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1. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL. COLITIS
ULCEROSA.

1.1 CONCEPTO Y CLASIFICACION.

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) representa un conjunto heterogéneo
de enfermedades cronicas que afecta al tubo digestivo, englobando principalmente a la

Colitis Ulcerosa (CU), la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Indeterminada (CI).

Tienen una etiologia desconocida, aunque cada dia se conoce mas sobre su
patogenia. Su curso es impredecible soliendo evolucionar alternando periodos de
actividad (brotes o recidivas) y periodos de remision, experimentando aproximadamente
la mitad de los pacientes una recidiva cada ano (OMGE Research Comittee Team,
1993). Tampoco son enfermedades estaticas en cuanto a su localizacidén anatomica. Asi,
el 70% de los pacientes con colitis distal y el 35% de los que presentan
proctosigmoiditis, experimentan una progresion en sentido proximal hacia una colitis
extensa o pancolitis (Pajares Garcia et al, 1987; Martinez Salmeron et al, 1993).

Las dos formas clasicas de presentacion poseen unas caracteristicas especificas
que permiten diferenciarlas entre si. La EC se caracteriza por tratarse de un proceso
inflamatorio que puede afectar a cualquier parte del tubo digestivo desde la boca hasta
el ano, de forma focal, asimétrica y segmentaria con zonas de respeto de mucosa. Puede
afectar a todas las capas de la pared intestinal de forma transmural, con el consiguiente
desarrollo de fisuras, fistulas y abscesos. Por el contrario, en la CU la inflamacion afecta
exclusivamente al colon de forma continua en direcciéon proximal desde el ano, y
limitindose a la capa mucosa. Ademads, el curso clinico, prondstico, respuesta al
tratamiento médico, necesidad de tratamiento quirurgico y tasa de recurrencia
postquirdrgica son distintos en ambas entidades (Farmer et al, 1985; Lanholz et al,
1994).

Los estudios de los efectos del estrés psicosocial sobre el curso de la EII han
sido mejor caracterizados en la CU, por lo que este trabajo se centrara mas en los

cambios acontecidos en la mucosa colonica como consecuencia de €él.
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Segun la extension anatémica se clasifica la CU en (Jayanthi et al, 1993):

Proctitis Ulcerosa: La enfermedad se limita al recto, desde margen anal interno
hasta unos 15 cm desde el esfinter anal. Representa aproximadamente el 30-42%
de los casos.

Proctosigmoiditis: La inflamacion se extiende hasta sigma.

Colitis distal o izquierda: La inflamacion afecta a recto, sigma y colon
descendente hasta angulo esplénico. Estas dos ultimas representan hasta el 44-
48% de los casos.

Colitis extensa: La inflamacion se extiende por colon transverso hasta angulo
hepatico.

Pancolitis o colitis total: Afecta todo el colon hasta ciego. Ambas representan el

9-17% de los casos.

Segun el curso evolutivo, la CU se clasifica en:

Cronica-Recidivante: Es la forma mas frecuente representando un 70% del
total. Se caracteriza por la alternancia de periodos de actividad sintomatica con
otros de remision. Puede evolucionar tanto hacia la forma aguda fulminante
como a la crénica continua.

Cronica-Continua: Constituye un 20% y se produce cuando un brote se
extiende mas alla de seis meses a pesar de tratamiento, con recidivas frecuentes
y seguidas de cortos intervalos de mejoria. Suele acompafiarse de
complicaciones locales.

Aguda-Fulminante: Supone el 10%, siendo la forma mas grave de presentacion.
Comienza de manera brusca con diarrea abundante y rectorragia, pudiéndose
acompafiar de megacolon tdxico e incluso debutar con un cuadro de perforacion
colonica de alta mortalidad. Suele ocurrir en el seno de una pancolitis, siendo

excepcional en las rectitis.

En el reciente 13 Congreso Mundial de Gastroenterologia celebrado en

Montreal se ha establecido la Clasificaciéon de Montreal para la CU (Silverberg et al,

2005), que tiene en cuenta la extension y gravedad. Segun la extension (E) se distinguen

3 grupos ya que supone modificaciones de la posologia del tratamiento y el riesgo de

neoplasia es distinto entre ellos: proctitis, colitis distal y colitis extensa o pancolitis,

abandonandose el término proctosigmoiditis por lo confuso de donde poner el limite de
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la afectacion. En el caso de la gravedad (S) se distinguen cuatro grandes grupos: 0 o en
remision, 1 o leve, 2 o moderado y 3 o grave, sugiriéndose continuar con el uso de la

clasificacion de Truelove-Witts para su estadificacion (Tabla 1).

Segun la extension (E):

e El: Proctitis ulcerosa: Afectacion limitada al recto (el limite superior
de la inflamacién no supera la unién rectosigmoidea)

o E2: Colitis izquierda o distal: Afectacion limitada al colon izquierdo
(el limite superior de la inflamacion no supera el angulo esplénico).

o E3: Colitis extensa o pancolitis: Afectacion que se extiende mas alla
del angulo esplénico.

Segun la gravedad (S):

e S0: Colitis en remision o silente: No hay sintomas de la enfermedad.

e S1: Colitis leve: Cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin
fiebre, leucocitosis, taquicardia, anemia, ni aumento de la VSG (segin
Indice de Truelove-Witts).

e  S2: Colitis moderada: Criterios intermedios entre leve y grave,
siempre con signos de afeccion sistémica leves (segun Indice de
Truelove-Witts).

e S3: Colitis grave: Seis o mas deposiciones diarias con sangre, fiebre,
leucocitosis, taquicardia, anemia y aumento de la VSG, a menudo con
signos de afectacion sistémica grave.

Tabla 1: Clasificacion de Montreal para la CU.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La CU es una enfermedad de distribucion universal pero cuya incidencia ha
presentado tradicionalmente importantes variaciones geograficas, existiendo zonas de
alta incidencia (Estados Unidos, Australia y Norte de Europa) con entre 6 y 15 casos
por 100.000 habitantes, y de baja (Asia y América del Sur) con una incidencia 10 veces
menor (Rusell y Stockbrugger, 1996). En la actualidad, en nuestro pais las tasas rondan
entre 0,6 a 8 casos por 100.000/afio con un valor medio de 3,8 (Pajares y Gisbert, 2001).
Ademas, el llamado gradiente norte-sur se ha hecho cada vez mas discreto siendo la
incidencia de EC y CU en Asturias semejante a la de los paises del norte de Europa

(Saro Gismera et al, 2003; Rodrigo et al, 2004). En cualquier caso, resulta dificil
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establecer la incidencia y prevalencia real de EII por la diversidad de los métodos

diagnosticos empleados en los distintos estudios.

1.2.1. Raza y etnia.
Es mas frecuente en la raza blanca y en los judios Ashkenazi centroeuropeos

(Gilat et al, 1986), siendo minima en la raza negra (Mayberry y Rhodes, 1984).

1.2.2. Edad y sexo.

La mayor parte de los enfermos inician su enfermedad entre los 15 y los 40 afios,
con un segundo pico de aparicion entre los 55 y los 65 afios (Ruiz, 1998). En nuestro
pais hay dos picos méaximos de incidencia, uno entre los 25 y 35 afios y otro entre los
65-75 afos, siendo la edad media de los enfermos de 43,95 (IC 95%:42,48-45,42). Este
hecho es de gran importancia para la evolucion y el prondstico, ya que a mayor
precocidad del debut, peor suele ser la evolucion.

La enfermedad tiende a ser mas frecuente mas frecuente en mujeres, aunque
muchas otras series no han demostrado diferencias entre ambos sexos (Jewel, 1998;

Rodrigo et al, 2004).

1.3 ETIOPATOGENIA.

Las causas principales de la CU continuan siendo una incdgnita, aunque cada
vez se conoce mas su patogenia. En términos generales, se considera que existe un
factor iniciador (un factor medioambiental en un sujeto genéticamente predispuesto)
que provoca una pérdida de la tolerancia inmunologica a la flora intestinal saprofita,
induciendo una respuesta inflamatoria prolongada e inapropiada en la mucosa coélica
(Fiocchi ,1998; Papadakis y Targan, 1999; Panés, 2001; Hugot et al, 2001; Farrell y
Pepppercorn, 2002). A continuacidon pasaremos a comentar cada uno de los factores

implicados:

1.3.1 Factores genéticos.
La probabilidad de que un familiar de un paciente con CU o EC desarrolle la
enfermedad es diez veces superior a la del resto de la poblacion. Se estima que entre el

10 y el 20% de los pacientes con CU tienen al menos un familiar de primer grado
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afectado por la enfermedad. Sin embargo, la concordancia en gemelos monocigotos del
6-14% es menor que en el caso de la enfermedad de Crohn (44-55%) (Mayberry y
Rhodes, 1984; Orholm et al, 2000). Igualmente, se ha observado que existen mas
enfermos con CU entre familiares de EC que al revés, lo que hace sospechar que ambas
enfermedades comparten una herencia poligénica que confiere a sus portadores una
mayor sensibilidad a factores externos que precipitan el desarrollo de EIl (Meucci et al,
1992).

Se han implicado varios genes que intervienen en la regulacion de la inmunidad:
genes de la region del complejo mayor de histocompatibilidad, de receptores de
linfocitos T e inmunoglobulinas, del sistema del complemento y de citoquinas y
moléculas de adhesion (Ahmad et al, 2001). En relacion a esto, se han asociado ciertas
variaciones alélicas en los genes del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 11

y otros genes con la CU y con su comportamiento evolutivo:

0 En pacientes japoneses y de origen judio se ha demostrado una asociacion
positiva con el alelo 1502 del antigeno leucocitario humano (HLA-
DRBI1*1502), un alelo poco frecuente en caucasicos (Asakura et al, 1982;
Stokkers et al, 1999).

O En poblacién caucasica se ha sugerido asociacion con HLA-DRBI1*0103,
DRB1*1309*%1320*1325%¥1329 (DR13), DRB1*0401 y DRBI1*1502 que
podrian limitar un subgrupo con enfermedad mas extensa, con mayor riesgo de
colectomia y de manifestaciones extraintestinales (Roussomoustakaki et al,
1996; Bouma et al, 1999; Ahmad et al, 2003; Annese et al, 2005).

0 También se ha demostrado una asociacién negativa con HLA-DR4 (Mansfield et
al, 1994).

0 Parece existir una asociacion significativa entre la presencia del alelo 2 del gen
del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra*2) y la CU, en particular con formas
extensas y con mayor riesgo de colectomia. Aunque la asociacion es de escasa
magnitud y supone un riesgo minimo para un individuo determinado, debido a
su mayor frecuencia en caucasicos puede contribuir a un mayor riesgo
poblacional (Mansfield et al, 1994; Bioque et al, 1996). En Espafia un estudio
determindé una mayor frecuencia en el subgrupo de pacientes con pANCA

subclinico y genotipos 1y 2 de IL-1ra (Papo et al, 1999).
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0 Una variacion alélica del gen que codifica IkB se ha asociado en un estudio
espafol a enfermedad extensa y refractaria (De la Concha et al, 2000).

0 Una interacciéon entre IBD5S y NOD2/CARDI5 y polimorfismos de
NODI/CARD4 parecen aumentar la susceptibilidad a CU (McGovern et al,
2003; 2005).

1.3.2 Factores ambientales externos.
El hecho de que la tasa de concordancia en gemelos monocigdticos sea menor en
CU que en EC nos da una idea de la importancia de los factores medioambientales en la

aparicion de esta enfermedad. Varios son los factores estudiados hasta ahora:

I. Tabaco.

En las primeras observaciones ya se constatd la mayor frecuencia de CU
entre no fumadores (Harries et al, 1982). Se han descrito riesgos relativos de
desarrollar CU de hasta un 4,4 en ex fumadores, 1 en no fumadores y 0,6 en
fumadores activos (Lindberg et al, 1988). Otros autores destacan un efecto
beneficioso para la CU (Calkins, 1989). Asi, se ha observado que el abandono del
uso tabaquico puede asociase a la aparicion del primer brote de CU, que tiene un
efecto protector para la CU activa y que puede ser util para el mantenimiento de
la remision. Incluso, segin algin estudio, la exposicion en nifios al humo del
tabaco es factor protector para el desarrollo de CU (Sandler et al, 1992).

Aunque no estd claro qué sustancias quimicas presentes en el humo del
tabaco son las causantes de esta asociacion, la evidencia de la utilidad de los
parches transdérmicos de nicotina asociados a la terapia convencional en la CU
leve-moderada (Pullan et al, 1994) orienta a que pueda ser ésta la principal
implicada. Se han sugerido como mecanismos responsables, el efecto inhibitorio
sobre los linfocitos T colaboradores tipo 2 (predominantes en la respuesta inmune
celular de la CU), el incremento de la produccion colénica de mucina y la
capacidad de alterar la motilidad intestinal. Otros estudios, sin embargo, no han

demostrado tal utilidad.

II. Dieta.
Puesto que lo que ingerimos supone la mayoria de los antigenos no

bacterianos presentes en el tubo digestivo, parece logico suponer que la dieta
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pueda tener influencia sobre la susceptibilidad de desarrollar CU. Existen varios
estudios caso-control en los que se han examinado diversos habitos dietéticos,
aunque en general presentan numerosos sesgos que dificultan la interpretacion de
sus resultados.

Se ha asociado el consumo de hidratos de carbono refinados (en EC, sin que
se haya demostrado relacion en CU) y la “comida rapida” (Probert et al, 1996a),
el reciclaje de aceite y el uso de distintos tipos de aceites implicados en la cadena
del acido araquidonico como factores de riesgo (Chuah et al, 1992). Por otro lado
hay datos que sugieren un posible efecto beneficioso la suplementacion dietética
con acidos grasos poliinsaturados (Beluzzi et al, 2000).

La fibra, en relacion con la produccion de éacidos grasos de cadena corta
(fundamentalmente butirato) tendria un efecto protector, y se ha mostrado eficaz
para mantener la remision en pacientes con CU (Fernandez-Banares et al, 1999).

La retirada de los lacteos se ha relacionado con una mejoria en el curso
clinico de la enfermedad, mientras que su reintroduccién se asocia a una
reaparicion de los sintomas, y parece existir asociacion entre la sensibilizacion a
las proteinas de la leche de vaca en la infancia y el desarrollo posterior de CU
(Glassman et al, 1990). Sin embargo, no existe ningin fundamento cientifico para
prohibir el consumo de productos lacteos a los pacientes con EC y CU, ya que
hasta ahora ningin componente de la leche ha demostrado ser favorecedor de la
inflamacion intestinal, ser capaz de desencadenar un brote o causar la
enfermedad. Bien es cierto que un determinado porcentaje de personas no son
capaces de asimilar totalmente la lactosa de forma que en el colon puede provocar
diarrea o gases. Por esta razdn, se recomienda limitar el consumo de leche durante

los brotes so6lo si este consumo de leche aumenta claramente su diarrea.

III. Anticonceptivos orales.

El uso de anticonceptivos orales también parecia aumentar el riesgo de
desarrollar la enfermedad. En estudios iniciales parecia que el riesgo es mayor en
los casos de consumo reciente (en los 6 meses previos al brote) y prolongado de
los mismos (méas de 6 afos), asi como aquellos que poseen un alto contenido en
estrogenos. Ese riesgo incluso disminuye significativamente al suspenderlos

(Persson et al, 1993; Boyko et al, 1994). Por el contrario, un metaanalisis y

20



estudios posteriores solo han encontrado una asociacion muy discreta o nula

(Godet et al, 1995; Corrao et al, 1998; Garcia Rodriguez et al, 2005).

IV. Antiinflamatorios no esteroideos.

Al igual que los anteriores, inicialmente se les consideraba responsables del
desencadenamiento de exacerbaciones de CU e incluso ocasionar un primer brote
de la misma (Evans et al, 1997). Se han sugerian como posibles mecanismos de
esta asociacion: La capacidad de los AINEs de aumentar la permeabilidad
intestinal y por tanto, facilitar la captacion de antigenos, la disminucion de la
produccion de prostaglandinas y la deplecion de ATP en la mucosa colonica y el
aumento de la adhesion leucocitaria al endotelio vascular. Sin embargo, un
estudio de cohortes posterior no ha demostrado tal asociacion (Bonner et al,

2004).

V. Apendicectomia y amigdalectomia.

La extirpacion quirurgica del apéndice en la infancia ha demostrado ser un
factor protector de la enfermedad en estudios caso-control (Koutroubakis y
Vlachonikolis, 2000) y poblacionales (Anderson et al, 2001); En este ultimo
estudio se observo que el riesgo es menor solo en aquellos pacientes a los que se
realiz6 apendicectomia por apendicitis o linfadenitis mesentérica y no en los que
se llevaba a cabo de forma accidental o por dolor abdominal inespecifico. Esto
sugiere que el hecho de padecer una patologia inflamatoria en la infancia o
juventud, mas que la apendicectomia en si, es el factor protector frente al

desarrollo posterior de CU.

La amigdalectomia se ha asociado en la EC como favorecedor de su curso
evolutivo (menos recidivas, mayor extension y menor gravedad) pero no en CU

(Pérez-Miranda et al, 1994).

VI. Infecciones perinatales e infantiles.

El papel de diversos agentes infecciosos como activadores de la inflamacion
proceso de base es un tema controvertido. Asi se han estudiado el Mycobacterium

paratuberculosis, citomegalovirus, rotavirus, reovirus “like” y diversos RNA
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virus. Parece que los procesos inflamatorios e infecciosos perinatales favorecen la
aparicion posterior de EIl. La lactancia materna podria tener un papel protector al
estimular el crecimiento y desarrollo de la mucosa intestinal y aumentar los

niveles de Ig A (Saro y Ruiz, 2002).

VII. Estrés psicologico.

El estrés es un factor que se ha implicado en el inicio de reagudizaciones
hasta en el 40% de los pacientes con CU. Incluso se ha sugerido una division
entre pacientes con CU susceptibles o no al estrés psicoldgico, definida por la
ausencia de anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos con patréon perinuclear
(pANCA) en los primeros (Maunder et al, 2000). Dado que es el motivo de esta

Tesis, se desarrollard posteriormente este tema mas ampliamente.

1.3.3 Factores microbianos.

Una de las teorias etiopatogénicas mas atractivas sugiere la posibilidad de que la
enfermedad se produzca como consecuencia de la accidon de agentes bacterianos,
adquiridos o que forman parte de la propia flora intestinal, que por diversos mecanismos
desencadenan una respuesta inmunoldgica anémala sobre una mucosa colénica cuya
barrera defensiva ha sido previamente dafiada. El sistema inmune de estos pacientes es
incapaz de autolimitar el dafio inicial provocando la exacerbacion de la respuesta
inflamatoria y la cronificaciéon del proceso; todo ello como consecuencia de una
activacion anormal de las células del sistema inmunitario, con la consiguiente
produccion y liberacion de una gran variedad de mediadores: citoquinas, productos
derivados del metabolismo del acido araquidénico (prostaglandinas y leucotrienos),
factores de crecimiento y transformacion, proteinas del sistema de complemento y
especies reactivas de oxigeno como el 6xido nitrico (NO), cuya reaccion con el anion

superoxido (Oy"), produce peroxinitrito (ONOO").

Es conocido que el lipopolisacarido (LPS) presente en la pared celular de las
bacterias gramnegativas es capaz de inducir por si mismo la expresion y actividad de
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS, NOS-2), capaz de producir citotoxicidad directa a

través de la generacion de altas concentraciones de NO.
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Asimismo se ha sugerido que determinados superantigenos bacterianos pueden
participar en el inicio, exacerbacidon o reactivacion de la EII al activar potentemente a
los linfocitos T, induciendo una respuesta Thl. Esto se produce como consecuencia de
una union cruzada entre el dominio externo de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II y la porcion variable de la cadena 3 del receptor de los
linfocitos T (TCR-V), fuera de los sitios especificos para antigenos convencionales y
sin requerir la intervencion previa de células presentadoras de antigeno. En estudios
experimentales se ha descrito un aumento en el nimero de linfocitos T en la ldmina
propia y en el epitelio intestinal que ocasiona un incremento de la permeabilidad
epitelial y de la produccion de citoquinas, cambios que pueden prevenirse mediante la

utilizacion de anticuerpos anti-IFNy y anti-TNFa o de IL-10 y TGFB (McKay, 2001).

También estos microorganismos podrian ser capaces de desencadenar
inflamacion colénica mediante la alteracion del metabolismo de las células epiteliales
del colon. Es conocido que las bacterias anaerobias de la flora intestina normal son
capaces de transformar mediante reacciones de fermentacion, hidratos de carbono y
proteinas de la dieta, en dcidos grasos de cadena corta, el principal recurso de energia de
los colonocitos. Se ha postulado que la deficiencia de esta fuente de energia pueda
conducir al desarrollo de colitis, habiéndose demostrado una sobreproduccion de sulfuro
de hidrégeno (téxico para el epitelio colonico por competencia con los acidos grasos de
cadena corta) debida a un exceso de bacterias patdogenas capaces de reducir el azufre en

muestras fecales de pacientes con CU (Campieri y Gionchetti, 2001).

El colon contiene en condiciones normales una gran concentracion de hasta 400
especies diferentes de bacterias, entre las que se incluyen microorganismos
potencialmente patégenos a los que podria atribuirse la responsabilidad en individuos
genéticamente predispuestos, de iniciar y perpetuar la CU. Hechos que apoyan esta

teoria son:

0 Estudios en animales modificados genéticamente que desarrollan colitis cuando
son expuestos a microorganismos que forman parte habitual de la flora comensal
del colon, pero no lo hacen en un medio completamente libre de gérmenes

(Taurog et al, 1994).
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0 La existencia de un gradiente de concentracion de microorganismos desde el
recto hasta el polo cecal que resulta superponible a la clésica extension
retrograda que caracteriza la afectacion inflamatoria de la CU.

0 La alta prevalencia de aparicion de anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo con
patrén perinuclear (pANCA) en el suero de estos pacientes. Este autoanticuerpo
reacciona de forma cruzada con antigenos del citoplasma de mastocitos de la
mucosa colonica, del cuerpo ciliar en el 0jo, y lo que resulta més representativo,
con proteinas propias de bacterias comensales como Bacteroides caccae y
Escherichia coli (Cohavy et al, 2000), lo que pone de manifiesto el contacto del
sistema inmunitario con componentes de la microflora intestinal normal en la
respuesta inmune genéticamente determinada capaz de generar pANCA en la
CU. Por otra parte, este hallazgo apoya el hecho demostrado de la mayor
prevalencia de aparicion de pANCA en pacientes con EC limitada al colon
(Vasiliauskas et al, 1996).

0 El descenso significativo del numero de bacterias anaerobias y de Lactobacillus
en pacientes con EII activa comparados con EII sin actividad (Fabia et al, 1993).

0 Otra evidencia se encuentra en el desarrollo de reservoritis tras una colectomia
total. A diferencia de los pacientes con poliposis adenomatosa familiar en los
que se realiza la misma intervencion y no desarrollan esta complicacion, los
pacientes con CU muestran una susceptibilidad, quizas genética, a desarrollar
inflamacion del reservorio ileal tras la colonizacion del mismo por parte de la
flora bacteriana comensal. Ademads, el tratamiento con antibidticos se ha

demostrado eficaz en el tratamiento de esta complicacion (Katz, 2005).

En relacion a tipo de agente cabe destacar la implicacion de Shigella, Salmonella y
Yersinia como posibles causas de CU, y se ha asociado a la toxina de Clostridium

difficile con brotes agudos de la enfermedad (Campieri y Gionchetti, 2001).

1.3.4 Factores inmunolégicos.

La multitud de manifestaciones extraintestinales de base autoinmune que pueden
acompanar a estas enfermedades y el hecho de que estos pacientes respondan a
tratamientos de base inmunosupresora, como la azatioprina o los glucocorticoides entre
otros, pone de manifiesto la importancia capital del sistema inmune en la patogenia de

la CU.
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I. Inmunidad humoral:

En la CU predomina la respuesta inmune dependiente de anticuerpos como
consecuencia de la liberacion de IL-4, IL-5 e IL-10 y de un importante infiltrado
por células plasmaticas en la lamina propia (Kett et al, 1987; Fiocchi, 1998). Los
pacientes con EIl muestra un aumento del numero de células plasmaticas con
capacidad de sintetizar y secretar inmunoglobulinas (Ig), que generan de forma
predominante una sobreproduccion de IgG. Incluso las dos formas principales de
EIl, pueden ser diferenciadas en funcion de la subclase de IgG producida en
mayor rango: IgG1, con capacidad de activar el complemento, en el caso de la CU

y laIgG2 en la EC (Kett et al, 1987).

