataral

Modelo celular de secrecién segiin Kunzelmann et al, 2002.

Un trabajo publicado recientemente por nuestro grupo demuestra la existencia
de un locus en la membrana apical, tanto en colon humano como de rata, que participa
en la regulacién de la secrecion de CI” (54). La incubacién apical con NH,", Ba®* o
293B cromanol, bloqueantes de canales de K (55-57), inhibieron la secrecion de CI

estimulada por un agonista de la via del AMPc.

El transporte de agua se lleva a cabo tanto a través de las acuaporinas como

osmoticamente, a través de la via paracelular (26).
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A. Vias de activacion de la secrecion de CI°

Existen dos vias diferentes de activacion de la secrecion hidroelectrolitica en el
epitelio intestinal: una mediada por nucleétidos ciclicos AMPc-GMPc y la otra por
Ca®* intracelular (58); (59).

e Nucledtidos ciclicos (AMPc-GMPc)

La enzima de membrana adenilato ciclasa (AC), activada por proteinas G
estimuladoras (Gs), genera AMPc a partir de ATP. EI AMPc activa la proteina kinasa
A (PKA) (60), que fosforila al canal de CI" CFTR. A su vez, la PKA modula la
actividad del cotransportador Na'-K*-2CI" mediante la modificacion de su estado
fosforilativo (61). Se favorece asi el movimiento transcelular de CI” desde la vertiente
basolateral hasta la luz intestinal. Existen estudios que demuestran que la PKA puede
activar directamente el CFTR (62).

De forma paralela a la activacion del CFTR, existe una coestimulacion de
canales basolaterales de K* (K,LQT1) y probablemente canales de K dependientes de
Ca®* (63, 42). Ademés, la activacion del CFTR hace que se inhiba la absorcién
electrogénica y probablemente la absorcion electroneutra de Na* debido al bloqueo de
ENaC y del intercambiador luminal de Na'/H" (64-66).

Otro nucleétido ciclico es el guanosin monofosfato ciclico (GMPc), generado
por la enzima guanilato ciclasa (GC). Este activa a la PKA, promoviendo la misma via

de sefializacion que el AMPc (67).

e Viadel Ca®*

Una segunda via de sefializacion celular viene determinada por la movilizacion
del Ca?* intracelular como por ejemplo la activada por acetilcolina (ACh). El receptor
se encuentra acoplado a una proteina G (68) que activa a la enzima fosfolipasa C
(PLC) mediante interaccién proteina-proteina. La reaccion que cataliza la enzima
genera dos productos a partir de fosfoinositol bifosfato (PIP,): inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG).

10
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El IP; produce la apertura de canales Ca®* localizados en el reticulo
endoplasmico, permitiendo la salida del cation al citoplasma. Ademas, el IP; se
fosforila generando IP4, que activa canales de Ca** ubicados en la membrana celular.
La entrada del cation al citoplasma contribuye al aumento de la concentracion
intracelular del mismo. El incremento de Ca?* intracelular promueve la activacién de
los canales de K* dependientes de Ca**, generando asf la hiperpolarizacién de la célula

y con ello la apertura de los canales apicales de CI" (42, 69).

Por otra parte, el DAG activa a la proteina kinasa C (PKC), que se trasloca
desde el citoplasma hasta la membrana, donde actua fosforilando proteinas (70). Se ha
visto que la PKC, junto con la PKA, es capaz de promover la secrecion de Cl a través

de la activacion del CFTR (71). Sin embargo, se conoce que una de las isoformas de la
PKC, la isoforma g, regula negativamente la secrecion de CI', debido a que promueve

la endocitosis de la membrana basolateral, disminuyendo la expresion tanto del
cotransportador NKCC como de los canales de K*. La célula pierde asi el mecanismo

regulador de la secrecion.

B. Reqgulacion de la secrecidon de CI°

La secrecion y la absorcion se controlan a través de estimulos endocrinos,
paracrinos, autocrinos, inmunolégicos y neuronales. EI mayor impacto neuronal se
debe al plexo de Auberbach y al plexo submucoso de Meissner. Ambos plexos inervan
tanto las células epiteliales como las células musculares vasculares, controlando el
flujo sanguineo intestinal, la secrecién y la absorcion de la mucosa célica (33, 34). Los
componentes localizados en el lumen intestinal, derivados de los nutrientes, los acidos
biliares y las toxinas bacterianas, también pueden modular la absorcion o bien inducir
la liberacion de secretagogos, causando hipersecrecion (30, 72-74). La secrecion
electrolitica esta mediada por una amplia variedad de secretagogos como la
acetilcolina (ACh), el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la prostaglandina E, (PGE_),

los leucotrienos, la bradikinina y varias hormonas.

11
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Regulacién inmune y neurohumoral del epitelio intestinal (figura modificada de Tadataka

Yamada; 32 edicién).

Neurotransmisores:

El VIP interacciona con receptores especificos localizados en la membrana

basolateral, que activan a la AC, estimulando la secrecion via AMPc (30).

La ACh interacciona con los receptores muscarinicos Mg, situados en la

membrana basolateral, aumentando los niveles de Ca*

de CI' (30).

Existen evidencias que apuntan a que la sustancia P participa en la activacion

de la secrecion de CI,

celulas secretoras. Se cree que la sustancia P activa algunos tipos celulares

a través de interacciones directas del neuropéptido con las

secundarios, que incluyen terminaciones nerviosas y mastocitos (75-77).
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Mediadores inmunes

La histamina, liberada por los mastocitos en respuesta a la estimulacién
provocada por un antigeno o un activador mastocitico no inmunologico, se une a
receptores Hy localizados en la membrana basolateral de las células secretoras para
provocar la liberacién de CI™ a través de la via del Ca?* (78). La histamina también
tiene efectos sobre la secrecion a través de una via indirecta, que incluye la activacién
de las terminaciones nerviosas via receptores H, y la produccién de PGs por parte de

los miofibroblastos subepiteliales (79, 80).

La adenosina, liberada por los mastocitos activados, se une a los receptores Az
apicales y basolaterales, que activan el CFTR via AMPc (81-83). Algunos estudios
sugieren que el acido araquidonico (AA) se libera en respuesta a determinadas
concentraciones de adenosina, estimulando la secrecion de CI” por activacion directa

de canales de K" basolaterales (84, 85).

Mediadores paracrinos

Entre los mediadores paracrinos mas importantes estan los prostanoides. Las
prostaglandinas, especialmente las de la serie E, son potentes estimuladores de la
secrecion de CI" en condiciones fisiologicas y fisiopatologicas (86). Siguen un

mecanismo que produce la elevacion de la concentracion intracelular de AMPc.

Otro mediador importante es la 5-hidroxitriptamina (5-HT), liberado por las
células enterocromafines, que se encarga de promover la secrecion de CI™ a través de la

via del Ca®*.

La guanilina la sintetizan principalmente las células enteroendocrinas (87). Sus
receptores se localizan solamente en el polo apical de la célula (67, 87). La respuesta a
guanilina no depende de la via clasica dependiente de AMPc o Ca®*. En su lugar, el
receptor de guanilina estd unido a la enzima de membrana GC, resultando en un

aumento de los niveles de GMPc intracelulares (67, 87).
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De manera similar, el péptido renal uroguanilina activa el receptor de guanilina

produciendo la estimulacion de la secrecion de CI” (88).

2.2.4 FUNCION DE BARRERA EPITELIAL

La barrera gastrointestinal esta constituida por un sistema complejo de
elementos mucosos y epiteliales, ademas de la flora intestinal que desempefia una

funcion de proteccion importante (2).
A. Moco

La capa gelatinosa de moco es delgada y adherente, constituida por un 95 % de
agua. Su organizacion viene determinada por la interaccion de moléculas de
glicoproteina. La secrecion de moco se activa tras un incremento en los niveles
intracelulares de AMPc en paralelo con la secrecion hidroelectrolitica (89).
B. Uniones intercelulares

Las células que conforman el epitelio estan conectadas entre si a través de

interacciones responsables del mantenimiento de la estructura celular. Su disposicion

es tal que impiden el paso de sustancias toxicas a través de la via paracelular.
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Complejos de union de las células epiteliales (dibujo modificado de Denker et
al, 1998).

La barrera existente entre la luz intestinal y la sangre depende de la integridad
de las uniones intercelulares y de las propiedades de las membranas plasmaticas.
Existen diferentes tipos de uniones (27, 28):

e Uniones de abertura (gap junctions): Permiten la comunicacién intercelular. Estan
constituidas, casi en su totalidad, por una proteina integral de membrana
denominada conexina, que se agrupa para formar un complejo, el conexon, que
rodea completamente a la membrana. Este ultimo se compone de 6 subunidades de
conexina dispuestas hexagonalmente formando tubos cilindricos que conectan las

células adyacentes, permitiendo asi la comunicacion célula-célula.

e Uniones adherentes (zonula adherens): Se trata de interacciones célula-célula
localizadas proximas a la superfice apical. Rodean completamente a las células.
Estan constituidas por proteinas integrales de membrana llamadas cadherinas. A
través del dominio extracelular una cadherina conecta con la situada en la célula

vecina mediante uniones dependientes de Ca**. A su vez, el dominio intracelular
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sirve de conexion con el complejo B—o catenina, que estd unido a los

microfilamentos de actina que conforman el citoesqueleto.

e Desmosomas (maculae adherens): Uniones adherentes discoidales localizadas
proximas a la membrana basolateral. La region entre las células se conoce como
desmoglea, constituido por un material viscoso que sirve como “pegamento” de
unién. Las células interaccionan entre si a través de localizaciones puntuales
especificas. Se localizan principalmente en epitelios estratificados expuestos a un

estrés mecanico fuerte.

e Uniones fuertes (tight junctions): son uniones limitantes (zénula ocluyente). Se
localizan préximas a la membrana apical de las células epiteliales, rodeandolas y
uniéndolas entre si estrechamente. Cierran completamente el espacio intercelular,
proporcionando una barrera continua impermeable. Permiten el desarrollo de
gradientes osmoticos entre la luz y el espacio intersticial. Las proteinas principales

que constituyen las tight junction (TJ) son la ocludina, la ZO-1y la ZO-2.

La ocludina es una proteina trasmembrana. Su region externa se dispone
formando dos bucles que interaccionan con los de la proteina vecina. EI dominio

citoplasmatico se une a las proteinas “zonula ocludens” (ZO-1, ZO-2):

Las TJ se regulan mediante procesos de fosforilacion/defosforilacion en los que
participa la PKC (90). La fosforilacion de los residuos de tirosina provoca cambios en

la permeabilidad paracelular (91-95).

C. Flora intestinal

El intestino grueso contiene un ecosistema microbiano dinamico y muy
complejo, constituido por una alta densidad de bacterias que actian como linea de
resistencia frente a la colonizacion de microbios exdgenos altamente nocivos. El
equilibrio entre las bacterias residentes proporciona estabilidad en la poblacién
microbiana del individuo. La alteracion del mismo permite el sobrecrecimiento de
especies potencialmente nocivas como el Clostridium difficile, asociado con la colitis

pseudomembranosa (96).
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La flora intestinal proporciona un efecto de barrera a través de diversos
mecanismos. Se ha demostrado, in vitro, que las bacterias compiten por los sitios de
unién en el borde en cepillo de las células epiteliales intestinales y, que las bacterias no
patogénicas previenen la union y la entrada de las patogénicas a las células (97).
Ademas, las bacterias compiten por los nutrientes, manteniendo el habitat colectivo
mediante la administracion y el consumo del material disponible. El huésped
proporciona a las bacterias el alimento necesario en la justa medida que lo demandan,
de este modo se evita una sobreproduccion de nutriente, que podria favorecer la
intrusién de competidores microbianos patogénicos para el huésped. Por Gltimo, las
bacterias tienen capacidad para inhibir el crecimiento de sus competidores patogénicos

gracias a la produccion de sustancias antimicrobianas llamadas bacteriocinas (98, 99).

2.3 OXIDANTES Y RADICALES LIBRES EN EL INTESTINO

Determinados estados fisiopatoldgicos vienen acompafiados por anomalias en
las funciones intestinales. Enfermedades como la colitis ulcerosa y la enfermedad de
Crohn, dos de las formas mas comunes de enfermedades EIl, y la isquemia
mesentérica, se caracterizan por un incremento en la permeabilidad mucosa y en la
secrecion electrolitica junto con un dafio celular elevado. La alteracion tisular y la
disfuncién caracteristica de estas enfermedades se debe en parte a la liberacion de
MORs que se acumulan dentro del intersticio intestinal y coélico en situacion de
enfermedad (17).

A. Generacién de radicales libres

1. La mitocondria es la principal fuente de radicales libres. Este fendmeno se verifica a
nivel de la cadena de transporte de electrones, Ultima etapa de la produccion de
protones de alta energia que, al pasar a través de la membrana interna mitocondrial,
genera un gradiente eléctrico que aporta la energia necesaria para formar el ATP. En

este proceso de fosforilacion oxidativa el O, actia como receptor final de electrones.

En la mitocondria se estima que del oxigeno consumido durante el transporte

de electrones el 2-4% no se reduce a agua sino que se forma el anion semiquinona.
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Este puede transferir uno o dos electrones al oxigeno molecular con la consiguiente

formacion del anion superdxido (O2").

El O," se convierte en perdxido de hidrégeno (H,O;) gracias a la actividad de la
enzima superéxido dismutasa (SOD). A su vez, el H,0, puede reaccionar con el Fe®*
de determinados complejos de bajo peso molecular, como el citrato Fe** o la ATPFe?*,
generando el radical hidroxilo (OH") como producto final y quedando el hierro en su
estado oxidado (Fe*"). El reciclaje del Fe** tiene lugar a través de la generacion de O, a
partir de O;". El proceso neto de produccion de OH™ a partir de O,” y de H,0, es la
reaccion Haber-Weiss en la cual los iones metélicos actian como catalizadores (100,
101).

H,0, + Fe** » OH +OH" +Fe*
+ Fe3* + 0, > Fe?* + 0,
H,O, + Oy” > OH +OH” +0,

Otras fuentes de O," y de H,O, son las enzimas oxidativas, como la xantina
oxidasa, las NADPH/NADH oxidasas, la acil CoA oxidasa, los citocromos P-450 y

pequefias moléculas autooxidables como las catecolaminas y las quinonas (101, 102).

2. Los peroxisomas son organulos citoplasmaticos que contienen una elevada cantidad
de peroxidasas. Catalizan reacciones como la hidrolisis de lipidos, en los que el

principal subproducto de reaccion es el H,0..

3. En la pared intestinal residen una gran cantidad de fagocitos (incluyendo
macrofagos, neutrdfilos y eosindfilos) y por tanto una tasa elevada de NADPH oxidasa
y mieloperoxidasa. La funcion principal de los leucocitos es su actividad microbicida

que se debe, en gran medida, a la capacidad que tienen para producir radicales libres.
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El intestino a su vez es un tejido muy activo metabolicamente, con una elevada
produccion de ATP. Todo esto indica que el potencial para producir MORs, en

condiciones normales, es muy elevado (103).

Durante el transcurso de la migracion de neutréfilos, estos fagocitos pueden
interaccionar con una amplia variedad de agentes proinflamatorios como el LTBy,
PAF, complejos del sistema inmune... resultando en la activacion de la NADPH
oxidasa [(104)]. La activacion de esta flavoproteina supone la produccion y liberacién
de grandes cantidades de O,” y H,0,, también como de oxidantes derivados de la
actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO), como son el &cido hipocloroso (HOCI)
y las N-cloraminas (RNHCI).

ELASTASA
COLAGENASA _ N ;.-.'.

MIELOPEROSIDASA

IHH,

.00, 4 G -—" H:H'ILDHNI-CI
|>—» Cp- O QT

NADPH OXIDASA

LACTOFERRINA
GELATINASA
CATEPSINA G

Activacion metabolica del neutréfilo para la produccion de metabolitos reactivos del oxigeno
(modificada de Conner et al, 1996).

Ademas de los MORs, los fagocitos activados producen grandes cantidades del
radical libre 6xido nitrico (NO). Se trata de un metabolito reactivo del nitrogeno
(MNR) que puede autooxidarse y reaccionar con O, generando otras variedades de
oxidos nitrogenados: didxido de nitrogeno (NO,), trioxido de dinitrégeno (N2Os3) y

nitrito (NO3). EI NO, y el N20O3 son potentes agentes oxidantes y N-nitrosantes.
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4. La enzima xantina deshidrogenasa, predominante en los endotelios, normalmente
depura las xantinas formando &cido urico. Cuando pasa a la forma oxidasa en situacién
de isquemia, por estimulacién por Ca®*, etc, se generan elevadas cantidades de O,” y
H,0,.

5. El habitat intestinal de un individuo contiene entre 300 y 500 especies bacterianas
diferentes (1). Las bacterias anaerobias exceden en nimero, de 100 a 1000 veces, con
respecto a las bacterias aerdbicas (1). Los géneros bacteroides, bifidobacterium,
eubacterium, clostridium, peptococcus, peptostreptococcus y ruminococcus son los
mas abundantes, mientras que aerobios como escherichia, enterobacter, enterococcus,
klebsiella, lactobacillus, proteus, etc, son el género menos predominante (2). Aunque
las bacterias aerdbicas estan en menor proporcion, se ha demostrado que algunas
contribuyen a la produccion de oxidantes en la luz intestinal. El Enterococcus faecalis
tiene capacidad para producir radicales como O,", H,O, y OH" (105, 106). Otro tipo
bacteriano que contribuye a la formacion de MORs es el Lactobacillus, que genera
H,0, (107).

B. Citotoxicidad de los oxidantes

Los MORs originan lesion tisular por multiples mecanismos (8). EI OH™ oxida
grupos sulfhidrilos (-SH) de enzimas esenciales o proteinas transportadoras, lo que
supone la inactivacion de las mismas. Este radical provoca mutaciones y roturas de
cadenas de ADN. La peroxidacion lipidica es otra de las alteraciones bioldgicas
causadas por el OH". Los acidos grasos poliinsaturados, como el &cido araquidonico,
son los mas susceptibles de ser atacados por este oxidante. En este momento comienza
una reaccion en cadena que supone la produccion de hidroperoxidos lipidicos que
perpettan el proceso y que a su vez confieren una alteracion de la fluidez y la
permeabilidad de las membranas celulares (103). EI OH produce la despolimerizacion
de la mucina que recubre el tracto gastrointestinal, degradando la capa de moco

protectora necesaria para el mantenimiento de la funcion de barrera intestinal (108).

El HCIO es un agente oxidante inespecifico con un efecto toxico de 100 a 1000
veces superior al del O," o el H,O, . La citotoxicidad asociada al HCIO se debe a la

oxidacion de grupos sulfhidrilo, la inactivacion de hemoproteinas y citocromos, la
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clorinacion de las bases puaricas de ADN y la degradacion tanto de aminoacidos como

de proteinas (8).

Los MORs también pueden ser liberados al espacio extracelular donde causan
lesiones tisulares por mecanismos diferentes, pudiendo producir la degradacion de la

matriz extracelular.

De igual modo, se ha demostrado que el NO y las especies derivadas del
mismo median dafio celular y que originan un incremento en la secrecion de ClI" y de
H,O (109).

C. Mecanismos biologicos de defensa

Capa de moco

El carécter hidrofobico del moco gastrointestinal parece ser un factor critico en
la defensa de la mucosa gastroduodenal (110, 111). La hidrofobicidad de la superficie
es atribuible a la capa de moco, constituida por lipidos que recubren todo el epitelio
intestinal (112, 113). El papel primordial es la proteccion frente a multiples

poblaciones bacterianas con alto contenido en toxinas.

Secrecién

El fluido isoténico secretado por las células epiteliales es necesario para
favorecer tanto la digestion como la correcta hidratacion del epitelio intestinal. A su
vez se trata de un mecanismo de defensa, cuyo objetivo es la eliminacion de sustancias
toxicas capaces de producir alteraciones estructurales y funcionales. La secrecion de
Cl" desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis epitelial.
Algunos autores proponen que la secrecion intestinal y la diarrea, mediada por los
MORs, tienen un papel protector, como mecanismo de lavado de la luz intestinal,
eliminando asi los microorganismos y antigenos alli presentes que favorecen el dafio
tisular (52).
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Defensas especificas

Para prevenir la lesiéon celular y tisular mediada por los MORs, existe un
mecanismo protector intrinseco, constituido por diferentes lineas de defensa

antioxidante:

e La primera linea de defensa frente a los MORs esta constituida por la accion de
enzimas especificas. La superoxido dismutasa (SOD), citosélica (cobre-zinc-
dependiente) y mitocondrial (manganeso-dependiente), es responsable de la
disminucion de los niveles de O,". El sistema de glutation peroxidasa (GPX,
selenio-dependiente) y el de catalasa (peroxisomica) son importantes en la
regulacién de los niveles de H,O,. Otras metaloproteinas como la metalotioneina,
aunque no actGian como enzimas, son importantes en la regulacion del metabolismo

del zinc y del cobre y poseen un elevado potencial para eliminar el OH™ (114).