Los pacientes con EIl presentan una gran variedad de autoanticuerpos.
Destaca la presencia de anticuerpos séricos y tisulares contra un antigeno comun a
proteinas del epitelio colonico, del citoesqueleto o del citoplasma de neutrofilos,
que se expresan tanto en las células epiteliales del colon como en las
localizaciones habitualmente implicadas en las manifestaciones extraintestinales.
El antigeno diana mejor caracterizado es la isoforma 5 de la tropomiosina,
proteina coldnica de 40 kDa reconocida exclusivamente por anticuerpos de tipo
IgG aislados del colon de pacientes con CU. Anticuerpos monoclonales contra
este antigeno han identificado epitopos compartidos en el colon humano, la piel, el
epitelio biliar, los ojos y las articulaciones, localizaciones habituales de
manifestaciones extraintestinales de la enfermedad (Bhagat y Das, 1994; Das,
1999). Por otro lado destacan los pANCA, presentes hasta en el 80% de los
pacientes con CU y que son mds frecuentes en familiares sanos y en formas mas

agresivas de la enfermedad (Saxon et al, 1990).

II. Inmunidad celular:
Se han descrito multitud de anomalias en la funcion de los linfocitos T, tanto
a nivel sistémico como a nivel intestinal en los pacientes con EII. Se postula que la
principal alteracion inmunoldgica que da lugar a la inflamacion colonica en la CU
es una activacion anomala de determinadas subpoblaciones de linfocitos T,
produciéndose una expansion clonal de linfocitos T CD4" que se mantiene en el
tiempo. Ello sugiere una respuesta continua a los mismos antigenos a lo largo de

toda la historia natural de la enfermedad y provoca una hiperreactividad de la
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mucosa hacia bacterias comensales de la luz colonica que se mantiene en el

tiempo (Probert et al, 1996b).

En la CU existe una respuesta predominante de linfocitos T-cooperadores de
tipo 2 (Th-2) que se asocia a una hiperproduccion de IL-5, que facilita la respuesta
inmune humoral, e IL-10, que podria actuar como citoquina antiinflamatoria (Fuss
et al, 1996). Estudios realizados en animales modificados genéticamente han
mostrado ademdas que IL-10 y el factor de crecimiento tumoral, producidos por
ciertas subpoblaciones de linfocitos T CD4" estan implicados de forma critica en
la tolerancia a antigenos de la luz intestinal (Groux et al, 1997; Liu et al, 2000).
Por su parte, los linfocitos T-cooperadores con respuesta de tipo 3 (Th-3) son
capaces de reestablecer el equilibrio entre linfocitos T reguladores y efectores. En
un estudio se han estimulado con la ingesta oral de determinados antigenos,
consiguiendo inducir tolerancia con resolucion de la inflamacion del colon
(Neurath et al, 1996). Este es el papel que parecen tener los probidticos como

tratamiento de la CU.

Las citoquinas son moléculas con importancia capital en los procesos
inflamatorios permitiendo monitorizar la actividad clinica de la enfermedad y, lo
que es mas importante, su manipulacion puede conducir al desarrollo de nuevas
perspectivas terapéuticas. Mds que sus niveles, lo realmente importante en la
patogenia de estos procesos es el equilibrio entre citoquinas con acciones
opuestas. Asi, existe una sobreproduccion de IL-1 por parte de células
mononucleares de la mucosa en la CU. Sus efectos biologicos estan determinados
por un equilibrio con los niveles del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), una
molécula que en condiciones normales ocupa el receptor de IL-1 sin dar lugar a
fenémenos proinflamatorios. Se ha evidenciado la existencia de un desequilibrio
entre IL-1 e IL-1ra en la EII. En este caso ambas se encuentran aumentadas, pero
IL-1ra nunca es producida en cantidades suficientes como para neutralizar los
niveles extremadamente elevados de la IL-1. Como resultado de este desequilibrio
se produce la inflamacion intestinal. Ademas como ya se coment6 anteriormente,
es caracteristica la asociacion entre el alelo IL-1ra*2 y la aparicion de CU,
especialmente en formas de mayor gravedad (Kam et al, 1995; Bioque et al, 1996;

Rogler y Andus, 1998).
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Otra citoquina importante en el desarrollo de CU es la IL-4 al detectarse en la
mucosa colonica de estos pacientes (Inoue et al, 1999). También se ha descrito
una diferente respuesta a la IL-2 de los linfocitos T de la mucosa, de forma que en
la CU responden débilmente mientras que en el caso de la EC muestran una

hiperreactividad marcada (Kusugami et al, 1989).

El papel del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en la CU ha sido un
tema ampliamente debatido. Se encuentra elevado en la sangre, tejido colénico y
deposiciones de pacientes con CU sugiriéndose incluso su papel como marcador
de la enfermedad (Braegger et al, 1992; Murch SH et al, 1993 y 1991). Asimismo,
se ha demostrado un incremento de la expresion de su receptor tipo 2 implicado en
las alteraciones del epitelio intestinal caracteristicas de la inflamacion coldnica de
esta enfermedad (Mizoguchi et al, 2002). Por otro lado, los resultados positivos
del tratamiento de la CU refractaria con Infliximab, un anticuerpo monoclonal
dirigido contra esta citoquina (Rutgeerts et al, 2005), ponen de manifiesto su

importancia.

En lo referente a la regulacion de la sintesis de citoquinas cabe destacar el
papel de factores de transcripcion como el factor nuclear kB (NF-kB), que se unen
a las regiones promotoras del genes productores de citoquinas como IL-1, IL-6,
IL-8 y TNF-a en linfocitos, monocitos y células epiteliales intestinales. En
condiciones normales el NF-kB se encuentra en el citoplasma unido a IkBa e
IxBp impidiendo su paso al ntcleo celular. Al estimularse esta via se produce una
fosforilacion mediada por quinasas de IkB lo que causa su rapida degradacion por
el proteasoma quedando libre el NF-xkB. La forma activa del NF-kB es un
heterodimero constituido por la subunidad p65 (también llamada relA) y la
subunidad p50. Tras su liberacion de kB, el NF-kB transloca al nucleo donde se
fija a regiones especificas en los promotores de los genes diana. El gen
responsable de la sintesis de [kB presenta una secuencia en su region promotora
kB a la que se une NF-kB produciendo de esta forma IxkB que se une a NF-«B
haciéndole pasar al citoplasma finalizando de esta forma su accion (para rev. ver

Barnes y Karin, 1997) —Figura 1-.
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Figura 1: Via de activacion de NF-kB tras la accion de sefiales activadoras sobre la

superficie celular a través de TLR4.

El NF-kB tiene una actividad muy aumentada en la EIl (Neurath et al, 1998). A
su vez, la activacion del propio NF-kB parece estimulada por gran cantidad de
citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-18 y TNF-a, lo que constituiria un
mecanismo de autoperpetuacion que continuaria el proceso inflamatorio. Asimismo,
puede activarse por antigenos bacterianos a través de unos receptores transmembrana
implicados en el reconocimiento de microorganismos denominados “toll-like
receptors” (TLRs). La isoforma TLR4 ha sido uno de los mas estudiados, que
reconoce la porcion del lipido A del lipopolisacarido de las bacterias gram negativas
y durante los episodios de inflamacién intestinal se expresa en células epiteliales
intestinales, macrofagos y células dendriticas. Su estimulaciéon conduce a la
activacion del factor NF-kB, con la subsiguiente induccion de genes proinflamatorios
(MacDonnald et al, 1999) —Figura 1-. Recientemente se ha determinado, un alelo del
gen de TLR4, el Thr399lle, que se asocia significativamente a la CU (Torok et al,
2004). Otras isoformas reconocen otras moléculas y participan en distintos procesos:
TLR1 y TLR6 participan en la activacion de macréfagos por bacterias gram

positivas, TLR2 reconoce lipoproteinas y peptidoglicanos, TLRS la flagelina y el
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TLRY9 el ADN bacteriano (Cario y Podolsky, 2000; Akira et al, 2001, Bauer et al,
2001).

Por otra parte, otras células inmunes no especificas también intervienen en la

etiopatogenia de la CU:

0 Existe sobreproduccion medular de monocitos en relacion con el aumento de

demanda de macrofagos en el foco inflamatorio.

0 Los polimorfonucleares neutrdfilos producen sustancias claves en la

amplificacion de la inflamacion y en el daio tisular de la EII.

O Hay una activacion de mastocitos, con el consiguiente incremento de niveles

de histamina en la mucosa y por tanto, aumento de secrecion intestinal.

0 Los enterocitos y colonocitos humanos pueden expresar moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y actuar como células
presentadoras de antigeno, expresar receptores de citoquinas, secretar 1L-7
(que activa células mononucleares de la lamina propia), TNF-o,, quemoquinas
y factores estimulantes de colonias (Selby et al, 1983). Se ha sugerido que los
colonocitos en la CU muestran una capacidad defectuosa de inducir linfocitos
T supresores: mientras que en condiciones normales las células epiteliales
activan de manera preferente linfocitos T supresores CDS8" (lo cual
contribuye a la tolerancia antigénica), los colonocitos de pacientes con CU
activan principalmente linfocitos T colaboradores CD4", dando lugar quizés a

una amplificacion de la respuesta inmune (Mayer y Eisenhardt, 1990).

0 Se han descrito cambios cuantitativos y cualitativos en las neuronas del
sistema nervioso entérico, aunque no estd claro si son causa o consecuencia

de la inflamacion (Kubota et al, 1992).

0 La produccion de proteinas de la matriz extracelular por parte de los
fibroblastos intestinales en la EII es anomala. Ello conlleva la proliferacion
de las capas musculares, el engrosamiento parietal o el desarrollo de estenosis

que caracterizan a estas enfermedades (Stallmach et al, 1992).

0 Las células endoteliales del colon con EII presentan una capacidad de fijar

leucocitos marcadamente aumentada en comparacion con células endoteliales
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de intestino sano como consecuencia de un aumento de moléculas de
adhesion. Ello contribuye en gran medida a la infiltracion leucocitaria del
foco inflamatorio al favorecer el paso de éstos desde el compartimiento
intravascular al espacio intersticial. Desde el punto de vista terapéutico, un
enfoque prometedor es el bloqueo de alguna de estas moléculas para impedir
el acimulo de leucocitos en el intestino inflamado (Grisham y Granger,

1999).

1.3.5 Vision integrada de la patogenia de la CU.

La CU se produce como consecuencia de la accidon, en sujetos genéticamente
predispuestos, de determinados factores medioambientales y de las bacterias que
componen la microflora intestinal normal que desencadenan una serie de eventos, que
dan lugar a la pérdida de tolerancia y activacion tanto del sistema inmune intestinal
como de otras células.

La respuesta inmune celular induce la activacion de linfocitos T efectores,
macrofagos, neutrofilos, mastocitos, etc. La respuesta humoral da lugar a la produccion
de anticuerpos por parte de los linfocitos B. A través de la secrecion de mediadores
solubles y de la expresion de moléculas de adhesion se produce una amplificacion de la
sintesis y secrecion de anticuerpos y autoanticuerpos, citoquinas, factores de
crecimiento, eicosanoides, neuropéptidos, enzimas proteoliticas, radicales libres y 6xido
nitrico, que lleva al desarrollo de inflamacion intestinal y dafio tisular que caracterizan a

esta enfermedad (Figura 2).
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Figura 2: Patogenia de la colitis ulcerosa.

1.4 . CLINICA DE LA COLITIS ULCEROSA.

1.4.1. Sintomatologia intestinal de la CU.

La clinica de la CU varia segln la extension de la afectacion colénica y el grado
de actividad inflamatoria de la mucosa. Su inicio suele ser insidioso, de tal forma que el
diagndstico puede retrasarse semanas o meses. En otras ocasiones, en cambio, se
presenta de forma grave con un curso rapido semejando cuadros infecciosos con los que

debe realizarse el diagnoéstico diferencial.

Los sintomas mas frecuentes de la enfermedad son la rectorragia y la diarrea. El
nimero de deposiciones esta aumentado y su volumen disminuido, como consecuencia
de la inflamacion rectal, lo que a su vez ocasiona urgencia, tenesmo e incontinencia
rectal. Cuando la afectacion es intensa se produce la emision de moco, sangre y/o pus
que aparece mezclada con heces de consistencia normal en los casos de rectitis (incluso
pueden presentar estrefiimiento por enlentecimiento del transito coldnico en el tramo
sano) o sangre aislada, y heces liquidas cuando la afectacion es mas extensa (Katz,

1994).
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El dolor abdominal suele ser de tipo colico, estando en relacion con el
incremento de la tension en la pared del colon inflamado durante sus contracciones

musculares.

Otros sintomas sistémicos son astenia, anorexia, pérdida de peso, nduseas,
vomitos y fiebre que aparecen junto con el dolor abdominal casi de forma exclusiva en
las formas extensas. Otras sintomatologia secundaria puede venir determinada por
anemia ferropénica por la rectorragia, por la supresion medular caracteristica de las
enfermedades cronicas o secundaria a los farmacos utilizados en el tratamiento como la

sulfasalacina, azatioprina o 6-mercaptopurina (Jewell, 1998).

1.4.2. Manifestaciones extraintestinales de la CU.

Entre el 25 y 70% de los pacientes con EII presentan sintomas en otros 6rganos,
los cuales, pueden preceder a su diagnostico e incluso ser mas graves que las
manifestaciones intestinales. Son ligeramente mas frecuentes en la EC que en la CU. Se
desconoce su etiologia, atribuyéndose ésta, a mecanismos inmunologicos tales como los
comentados en el capitulo anterior (para rev. ver Lopez San Roman, 2002a). Destacan

las siguientes:
I. Manifestaciones cutaneo-mucosas:

Constituyen el 4-10% de todas las manifestaciones extraintestinales. Destacan

por su frecuencia e importancia (Apgar 1991):

El Eritema Nodoso aparece entre el 2 'y el 4% de los casos de CU en relacion con
los brotes de actividad de la enfermedad, pudiendo ser secundario igualmente al
tratamiento con sulfasalazina. Suele afectar a pacientes con diagndstico reciente de

CU y se asocia fuertemente a la presencia de artropatia periférica.

El pioderma gangrenoso ocurre en menos del 2% de los enfermos. La asociacion
es tan tipica que la aparicion de pioderma en una persona joven obliga a descartar el
diagnostico de CU. Se presenta como pustulas o ndédulos dolorosos que aumentan de
tamafio formando ulceras indoloras con fondo necrético y bordes de color violaceo.
Puede responder al tratamiento de la CU pero su curso es mas independiente y
precisa tratamiento especifico con antisépticos, corticoides locales o sistémicos,

azatioprina, ciclosporina, tacrélimo o dapsona.
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La aparicion de ulceras aftosas en la cavidad oral ocurre en al menos el 10% de

los pacientes con CU activa, resolviéndose cuando la enfermedad entra en remision.

La piodermatitis vegetante es una manifestacion rara pero que se asocia en el

90% de las veces a CU. Son pustulas amarillentas orales con tendencia a ulcerarse.

A pesar de que las anteriores son mas caracteristicas, las alteraciones cutineas
que presentan estos pacientes mas frecuentemente son los exantemas
medicamentosos por reacciones de hipersensibilidad y de fotosensibilidad en relacién
con sulfasalazina, y reacciones urticariformes secundarias a 5-aminosalicilatos (5-

ASA).
II. Manifestaciones articulares:

La artritis periférica aguda ocurre entre el 10 y el 15% de los pacientes con
brotes de CU. Se asocia a eritema nodoso y a uveitis en al menos el 50% de los casos
(para rev. ver Levine y Lukawski-Trubish, 1995). Se han descrito dos tipos de artritis

periféricas (para rev. ver Orchard et al, 1998):

o Tipo 1, pauciarticular, asimétrica, que afecta principalmente a grandes
articulaciones y se relaciona claramente con la actividad inflamatoria
coldnica, especialmente cuando la afectacion es extensa. Es la més frecuente
y cura sin secuelas. Probablemente se debe a una respuesta cruzada entre

antigenos sinoviales y bacterianos.

o0 Tipo 2, poliarticular, simétrica, de pequefias articulaciones y de curso
independiente de la EIl. Puede mostrar un curso cronico y ocasionar

desestructuracion articular con secuelas invalidantes.

La espondilitis anquilosante afecta al 6-15% de los enfermos de CU y hasta en
el 80% presentan un HLA-B27+. Su historia natural es independiente de la evolucion
de la CU, de tal forma que sus sintomas pueden preceder o aparecer afios después del
inicio de la enfermedad colénica. Se manifiesta como lumbalgia con rigidez de
predominio matutino y mejora con el ejercicio. Pueden producirse secundariamente
compresion de raices nerviosas y producir cidtica, radiculitis, subluxaciones
vertebrales y a nivel cardiaco, insuficiencia adrtica y a trastornos de la conduccion

intramiocardica (para rev. ver Levine y Lukawski-Trubish, 1995).
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La sacroileitis aparece en el 10 al 15% de los casos, aunque el estudio
gammagrafico detecta cambios leves en muchos mas casos (hasta el 60%). La
mayoria de los pacientes estdn asintomaticos, son HLA-B27 negativos y no

progresan a formas mas graves (Levine, 2000).
III. Manifestaciones oculares:
Son diversas aunque destacan (para rev. ver Levine y Lukawski-Trubish, 1995):

La epiescleritis se presenta en un 3-5% de los pacientes con CU, asociandose a
la actividad de la enfermedad y respondiendo al tratamiento de la misma. Se presenta
en forma de ojo rojo y doloroso. La escleritis es mas rara y en general, mas torpida

en su respuesta al tratamiento, pudiendo dejar lesiones residuales.

La wuveitis aparece en el 0,5-2% de los casos de CU. Cursa con inflamacion de
las capas vasculares del ojo (iris, cuerpo ciliar y coroides). Se asocia menos a la

actividad de la inflamacidn intestinal y responde peor al tratamiento de la misma.

La conjuntivitis se observa frecuentemente aunque no se ha conseguido

demostrar asociacion causal.
IV. Manifestaciones hepatobiliares:

La principal complicacion hepatica asociada a la CU es la colangitis
esclerosante primaria (CEP), que aparece en aproximadamente el 3% de los
pacientes, siendo una asociacion tipica de la CU; de hecho, la mitad de los pacientes
con CEP desarrollan CU. La CEP es una enfermedad inflamatoria y fibrosante
cronica de la via biliar tanto intra como extrahepatica, cuyo diagnostico se realiza
mediante colangiografia retrograda endoscopica o colangio-resonancia magnética.
En casi todos los casos existe afectacion extrahepatica, pudiendo aparecer estenosis
dominantes susceptibles de tratamiento endoscopico. La afectacion intrahepatica
comienza con un infiltrado linfocitario periductal tras el que se desencadena un
patrén de respuesta inflamatoria mediado predominantemente por linfocitos T-
cooperadores de tipo 1. Posteriormente se desarrolla la caracteristica fibrosis
periductal “en piel de cebolla” que afecta a los ductos biliares interlobulares y
septales; estos finalmente se ven sustituidos por cordones fibrosos. La mayoria de los
pacientes presentan un haplotipo HLA-DR3 B8 y titulos bajos de anticuerpos
antimusculo liso, anticélulas parietales gastricas, anticolonocito, antinucleares, asi

como altas titulaciones de pANCAs hasta en el 70% de los casos. La enfermedad
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hepatica es progresiva e independiente del curso de la CU. Los pacientes afectados
acaban por desarrollar colestasis progresiva, con colangitis agudas de repeticion
sobreafiadidas y cirrosis biliar secundaria, con deterioro de la funcién hepatica y
aparicion de complicaciones relacionadas con hipertension portal. La supervivencia
desde el diagnéstico se estima en unos 10-12 afios. Ademas es caracteristico el
desarrollo de colangiocarcinoma, habiéndose descrito entre el 10 y el 20% en series

de necropsia (Balan y Laruso, 1995).

En brotes graves de CU se producen elevaciones de bajo rango de
transaminasas y de fosfatasa alcalina que regresan a valores normales durante los
periodos de remision. La esteatosis es frecuente pero poco relevante. Se debe a varias
causas como la malnutricidn, esteatosis, sepsis y toxicidad farmacologica (para rev.

ver Lopez San Roman, 2002a).

La hepatitis autoinmune aparece entre el 0.5 y el 5% de los casos de CU. Se
caracteriza por citolisis, hipergammaglobulinemia, anticuerpos antinucleares (ANAs)

y antimusculo liso (AML) positivos (para rev. ver Lopez San Roman, 2002a).
V. Manifestaciones pancreaticas:

La hiperamilasemia se observa entre el 15 y 20% de los pacientes con EIL
Especialmente las pancolitis pueden asociarse a pancreatitis cronica fibrosante con
atrofia uncinar, de forma que suele aparecer antes del diagnostico de CU (Barthet et

al, 1999).
VI. Manifestaciones pulmonares:

Pueden asociarse a una enfermedad pulmonar intersticial con alteracion de la
difusion. Constituyen un raro problema en el curso clinico de estos pacientes aunque

existe una afectacion leve en gran cantidad de pacientes (hasta un 55%).
También se ha descrito laringotraqueitis aguda en la CU (Kuzela et al, 1999).
VII. Manifestaciones hematolégicas:

La anemia hemolitica es una manifestacion muy poco frecuente (25-30 casos
descritos) pero con gran relevancia clinica dada su gravedad. Suele producirse en

casos de pancolitis (Giannadaki et al, 1997).

Puede asociarse anemia ferropénica por pérdida cronica de sangre o por

trastorno nutricional.
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Dado que la EII se acompaiia de un estado de hipercoagulabilidad en los brotes,
debe tenerse en cuenta la posibilidad de trombosis vascular. Se debe a la
trombocitosis y aumento de factores de coagulacion (como el I, V y VIII), de
factores de agregacion plaquetaria y descenso de antitrombina-III (Chiarantini et al,
1997). Su incidencia en la clinica es baja (1 por 1000) pero constituye la tercera
causa de muerte en los pacientes con CU por detras de las complicaciones de la
propia enfermedad y el adenocarcinoma de colon. En series de autopsia la
prevalencia es mayor, describiéndose hasta en el 30% de los pacientes (Koenigs et al,
1987). Los vasos més frecuentemente afectados son las venas del sistema profundo,
seguidas de las acontecidas a nivel capilar y por tltimo, las arterias; especialmente de
miembros inferiores y pelvis. También debe estarse alerta ante la aparicion de

tromboembolismo pulmonar como complicacion de lo anterior.

Se ha descrito asociacion a una arteritis de la aorta y troncos supraorticos
similar a la Enfermedad de Takayasu, y por tanto, manifestandose con clinica

neurologica (para rev. ver Lopez San Roman, 2002a).
VIII. Manifestaciones cardiacas:

Se han descrito casos de bloqueos de conduccion auriculo-ventricular y
pericarditis, ademas de las complicaciones anteriormente descritas derivadas de la

espondilitis anquilosante (para rev. ver Lopez San Roman, 2002a).
IX. Manifestaciones neurologicas:

Se asocian manifestaciones derivadas de los problemas vasculares anteriormente
descritos (trombosis de venas y senos craneales) y se han descrito polineuritis y

mononeuritis (Lossos et al, 1995).
X. Manifestaciones tiroideas:

Son las Unicas manifestaciones endocrinas asociadas de forma caracteristica a la
CU. Son de origen autoinmunitario con autoanticuerpos antitiroglobulina positivos y

cursan como un hipertiroidismo (para rev. ver Lépez San Roman, 2002a).
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1.4.3. Complicaciones de la CU.
I. Complicaciones anorrectales y perianales:

Los pacientes con CU pueden desarrollar ocasionalmente fistulas y abscesos
perianales, pero su presencia debe sugerir el diagnostico de EC, especialmente en
los casos de enfermedad perianal grave y recidivante (para rev. ver Nos ¢

Hinojosa, 2002).
I1. Fistulas y abscesos:

Son mas tipicas de la EC (aparecen hasta en el 35% de los casos) siendo

excepcionales en la CU (para rev. ver Nos e Hinojosa, 2002).
III. Estenosis intestinal:

Es otra complicacion tipica de la EC por la afectacion transmural que
caracteriza a este cuadro. En la CU es mas rara y suele localizarse en la union

recto-sigmoidea (para rev. ver Sans y Panés, 2002).
IV. Hemorragia masiva.

Puede ocurrir durante brotes agudos graves de la enfermedad, y en general
responde al tratamiento médico de la misma y con las medidas habituales de
correccion de la anemia y la hipovolemia. En casos extremos puede ser indicacion

de colectomia urgente (para rev. ver Lopez San Roman, 2002b).
V. Perforacion aguda del colon:

La perforacion del colon suele ser consecuencia del desarrollo de un
megacolon téxico, aunque también se ha descrito aisladamente. Es la
complicacion mas grave de la EII, apareciendo en el 4,5% de las formas
fulminantes de CU. La colectomia urgente una vez estabilizado el paciente es el

tratamiento de eleccion (para rev. ver Lopez San Roman, 2002b).
VI. Colitis fulminante:

Es la inflamacion grave del colon asociada a toxicidad sistémica con o sin
dilatacion coldnica. Se observa hasta en el 10-15% de los pacientes con CU,
necesitando hasta un tercio de ellos colectomia en el brote inicial y otro tercio a lo
largo del primer afio de seguimiento. Se caracteriza por la presencia de fiebre

elevada, taquicardia, leucocitosis, anemia, alteraciones hidroelectroliticas,
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distension abdominal, pérdida de peso, dolor abdominal y hemorragia grave (para

rev. ver Minguez Pérez et al, 2002).
VII. Megacolon toxico:

Se define por la presencia dentro de un brote agudo grave de CU, de una
dilatacion total o segmentaria no obstructiva del colon. Se presenta en cualquier
momento de la evolucion de la enfermedad, apareciendo entre el 1 y 5% de los
pacientes. Se produce por inflamacion y adelgazamiento de todas las capas del
colon, de forma que se perfora facilmente o al minimo contacto durante la cirugia
(para rev. ver Minguez Pérez et al, 2002). Se diagnodstica basicamente en la
radiologia simple de abdomen por un diametro mayor de 6 cm en el colon

transverso (Figura 3).

Figura 3: Imagen radioldgica de un paciente con CU en el
que se aprecia la enorme dilatacion de colon transverso.

La mortalidad del cuadro alcanza el 20% e incluso puede aumentar segtn la
existencia de perforacion (hasta el 40%), la edad (hasta el 30% en mayores de 40
afios) y del momento de la intervencion quirtrgica (32% si es tardia)
(Sutherland, 1993). Aproximadamente la mitad de los cuadros se resuelven con

tratamiento médico intensivo, aunque si éste no es efectivo en un plazo de 24-48
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horas o ya se ha producido perforacion o shock, esta indicada la colectomia total

con ileostomia urgente (Sheth y LaMont, 1998).
VIII. Carcinoma colorrectal (CCR).

Multiples estudios epidemioldgicos han demostrado que la CU predispone al
desarrollo de CCR, existiendo mucha disparidad de su incidencia en los distintos
estudios, desde un 1.4% a los 18 afos de evolucion de la enfermedad al 34% a los 25
afios (Kewenter et al, 1978; Hendriksen et al, 1985). Los factores de riesgo de
desarrollar CCR en los pacientes con CU son la duraciéon prolongada de la
enfermedad, la presencia de una afectacion inflamatoria extensa (especialmente en la
pancolitis) y la asociaciéon a CEP. No se ha demostrado, en cambio, correlacion entre
la actividad de la enfermedad y el riesgo de neoplasia, pero el hecho de que la mayor
frecuencia de colectomias totales sea en pacientes con enfermedad mas activa
constituye probablemente un sesgo fundamental en esta valoracion. Asimismo parece
existir un cierto efecto protector del tratamiento con sulfasalazina y otros 5-ASA

(Lewis et al, 1999).

El desarrollo de CCR en esta patologia no es el habitual del cancer colorrectal
esporadico. No lo suele hacer siguiendo la via poélipo adenomatoso — polipo
adenomatoso con displasia — carcinoma “in situ” — carcinoma invasivo, ni tampoco
poseen las mutaciones que afectan a tres genes supresores de tumores (APC, p53 y
DCC) y un oncogén (K-ras). La mutacion en el gen APC es relativamente poco
habitual en el CCR asociado a CU. Las mutaciones en p53, que se producen
tardiamente en la via de desarrollo de los CCR esporadicos, parecen ocurrir de forma
precoz en la via hacia la displasia y el cancer en el seno de la CU, habiéndose
detectado incluso en tejido no displasico. Por ultimo, las mutaciones en el gen K-ras
se han identificado con frecuencia variable, en los que parecen producirse de manera

mas tardia y menos habitual que en los tumores esporadicos (Lewis et al, 1999).

En general se recomienda realizar un programa de deteccion precoz, aunque la
frecuencia de las colonoscopias y el numero de biopsias requerido para detectar
displasia es un tema controvertido. Se aconseja iniciar las colonoscopias cada 1-2
aflos, con 3-4 biopsias cada 10 cm desde ciego a recto y biopsias de cualquier lesion
sospechosa, a partir de 8 afios de evolucion en las pancolitis y de 15 afios en las

colitis izquierdas (para rev. ver Obrador y Riera, 2002) -Figura 4-.
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Figura 4: Algoritmo de deteccion precoz de CCR en pacientes con CU.

1.4.4. Evaluacion de la gravedad clinica de la CU.

Existen diversos indices de gravedad de la CU que han aparecido a lo largo de la
historia. El primer indice de actividad en la CU fue desarrollado en los afios 50 por
Truelove y Witts para la realizacion del primer ensayo clinico controlado en EII
(Truelove y Witts, 1955), atendiendo fundamentalmente a variables clinicas y analiticas
de uso habitual en la practica clinica. Una modificacion de ella se utiliza aun hoy dia
(Nos e Hinojosa, 2003) -Tabla 2-. Aunque sea una escala semicuantitativa y no validada
de forma estricta, sigue siendo uno de los indices mas utilizados en la practica clinica al
haber gran experiencia consolidada por el tiempo; de hecho es la escala recomendada en
el reciente 13° Congreso Mundial de Gastroenterologia en Montreal (Silverberg et al,
2005). Como inconveniente tiene que en ocasiones no refleja con exactitud la gravedad,
pudiendo infraestimar casos con grave repercusion clinica que se clasificarian como
moderados por este indice, y a la inversa, en casos de proctitis con elevado numero de

deposiciones pero sin afectacion del estado general.

El “Indice de Actividad” (“Activity Index”, Al o indice de Seo) es una escala

cuantitativa desarrollada sobre un andlisis de regresion multiple en el que los factores
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fundamentales que influian en la gravedad de la enfermedad fueron parametros clinicos
como el sangrado rectal o el nimero de deposiciones, paradmetros analiticos como la
velocidad de sedimentacién glomerular (VSG), la cifra de hemoglobina o la cifra de
albumina (Seo et al, 1992) y hallazgos endoscopicos. Es un intento de lograr una
valoracion numérica para diferenciar los estadios no adecuadamente diferenciados en el
indice de Truelove-Witts. Ha demostrado tener una buena correlacion con las
alteraciones endoscopicas y ser superior al anterior, en la capacidad de evaluacion de la
respuesta a los tratamientos y de prediccion de alcanzar la remision (Seo et al, 1998;

1995). Su mayor sensibilidad conlleva mas dificultad en la recogida de datos y en su

calculo matematico, lo que limita su aplicacion clinica.

VARIABLE 1 Punto 3 Puntos

2 puntos

N° de deposiciones/dia <4 4-5 >5
Sangre en heces -/+ ++ +++
Temperatura axilar (°C) <37 37-37.5 >37.5
Hemoglobina (g/L)
-Hombres >14 10-14 <10
-Mujeres >12 9-12 <9
VSG <15 15-30 >30
TOTAL
6 ptos=Enf inactiva. 7-10 ptos=Brote leve.
11-14 ptos=Brote moderado. 15-18 ptos=Brote grave.

Tabla 2: Indice de Truelove-Witts modificado.

El “Indice de Actividad Clinico” desarrollado por Rachmilewitz incluye una
dataciéon numérica de pardmetros clinicos, endoscopicos y de laboratorio en la
determinacion de la actividad de la enfermedad (Rachmilewitz, 1989) -Tabla 3-. Otros
indices empleados son el de Powell-Tuck que incluye sintomas, signos exploratorios y

endoscopicos (Powell-Tuck et al, 1978) y el de la Clinica Mayo (Li y Sutherland, 2002).
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VARIABLE

Puntos

VARIABLE

Puntos

N° de deposiciones/dia
Dolor Abdominal
0-2 0
No 0
3-4 1
Ligero 1
5-6 2
Moderado 2
7-9 3
Grave 3
10 4
Estado General
Perfecto 0
Diarrea nocturna Muy bueno 1
No 0 Bueno 2
Si 1 Regular 3
Malo 4
Terrible 5
Rectorragia Sensibilidad
abdominal
0,
0% 0 No 0
0,
<30% ! Ligera y localizada !
0,
=30% 2 Moderada y difusa 2
0,
100% 3 Grave 3
Incontinencia fecal .U.sLde.
_ antidiarreicos
No 0 No 0
Si 1 Si 1
TOTAL
<6 ptos=Enf leve
6-12 ptos=Enf Moderada
>12=Enf Grave

Tabla 3: Indice de Gravedad Clinica de la Colitis Ulcerosa.

1.5. DIAGNOSTICO DE LA CU.

No existe ningun sintoma ni signo de la enfermedad que sea patognomonico, por
lo que para llegar al diagnostico de CU deben reunirse una serie de datos clinicos,
bioldgicos, endoscopicos, radioldgicos e histologicos sugestivos de ella y descartar otras
entidades que pueden cursar con sintomatologia parecida por inflamacion de colon. Los
criterios propuestos por Lennard-Jones son los mas cominmente utilizados. Consideran

unos criterios de inclusion y otros de exclusion (Lennard-Jones, 1989) -Tabla 4-.

42



Criterios de inclusion Criterios de exclusion

e  Colitis infecciosa (microbiologia).

e  Colitis isquémica (factores de riesgo,
localizacion, histologia).
e Afectacion difusa de la mucosa, sin

. , e Proctitis/colitis actinica (antecedente de
granulomas (histologia).

radioterapia).

e Afectacion del recto (endoscopia). . - L,
( pia) e  Ulcera rectal solitaria (localizacion,

e  Afectacion, en continuidad a partir del histologia).
recto, de una porcion del colon

, o Enfermedad de Crohn (afectacion de
(endoscopia o0 enema opaco).

intestino delgado).
e  Lesion anal compleja (exploracion fisica).

e  Granuloma (histologia).

Tabla 4: Criterios diagnésticos de Lennard-Jones de la CU.

1.5.1. Criterios biologicos:

Las fases activas suelen venir acompafiadas de un aumento de diversos
parametros analiticos conocidos como “reactantes de fase aguda” como la velocidad de
sedimentacion globular (VSG), proteina C reactiva (PCR), orosomucoide, fibrindégeno,
lactoferrina, amiloide A sérico, alfa-1-antitripsina.

El mas utilizado es la V'SG que se correlaciona estrechamente con los indices
clinicos y endoscopicos. Sin embargo, depende de la morfologia eritrocitaria, del Hcto y
de la tasa de proteinas plasmaticas y ademas, refleja poco los cambios de actividad y la
gravedad de las formas distales (Nielsen et al, 2000; Bitton et al, 2001).

La PCR es un parametro semejante a la VSG con una vida media de 19 horas
por lo que es util para monitorizar la respuesta terapéutica (Bitton et al, 2001).

La leucocitosis con desviacion izquierda y trombocitosis son dos parametros
comunmente elevados pero inespecificos ya que otros procesos concurrentes o el propio
tratamiento, pueden elevarlos.

Los niveles de albumina sérica suelen estar disminuidos en periodos de
actividad debido a la malnutricion y al estado hipercatabolico existente en estos
pacientes. Sin embargo, es poco ttil para monitorizar la respuesta al tratamiento.

La deteccion de los anticuerpos anticitoplasma de los neutrdfilos (pANCA) en
combinacion con los anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) puede ser de
utilidad en el diagndstico diferencial entre la EC y la CU ya que la presencia de ASCA
es frecuente en la EC pero no en la CU (Present y Banks, 1999).

43



La Calprotectina fecal es una proteina citoplasmatica de los neutréfilos que se
correlaciona con la actividad endoscopica e histologica y es factor predictivo de

recidiva (Roseth et al, 1997; Tibble et al, 2000).

1.5.2. Criterios radiologicos:

En la radiologia simple de abdomen puede valorarse a través del luminograma
aéreo, el estado de la mucosa y la extension de la inflamacién a través de la
visualizaciéon de irregularidades de la mucosa, ulceraciones en su superficie y
acortamiento o desaparicion de las haustras. Asimismo, la cantidad de gas intraluminal
se relaciona con la gravedad de la colitis.. Asimismo permite detectar la existencia de
perforacion por neumoperitoneo o de gas intramural que puede preceder a la anterior
(Scotiniotis et al, 1999).

La radiologia baritada permite valorar la gravedad de la colitis de forma que en
los casos leves, se observa un aspecto granular de la superficie célica con un punteado
fino, y en los casos mas graves, ulceraciones mas extensas y profundas de la mucosa. Su
principal indicacion hoy dia es completar el estudio de extension en los casos en los que
la colonoscopia haya sido incompleta (para rev. ver Sans y Panés, 2002).

La gammagrafia con leucocitos marcados con tecnecio-HMPAO permite
establecer la extension de la CU de forma precisa e identificar su actividad
(Scholmerich et al, 1988).

El papel de la ecografia abdominal en esta patologia radica en el estudio de
extension de aquellos pacientes en los que la colonoscopia no ha sido completa. La
ecografia hidrocolica es util en la evaluacion de la extension y la actividad de la CU,
habiéndose sugerido su superioridad con respecto a la gammagrafia con leucocitos
marcados (Bru et al, 2001).

El TC abdominal tiene una utilidad muy reducida en la CU, permitiendo valorar

el engrosamiento de la pared colica y la extension de la enfermedad (Gore et al, 1996).

1.5.3. Criterios endoscopicos:

La endoscopia es la exploracion complementaria que permite confirmar el
diagnostico de CU y valorar la gravedad. En los casos mas leves se encuentra una
disminuciéon o desaparicion del patrén vascular, edema y eritema. En los casos

moderados se observa eritema intenso, friabilidad y ulceraciones superficiales y, en los
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casos graves, friabilidad importante con sangrado espontdneo y ulceraciones extensas y
profundas (Quinn et al, 1989).

Asimismo, permite descartar sobreinfeccion por citomegalovirus u otros
microorganismos que pueden aparecer por el tratamiento esteroideo o inmunosupresor
(Alcala et al, 2000).

Dado que hay una buena correlacion entre gravedad, la extension y el aspecto
endoscopico de las lesiones, se han desarrollado diferentes indices para valorar la
gravedad de la afectacion inflamatoria aguda de la mucosa coldnica en el estudio
endoscopico. Destaca el descrito por Rachmilewitz que valora 4 pardmetros: la
presencia de granularidad de la mucosa coldnica, la morfologia macroscopica de los
vasos sanguineos, la vulnerabilidad de la mucosa, y la presencia de dafio macroscopico
de la misma determinado por la presencia de exudado mucoso o de fibrina, erosiones o

ulceras (Rachmilewitz, 1989).

1.5.4. Criterios histologicos:
I. Hallazgos macroscopicos.

La CU es una enfermedad que afecta exclusivamente al colon siendo la
distribucion de la inflamacion variable. La afectacion es habitualmente mas
intensa en el recto y se extiende, de forma continua, en sentido proximal en una
longitud variable: entre el 40 y el 50% de los pacientes presentan una enfermedad
limitada al recto (rectitis o proctitis ulcerosa) o al recto y sigma (rectosigmoiditis
ulcerosa); del 30 al 40 % de los casos muestran afectacion inflamatoria mas alla
del sigma pero sin afectar a todo el colon (colitis izquierda y colitis extensa); el
20% restante desarrollan inflamacion que afecta a todo el colon (pancolitis).

Asimismo puede haber presentaciones atipicas: puede objetivarse una
mucosa rectal aparentemente indemne como consecuencia del uso de tratamientos
topicos (supositorios, enemas o espuma), y mas raramente en brotes agudos
graves, una afectacion en el colon proximal mucho mas grave que en el recto. Por
otro lado, pueden aparecer areas aisladas de afectacion cecal o apendicular en el
contexto de una colitis izquierda (parche cecal). Hasta en el 10%, puede
observarse una ileitis terminal limitada denominada “ileitis por reflujo”.

En casos de inflamacién leve, la mucosa colonica aparece hiperémica,
edematosa y granular, mientras que en la afectacion grave se observa una mucosa

hemorragica, con lesiones ulceradas inicialmente de pequefio tamafo pero que
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pueden llegar a confluir y profundizar hacia la lamina propia. Mas raramente
pueden parecerse a las ulceras lineales serpenteantes de la EC. Con frecuencia los
bordes necrosados de ulceras adyacentes conectan entre si creando puentes
mucosos. En la enfermedad de larga evolucion suelen aparecer los llamados
“pseudopodlipos” como resultado de la regeneracion epitelial exagerada. Durante
los periodos de remision, la mucosa puede ser macroscOpicamente normal, pero
tras afios de recurrencias va presentando una apariencia atrofica con disminucioén
del didmetro de la luz y pérdida de la haustracion normal y persistencia de los
pseudopolipos. Mas raramente pueden aparecer estenosis fibrosas, aunque mucho

menos frecuentemente que en la EC.

II. Hallazgos microscopicos.

El diagnostico anatomopatoldgico de la CU implica una serie de datos
caracteristicos, aunque no patognomonicos, a nivel histologico. Los fenomenos
inflamatorios se limitan a la mucosa a diferencia de la EC. La lamina propia
aparece edematosa y sus capilares dilatados y congestivos con extravasacion de
hematies. Existe un infiltrado inflamatorio compuesto por neutréfilos, linfocitos,
células plasmaticas, macréfagos, eosindfilos y mastocitos de mayor a menor
numero. Ademas ese infiltrado pasa a ser transmucoso. Los neutréfilos invaden el
epitelio, habitualmente en las criptas, originando los abscesos cripticos
caracteristicos de la enfermedad (Figura 5). También pueden invadir la pared de la
cripta (criptitis) o producir dafio epitelial destruyendo las criptas (Dayal y
DeLellis, 1990; Jewel, 1998). Entre los cambios arquitecturales que ocurren en la

cripta destacan:

0 Acortamiento de las criptas y aumento de la separacion entre ellas y la

muscularis mucosae.
0 Desaparicion de las criptas.

0 Bifurcacion y ramificacion de las criptas.
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Figura 5: Abscesos cripticos caracteristicos de la histologia de la CU.

Es frecuente el acimulo de células plasmaticas entre el fondo de la criptas y
la muscularis mucosae (lo que se conoce como plasmocitosis basal),
constituyendo otro dato fiable para el diagnéstico de CU (Schumacher et al, 1994).

Desde el punto de vista estructural, ademds de las alteraciones descritas en
las criptas, existe una irregularidad de la superficie epitelial que adquiere un
aspecto villiforme o pseudovilliforme. En los casos de mayor gravedad, la
superficie epitelial se aplana y ulcera hasta la muscularis mucosae. En casos de
dilatacion aguda grave, la ulceracion puede incluso alcanzar la muscular propia y
dar lugar a un patron de miocitolisis difusa. Ademads, los pequefios vasos
inmediatamente subyacentes a una zona ulcerada pueden mostrar fenomenos de
vasculitis aguda. Todos estos datos también pueden observarse en la EC, sin
embargo son mas frecuentes en la CU. (Jenkins et al, 1997). Igualmente, apoyan el
diagnostico de CU, la existencia de alteraciones mds intensas en zonas distales de
colon y la intensa depleccién de mucina.

En los periodos de remision clinica, la histologia coldnica puede regresar a la
normalidad, sobre todo en brotes leves al comienzo de la historia natural de la CU;
pero con el tiempo es mas frecuente la evidencia de distorsion arquitectural con
disminucién del nimero de las criptas, glandulas bifidas y acortadas, asi como la
presencia de otros hallazgos como la metaplasia de las células de Paneth, la
hipertrofia neuronal y la hiperplasia fibromuscular de la muscularis mucosae.

El estudio histolégico no solo es importante desde el punto de vista
diagnostico sino que su examen permite también una evaluacion de la actividad de

la enfermedad. Este uso de la histologia se introdujo en los afios 50 evaluando
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hechos como la naturaleza y distribucion del infiltrado inflamatorio, el grado de
destruccion glandular y la ulceracion (Truelove y Richards, 1956). Posteriormente
se han desarrollado diversos baremos que se utilizan especialmente para estudios
de investigacion y que son de especial utilidad en la evaluacion de los periodos de
actividad de la enfermedad (Geboes et al, 2000).

También es importante en la identificacion de complicaciones tardias como la
displasia o el cancer (Goldman, 1994), mediante colonoscopia con toma de
biopsias multiples. Para mejorar la identificacion de la displasia se han
desarrollado técnicas de citometria de flujo para detectar cambios en el contenido
nuclear de ADN, técnicas de inmunohistoquimica para objetivar mutaciones del

gen supresor de tumores p53, y otras.

1. 6. HISTORIA NATURAL Y PRONOSTICO DE LA COLITIS ULCEROSA.

En torno a un 70% de los pacientes con CU presentan una forma recurrente de la
enfermedad, con brotes de actividad que alternan con fases de remision que pueden
durar desde pocas semanas hasta varios afios. Otro 20% de los enfermos desarrollan un
curso cronico continuo y un 10% restante presentan como forma de debut un brote
agudo grave que requiere colectomia urgente. A pesar del curso clinico recurrente, la
mayoria de los pacientes son capaces de llevar una vida familiar, social y laboral
practicamente normal con cierto grado de deterioro de la calidad de vida especialmente

durante los brotes agudos.

La complicacién mas frecuente de la CU a largo plazo es la refractariedad al

tratamiento médico en forma de diarrea, hemorragia y alteraciones nutricionales.

Aproximadamente un tercio del total de los pacientes requieren cirugia a lo largo
de su vida, especialmente en los pacientes con pancolitis al inicio de la enfermedad

(hasta en un 60%) (Farmer et al, 1993).

En lo referente a la progresion anatémica de la inflamacion, la mitad de los
pacientes con diagnostico inicial de rectitis y rectosigmoiditis presentan una extension
de la enfermedad a lo largo de la historia de la enfermedad con un curso relativamente
benigno. Mas del 70% de los pacientes con colitis izquierda desarrollan pancolitis, con

un curso clinico intermedio entre las formas distales y los casos con afectacion de todo
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el colon. Factores predisponentes de aumento de extension de la enfermedad son un
curso clinico inicial grave (OR 14.8, p<0.0001), la presencia de manifestaciones
articulares (OR 3.7, p<0.005), la extension de la inflamacion al diagndstico (izquierda
vs proctitis: OR 2.5, p<0.0001), la hemorragia grave precoz en el curso de la
enfermedad (OR 1.7, p=0.07) y el diagnéstico a edades tempranas (OR 0.88, p=0.06)
(Farmer et al, 1993). Un trabajo reciente demuestra como los niveles de actividad de la
isoforma inducible y constitutiva del NO predicen la progresion de la enfermedad a los

2 anos de seguimiento (Menchén et al, 2004).

La mortalidad de la CU es del 2% con los tratamientos actualmente disponibles.
A largo plazo, la supervivencia estd minimamente disminuida respecto a la de la

poblacion general.