0,
Superdxido Fei Fe®*
.. dismutasa Z; . -
O, — H,0O, » OH +OH — H),0O
‘ 2GSH
Catalasa Glutation Glutation
peroxidasa reductasa
H,O H,O GSSG

Mecanismo enzimatico antioxidante (esquema modificado de Robbins; Mc Graw-

Hill Interamericana).

e Lasegunda linea de defensa esta constituida por una amplia variedad de sustancias
como la vitamina E, la vitamina C, los carotenoides, el glutation reducido (GSH),
la cisteina, el acido Urico y la metionina. Se trata de agentes capaces de eliminar
los MORs directamente (8, 115).
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e Un tercer mecanismo de defensa es la eliminacién del hierro y del cobre libre, lo
que reduce la capacidad de generacion del radical hidroxilo mediante la reaccién
de Haber-Weiss (115).

D. Efecto de los oxidantes sobre las funciones secretora y de barrera intestinal

Los oxidantes derivados de los neutrofilos desempefian un mecanismo de
defensa fundamental frente a los agentes extrafios que invaden la luz intestinal, pero
por su potente efecto lesivo pueden originar, entre otras cosas, alteraciones a nivel de
la funcidn de secrecidén y de la barrera epitelial. Se sabe que determinados MORs
como la monocloramina (NH.Cl), el H,O, y el HOCI producen cambios
fisiopatoldgicos en la mucosa intestinal, que incluye un incremento en la

permeabilidad y la modificacion del transporte electrolitico (8-10).

Un sintoma comun en la Ell es la diarrea, debida en parte a la secrecion de
fluido y electrolitos, como resultado de una alteracion del equilibrio normal de
absorcién / secrecion. Multiples estudios apuntan a los oxidantes como los causantes
de este sintoma debido a su capacidad para modificar la funcion de secrecién, como es
el caso de la NH,ClI, el H,0,, el NO y sus derivados (10, 11, 116).

Uno de los oxidantes mas estudiado es el H,O,. Se ha demostrado que este
MOR estimula la secrecién electrogénica de CI° debido a la liberacion de

neutoransmisores en respuesta a un aumento en los niveles de PGs (10, 52).

Sin embargo, este cambio funcional originado por los oxidantes, no es el Unico,
pues tanto los MORs como los MNRs alteran la permeabilidad del epitelio intestinal
(9, 94, 117). El estrés oxidativo estd asociado con un incremento en la fosforilacion de
tirosinas de proteinas celulares, que puede desestabilizar la barrera epitelial y producir
su alteracion (94). La modificacion del residuo desestabiliza uniones adherentes y las

uniones fuertes (TJ) en tejido epitelial (91-93).

El H,0O, es uno de los oxidantes fisiologicos capaz de producir la fosforilacion
de las proteinas que conforman los complejos de union intercelular, lo que se traduce

en un descenso de la resistencia transepitelial (RT) y un aumento del flujo pasivo de
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iones y solutos a través de la via paracelular (94). La asociacion entre la fosforilacion
de tirosinas y el incremento en la permeabilidad paracelular inducida por el H,O,
puede estar mediada por una modificacion en los niveles intracelulares de Ca** y de
ATP que afecta a la permeabilidad epitelial (118, 119).

3. PAPEL DE LOS OXIDANTES EN ENFERMEDADES COMO
LA EIl Y LA ISQUEMIA/REPERFUSION

Largos periodos de inflamacién, la isquemia y la posterior reperfusion, entre
otras, son situaciones caracteristicas de mdaltiples enfermedades como la Ell o la
isquemia mesentérica o incluso durante el transcurso de transplantes intestinales en los
que los periodos de anoxia son elevados. Dichas situaciones pueden conducir a un
dafo tisular, desembocando en la aparicion de complicaciones funcionales (120) donde
se ha identificado a la produccion masiva de MORs como el principal factor causante
(103, 120).

La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn se caracterizan por inflamacion
del tracto gastrointestinal, tal que la mucosa presenta un infiltrado denso de células
inflamatorias, compuestas principalmente por neutrofilos, macrofagos y linfocitos. La
gran habilidad de estas células para sobreproducir MORs y MNRs, como mecanismo
de proteccidn, son en parte causantes de la lesion de la mucosa intestinal caracteristica

en dichas patologias (12, 121).

Por otro lado, las condiciones de isquemia/reperfusion que tienen lugar durante
el transcurso del transplante intestinal o en el desarrollo de la isquemia mesentérica,
contribuyen a la formacion elevada de oxidantes. Durante el periodo de isquemia, el
consumo de ATP es excesivo lo que conduce a la acumulacién de hipoxantina y
xantina que, con la consiguiente etapa de repercusion, se metabolizan originando
cantidades masivas de O," y H,0,, lo que favorece la lesion tisular por mecanismo
oxidativo (122).

Sabiendo que los oxidantes son los causantes de parte de las lesiones

caracteristicas en multiples enfermedades intestinales, seria interesante investigar las
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repercusiones funcionales del tratamiento con H,O, luminal y valorar el nivel de

participacion de las enzimas antioxidantes enddgenas.
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Hipobtesis y Objetivos

Las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno estan involucradas en
multitud de desérdenes y disfunciones intestinales, incluyendo la Ell y la isquemia-
reperfusion (12, 122). Los monocitos, eosinofilos y macréfagos de pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal generan cantidades de oxidantes mucho mas

elevadas que las células inflamatorias de individuos sanos (123-125).

La concentracion de MORs en la luz intestinal alcanza niveles elevados como
consecuencia del metabolismo bacteriano o de la migracion de neutréfilos durante el
desarrollo de enfermedades como la Ell (126). Entre los diferentes oxidantes cabe
destacar la importancia del H,O, pues desempefia un papel fundamental en la
iniciacion y propagacion del dafio inflamatorio epitelial. Por su caracter oxidante actla
sobre lipidos y grupos tidlicos de enzimas clave, inactivandolas (127). Por su larga
vida media y su naturaleza lipofilica, el H,O, atraviesa con relativa facilidad las

membranas celulares, pudiendo asi alcanzar multitud de tejidos y érganos.

El contacto directo y prolongado de los oxidantes con la mucosa produce
cambios en las funciones normales. Es suficientemente conocido que el H,0O, estimula
la secrecion de ClI a corto plazo (52, 128) y que afecta a la funcion de barrera epitelial
(9, 94).

Sabiendo que la presencia continua de oxidantes en la luz intestinal induce
cambios importantes en las funciones intestinales, cabe pensar que éste 6rgano debe
haber desarrollado un mecanismo de defensa fuertemente especializado. Conocer los
efectos del H,O, sobre la secrecion y la barrera, identificando los mecanismos por los
que afecta a dichas funciones, y el papel que ejercen las defensas antioxidantes
enddgenas permitiria tener nuevas dianas terapéuticas frente a enfermedades que
cursan con episodios inflamatorios prolongados. Por tanto, las hipdtesis y los objetivos

planteados en este trabajo fueron:
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Hipotesis #1.- EI H,O, luminal y otros oxidantes relacionados estimulan la secrecion
de CI" a través de mediadores neuroendocrinos.
Objetivo 1.- Estudiar el efecto del H,O, luminal sobre la secrecién basal.

Objetivo 2.- Investigar el mecanismo por el que se modifica el transporte de CI'.

Hipdtesis #2.- La exposicion prolongada al H,O, luminal y a otros oxidantes
relacionados altera la funcion de barrera epitelial.
Objetivo 1.- Estudiar el efecto del H,O, luminal sobre la funcién de barrera
epitelial.
Objetivo 2.- Investigar el efecto del 6xido de fenilarsina (PAO) y de la

cloramina T, ambos luminales, sobre la funcién de barrera.

Hipotesis #3.- El colon distal debe presentar un mecanismo de defensa enzimético
muy especializado frente al H,O..
Objetivo 1.- Investigar la implicacion de la catalasa enddgena frente a la
exposicion prolongada al H,O, luminal.
Objetivo 2.- Evaluar la participacion de la GPx enddgena frente al tratamiento

luminal con H,0..
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Animales

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron ratas Sprague-Dawley
macho, nacidas y mantenidas en jaulas en el animalario de la Unidad de Investigacion:
Medicina y Cirugia Experimentales del Hospital Clinico San Carlos, de acuerdo con el
protocolo aprobado por la Comision de Investigacion y notificado a la Seccion de
Proteccion de Animales de la Direccion General de Agricultura de la Comunidad de
Madrid. Las ratas tuvieron libre acceso a agua y a alimento estandar, y fueron
mantenidas bajo condiciones de temperatura, humedad y ciclos de luz-oscuridad
controlados. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la normativa
legal vigente (Directiva Comunitaria 86/609 y REAL DECRETO 223/1988 de 14 de
Marzo sobre la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos — BOE).

Obtencion de muestras

Las ratas se sacrificaron con exceso de éter etilico. Por una laparotomia media
se accedio a la cavidad abdominal, extrayendo la parte distal del colon que
inmediatamente se sumergié en solucion tampon (115 mmol/l de NaCl, 2.8 mmol/l de
KCI, 1.1 mmol/l de CaCl;, 1.9 mmol/l de K;HPO,4, 0.5 mmol/l de KH,PO4, 25 mmol/i
de NaHCOg3, 0.8 mmol/l de MgSO, y 5.2 mmol/l de glucosa) fria y gasificada con una
mezcla de O, /CO, al 95/5 % respectivamente. EI colon distal se abrid
longitudinalmente a lo largo del borde mesentérico y se cortd en pequefias piezas, que
se montaron en camaras de Ussing modificadas de manera pareada. Las muestras de
tejido se colocaron estiradas en el interior de la cdmara, quedando la superficie mucosa
dispuesta hacia uno de los reservorios y la superficie serosa hacia el otro reservorio de
la camara. En ambos, se afiadieron 5 ml de solucién tamponada a pH = 7.4,

temperatura 37° C y gaseada con O, al 95 % y CO, al 5 %.

Estas muestras, asi tratadas, se utilizaron para los estudios de electrofisiologia,

de permeabilidad o de histologia.
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Céamara de Ussing modificada

Electrofisiologia

La célula epitelial estd equipada con un gran nimero de canales iénicos,
transportadores y bombas que se organizan de una manera polarizada. EI movimiento
ionico caracteristico de este tipo celular tiene lugar a través de estos transportadores

especializados localizados tanto en la membrana apical como basolateral.

Las células epiteliales se disponen formando una monocapa fuertemente unida,
que debido al paso electrogénico de iones genera una diferencia de potencial basal
entre ambas membranas apical y basolateral. Las lecturas de potencial normales de

estas células son tipicamente negativas.

La corriente de cortacircuito (short circuit current, Isc) es la corriente requerida
para anular el voltaje del tejido y neutralizar el transporte pasivo de iones. Se trata de
una medida del movimiento iénico activo a través de las membranas del epitelio. La
resistencia transepitelial (RT) representa la resistencia del epitelio, que se usa como
indicador de la permeabilidad, que incluye la permeabilidad transcelular (a través de
las membranas apical y basolateral) y paracelular (a través del espacio intercelular)
(129).
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Mediante electrodos de Ag-AgCl es posible conectar, a un clamp de voltaje-
corriente, las soluciones mucosa y serosa del tejido montado en las camaras de Ussing
(EVC-4000, Voltage-current clamp World Precision Instruments Inc. New Haven,
Conn., USA). Esto permite determinar el potencial basal, que denominamos Ey.
Posteriormente, el tejido es cortocircuitado mediante la aplicacion de un pulso de
corriente, de intensidad conocida (50 uA) que denominamos Eso. Con estos datos y

mediante la aplicacion de la ley de Ohm, es posible determinar la RT y la Isc del

tejido:

RT (Q-cm? = (Eq — Eso) - Area/ (lo—Isg) (En valor absoluto)

Isc (pA-cm?) =Eo/RT  (En valor absoluto)

Eo = Potencial basal

Eso = Potencial tras aplicacion de una corriente de 50 pA.
Area = area de tejido expuesto.

lo=0puA

Iso =50 A
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Clamp de voltaje/corriente conectado a las camaras de Ussing a través de

electrodos de Ag-AgCl. El bafio mantiene la temperatura a 37°C y la
conexién con la bombona de O,/CO, (95%/5%) mantiene las muestras

gaseadas.

Tratamiento y estudio del tejido

Las muestras de tejido, montadas en las camaras de Ussing y mantenidas bajo
las condiciones de temperatura y oxigenacién Optimas, se manipularon
farmacoldgicamente para estudiar el efecto sobre la RT y/o la Isc. Estas sustancias se
afiadieron a los reservorios mucoso y/o seroso y se mantuvieron durante el periodo
determinado para cada estudio. Durante la incubacién se recogieron los valores de Eg y

Eso, lo que permitio obtener cinéticas de RT e Isc.

Los agentes utilizados fueron:

Agonistas:
e Forskolina: Activador de la secrecion de Cl™ a través de la via del AMPc
(130).

31



Material y Métodos

Oxidantes

e H,0,: agente oxidante fisiologico.

e Oxido de fenilarsina (PAO): Oxidante de grupos tidlicos e inhibidor de
proteinas tirosin fosfatasas (131).

e Cloramina T: Agente oxidante que a pH neutro o ligeramente alcalino oxida

residuos de metionina y cisteina (132).

Inhibidores

e Atropina: Blogueante de los receptores de ACh muscarinicos (133).

e Indometacina: Inhibidor de la sintesis de PGs (134).

e 3-Amino-1,2,4-triazole: Inhibidor especifico de la enzima catalasa (135).

e Acido mercaptosuccinico: Inhibidor de la enzima GPx (136).

Para los estudios de sustitucion ionica se utilizé una solucién tampdn a la que
se le sustituyeron las sales de CI" (NaCl, KCI, y CaCl,) por cantidades equimoleculares
de gluconato de Na*, K*y Ca*".

Estudios de permeabilidad

Los estudios de difusion con moléculas fluorescentes se utilizaron para evaluar
el estado de la permeabilidad paracelular del tejido tras diferentes tratamientos. Los
marcadores que se utilizaron fueron el isotiocianato de fluoresceina (FITC, de peso
molecular = 376.3 Da) y dextrano marcado con fluoresceina (FD4, de peso molecular
= 4400 Da) (137).

Tras montar el tejido en las cAmaras de Ussing, se afiadié el fluoroforo (FITC o
FD4, a concentracion final 140 uM) al reservorio en contacto con la mucosa. A los 30,
60, 90 y 120 minutos de incubacion se recogieron alicuotas de 100 ul de la camara
serosa. Las muestras recogidas se almacenaron en hielo y en oscuridad hasta la
determinacion de la concentracion de fluoroforo. A su vez, se prepar6 una curva
estandar con concentraciones conocidas de FITC o FD4 diluidas en solucion tampdn

que sirvio para correlacionar la medida de fluorescencia con la concentracion de
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fluoréforo. Las muestras de la curva patron también se almacenaron en hielo y en

oscuridad hasta la lectura de las mismas.

Una vez obtenidas todas las muestras, se cargaron por duplicado en placas de
96 pocillos. La fluorescencia emitida por las muestras se determindé mediante un
Lector de Fluorescencia en Microplaca FL600 (BIO-TEK), utilizando una longitud de
onda de excitacion de 480 nm y de emision de 520 nm. Las medidas de fluorescencia
emitida por las muestras de la curva patrdn sirvieron para conocer la concentracion de

fluordforo de las muestras problema.

La determinacion de las concentraciones de FITC o FD4 a los diferentes

tiempos de incubacidn (30, 60 90 y 120 minutos) permitié calcular:

1. El porcentaje de paso del fluoréforo

Este valor nos dio informacion del porcentaje de fluordforo que atravesé el

tejido respecto de la concentracion inicial afiadida al reservorio mucoso.

% paso = C, /Cy - 100

Cy, = Concentracion de fluordforo en la camara serosa.
Co = Concentracion inicial de fluor6foro en la camara mucosa (140 uM en nuestro

caso).

2. El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp)

El valor de Papp nos dio informacion de la permeabilidad del tejido en un

intervalo de tiempo determinado. Su calculo se hizo como se detalla a continuacion:
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Papp (cm - s*) = (dc/dt) -V - Co*- A

dc/dt = cambio de la concentracion serosa de fluordforo entre el minuto 60 y 120.
V = volumen de la camara.
C, = concentracion inicial de fluoréforo en el reservorio mucoso.

A = area de intestino expuesto en la cAmara.
Histologia

Las muestras de tejido colico, incubadas en las camaras de Ussing y tratadas

posteriormente, se recogieron y almacenaron en formol al 3.7-4% hasta ser procesadas.

La preparacion de las muestras se realizd de la siguiente manera: el tejido se
colocé en cassettes para pasarlos a través de un procesador automatico de inclusion de
tejidos en vacio (Leica ASP 300). Posteriormente, se extrajeron las muestras para
incluirlas en bloques de parafina, que permitieron el corte del tejido (con un
microtomo Microm HM 325) con un grosor de 5 micras. Los cortes se recogieron en
portaobjetos que se pasaron en primer lugar por un montador automatico Promounter
RCM 2000 (Meisei) y posteriormente por un autotefiidor Tissue Stainer TST 50
(Medite) donde se tifieron con hematoxilina-eosina.

La valoracion de las lesiones originadas por los diferentes tratamientos,
realizada por un observador externo (Dr. Luis Ortega Medina), se estandarizé de la

siguiente manera:

Extension de la lesion:

1. Superficial

2. 1/3 de la capa mucosa
3. 2/3 de la capa mucosa
4

toda la capa mucosa
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Descamacion del epitelio de revestimiento:
1. baja
2. media
3. alta

Inflamacion:
1. leve
2. moderada

3. severa

Lesion de las criptas:
1. si

2. no

Determinacion de la concentracion de H,O»

Para determinar la concentracion de H,O, final en la camara de Ussing se
siguio el protocolo empleado por el grupo de DuVall y colaboradores (128). Se recogio
una alicuota de 500 pl, se diluyé 1:10 y se evalu6. Para ello se tomaron 200 ul de
muestra diluida y se mezclé con 800 nul de buffer fosfato potésico a pH 7.0 que
contenia 1.5 mM de 4-aminoantipirina, 0.11 M de fenol, 100 uM de alopurinol y 0.005
U/ml de peroxidasa de rabano picante (producto obtenido en Bionova Cientifica S.L.,
Madrid). A continuacion se midio la absorbancia (A = 510 nm) que emitia la muestra
utilizando un espectrofotometro de doble haz Hitachi U-2000. Para correlacionar la
medida de absorbancia con la concentracion de H,O,, se prepard una curva patron con
muestras de H,O, a concentraciones conocidas, que se trataron siguiendo el mismo

protocolo empleado para las muestras problema.
Determinacion de la concentracion de GSH intracelular
Las muestras incubadas en las cAmaras de Ussing y tratadas se recogieron, para

determinar la concentracion intracelular de GSH. Se siguio el protocolo recomendado

por el kit comercial de Calbiochem (facilitado por Bionova Cientifica S.L., Madrid)
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para la determinacion de GSH. El tejido obtenido se perfundié con NaCl (0.9%) que
contenia heparina (0.16 mg/ml). Se lavo con NaCl (0.9%) frio y se sec6 con un papel
absorbente. A continuacion se pesd, y se homogeneizd, con un homogenizador de
tejidos de vidrio, en acido metafosférico al 5% a una concentracion final de 5% en
peso/volumen. Posteriormente se centrifugo a 4900 rpm durante 10 minutos a 4°C y se

recogié el sobrenadante donde se determind la concentracion de GSH.

Determinacion de la concentracion de proteina total (Método de Bradford)

La concentracion de proteinas del tejido homogeneizado se determind en los
pellets obtenidos tras la centrifugacion, debido a que el medio &cido que proporciond
el &cido metafosforico hizo que las proteinas precipitaran y no quedaran en el

sobrenadante. Por ello se resuspendieron los pellets en 200 pl de NaOH 1N.

Para determinar la concentracion de proteina total se diluyeron las muestras
1:100 en NaOH 1 N y se valoraron por el método de Bradford, siguiendo el protocolo
de referencia del reactivo de Bradford obtenido en Sigma-Aldrich Quimica S.A. En
una placa de 96 pocillos se afadieron 5 ul de muestra + 150 ul de reactivo de
Bradford. Las muestras se cargaron en la placa por duplicado. Tras 15 minutos de
incubacién (tiempo suficiente para que se estabilizase el color) se midié la absorbancia
emitida a A = 620 nm en un espectrofotometro de microplacas Seac Sirio S. Para
correlacionar los valores de absorbancias con concentracion de proteina, se prepard
una curva estandar con seroalbumina bovina (BSA) de concentraciones conocidas. Las
muestras de la curva se cargaron igualmente en la placa y se procesaron siguiendo el

mismo protocolo que se empleo para las muestras problema.

Determinacion de la actividad de catalasa

Las muestras incubadas en las camaras de Ussing y tratadas, se recogieron para
determinar la actividad de catalasa enddgena, siguiendo el protocolo detallado por
Ellerby y Bredesen (138). El tejido recogido se perfundié con NaCl 0.9% que contenia
heparina 0.16mg/ml, se lavé con Tris-HCI 20 mM frio, pH 7.4 y se sec6 con un papel

absorbente, para posteriormente pesarlo. A continuacion se homogeneizo, con un
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homogenizador de tejidos de vidrio, en Tris-HCI 20 mM frio pH 7.4 a una
concentracion final de 10% en peso/volumen. Se centrifugé a 3000g, durante 10
minutos a 4°C, y se recogi6 el sobrenadante donde se determind la actividad de
catalasa y la concentracion de proteina total por el método de Bradford.