1.7. TRATAMIENTO DE LA COLITIS ULCEROSA.

Un correcto tratamiento a largo plazo de la CU debe ser multidisciplinar y
vendra marcado por la localizacién anatdémica afectada y la gravedad de la enfermedad.
En términos generales se comienza el tratamiento con 5-ASA y se van introduciendo
agentes mas potentes a medida que la enfermedad no va respondiendo a los primeros
(Tabla 5). Ademas deben considerarse otros tratamientos generales como:

0 Una dieta exenta de lacteos y baja en residuos durante el brote activo.

0 Suplementos de calcio y vitamina D en pacientes con esteroides.

O Nutricién enteral en pacientes con malnutricion o parenteral en caso de
intolerancia alimentaria, megacolon toxico u oclusion intestinal.

0 Sueroterapia y aporte de iones como el potasio en casos graves.

O Anticoagulacion profilactica en pacientes hospitalizados con brote para evitar

episodios tromboembolicos.

1.7.1. 5-Aminosalicilatos.

Los aminosalicilatos constituyen la primera eleccion de tratamiento tanto en los
brotes agudos leves-moderados como en el mantenimiento de la remision de todos los
pacientes con CU (Matilla et al, 2001). El mecanismo de accion de estos farmacos

aunque no se conoce por completo parece deberse a una inhibiciéon del metabolismo del
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acido araquiddnico y por tanto, de la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos sobre el
reclutamiento de leucocitos en el foco inflamatorio, a la inhibicion de la transcripcion

del factor nuclear kappa B (NF-xB) y una actividad antioxidante.

La sulfasalazina fue el primero que demostrd su eficacia en los afios 50. Esta
compuesta por 4cido aminosalicilico (5-ASA o mesalazina), componente activo del
farmaco, ligado a sulfapiridina, una sulfamida que acttia como molécula transportadora.
El acido aminosalicilico se libera mediante la actuacion de las bacterias coldnicas que
rompen su unioén a la sulfapiridina. Su uso estd limitado por la elevada incidencia de
efectos adversos (hasta en un 25% de los pacientes) atribuidos a la sulfapiridina, para lo
que se han desarrollado:

0 Formas galénicas de 5-ASA que carecen de esos efectos adversos.

0 Formulas de liberacion retardada en las que el principio activo se recubre de una
resina acrilica que se disuelve a pH mayor de 6 o 7 a nivel de ileon y colon.

0 Foérmulas de liberacion sostenida, que recubren microgranulos de 5-ASA con
una membrana de celulosa que libera el compuesto a lo largo de todo el tubo
digestivo de manera tiempo-dependiente.

0 Foérmulas unidas a transportadores inertes (balsalazida) o compuestos de dos
moléculas de 5-ASA que requieren la accidon de bacterias coldnicas para su

liberacion (olsalazina).

Se ha desarrollado ademas la administracion tdpica rectal de 5-ASA en forma de

supositorios, enemas o espuma para el tratamiento de las formas distales de CU.

1.7.2. Corticoides (CC).

Los corticoides sistémicos administrados bien por via oral o intravenosa,
constituyen en la actualidad, el tratamiento de primera eleccién de los brotes agudos
graves de CU y cuando el tratamiento con aminosalicilatos no sea efectivo en la
induccion de la remision de brotes leves-moderados. La prednisona oral o la
prednisolona se emplean en brotes moderados-graves a dosis de 60 mg/dia,
reservandose la administracion intravenosa a pacientes con brotes graves a dosis de
Img/kg peso al dia. En estos casos la mayoria de los enfermos tienen respuesta en 7-10

dias. Una vez alcanzada la remision clinica, se debe reducir la dosis de manera gradual
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hasta su suspensién, ya que no estad indicada su utilizacion como farmacos de

mantenimiento de la remision (para rev. ver Doménech, 2002).

La administracion en forma de enema de los corticoides convencionales en las
formas distales de la CU esta actualmente en desuso, por la demostracion de la
superioridad terapéutica y la menor incidencia de efectos adversos de los
aminosalicilatos sistémicos o la budesonida topica que, administrada en enemas muestra
una eficacia similar a los corticoides convencionales en el tratamiento de las formas

distales de CU (para rev. ver Doménech, 2002).

1.7.3. Inmunosupresores.

La introduccion de farmacos inmunosupresores en el tratamiento de la CU esta
indicada en casos de enfermedad refractaria a los firmacos de primera linea o en
aquellos pacientes en los que la disminucion de la dosis o la retirada de los corticoides
tras un brote, supone la recidiva de la sintomatologia inflamatoria aguda en mas de 2 en

6 meses o 3 en un afio (corticodependencia) (Sandborn, 1996).

La azatioprina (AZA) o su metabolito 6-mercaptopurina (6-MP) son farmacos
que inhiben la sintesis de purinas y parece que impiden la accion de diversos subgrupos
de células T. Son el tratamiento de eleccion para el mantenimiento de remision en casos
de corticodependencia, logrando la retirada de los esteroides en alrededor del 65% de
los pacientes tratados. Tienen como inconveniente, el lento inicio de su efecto
terapéutico (entre 2 y 3 meses) por lo que se deben mantenerse un minimo de 6 meses
antes de considerar su fracaso terapéutico. Sus efectos adversos mas frecuentes son la
intolerancia digestiva, la pancreatitis aguda por mecanismo alérgico, la mielosupresion
y la toxicidad hepética. La determinacion de los niveles de tiopurina metiltransferasa,
enzima que los metaboliza, permite identificar a los pacientes con riesgo elevado de

desarrollar efectos secundarios medulares y hepaticos.

La ciclosporina A inhibe de forma altamente selectiva los linfocitos T, al
impedir la formacion de un complejo con un receptor proteico citoplasmatico, con la
consiguiente inhibicion de la actividad de la calcineurina. Esto provoca una inhibicion
de la respuesta celular inicial a estimulos antigénicos. La administracion intravenosa de
ciclosporina continua siendo el tratamiento de eleccion para los brotes agudos graves

refractarios, habiendo demostrado inducir la remision clinica en mas del 60% de estos
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pacientes, prevenir la recidiva una vez alcanzada la remision y evitar la colectomia. No
esta claro, sin embargo, el papel de la ciclosporina oral en el mantenimiento de remision

en casos de corticodependencia.

Otros inmunosupresores como el metotrexato, el micofenolato mofetil y el
tacrolimo pueden ser alternativas en casos de corticodependencia, pero se precisan mas

estudios para generalizar su uso.

1.7.4. Farmacos anti-TNF a.

El empleo reciente del agente anti-TNF-a, infliximab ha resultado un gran
avance en el tratamiento de la EIl y mas concretamente de la EC. Es un anticuerpo
monoclonal compuesto por una region constante de complemento humano IgG1 y una
region variable de fijacion antigénica derivada de raton. Su accion depende en gran
parte de la capacidad para fijarse al precursor del TNF-a en la superficie celular,
desempefiando asi un papel proapoptotico. Si los primeros resultados de los estudios en
CU no eran prometedores, tras la publicacion de los resultados de los estudios fase III,
ACT 1 y ACT 2 se abre una puerta a su uso en pacientes refractarios a los tratamientos
previos. La dosis mas indicada es de 5 mg/kg a las 0, 2 y 6 semanas y cada 8§ semanas
(Rutgeerts et al, 2005). Como principales complicaciones se han descrito reactivaciones
de tuberculosis y sindromes lupus-like. También se ha insinuado un incremento en el

riesgo de padecer linfoma, si bien esta asociacion no estd claramente demostrada.

La multitud de recientes estudios que tratan de dilucidar los mecanismos
etiopatogénicos de la EIl han dado lugar al desarrollo de una gran cantidad de
compuestos interesantes para el tratamiento de esta entidad. Estos van dirigidos
principalmente a interactuar con las diferentes citoquinas que desempefian un papel
fundamental en la etiopatogenia de esta enfermedad. Sin embargo, todavia se

encuentran en fase de estudio.

1.7.5. Tratamiento quirurgico.

La proctocolectomia restauradora con reservorio ileoanal constituye la técnica de
eleccion en la mayoria de los pacientes con CU. Este procedimiento elimina toda la

mucosa colorrectal enferma preservando la funcion anorrectal gracias al reservorio, de
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manera que preserva la funcion y mejora la calidad de vida. La principal complicacion
asociada a esta técnica es el desarrollo de reservoritis o “pouchitis”, una inflamacion
inespecifica idiopatica del reservorio ileal que aparece hasta en el 50% de los casos a los
cinco anos. La mayoria de ellos responden de manera satisfactoria al tratamiento

médico (para rev. ver Lopez San Roman, 2002b).

La colectomia subtotal con ileostomia temporal es la técnica de eleccion en
casos urgentes ya que la extirpacion del recto y la anastomosis precoz en situaciones de
urgencia, eleva considerablemente la morbilidad postquirargica (para rev. ver Lopez

San Roman, 2002b).

La proctocolectomia total con ileostomia continente (técnica de Kock) permite
controlar las deposiciones debido a la capacidad del reservorio, realizado con varias
asas de ileon suturadas, de distenderse sin evacuacion espontanea (para rev. ver Lopez

San Roman, 2002b).

La colectomia subtotal con ileorectostomia muestra unos resultados técnicos
satisfactorios aunque tiene la desventaja de preservar mucosa rectal, que puede dar lugar
a brotes agudos de actividad inflamatoria o ser asiento de displasia y CCR (para rev. ver

Lopez San Roman, 2002b).

Existen varias indicaciones entre las que destacan (para rev. ver Lopez San

Roman, 2002b):

0 La principal indicacion de tratamiento quirtrgico es el fracaso del tratamiento

médico en la CU croénica.

0 La colitis fulminante refractaria al tratamiento esteroideo intravenoso a altas
dosis y a ciclosporina A constituye una indicacion absoluta de proctocolectomia
total urgente, ya que su demora se asocia a una mortalidad significativamente

mayor que si se lleva a cabo de forma precoz.

0 El megacolon toxico que no responde a tratamiento conservador y la hemorragia

masiva son indicaciones de cirugia urgente.

0 El desarrollo de CCR o de displasia grave son indicaciones de cirugia electiva.
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CU DISTAL CU EXTENSA
TTO BROTE ACTIVO
BROTE LEVE ASA oral o rectal ASA oral
0
CC rectal
CC oral o rectal CC oral
BROTE GRAVE CC parenteral CC parenteral
ENF REFRACTARIA CC parenteral CC parenteral
+ +
Ciclosporina IV Ciclosporina IV
AZA o0 6-MP oral AZA o0 6-MP oral
(Infliximab? (Infliximab?
TTO MANTENIMIENTO ASA oral o rectal ASA oral
AZA oral AZA oral
(Infliximab? (Infliximab?

Tabla 5: Algoritmo de tratamiento del brote agudo y de mantenimiento de la remision de la CU.

2. MEDIADORES INFLAMATORIOS Y
ANTIINFLAMATORIOS EN LA COLITIS ULCEROSA.

En los ultimos afios hemos asistido a un importante avance en el conocimiento
de los mecanismos patogénicos de la EII; sin embargo, todavia existen muchos
interrogantes por resolver. Como se menciond anteriormente, no existe una nica causa
de la EII sino que se produce como consecuencia de la interaccion entre multiples
factores. Asi, sobre un sujeto predispuesto genéticamente confluyen diversos factores
exodgenos capaces de provocar un proceso inflamatorio, mediado en gran parte por el
sistema inmunologico, y que a su vez es responsable del dafio tisular caracteristico de
esta enfermedad (Shanahan, 1993).

Uno de los fenomenos iniciales parece estar constituido por el aumento de la
expresion de moléculas de adhesion derivadas de las células endoteliales en respuesta a
una serie de desencadenantes. Ello provoca la diapédesis de los leucocitos circulantes

con una activacion posterior de los mismos en la mucosa intestinal. Posteriormente, se

54



produce un incremento en la sintesis y liberacion de un amplio nimero de mediadores
inflamatorios y citoquinas, dando lugar a una gran cascada de acontecimientos inmuno-
inflamatorios responsables de los hechos clinico-patoldgicos que aparecen en la EII. Las
fuentes de estos mediadores son multiples incluyendo tanto a células inflamatorias
reclutadas en la mucosa intestinal como neutrofilos, macrofagos o mastocitos, como a
las plaquetas, las células epiteliales y endoteliales del intestino, los fibroblastos, las
células del musculo liso y las neuronas entéricas (MacDonald y Murch, 1994; Rogler y
Andus, 1998). Asimismo, parecen existir otra serie de mediadores que ejercen el efecto
opuesto, antiinflamatorio y que por tanto, podrian ser moléculas a considerar para el
estudio de nuevos tratamientos.

A continuacion, teniendo en cuenta la gran importancia que tienen estos
mediadores y el papel central que juegan en la génesis de la EIl, vamos a realizar una
revision del papel que juegan en esta enfermedad y en especial, de aquellos que son
objeto de esta Tesis. Algunos de estos mediadores tienen un papel dual, de forma que
pueden actuar como mediadores inflamatorios y antiinflamatorios segin sus niveles,

lugar de accidn, etc.

2.1 OXIDO NiTRICO.

En 1980, Furchgott y Zawadzki demostraron en anillos de aorta de conejo que la
vasodilatacion mediada por acetilcolina s6lo era posible si se encontraba presente el
endotelio vascular, como consecuencia de la produccion de un factor humoral labil que
denominaron de forma genérica factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
(Furchgott y Zawadzki, 1980). Numerosos estudios posteriores trataron de identificar
tanto la estructura quimica como el papel biologico de este factor, estudiando tanto su
actividad biologica como su reactividad farmacologica. Asi se demostrd que el EDRF y
el NO eran el mismo compuesto y que se libera en cantidad suficiente como para ejercer
efectos vasodilatadores e inhibidores de la actividad plaquetaria (Palmer et al, 1987;

Ignarro et al, 1987, Palmer et al, 1988; Moncada et al, 1988).

2.1.1 Bioquimica del NO.
El NO es un gas compuesto por un dtomo de nitrégeno y un atomo de oxigeno

que unidos dan lugar a una pequeia molécula que posee un nimero impar de electrones.
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Es ese electrén desapareado quien lo convierte en un radical libre. En presencia de una
molécula de oxigeno, el NO es inestable, pero su degradacion en esta situacion es
relativamente lenta en comparacion con la rapidez con la que desaparece en vivo en
presencia de oxihemoglobina (Beckman y Koppenol, 1996). Su semivida en vivo es
menor de 5 segundos (Moncada y Higgs, 1993). Por su naturaleza quimica el NO es
hidro-liposoluble y por lo tanto, su difusion a través de células y tejidos sélo se
encuentre limitada por el propio coeficiente de difusion de los mismos, asi como por la
rapidez con que se degrada en presencia de oxihemoglobina (Henry et al, 1993).

Tras su oxigenacion, el NO se transforma en sus metabolitos estables, nitratos y
nitritos, que nos permiten medir de forma indirecta su produccion (Marletta, 1988).
Ademas, el NO también es capaz de interactuar con el anion superdxido dando lugar a
peroxinitrito, el cual a un pH fisiologico capta un proton dando lugar al &cido
peroxinitrito. Este, rapidamente produce didxido de nitrégeno y radicales hidroxilo, los

cuales actian como radicales libres y potentes agentes oxidantes (Beckman et al, 1990).

2.1.2 Sintesis del NO en el aparato digestivo.

A nivel gastrointestinal se han demostrado al menos tres fuentes diferentes de
produccion de NO. Por un lado, la produccién enzimatica clasica mediada por las
diferentes isoformas de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Por otro, hay una
produccion no enzimatica de NO y por ultimo, existe una produccion por parte de las

bacterias gastrointestinales.

1. Produccion enzimatica del NO.

El NO es sintetizado por la oxidacion esteroespecifica del aminoacido L-
arginina a través de la enzima NOS, similar a en su accién a la citocromo P-450
reductasa, en una reaccion que se produce en dos fases (Bredt et al, 1991;
Knowles y Moncada, 1994) —Figura 6-. Este enzima requiere oxigeno y nicotin-
adenin-dinucleétido fosfato reducido (NADPH) como cosustratos y, flavin-mono-
nucleotido (FMN), flavin-adenin-dinucle6tido (FAD) y tetrahidrobiopterina (BHy)
como cofactores (Nathan y Xie, 1994). Derivado de esta reaccion se produce NO

y citrulina en cantidades equimoleculares (Moncada y Higgs, 1993).
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o, H,0 o, H,0

Q- Qo NO
L-arginina s—pg— N-Hidroxiarginina s——lw.
T o> T > —
BH, Citrulina
NADPH + H* NADP* 2 NADPH + H* > NADP*

Figura 6: Reaccion oxidativa de produccion de NO.

Se han caracterizado tres isoformas de la NOS: dos isoenzimas constitutivas,
la tipo I o NOS neuronal (nNOS) y la tipo III o NOS endotelial (eNOS), y otra
inducible, la iNOS o tipo II. La actividad de las isoformas constitutivas es
transitoria debido a su dependencia de la concentracion celular de Ca®", por lo que
tanto eNOS como nNOS producen bajas concentraciones de NO -en rango
picomolar- que permanecen con actividad durante cortos periodos de tiempo.
Intervienen en procesos homeostaticos como la regulacion de la presion arterial,
neurotransmision o la peristalsis gastrointestinal. Por el contrario, la iNOS es
independiente de las concentraciones de Ca®" y por tanto, sintetiza grandes
concentraciones de NO -en rango nanomolar-, destinadas a la defensa contra
microorganismos ¢ implicadas en el proceso inflamatorio (para rev. ver Nathan y

Xie, 1994).

0 La oxido nitrico sintasa constitutiva neuronal (nNOS, NOS tipo 1) fue la
primera isoenzima aislada. La clonacion, secuenciacion y caracterizacion
del ADNc codificador de la nNOS humana y de rata, revela que tiene un
ARNm de mas de 10 Kb que codifican proteinas de 1433 y 1429
aminoacidos, respectivamente. Las proteinas de esas dos especies muestran
una alta identidad de secuencia (93%). El gen de la nNOS humana se
localiza en el cromosoma 12. Esta enzima es dependiente de Ca’" y
calmodulina, expresdndose de forma constitutiva con elevada actividad en

musculo esquelético y cerebro, especialmente en cerebelo y médula
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espinal. A nivel del tracto gastrointestinal es expresada constitutivamente
por los cuerpos neuronales y por las células endoteliales presentes en el
plexo mientérico. Diversos estudios han demostrado que el NO producido
por nNOS en las terminales nerviosas como neurotransmisor del sistema
no adrenérgico no colinérgico regula la liberacion del péptido intestinal
vasoactivo (VIP) cuando difunde a las células musculares para participar
en la relajacidon muscular (Vittoria et al, 2000).

La oxido nitrico sintasa constitutiva endotelial (eNOS, NOS tipo IIl) es
similar a la anterior y al ser igualmente dependiente también de Ca*" y
calmodulina, hasta que la enzima endotelial no fue clonada, no estaba claro
si ambas eran o no distintas isoenzimas. La clonacion de la eNOS humana
reveld que la eNOS y la nNOS eran producidas por genes diferentes, y que
solamente compartian una identidad de aminoacidos del 57%. Las
variantes de eNOS descritas inicialmente como particulada y soluble, son
producidas en realidad por el mismo gen, estando la enzima parcialmente
(en algunas ocasiones predominantemente) asociada a la membrana debido
a la union de su porcion N-terminal a la membrana plasmatica. El gen de la
eNOS se localiza en el cromosoma 7. A nivel intestinal se expresa
predominantemente en las vénulas y arteriolas de la submucosa,
modulando el tono vasodilatador (Chen et al, 2002). En las plaquetas, el
NO producido por esta isoforma inhibe su funcion a través de la activacion
de la guanilato ciclasa soluble como mecanismo de autorregulacion (Sase y
Michel, 1995).

La oxido nitrico sintasa inducible (iNOS, NOS tipo II) es producida por
gran variedad de células y tejidos tras la exposicion a citoquinas
proinflamatorias (como IL-1 o TNF-a) y productos bacterianos. El gen se
localiza a nivel del cromosoma 17. A nivel intestinal la expresan
neutréfilos, monocitos, macrofagos, linfocitos T, células vasculares de la
capa muscular lisa y enterocitos. La produccion del NO mediado por iNOS
se regula en un proceso en el que se encuentra implicada la activacion del
llamado factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB) comentado
anteriormente (ver Figura 1). Determinadas citoquinas como TNF-a, IL-1(3

o IL-17; lipopolisacarido o bacterias intraluminales como la Salmonella,
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Pseudomonas, Clostridium o Yersinia, virus como Rinovirus, Influenza,
Epstein-Barr, Citomegalovirus o Adenovirus; y otros factores, inducen la
expresion de iINOS en las células epiteliales a través de la activacion de
NF-«B (Stuehr y Griffith, 1992). El NF-kB induce un incremento
coordinado de la expresion de genes proinflamatorios que incluyen
citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, G-CSF, M-CSF), quemoquinas (IL-
8, proteina quemotactica de macrdéfagos), enzimas que generan mediadores
de inflamacion (COX-2, iNOS, S5-lipooxigenasa, fosfolipasa A2),
receptores inmunes (receptor de IL-2, cadena [ del receptor de células T) y
moléculas de adhesion endotelial (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina). En
contraste con esto, la activacion de NF-kB por TNF-a es inhibida por
donantes de NO, lo que sugiere un efecto “feed-back™ negativo en la
expresion de iNOS (Peng et al, 1995). Esta induccion de iNOS se ha
relacionado con la defensa frente a microorganismos y factores tumorales.
Sin embargo, las altas concentraciones de NO generadas por iNOS son

capaces de producir una fuerte toxicidad celular (Tepperman et al, 1993).

2. Produccion no enzimatica del NO.

En sujetos sanos, los nitratos recirculan desde el intestino a las glandulas
salivares a través de la circulacion enterosalivar. Asi se concentran en la saliva,
donde son rapidamente reducidos junto con los nitratos de la dieta a nitritos
(Tannenbaum et al, 1976). En la luz gastrica, se produce la acidificacion de estos
nitritos dando lugar a la formacion nuevamente de NO, que parece desempefiar
un importante papel en la homeostasis de la microvasculatura gastrica (Duncan
et al, 1995).

También puede formarse a partir de la reaccion del perdxido de
hidrégeno con el aminoéacido arginina tanto en su forma D como en la L (Nagase
et al, 1997). En la inflamacion del colon, los niveles elevados de perdxido de
hidrogeno pueden jugar un papel patologico tanto por su toxicidad directa como
por su conversion a radical hidroxilo. Por tanto, la administracion de
suplementos de arginina puede disminuir el estrés oxidativo caracteristico de la
inflamacién coldnica mediante la reduccion de perdxido de hidrogeno por este

mecanismo (Hata et al, 1997).

59



3. Produccién bacteriana del NO.

En la luz del colon, los microorganismos anaerobios son capaces de
generar NO a partir de los nitratos y los nitritos presentes en el tubo digestivo

(Brittain et al, 1992). Sin embargo, su papel no esta claro en la actualidad.

2.1.3 Mecanismo de accion del NO.

El papel del NO en el proceso inflamatorio es controvertido y ambiguo. Por
un lado tiene una accion antiinflamatoria, pero por otro, tiene un papel
fundamental en la cascada inflamatoria y en desencadenar asi disfuncién tisular.
El hecho de dar lugar a unas u otras acciones esta fundamentado en la variedad de
propiedades quimicas del NO y de sus derivados, y en su capacidad de producir

efectos opuestos en funcion de su concentracidon (para rev. ver Grisham et al,

1999).

El NO en bajas concentraciones interacciona directamente con sus moléculas

diana, teniendo funciones reguladoras, protectoras y antiinflamatorias.

O Puede interaccionar con proteinas que contienen metales formando
complejos nitrosilos metélicos, especialmente las que contienen en su
centro activo un grupo hemo. Por este mecanismo, el NO interacciona con
la enzima guanilato-ciclasa para estimular la sintesis de Guanilato
monofosfato ciclico (GMPc), el cual, actuando sobre proteinquinasas
dependientes de GMPc y sobre canales i6nicos, produce diversos efectos
fisiologicos como la relajacion del tono vascular, la inhibicién de la
agregacion plaquetaria y de la adhesion leucocitaria. Por este mecanismo,
también puede modificar la funcion de otras enzimas como el citocromo P-
450, la propia NOS, la hemoglobina, la citocromo-oxidasa y la catalasa,
entre otras.

0 Pequenias cantidades de NO son capaces de estimular la sintesis de
prostaglandinas. La presencia de pequefias cantidades de NO producidas
por las isoformas constitutivas, puede capturar aniones superoxido (O, ),
evitando que éste reduzca el i6n férrico (Fe*™) contenido en el grupo hemo
a la inactiva forma ferrosa (Fe’") de la cicloxigenasa constitutiva (COX-1),

resultando la sintesis de prostaglandinas con efecto antiinflamatorio.
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0 EIl NO es capaz de inhibir reacciones oxidativas catalizadas por hierro,

liberandose el radical hidroxilo (OH"), molécula con potentes propiedades
oxidantes.

El NO también puede unirse directamente a radicales libres de alta energia
debido a la existencia de un electron desapareado en su molécula. Asi,
puede unirse a ciertos radicales lipidicos (alquil- e hidroxiperoxil-) dando
lugar a intermediarios capaces de detener el proceso de peroxidacion
lipidica, uno de los principales mecanismos de dafio celular asociado a la

inflamacion (Rubbo et al, 1994).

En concentraciones suprafisioldgicas, es capaz de interaccionar con

oxigeno molecular (O;) o anidén superdxido (O,), produciéndose diversas

moléculas responsables de los procesos inflamatorios (para rev. Ver Laroux et

al, 2001).

0 La oxidacion del NO en un medio acuoso da lugar a la formacion de

2.14

especies reactivas como el trioxido de nitrogeno (N,O3), un potente agente
nitrosativo capaz de reaccionar con diversas moléculas dando lugar a
nitrosaminas potencialmente carcinogénicas, y derivados nitrosotioles
capaces de inhibir multiples funciones fisiologicas del NO como la
inhibicion de la adhesion leucocitaria al endotelio vascular.

Por otra parte, la interaccion del NO con el O, da lugar a la formacion de
peroxinitrito (ONOO’). Este se descompone a NOs™ liberando radicales
hidroxilo (OH"), el dioxido de nitrogeno (NO;") o un isémero excitado del
mismo (ONOOH?*) con propiedades oxidantes similares a la especies
reactivas del grupo OH™ (Beckman et al, 1990).

De esta manera, tanto el ONOO™ como el ONOOH son capaces de
producir oxidacion de hidratos de carbono (Beckman et al, 1990), de
sulfihidrilos (Radi et al, 1991a), de lipidos (Radi et al, 1991b; Rubbo et al,
1994) y de bases de ADN (King et al, 1993), asi como mediar un efecto

bactericida téxico sobre la célula endotelial (Zhu et al, 1992).

Papel fisiologico del NO en el organismo.

O A nivel cardiovascular interviene en la regulacion del flujo sanguineo y la

presion arterial produciendo un tono vasodilatador como consecuencia de
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la activacion de las células endoteliales por estimulos fisicos (como son el
flujo pulsatil y el estrés de cizallamiento), o por su liberacion por los
terminales nerviosos no adrenérgicos no colinérgicos. Como se comentd
anteriormente, es la formacion de GMPc en las células musculares lisas
vasculares, la responsable de la vasodilatacion. Farmacos vasodilatadores
como la nitroglicerina o el nitroprusiato ejercen su efecto tras su
conversion en NO (para rev. ver Moncada y Higgs, 1993).

El NO también inhibe la agregacion plaquetaria por un mecanismo
dependiente de GMPc, actuando de forma sinérgica con la prostaciclina
que lo realiza a través del adenilato monofosfato ciclico (AMPc). Ademas
inhibe la adhesion de las plaquetas a la pared vascular (para rev. ver
Moncada y Higgs, 1993).

En el Aparato respiratorio produce vasodilatacion e interviene en la
motilidad broncociliar y en la secrecion bronquial de moco (para rev. ver
Moncada y Higgs, 1993).

En el sistema nervioso central se ha implicado en los procesos de memoria
y aprendizaje, vision, olfato y nocicepcion.

En el sistema nervioso periférico constituye uno de los principales
mediadores del sistema no adrenérgico no colinérgico responsables del
control de la motilidad gastrointestinal, del mecanismo de ereccion del
pene y de la motilidad vesical, entre otros (para rev. ver Moncada y Higgs,
1993; Schmidt y Walter, 1994).

En el tracto gastrointestinal se encuentra implicado en (tabla 6):

-En el transporte de agua y electrolitos siendo capaz de es favorecer su
reabsorcion por accidn directa sobre los enterocitos e indirecta, a través de
la regulacion del flujo sanguineo. Como mecanismos de accion se han
descrito el incremento en la sintesis de GMPc (activador de la secrecion
intestinal), el estimulo directo de la sintesis de prostaglandinas, la
capacidad para liberar péptido intestinal vasoactivo (con potente efecto
proabsortivo) o la activacion de los canales basolaterales de potasio (para
rev. ver Mourad et al, 1999).

-En el mantenimiento de la integridad de la mucosa, gracias a la sintesis
de NO por las células epiteliales mediante estimulo colinérgico que

conduce a la produccion de moco como agente protector, antibacteriano y
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lubricante de la misma, y a la vasodilatacion, necesaria para la reparacion
tisular tras un dafio (para rev. ver Wallace y Miller, 2000).

-Asimismo, regula la inmunidad intestinal al regular a la baja la
liberacion de diferentes mediadores inflamatorios por los mastocitos como
el factor activador plaquetario (PAF), TNF-a, histamina, eicosanoides,
citoquinas, etc, actua sobre las proteinas contractiles del citoesqueleto de
las células epiteliales encargadas del mantenimiento de las uniones
intercelulares, modula la reparacion tisular al incrementar el depdsito de
colageno por parte de los fibroblastos, y promueve la neoangiogénesis
(para rev. ver Wallace y Miller, 2000).

-Es un importante mediador nervioso del sistema no adrenérgico-no
colinérgico, contribuyendo a la regulacion de la motilidad intestinal. Relaja
el musculo liso en todo el tubo digestivo via GMPc y estimulando la
liberacion de VIP que a su vez incrementa los niveles de AMPc. También
favorece la liberacion de ATP, que logra una hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica al reducir la concentracion intracelular de calcio,

principal i6n responsable de la contraccion muscular (Bult et al, 1990).

ISOFORMA DISTRIBUCION TISULAR EN EL APARATO
DIGESTIVO

Neuronas del sistema nervioso entérico.
Musculo estriado.

Neutrofilos.

Musculo liso.

Epitelio.

Endotelio vascular.

Musculo liso.

Neuronas del sistema nervioso entérico.
Plaquetas.

Macrofagos.

Neuronas del sistema nervioso entérico.
Endotelio vascular.

Epitelio.

Tabla 6: Distribucion de las isoformas de NOS en aparato digestivo.
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2.1.5 Papel fisiopatolégico del NO en la CU.

El NO ademas de las acciones anteriomente comentadas, es uno de los
mediadores fundamentales de la cascada inflamatoria (Kubes y McCafferty, 2000;
Laroux et al, 2001).

En la inflamaciéon aguda, el NO tiene un papel beneficioso como
consecuencia de las acciones anteriormente expuestas de vasodilatacion, por su
accion antioxidante y antiinflamatoria. Sin embargo, en la inflamacion subaguda y
cronica, la sobreproducciéon de NO por parte de la iNOS parece tener un efecto
perjudicial. Asi, numerosos trabajos demuestran un incremento en la produccion
de NO en pacientes con EIl a expensas de la iNOS por parte de neutrofilos,
mononucleares y las propias células epiteliales (Middleton et al, 1993; Lundberg et
al, 1994, Rachmilewitz et al, 1995; Godkin et al, 1996; Singer et al, 1996; Ikeda et
al, 1997; McLaughlan et al, 1997; Kimura et al, 1998; Kolios et al, 1998; Gupta et
al, 1998). Esa induccion de iNOS se ha observado tanto en mucosa inflamada
como sana, habiéndose demostrado su capacidad de prediccion de progresion de la
extension de la enfermedad a los 2 afios de seguimiento (Colon et al, 2000;
Menchén et al, 2004).

Por otro lado, se ha observado un incremento de la concentracion de nitratos
(su producto final) tanto en la mucosa inflamada (Rachmilewitz et al, 1995) como
en plasma (Oudkerk Pool et al, 1995) de pacientes con CU; lo que se correlaciona
con otros parametros inflamatorios como la velocidad de sedimentacion y los

recuentos de leucocitos y plaquetas.

La colitis ulcerosa activa se asocia a una marcada vasodilatacion mucosa, a

un aumento de la permeabilidad vascular, a una disfuncion epitelial absortiva y

secretora, a una alteracion de la motilidad coldnica y a destruccion de las células

epiteliales. Mucha de la sintomatologia tipica de la EIl y de estas alteraciones, se

han relacionado con el NO por sus acciones sobre las células epiteliales
intestinales y sobre las células musculares y endoteliales de los vasos sanguineos.

0 La diarrea es uno de los sintomas clave. Aunque su etiopatogenia es

multifactorial, el NO es responsable de un aumento de secrecion

clorhidrica en el colon (Tamai y Gaginella, 1993).
0 El aumento de flujo sanguineo intestinal durante los brotes de actividad vy,

responsable de hiperemia mucosa y submucosa, es producido por el
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potente papel vasoactivo del NO (Bacaner, 1966; Hulten et al, 1977).

0 La relajacion intestinal, es por el NO a través de su accion periférica sobre
los terminales no adrenérgicos-no colinérgicos (Snyder y Bredt, 1991).
Asi, la produccion de grandes cantidades de NO a expensas de una
hiperactividad de las isoformas constitutivas e inducible de NOS, puede
producir una dilatacion hipoténica aguda del colon y ser por tanto,
responsable de una de las principales complicaciones de la CU, el
megacolon toxico (Mourelle et al, 1995).

0 La formacién de peroxinitrito comentada con anterioridad, es capaz de
nitrar la tirosina presente en las proteinas dando lugar a nitrotirosina
(Beckman et al, 1990). Ademads es citotoxico, produciendo peroxidacion
lipidica de las membranas celulares (Whittle, 1997) y un incremento de su
permeabilidad al producir una depleccién de ATP intracelular (Kennedy et
al, 1998).

0 Es capaz de alterar las uniones intercelulares “tight-junctions” epiteliales
favoreciendo la permeabilidad paracelular a nivel hepatico e intestinal en
como consecuencia de una respuesta inflamatoria sistémica (Han et al,

2004; Unno et al, 1997).

La inhibicion del NO es responsable de parte del efecto terapéutico de
muchos de los farmacos utilizados en el tratamiento de los pacientes con CU.
Asi, los esteroides son capaces de inhibir la expresion de iNOS en linfocitos y
monocitos y parcialmente, en las células epiteliales intestinales (Knowles et al,
1990; Tepperman et al, 1993). Ademds se observado una atenuacién de los
fenémenos de apoptosis inducidos por ONOO™ (Sandoval et al, 1997). Otro
farmaco utilizado, el acido 5-aminosalicilico, aunque no modifica los niveles de
NO, atentia la apoptosis inducida por el peroxinitrito en las células epiteliales
intestinales y aumenta su degradacion (Reynolds et al, 1995; Sandoval et al,

1997).
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2.2 DERIVADOS EICOSANOIDES.

En 1971, Vane y cols descubrieron que el efecto de los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) se debia a su capacidad de inhibir la actividad
del enzima ciclooxigenasa (COX), lo que producia una disminuciéon de la sintesis de
prostaglandinas proinflamatorias (Vane, 1971). A partir de ahi, se han desarrollado
multiples estudios sobre la regulacion de la biosintesis de eicosanoides (prostaglandinas
-PG-, tromboxanos —TX- y acidos 15-hidroxieicosatetraenoicos).

Los eicosanoides son sustancias fisiologicamente activas cuya funcion y efectos
en los sistemas biologicos son muy amplios y aun no han sido aclarados en su totalidad.
Actuan como potentes reguladores intercelulares, participando en gran medida en los
procesos inflamatorios y en la respuesta inmune.

Los primeros eicosanoides descritos fueron las prostaglandinas en 1933,
aislandose en la prostata, de donde surgio su nombre. El tromboxano se identificd en
1975 como un potente agente iniciador de la agregacion plaquetaria sintetizado en las
plaquetas y otros tejidos. Los leucotrienos se describieron posteriormente, recibiendo
este nombre por producirse en los leucocitos y contener tres dobles enlaces conjugados.
Son constrictores del musculo liso. A continuaciéon nos centraremos especialmente en

las prostaglandinas al tener un papel mas relevante en la inflamacion.

2.2.1 Sintesis de PG.

Las prostaglandinas son &4cidos grasos insaturados, cuya estructura deriva
quimicamente de un esqueleto general, el acido prostanoico, que posee 20 atomos de
carbono y un anillo pentagonal. Esta estructura estd presente en las distintas
prostaglandinas y constituye la base comun a todas ellas.

En el hombre, el precursor mas importante de las prostaglandinas es el acido
araquidonico (AA), el cual se forma del acido linoléico. El acido araquidonico es el
5,8,11,14 eicosatetraeneico con dobles enlaces no conjugados. El metabolismo del 4cido
araquidonico se realiza por un complejo enzimatico llamado PG sintetasa, de
localizacién microsomal y que estd compuesto de una serie de enzimas con actividades
diferentes: la peroxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la isomerasa, la

tromboxanosintetasa y las enzimas desdobladoras.
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La biosintesis de prostaglandinas esta regulada por dos pasos metabdlicos sucesivos
(ver Figura 7):
1.- La liberacion del AA distribuido en la bicapa lipidica de la célula normalmente
y esterificado con fosfolipidos. Las fosfolipasas son las enzimas que catalizan el
primero de estos pasos, siendo las principales, la fosfolipasa A, y la fosfolipasa C
(para rev. ver Dennis et al, 1991).

0 La fosfolipasa A,, tras activarse por diversos estimulos que provocan un
aumento del calcio intracelular, cataliza la desacilacion del AA desde la
segunda posicion de ciertos fosfolipidos de membrana como, por ejemplo,
la fosfatidilcolina.

0 La fosfolipasa C cataliza la formacion de diacilglicerol e inositol trifosfato
a partir del fosfatidilinositol. La diacilglicerol lipasa cataliza

posteriormente la liberacion del AA a partir del diacilglicerol.

2.- Su conversion a prostanoides. La ciclooxigenasa (COX) es la enzima que
cataliza el paso limitante en la formacion de prostaglandinas y tromboxanos. Se
trata de una enzima bifuncional que produce tanto la oxidacion del AA para
formar PGG; por introduccién de oxigeno molecular y formacién de ciclopentano
(actividad ciclooxigenasa), como la reaccion de peroxidacion que transforma la
PGG; a PGHj; al reducir el grupo hidroperdxido del C;s a grupo hidroxilo (-OH)
(actividad endoperoxidasa). Es por ello que se denomina también endoperdxido
sintasa. Este es el paso inhibido por la aspirina y la indometacina.

A partir de la PGH,, y gracias a la actividad de las isomerasas presentes en
cada uno de los diversos tejidos y células, se forman las distintas prostaglandinas

(PGE,, PGD,, PGF,, y PGI; o prostaciclina) y el tromboxano A, (TXA»).

A principios de los afios 90, se demostro la existencia de dos isoformas distintas
de COX que difieren en su patron de expresion y en su funcion bioldgica: la COX-1 y la
COX-2 (Fu et al, 1990; Xie et al, 1991; Smith y DeWitt, 1996). Recientemente se ha
descubierto otra isoforma, la COX-3, cuyo papel no se conoce atn con exactitud y que

parece ser una variante de COX-1 (Chandrasekharan et al, 2002).
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Figura 7: Sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos a partir del acido
araquidonico de las membranas celulares.

0 La COX-1 (70 kDa) se encuentra en casi todos los tejidos de forma constitutiva,
aunque sus niveles varian segun el tipo celular, siendo la forma predominante en
el endotelio vascular, mucosa gastrica, plaquetas y rifidon. Es la responsable del
mantenimiento de funciones fisiologicas basicas al producir prostaglandinas
citoprotectoras que intervienen en la sefializacion intercelular y en la
homeostasis gastrica, vascular o la renal. Su gen se localiza en el cromosoma 9
humano, y en roedores en el 2 (Yokoyama y Tanabe, 1989).

0 La COX-2 (72 kDa) no se detecta de forma tan importante en la mayoria de los
tejidos en condiciones fisiologicas, aunque es constitutiva en niveles bajos en el
cerebro, rifidn, colon, durante la ovulacion y la implantacion del blastocisto y en
endotelio vascular, entre otros. Su expresion puede ser inducida por estimulos
proinflamatorios y mitogénicos como IL-1, TNF-a, lipopolisacaridos (LPS),
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
interferén gamma (IFN-y), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), etc, a
nivel de monocitos, macrofagos, sinoviocitos, fibroblastos, condrocitos,

osteoblastos y células endoteliales, entre otros. Por tanto, la expresion de COX-2
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aumenta en procesos inflamatorios y de proliferacion celular, siendo
normalmente transitoria y recuperando los niveles basales en 24-48 horas. Su
gen se encuentra en el cromosoma 1 tanto en humanos como en ratones
(Fletcher et al, 1992; Kraemer et al, 1992). El promotor de su gen contiene una
caja TATA vy sitios de union para varios factores de transcripcion incluyendo el
NF«kB, el factor nuclear para la expresion de interleuquina 6 (NF-IL-6) y la
proteina de union al elemento de respuesta AMPc (Appleby et al, 1994). Por el
contrario, se ha descrito que los glucocorticoides, 1L-4, IL-13 y la citoquina
antiinflamatoria IL-10 pueden inhibir la expresion de este enzima (Lee et al,
1992; Onoe et al, 1996; Niro et al, 1997). Ademas tiene un mecanismo de
autorregulacion, pudiendo los prostanoides generados por la COX-2 estimular la
expresion de este enzima. De esta manera, prostaglandinas producidas en las
zonas de inflamaciéon como la prostaglandina E; (PGE;) pueden potenciar su
expresion (Minghetti et al, 1997; DuBois et al, 1998; Nantel et al, 1999; Hinz et
al, 2000a,b; Maldve et al, 2000). Por otro lado, otras prostaglandinas como la y
PGD, y 15-deoxi-deltal2,14-PGJ, (15d-PGJ,) son antiinflamatorias al inhibir la
IkB quinasa y a NFkB como se comentara posteriormente (Rossi et al, 2000;

Straus et al, 2000).

2.2.2 Mecanismo de accion de las PG.

La accion de las prostaglandinas estd relacionada con cambios en el AMPc

pudiendo en unos sistemas inducir con intensidad variable la adenil ciclasa (estimulando

la funcién celular) y en otros, inhibirla. Ademas, la intensidad de acciéon de las

diferentes prostaglandinas sobre la adenil ciclasa no es igual. Todo ello supone una

enorme diversidad de efectos sobre los diferentes sistemas del organismo.

2.2.3 Papel fisiologico de las PG en el organismo.

Las acciones biologicas de las prostaglandinas son muy variadas (para rev. ver

Terragno, 2004) -ver tabla 7-:

0 En el sistema cardiovascular son fundamentalmente vasodilatadores vy

antiagregantes; pero hay algunas como la PGH, y sobre todo el TXA, con

efectos contrarios, siendo vasoconstrictores y proagregantes.
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En el rifion, las prostaglandinas més importantes son la PGF,,, la PGE,, la
PGA,, la PGI, (prostaciclina) y el tromboxano A2 (TXA,). Producen
vasodilatacion, aumento del flujo renal y natriuresis.

En el aparato respiratorio, la PGF,, y el TXA, son broncoconstrictores y
aumentan la secrecion bronquial, mientras que la PGE, es broncodilatadora y
disminuye la secrecion bronquial.

A nivel ovdarico, las prostaglandinas mads activas son las PGE y las PGF.
Durante la fase secretora, en el foliculo en maduracion se produce un aumento
del estradiol responsable del incremento de las PGs anteriores. Todo ello,
produce luteolisis y una disminucidn en la secrecion de progesterona. Al mismo
tiempo, se observa un aumento en el estradiol, el cual estimula la secrecion de la
LH, produciéndose la ovulacion. Esta elevacion de la hormona luteotrofica
aumenta ulteriormente a su vez la secrecion de PGs. Asi, el pico ovulatorio de la
LH y la luteolisis estdn mediadas por PGs.

En el parto, 1a PGF, inhibe la secrecion de progesterona (hormona que inhibe la
contraccion uterina), sensibiliza la fibra muscular uterina a la oxitocina, favorece
la apertura del cuello uterino y disminuye el flujo vascular a la placenta.

En la ereccion intervienen, siendo sintetizadas en los cuerpos cavernosos. Asi, la
PGH, y PGF,, son responsables del tono del musculo liso cavernoso. Las
prostaglandinas E; y E, actGlan como relajantes directos del musculo liso
trabecular y modulan a los nervios adrenérgicos inhibiendo la liberacion de
adrenalina. Estos efectos se aprovechan para el tratamiento de la disfuncion
eréctil mediante inyecciones intracavernosas

En el sistema nervioso predominan la PGE; y PGF,, que, modulan la actividad
de los canales de K™ y la inhibiciéon de la actividad proteinquinasa II Ca*'-
calmodulina dependiente, provocando la inhibicion presinaptica de la liberacion
de neurotransmisores como noradrenalina, histamina, etc. Asimismo, se ha
demostrado un papel fundamental en la génesis de la fiebre al actuar sobre las
neuronas sensoras de temperatura en el area pre-Optica, en la disminucion del
umbral del dolor al actuar en los receptores polimodales de las fibras sensoriales
aferentes tipo C. Igualmente se ha implicado en la génesis de procesos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, asi como en la muerte

neuronal inducida por hipoxia o por aminoacidos excitadores.
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0 En el tracto gastrointestinal son vasodilatadoras, incrementan la produccion
de moco y bicarbonato y ejercen efectos protectores frente a las acciones

lesivas de agentes ulcerogénicos. Predomina especialmente la PGL.

SISTEMA PGE; PGF,q PGI,
Vasodilatador Vasoconstrictor Vasodilatador
Hipotensor Muy hipotensor
. Taquicardia Bradicardia Taquicardia
Cardiovascular
T Gasto Cardiaco T Gasto Cardiaco
1 Agregacion plaquetaria 1 Agregacion plaquetaria

1 Funcidn leucocitaria

T Flujo sanguineo 1 Flujo sanguineo T Flujo sanguineo
Renal T Diuresis y natriuresis 1 Diuresis T Diuresis y natriuresis
T Secrecidn de renina T Secrecidn de renina
Pulmonar Broncodilatador Broncoconstrictor Broncodilatador
. T Fiebre
Nervioso
1 Umbral del dolor 1 Umbral del dolor

1 Produccion 4cida

. . Citoprotector
Digestivo _ : .
Acelera el transito Acelera el transito Acelera el transito
T Secrecion de liquidos T Secrecion de liquidos 1 Secrecion de liquidos

Tabla 7: Efectos fisiologicos de las principales prostaglandinas.

2.2.4 Papel fisiopatologico de los eicosanoides en la CU.

Los eicosanoides son liberados en respuesta a multiples estimulos agresivos a
expensas de la induccién de COX-2, contribuyendo a conformar los sintomas de la
inflamacioén mediante la produccion de vasodilatacion, incremento de la permeabilidad e
infiltracion de leucocitos.

Historicamente, las prostaglandinas fueron los primeros eicosanoides relacionados
con la génesis de la EIl. En concreto, la producciéon de PGE; por los eosindfilos y
macrofagos intestinales estd aumentada significativamente en los pacientes con EII
(Raab et al, 1995; Yang, 1996). El incremento de la PGE, y PGD; actia directamente
sobre las células intestinales disminuyendo la absorcion y la secrecion, siendo por tanto,
responsables al menos en parte, de la diarrea, alteraciones de la motilidad, de la

secrecion de agua y electrolitos y del flujo sanguineo intestinal incrementado de éstos.