La actividad de los extractos fue monitorizada en funcion de la desaparicion de
H.O, a 240 nm. Se prepard una solucién stock de tampdn fosfato potasico (25 mi
tampon fosfato potasico 0.05M pH 7.0 + 85 ul de H,O, 30% (v/v)). La solucién del
ensayo se preparé en una cubeta donde se mezcld 0.90 ml de tampdn fosfato potasico
0.05M pH 7.0 con 0.45 ml de solucion stock y 30 ul del extracto crudo. EI cambio de
absorbancia a 240 nm se monitorizo durante 3 minutos, donde se calculd la actividad
de la enzima catalasa asumiendo que 1 unidad de actividad enzimética se
correlacionaba con la degradacion de 1 umol/min de H,O, (cantidad determinada a
partir de una curva patrén de concentraciones conocidas de H,0,). La actividad de
catalasa se corrigio respecto de la concentracion de proteina total en el sobrenadante

(diluido 1:10) por el método de Bradford anteriormente explicado.
Reactivos

Todos los reactivos utilizados se obtuvieron de Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Madrid, excepto algunos suministrados por otros proveedores que se han especificado
previamente.
Estadistica

Los resultados fueron presentados como la media + el error estandar de la
media. Las comparaciones estadisticas se hicieron siguiendo el test de la t de Student y

el test de ANOVA para muestras repetidas. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando el valor de p era inferior a 0.05.
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1. Validacion del método

La corriente de cortacircuito (Isc) se considera un indicador de la secrecion
electrogénica de CI” en diferentes modelos experimentales como la linea celular Tgy
(139), la mucosa/submucosa colica de rata (10) o el epitelio colico humano (140). Sin
embargo, hasta ahora no existen datos que demuestren esta correlacion en nuestro
modelo experimental (colon distal de rata intacto), por lo que fue necesario validar el
modelo. Para ello, se estudié la evolucidon de la Isc (basal y estimulada) en un medio en
ausencia de CI'.

Para evaluar la Isc basal se montaron las piezas de colon distal de rata en las
camaras de Ussing y se dejaron estabilizar durante 10 minutos en solucién tampdn.
Posteriormente se elimind la soluciéon de ambos reservorios (mucoso y seroso) y se
afiadié una nueva solucion tampon modificada, donde el CI" se habia sustituido por un
ion no transportable (gluconato). La ausencia del anion del medio provoco un descenso
muy répido y acusado de la Isc basal (figura 1a). Tras 5 minutos del cambio de
tampon, la Isc disminuyé hasta alcanzar un valor de 22.0 + 7.3 pA.cm™ (n = 6) frente
al valor de las muestras control (con CI") que permanecia en 60.5 + 12.2 pA-cm™ (n =
6; p = 0.022).

El descenso de la Isc fue consecuencia de un aumento importante en el valor de

Eso (tabla 1), lo que supuso un incremento muy acusado de la RT (figura 1b).

120 o a b
Tamp6n sin CI *k 207 Tampon *k

*% *%

100{ &~

*%

Isc (uA-cm-2)
RT (£2*cm?2)
g8 &

Tiempo (min) Termpo (i)

Figura 1.- Valores de Isc (a) y de RT (b) de muestras incubadas apical y basolateralmente
en solucion tampoén sin CI” (O) (n = 6) o solucién tampon normal con CI” (®) (n = 6). Los

valores corresponden a la media + SEM. (*p < 0.05; **p < 0.01).
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Control (n =6) Sin CI" (n =6) p
Eo (MV) -45+1.3 4.0+ 1.4 NS
Eso (MV) 1.2+1.0 127+1.9 < 0.001**
Isc (pA-cm™) 60.5 + 12.2 22.0+73 0.022*
RT (Q-cm?) 73.6+8.9 213.3+21.6 < 0.001**

Tabla I.- Valores de Eg, Esg, Isc y RT tras 5 minutos de incubacidn apical y basolateral con
solucién tampdn sin CI” frente al control en solucién tampén normal con CI". Los valores

corresponden a la media + SEM (*p < 0.05; **p < 0.01).

A continuacion se evalud el efecto de la ausencia de CI” en la Isc estimulada
por forskolina, un potente activador de la secrecion de CI” a través de la via del AMPc
por accidn directa sobre la enzima adenilato ciclasa (AC). Se montaron las muestras de
colon distal en las camaras de Ussing. Tras 10 minutos de estabilizacion se sustituyo la
soluciéon tampon normal, de ambos reservorios, por solucién con gluconato, y se
mantuvo durante 15 minutos. Finalmente se afiadio forskolina al reservorio mucoso a
concentracion final 10 uM. La adicion del activador apenas modificd la Isc, en
comparacion con el incremento que se observé en las muestras control (incubadas en
presencia de CI") (figura 2). El Alsc de las muestras sin CI” fue de 17.1 + 2.5 pA-cm™
frente a 67.7 + 13.8 pA-cm™ de los controles con CI™ (n = 4; p = 0.011).

La ausencia de CI" del medio ocasiong, en el colon distal intacto de la rata, un
descenso de la Isc basal junto con una respuesta leve a forskolina. El Alsc, tras 10
minutos de la adicién del agonista a las muestras sin CI’, s6lo llegé al 25 + 4 %
respecto de las muestras con CI’, por tanto la respuesta al agonista del AMPc se redujo
aproximadamente un 75%. Este resultado sugiere que el valor de Isc refleja

mayoritariamente el transporte vectorial de CI'.

39



Resultados

100 ~

*%

80 -

*%

Forskolina

/

0 5 10 15 20

Tiempo (min)

Alsc (uA*cm-2)

Figura 2.- Incremento de Isc tras la adicion de forskolina 10 uM al reservorio mucoso en
muestras incubadas apical y basolateralmente en solucion tampén sin CI (O) (n = 4) frente
a muestras control incubadas apical y basolateralmente en solucion tampon con CI° (@) (n =

4). Los valores corresponden a la media + SEM. (*p < 0.05; **p < 0.01).

2. Efecto de los oxidantes sobre la secrecion basal.

Tras validar el método procedimos a estudiar el efecto del H,O, sobre la
secrecion electrogenica de CI” en el colon distal intacto de la rata. El tratamiento de la
mucosa colica con el oxidante se efectuaria a través de su vertiente luminal.
Seleccionamos una dosis elevada de H,O, (10 mM) para conseguir que en la
proximidad de las células epiteliales se alcance una concentracion alta de oxidante

después de haber atravesado la capa protectora de moco.

Para ello, las muestras de tejido se montaron en las camaras de Ussing, se
dejaron estabilizar en solucion tampdn durante 10 minutos y se les afiadio H,O, (10
mM) al reservorio mucoso. Como se puede observar en la figura 3, la adicion del
oxidante produjo un incremento transitorio de la Isc basal, con un pico méximo a los 5
minutos. El Alsc de las muestras tratadas con H,O, fue 33.4 + 9.0 pA-cm™? (n = 6) a
diferencia del valor de las muestras control (sin H,O5) que fue -6.5 + 6.2 pA-cm™ (n =
5; p=0.007).
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Figura 3.- Isc basal de muestras tratadas apicalmente con H,0, 10 mM (O) (n = 6) frente a

muestras control incubadas en solucién tampon (®) (n = 5). Los valores corresponden a la
media + SEM (**p < 0.01).

El aumento en el valor de Isc fue consecuencia de un incremento (en valor
absoluto) de la Eo. La RT no sufri6 cambios significativos con respecto al control
(tabla I1).

Control (n=5) H,O, (n =6) p
AEo0 (mV) 05+0.2 -25+0.9 0.015*
RT (Q-cm?) 100.2 + 14.9 104.9 + 14.2 NS

Tabla I1.- Valores de Eq y RT tras 5 minutos de la adiciéon de H,O, 10 mM apical frente a
muestras control en solucién tampon. Los valores corresponden a la media + SEM (*p <
0.05).

A continuacion evaluamos si el incremento de Isc mediado por el H,O; era
consecuencia de la estimulacion del transporte de CI'. Para ello se mont¢ tejido cdlico

en las cdmaras de Ussing y se incubd durante 10 minutos en solucion tampén.
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Posteriormente, se elimind la solucion de ambos reservorios y se sustituyd por
solucion tampon modificada (sustitucion de CI" por gluconato). Tras 15 minutos de
incubacion, se afiadié H,O, al reservorio mucoso a concentracion final 10 mM. El pico
de secrecion inducido por el H,O; en las muestras control (con CI) no apareci6 en las
muestras bafiadas por solucion tampén sin CI™ (figura 4). EI Alsc sélo fue un 4.0 + 2.4
% respecto del control con CI" (n = 6; p = 0.001). La falta de respuesta tras la adicién
apical del H,O, fue consecuencia de la ausencia de CI" en el medio y no debido a la
interaccion quimica entre el oxidante y el gluconato de la solucion tampon utilizada

para el experimento.
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Figura 4.- Isc basal de muestras incubadas en solucién tampoén normal (®) (n = 6) o
solucién tamp6n sin CI" (O) (n = 6) durante 15 minutos. Ambas posteriormente tratadas con

H,0, 10 mM apical. Los valores corresponden a la media + SEM (**p < 0.01)

El H,O, luminal estimulaba la secrecion de CI” en el colon distal intacto de la
rata. Para conocer si este efecto era dosis-dependiente se evalu6 el comportamiento del
tejido tras el tratamiento con diferentes concentraciones de H,0O,, manteniendo
siempre las mismas condiciones experimentales. Las dosis de H,O, que se utilizaron
fueron 5 mM, 7.5 mM, 8.75 mM, 10 mM y 15 mM. EIl resultado del tratamiento
mostré que el tejido respondia ante el H,O, con una magnitud de Isc diferente segun la

concentracion de oxidante utilizada (figura 5). A dosis menores la secrecion
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incrementaba a medida que aumentabamos la cantidad de H,O,, mientras que a

concentraciones mayores, el pico de secrecion fue decayendo.
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Figura 5.- Valores de Alsc a los 5 minutos de la adicién apical de diferentes

concentraciones de H,O, (valores de n > 3). Los valores corresponden a la media + SEM.

Una vez confirmado que el H,O,, en contacto con la superficie apical de la
mucosa cdlica, estimulaba la secrecion electrogénica de CI', se procedio a estudiar el
comportamiento de este tejido frente a otros agentes con actividad oxidante. Para ello
se realizaron experimentos similares utilizando PAO y cloramina T (agentes oxidantes
no fisiologicos). Existen evidencias de que el PAO oxida residuos de cisteina (141), al
igual que el H,O, (142), frente a la cloramina T que oxida inespecificamente tanto

residuos de cisteina como de metionina (132).

Siguiendo el mismo protocolo utilizado para el H,O,, se estudié el efecto del
PAO. Las muestras de colon distal de rata se montaron en las camaras de Ussing y se
dejaron durante 10 minutos en solucion tampon para su estabilizacion. Posteriormente,
se afiadio PAO al reservorio mucoso, alcanzando una concentracion final de 0.2 mM.
La adicion de PAO provocd un aumento transitorio de la Isc basal (figura 6). Tras 5
minutos de la adicion del PAO, el Alsc fue 58.2 + 15.9 pA-cm™ (n = 10) frente a 5.3 +
3.1 pA-cm del control sin oxidante (n = 10; p = 0.004).
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Figura 6. — Isc basal de muestras incubadas apicalmente con PAO 0.2 mM (O) (n = 10)
frente a muestras control incubadas apical y basolateralmente en solucién tampén (@) (n =

10). Los valores corresponden a la media + SEM (**p < 0.01).

El aumento transitorio de la Isc basal fue consecuencia de una modificacion
significativa del valor de Eo, que se hizo més negativo. La activacion de la
conductancia de las membranas apical y basolateral se reflejo en un descenso leve de
la RT que no alcanzo la significacién estadistica. El desplazamiento de Eq y Eso hacia
valores més negativos, manteniendo la diferencia entre ambos, fue la causa de que la

modificacion de la RT no llegara a ser significativa (tabla Il1).

Control (n = 10) PAO (n = 10) p
AEy (mV) 0.2 +0.2 -3.0+0.8 0.001**
AEso (MV) -0.5+0.3 -45+1.2 0.005**
ART (Q-cm?) -95+33 -19.3+6.6 NS

Tabla I11.- Valores de AE,, AEsy y ART tras 5 minutos de la adicion de PAO 0.2 mM apical
frente a muestras control incubadas apical y basolateralmente en solucion tampén. Los
valores corresponden a la media + SEM ( **p < 0.01).
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De nuevo, siguiendo el mismo protocolo, se estudio el efecto de la cloramina T
sobre la Isc basal. Se coloco el tejido en las cAmaras, se dejo estabilizar 10 minutos y
se afadidé cloramina T (5mM) al reservorio mucoso. El tejido respondié con un
aumento transitorio de la Isc basal. Tras 5 minutos, el Alsc fue 113.6 + 29.6 pA-cm™ (n
= 4) frente al control sin cloramina T que fue 6.1 + 3.1 pA-cm™ (n = 4; p = 0.007**)
(figura 7).
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Figura 7.- Isc basal de tejido expuesto apicalmente a cloramina T 5 mM (O) (n = 4) frente
al control incubado apical y basolateralmente en solucién tampon (®) (n = 4). Los valores

corresponden a la media + SEM (**p < 0.01).

Una vez conocido el comportamiento del colon distal intacto de la rata, en
cuanto a secrecion, tras el tratamiento luminal con diferentes agentes oxidantes (H,O,,
PAO vy cloramina T), estudiamos el mecanismo implicado en el aumento de la Isc
observado. Trabajos previos habian demostrado que el H,O, basolateral produce un
incremento bifésico de la Isc en mucosa/submucosa de rata como consecuencia de un
aumento en la sintesis de PGs y la liberacion de neurotransmisores como la ACh (52).
Por tanto, nos planteamos evaluar la posible implicacion de ambos mediadores (PGs y
ACh) en la respuesta observada en nuestro modelo experimental.
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Para estudiar si las PGs estaban involucradas en la secrecion estimulada por el
H.O, en nuestro modelo experimental, utilizamos un inhibidor de la sintesis de las
mismas y posteriormente evaluamos la respuesta del tejido al tratamiento con H,O,. El
protocolo de trabajo fue el siguiente: se incubaron muestras de colon distal de rata en
solucion tampon durante 10 minutos, se afiadié indometacina (2 pM) (inhibidor de la
enzima encargada de la sintesis de PGs, la ciclooxigenasa (134) a ambos reservorios
(mucoso y seroso), se mantuvo durante 10 minutos y finalmente se afadio H,O,
(10mM) al reservorio mucoso. El resultado del experimento mostré que el tejido
tratado con indometacina respondia al H,O, con un incremento de la Isc basal, incluso
ligeramente superior al incremento del control no expuesto al inhibidor (figura 8). El
Alsc de las muestras incubadas con indometacina fue 63.9 + 11.0 pA-cm? (n = 9)

frente a 37.4 + 9.3 pA.cm™ de las muestras control sin indometacina (n = 9; p = NS).

Indometacina

160 + l

Isc(xA-cm-2)
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Figura 8.- Isc estimulada por H,O, 10 mM apical en muestras preincubadas 10 minutos y
mantenidas en presencia de indometacina 2 uM apical y basolateral (O) (n = 9) frente a
muestras incubadas apical y basolateralmente en solucién tampén (®) (n = 9). Los valores

corresponden a la media + SEM. (p = NS).

El incremento de la concentracion de indometacina (10 uM) y del tiempo de
preincubacién con la misma (30 minutos) no impidieron que el tejido célico
respondiera a H,O, con un aumento en la Isc basal (figura 9). La respuesta en la

secrecion estimulada por el H,O, no sufrié cambios significativos. El incremento de la
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Isc de muestras tratadas con indometacina fue de un 90.2 + 14.5 % respecto del control
sin indometacina (n = 3; p = NS). Por tanto, estos resultados sugieren que la sintesis de

PGs no estaba involucrada en la respuesta al H,O..
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Figura 9.- %Alsc estimulado por H,O, 10 mM apical de muestras preincubadas durante 30
minutos y mantenidas en presencia de indometacina 10 uM apical y basolateral () (n = 3)
frente a muestras en solucion tampén (™) (n = 3). Los valores corresponden a la media +
SEM. (p = NS).

A continuacion estudiamos la implicacion de la ACh en la secrecién
estimulada por el H,O,. Para evaluar el posible papel de dicho neurotransmisor se
utilizé un inhibidor de los receptores de ACh muscarinicos, la atropina (133) y
posteriormente se estudio el efecto del H,O, luminal. El protocolo que se siguio fue: se
montaron las muestras y se dejaron en solucion tampdn durante 10 minutos para su
estabilizacion, se afiadié atropina a ambos reservorios de la cdmara, a concentracion
final 1 ug/ml y tras 10 minutos de incubacién se afiadié H,O, (10 mM) al reservorio
mucoso. Como se muestra en la figura 10, la incubacion con atropina inhibio el pico de
secrecion estimulado por el H,O,. Las muestras tratadas con atropina presentaron un
Alsc de -1.3 + 8.6 pA-.cm™ en respuesta al H,O, (n = 6) frente a 55.2 + 13.7 pA-cm™

en las muestras control sin atropina (n = 6; p = 0.006).
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Figura 10.- Isc estimulada por H,O, 10 mM apical en muestras preincubadas, durante 10

minutos, y mantenidas con atropina 1 pg/ml apical y basolateral (O) (n = 6) frente a

muestras incubadas con solucién tampon (@) (n = 6). Los valores corresponden a la media
+ SEM. (**p < 0.01).

La ausencia del pico de secrecion caracteristico tras el tratamiento con H,0,
luminal podria deberse a una alteracion en la barrera intestinal producida por la
atropina. Sin embargo el tratamiento con este inhibidor durante los 10 minutos de
preincubacién no modifico la RT del tejido (tabla 1V).

RT (Q-cm?) n p

Control 87.3+7.1 6
NS

Atropina 83.7+7.6 6

Tabla IV.- RT tras 10 minutos de incubacion con atropina 1 pug/ml apical + basolateral

frente a muestras incubadas apical y basolateralmente en solucién tampon. Los valores
corresponden a la media + SEM.

Una vez conocido el papel que desemperiaban las PGs y la ACh en la respuesta

mediada por el H,O,, evaluamos la implicacion de ambos en la secrecion estimulada
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por los agentes oxidantes no fisiologicos utilizados anteriormente (PAO y cloramina
T).

Para analizar la participacion de ambos mediadores (PGs y ACh), en el efecto
generado por el PAO, se siguio el mismo protocolo que se utilizo en los experimentos
con H,0; (incubacion previa y mantenimiento de indometacina o atropina y adicion de
PAO al reservorio mucoso). Al igual que habia ocurrido para el H,O,, la secrecion
estimulada por el PAO solo se vio afectada por el tratamiento del tejido con atropina
(figura 11).
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Figura 11.- Alsc tras la adicion de PAO 0.2 mM apical en muestras preincubadas y
mantenidas en presencia de indometacina 1 pM apical + basolateral o de atropina 1 pg/ml
apical + basolateral frente a muestras control en solucién tampdén. Los valores corresponden

a la media + SEM. (*p < 0.05 entre muestras tratadas con atropina y muestras control).

Sabiendo que el unico mediador implicado en la secrecion estimulada por H,0,
y PAO era la ACh, se evalud su papel en la respuesta mediada por la cloramina T. Se
siguié el mismo protocolo empleado en el estudio de la implicacion de ACh en
respuesta al H,O, y al PAO. De nuevo, el blogueo de los receptores de ACh con
atropina inhibié el pico secrecion (figura 12). Las muestras tratadas con atropina
tuvieron un Alsc de 17.5 + 4.9 pA-cm™ en respuesta a cloramina T (n = 8) frente a 91.9

+17.0 pA-cm™ que tuvieron los controles sin atropina (n = 8; p < 0.001).
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Figura 12.- Isc estimulada por cloramina T 5 mM de muestras preincubadas durante 10

minutos y mantenidas en presencia de atropina 1 ug/ml apical y basolateral (O) (n = 8)

frente a muestras en solucién tampén (®) (n = 8). Los valores corresponden a la media +
SEM. (**p < 0.01).
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3. Efecto de los oxidantes sobre la funcién de barrera intestinal.

A pesar de la utilizacion de una concentracion elevada de H,O, luminal en los
estudios de secrecion, no se observo un cambio significativo en la RT del tejido tras
los tiempos de incubacion utilizados. Se sabe que el H,O, apical a esa dosis genera una
alteracion en la permeabilidad intestinal tanto en ileon de rata (9) como en linea celular
Caco-2 (94). Sin embargo, esta concentracion no origind cambios en la RT de nuestro
modelo experimental. Quizas, el tiempo de exposicion fue demasiado corto como para
observar un efecto sobre la funcion de barrera. Por ello, se aumentd el periodo de

incubacién hasta 120 minutos y se evalud la evolucion de la RT.

La metodologia que empleamos fue la misma que se siguié en los
experimentos de secrecion, a diferencia del tiempo de incubacion con el oxidante: las
muestras de tejido se montaron en las cdmaras de Ussing, se mantuvieron en solucion
tampon durante 10 minutos, se afiadié H,O, (10 mM) al reservorio mucoso y se incubo
durante un periodo de 120 minutos. Los valores de RT, descendieron de manera leve
durante el tiempo de exposicién, sin llegar a alcanzar la significacion (figura 13). A los
120 minutos de incubacion, la RT tenia un valor del 71.1 + 9.8 % respecto del control
sin H,0, (n = 8; p = NS). La modificacion de la RT fue muy poco notable a pesar de la

elevada concentracion de H,0O, utilizado.
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Figura 13.- %RT con respecto al control, en solucién tampon (®) (n = 8), de muestras
incubadas apicalmente con H,O, 10mM (O) (n = 8). Los valores corresponden a la media +
SEM. (p = NS).
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Nos servimos de los estudios de difusion de FITC (376.3 Da de peso
molecular) con el fin de conocer las modificaciones en la permeabilidad paracelular
inducidas por el tratamiento con H,O,. Para ello se montaron las muestras de tejido
célico en las camaras de Ussing, dejandose estabilizar durante 10 minutos en solucién
tampdn y se afiadio FITC (concentracion final 140 uM) y H,O, (concentracion final 10
mM) ambos al reservorio mucoso. Tras periodos de 30 minutos, se recogieron
alicuotas del reservorio seroso y se determind la concentracion de FITC en cada caso.
Esto permitid conocer el porcentaje de FITC que atraveso el tejido (% paso FITC) y el

coeficiente de permeabilidad aparente (Papp).

Como se puede observar en la figura 14, el tratamiento apical con H,O, 10 mM

no aumento la permeabilidad a FITC con respecto al control sin H,0.
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Figura 14.- Porcentaje de la concentracion de FITC recogido en el reservorio seroso
respecto de la concentracion de FITC afadida inicialmente al reservorio mucoso de
muestras en presencia apical de H,O, 10 mM (O) (n = 6) frente a muestras control en

presencia de solucion tampon (®) (n = 6). Los valores corresponden a la media + SEM. (p
=NS).
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El valor de Papp no presento cambios significativos con respecto al control sin

H,0, (Tabla V)

Papp (cm-sg™) n p
Control 1,24-10° + 0,16-10° 6 NS
H,O, 10 mM 0,95-10° + 0,35.10° 6

Tabla V.- Coeficientes de permeabilidad aparente para el paso de FITC desde el reservorio

mucoso al seroso. Los valores corresponden a la media + SEM.

Tras conocer que el H,O; a esa dosis no producia cambios significativos en la
RT y en la permeabilidad paracelular, nos planteamos estudiar, a nivel microscépico,
el tejido expuesto apicalmente a H,O, (10 mM) durante 120 minutos y asi poder
evaluar si existian alteraciones estructurales inducidas por el tratamiento, que no

tuvieran traduccion funcional.

Figura 15.- Muestras de colon distal de rata incubadas durante 120 minutos con: a)

solucion tampén; b) H,O, 10 mM apical

Tipo de lesion superficial
Descamacion del epitelio de )
o baja
revestimiento
Inflamacion leve
Lesion de las criptas no

Tabla VI.- Caracteristicas de la lesion de las muestras incubadas durante 120 minutos con

H,0, 10 mM apical.
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El resultado del tratamiento del tejido, con H,O, 10 mM apical durante 120
minutos, fue un cambio leve en la estructura del epitelio intestinal, con ligera
descamacion epitelial, presencia de algunas células inflamatorias superficiales y leve
congestion de los vasos sanguineos (figura 15b; tabla VI1). El efecto producido por el

H.O, fue mayoritariamente en la superficie.

Una vez sabido que el H,O,, a concentracién 10 mM, no generaba alteraciones
importantes en la RT, nos planteamos evaluar el efecto de una dosis de oxidante
mayor. Para ello se incremento la concentracion de H,O, a 25 mM, manteniendo tanto

las condiciones experimentales como el tiempo de exposicion.

El resultado del tratamiento con H,O, a concentracion 25 mM fue un descenso
paulatino de la RT, que se agravé a lo largo del periodo de incubacion. Tras 120
minutos, la RT alcanzo un valor del 44.1 + 2.9 % respecto del control sin H,O, (n = 6;
p =0.002) (figura 16).
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Figura 16.- %RT con respecto al control, en solucion tampo6n (™) (n =6), de muestras
incubadas apicalmente con H,0, 25mM (O) (n = 6). Los valores corresponden a la media
+ SEM. (**p <0.01).

El aumento de la concentracion de H,O, a 25 mM origind un descenso mayor
de la RT, lo que sugeria un comportamiento dosis-dependiente. Para estudiar mas

detalladamente el efecto se amplid el rango de concentraciones y se evalud la
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evolucion de la RT. El resultado obtenido, tras 120 minutos de incubacion, queda
reflejado en la figura 17. A dosis menores (1 mM) el descenso de la RT fue nulo. A

concentraciones superiores a 25 mM la caida de la RT no se acentud.
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Figura 17.- %RT con respecto al control, en solucién tampdn, a los 120 minutos de
incubacion apical con diferentes concentraciones de H,O,. Los valores corresponden a la
media + SEM. (n > 6; **p < 0.01).

Con el fin de analizar la repercusion morfologica del tratamiento se eligio el
tejido expuesto a la dosis mas alta de H,O, (100 mM) para su estudio mediante
microscopia Optica. Esto permitié observar los cambios estructurales que sufrieron las

muestras tras la oxidacion inducida (figura 18 b; tabla V11):
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Figura 18.- Muestras de colon distal de rata incubadas durante 120 minutos con: a) solucién de
tampon; b) H,O, 100 mM apical.
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Tipo de lesion superficial
Descamacion del epitelio de
o alta
revestimiento
Inflamacion leve
Lesion de las criptas no

Tabla VII.- Caracteristicas de la lesion de las muestras incubadas durante 120 minutos con
H,0, 100 mM apical.

Las alteraciones ocasionadas por el tratamiento con H,O, (100 mM) fueron
algo mas intensas respecto de las originadas por una concentracion de 10 mM: el
epitelio de revestimiento sufri6 mayor descamacion, el espacio entre las criptas
desaparecio y la superficie de la mucosa presentd un infiltrado inflamatorio. Sin
embargo, aun habiendo expuesto el tejido a una dosis tan elevada de H,0,, las

alteraciones ocasionadas no fueron excesivamente intensas.

Una vez conocido el efecto del H,O, apical en el colon distal de la rata a nivel
de barrera, nos planteamos evaluar el efecto de los oxidantes no fisiolégicos (PAO y
cloramina T) utilizados anteriormente en los estudios de secrecién. Con ello
pretendimos conocer si el resultado observado se debia a la oxidacion de residuos de

aminoacidos especificos.

En primer lugar se valoro el efecto que ejercia el PAO. Para ello se procesaron
las muestras siguiendo el mismo protocolo que se utilizé en los experimentos con
H.O,: se montaron piezas de tejido intacto en las cadmaras de Ussing, se mantuvieron
durante 10 minutos para su estabilizaciéon y se afiadi6 PAO (0.2 mM, concentracién
que produce cambios significativos en la RT de células Caco-2 (94)) al reservorio
mucoso, manteniéndolo durante 120 minutos. El tratamiento ocasiond un descenso
importante en la RT que se acentu6 a lo largo del periodo de incubacion
(comportamiento tiempo-dependiente) (figura 19a). A los 120 minutos de incubacion
con PAO 0.2 mM la RT alcanzo un valor del 34.4 + 5.4 % (n = 5) respecto del control
sin PAO (n = 4; p =0.009) (figura 19a).
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Para saber si el descenso de la RT observado tras el tratamiento con PAO
apical variaba en funcién de la dosis empleada, se valoré el efecto del PAO a diferente
concentraciones, siguiendo siempre el mismo protocolo. El resultado del tratamiento

fue una caida de la RT dosis-dependiente (figura 19b).
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Figura 19.- a) %RT con respecto al control, en solucién tampon (®) (n = 4), de muestras
incubadas apicalmente con PAO 0.2 mM (O) (n = 5); b) %RT con respecto al control, en
solucion tampon, a los 120 minutos de incubacion apical con diferentes concentraciones de

PAO. Los valores corresponden a la media + SEM. (n > 3; *p < 0.05; **p < 0.01).

Los cambios inducidos por el PAO (0.2 mM) apical, en la permeabilidad
paracelular, se evaluaron a través del estudio de difusiébn a macromoléculas. Las
muestras de colon se montaron en las cdmaras de Ussing y se dejaron durante 10
minutos en solucién tampdn hasta su estabilizacion. Se afiadié FITC (concentracion
final 140 uM) y PAO (concentracion final 0.2 mM) ambos al reservorio mucoso y se
incubd durante 120 minutos, recogiendo alicuotas del reservorio seroso en intervalos

de 30 minutos, pudiendo determinar el % de paso de FITC y el Papp de las muestras.

Como se puede observar en la figura 20, el tratamiento del tejido con PAO 0.2
mM produjo un aumento significativo de la permeabilidad a FITC con respecto al
control sin PAO. A los 120 minutos de incubacion con PAO, un 0.197 + 0.010 % del
FITC afiadido habia atravesado el tejido (n = 3), mientras que en las muestras control
sin PAO solo difundié un 0.086 + 0.016 % (n = 3; p = 0.004).
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Figura 20.- Porcentaje de la concentracién de FITC recogido en el reservorio seroso
respecto de la concentracion de FITC afiadida inicialmente en el reservorio mucoso para
muestras en presencia de PAO 0.2 mM (O) (n = 3) frente a los controles en solucién

tampon (@) (n = 3). Los valores corresponden a la media + SEM (*p < 0.05; **p < 0.01).

El valor de Papp de las muestras expuestas a PAO experimentd un aumento
significativo respecto de las muestras control sin PAO (Tabla VIII).

Papp (cm-sg™) n p
Control 1.8:10° + 0.24-10° 3
- - 0.007**
PAO 3.57-:10° + 0.35-10° 3

Tabla VIII.- Coeficientes de permeabilidad para el paso de FITC desde el reservorio
mucoso al seroso en muestras tratadas con PAO 0.2 mM frente al control en solucién

tampdn. Los valores corresponden a la media + SEM. (**p < 0.01).

Tras estudiar la permeabilidad a FITC, se evalud la permeabilidad a una
molécula de mayor tamafio, el FD4, un marcador de 4400 Da de peso molecular. El
protocolo empleado para este estudio fue el mismo que se utilizd en el experimento
con FITC. Sin embargo, en este caso el tratamiento con PAO no favorecié la difusion
de FD4 a traves del tejido (figura 21).
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Figura 21.- Porcentaje de la concentracion de FD4 recogido en el reservorio seroso
respecto de la concentracion de FD4 afiadida inicialmente en el reservorio mucoso de

muestras en presencia de PAO 0.2 mM (O) (n = 6) frente al control en solucién tampén (@)
(n =6). Los valores corresponden a la media + SEM.

El valor de Papp de las muestras tratadas con PAO no presentd diferencias
significativas respecto a las muestras control sin PAO (Tabla 1X).

Papp (cm-sg™) n p
Control 2.43-10° + 0.48-10° 6 NS
PAO 2.82:10° + 0.45.10° 6

Tabla IX.- Coeficientes de permeabilidad para el paso de FD4 desde el reservorio mucoso
al seroso de muestras tratadas con PAO 0.2 mM frente al control en solucion tampon. Los
valores corresponden a la media + SEM.

A continuacion se evaluaron a nivel microscépico las muestras expuestas
apicalmente a PAO 0.2 mM. Las caracteristicas que presentaron fueron las siguientes:
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Figura 22.- Muestras de colon distal de rata incubadas durante 120 minutos con: a)

solucion tampén. b) PAO 0.2mM apical.

Tipo de lesion

1/3 de la capa

mucosa
Descamacion del epitelio de
o alta
revestimiento
Inflamacién moderada
Lesion de las criptas no

Tabla X.- Caracteristicas de la lesién de las muestras incubadas durante 120 minutos con

PAO 0.2 mM apical.

La capa mucosa presento alteraciones leves, con descamacion del epitelio de

revestimiento y la presencia de polimorfornucleares en su superficie, mientras que las

criptas Lieberkiihn no se vieron afectadas por el tratamiento (figura 22b, tabla X).

Tras conocer el efecto del PAO apical se estudiaron las consecuencias del

tratamiento del tejido con cloramina T, también desde la vertiente luminal. Para ello se

procesaron las muestras siguiendo el mismo protocolo que se us6 anteriormente: se

montaron en las camaras de Ussing, se mantuvieron durante 10 minutos en solucion

tampdn para su estabilizacion y se afiadio cloramina T al reservorio mucoso, a

concentracion final 5 mM. La presencia continua de una concentracion elevada de

cloramina T produjo una caida de la RT que se fue agravando a medida que aumento el
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tiempo de exposicion (figura 23a). A los 120 minutos de incubacion la RT alcanzo un

valor del 43.5 + 6.7 % (n = 11) respecto del control sin cloramina T (n = 8; p = 0.019).

Al igual que se estudio la dependencia de la concentracion de H,O, o de PAO
en el efecto sobre la RT del colon, se evalud para la cloramina T. Para ello se sometid
al tejido a diferentes dosis de cloramina T y se mantuvo en incubacion durante 120
minutos en todos los casos. El resultado mostré una alteracion de la RT dosis-

dependiente (figura 23b).
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Figura 23.- @) %RT con respecto al control , en solucién tampon (@) (n = 8), de muestras
incubadas apicalmente con cloramina T 5 mM (O) (n = 11); b) %RT con respecto al
control, en solucién tampon, a los 120 minutos de incubacion apical con diferentes
concentraciones de cloramina T. Los valores corresponden a la media + SEM. (n > 3; *p <
0.05; **p < 0.01).

Siguiendo con el modelo de estudio, se pretendia evaluar los cambios en la
permeabilidad paracelular inducidos por el tratamiento luminal con cloramina T,
mediante estudios de difusién de FITC. Sin embargo, este ultimo, en presencia de
cloramina T, sufria apagamiento de su fluorescencia. La incubacion de ambos durante
un periodo de 30 minutos fue tiempo suficiente como para observar apagamiento en la
fluorescencia emitida por el FITC. EI porcentaje de fluorescencia emitida por la
mezcla FITC + cloramina T fue tan s6lo del 66.0 + 0.8 % (n = 3) respecto del control
sin cloramina T (n = 3; p = 0.036) (figura 24). Este resultado hizo que se descartara el

estudio de permeabilidad usando moléculas con propiedades fluorescentes.
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Figura 24.- Porcentaje de la fluorescencia emitida por FITC en presencia de cloramina T
(O) respecto del control en solucién tampo6n (M). Los valores corresponden a la media +
SEM. (*p < 0.05).

Morfolégicamente la cloramina T (5 mM), después de 120 minutos de
exposicién apical, produjo la descamacion de la mucosa generando la pérdida de su
estructura superficial, mientras que las criptas intestinales se conservaron
correctamente. El resto de la capa present6 una ligera inflamacion (figura 25b, tabla

X1).

Figura 25.- Muestras de colon distal de rata incubadas durante 120 minutos con: a)

solucion tampdn; b) Cloramina T 5mM apical.
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Tipo de lesion 1/3 de la capa mucosa
Descamacion del epitelio de
o alta
revestimiento
Inflamacion moderada
Lesion de las criptas no

Tabla XI.- Caracteristicas de la lesion de las muestras incubadas durante 120 minutos con

cloramina T 5 mM apical.

El tratamiento del colon distal de la rata con H,O, apicalmente (10 mM)
ocasionod alteraciones microestructurales similares a las ocasionadas por PAO (0.2
mM) y cloramina T (5 mM). Sin embargo, estos 2 oxidantes no fisiologicos originaron
cambios importantes en la funcién de barrera que no se observaron tras la exposicion

del tejido a H,O, a concentracion 10 mM.

Estos resultados nos llevaron a plantear la posibilidad de que la ausencia de
efecto podria ser la consecuencia de la desaparicion del H,O, afiadido a la cubeta,
quizés debido a la degradacion del mismo. Entre las hipdtesis planteadas se barajaba la
posibilidad de una degradacion del H,O, tras el contacto con el tejido o bien como
consecuencia de las propias condiciones experimentales de trabajo. Para comprobarlo
se dispusieron las camaras de Ussing con o sin tejido, se llenaron los reservorios
mucoso y seroso con solucion tampoén, se afiadio H,O, a concentracién 10 mM, se
mantuvo oxigenado, a 37° C, durante 120 minutos, y se determind la concentracion de
H.0,. Como se puede observar en la figura 26, la incubacion durante 120 minutos en
presencia de tejido produjo un descenso significativo respecto de la concentracion
afiadida inicialmente (concentracion final de H,O, = 7.6 + 0.2; n = 6; p < 0.001). Sin
embargo, el descenso en la cantidad de H,O; no se debid a una degradacion mediada
por el tejido, sino que fue consecuencia del propio periodo de incubacién, pues las
camaras sin tejido también presentaron un descenso en la concentracion final de H,O,
que no fue significativo con respecto al descenso experimentado en las camaras con
tejido (8.2 + 0.7 mM; n=5; p=NS) (figura 26).
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Figura 26.- Concentracion de H,O; en la cdmara de Ussing a tiempo 0 y tras 120 minutos
de incubacion en cubetas con tejido (O) (n = 6) frente a cubetas sin tejido (®) (n = 5). Los
valores corresponden a la media + SEM. (*p < 0.05 entre tiempo 0 y tiempo 120 minutos
para las cubetas sin tejido). (**p < 0.01 entre tiempo 0 y tiempo 120 minutos para las

cubetas con tejido).

A pesar de experimentar un descenso en la concentracion final de H,0,, la
dosis remanente permanecia aun elevada. El H,O, es un potente agente oxidante con
capacidad para alterar la permeabilidad intestinal incluso a concentraciones méas bajas
(9, 94).

Se sabe que el intestino es un 6rgano que genera grandes cantidades de MORs
y por ello debe disponer de un mecanismo de defensa antioxidante muy potente y
especializado. Es posible que la ausencia de efecto sea la consecuencia de una
proteccion importante desarrollada por este 6rgano. Por tanto, nos planteamos conocer
la funcidén antioxidante del colon distal de la rata, mediante la evaluacién del papel que

desempefiaban las enzimas antioxidantes endogenas (catalasa y GPXx).
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4. Participacion de las enzimas antioxidantes.

La catalasa y la GPx son dos enzimas enddgenas con actividad antioxidante
especifica que participan como linea de defensa antioxidante degradando el H,0,
generado. Por ello, nos planteamos evaluar la implicacion de ambas frente al estrés

inducido por el tratamiento con H,O, exdgeno.

La primera de la enzimas estudiadas fue la catalasa. Para ello se montaron
muestras de tejido célico de rata en las camaras de Ussing, dejandose estabilizar
durante 10 minutos en solucion tampdn. Posteriormente se afiadio aminotriazol
(inhibidor especifico de catalasa) a ambos reservorios, mucoso Yy Seroso, a
concentracion final elevada (50 mM), para asegurar la pérdida de la actividad
enzimética. Tras 30 minutos de incubacion se afiadid6 H,O, (10 mM) al reservorio
mucoso y se mantuvo durante 120 minutos, lo que produjo un descenso acusado de la
RT (figura 27). Tras los 120 minutos de incubacion con H,0,, el porcentaje de la RT
con respecto al control (sin aminotriazol ni H,O,) descendi6 hasta un valor del 37.8 +
14.2 % (n =4 ; p = 0.032). La caida de la RT no se debid a un efecto lesivo del propio

inhibidor, pues a esa dosis no causo alteraciones en la RT del tejido (figura 27).
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Figura 27.- %RT, con respecto al control en solucién tampén (M) (n = 4), de muestras
incubadas en presencia de aminotriazol 50 mM apical y basolateral (") (n = 4) y en
presencia de aminotriazol 50 mM apical y basolateral + H,O, 10 mM (O). Los valores

corresponden a la media + SEM (*p < 0.05).
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El aminotriazol potencio el efecto del H,O, apical sobre la RT pero no como
accion del propio inhibidor. Para conocer si a menores dosis de aminotriazol el
descenso de la RT mediado por el H,O, apical era menor, realizamos una curva dosis-
respuesta utilizando diferentes concentraciones de aminotriazol y manteniendo fija la
dosis de H,O, (10 mM). Para ello, seguimos el mismo protocolo que empleamos en el
experimento anterior, modificando Unicamente la dosis de inhibidor. El resultado del
experimento mostrd que el descenso en la RT era menor conforme disminuimos la

concentracion de aminotriazol (figura 28).
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Figura 28.- %RT, respecto del control, de muestras preincubadas durante 30 minutos en
solucién tampén o con diferentes dosis de aminotriazol apical y basolateral vy
posteriormente tratadas durante 120 minutos con H,O, 10 mM apical. Los valores

corresponden a la media + SEM (n > 4; * p < 0.05 respecto del control en solucién tampén).