71



La PGI, ejerce dicha accion estimulando las neuronas colinérgicas de los plexos
nerviosos intestinales (Sartor et al, 1991; Musch et al, 1994; Yang, 1996). Por otro lado,
la PGE, entre otras, favorece el desarrollo de neoplasias en el tracto gastrointestinal al
disminuir la respuesta inmune celular, promover la neoangiogénesis, estimular la
proliferacion celular e inhibir la apoptosis (Wang et al, 2005).

Una de las vias a través de la cual actian los corticoides y los aminosalicilatos es,
entre otras, mediante la inhibicion de la sintesis de PGs. Dada la escasa selectividad de
estos farmacos tienen gran cantidad de efectos secundarios. El empleo de farmacos mas
selectivos sobre los productos derivados del 4cido araquidénico puede que sea en un
futuro, clave en el tratamiento de la EII.

También se ha demostrado un aumento de los niveles de leucotrienos (LT) en
pacientes con EIl. En concreto, existe un aumento de LTB4 en la mucosa de pacientes
con EII activa en comparacion con la mucosa de individuos sanos (Yang, 1996). Estos
favorecen el reclutamiento leucocitario hacia la mucosa intestinal y su activacién dentro
de la misma. Existen estudios que demuestran el papel beneficioso de inhibidores de la
sintesis de LT, como el zileuton (inhibidor de la 5-lipooxigenasa), en el tratamiento de la
EIl (Hawkey et al, 1997). Igualmente los aminosalicilatos, basan también parte de su
accion en la inhibicion de la sintesis de LT (Schmidt et al, 1996).

Otro eicosanoide clasico como el tromboxano se encuentra incrementado en la EC,
tanto en la mucosa inflamada como en la sana (Yang, 1996). Directamente provoca la
activacion de neutrdfilos y la inactivacion de células T-supresoras e indirectamente,
activa las plaquetas y produce vasoconstriccion. El uso de inhibidores de la sintesis de
TX y de antagonistas, como el ridogrel o la picotamida, han resultado beneficiosos en el

tratamiento de la EII (Casellas y Guarner, 1996).

2.3 CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS.

Las citoquinas son un grupo de péptidos estructurales menores de 30 kDa
producidas por células del sistema inmunitario en respuesta a diversos estimulos (para
rev. ver Nielsen y Rask-Madsen, 1996; Kolios et al, 1998; Rogler y Andus, 1998).
Actuan a nivel local y sistémico induciendo la produccién de otros mediadores e
iniciando la cascada inmunologica (Radford-Smith y Jewell, 1996). Como se comentd

anteriormente se ha propuesto la existencia de un disbalance entre las citoquinas
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proinflamatorias (IL-1; IL-6; IL-8; TNF-a...), que se encuentran aumentadas, y las
antiinflamatorias (IL-1ra; IL-4; IL-10; IL-11), que estan disminuidas, de forma que una
alternativa de tratamiento futuro serd con farmacos inhibidores de la sintesis de las
citoquinas proinflamatorias o de sus acciones, o bien la activacion de las citoquinas
antiinflamatorias. Destacan las siguientes citoquinas por su implicacion en la
patogénesis de la CU:

0 La IL-1 con sus dos isoformas o y 3, actian sobre dos tipos de receptores: los
receptores I y II. Sus efectos estan en equilibrio con el antagonista de estos
receptores (IL-1ra), producido por las mismas células que la IL-1, y que actaa
compitiendo con ella (Dinarello y Thompson, 1991). En la EII activa se produce un
disbalance entre los niveles de IL-1 y del IL-1ra. En concreto, hay un aumento de la
produccion del primero por mononucleares (Mahida et al, 1989; Isaacs et al, 1992;
Kam et al, 1995; Grottrupwolfers et al, 1996; Rogler y Andus, 1998) y un
incremento de los niveles del IL-1ra por las células del epitelio intestinal, pero
menor. Cabe destacar ademés que el aumento de sus niveles se correlaciona con los
indices de actividad de la enfermedad (Isaacs et al, 1992).

0 La IL-2 tiene un papel controvertido, ya que hay estudios en los que se demuestra
una disminucion o incluso una ausencia en la produccion de IL-2 por parte de las
células mononucleares de la sangre periférica y de la mucosa de pacientes con CU
activa (Radford-Smith y Jewell, 1996), y otros, en los que utilizando técnicas como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), han observado un incremento en la
produccion de IL-2 tanto en sangre periférica como en la mucosa de pacientes con
CU activa (Kam et al, 1995). Parece que la produccion de IL-2 varia dependiendo
del grado de afectacion existente o de la fase de la enfermedad en la que nos
encontremos. Su fuente principal son los linfocitos T-colaboradores,
autorregulandose positivamente de forma autocrina (Ma et al, 1995).

0 La IL-5 tiene un papel poco claro. Es producida por linfocitos T-colaboradores
subtipo Th,, encontrandose sus niveles incrementados en pacientes con EII (Fuss et
al, 1996).

0 La IL-6 es producida por macréfagos y células epiteliales. Se encuentra
incrementada tanto en la sangre periférica como en la mucosa de pacientes con EII
activa (Isaacs et al, 1992; Reimund et al, 1996). La IL-6 estimula la actividad

megacariocitica, pudiendo ser una de las responsables de la trombocitosis existente
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en esta enfermedad (Reimund et al, 1996).
La IL-8 producida por macrofagos, células epiteliales y fibroblastos, se encuentra
incrementada en la mucosa enferma de pacientes con EIl (Mitsuyama et al, 1994;
Mazuchelli et al, 1994). Es un potente agente quimiotictico y activador de
neutrofilos. Sus niveles se correlacionan con el grado de afectacion macroscopica y
el numero de neutrofilos presentes en la mucosa de los pacientes con EII
(Mazuchelli et al, 1994).
La IL-12 es sintetizada por macrdéfagos activados e induce la diferenciacion de los
linfocitos T colaboradores. La administracion de anticuerpos bloqueantes de IL-12
produce un descenso de la actividad inflamatoria en modelos experimentales
(Duchmann et al, 1996).
Los interferones (IFN) fueron inicialmente considerados proteinas antivirales. Hoy
dia se conoce el importante papel que juegan en la respuesta inmunitaria. Existen
dos grandes grupos de interferones, el tipo [ y el I1.
-Los tipo I incluyen a su vez, el IFN-a, constituido por 20 polipéptidos
estructurales de 18 kDa y sintetizado principalmente por los fagocitos, y el IFN-
B, glicoproteina de 20 kDa sintetizada principalmente por los fibroblastos.
-El tipo II estd formado exclusivamente por el IFN-y, proteina homodimérica
que contiene de 21 a 24 subunidades. Es sintetizado por los linfocitos Th; y los
Natural-killer. Sus funciones son la de activar a los fagocitos, neutrofilos y
células endoteliales, y promover la diferenciacion de los linfocitos B y T (Rogler
y Andus, 1998). En la EII tiene un papel controvertido, ya que en algunos
trabajos se ha observado un aumento de sus niveles plasmaticos (Fais et al,
1991), mientras que en otros, se encuentran disminuidos (Breese et al, 1993).
El TNF-a es un importante mediador inflamatorio que comparte un mecanismo de
accion sistema de actuacion similar a la IL-1. Es expresado como una proteina
transmembrana de 26 kDa, siendo preciso para activarse, que se libere por la accion
de una enzima proteolitica denominada enzima convertidora de TNF-a (TACE o
ADAM 17) (Black et al, 1997; Moss et al, 1997). Los radicales libres y el NO son
capaces de activar este enzima al formar un nitrosotiol con el residuo de cisteina del
prodominio de TACE (Black et al, 1997).
En modelos experimentales de colitis se ha observado que los monocitos y los

macrofagos de la pared intestinal producen TNF-o de forma exagerada y que,
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animales deficientes del gen del TNF-a no desarrollan inflamacion (Isaacs et al,
1992). El aumento en la produccion de TNF-a se detecta en tejidos afectos y sanos,
existiendo a su vez una correlacion entre sus niveles plasmaticos y la actividad
inflamatoria y clinica del proceso.

Entre sus acciones destaca la capacidad de activar los macrofagos residentes y
promover la liberacion de otros mediadores inflamatorios como NO, PG o PAF
(Nathan et al, 1994; van Deventer, 1997; Fiocchi, 1998). En un estudio reciente se
ha observado como la colitis inducida por acido trinitrobencenosulfénico (TNBS)
incrementa la actividad TACE, aumentando los niveles de TNF-a y la expresion de
iNOS. Su bloqueo no solo supone una disminucion del primero sino también del
segundo, lo que puede suponer una herramienta util en el tratamiento de la EII
(Colon et al, 2001). Asimismo, el TNF-a induce la expresion de moléculas de
adhesion en el endotelio vascular, favoreciendo el reclutamiento de nuevas células
inflamatorias hacia la mucosa. También contribuye de forma directa a la lesion
intestinal, alterando la integridad de las membranas de las células epiteliales y es
capaz de estimular a los fibroblastos intestinales para sintetizar metaloproteinasas de
matriz (MMPs), una familia de endopeptidasas capaces de degradar lentamente la
matriz extracelular (MacDonald et al, 1999). Ademas esta involucrado en la muerte
celular por necrosis y apoptosis, en la proliferacion y diferenciacion celular, la

inflamacion, la tumorogénesis y en la replicacion viral.

2.4 ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (EROs).

En los pacientes con EII, las EROs estan aumentadas en el tejido inflamado, en

los monocitos de la sangre periférica y en los macrdéfagos como consecuencia del

aumento de su generacion y de la disminucion de los niveles de algunos antioxidantes

endogenos como la superoxido-dismutasa, la metalotioneina y la glutation-peroxidasa.

(Grisham, 1994). Una de las principales EROs es un producto derivado del metabolismo

del NO ya comentado, el peroxinitrito. Estas provocan, entre otros, peroxidacion

lipidica celular, dafio en el ADN y mitocondrial, hecho demostrado en biopsias de

mucosa inflamada.

Por tanto, la administracion exogena de agentes antioxidantes como la propia
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superoxido-dismutasa, el alopurinol o el dimetilsulféxido pueden ser beneficiosos en
pacientes con EII, y pueden reducir el riesgo de cancer de colon en pacientes con CU al
disminuir el dafio que los agentes oxidantes llevan a cabo sobre el ADN (Grisham,
1994; Yue et al, 1996). Farmacos habitualmente usados como los aminosalicilatos
deben parte de su efecto a la capacidad para captar EROs o inhibir su produccién por

los neutroéfilos activados.

2.5 AMINAS BIOGENAS.

Existe un aumento de la sintesis y liberacion de histamina en la mucosa afecta de
pacientes con EII. Este incremento de histamina, liberada por los mastocitos, puede
contribuir junto con otros mediadores a la vasodilatacion, la contracciéon muscular, la
secrecion de electrolitos y el aumento de permeabilidad vascular que ocurre en esta

enfermedad (Raithel et al, 1995).

2.6 NEUROPEPTIDOS.

Los neuropéptidos intervienen en el control de la motilidad y secrecion
gastrointestinales asi como en la respuesta inmune e inflamatoria. Asi, se ha observado
que la sustancia P (SP) y el VIP estan implicados en los procesos inflamatorios
intestinales y especialmente en la pouchitis, donde hay un aumento de SP y una
disminucién de VIP (Schultebockholt et al, 1995; Yamamoto et al, 1996). De esta
forma, los enemas de lidocaina (anestésico local que act@ia inhibiendo la SP) son
eficaces en el tratamiento de la proctitis ulcerosa (Yamamoto et al, 1996).

También se ha demostrado la existencia de receptores para somatostatina en las venas

del intestino inflamado (Yamamoto et al, 1996).

2.7 QUININAS.

Aunque se ha demostrado el papel que el sistema kalicreina-quinina tiene en la

patogénesis de la fase aguda en un modelo de colitis experimental (Stadnicki et al,
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1996), no se ha comprobado fehacientemente en la EIl humana. En ésta parece tener un
decisivo en la susceptibilidad genética presente en esta enfermedad, asi como en la

aparicion de las complicaciones sistémicas (Sartor et al, 1996).

2.8 COMPLEMENTO.

Se han observado por inmunohistoquimica deposito de complejos de
complemento en los vasos sanguineos de la submucosa, en la muscularis mucosae y en
el borde de las células epiteliales de pacientes con CU activa, especialmente a expensas
de los factores C3 y C4. Su mecanismo de accion radica en que son mediadores de las
interacciones entre neutrofilos-endotelio y estimulan la liberacién de otros mediadores

como los eicosanoides, el PAF, la IL-1 o la histamina (Ueki et al, 1996).

2.9 FACTOR ACTIVADOR PLAQUETARIO.

Existe un incremento en los niveles de PAF en la mucosa de pacientes con CU
activa, que se correlacionan tanto con el dafio local como con el grado de inflamacién
existente. Estimula la secrecion de CI e inhibe la absorcion de cloruro sodico a nivel
intestinal contribuyendo a la produccion de diarrea, de forma que, el antagonista del
receptor del PAF, lexipafant (BB-882), es capaz de mejorar la diarrea ha sido

demostrado en modelos experimentales de colitis (Almer et al, 1996).

2.10 PROTEASAS.

Las proteasas acidas producidas por los granulos secundarios de los neutréfilos
se encuentran incrementadas en la EIl. En cambio, las derivadas de los granulos
primarios como la elastasa, la catepsina D o la quimotripsina son variables, pudiendo
estar aumentadas, disminuidas o sin alterarse. Asimismo, el inhibidor de la secrecion de
la tripsina pancreatica (PSTI), potente agente inhibidor de las proteasas, se encuentra
disminuido en los pacientes con EIl. Todo ello provoca una destruccion de elastina, de
colageno y de otras proteinas del tejido conectivo de la pared del tubo digestivo que

contribuye al dafio que acontece en la mucosa inflamada (Seitz et al, 1995).
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2.11 MEDIADORES ANTIINFLAMATORIOS EN LA CU.

2.11.1. Receptores activadores de la produccion de peroxisomas (PPARs).

En 1990 fueron descubiertos los receptores nucleares activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs), que intervienen en diversas funciones del
metabolismo glucidico, lipidico y de lipoproteinas, de la diferenciacion celular y en el
control de la respuesta inflamatoria. Asimismo parece haberse relacionado con el
desarrollo de cancer (Chinetti et al, 2000). Nos centraremos especialmente en PPAR-y

por ser el mas estudiado y abundantemente expresado en colon.

I. Clasificacion de los PPARs.

Los PPARs constituyen una familia de receptores nucleares que se clasifican
en tres subtipos diferentes con distinta localizacion y funciones (Mangelsdorf et al,
1995).

O PPAR-a esta expresado en tejidos con alto metabolismo de 4acidos grasos
como el higado, rifidén, corazon y musculo, estimulando su degradacion
beta-oxidativa.

0 PPAR-0 se encuentra en gran cantidad de tejidos como el corazdn,
pulmon, cerebro, tejido adiposo, intestino, musculo, bazo y glandulas
suprarrenales.

O PPAR-y estd fundamentalmente en el intestino, tejido adiposo y glandula
mamaria. Se han identificado 3 isoformas: PPAR-y1, PPAR-y2 y PPAR-
v3. PPAR-y1l estd mas expresado en la mayoria de los tejidos salvo el
tejido adiposo que expresa mas PPAR-y2. El PPAR-y3 se restringe al
colon y tejido adiposo. En el colon en concreto, se expresa en células
epiteliales y macréfagos (Dubuquoy et al, 2002). Interviene en la

diferenciacion adipocitaria y favorece el almacenamiento lipidico.

II. Mecanismo de accion PPARs.

Este receptor se encuentra formando un heterodimero con otro receptor
nuclear, el receptor X retinoico (RXR). Existe ademas, una proteina represora
adicional que es la encargada de mantener al receptor en estado inactivo
(Dubuquoy et al, 2002). El heterodimero PPAR-y/RXR regula la expresion génica

mediante su unién a secuencias especificas de DNA que reciben el nombre de
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elementos de respuesta de proliferador de peroxisomas (PPRE). Se trata de
secuencias repetidas de seis pares de bases (AGGTCA) separadas por uno o dos
nucleotidos, de forma que, el PPAR se une al extremo 5 mientras que el RXR se
une al segmento 3 (Schoonjans et al, 1996; [jpenberg et al, 1997). De esta forma,
tras su activacion por ligandos endogenos o exdgenos se regula la transcripcion de
varios genes (Figura 8). Asimismo, también pueden inhibir la transcripcion génica
al interferir negativamente con mediadores intracelulares inflamatorios como NF-
kB, STAT y AP-1, obstaculizando la union a sus respectivas dianas (Delerive et
al, 1999b; Zhou y Waxman, 1999). Ademds, PPAR puede interaccionar con c-Jun
y la subunidad p65 de NFxB impidiendo sus efectos carcinogénico e inflamatorio

respectivamente (Sakai et al, 1995; Delerive et al, 1999a).

LIGANDOS EXOGENOS MEC ANIS MO AN TI-INFLAMATORIO
= TIAZOLINDIONAS | CITOQUINAS PROINFLAMTORIAS
= ISOXAZOLIDINEDIONA JTT-501 | NFxB

= GW-7845
=CDDO

1 VCAMA
1 PROLIFERACION CELULAR

NUCLEO

LIGANDOS ENDOGENOS
= AC. LINOLEICO
= AC. ARAQUDONICO
= AC. EICOSAPENTANOICOS
- 15d-PGJ,

PR: Proteina represora.

Figura 8: Mecanismo de acciéon de PPAR-y sobre la transcripcion génica como
mediador antiinflamatorio.

La expresion y actividad de los PPARs esta a su vez regulada por una amplia
variedad de factores. Asi, citoquinas inflamatorias como el TNF-a, IL-1, IL-6,

disminuyen la expresion de PPAR-y y otras antiinflamatorias, como la IL-4,
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inducen su expresion (Tanaka et al, 1999; Huang et al 1999). Muchas otras
proteinas pueden actuar como coactivadores (como el coactivador del receptor
esteroideo SRC-1 o la proteina ligadora de PPAR-y con actividad histona
acetilasa) o corepresores (como el co-represor del receptor nuclear NcoR o el
mediador silenciador del receptor hormonal retinoide y tiroideo) que, favorecen o

suprimen respectivamente el proceso de transcripcion (Kota et al, 2005).

III. Papel de PPAR-y en la inflamacion.

Muchos son los mecanismos que median el efecto antiinflamatorio del
heterodimero PPAR-y/RXR. La principal, como ya se comentd anteriormente, es
la regulacion del NF-xB y la linea estrés-kinasa (Desreumaux et al, 2001).

0 La regulacion del NF-xB es multiple: dicho heterodimero puede unirse a las
subunidades p50 y p65 del NF-«xB, inhibir la degradacion de IkB o
interaccionar con coactivadores de p65.

0 La regulaciéon de la cascada de la kinasa de la proteina activadora-mitogena
(MAP kinasa) se produce por reduccion del terminal kinasa c-jun-NH,,
activacion p38, interaccionando con el factor de transcripcion de c-jun o por
inhibicion de c-fos. Todo ello conlleva una disminucion de la proliferacion y
migracion celular.

También provoca una disminucion de la secrecion de IL-2 por los linfocitos
T mediada por su union al factor nuclear de linfocitos T activados (NFAT) (Yang
et al, 2000).

Todo ello produce como resultado final una inhibicién de la produccion de
citoquinas inflamatorias como la IL-1f3, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y; una inhibicién
de mediadores inflamatorios como iNOS, gelatinasa B, etc; una disminucién de la
proliferacion celular y de la expresion de determinadas moléculas de adhesion
como VCAM-1 (no ICAM-1 ni E-selectina) que favorecen la diapédesis de

linfocitos y monocitos pero no neutréfilos (Kota et al, 2005).

IV. Ligandos naturales y sintéticos de PPAR-y.

PPAR-y puede ser activado por moléculas endégenas como el dcido linoléico

v araquidonico, y por derivados de este ultimo via cicloxigenasa y lipoxigenasa
como la 15d-PGJ, y el 15-Hidroxieicosatetranoico (15-HETE) (Forman et al,

1995; Kliewer et al, 1995). Acidos grasos derivados de componentes de
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lipoproteinas de baja densidad oxidadas como el dcido 9-hidroxioctadecadienoico
(9-HODE) y el acido 13- hidroxioctadecadienoico (13-HODE) también se han
implicado como ligandos naturales de PPAR-y (Nagy et al, 1998).

0 Uno de los mas estudiados ha sido la 15d-PGJ; que se produce in vitro ¢ in
vivo por dehidracion e isomerizacién espontanea de PGD,. Al contrario
que las otras PGs, PGJ, y sus derivados poseen un anillo ciclopentanona
altamente reactivo que lo permite ligarse a receptores nucleares y
modificar moléculas sefializadoras intracelulares. Ademdas de ser ligando
de PPAR-y, es capaz de inducir la apoptosis e inhibir la proliferacion y
crecimiento celulares uniéndose a NF-kB y/o a la kinasa IxB (Bell-Parikh
et al, 2003). Durante la realizacion de esta Tesis, se ha observado su
potencial antiinflamatorio por estos mecanismos, demostrando ser
neuroprotector en la isquemia cerebral, disminuir la mortalidad en el shock
séptico y protector en el estrés (Garcia-Bueno et al, 2005a; Pereira et al,

2005b; Kaplan et al, 2005).

Como analogos sintéticos destacan principalmente las Tiazolindionas

(TZDs), una familia de antidiabéticos orales que mejoran la resistencia insulinica
y los niveles de glucosa en pacientes diabéticos tipo 2. La mayoria de ellos
(Rosiglitazona, Troglitazona, Ciglitazona, Pioglitazona y Englitazona) son
agonistas selectivos PPAR-y y por tanto, podrian utilizarse como farmacos
antiinflamatorios. En este sentido, estudios recientes han demostrado el papel
protector de éstos en la isquemia cerebral, en modelos de estrés y como preventivo
de reestenosis después de la implantacion de stents coronarios en diabéticos tipo 2
y (Choi et al, 2004; Pereira et al, 2005b; Garcia-Bueno et al, 2005b). Otras
moléculas como la isoxazolinnediona JTT-501, el L-796,449, GW-7845, el acido
2-cyano-3, 12-dioxooleana-1,9-dien-28oic-triterpenoico (CDDQO) tienen un papel
agonista con efectos biologicos semejantes (Kota et al, 2005; Pereira et al, 2005a).
Cabe destacar que los AINEs, como la indometacina e ibuprofeno, son activadores
de PPAR-y en rango micromolar (Lehmann et al, 1997). Otras, en cambio, como
el bifenol-diglicidil-eter (BADGE), el GW9662 y el LG-100641 han sido
recientemente identificados como antagonistas (Wright et al, 2000; Mukherjee et

al, 2000; Seargent et al, 2004).
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V. Papel de PPAR-y en el tracto gastrointestinal y en la CU.

La activacion de PPAR-y en el colon se acompafia de una disminucién de la
sintesis de citoquinas inflamatorias como el TNF-a y la IL-1f y de la respuesta
linfocitaria Thl en vez la Th2 por inhibicion de las sefiales NF-xB y MAP
kinasa. Este receptor podria jugar un papel fundamental en las células
epiteliales, ya que son las responsables de mantener la barrera intestinal e
intervienen en la respuesta inmune a través de la secrecion de muchos
mediadores como citoquinas y quemoquinas (Dubuquoy et al, 2002).

En la EII, hay pocos estudios que hayan valorado el rol de este receptor. En
la CU en concreto, se ha observado una disminucion de la expresion de PPAR-y
en las células epiteliales. Por otro lado, el TLR4, que al activarse estimula la via
del NF-kB como se comentd anteriormente, estd regulado al alza en pacientes
con CU. Una teoria es que ese disbalance entre el PPAR-y y TLR4 en respuesta
a las bacterias luminales perpetia la inflamaciéon de la mucosa que caracteriza
estos procesos. En la EC, en cambio, parece ocurrir lo contrario, existe una
sobreexpresion de PPAR-y (Dubuquoy et al, 2003; Katayama et al, 2003).