El efecto del H,O, apical se ve potenciado a medida que se aumenta la dosis
de aminotriazol. Probablemente el aumento en la dosis de aminotriazol proporcione un
descenso mayor de la actividad de la enzima y con ello una lesién mas acusada. Para
comprobarlo se evaluo la actividad de catalasa del tejido expuesto a diferentes dosis de
aminotriazol y posteriormente tratado con H,O, (10 mM) apical. El resultado mostrd
que el colon distal perdia actividad enzimatica a medida que se aumentaba la

concentracion de inhibidor, es decir, el efecto es dosis-dependiente (figura 29).
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Actividad de catalasa (U/mg prot)

4 - I
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Sin tratar H202 10 mM AT AT AT AT AT
ImM+H202 5mM+H202 10mM+H202 20mM+H202 50mM+H202
10mM™M 10mM 10mM 10mM 10mM

Figura 29.- Actividad de catalasa endégena de 1) muestras homogeneizadas tras la
extraccion del colon (sin tratar); 2) muestras preincubadas durante 30 minutos en solucion
tampon o con diferentes dosis de aminotriazol apical y basolateral y posteriormente
tratadas durante 120 minutos con H,O, 10 mM apical. Los valores corresponden a la media

+ SEM. (n > 4; **p < 0.01 respecto de las muestras control sin tratar).

A medida que aumentabamos la dosis de aminotriazol el tejido perdia actividad
de catalasa enddgena y simultdneamente se incrementaba la lesion mediada por el
H,O,. Se comenzaba a ver un descenso significativo de la RT cuando el tejido fue
pretratado con una dosis de aminotriazol de 20 mM (figura 28). Asi, el tejido
necesitaba haber disminuido su actividad de catalasa endogena hasta un valor del 17.3
+ 3.5 % (n = 6) respecto del control sin tratar (n = 10) para conseguir una lesion
significativa en la RT (p < 0.001). Por tanto, el colon distal de la rata ofrece un fuerte
mecanismo de defensa antioxidante frente al H,O, (10 mM) apical que desaparece al

disminuir la actividad de catalasa endégena aproximadamente un 83 %.

Tras conocer que la catalasa evitaba el dafio mediado por el H,0, (10 mM)
apical y que su inhibicién favorecia el descenso de la RT, nos planteamos conocer si el
descenso de la actividad enzimatica también potenciaba el efecto de dosis mayores de
H.0,. Para ello evaluamos la RT en muestras preincubadas con igual concentracion de
aminotriazol (50 mM apical y basolateral) y diferentes dosis de H,O,, manteniendo en

todos los casos las mismas condiciones experimentales. El resultado que se obtuvo tras
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el tratamiento queda reflejado en la figura 30b, que se ha podido comparar con los
resultados obtenidos durante el estudio del efecto del H,O, en tejido no tratado con

aminotriazol:

1) a concentracion 1 mM de H,0O,, la inhibicion de catalasa no favorecié el descenso
en la RT. El porcentaje de la RT respecto del control sin H,O, fue 94.8 + 15.3 %
para muestras sin aminotriazol (n = 6) frente a 91.4 + 15.1 para muestras con

aminotriazol (n = 5; p = NS).

2) a concentracion 25 mM de H,0,, la inhibicion de la catalasa potencié el descenso
de la RT mediado por el H,O,. El porcentaje de la RT respecto del control sin
H,0, fue 44.1 + 2.9 (n = 8) en las muestras sin aminotriazol frente a 23.8 + 7.8 en

las muestras con aminotriazol (n = 8; p = 0.029%).

3) a concentraciones mayores, la inhibicién de la enzima no favorecid la lesion. A
100 mM de H,0, el porcentaje de la RT respecto del control sin H,O, fue 37.5 +
8.76 para muestras con aminotriazol (n = 7) frente a 37.0 + 12.4 para muestras sin

aminotriazol (n = 6; p = NS).
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Figura 30.- %RT, respecto del control en solucién tampon, tras 120 minutos de incubacién
con diferentes concentraciones de H,O, en: a) muestras sin aminotriazol; b) muestras
preincubadas y mantenidas con aminotriazol 50 mM apical + basolateral. Los valores

corresponden a la media + SEM (n > 4; *p < 0.05; **p < 0.01).
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Para estudiar los cambios producidos por el H,O, en la permeabilidad del tejido
tratado con aminotriazol, realizamos estudios de difusion de FITC y FD4. Antes de
realizar estos experimentos, fue necesario comprobar que la mezcla de H,O, +
aminotriazol no producia apagamiento en la fluorescencia emitida por el FITC, pues
ésta tornaba a una coloracion rojiza. Para ello se incub6 FITC (140 uM) + aminotriazol
(50 mM) + H,O, (10 mM) durante 120 minutos y finalmente se determind la
fluorescencia emitida. El resultado mostr6 que no existia apagamiento, pues el
porcentaje de fluorescencia emitida fue de un 102.6 + 4.9 % respecto del control sin

aminotriazol ni H,O, (n = 3; p = NS) (figura 31).
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Figura 31.- % fluorescencia emitida por FITC en presencia de H,0O, + aminotriazol (O) (n
= 3) o0 en solucion tampdn (M) (n = 3). Los valores corresponden a la media + SEM. (p =
NS).

Tras comprobar que la fluorescencia se mantenia intacta, se determind la
permeabilidad a FITC. El protocolo empleado fue el siguiente: las muestras de colon
distal de rata se montaron en las camaras de Ussing y se dejaron durante 10 minutos en
solucion tampon hasta equilibrarse. A continuacion se afiadié aminotriazol (50 mM) a
ambos reservorios de la camara de Ussing y se incubd durante 30 minutos, momento
en el que se afiadié H,O, 10 mM y FITC 140 uM ambos al reservorio mucoso. Se
mantuvo en incubacién durante 120 minutos, recogiendo alicuotas del reservorio
seroso en intervalos de 30 minutos. La inhibicion de catalasa potencio el efecto

ejercido por el H,0,, aumentando significativamente el transporte de FITC (figura 32).
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Figura 32.- Porcentaje de la concentracion de FITC recogido en el reservorio seroso
respecto de la concentracién afiadida inicialmente al reservorio mucoso de muestras
tratadas con aminotriazol 50 mM apical y basolateral + H,0, 10 mM apical (O) (n = 6)

frente al control en solucién tampén (®) (n = 6). Los valores corresponden a la media +
SEM (*p < 0.05).

El aminotriazol por si solo no produjo un aumento significativo en la
permeabilidad a FITC (figura 33).

0,8 1

0,6 4

0,4 4

0,2 -

% Paso de FITC

60 120
Tiempo (min)

Figura 33.- Porcentaje de la concentracién de FITC recogido en el reservorio seroso
respecto de la concentracion afiadida inicialmente al reservorio mucoso, a tiempo 60 y 120
minutos, de muestras tratadas con aminotriazol 50 mM apical y basolateral (O) (n = 6),

frente al control en solucién tampoén (M) (n = 6) (p = NS). Los valores corresponden a la
media + SEM.
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El valor de Papp de las muestras con aminotriazol + H,O, fue 2.7 veces
superior al de las muestras control sin ambos agentes (n = 6; p = 0.001) (Tabla XIII).
El inhibidor por si mismo no produjo alteraciones significativas en la permeabilidad
paracelular (tabla XII).

Papp (cm*sg-1) n

Control 490 E-6 + 0,68 E-6 6
Aminotriazol 756 E-6 + 1,42 E-6 6
Aminotriazol + H,0, 13,07E-6+1,71 E-6 ** 6

Tabla XIll.- Coeficientes de permeabilidad para el paso de FITC desde el reservorio
mucoso al seroso para muestras tratadas con aminotriazol (50 mM apical y basolateral) o
aminotriazol (50 mM apical y basolateral) + H,O, (10 mM apical) frente al control en
solucién tampon. Los valores corresponden a la media + SEM (**p < 0.01 entre muestras

tratadas con aminotriazol + H,0, y muestras control).

A continuacion estudiamos la permeabilidad a FD4, siguiendo el mismo
protocolo empleado para FITC. En este caso, la inhibicion de catalasa no favorecio
significativamente el transporte de esta molécula de mayor tamafio (figura 34).
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Figura 34.- Porcentaje de la concentracion de FD4 recogido en el reservorio seroso

respecto de la concentracién afadida inicialmente al reservorio mucoso de muestras

tratadas con aminotriazol 50 mM apical y basolateral + H,O, 10 mM apical (O) (n = 6)

frente al control en solucion tampén (®) (n = 6). Los valores corresponden a la media +

SEM. (p = NS).

El valor de Papp presentd un ligero aumento con respecto al control sin H,O; ni
aminotriazol , que no alcanzd la significacion (tabla XI11).

Papp (cm*sg-1) n p
Control 4.66E-6 + 1.16E-6 6 NS
Aminotriazol + H,0, 6.03E-6 + 0.66E-6 6
Tabla XIllIl.- Coeficientes de permeabilidad para el paso de FD4 desde el reservorio

mucoso al seroso de muestras tratadas con aminotriazol (50 mM apical y basolateral) +

H,0, (10 mM apical) frente al control. Los valores corresponden a la media + SEM.

Una vez determinado el efecto funcional del H,O, en tejido tratado con

aminotriazol, procedimos a estudiar las alteraciones microestructurales que tuvieron

lugar tras los 120 minutos de exposicion al oxidante. El estudio microscépico
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demostro que la inhibicion de catalasa potenciaba la lesion tisular mediada por el H,O,

(figura 35c; tabla XIV). Se pudo observar destruccion de las glandulas, inflamacion

moderada, disminucion del namero de células caliciformes y alteracién de todo el

espesor de la mucosa (figura 35c). Los cambios ocurridos en la mucosa intestinal

tratada con aminotriazol y expuesta a H,O, fueron mas intensos comparados con los

observados tras el tratamiento Unicamente con H,O, (figura 35a). EI aminotriazol por

si mismo produjo una descamacion leve del epitelio, pero sin inducir inflamacién del

tejido ni alteracion de la estructura normal de la mucosa (figura 35b).

Figura 35.- Colon distal de rata tratado con: a) H,O, 10 mM apical; b) aminotriazol 50 mM

apical + basolateral; ¢) aminotriazol 50 mM apical + basolateral + H,0, 10 mM apical.

H,0; Aminotriazol Aminotriazol + H,0O,
Extension de la superficial superficial toda la capa mucosa
lesion
Descamacion del
epitelio de baja baja alta
revestimiento
Inflamacion leve leve moderada
Lesion en las criptas no no Si

Tabla XIV.- Caracteristicas de la lesién de las muestras incubadas con: 1) H,0, 10 mM

apical; 2) aminotriazol 50 mM apical + basolateral; 3) aminotriazol 50 mM apical +

basolateral + H,O, 10 mM apical.
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Tras estudiar el papel que desempefia la catalasa enddgena frente al tratamiento
con H,0,, proseguimos estudiando la implicacion de la otra enzima encargada de la
degradacion del H,O,, la GPx. Para ello procedimos de manera similar: se montaron
las muestras de tejido en las caAmaras de Ussing y se dejaron equilibrar durante 10
minutos. Posteriormente se afiadié acido mercaptosuccinico (inhibidor de GPx) a
concentracion final 10 mM tanto en el reservorio mucoso como seroso. Tras 30
minutos de incubacién finalmente se afiadio H,O, (10 mM) al reservorio mucoso y se
mantuvo durante 120 minutos. En este caso, la inhibicion de la enzima no potencid el
descenso de la RT sino que incluso produjo un leve aumento de la misma (figura 36).
La RT de las muestras sin cido mercaptosuccinico alcanz6 un valor del 69.4 + 12.1 %
respecto del control tras los 120 minutos de incubacion con H,O, (10 mM) frente al
valor de las muestras tratadas con acido mercaptosuccinico que llegé al 78.1 + 9.1 %
respecto del control (n = 6; p = NS) (figura 36).
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Figura 36.- %RT, respecto al control en solucion tampdn (M), de muestras incubadas con
H,0, 10 mM apical (") y con acido mercaptosuccinico 10 mM apical y basolateral + H,0,
10 mM apical (O), a tiempo 120 minutos. Los valores corresponden a la media + SEM. (n
= 6 en todos los casos).

Al contrario de lo que ocurria con la catalasa, la inhibicion de GPx no favorecia
la lesion mediada por el H,O,, sino que parecia aumentar la RT. Este resultado sugeria
que la inhibicion de GPx prevenia el dafio oxidante. Sabiendo que la inhibicién de

catalasa potenciaba las alteraciones ocasionadas por el tratamiento con H,O, apical,
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nos planteamos estudiar si la inhibicion de GPx podia prevenir dicho dafio. Para ello
incubamos las muestras durante 10 minutos en solucién tampon y afiadimos
aminotriazol (50 mM) y &cido mercaptosuccinico (10 mM) a los reservorios mucoso y
seroso de las camaras de Ussing para proceder a la doble inhibicion enzimatica.
Incubamos durante 30 minutos y finalmente afiadimos H,O, (10 mM) al reservorio

mucoso, que se mantuvo durante 120 minutos. El resultado obtenido fue:

1. En un primer intervalo de tiempo, el acido mercaptosuccinico previno la caida de
la RT. A los 60 minutos de tratamiento con H,O,, las muestras preincubadas con
ambos inhibidores presentaban un %RT respecto al control de 99.1 + 19.6 % (n =
6) frente a 28.9 + 12.0 % para las muestras Unicamente preincubadas con

aminotriazol (n = 6; p = 0.012%).

2. Posteriormente, se produjo el descenso de la RT de las muestras sometidas a la
doble inhibicion (%RT a los 120 minutos = 51.9 + 10.4 %; n = 6). Aun asi, la RT
quedo ligeramente, aunque no significativamente, elevada respecto de la muestras
Unicamente preincubadas con aminotriazol (%RT a los 120 minutos = 36.9 + 7.2
%; n=6; p=NS).
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Figura 37.- %RT, respecto al control en solucion tampén (M), de muestras incubadas con
aminotriazol 50 mM apical y basolateral + H,O, 10 mM apical () y con &cido
mercaptosuccinico 10 mM apical y basolateral + aminotriazol 50 mM apical y basolateral +
H,0, 10 mM apical (O). Los valores corresponden a la media + SEM. (n = 6 en todos los
casos; *p < 0.05 entre las muestras tratadas con aminotriazol + H,O0, y Aacido

mercaptosuccinico + aminotriazol + H,0,).
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Para comprobar el estado del tejido, tanto a los 60 como a los 120 minutos de
incubacion con H,O, (10 mM), procedimos de la siguiente manera: incubamos las
muestras durante 10 minutos en solucién tampon, afiadimos aminotriazol (50 mM) y
acido mercaptosuccinico (10 mM) a los reservorios mucoso y seroso e incubamos
durante 30 minutos. Finalmente afiadimos H,O, (10 mM) al reservorio mucoso y lo
mantuvimos durante 60 6 120 minutos. Tras estos periodos de incubacidn recogimos
las muestras que tefiimos siguiendo la técnica de la hematoxilina-eosina. Los

resultados del tratamiento fueron:

1. A los 60 minutos de tratamiento la lesion de la mucosa mediada por el H,O,, en
muestras preincubadas con mercaptosuccinico + aminotriazol, fue muy inferior a la
de las muestras unicamente preincubadas con aminotriazol (figuras 38a y 38b;
tabla XV). Estas ultimas presentaron una mucosa muy alterada, mientras que las
muestras sometidas a la doble inhibicion sufrieron descamacion moderada que

afect6 a 1/2 de la mucosa, sin alteracién de las criptas intestinales.

Figura 38.- Colon distal de rata tratado con: a) aminotriazol 50 mM apical + basolateral

(30 minutos) + H,0, 10 mM apical durante 60 minutos; b) aminotriazol 50 mM apical +
basolateral y &cido mercaptosuccinico 10 mM apical + basolateral (30 minutos) + H,0, 10

mM apical durante 60 minutos.
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Aminotriazol + H,O, | Mercaptosuc + aminotriazol + H,O;
Extension de la
toda la capa mucosa 1/2 de la capa mucosa
lesion
Descamacion del
epitelio de alta alta
revestimiento
Inflamacion severa moderada
Lesion en las criptas Si no

Tabla XV.- Caracteristicas de la lesién de las muestras incubadas con: 1) aminotriazol 50
mM apical + basolateral (30 minutos) + H,O, 10 mM apical durante 60 minutos; 2)
aminotriazol 50 mM apical + basolateral y acido mercaptosuccinico apical + basolateral (30
minutos) + H,0, 10 mM apical 60 minutos.

2. A los 120 minutos de incubacién pudimos observar que aunque el dafio mediado

por el H,O, en las muestras pretratadas con aminotriazol y é&cido
mercaptosuccinico estd bastante extendido, tan s6lo afecta a las 2/3 partes del
espesor de la mucosa (figura 39b). El fondo de las criptas de Lieberkhin, en
contacto con la muscular de la mucosa, mantienen su estructura a diferencia de lo
qgue encontramos en las muestras preincubadas Unicamente con aminotriazol
(figura 39b).

a b

Figura 39.- Colon distal de rata tratado con: a) aminotriazol 50 mM apical + basolateral

(30 minutos) + H,0, 10 mM apical durante 120 minutos; b) aminotriazol 50 mM apical +
basolateral y acido mercaptosuccinico 10 mM apical + basolateral (30 minutos) + H,0, 10
mM apical durante 120 minutos.
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Aminotriazol + H,O,

Mercaptosuc + aminotriazol + H,O;

Extension de la

lesion

toda la capa mucosa

2/3 de la capa mucosa

Descamacion del

epitelio de alta alta
revestimiento
Inflamacion moderada moderada
Lesion en las criptas Si no

Tabla XVI.- Caracteristicas de la lesion de las muestras incubadas con: 1) aminotriazol 50
mM apical + basolateral (30 minutos) + H,O, 10 mM apical (120 minutos); 2) aminotriazol
50 mM apical + basolateral y &cido mercaptosuccinico apical + basolateral (30 minutos) +
H,0, 10 mM apical (120 minutos).

La GPx es una enzima antioxidante que utiliza el GSH como agente reductor.
Es suficientemente conocido que el GSH intracelular también desempefia un papel
antioxidante importante. Al actuar como cofactor de la GSH, la inhibicion de GPx
supondria un aumento en los niveles intracelulares de GSH que podrian prevenir la
oxidacion. Por ello, nos planteamos conocer la concentracion de GSH en muestras
expuestas 60 minutos y 120 minutos a H,O, (10 mM) posteriormente a la inhibicion de
catalasa y/o glutation peroxidasa. Siguiendo el mismo protocolo que utilizamos
anteriormente para el estudio microscopico, recogimos las muestras tras 60 6 120
minutos de incubacion con H,0,. Para conocer la concentracion de GSH del tejido
intacto, recogimos muestras de colon distal tras ser extraido de la rata (se trata de las
muestras que denominamos sin tratar). Las muestras recogidas se procesaron y se

determind la concentracion de GSH en las mismas. El resultado que obtuvimos fue:

1. El primero de los resultados a destacar es que la incubacion del tejido en solucion
tampdn en las cdmaras de Ussing producia un descenso en la concentracion de GSH

intracelular, que se mantuvo constante durante 120 minutos (figura 40).
2. En segundo lugar se pudo observar que a los 60 minutos de incubacion con H,O;,

los valores de GSH de las muestras doblemente inhibidas no presentaron diferencias

significativas con respecto al control, pero si con respecto a las muestras inhibidas
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Unicamente con aminotriazol (concentracion de GSH = 1.06 + 0.13 umol/g de
tejido himedo para las muestras preincubadas con aminotriazol + acido
mercaptosuccinico frente a 0.71 + 0.05 umol/g de tejido himedo para muestras

preincubadas s6lo con aminotriazol; n = 8; p = 0.025) (figura 40).

3. Finalmente, a los 120 minutos de incubacion con H,O, los valores de GSH de las
muestras doblemente inhibidas habian caido considerablemente con respecto al
control. La concentracion final estaba mas préxima a la de las muestras inhibidas
Unicamente con aminotriazol, aunque adn ligeramente elevada (concentracion de
GSH = 0.65 + 0.12 umol/g de tejido humedo para las muestras preincubadas con
aminotriazol + acido mercaptosuccinico (n = 8) frente a 0.35 + 0.08 umol/g de
tejido himedo para muestras preincubadas s6lo con aminotriazol; n = 7; p = 0.053)
(figura 40).
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Figura 40.- Concentracidon de GSH de: 1) muestras homogeneizadas tras la extraccion del
colon (sin tratar) (M); 2) muestras control incubadas en solucién tampo6n (M); 3) muestras
tratadas con aminotriazol 50 mM apical y basolateral (') o con acido mercaptosuccinico 10
mM apical y basolateral + aminotriazol 50 mM apical y basolateral ((0) y posteriormente
tratadas durante 60 o 120 minutos con H,O, 10 mM apical. Los valores corresponden a la
media + SEM. (n > 7; *p < 0.05).

Los resultados sugieren que la preincubacion del colon distal de la rata con

acido mercaptosuccinico previene la lesion mediada por el aminotriazol mas el H,O,
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durante un periodo aproximado de 60 minutos debido al mantenimiento de los niveles
normales de GSH. Sin embargo, la GPx es una enzima antioxidante fundamental frente
al H,0, y pensar que su inhibicion proporciona un mecanismo protector importante es

muy contradictorio.

Tras revisar los resultados obtenidos durante el estudio de la implicacién de
GPx, nos planteamos evaluar posibles inconvenientes del método de trabajo empleado.
El primer paso consistia en comprobar si se estaba produciendo una interaccion
quimica entre el &cido mercaptosuccinico y el H,O, posteriormente afiadida. Se sabe
que este inhibidor consta de un grupo tiélico, que podria ser facilmente atacable por el
H.0,. Una posible interaccion entre los dos agentes supondria un descenso en la
concentracion atil de ambos. Para comprobarlo, mezclamos en el mismo medio acido
mercaptosuccinico y H,0,, manteniendo las mismas proporciones que durante los
estudios anteriores. El resultado fue un descenso importante de la concentracion final
de H,0, debido a la interaccidn con el acido mercaptosuccinico. El porcentaje final de
H,O, era de un 64 + 1 % respecto de la concentracion inicial afiadida, n = 6, p <
0.001).

Por tanto, la union de ambos agentes supuso un descenso en los niveles de
H.0,, y probablemente del &cido mercaptosuccinico reducido. Asi, el descenso de la
concentracion de oxidante, con toda probabilidad, fue el causante del mantenimiento
de la RT y de los niveles de GSH intracelulares durante un periodo de tiempo mayor y
del descenso de lesion del tejido. ElI acido mercaptosuccinico actué como agente
protector frente al H,O, debido a su capacidad para degradar exdgenamente al

oxidante.

El PAO, al igual que el H,O,, es un agente con capacidad para oxidar grupos
tidlicos libres. Por tanto, es posible pensar que fuera capaz de interaccionar con el
acido mecaptosuccinico y con ello reducir la concentracion util de ambos, lo que
impediria la lesion que origina en la RT caracteristica de nuestro modelo experimental.
En tal, caso, el acido mercaptosuccinico estaria actuando como quelante del PAO. Para
comprobarlo, estudiamos si el inhibidor podia evitar la caida de la RT mediada por el
PAO apical. Preincubamos el tejido, apical y basolateralmente, con el &cido durante un

periodo de 30 minutos y posteriormente afiadimos PAO 0.2 mM al reservorio mucoso
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de la cdmara de Ussing. El resultado fue la prevencion del descenso de la RT, que se
prolongd hasta los 120 minutos de incubacién con PAO (figura 41). EI %RT de las
muestras preincubadas con acido mercaptosuccinico y tratadas durante 120 minutos
con PAO 0.2 mM apical sélo descendi6 hasta un valor de 86.7 + 18.6 % respecto al
control (n = 6) frente a las muestras no preincubas con acido mercaptosuccinico que
cay0 hasta el 35.5 + 4.3 % respecto al control en solucién tampén (n = 6; p = 0.023).
Por tanto, el acido mercaptosuccinico demostrd tratarse de un agente con capacidad

protectora exdgena frente al dafio por oxidantes de grupos tiélicos.
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Figura 41.- %RT, respecto al control en solucion tampén (M), de muestras incubadas con
PAO 0.2 mM apical () y con &cido mercaptosuccinico 10 mM apical y basolateral + PAO
0.2 mM apical (O). Los valores corresponden a la media + SEM (n = 6; *p < 0.05; ** p <

0.01; valores de p entre las muestras tratadas con PAO y &cido mercaptosuccinico + PAO).

Podria decirse que el &cido mercaptosuccinico actu6 como agente reductor
frente al PAO y frente al H,O,. Se sabe que el GSH desempefia una funcion reductora
en la célula. Asi que decidimos comprobar si el GSH afiadido exdgenamente a la
cubeta podia desarrollar ese papel reductor frente al PAO. Para ello estudiamos el
efecto del GSH exdgeno sobre el descenso de la RT mediado por este oxidante. Se
preincubo el tejido, apical y basolateralmente, con una concentracion de 1 mM de
GSH durante 10 minutos y posteriormente se afiadio6 PAO (0.2 mM) al reservorio
mucoso. El resultado mostré la prevencion del descenso de la RT mediado por el
tratamiento apical con PAO. La RT se mantuvo elevada incluso tras los 120 minutos

de incubacién con el oxidante (RT de las muestras con GSH + PAO = 46.4 + 8.2
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Q*cm™ frente 22.7 + 4.5 Q*cm™ de las muestras expuestas a PAO; n = 6 en ambos
casos; p = 0.03). EI GSH exdgeno desempefié la misma funcién preventiva que el
acido mercaptosuccinico, por tanto, se podria decir que este Ultimo evita la pérdida de
la RT del tejido debido a su capacidad reductora y no a su funcion inhibitoria de la
GPx.
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Figura 42.- RT de muestras incubadas con PAO 0.2 mM apical (®) y con GSH 1mM apical +
basolateral + PAO 0.2 mM apical (). Los valores corresponden a la media + SEM (n = 6; *p < 0.05).
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Una vez estudiados los objetivos planteados en esta tesis doctoral, explicamos
la relevancia de la utilizacion del modelo experimental seleccionado, validamos la
metodologia de trabajo elegida para el estudio y discutimos los resultados obtenidos en

base a cada una de las hipétesis propuestas.

1. Modelo experimental

Uno de los modelos mas utilizado para el estudio del transporte vectorial de
CI', es la linea celular inmortalizada. Entre las mas empleadas se encuentran la linea
celular Tgs y la HT-29 (143). La Tg4 procede de adenocarcinoma humano, derivado de
metastasis de pulmon. Sus propiedades le confieren interés para estudios hormonales,
de tumorigenidad, de receptores de péptidos y neurotransmisores y de transporte
vectorial electrolitico (72). La HT-29 procede de adenocarcinoma humano y puede

inducirse su diferenciacion para estudiar, entre otras cosas, la secrecion (143).

Las caracteristicas morfoldgicas de algunas lineas celulares, similares a las de
los enterocitos normales, hacen que se trate de un buen modelo experimental para el
estudio de la funcion de barrera. Las células conforman una monocapa continua, que
alcanza valores de RT similares al intestino humano, como ocurre en la linea celular
Caco-2 (144). Frente a ello, la linea celular Tg4 conforma monocapas de alta resistencia
del orden de 1000 Q*cm?.

La ventaja de las lineas celulares, como modelo experimental, es que se conoce
con detalle su mecanismo secretor. El transporte vectorial de CI resulta de la funcién
coordinada de diferentes sistemas de transporte, en el que participan activamente las
membranas apical y basolateral. La energia requerida para la secrecion activa de CI
viene proporcionada por la bomba Na-K-ATPasa, localizada en la membrana
basolateral. El cotransportador Na-K-2Cl, también ubicado en la membrana basal del
epitelio, permite la entrada del ion CI" a la célula. Los canales basolaterales de K*
desempefian una funcién primordial en el desarrollo del transporte de CI" pues la
apertura de los mismos proporciona la hiperpolarizacion de la célula, promoviendo asi
las salida de CI" a través de los canales especificos localizados en la membrana apical
de la célula epitelial (145).
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Ademas, por tratarse de una monocapa de células existen multiples ventajas
que no se consiguen en otros modelos experimentales. Un claro ejemplo es que la
ausencia de capas adyacentes permite estudiar la secrecion de CI” de forma aislada, sin
interferencias externas al epitelio. A su vez, la disponibilidad de las membranas apical
y basolateral, en igualdad de condiciones, permite caracterizar la funcionalidad y

participacion de ambas en dicha funcion.

Sin embargo, las lineas celulares son un modelo experimental muy simple, que
refleja parcialmente el funcionamiento de la célula epitelial. Los mamiferos disponen
de un mecanismo de secrecion de CI” regulado mucho mas complejo (26). Mientras
que el transporte vectorial de CI” asume la existencia Unica de dos tipos de canales de
K* ubicados en la membrana basolateral, encargados de la regulacion de la secrecion
de CI', recientemente se han caracterizado funcionalmente, tanto en colon humano
como en colon de rata, canales de K* apicales que participan en la regulacion de la
secrecion de CI™ (54). Ademas, cabe destacar el nimero de canales y transportadores en
ambas membranas de la célula epitelial del colon de mamifero, que es muy superior al
que presenta la linea celular (26). Entre otros, se podria destacar la presencia de H-K-
APTasas (sensibles o insensibles a un inhibidor de la Na-K-ATPasas, la ouabaina)
ubicadas en la membrana apical del epitelio célico de mamiferos, que participan de
manera activa en la absorcion de K* y que podrian regular la secrecion de CI” (datos en
vias de publicacion). Por tanto, la linea celular no es un buen modelo experimental
para la caracterizacion de la respuesta integrada del intestino humano a los oxidantes,

pues presenta muchas limitaciones.

Un modo mas valido de aproximacion se consigue utilizando tejido sano
procedente de mamiferos. Este modelo se asemeja mas al metabolismo del tejido
humano que la linea celular, pues esta Gltima esta constituida por células tumorales que
presentan alteraciones en sus vias de sefializacion y en su fenotipo funcional. Entre los
animales de experimentacion més utilizados se encuentra la rata, pues presenta
multiples ventajas como modelo de trabajo. Se trata de un animal de facil manejo y
gran disponibilidad. Estd perfectamente caracterizado desde el punto de vista

anatoémico, fisiologico y genético.
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El colon de la rata es un 6rgano que técnicamente se obtiene con facilidad y se
mantiene en condiciones éptimas durante largos periodos de tiempo, lo que permite
estudios de 2 a 4 horas de duracién (146-148). Se trata de un modelo muy
representativo con valores de RT del orden de 100-200 Q*cm?, similares a los del
colon humano (datos obtenidos en nuestro laboratorio ain no publicados). Ademas, lo

resultados obtenidos en los estudios con colon de rata son facilmente reproducibles.

Para este trabajo seleccionamos la parte distal del colon porque presenta
caracteristicas que le confieren mayor resistencia transepitelial respecto del colon
proximal (149). Es conocido que los parametros eléctricos, bajo condiciones control,
varian a lo largo del eje longitudinal. La conductancia del tejido aumenta
continuamente desde el segmento distal hacia el proximal, indicando que éste Gltimo
posee un epitelio mas débil que permite un transporte mayor (150). Esto se explicaria
porque las uniones zonula ocludens son mas fuertes en la parte distal que en la
proximal (149). Esta diferencia morfoldgica puede ser una de las responsables de que
la conductancia paracelular sea superior en la seccion proximal del colon. Un
estrechamiento de las uniones intercelulares proporciona una permeabilidad menor a
través de la via paracelular. Esto le confiere una funcion de barrera mejor, lo que le
hace mas interesante para el estudio de dicha funcién tras la induccion de estrés

oxidativo.

Ademas de las caracteristicas morfoldgicas que hacen que el colon distal sea un
buen modelo experimental para el estudio de la funcion de barrera, este segmento
también presenta ventajas que permiten un estudio mas amplio de la funcién de
secrecion. El colon distal se caracteriza por una elevada actividad eléctrica debida en
parte a la produccién neuronal espontanea de PGs, como consecuencia de la accion del
plexo submucoso o de Meissner (151). ElI hecho de que este Ultimo participe
activamente en la regulacion de la secrecion hidroelectrolitica permite estudiar no sélo
la participacién de la célula epitelial en dicha funcion sino también la implicacion del

plexo submucoso.

Junto a las diferencias funcionales y morfologicas entre ambas secciones
colicas, hay que destacar las diferencias en los mecanismos intracelulares que regulan

la induccion de la secrecion (149). La activacion de la via del AMPc o del Ca?* tiene
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una respuesta mayor en el colon distal. Por el contrario, la activacion de la secrecion a

través de la via del GMPc es mayor en el colon proximal.

Entre otras caracteristicas, es necesario sefialar la importancia de la flora
intestinal en el segmento distal del colon. El intestino contiene un ecosistema
microbiano dinamico y complejo con una elevada densidad bacteriana, que se hace
mas abundante cuanto mas distal sea el tramo intestinal (1). Las principales funciones
de la flora son controlar la proliferacion y diferenciacién celular, el desarrollo y la
homeostasis del sistema inmune y la proteccion frente a patégenos (efecto barrera) (2).
Por tanto, el segmento distal del colon se encuentra sujeto a una funcion microbiana
mayor que conlleva un papel defensivo superior. Sin embargo, a su vez, la elevada
actividad bacteriana viene acompafiada de produccion de sustancias potencialmente
toxicas, que incluye amoniaco, aminas, fenoles, tioles e indoles, derivadas del
metabolismo mediado por la microflora intestinal (2), por lo que probablemente este

segmento del colon dispone de una funcion de barrera superior al resto del intestino.

Las multiples caracteristicas que presenta el segmento distal hace que sea la
parte del colon mas estudiada. Sin embargo, en general, los autores que utilizan el
colon distal de la rata como modelo experimental, eliminan la capa muscular y la
serosa (10, 52, 137, 146, 152, 153). El objetivo seria estudiar sélo la funcién de la
mucosa, con la contribucion de la capa submucosa. Ademas, la retirada de las capas
externas permite un acceso mas directo a la vertiente basolateral. Probablemente, la
presencia de la muscular y la serosa podrian condicionar la difusion de sustancias de
elevado peso molecular, lo que impediria la llegada de las mismas hasta la capa
mucosa. Probablemente seria necesario un tiempo de exposicion mayor y una
concentracion mas elevada del agente (activador, inhibidor, oxidante, ...) para observar

un efecto sobre la membrana basolateral de las células epiteliales.

Técnicamente la capa submucosa no se puede separar de la mucosa sin dafiar
ésta Ultima. La presencia de la primera no aporta inconvenientes, sino que por el
contrario permite evaluar la participacion de la misma durante los estudios de
secrecion, pues las terminaciones nerviosas del plexo de Meissner liberan mediadores,
predominantemente ACh y VIP, que participan en la regulacion de la secrecion de CI°

(30). Sin embargo, la eliminacion de la capa muscular supone la pérdida del plexo de

86



Discusion

Alerbach, igualmente importante en la regulacion de la secrecion de CI” intestinal (26).
Ambos plexos, el submucoso y el mientérico, inervan tanto a las celulas epiteliales
como a las células de musculo liso vasculares, controlando el flujo sanguineo, la
secrecion y la absorcion en la mucosa colica (33, 34). La retirada de esta capa limitaria

el estudio de la funcion de secrecion.

Evidentemente trabajar con todas las capas que constituyen la pared colica
podria interferir en el estudio de la permeabilidad paracelular. Las macromoléculas
utilizadas en experimentos de difusion podrian quedar retenidas en la capa serosa,
obteniendo un resultado erroneo. Aln asi, autores como Venkatraman y colaboradores,
han estudiado la permeabilidad, en colon de rata intacto, mediante técnicas de
permeabilidad a macromoléculas, obteniendo resultados representativos (148).
Ademas, la retirada de las capas intestinales supone un tiempo de hipoxia mayor. El
periodo desde la extirpacion del colon hasta el montaje del mismo en las cdmaras de
Ussing aumenta considerablemente. A su vez, la manipulacion prolongada del tejido
podria producir inflamacion local y liberacién de prostanoides que estimularian la

secrecion de CI (30) e interferirian en los estudios de dicha funcion.

Por tanto, tras evaluar todos las ventajas del modelo experimental elegido, se
considerd necesario mantener todas las capas de la pared intestinal para estudiar de una
manera integral la respuesta a los oxidantes. Ademas, resultaba méas relevante para

conocer la respuesta protectora endogena del colon al estrés inducido.

2. Validacion del método

El estudio del transporte hidroelectrolitico intestinal se lleva a cabo mediante la
evaluacion de procesos electrogénicos y electroneutros. El transporte no electrogénico
se estudia mediante el uso de is6topos radiactivos como el *°Cl, el **Rb o el *°| (154,
155). Sin embargo, la funcion de secrecion se evalla principalmente mediante estudios

electrogénicos, en los que se determina la Isc.

La Isc es una medida del movimiento iénico activo que refleja el transporte de

iones a través de la via transcelular. Se sabe que este parametro representa fielmente la
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secrecion transcelular de CI" en linea celular Tgs (156) y por ello se utiliza para

caracterizar dicha funcion epitelial.

La estimulacion de la secrecion mediada por un agonista de dicha funcion,
como la forskolina, sirvié para demostrar, en mucosa/submucosa de colon distal de
rata, que el aumento de Isc caracteristico tras el tratamiento se correspondia
mayoritariamente con la estimulacion de la secrecion electrogénica de CI" (153). Sin
embargo, es necesario considerar una diferencia importante entre el colon de mamifero
y la linea celular, pues se sabe que la forskolina a su vez estimula una leve secrecion
de HCOg3', en mucosa/submucosa colica de rata, a través de la membrana apical, que se
corresponde aproximadamente con el 20-30% del valor de Isc (153). La ausencia de
CI" del medio o la inhibicion del transportador Na-K-2Cl, consiguen disminuir los
valores de Isc pero sin anularlos debido a la participacion de la secrecion de HCOg', lo
que demuestra que el valor de Isc representa mayoritariamente el transporte vectorial

de CI" pero no es el tnico responsable del incremento de Isc mediado por el agonista.

Con toda probabilidad, el valor de Isc de nuestro modelo experimental se
correlaciona en su mayoria con la secrecion electrogénica de CI', al igual que ocurre en
el modelo anteriormente nombrado. Sin embargo, ante la escasa informacién en la
literatura procedimos a validarlo. Para ello, se estudiod la Isc basal y la estimulada por

forskolina en un medio en ausencia de CI".

Asi, la eliminacion del ién CI" provocd un descenso brusco de la Isc basal,
alcanzando valores muy bajos, pero no nulos, probablemente debido la secrecion de
HCOs". La presencia de un i6n no transportable, en sustitucion del CI', hizo que, en
ausencia de movimiento transcelular de CI', descendiera la Isc basal. El valor de Esg
alcanzo valores muy elevados, lo que produjo un gran aumento de la RT. Este Gltimo
dato proporciona informacion sobre la permeabilidad del tejido, incluyendo la
conductancia de la membrana apical, basolateral y paracelular. El incremento tan
acusado de la RT fue la consecuencia del descenso de la conductancia transcelular

debido a la pérdida del transporte de CI” desde la vertiente basolateral hacia la apical.

A continuacion estudiamos la Isc respecto de la estimulacion por forskolina en

un medio sin CI, como fue descrito por autores como Kockerling, Diener o Fassler
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(35, 157, 158) en sus modelos experimentales. El resultado de la ausencia del anion
fue un descenso importante en el incremento caracteristico de la Isc en respuesta a
forskolina del orden del 75%. Como cabia esperar aproximadamente el 25% de la
respuesta secretora al agonista se mantuvo en ausencia de CI’, probablemente como
consecuencia de la secrecion adicional de HCOj3 ™ al igual que sucedia en el modelo
experimental mucosa/submucosa colica de rata estudiado por el equipo de Schultheiss
y colaboradores (153). Asi el resultado sugiere que el valor de Isc representa

mayoritariamente el transporte vectorial de CI'.

Los resultados obtenidos, en secrecion basal y estimulada, sirvieron para
validar el método de trabajo, considerar que la Isc representaba en su mayoria la

secrecion electrogénica de CI'.

3. Efecto del H>,O,en la secrecién

La pared intestinal se encuentra expuesta a concentraciones elevadas de
oxidantes tanto en condiciones normales como patoldgicas. Los MORs, generados de
manera endogena como consecuencia del metabolismo normal de las células epiteliales
y de los leucocitos (103), entran en contacto con el epitelio intestinal a través de la

membrana basolateral, pudiendo alterar la funcionalidad normal de la capa mucosa.

Sin embargo, la mucosa intestinal es la Unica capaz de generar oxidantes tanto
en el tejido como en la luz del tubo (159). En el lumen se alcanzan concentraciones
elevadas de MORs, que pueden alterar las funcionalidad normal, como consecuencia
de su citotoxicidad (160). Se sabe que durante el transcurso de episodios activos de
enfermedades como la Ell tiene lugar la migracion transepitelial de neutréfilos hasta
las criptas generando abscesos y produciendo un proceso inflamatorio de las mismas
conocido como criptitis (126) Durante los periodos de inflamacion intestinal intensa
estos leucocitos liberan cantidades elevadas de MORs, entre ellos el H,O, y el HOCI
(126) en respuesta a agentes proinflamatorios, lo que hace que la mucosa se encuentre

sujeta a un estrés oxidativo importante desde su vertiente luminal.

A su vez, en la luz intestinal residen un elevado nimero de agentes

prooxidantes exdgenos procedentes de la dieta, de farmacos o de metabolitos
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bacterianos (159). Por ello, la membrana apical de las células epiteliales también se
encuentra expuesta a dosis elevadas de oxidantes, capaces de producir alteraciones

morfofuncionales.

Aln sabiendo que los oxidantes no sélo entran en contacto con la mucosa
colica a través de la vertiente basolateral, sino también sobre la apical, la mayoria de
los autores han centrado sus estudios en la determinacion del efecto de los MORs en la
funcién de secrecién tras su exposicion sobre la superficie submucosa. Entre ellos se

encuentra el grupo de Grisham y colaboradores, que trabajé en ileon de rata (9).

Otros grupos, como el de Tamai y colaboradores, evaluaron el efecto de los
oxidantes en mucosa/submucosa de rata desde ambas vertientes (10). Su trabajo
demostré que la NH,Cl, el H,0, y el HOCI producian un incremento de la secrecion,
exclusivamente tras su adicion a la cubeta submucosa. La exposicion apical, a
concentracion 100 uM, no originé cambios en la Isc basal. Sin embargo, el grupo de
Karayalcin ya habia demostrado previamente que a mayor concentracion, el H,O, era
capaz de producir un incremento monofasico de la Isc basal (52). Aln asi, este ultimo
trabajo centrd su interés principal en el efecto sobre la superficie serosa, pues se

demostro una respuesta mayor y bifésica tras el tratamiento desde esta vertiente.