En relacion con las posibilidades terapéuticas, desde 1999 se ha observado
el efecto antiinflamatorio de los agonistas PPAR-y sobre el aparato digestivo. En
modelos animales de colitis inducida por TNBS o por Dextrano sulfato sodico
(DSS), la Rosiglitazona y la Troglitazona han demostrado inducir un aumento
del peso corporal, una reduccion en el nimero de deposiciones y sangrado rectal
y una mejoria histologica (Su et al, 1999; Sanchez-Hidalgo et al, 2005). Mas
evidencia encontramos en que alteraciones en el PPAR-y 0 RXR incrementan la
susceptibilidad a colitis con TNBS (Desreumaux et al, 2001). En la CU humana,
Lewis et al, demostraron una mejoria del indice de actividad clinica y
endoscopica en pacientes con CU refractaria a 5-ASA con 4 mg/12h de

Rosiglitazona (Lewis et al, 2001).

2.11.2 Citoquinas antiinflamatorias.
Como se comentd con anterioridad, en la CU existe una disminucion de
citoquinas antiinflamatorias como la IL-1ra (comentada anteriormente), IL-4, IL-10 y la

IL-11:
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0 La IL-4 o factor estimulante de las células B es sintetizada principalmente
por los linfocitos activados. En humanos inhibe la activacion de los
macrofagos intestinales, la liberacion de perdxido de hidrogeno por parte
de los monocitos y la liberacion de diversos mediadores inflamatorios
como ¢l TNF-a o la IL-1 (Cradford et al, 1987; Lehn et al, 1989). En
pacientes con EII se ha observado un descenso tanto de sus niveles como
de su ARN-mensajero. Ello ocasiona un defecto de los mecanismos
inmunosupresores 'y antiinflamatorios que podria contribuir a la
patogénesis de esta enfermedad (Karltunnen et al, 1994).

0 La IL-10 producida por linfocitos T, B y por los monocitos activados por
lipopolisacarido, provoca la regulacion a la baja de algunas citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 o TNF-a. Desempefia un importante
papel en el control y limitacion de los procesos inflamatorios: ratones
deficientes genéticamente en IL-10 desarrollan de forma espontdnea una
enterocolitis cronica que puede evitarse con la administracion exogena de
IL-10 (Kiihn et al, 1993). De igual forma, en humanos se ha demostrado el
efecto beneficioso de la administracion de enemas que contienen IL-10 en
pacientes con CU (Schreiber, et al 1995).

0 La IL-11 es una citoquina con efecto pleiotropico, siendo capaz de actuar
sobre células del sistema hematopoyético, células reproductoras,
hepatocitos, etc. En las células del epitelio intestinal lleva a cabo un efecto
protector como se demuestra en estudios llevados a cabo en ratones
tratados con 5-fluoracilo a dosis subletales. Estos, en condiciones normales
mueren por destruccion del epitelio intestinal a los 10 dias, mientras que
los tratados con IL-11 humana recombinante, logran sobrevivir (Du et al,

1994).
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3. EL ESTRES.

3.1. CONCEPTO Y DEFINICIONES.

El término estrés ha sufrido diversas interpretaciones a lo largo de la historia.
Asi en el siglo XIV se utilizaba para referirse a experiencias negativas tales como
adversidades, dificultades, sufrimiento, afliccion, etc. Posteriormente se utilizd para
referirse fundamentalmente a fendmenos fisicos. R. Hooke lo emple6 para definir “la
fuerza interna presente en un area sobre la que actua una fuerza externa cuando una
estructura solida es distorsionada”. Con el tiempo se generalizé su uso en otros muchos
ambitos hasta convertirse en una palabra utilizada en multiples situaciones.

Entre los primeros dedicados a su estudio destaca Hans Selye, quien lo comparé
con otros términos como ¢€xito, fracaso o felicidad y lo definié como “un desequilibrio
corporal producido por un agente externo o interno” (Selye, 1956). Otro cientifico que
destaco en los inicios de su estudio y que influyo6 en el primero, fue W. Cannon (1932).
Este, a partir de su hipotesis sobre la homeostasis (capacidad que tiene todo organismo
para mantener constante un equilibrio interno), lo utilizé para referirse a las reacciones
de “lucha-huida”, respuestas automaticas que emiten los organismos en defensa de
estimulos amenazantes externos o internos. Segun este concepto, se asocia el estrés con
una amenaza para la integridad del sujeto; sin embargo, cualquier modificacion de las
condiciones habituales supone un estimulo estresante y asi, independientemente de su
naturaleza, todos producen un desequilibrio que se trata de corregir. Este esfuerzo por
reajustarse constituye la respuesta estereotipada caracteristica del estrés conocida como
sindrome general de adaptacion (Seyle, 1936).

El sindrome general de adaptacion es la consolidacion de la respuesta de estrés

mantenida en el tiempo. Consta de tres fases:

1. Reaccion de alarma.
Es la reaccion que experimenta el organismo cuando es expuesto
repentinamente a diversos estimulos a los que no esta adaptado. Se subdivide en

dos etapas:
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a) La fase de choque constituye la reaccion inicial e inmediata al agente
nocivo. El individuo en esta etapa experimenta taquicardia, pérdida
del tono muscular, disminuciéon de la temperatura y la presion
sanguinea como consecuencia de la liberacion inicial de adrenalina,
corticotropina (ACTH) y corticoides, que se amplificara en la fase
siguiente.

b) La fase de contrachoque es una reaccion de rebote (defensa contra el
choque). Se caracteriza por la movilizacion de una fase defensiva
durante la cual se produce hipertrofia de la corteza suprarrenal con
signos de hiperactividad (liberacion de corticoides), la involucion
rapida del sistema timo-linfatico y, en general, signos opuestos a los
de la fase previa como la hipertension, hiperglucemia, diuresis,

hipertermia, etc.

2. Etapa de resistencia.

Ninglin organismo puede mantenerse constantemente en un estado de
alarma, ya que si el agente estresante se mantiene, el animal muere en pocas
horas o dias. Para sobrevivir, la fase inicial de alarma debe seguirse
necesariamente de esta etapa. En esta etapa se produce la adaptacion del
organismo al agente que provocd esta reaccion, produciéndose la mejoria y
desaparicion de la sintomatologia citada anteriormente; incluso se invierten
(mientras que en la primera predomina el catabolismo, durante la fase de
resistencia se evidencian signos de anabolismo). Esta aclimatacion al agente
estresante se acompafia de una menor resistencia a otros estimulos, o lo que es
decir, que se adquiere la adaptacion a un agente a costa de la menor resistencia a
otros agentes.

3. Etapa de agotamiento.

Si el agente estresante permanece en el tiempo, el organismo pierde la
adaptacion conseguida anteriormente y entra en esta tercera fase de agotamiento,
en la que reaparecen los sintomas caracteristicos de la reaccion de alarma. Esto
puede significar la muerte del mismo si es lo suficientemente intenso y

prolongado.
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La respuesta frente al estrés permite la adaptacion necesaria para lograr la
supervivencia en condiciones adversas. Asi, un animal que ve amenazada su vida tiene
que luchar o huir. Para ello, su organismo debe tratar de conseguir el mayor
aprovechamiento de sus recursos mediante un incremento de la capacidad de
concentracion y estado de alerta que le permitiran detectar el peligro, aumentar el ritmo
cardiaco y presion sanguinea, suprimir la digestion, redistribuir la sangre a los
musculos, aumentar el tono muscular, disminuir su deseo sexual y la actividad de su
sistema inmune, entre otros. Esto supone una privacion de la energia necesaria a otros
sistemas no tan implicados en conseguir los objetivos para lograr la supervivencia
(Sapolsky, 1998).

El problema que acontece en los humanos es que, a diferencia de los animales en
los que suele deberse a algo que ellos interpretan como una amenaza para su integridad,
puede desencadenarse en multiples situaciones y por estimulos muy diversos sin que
realmente esa respuesta tenga alguna utilidad. El que algunas situaciones sean mas

estresantes que otras depende de multiples factores y por supuesto, de cada individuo.

3.2. CONSECUENCIAS GENERALES DEL ESTRES.

El estrés tiene consecuencias positivas que permiten una mejor adaptacion al
entorno y facilitar la supervivencia como ya se coment6 anteriormente. En este sentido,
provoca un aumento del estado de alerta, una mayor atencion, cese de la ingesta de
alimento y de actividades sexuales, etc; provocando una redistribucion de la energia
(oxigeno y nutrientes) al sistema nervioso central y a aquellas partes del organismo que
mas lo necesiten (Dom y Chrousos, 1993). Todo ello permite mejorar el rendimiento en

situaciones criticas como el miedo, actividades deportivas o una cita importante.

Sin embargo, también puede tener consecuencias negativas. El estrés agudo
puede ser dafiino en algunas situaciones, por ejemplo, una descarga catecolaminérgica
excesiva puede provocar una angina de pecho o un infarto de miocardio. Es sobre todo
cuando el estrés pasa a ser prolongado, cuando todas las partes del organismo
implicadas (cerebro, corazon, pulmones, vasos sanguineos y musculos) se pueden

deteriorar tanto por estar sobreactivadas como por funcionar a un nivel menor al
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habitual, produciéndose multitud de procesos patoldgicos entre los que destacan (para

rev. ver Baum y Posluszny, 1999):

» Disfuncion coronaria: El estrés agudo tanto fisico como mental puede ser
desencadenante de arritmias e infartos. La hiperactivacion del sistema
nervioso simpatico produce taquicardia, vasoconstriccion, hipertension,
hemoconcentracion y aumento de niveles de colesterol; todos ellos factores
predisponentes de esta patologia.

» Infarto isquémico cerebral: Varios estudios han confirmado la relacién
entre la exposicion a estrés y la propension a sufrir este tipo de dafo
cerebral (Larson et al, 2001; May et al, 2002).

» Patologias neuropsiquiatricas: El estrés se ha relacionado con diversas
patologias de este indole como la esquizofrenia (Balazs y Cotterrell, 1972;
Walker y Diforio, 1997), sindrome de estrés postraumatico, depresion
(Carroll et al, 1976) y Enfermedad de Alzheimer (DeLeon et al, 1993)

= Alteracion del sistema inmunitario: El estrés cronico disminuye la
capacidad de actuacion del sistema inmune con lo que se incrementa el
riesgo de infecciones, exacerbar la sintomatologia infecciosa o facilitar la
aparicion de procesos autoinmunitarios.

= Diabetes: El estrés cronico puede conducir a desarrollar resistencia a la
insulina, desencadenando una diabetes tipo 2 o empeorandola.

» Alteraciones del suerio: El estrés es un factor etiolégico de insomnio y otros
trastornos.

» Perdida de memoria, dificultad de concentracion y trastornos del
aprendizaje.

»  Disfuncion sexual y reproductiva: Como fue comentado anteriormente, una
de las consecuencias de la respuesta del estrés es la disminucioén del deseo
sexual, impotencia transitoria y disminuye la capacidad de alcanzar el
orgasmo. También puede verse afectada la fertilidad, produciéndose incluso
amenorrea. En mujeres embarazadas se aumenta el riesgo de abortos y de
nacimientos prematuros y de bajo peso.

= Trastornos alimentarios: El estrés puede ser causa de aumento o pérdida de

peso y se ha relacionado con cuadros de anorexia o bulimia nerviosas.
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»  Trastornos relacionados con dolor: Parece existir relacion entre el estrés y
ciertos tipos de dolores como los musculares, articulares o cefaleas.

» Otras alteraciones en las que el estrés parece estar implicado: como el
desarrollo de alergias, alteraciones de la piel (psoriasis, acné, eczemas),
alopecia areata y enfermedades periodontales.

= Por ultimo, trastornos gastrointestinales: El estrés puede producir diarrea,
estrefiimiento, dolor o dispepsia, entre otros. Es bien conocida su relacién
con el sindrome de intestino irritable (SII) y la enfermedad inflamatoria

intestinal (EII), hecho que sera tratado de forma especifica posteriormente.

3.3. NEUROENDOCRINOLOGIA DEL ESTRES.

La respuesta adaptativa frente al estrés se caracteriza por cambios fisicos y de
comportamiento. Como se menciono anteriormente, tanto la activacion como la
terminacion de esta respuesta son criticas para la adaptacion y la supervivencia. El
control adecuado de todos estos cambios se coordina por el “sistema del estrés”,
constituido por dos sistemas interconectados: El eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal

(HHA) y el sistema nervioso autobnomo (SNA).

Eje Hipotalamo-hipofisario-adrenal.

Al producirse una situacion de estrés se activan multiples zonas del cerebro,
siendo las neuronas parvocelulares del nucleo paraventricular en el hipotalamo las
principales implicadas en iniciar dicha respuesta. Estas neuronas expresan factor
liberador de corticotropina (CRF) que se libera desde la eminencia media a la
circulacion portal para llegar a la hipdfisis. Alli estimulan a las células productoras de
proopiomelanocortina (POMC) para que liberen ACTH, un producto final del procesado
de POMC. La ACTH transportada por la circulacion sistémica se une a los receptores en
la corteza de la glandula suprarrenal dando lugar a la sintesis de esteroides y a la
elevacion de glucocorticoides en plasma (Figura 9).

Hay otros factores implicados en los distintos tipos de estrés que potencian la actividad
del eje HHA. Entre estos se incluyen la angiotensina II, citoquinas y mediadores

lipidicos de inflamacion.
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La ACTH circulante es el principal regulador de la secrecion de glucocorticoides por la
corteza suprarrenal, aunque otras hormonas, algunas de ellas originadas en la médula de
la glandula suprarrenal, también participan de esta regulacion (Hinson, 1990). Los
glucocorticoides son los efectores finales del eje HHA y participan en el control de la
homeostasis en todo el organismo y en la respuesta de éste frente al estrés.

El mantenimiento de niveles elevados de glucocorticoides tiene multiples efectos
perjudiciales. Asi pues, es importante conseguir una conclusion de la respuesta al estrés
en el momento adecuado. Para ello, los propios glucocorticoides ejercen una
autoinhibicion mediante su unidén a receptores citoplasmaticos en el hipocampo y el
hipotalamo donde inhiben la secrecion de CRF y por consiguiente, también la de ACTH

en la hipofisis.

Sistema Nervioso Auténomo.

El estrés activa directamente las fibras nerviosas que descienden desde el
hipotalamo hacia el nucleo pontomedular que controla la respuesta autondémica. La
estimulaciéon del sistema nervioso simpdatico (SNS) produce la liberacion de
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) en la médula adrenal. Por otro lado, las
neuronas del SNS inervan directamente todo el tubo digestivo mientras que el
parasimpatico (SNP) lo hace a través del vago en el aparato digestivo superior y de los
nervios sacros en el colon distal y recto (Goyal e Hirano, 1996). Las neuronas aferentes
y eferentes del SNS y SNP comunican bidireccionalmente también con el plexo
nervioso entérico (SNE) constituyendo el “eje cerebro-digestivo” (Figura 9). El1 SNE
esta constituido por cien millones de neuronas que regulan la motilidad, las funciones

exocrinas y endocrinas y la microvascularizacion del tracto gastrointestinal.
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Figura 9. Respuesta fisiologica del estrés.

A su vez, el eje HHA, el SNA y el SNE pueden interactuar directamente con el
sistema inmune:

= Las fibras del SNA interactuan con linfocitos y macrofagos en los ganglios
linfaticos, médula o6sea, timo, bazo, y tejido linfoide asociado a mucosas. Una
gran variedad de neurotransmisores del SNA y SNE como catecolaminas,
péptido intestinal vasoactivo, angiotensina II, neurotensina, sustancia P,
somatostatina, etc, son capaces de afectar la funcioén de linfocitos, macréfagos,
neutréfilos y otras células inflamatorias. De esta forma, la adrenalina y
noradrenalina producen un aumento del numero de células “natural-killer” (NK)
y citotoxicas circulantes y disminuyen la produccion de TNF-o por los
monocitos (Van der PT y Lowry, 1997; Kappel et al, 1998) e incrementan la
produccion de interleuquina 6 (IL-6), IL-8 e IL-10. Ademas, estas ultimas
disponen de receptores para las hormonas y neuropéptidos del eje HAA como la
hormona del crecimiento, ACTH, corticoides y CRF (Reichlin 1993; Ader et al,
1995; Mayer, 2000).

» Los glucocorticoides liberados por la corteza suprarrenal tienen efecto

inmunosupresor. Por un lado aumentan la sintesis de citoquinas
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antiinflamatorias como la IL-10, la lipocortina-1 y el antagonista del receptor de
interleuquina 1 (IL-1ra) y por otro, reducen la produccion de citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina 1 (IL-1), IL-6, el TNF-a a través de la
inhibicion de la transcripcion del factor NF-kB (Ray y Sehgal, 1992; Barnes,
2001; Joyce DA et al, 2001). Ademas inducen la apoptosis en algunas células
inflamatorias como linfocitos y eosinéfilos (Amsterdam et al, 2002).

* La sustancia P liberada por el SNE es capaz de inducir la liberacion de histamina
por los mastocitos de la mucosa en pacientes con EII (Raithel et al, 1999),
incrementar la produccion de citoquinas proinflamatorias y estimular la
quimiotaxis de células inflamatorias por aumento de la expresion de moléculas
de adhesion en el endotelio microvascular y CD11b en neutr6filos (O connor et
al, 2004). Atn no hay datos publicados de incremento de esta sustancia en

respuesta al estrés aunque es probable que tenga su papel.

3.4. EFECTO DEL ESTRES EN EL APARATO DIGESTIVO: EFECTO SOBRE
EL CURSO CLINICO DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL
HUMANA.

El centro cerebral que genera la respuesta de estrés es el llamado “circuito
central del estrés”, constituido por el nucleo paraventricular del hipotdlamo, la amigdala
y la sustancia gris periacueductal. Este recibe informacion de las vias aferentes
viscerales y somaticas y también de la corteza visceral motora (corteza medial
prefrontal, cingulo anterior y el 16bulo de la insula). La via eferente de este circuito es el
llamado “sistema motor emocional” que incluye las fibras autondémicas eferentes, el eje
HHA vy los sistemas moduladores del dolor (Bhatia et al, 2005). El estrés crénico puede
inducir una alteracion cronica en la respuesta del estrés. Un mediador fundamental en la
respuesta central del estrés en este eje es el CRF, comentado anteriormente. Existen 2
subtipos de receptores del mismo: el receptor CRF-1, implicado en la activacion del
peristaltismo colonico y el CRF-2, responsable de la inhibicion del vaciamiento gastrico
que ocurre en la respuesta al estrés (Tache et al, 2001; Martinez et al, 2004). Muchos
otros neurotransmisores y neuroinmunomoduladores estan siendo estudiados, como por
ejemplo, la serotonina enddgena, periféricamente liberada en respuesta al estrés, que

favorece la motilidad colonica a través de los receptores SHT-3 (Spiller, 2001;
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Monnikes et al, 2001) o los glucocorticoides liberados, que ejercen una retroinhibicion
de la respuesta del estrés mediante su accion sobre receptores localizados en el
hipocampo y en la corteza medial prefrontal (Bhatia et al, 2005). Ademas debe, tenerse
en cuenta que el estrés psicoldgico en el sistema inmune y la inflamacion es complejo y
depende de la duracion e intensidad del agente estresante (Straub et al, 2005). Todo ello

da idea de la gran complejidad de este sistema.

Desde hace mucho tiempo se ha implicado al estrés en la patogenia de multiples
procesos gastrointestinales como en el SII, la EII, en la enfermedad ulcerosa péptica y la

enfermedad por reflujo gastroesofagico.

Papel en los trastornos de motilidad: SII.

Cléasicamente se ha considerado al SII como un trastorno funcional cronico
influenciado por la personalidad y comportamiento de los individuos. En estudios
clinicos se ha observado como los pacientes con SII y dispepsia presentan mas eventos
vitales estresantes y empeoran cuando son expuestos a factores estresantes (Whitehead,
1996). Estudios recientes han identificado como factor de riesgo principal el
padecimiento de gastroenteritis bacterianas en sujetos quizas genéticamente
predispuestos (Garcia Rodriguez et al, 2000). El estrés agudo experimental es capaz de
provocar en individuos sanos la degranulacion de las células cebadas en la pared
intestinal, la liberaciéon de la triptasa mastocitaria en la luz intestinal, el aumento
paralelo de las concentraciones luminales de histamina y prostaglandinas y un
incremento de la permeabilidad intestinal (Santos et al, 1998). De esta manera, los
acontecimientos estresantes ulteriores que experimente el sujeto pueden incrementan el
riesgo de reactivar y perpetuar un SII postinfeccioso (Gwee et al, 1996; 1999).

Por otro lado, en estudios de motilidad se ha comprobado como el estrés
psicolégico es capaz de aumentar las contracciones peristalticas mientras que el estrés
fisico produce mas ondas simultdneas y por tanto, ambas aumentan la actividad motora
coldnica. Sin embargo, el estrés psicoldgico es capaz de producir una respuesta mas
prolongada y sin estar mediada por el sistema autonémico (Rao et al, 1998). También se
ha demostrado que éste es capaz de aumentar la secrecion intestinal de agua, sodio y
cloro (Barclay y Turnberg, 1988; Santos et al, 1998). Ademas se ha demostrado que el
estrés agudo, siempre que suponga una elevada carga emocional, puede aumentar la

sensibilidad a una estimulacion visceral experimental, hecho que también es capaz de
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provocar y exacerbar la sintomatologia del SII y en el que parece que esta implicada la
activacion o sensibilizacion de los mastocitos en la mucosa (Santos et al, 1998;

Monnikes et al, 2001).

Papel del estrés en la EII.

Desde las primeras descripciones de la colitis ulcerosa, el estrés se ha implicado
en la aparicion de reagudizaciones (Sullivan, 1936). Por ejemplo, la colitis fue descrita
primero en los arabes beduinos después de que fueran trasladados a albergues del
gobierno, hecho que se atribuyo6 al estrés sufrido por ello (Salem et al, 1967). La idea de
que los factores psicologicos pueden influir en la evolucion de la EIIl es una creencia
aceptada tanto por parte de gastroenterdlogos (Mitchell et al, 1987) como de pacientes
(Lewis, 1988; Robertson et al, 1989). Sucesivamente en varios estudios se ha observado
que diversos factores psicologicos como el estrés generalizado (Greene et al, 1994;
Levenstein et al, 2000), acontecimientos vitales estresantes mayores como un divorcio o
la muerte de un ser querido (Duffy et al, 1991a; Levenstein et al, 1994; Bitton et al,
2003) o menores como los problemas de la vida diaria (Garrett et al, 1991; Greene et al,
1994), se asocian a un incremento de la actividad y recaidas de la EII (ver tablas 8 y 9).
Sin embargo, no en todos los estudios la evidencia ha sido consistente (Riley et al,
1990; North et al, 1991; von Wietersheim et al, 1992; Levenstein et al, 2000); quizas
por el escaso tamafio muestral y la falta de estratificacion que elimine factores de
confusion.

Ademas, la ansiedad y, también la depresion, no s6lo se han relacionado con
incrementos en la actividad de la enfermedad y recaidas (North et al, 1991; Porcelli et
al, 1994; Porcelli et al, 1996) sino también en un aumento del uso de recursos sanitarios

(Drossman et al, 1991).

Se han empleado diversas escalas para determinar el impacto de los factores
psicolédgicos estresantes en la aparicion de brotes, entre las que destacan:

» El Symptom Checklist-90R es una lista de sintomas utilizadas para evaluar el
distrés psicologico (Derogatis, 1994). Consta de 90 items que incluyen una
variedad de sintomas de estrés ocurridos en la tltima semana agrupados en 9
grupos:  Somatizacion,  sintomas  obsesivo-compulsivos,  sensibilidad
interpersonal, depresion, ansiedad, hostilidad, ansiedad fobica, ideacion

paranoide y psicotica. Se pondera con el Indice de Severidad Global que
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combina nimero e intensidad de los sintomas, siendo una puntuacion mayor o
igual de 63, la que corresponde a un nivel de distrés importante.

La Escala de eventos vitales estresantes PERI (Psychiatric Epidemiology
Research Interview) se utiliza para determinar este tipo de acontecimientos
capaces de desencadenar esta respuesta (Dohrenwend et al, 1978). Incluye 102
eventos positivos y negativos experimentados por el sujeto en el Gltimo mes.
Utilizado en poblacion general clasifica dichos sucesos en 11 grupos: escuela,
trabajo, amor y matrimonio, hijos, familia, residencia, problemas penales y
legales, negocios, actividades sociales, salud y miscelanea. Se valora mediante
una escala analédgica visual de 100 mm para cada uno de los eventos.