Atendiendo a las condiciones de estrés oxidativo a las que se encuentra
sometida la vertiente luminal del intestino consideramos necesario conocer tanto la
participacion de los oxidantes desde la luz como su efecto morfofuncional sobre el
colon. A su vez, es imprescindible tener informacion del tejido intacto sometido a
oxidacion, pues permite determinar la respuesta global del intestino en una situacién

gue se aproxima mas a las condiciones fisiologicas.

El H,O, es uno de los oxidantes mas extensamente estudiado como regulador
de la secrecion de CI, pues este MOR desarrolla un papel importante en la iniciacion y
propagacion del dafio inflamatorio intestinal. Se sabe que es un oxidante altamente
toxico y que durante el desarrollo de la colitis ulcerosa y granulomatosa los fagocitos,
comunmente activados (161), se generan incluso concentraciones milimolares en las

proximidades de los colonocitos (162).

90



Discusion

Inicialmente elegimos trabajar con una dosis de H,O, de 10 mM para alcanzar
una concentracion de oxidante elevada en la superficie de las células epiteliales de la
mucosa célica. El H,O; afiadido a la cubeta debia difundir y atravesar la capa de moco,

con actividad protectora antioxidante, y llegar hasta la superficie epitelial (163).

Tras definir todas las condiciones experimentales, se estudio el efecto del H,O,
luminal sobre la Isc basal. El resultado del contacto de la mucosa célica con el
oxidante fue un incremento transitorio de la Isc basal, cuyo valor maximo se alcanzé a
los 5 minutos de la adicién del H,O,. El efecto producido sobre la Isc fue monofésico,

al igual que ocurria en el modelo que utiliza mucosa/submucosa colica de rata (52).

La Isc basal y la estimulada por forskolina, en nuestro modelo experimental,
representa mayoritariamente el transporte vectorial de CI". Con toda probabilidad el
aumento de Isc producido por el H,O, deberia ser también la consecuencia de la
estimulacion de la secrecion electrogénica de CI'. Para comprobarlo se eliminé el i6n
ClI" de la solucion tampon y efectivamente se demostré que el aumento de Isc era la
respuesta de la activacion del transporte vectorial de CI'. Asi, este resultado sugiere
que el H,O; ubicado en la luz intestinal actia como una agente prosecretor con una

respuesta rapida y transitoria.

Karayalcin demostr6 que el H,O,, aplicado sobre la capa submucosa, producia
la méaxima intensidad en secrecion a una concentracion de 1 mM (52). A mayores
dosis, los picos de Isc fueron disminuyendo como consecuencia del efecto toxico que
ejercia el H,O, sobre el tejido. Sin embargo, en nuestro modelo experimental
obtuvimos un pico de alta intensidad a concentracion 10 mM. Incluso, hubo ausencia
de respuesta secretora a una dosis menor (5 mM). A mayores concentraciones el valor
del Alsc fue decayendo, probablemente como consecuencia de la toxicidad que ejerce
sobre las células epiteliales, al igual que ocurria en el modelo de Karayalcin (52). Por
tanto, el H,O, proporcioné en nuestro modelo experimental un efecto dosis-
dependiente, con caracteristicas similares a las del modelo de Karayalcin y
colaboradores, aunque desplazado hacia dosis mayores. Asi, nuestros resultados
sugieren que la vertiente luminal de la mucosa del colon distal de la rata presenta una

mayor resistencia al H,O,.
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A continuacion se investigo si la respuesta del colon distal de la rata tras el
tratamiento con H,O, era un comportamiento comun ante otros agentes oxidantes. Para
este estudio se utilizaron dos agentes oxidantes no fisiologicos, el PAO y la cloramina
T (131, 132).

El PAO es una molécula permeable a la membrana celular que reacciona
especificamente con grupos tidlicos proximos formando anillos estables e inhibe
proteinas tirosin-fosfatasas (PTPs) (131). Existen datos que sugieren que el PAO oxida
residuos de cisteina (141). Por tanto este agente nos sirvid para realizar un estudio
comparativo pues se sabe que el H,O, ejerce los mismos efectos (oxidacion de grupos
tidlicos de residuos de cisteina (142) e inhibicion PTPs (164)). La adicion de este
oxidante a la superficie luminal del colon distal de la rata ocasion6 una respuesta
rapida y transitoria de caracteristicas similares a la originada por el H,O,, lo que
sugiere gque la estimulacion de la secrecion se debe a la oxidacion de grupos sulfhidrilo
de residuos de cisteina de proteinas o bien a la inhibicion de PTPs que participan en la

regulacién de la secrecion electrogénica de CI'.

Para evaluar si el colon distal de la rata también respondia al tratamiento
luminal con otro agente oxidante de grupos sulfhidrilo se utilizé la cloramina T. La
respuesta del tejido al tratamiento fue, igualmente, un aumento rapido y transitorio de
la Isc basal. Ahora, el resultado sugiere que la estimulacion de la secrecion
electrogénica de CI" se podria deber solo a la oxidacion de grupos tidlicos de enzimas o
proteinas clave en dicha funcidén y no a la oxidacion de PTPs, pues no existen datos
publicados que demuestren que la cloramina T inhibe especificamente a este tipo de
proteinas. Lo que no es posible dilucidar es el tipo de residuo oxidado responsable de
la estimulacion de la Isc basal, pues en la literatura no queda claro si la cloramina T
actla Unica y exclusivamente sobre metioninas o cisteinas (132, 165, 166). Si se podria
sugerir que la oxidacién de residuos de cisteina es responsable de la secrecion activada
por los 3 oxidantes, pero no se podria saber si la oxidacion de residuos de metionina
también participa activamente 0 no en la respuesta secretora mediada por la cloramina
T.

La secrecién estimulada por el H,O, fue una respuesta rapida, transitoria y con

un periodo de duracion muy corto. Un comportamiento con estas caracteristicas
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parecia ser la consecuencia de una activacion directa del epitelio, como sucede en linea
celular Tgs (128) o bien debido a la actuacion de algin mediador, con actividad
prosecretora, liberado bajo las condiciones oxidantes inducidas. Basdndonos en el
hecho de que en mucosa/submucosa coélica de rata, un modelo experimental mas
proximo al nuestro, el H,O, producia la liberacion de ACh tras el un aumento de los
niveles de PGs (52, 167) nos planteamos investigar la implicacion de ambos
mediadores en la respuesta secretora estimulada por el H,O, en nuestro modelo
experimental. En nuestro caso, a diferencia del resultado de Karayalcin vy
colaboradores, el H,O, estimuld la secrecion de CI" a través de un mecanismo
independiente de la liberacion de PGs. La respuesta secretora fue mediada unicamente
por la liberacion de ACh. Este resultado sugiere que el H,O, desde la luz induce la
estimulacion de la secrecion electrogénica de CI" a través de un mecanismo que
implica menor nimero de mediadores que los que induce este oxidante desde la
superficie basal. Lo mas probable es que la respuesta al H,O, se deba a la activacion
del sistema nervioso entérico, aunque no se podria descartar la posibilidad de

liberacion de ACh por otro tipo celular diferente.

Sabiendo que nuestro modelo experimental se comportaba de manera similar
ante el tratamiento con PAO como con H,0,, cabia esperar que ambos siguieran una
via de activaciéon analoga. Por ello se evalu6 la implicacion de ACh y PGs en la
respuesta al PAO y se demostro la participacién del neurotransmisor a través de un
mecanismo independiente de la liberacion de PGs. Del mismo modo, la cloramina T
ejerce un efecto prosecretor que depende de la liberacién de ACh. Asi, el colon distal
de la rata parece comportarse de manera similar ante el tratamiento luminal con
diferentes agentes oxidantes, incluso no fisiologicos, que inducen la oxidacion de

grupos sulfhidrilos.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico nuestros resultados se podrian explicar
de la siguiente manera: durante las episodios activos de la Ell o de enfermedades
bacterianas del tracto digestivo, existe migracion transepitelial de neutréfilos (126). La
funcién principal de estos polimorfonucleares consiste en la defensa frente a patdgenos
a través de su actividad fagocitica (126). Pero, ademas este tipo celular se caracteriza
por sobreproducir MORs durante la respuesta inflamatoria (126), con una clara funcién

defensiva. Sabiendo que uno de los objetivos de la secrecion de CI™ es la higiene del
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tracto gastrointestinal, se podria proponer que el organismo ha desarrollado un
mecanismo de defensa rapido, en que estarian implicados en parte los neutréfilos que
liberan cantidades elevadas de oxidantes, como el H,O,, para inducir hipersecrecién a
corto plazo, como primer mecanismo de defensa, para eliminar los patégenos alojados
en la luz del intestino. Parece que por tratarse de una molécula de naturaleza lipofilica
y con una vida media relativamente larga (162), puede atravesar facilmente las
membranas celulares y difundir a través de las diversas capas intestinales, lo que
permitiria activar un mecanismo que estimulara el sistema nervioso en un periodo de
tiempo corto. Asi, la secrecion intestinal inducida por los oxidantes favoreceria la
eliminacion de todo el contenido luminal, toxico y lesivo, junto con los MORs
liberados, pues la presencia continua de estos ultimos en el lumen podria inducir
alteraciones morfofuncionales importantes, que desembocarian en la lesion de la
barrera epitelial (9, 94, 117). Se necesitan dosis elevadas de H,O, luminal para
alcanzar un efecto prosecretor maximo, pues a pesar de la relativa facilidad de la que
dispone este oxidante para atravesar las membranas bioldgicas, se trata de una
molécula altamente reactiva que probablemente interacciona con facilidad con los
sustratos que se encuentra a su paso, haciendo asi disminuir la concentracién final que

alcanza las capas mas internas y que activa la respuesta del intestino.

4. Efecto del H,O,en la funcién de barrera

La barrera epitelial es un mecanismo de defensa fisico fundamental para el
intestino, pues impide la entrada de sustancias potencialmente toxicas o antigenos
luminales al interior del organismo. Multiples agentes, entre ellos el H,O,, tienen
capacidad para alterarla, lo que se traduce en un aumento de la permeabilidad intestinal
(9, 94). Diferentes autores han demostrado que a nuestra concentracion de trabajo (10
mM) el efecto lesivo, sobre el ileon de la rata (9) o la linea celular Caco-2 (94), es muy
intenso. Sin embargo durante los estudios de secrecién que realizamos no se
observaron cambios significativos en la RT de nuestro modelo experimental. Quizas el
tiempo de exposicion no fue lo suficientemente elevado como para obtener cambios en
la RT, por ello nos planteamos ampliar el periodo de incubacion hasta 120 minutos.
Pero incluso tras aumentar del tiempo de exposicion hasta 2 horas no se observé un

descenso acusado de la RT del tejido.
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La ausencia de cambios importantes en la resistencia eléctrica tras el
tratamiento con H,O, luminal, en comparacién con los resultados de Rao o Grisham,
nos llevo a plantearnos la posibilidad de un error en la metodologia empleada. Por ello,
se evalu6 la permeabilidad paracelular del tejido expuesto a H,O, mediante estudios de
difusion a macromoléculas marcadas, facilmente detectables. EI marcador de menor
tamafo que empleamos fue el FITC, de peso molecular 376.3 Da, que por sus
caracteristicas fluorescentes nos permitié valorar el estado de la permeabilidad del
colon distal de la rata durante el tratamiento con H,O,, y con ello ver que no se
producian cambios significativos tras la exposicion al oxidante. Asi, el resultado del
efecto del H,O, apical sobre la RT se correlacion6 con el de la permeabilidad

paracelular.

Con el fin de estudiar posibles alteraciones morfolégicas sin traduccion
funcional se evalud, a nivel microscépico, el efecto que tuvo el H,O, sobre el colon. El
estudio mostrd una lesion de la mucosa muy leve a pesar del tratamiento con H,O, 10
mM durante 120 minutos. El epitelio de revestimiento presentaba una ligera
descamacidn y el resto de la mucosa mantenia su estructura normal. Por tanto, el H,O,
apical a concentracion 10 mM, no dafia ni funcional ni morfoldégicamente el colon

distal de la rata.

El aumento de la concentracién de H,O, luminal condujo a un descenso
significativo de la RT, lo que demostré que este oxidante producia su efecto sobre la
funcién de barrera siguiendo un comportamiento dosis-dependiente. Lo més Ilamativo
de nuestros resultados es que la caida de la RT so6lo se observo a concentraciones muy
elevadas con respecto a las utilizadas por otros autores en sus estudios en linea celular
(94) 6 ileon de rata (9). Si retomamos los resultados obtenidos durante los estudios de
secrecion basal, podemos observar que el efecto prosecretor se conseguia a dosis
mucho mas elevadas que las que encontramos en la bibliografia (52), por tanto, se
podria concluir que el colon distal de la rata ofrece una mayor resistencia al H,O,
luminal que basal. Quizas la mucosa colica ha desarrollado un mecanismo fisico de
proteccion mayor frente a las sustancias oxidantes ubicadas en la luz intestinal, en el

que desempefia una funcién importante el moco (163).
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Para conocer las lesiones morfoldgicas ocasionadas por el tratamiento del tejido
colico a la maxima concentracion utilizada durante los estudios de RT, se evaluaron
microscopicamente las muestras expuestas durante 120 minutos a H,O, 100 mM. La
valoracion del tejido tras el estrés oxidativo inducido demostr6 una lesion superior a la
originada por una dosis de 10 mM, pero con un dafio de ligera intensidad para lo
previsto. Esto sugiere que la lesion funcional del H,O, luminal es mayor que la
alteracion morfologica que causa. Por tanto, estos resultados refuerzan el concepto de

una funcién de resistencia potente frente al H,O, luminal.

Cabia pensar que nuestro modelo experimental contaba con algin mecanismo
de proteccion potente frente al H,O,, que evitaba la lesion tisular. Para valorar tal
hipotesis y si el tejido se comportaba de igual modo frente a otros oxidantes no
fisiologicos, se estudio el efecto del PAO y de la cloramina T apical sobre nuestro

modelo de trabajo.

La exposicion a PAO, a concentracion 0.2 mM, ocasiond un descenso
importante en la RT, siguiendo un comportamiento tiempo-dependiente. Esta dosis fue
lesiva para nuestro modelo experimental, al igual que lo habia sido para la linea celular
Caco-2 (94). Asi el colon distal de la rata y la linea celular Caco-2 parecen igualmente
susceptibles al tratamiento con PAO. Sin embargo ante la exposicién al H,O, la
monocapa celular es mucho mas sensible que nuestro modelo experimental (94) que no

presenta grandes cambios en su funcién de barrera.

El incremento de la concentracion de PAO potencid la caida de la RT, lo que
demostrd que este oxidante originaba cambios en la funcién de barrera cuya intensidad

dependia de la dosis empleada (comportamiento dosis-dependiente).

Los estudios de difusién de FITC sirvieron para corroborar que el PAO luminal
estaba ocasionando un descenso en la RT como consecuencia de un aumento de la

permeabilidad paracelular.

Se sabe que el PAO origina la fosforilacién de proteinas asociadas con las
uniones intercelulares, encargadas del mantenimiento de la funcion de barrera epitelial,

lo que se traduce en un descenso de la RT, sin cambios importantes en la morfologia
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celular (93). Probablemente, en nuestro modelo experimental, el descenso de la RT
observado se deba a alteraciones proteicas similares. Para evaluar si la lesién causada
por el PAO sobre las uniones entre células era tan importante como para haber
generado huecos intercelulares que favorecieran el paso de moléculas aun mayores que
el FITC, se evalud la permeabilidad a FD4, un marcador con un peso molecular de
4400 Da. Sin embargo, el resultado demostré que el PAO luminal no habia favorecido
la difusién de esta molécula, mas de diez veces superior al FITC. Por tanto, se
concluiria que la lesion mediada por el PAO produce cambios en las uniones
intercelulares, lo que supone la separacion entre células vecinas que facilita el

transporte de moléculas del orden de 300 Da pero no de 4400 Da por via paracelular.

Sin embargo, no se puede afirmar dicha conclusion sin considerar una de las
limitaciones de nuestro modelo experimental, como es la presencia de las capas méas
externas que podrian retener las moléculas de FD4. En tal caso, a pesar de existir
lesion en la barrera epitelial no se observaria un incremento del transporte del
fluoréforo. Sin embargo, existen trabajos publicados, como el de Venkatraman y
colaboradores, que demuestran que el tratamiento luminal del colon distal de rata
intacto con un detergente fisiologico, el acido deoxicolico, favorecia el transporte de
una molécula de 4000 Da de peso molecular (148). A pesar de la presencia de las capas
muscular y serosa, el tratamiento fue lo suficientemente agresivo como para provocar
una pérdida de la barrera epitelial, que permitia el paso de moléculas voluminosas que
no quedaban retenidas en las capas mas externas. Por tanto, nuestros resultados
sugieren que la lesion originada por el PAO fue menor a la producida por el acido
deoxicolico, y con ello el espacio entre las células epiteliales era inferior tras el
tratamiento con el oxidante que con el detergente fisioldgico.

Quizés también habria que considerar si el método de determinacién de la
concentracion de nuestro marcador no fue lo suficientemente sensible como para
detectar concentraciones bajas del FD4 que atravesaron el tejido. Sin embargo
confiamos en la metodologia, pues el equipo de fluorimetria utilizado para el estudio

fue capaz de medir concentraciones nanomolares.

Por tanto, cabe destacar, de los resultados obtenidos en los estudios de

permeabilidad paracelular, que el PAO origina cambios en la funcién de barrera
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importantes al igual que ocurre en linea celular Caco-2 (94). Por el contrario, el colon
distal de la rata parece ser mucho mas resistente frente al ataque por H,O, que la

monocapa celular (94).

Con el fin de evaluar y conocer las lesiones ocasionadas por el PAO apical en
la estructura de la mucosa colica se evalud el tejido tratado mediante microscopia
oOptica. El resultado del estudio demostrd que las lesiones no fueron extensas, sino que
se localizaron principalmente a nivel de la superficie de la mucosa colica. Asi, las
alteraciones funcionales del colon distal de la rata tras el tratamiento con PAO apical

fueron mayores que las lesiones morfologicas.

Tras conocer el efecto del PAO sobre el colon distal de la rata, y para
comprobar la especificidad, se determiné el efecto del otro oxidante no fisioldgico, la
cloramina T. La exposicion continua de cloramina T apical, a concentracion 5 mM,
sobre la superficie mucosa, produjo una disminucién significativa de la RT con un
comportamiento tiempo-dependiente. Por tanto, el efecto de este agente oxidante de
grupos tiolicos fue una pérdida importante de la funcion de barrera al igual que ocurria
con el PAO, que se acentuaba conforme aumentamos la concentracion (dosis-
dependencia). Por tanto la cloramina T luminal es un agente con capacidad para alterar

la funcion de barrera intestinal del colon distal de la rata.

Al igual que proponiamos que los oxidantes (H,O,, PAO y cloramina T)
luminales podrian inducir la secrecion electrogénica de CI° como consecuencia de la
oxidacion de grupos sulfhidrilos se podria sugerir que la lesion funcional originada por
el PAO y la cloramina T fuese debida a la oxidacion de proteinas clave para el
mantenimiento de la estructura del epitelio cdlico. Sin embargo, habria que considerar
que los oxidantes también tienen capacidad para producir la peroxidacion de los
lipidos que conforman las membranas celulares y desestabilizar la estructura normal
epitelial. Por tanto, tras los resultados obtenidos no podemos concluir que la cloramina
Ty el PAO, ambos luminales, ocasionan alteraciones en la funcion de barrera Unica y
exclusivamente como consecuencia de la oxidacion especifica de grupos tidlicos

proteicos.
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Una vez conocido el efecto de la cloramina T en la RT pretendimos evaluar el
estado de la permeabilidad paracelular al igual que hicimos para el H,O, y el PAO. Sin
embargo surgié un problema metodoldgico pues la cloramina T origind el apagamiento
de la fluorescencia emitida por el FITC. Al no tratarse de un experimento relevante en
nuestro estudio se descarto la idea de evaluar la permeabilidad paracelular usando
marcadores no fluorescentes y se pasé a valorar microscopicamente las alteraciones
morfoldgicas ocasionadas por este oxidante. El estudio desvel6 una lesion leve de la

estructura de la mucosa, que afectd principalmente a su superficie.

En los estudios morfologicos realizados a las muestras tratadas con cada uno de
los oxidantes (H,O,, PAO y cloramina T), se ha visto que la estructura colica ha
sufrido cambios de carécter leve similares en los 3 casos. Sin embargo, la RT y la
permeabilidad del tejido se vieron fuertemente afectadas tras la exposicion a los
oxidantes no fisiologicos a diferencia del efecto observado tras el tratamiento con
H.O, 10 mM. Asi el PAO y la cloramina T producen la alteracion de la funcion de
barrera epitelial, efecto que no produce el H,O,, sin inducir cambios importantes en la
estructura de la pared del colon. Por tanto este resultado sugiere que el colon distal de
la rata esta preparado ante un ataque por H,O,, probablemente mediante un mecanismo
de defensa enddgeno, que evita la alteracion de la funcidn de barrera, y especifico,

porque no protege frente a todos los agentes con actividad oxidante.

Se sabe que la capa de moco desempefia una funcion de barrera importante,
capaz de proteger frente a los oxidantes (163). Se podria pensar en ella como la
responsable de la proteccion frente al H,O,, pues existen datos que demuestran que el
moco traqueal de oveja actla degradando el H,O, (168). Por tanto, seria posible que el
H.O, afiadido se degradara al entrar en contacto con la capa de moco que protege la
mucosa célica, evitando asi la lesion. Quizads esta capa tenga la capacidad para
defender al tejido del ataque del H,O, luminal, pero lo que ya ha quedado demostrado
previamente, es que no tiene capacidad para proteger frente a todos los oxidantes.

Para evaluar una posible degradacién del H,O, apical tras entrar en contacto
con el tejido cdlico, se evaluo la concentracion final de este oxidante en la cubeta y se
consider6 como control una camara de Ussing sin tejido. El resultado de este

experimento demostrd que los niveles de H,O, disminuian significativamente tras 120
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minutos de incubacion en la cdmara con tejido, pero que también tenia lugar en las
cubetas sin muestra cdlica. Por tanto, la desaparicion del H,O, no se debia al contacto

de éste con el tejido, sino a las propias condiciones experimentales.

Este descenso en la dosis de H,O, podria ser el causante de la ausencia de un
efecto nocivo sobre el tejido. Sin embargo, la concentracion final en la cubeta seguia
manteniéndose lo suficientemente elevada como para producir una lesion superior a la
observada. Por tanto, lo mas logico era pensar que el colon de la rata habia
desarrollado un mecanismo de proteccién enddégeno potente y especifico frente al

H.0,, y que en €l participaban activamente las enzimas endogenas (catalasa y GPx).

5. Implicacién de las enzimas endogenas antioxidantes

El organismo se protege frente a los MORs, generados durante el metabolismo
normal, a través de la accion de los antioxidantes. La primera linea de defensa
especifica conocida frente a los oxidantes esta constituida por enzimas con capacidad
para degradarlos. La catalasa y la GPx se encargan de la destruccion del H,O,
generado. Su funcién se conoce con detalle, pero existen pocos datos que desvelen el
papel que desempefian en el intestino intacto sometido a estrés inducido, a pesar de

que se trata de un 6rgano sujeto a una elevada produccion de MORs,.

Esta tesis ya tenia como objetivo investigar la implicacion de ambas enzimas
durante el estrés inducido por la adicién apical de H,O,. Pero el interés se hizo alin
mayor cuando se observo que tras el tratamiento con H,0,, a dosis elevadas, no se
obtenia un claro efecto nocivo sobre la funcion de barrera y se pensaba en ellas como

posibles mediadores de una proteccion antioxidante enddgena.

Para estudiar la implicacién de catalasa se inhibio su actividad enzimatica con
aminotriazol. Para asegurar que la actividad enzimatica quedaba inhibida se eligié
como concentracion de trabajo 50 mM y se evalud el efecto del H,O, luminal (10
mM). El resultado del tratamiento fue una caida importante de la RT del tejido, lo que
sugiere gque esta enzima enddgena desempefia una funcion de defensa importante frente

a dosis elevadas de H,0».
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El aminotriazol por si mismo no alterd la RT del tejido, lo que nos lleva a
pensar que el efecto generado por el H,O; en la RT se deba Unica y exclusivamente a
la pérdida de la actividad enzimética de la muestra. De esta manera el tejido quedaria
desprovisto de defensa antioxidante, pudiendo ser facilmente atacable por el H,O..

A continuacion se evalud el efecto del H,O, (10 mM) apical sobre el tejido
preincubado con dosis menores de aminotriazol. Observamos que a medida que
descendia la cantidad de inhibidor la RT sufria una alteracion menor. El resultado
sugiere que a medida que desciende la actividad de catalasa el tejido queda mas
expuesto al ataque oxidante. Por tanto, esta enzima desarrollaria una funcién
antioxidante importante, susceptible al aminotriazol, a través de un mecanismo dosis-

dependiente.

Finalmente, la determinacion de la actividad de catalasa de las muestras
expuestas a aminotriazol y H,O, desvelo, efectivamente, que el tejido sufria un
descenso de la actividad enziméatica conforme aumenta la dosis de aminotriazol. Por
tanto, este resultado sugiere que el colon distal de la rata presenta un potente
mecanismo de defensa antioxidante, en el que participa activamente la catalasa. Su
inhibicidén desemboca en un descenso importante de la RT tras el tratamiento con H,0,

exogeno.

La catalasa desempefia una funcion de proteccion primordial en nuestro modelo
experimental, probablemente metabolizando el H,O, a nivel local. Se habla de una
proteccion localizada pues ya se demostré anteriormente que el tejido no tenia
capacidad suficiente para degradar todo el H,O, que se afiadia a la cubeta. Esta enzima
no pudo eliminar una cantidad de oxidante tan elevada pero si ofrecer proteccion a

nivel funcional.

La inhibicion de la actividad enziméatica demostré potenciar la caida de la RT
mediada por el H,O, a concentracion 10 mM. EIl tejido con actividad de catalasa
intacta no sufrié un descenso significativo en la funcion de barrera mientras que tras la
pérdida de la actividad antioxidante, por inhibicion con aminotriazol, la lesién se
potenci6. Para comprobar hasta qué punto el descenso de la actividad de catalasa

aumentaba la sensibilidad del tejido al ataque por H,O,, se evalud el efecto de
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diferentes dosis de este oxidante en tejido con actividad de catalasa suprimida por
aminotriazol. El resultado demostré que la RT no sufria cambios tras el tratamiento
con una concentracion de H,O, de 1 mM, lo que sugiere que esa dosis tan baja de
oxidante en la luz intestinal no genera cambios importantes en la funcion de barrera

epitelial incluso ante una deficiencia en la actividad enzimatica.

A pesar de que el H,0O, a concentracion 25 mM generd cambios significativos
en la resistencia eléctrica del tejido, el efecto se potencié al suprimir la actividad de
catalasa con aminotriazol. Este resultado sugiere que la enzima no tiene suficiente
capacidad para evitar la lesion mediada por el H,O, a esa dosis pero si para proteger en
parte. Sin embargo a dosis tan altas como 100 mM, la actividad enzimatica de catalasa
no es lo suficientemente potente como para proteger al tejido frente al ataque del
oxidante. Con toda probabilidad, la toxicidad que origina es tan elevada que el tejido

es incapaz de defenderse ante ella.

Los estudios de difusion a macromoléculas desvelaron que el descenso de la
RT mediado por el H,O, (10 mM), en tejido tratado con aminotriazol, venia
acompariado de un aumento de la permeabilidad paracelular a FITC. Sin embargo, el
transporte de FD4 era ligeramente superior aunque no alcanz6 la significacion
estadistica. Por tanto, la inhibicion de catalasa potencid la lesion mediada por el H,0,,
lo que aumentd los espacios intercelulares que favorecieron el paso de moléculas del

orden de 300 Da y no de tamafio mayor a través de la via paracelular.

Uno de los resultados mas Ilamativo del dafio mediado por el H,O,, en
muestras con actividad de catalasa modificada por aminotriazol, fue a nivel
microscopico. La lesion que ocasiono el oxidante, y no el inhibidor, afectd a todo el
espesor de la capa mucosa, incluidas las criptas intestinales, con destruccion de parte
de dicha capa. Por tanto, parece que la catalasa endogena del colon distal de la rata
desempefia un papel protector tanto funcional como morfolégico fundamental frente al

H>0, luminal.

Un trabajo posterior del equipo de Rao, de nuevo en linea celular Caco-2,
demostré que el H;O, producia alteraciones importantes en la RT incluso a

concentracion 20 uM y que el efecto se potencia al inhibir la actividad enzimética de
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catalasa (169). Este resultado validé la importancia de esta enzima frente al ataque por
H.0,, sin embargo demuestra que la monocapa celular es mucho mas susceptible al
ataque por este oxidante que el colon distal de la rata. La linea celular Caco-2 no
dispone de un mecanismo enzimatico lo suficientemente potente como para prevenir

las lesiones que ocasiona el H,O, a una dosis tan baja.

El colon distal de la rata no sufre cambios morfofuncionales significativos tras
el tratamiento con H,O; gracias a la actividad de catalasa enddgena. Por el contrario, el
tejido sufrio alteraciones funcionales importantes tras la exposicion a PAO y cloramina
T. Se sabe que la catalasa es un enzima con actividad especifica frente al H,O, y
ademas es légico pensar que no tiene capacidad para actuar sobre oxidantes no

fisiolégicos.

Tras investigar la funcion de catalasa, se determiné el papel que desempefiaba
la otra enzima antioxidante especifica, la GPx, frente al estrés oxidativo inducido por
la adicion de H,O, luminal. Los resultados obtenidos durante los estudios de catalasa
sugerian que su participacion protectora era muy baja o incluso nula, pues la ausencia
unica de actividad de catalasa hizo que las lesiones ocasionadas por el H,O, fuesen

muy importantes.

Aln asi, procedimos a evaluar la implicacion de la enzima GPx siguiendo el
mismo procedimiento que empleamos para estudiar la catalasa. Para ello se inhibio su
actividad, utilizando acido mercaptosuccinico, y se evalu6 el efecto del H,O, apical
sobre la funcion de barrera. El resultado del estudio demostré que la caida de la RT no
se agravaba como consecuencia de la inhibicién de la GPx. Por el contrario, el valor de
RT fue ligeramente superior al de las muestras tratadas con H,O, y actividad de GPx
intacta. Esto sugiere que la inhibicion de esta enzima podria evitar la lesion en lugar de
favorecerla. El trabajo del equipo de Rao anteriormente referenciado demostro que la
inhibicion de GPx prevenia la lesion que ocasiona el H,O; en la linea celular Caco-2
(169). Quizas podia ocurrir algo similar en nuestro modelo experimental que no se
vislumbraba con claridad debido a la ausencia de efecto del H,O, por la accion de la

catalasa.
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El H,O, so6lo ocasiona alteraciones importantes en la funcién de barrera de
nuestro modelo experimental cuando el tejido tenia inhibida su actividad de catalasa,
asi que nos planteamos evaluar si la inhibicion de la GPx seria capaz de proteger frente
a dicha lesion. Para ello, se inhibieron ambas enzimas y se someti¢ al tejido a H,0, (10
mM) apical. El resultado demostré que el acido mercaptosuccinico prevenia la lesion
mediada en una primera etapa. El tejido con actividad de catalasa inhibida sufria una
fuerte lesion significativa tras el tratamiento con H,O, mientras que la preincubacién
del tejido con &cido mercaptosuccinico lo evitaba durante los primeros 60 minutos de
incubacion con H;O,. A partir de ese momento la RT decaia paulatinamente hasta

nivelarse con el valor de las muestras sin actividad de catalasa.

La microscopia Optica reveld igualmente que la preincubacién con é&cido
mercaptosuccinico proporcionaba la proteccion de la microestructura cdlica.
Transcurridos 60 minutos de incubacion con H,O, la mitad de la capa mucosa
mantenia su morfologia intacta mientras que la destruccion de la capa mucosa ya habia
tenido lugar en ese periodo de tiempo en las muestras tratadas con aminotriazol. A los
120 minutos de incubacion, la lesion de las muestras doblemente inhibidas se habia
extendido hasta afectar aproximadamente a las 2/3 partes de la capa mucosa, aunque el

fondo de las criptas permanecia intacto.

La GPx es una enzima antioxidante conocida por su capacidad para degradar y
proteger frente al H,O,, sin embargo los resultados obtenidos en nuestro modelo
experimental sugerian que tiene un efecto contrario, es decir, la proteccion aparece

como consecuencia de la inhibicién de su actividad.

Esta enzima antioxidante necesita GSH como agente reductor. La actividad de
GPx supone consumo de GSH intracelular, mientras que su inhibicién permite que se
mantengan los niveles normales. Se sabe que el GSH protege frente al dafio mediado
por algunos oxidantes (170, 171) pues forma parte de una segunda linea de defensa (no
enzimatica) frente a los MORs. Por tanto, un aumento de los niveles intracelulares tras
la inhibicion de GPx podria ser el motivo de la proteccion observada en nuestro
modelo experimental. Ello nos llevo a determinar los niveles intracelulares de GSH a
los 60 y 120 minutos de incubacion con H,0..
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El resultado del estudio desvel6 que los niveles intracelulares de GSH, de las
muestras doblemente inhibidas y tras 60 minutos de tratamiento con H,0,, fueron
similares a los de las muestras control, mientras que las muestras solo tratadas con
aminotriazol demostraron tener niveles muy bajos. A los 120 minutos de incubacién
con H,0,, la concentracion de GSH disminuyo hasta aproximarse al valor de las
muestras solo con la actividad de catalasa inhibida, aunque quedando ligeramente por

encima.

Por tanto, estos resultados sugerian que el descenso de la actividad de GPx
previene el dafio mediado por el H,O, durante un periodo de 60 minutos debido al
mantenimiento de los niveles de GSH intracelulares. Tras 120 minutos, la
concentracion de GSH decrece, aunque sin alcanzar los valores minimos detectados en
las muestras inhibidas Unicamente con aminotriazol. Con ello aumenta la lesién de la
estructura colica y desciende la RT, aunque sin llegar a las condiciones maximas de
dafio presentes en las muestras con actividad de catalasa modificada. Parecia que la
GPx enddgena del colon distal de la rata desempefiaba una funcion lesiva superior al
papel de proteccion inicialmente identificado. Sin embargo, estos hallazgos parecian
muy contradictorios a pesar de que autores como Rao y colaboradores (169)
obtuvieran un resultado similar. Por ello, nos planteamos buscar limitaciones en la
metodologia empleada para el estudio. El primer aspecto a evaluar fue asegurar que el
inhibidor empleado (el acido mercaptosuccinico) era el adecuado para el estudio.
Estructuralmente, el inhibidor dispone de un grupo sulfhidrilo facilmente atacable por
el H,O,. La interaccion entre ambos agentes supondria un descenso significativo en la
concentracion de oxidante y probablemente de &cido reducido. Tal como demostramos,
la disminucidn de la dosis de H,O; en la cubeta fue la causa de que tanto la RT como
el nivel de GSH intracelular se mantuvieran durante un periodo de 60 minutos y que la
alteracion morfoldgica fuera menor. Por tanto, el 4&cido mercaptosuccinico actua como

“scavenger” sobre el H,O, exdgeno.

Sabiendo que el é&cido mercaptosuccinico dispone de un grupo tidlico
facilmente atacable por los agentes oxidantes, resultaba posible que interaccionara con
el PAO y produjera un descenso de la concentracion atil de ambos agentes, lo que
prevendria la lesion mediada por este oxidante. Por ello, se estudio el efecto del PAO

sobre la RT del tejido previamente incubado y mantenido con el inhibidor. El resultado
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mostré que, incluso tras 120 minutos de incubacién con PAO, la RT del tejido no
sufrié cambios significativos. Se puede concluir que el acido mercaptosuccinico actua

como “scavenger” frente a los oxidantes de grupos tiolicos exogenos.

Cuando por analogia en su mecanismo de accion se empleé GSH, en lugar de
acido mercaptosuccinico, se observé un resultado similar, es decir, se evito el descenso
de la RT caracteristico tras el tratamiento con PAO apical. Este resultado sugiere que
el &cido mercaptosuccinico exdgeno tiene un efecto antioxidante analogo al del GSH,
y que la prevenciéon de la lesion tisular se debe a su papel reductor y no a la inhibicion
de la enzima GPx. Asi, se podria proponer al acido mercaptosuccinico no sélo como
inhibidor de la GPx sino también como agente reductor, que se podria ser utilizado en

el futuro como antioxidante en estudios de estrés oxidativo.

Tras conocer las limitaciones metodoldgicas del wuso del acido
mercapotusccinico para evaluar la implicacién de la GPx, estudiamos todas las
posibilidades a nuestro alcance. Sin embargo, nos encontramos con la falta de medios
para valorar la participacion enzimatica de manera aislada y sin interferencias en
nuestro modelo experimental. La Unica posibilidad consistiria en la utilizacion de
ratones “knock-out” para la enzima GPx, que permitiria evaluar el efecto que
produciria el H,0, en ausencia de actividad enzimética. Sin embargo, se trataria de un
modelo experimental completamente diferente al nuestro y los resultados obtenidos en
el estudio no se podrian comparar con los obtenidos en colon de rata sana. Seria

necesario realizar un trabajo completo en este tipo de animal.

Una posible solucién que se plante6 inicialmente para evaluar la implicacion de
GPx, en nuestro modelo experimental y en nuestras condiciones de trabajo, consistia
en eliminar el acido mercaptosuccinico antes de afadir el H,O, a la cubeta. El equipo
de Rao siguié este protocolo en su estudio en la linea celular Caco-2 (169). Sin
embargo habia que asegurar que la enzima permanece inhibida de manera irreversible
y ademas que el tejido no retiene una cantidad de acido remanente capaz de degradar el
H.O, que alcanza la superficie tisular. Durante el estudio que realiz6 este equipo no se
considerd ninguno de los inconvenientes que aqui resefiamos, por lo que no se puede

asegurar que el efecto observado sea Unica y exclusivamente el de la GPx.
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La solucion podria ser un cambio de inhibidor, sin embargo no disponemos de
ninguno que no interfiera colateralemente. Un claro ejemplo seria el uso de S-nitro-N-
acetil-DL-penicilamina (SNAP), un donador de NO, que inactiva la GPx bovina de
manera dosis- y tiempo-dependiente (172). Pero se sabe que el NO y sus derivados son
potentes agentes oxidantes (126) que contribuyen en la lesion oxidante y que
probablemente potenciarian el efecto del H,O,. Por otra parte, la inhibicién de la
sintesis de GSH, con L-butionina sulfoximina (BSO) (173), no parece ser una buena
solucién para estudiar la implicacion de la GPx de manera aislada, pues el descenso de
otro agente que forma parte de la defensa antioxidante natural, el GSH, con toda
probabilidad favorecera la lesion mediada por el H,O, e incluso impide conocer el
efecto aislado de la enzima. Este inhibidor s6lo permitiria conocer el papel del sistema

de GPx-GSH, pero no el de la enzima por si misma, que es nuestro objetivo.

AUn con las limitaciones metodologicas se podria concluir que su participacion
protectora frente al H,O, luminal es muy baja o practicamente nula comparado al papel

que desarrolla la catalasa enddgena.

Por tanto, evaluando todos los resultados obtenidos durante nuestro estudio
proponemos que el colon distal de la rata ha desarrollado un importante mecanismo de
defensa antioxidante frente al H,O, generado en la luz intestinal, que constaria de

varias etapas:
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1. Durante el desarrollo de determinados estados fisiopatoldgicos tiene lugar la
migracion de neutrofilos hasta la luz intestinal y con ello la sobreproduccion de
MORs. El objetivo principal es la eliminacion de las sustancias patogénicas
causantes de la lesion intestinal. Los MORs liberados no sélo destruirian los
patogenos localizados en la luz intestinal, sino que inducirian la secrecion
electrogénica de CI° de una forma rapida y transitoria, para conseguir la
limpieza del tubo digestivo. La estimulacion de la hipersecrecion no solo
eliminaria las sustancias patdgenas sino también el exceso de MORs que se
encuentran en contacto directo con el epitelio. Por tanto, se trataria de la
primera linea de defensa antioxidante inducida e inespecifica que actuaria
frente a todos los agentes capaces de oxidar grupos tidlicos. Se trataria de una

primera respuesta rapida de eliminacion de agentes toxicos para las células.
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2. Un efecto insuficiente del primer mecanismo defensivo dejaria al intestino
expuesto a una concentracion elevada de MORs, es decir, un estrés oxidativo
prolongado. Por ello, el colon distal habria desarrollado una segunda linea de
defensa antioxidante especifica frente al H,O,, en la que participaria muy
activamente la enzima catalasa. El tejido estaria preservado frente a una posible

lesion morfofuncional importante incluso ante dosis elevadas de oxidantes.
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Conclusiones

12 CONCLUSION

1.1 El colon distal de la rata responde frente al H,O, luminal con un aumento
rapido y transitorio de la secrecion electrogenica de CI° basal. El
comportamiento secretor es comun al tratamiento apical con agentes

oxidantes no fisioldgicos, como son el PAO y la cloramina T.
1.2 EIl efecto prosecretor surge probablemente como consecuencia de la

activacion del sistema nervioso entérico que libera ACh a traves de un

mecanismo independiente de la sintesis de PGs.

22 CONCLUSION

2.1 La funcién de barrera caracteristica del colon distal de la rata sufre cambios
morfofuncionales importantes tras la exposicion prolongada a oxidantes

luminales.

2.2 El tejido es mas susceptible ante el ataque por los oxidantes no fisioldgicos
(PAO y cloramina T) que ante el H,0..

32 CONCLUSION

El colon distal de la rata presenta un potente mecanismo enzimatico antioxidante
especifico frente al H,O, luminal en el que la enzima catalasa desempefia un papel

critico.
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