La escala de estrés percibido es una lista de 10 items sobre el grado de estrés
percibido que presenta un paciente ante situaciones consideradas como
estresantes en el ultimo mes (Cohen et al, 1988). Cada uno de los items se valora
de 0 a 4. La puntuacion total da una idea de como se siente un paciente en
cuestion ante situaciones estresantes.

El Inventario de estrés semanal (WSI) se utiliza para valorar los acontecimientos
estresantes menores ocurridos la tltima semana (Kimmel et al, 1996). Consta de
87 items sobre eventos ocurridos en la ultima semana y ponderados por una
escala de 7 puntos. Una puntuacion alta indica mayor nimero de eventos y
mayor impacto negativo de los mismos.

La Lista de experiencias recientes de Holmes y Rahe (SRE), similar a la anterior,
incluye una lista de 43 eventos experimentados en los ultimos 6 meses o 1 afio
(Holmes et al, 1967). Cada evento es presentado en forma de definicion y con
un peso especifico segun su propension a causar disrupcion emocional en el
paciente.

El Cuestionario de soporte social es usado para valorar el grado y tipo de
satisfaccion de un paciente con el soporte social que tiene (Sarason et al, 1983).
En concreto se ha utilizado una version abreviada, el SSQ-6, que se divide en2
subescalas, la SSQ-N que incluye 6 items sobre el tipo de soporte y la SSQ-S
que incluye otros 6 items que valoran el grado de satisfaccion con el soporte
disponible percibido. La primera se valora de 0 a 9 y la segunda de 1 a 6. Una
mayor puntuacion indica mayor soporte social y mayor satisfaccion

respectivamente.
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Hazard Cox p
VARIABLE

Ratio (Logrank p)

Cuestionario estrés general percibido

e  Tertil bajo (grupo de referencia) 1.0

e Tertil medio 1.2 0.42-3.5 0.71 (0.71)

e Tertil alto 2.8 1.1-7.2 0.03 (0.03)
Escala de depresion del CES*

e  Tertil bajo (grupo referencia) 1.0

e Tertil medio 0.83 0.30-2.3 0.72 (0.69)

e Tertil alto 0.99 0.36-2.7 0.98 (0.84)

Acontecimiento vital mayor
_ 0.73 0.27-2.0 0.54 (0.54)
estresante en los ultimos 6 meses

Tabla 8: Riesgo de exacerbacion en pacientes con CU segun factores psicoldgicos de base:
Analisis univariado con comparacion de curvas de Kaplan-Meier y modelo de regresion de
Cox (modificado de Levenstein et al, 2000). *Centro de estudios Epidemiologicos (Italia).

VARIABLE Hazard Ratio 1C95%  Valor p Cox
Escala eventos estresantes PERI*  1.165 porevento  0.98-1.39 0.09
Escala de estrés percibido 0.898 por 10 0.53-1.53 0.69
indice de Severidad Global 1.038 por 0.10 0.95-1.14 0.43
e Depresién 1.011 por 0.10 0.95-1.08 0.74
o Ansiedad 1.000 por 0.10  1.00-1.00 0.89

Tabla 9: Riesgo de exacerbacion en pacientes con CU seglin factores psicologicos entre 10 y
45 dias antes de la recaida: Analisis univariado con modelo de regresion de Cox (modificado
de Bitton et al, 2003). *Psychiatric Epidemiology Research Interview.

Una limitacion importante a la hora de estudiar el papel del estrés en la
evolucion de la EIl radica en determinar la direccion de causalidad, es decir, si el estado
psicologico es causa o consecuencia de la reagudizacion. En ese sentido, destacan

algunos estudios tanto retrospectivos (Feldman et al, 1967; Hislop, 1974; Fava et al,
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1976) como prospectivos (Duffy et al, 1991b; Leventein et al, 2000), que han
demostrado el papel del incremento del estrés como factor previo a la reagudizacion.
Incluso se han desarrollado test especificos para evaluar este tema como el cuestionario
de estrés percibido (Levenstein et al, 1993), con el que se ha comprobado incluso una
relacion del nivel de estrés cronico con anormalidad de la mucosa en la endoscopia
(Levenstein et al, 1994). En cambio, hay otros que no han conseguido demostrar una
relacion inequivoca de éste antes de la recaida (North et al, 1991; Greene et al, 1994) y
otros, que han evaluado la reagudizacion posterior del estrés como consecuencia del
propio brote (Sewitch et al, 2000) y su impacto en la calidad de vida (Turnbull et al,
1995; Pace et al, 2003). En la tabla 10 se resumen los multiples estudios publicados
sobre la asociacion del estrés y las exacerbaciones en la EII.

A pesar de esta evidencia disponible, las implicaciones terapéuticas son también
tema de debate, siendo las conclusiones de distintos estudios contradictorias. Ademas
existe una amplia variedad de tipos de intervencion psicoterapéutica, siendo dificil el
disefio de estudios controlados. En un estudio controlado y randomizado con un afio de
seguimiento, en el que un grupo de 80 sujetos acudieron a 6 clases de control del estrés
que incluian técnicas de comunicacioén y autocontrol, se demostrdé una mejoria en la
actividad de la EC aunque no se observaron cambios en la necesidad de medicacion
(Milne et al, 1986). Sin embargo, otros ensayos con psicoterapia (Engel, 1958) y con
técnicas de control de estrés (Schwarz y Blanchard, 1991) han demostrado sélo un
pequeio efecto en el curso de la enfermedad o ninguno (Greene et al, 1994, Jantschek et
al, 1998). Un estudio controlado de 12 pacientes con EII evalu6 el beneficio de la
hipnoterapia, objetivindose una tendencia, aunque no significativa, a mejorar el indice
de calidad de vida a las 6 semanas (Shetty et al, 2004). En relacion con la depresion se
ha analizado el papel de la terapia cognitiva en adolescentes con depresion y EII,
encontrandose igualmente una mejoria en la percepcion del estado de salud pero sin
modificacion de los indices de enfermedad (Szigethy et al, 2004).

Sin embargo, se ha observado que el soporte social puede tener un impacto
positivo en la evolucion de la EII al reducir el grado de estrés, especialmente en casos

de altos niveles del mismo (Sewitch et al, 2000).
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VARIABLE

METODO

‘ CONCLUSION

AUTOR

Analisis retrospectivo de EVE antes del

brote

60 pac con CU

Asociacion positiva

Fava et al, 1976

Analisis retrospectivo de 2 afios EVE

antes del brote

70 pac con EC, 44 pac con CU

Asociacion positiva en EC pero no en CU

Paar et al, 1988

Anlisis retrospectivo de EVE antes del

brote

30 pac con CU

Asociacion positiva

Bach et al, 1990

Analisis prospectivo 6 meses de EVE

antes del brote

124 pac con EII

Asociacion positiva

Duffy et al, 1991*

Analisis prospectivo de 2 afios de EVE

antes del brote

32 pac con EII

No asociacion

North et al, 1991

Anlisis prospectivo 1 afio de EVE antes

del brote

108 pac con EII

No asociacion

Von Wietersheim et

al, 1992

Analisis retrospectivo de EVE en los 12
meses previos al brote de pacientes con

CU y controles

122 pac con CU

Asociacion positiva

Tocchi et al, 1997

Analisis prospectivo 1 afio de EVE antes

del brote

60 pac con CU

Asociacion positiva

Bitton et al, 2003

Analisis prospectivo de 16 meses de
prevalencia de EII en pac que han

perdido un hijo y controles

21.062 padres que perdieron un
hijo

No aumento prevalencia EII

Li et al, 2004

Analisis prospectivo de 2 afios de EVE

antes del brote

18 pac con EC

Asociacion positiva de depresion y EVE

Mardini et al, 2004

Andlisis de aspecto endoscopico de

mucosa y ECP

46 pac con CU

Asociacion positiva

Levenstein et al,
1994

Analisis prospectivo de 2 afios de ECP

antes del brote

62 pac con CU

Asociacion positiva

Levenstein et al,
2000

Analisis prospectivo de 28 dias de ED y

gravedad de enfermedad

10 pac con EC

Asociacion positiva

Garret et al, 1991

Analisis prospectivo de 1 afio de ED

antes del brote

11 pac con EII

Asociacion positiva

Greene et al, 1994

Tabla 10: Resumen de estudios de asociacion entre estrés y EII.

3.5. EFECTO DEL ESTRES EN EL APARATO DIGESTIVO DE MODELOS

ANIMALES.

3.5.1. Modelos de estrés animal.

Para el trabajo con estrés animal hay diversos modelos validados que difieren en

factores tales como que el animal pueda o no huir de €l (escapable o inescapable), que el
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animal tenga o no alguna forma de saber cuando se va a producir y de qué tipo va a ser
(predecible o impredecible) o que la forma de provocar estrés en el animal sea por

medios fisicos o psicologicos.

* De entre todos los métodos de induccion de estrés, los que suponen un estrés
fisico inescapable son los mas frecuentemente utilizados. Alguno de ellos han
sido usados como modelos para estudiar respuestas metabdlicas (ayuno o
ejercicio forzado). Destacan:

0 Estrés por inmovilizacion: Es el mas frecuentemente utilizado para
provocar estrés agudo en estudios que evaltan el papel del estrés en el
aparato digestivo. Consiste en una restriccion del movimiento tras
introducir al animal en una bolsa u otro dispositivo que lo impide. Como
es el método utilizado en esta tesis, posteriormente se desarrollard la
justificacion del modelo y el método.

0 Exposicion a sonido: Es otro modelo ampliamente utilizado en este tipo
de estudios. Consiste en la colocacion de un sonicador al lado de la jaula
del animal que genera sonidos audibles por los roedores en torno a 25
decibelios.

Exposicion a temperaturas extremas, especialmente a frio.

Restriccion de agua.

Ayuno.

Natacion forzada.

O O O O O

Ejercicio en rota-rod.
0 Choques eléctricos.
» Estrés social o emocional: Son mucho menos utilizados por su dificultad de
interpretacion. Destacan:
O Apifiamiento o aislamiento social.
0 Lucha.
0 Intervencion de agentes farmacoldgicos (inyeccion de agentes irritantes o

que producen dolor).

Para simular el estrés cronico y la depresion, se utilizan la repeticion de estos

métodos durante largo tiempo o la separacion del lecho materno en el periodo neonatal.
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3.5.2 Efecto del estrés en el tracto gastrointestinal.

En modelos animales, el estrés parece producir reacciones psicofisiologicas que
activan cambios en el tracto gastrointestinal que podrian favorecer el brote de la
enfermedad, aunque todavia es un tema convertido. Hay algunos animales, como los
titis de cabeza de algodon (“cotton-top tamarin”), con aumento de riesgo de colitis
como consecuencia del estrés producido por la cria en cautividad (Stout y Snyder, 1969;
Wood et al, 2000).

En diversos estudios se ha observado que el estrés por inmovilizaciéon o
exposicion a ruido es capaz de reactivar colitis quiescente inducida con bajas dosis de
acido trinitrobencenosulfonico (TNBS) (Qiu et al, 1999; Colon et al, 2004) o con
dextrano sulfato sodico (DSS) (Milde y Murison, 2002). Incluso hay evidencias
iniciales de que puede producirse una inflamacion leve en la pared intestinal por
deprivacion de agua (Soderholm et al, 2002b) o en animales en jaulas sometidas a
sonidos intensos (Wilson y Baldwin, 1999).

Otro ambito de estudio se centra en como traumas en la edad temprana de la vida
predisponen a alteraciones colonicas en la edad adulta en respuesta al estrés. En
diversos trabajos se ha observado que ratas que son separadas del lecho materno,
presentan cambios en el sistema nervioso que se manifiestan como un incremento de la
liberacion de CRF, alteraciones de la expresion de los receptores de glucocorticoides y
cambios en los sistemas noradrenérgicos y gabaérgicos (Kuhn y Schanberg, 1998;
Arborelius et al, 1999; Caldji et al, 2000). Un estudio reciente ha evidenciado en éstas
como se produce una alteracion de la barrera mucosa coldnica cuando son expuestas a
estrés leve (Soderholm et al, 2002¢) y en otro, como aumenta la gravedad de la colitis
inducida con DSS (Milde et al, 2004). Igualmente en humanos se ha demostrado como
acontecimientos adversos en edades tempranas se asocian a una hiperrespuesta al estrés

y alteraciones del eje HHA (Heim et al, 1997; Heim et al, 2000).
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OBJETIVOS
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1. ANTECEDENTES INMEDIATOS.

Diversos estudios han mostrado la existencia de una conexion entre el sistema
nervioso -y por tanto el estrés psicologico- y el aparato digestivo a través de la mucosa
intestinal.

Estudios recientes han demostrado que el estrés incrementa la susceptibilidad del
colon de ratas al dafio oxidativo producido por la instilacion de acido 2,4,6
trinitrobencenicosulféonico (TNBS) en etanol al 50%. EI TNBS actia como alergeno
sensibilizante de contacto y el etanol, como agente que rompe la barrera mucosa y
facilita la penetracion del TNBS. Este produce necrosis transmural activa como
consecuencia del dafio oxidativo al incrementar la expresion y actividad de iNOS
(Morris et al, 1989). Colén et al, observaron que el estrés por inmovilizacion repetido
durante 5 dias aumenta la pérdida de peso en el grupo control y el tratado con dosis
subcoliticas de TNBS (TNBS-5) respecto a las no estresadas. Igualmente y, aunque el
estrés no produjo cambios inflamatorios macroscopicos en la mucosa coldnica, si
produjo cambios microscopicos demostrados por un ensanchamiento del espacio entre
las criptas y la muscular de la mucosa, un incremento del infiltrado inflamatorio en la
lamina propia y entre las criptas y un aumento de las células con inmunorrectividad para
iNOS en el grupo tratado con dosis subcolitica de TNBS-5. Asimismo, aumentaba la
actividad mieloperoxidasa (MPO) en este grupo (TNBS-5) respecto a las no estresadas.
La actividad calcio-independiente NOS se increment6 en el grupo TNBS-5 con estrés
repetido, mientras que actividad calcio-dependiente, medida de la actividad de la
isoforma constitutiva NOS, disminuy6 respecto a las no estresadas. Los niveles de
malondialdehido (MDA), producto citotoxico aldehido producido por la peroxidacion
lipidica de los 4cidos grasos de las membranas celulares, aumentaron igualmente en el
grupo TNBS-5 sometido a este estrés. Sin embargo, en los grupos tratados con dosis
coliticas (30 mg, TNBS-30), el estrés no modificd dichos pardmetros. De acuerdo a
esto, el estrés podria transformar una colitis quiescente en una activa y afectar a la

progresion de la enfermedad (Colon et al, 2004).

En relacion al papel del estrés de forma aislada, se ha observado que el estrés
por inmovilizacion produce un incremento en la enzima proinflamatoria
mieloperoxidasa en la mucosa del colon aunque sin cambios apreciables en la

histologia con microscopia 6ptica (Collins et al, 1996).

101



Por otro lado, la respuesta al estrés parece estar en relacion con un incremento en
la produccion de NO. En un trabajo se ha encontrado que el estrés por inmovilizacién
produce un aumento de la actividad de la NOS calcio-independiente e induce la
expresion de iNOS en neuronas corticales, asi como la acumulacion de ONOO
(Olivenza et al, 2000). Con ello, los indices de peroxidacion lipidica aumentan y hay un
desgaste de los sistemas antioxidantes celulares, produciéndose alteracion de la
permeabilidad de la membrana y dafio en las membranas celulares (Lih-Brody et al,
1996; Liu et al, 1996; Hu et al, 2000; Madrigal et al, 2001). En este contexto, la
administracion de dexametasona, que inhibe la induccion de la iNOS, disminuye la
inflamacién coélica (Palmer et al, 1992) y los tratamientos con inhibidores selectivos de
iINOS, han demostrado ser protectores en colitis experimental (Zingarelli et al, 1998;
Menchén et al, 2001). La activacion del factor de trascripcion nuclear kB (NFkB) es un
requerimiento esencial en la expresion de iNOS. Este es activado por citoquinas,
neurotransmisores, factores de crecimiento, radiaciones ionizantes, radicales libres y
otros agentes, y a su vez regula la expresion de numerosos mediadores de la respuesta
inflamatoria (Baldwin, 1996; Bauerle y Baichwal, 1997). En estudios en cerebro, la
exposicion aguda a estrés estimula la traslocacion de NF-kB a las 4 h, y la inhibicion de
NF-kB consigue inhibir también la inducciéon de iNOS en el estrés (Madrigal et al,
2001).

Asimismo se ha observado un aumento de la expresion de cicloxigenasa
inducible en relacion con el estrés. En un trabajo reciente en corteza cerebral, se ha
demostrado un aumento de la prostaglandina E2 (PGE;) tras 2-6 horas de estrés y un
aumento de la expresion de proteina COX-2 en corteza e hipocampo (Madrigal et al,
2003). En colon también se expresa de forma constitutiva y se sobreexpresa en
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Muller-Decker et al, 1999; Mc
Naughton y Cushing, 2000).

De la misma manera diversos trabajos han confirmado la activacion
concomitante de una via antiinflamatoria a través de prostaglandinas como la PGJ,,
formada por la dehidracion del anillo ciclopentona de la prostaglandina D,. Esta se
metaboliza posteriormente a otras prostaglandinas (PG), denominadas delta PG, que
tienen actividad antiinflamatoria. Estas son ligandos de gran afinidad del receptor
activado por PPARy. Varios ligandos PPARy han demostrado poseer propiedades

antiinflamatorias in vitro e in vivo, probablemente por inhibir las sefiales de los factores
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de transcripcion NF-kB, AP-1 o STAT-1 (Ricote et al, 1998). En cerebro se ha
demostrado un aumento de la expresion de PPAR-y en la neuronas corticales y la glia
como consecuencia del estrés por inmovilizacion en ratas y como, la 15d-PGJ,, es capaz
de disminuir los mediadores inflamatorios en el cerebro de estas mismas sometidas a
estrés (Garcia-Bueno et al, 2005a; Garcia-Bueno B et al, 2005b). Sin embargo, todos
estos hechos en el colon atin no han sido completamente dilucidados.

También hay datos que sugieren un aumento de la permeabilidad intestinal con
disminucién de la produccion de mucina y alteraciones en las interacciones de la
mucosa con las bacterias, que pueden contribuir a la inflamacion de la mucosa y que
concuerdan con la hipotesis del papel de la flora intestinal en la inflamacién (Saunders
et al, 1994; Qiu et al, 1999; Wilson y Baldwin, 1999; Meddings y Swain, 2000; Elson,
2002). Asi, el estrés en ratas produce un aumento de la permeabilidad intestinal a
moléculas inertes marcadas como el manitol y Cr''-EDTA y a proteinas como la
peroxidasa del rdbano (Kiliaan et al, 1998). Esto concuerda con datos de microscopia
electrénica donde puede objetivarse peroxidasa de rabano tanto dentro de endosomas
intracelulares como en las uniones intercelulares epiteliales (Santos et al, 1999). Estas
alteraciones parecen dependientes de:

0 Una activacion del sistema colinérgico, puesto que se ha observado una
disminucién de dichas alteraciones con atropina y un aumento en ratas Wistar-
Kyoto deficientes en colinesterasa (Saunders et al, 1997).

0 Una activacion mastocitaria ya que ratas deficientes en mastocitos no presentan
este aumento en la permeabilidad (Santos et al, 2000; S6derholm et al, 2002b).
Ademas se ha observado un aumento del contenido de histamina en células
mastocitarias de la mucosa del colon de ratas con estrés por inmovilizacién que,
parecen dependientes de la liberacion central en cascada de IL-1 y
posteriormente de CRF (Eutamene et al, 2003).

0 Una liberacion de corticoides del eje HHA ya que en ratas con adrenalectomia,
con bloqueo farmacologico de receptores de glucocorticoides (Meddings y
Swain, 2000) o al pretratar con inyeccion intraperitoneal 20 minutos antes del
estrés con el péptido a-helical CRH (un antagonista del CRF), no se produce la
alteracion de la barrera mucosa y el transporte i6nico (Soderholm et al, 2002c¢).

0 La sensibilizacion y activacion de linfocitos T CD4+ que inducen la produccion
de interferon gamma (IFN-y), IL-4, IL-10 e IL-13 y la fosforilacion de la cadena

ligera de miosina: La permeabilidad paracelular a través de células epiteliales
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esta regulada principalmente por las uniones intercelulares, que son estructuras
dinamicas influenciadas por factores fisiologicos y patolégicos. Uno de los
reguladores de la permeabilidad a través de las uniones intercelulares es la
fosforilacion de la cadena ligera de miosina por una quinasa. Por su parte, las
citoquinas como la IL-4, IL-13, IL-10 son potentes moduladores de la
permeabilidad paracelular. Todos ellos se han observado aumentados en ratas

sometidas a estrés (Qiu et al, 1999; Ferrier et al, 2003).

Otro hecho demostrado en trabajos recientes es la aparicion en relacion con el
estrés, de una alteracion en la relacion entre las bacterias de la flora y la mucosa
intestinal. Asi se ha observado un aumento del nimero de aerobios (E coli) en el
intestino delgado proximal y una disminucién en la proporcion de anaerobios
(lactobacilos) y aerobios (E coli) sin cambios en los anaerobios (lactobacilos) en
ratones sometidos a estrés (Wang y Wu, 2005). Igualmente hay indicios de la existencia
de translocacion bacteriana; en concreto, se han observado Escherichia coli K-12 en
tejido linfoide asociado a mucosas (Velin et al, 2004), Salmonella choleraesuis y E.
coli 0157:H7 —pero no de E. coli no patdogenas- en placas de Peyer yeyunales (Green et
al, 2003), o de bacterias endogenas gram-positivas sin translocacion de bacterias gram-
negativas en ganglios mesentéricos, bazo e higado (Ando et al, 2000). En este proceso
parecen intervenir la liberacion catecolaminérgica por el SNE o los mastocitos
estimulados tanto por el CRF como por la sustancia P en respuesta al estrés. Sin
embargo, la induccion directa de este fendmeno por el estrés agudo no esta claramente
determinada.

Asimismo se ha observado como la dexametasona es capaz de alterar la
inmunidad humoral a nivel de mucosa, produciéndose un aumento de
inmunoglobulina A (Ig A) en plasma y una disminucion en las secreciones vaginal y
salivar debido a una redistribucion de la Ig A polimérica desde la mucosa al suero (Wira
et al, 1990). Por tanto, dado que en el estrés aumenta los niveles de glucocorticoides,
podria alterarse este tipo de inmunidad en ratas sometidas a estrés por inmovilizacion,

siendo este uno de los objetivos de esta Tesis.
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2. HIPOTESIS.

Con estos antecedentes, probablemente en colon ocurran estos acontecimientos
en relacion con el estrés, por lo que proponemos la siguiente hipdtesis: La exposicion a
estrés en ratas, es por si misma capaz de aumentar la actividad de diversos parametros
inflamatorios en la mucosa del colon, alterar la permeabilidad intestinal a
macromoléculas y favorecer fenomenos de translocacion bacteriana. Probablemente se
ponen en marcha mecanismos compensadores antiinflamatorios que contribuyen
controlar sus efectos y restaurar los cambios que puedan haberse producido (ver Figura

10).

VIA INFLAM ATORIA
=iNOS.
= COX-2.

« INFILTRACION L EUCOCITARIA.

« DANO MACROSCOPICO.

+ DANO MICROSCOPICO.

+ 1 PERMEABILIDAD INTESTINAL.

+ 1 TRANSLOCACION BACTERIANA.

+ | SECRECION INMUNOGLOBULINAS.

VIiA ANTIINFLAMATORIA
= Ligandos PPARy:PGJ,.

Figura 10: Hipotesis objeto de esta Tesis.
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3. OBJETIVOS.

Para demostrar nuestra hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1))

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Estudiar si la exposicion aguda a estrés por inmovilizacion provoca la induccion
de iNOS y la produccion de NO en la mucosa del colon, comparandolos con los
de ratas control.

Evaluar si la exposicion aguda a estrés por inmovilizacion produce cambios en
la expresion de las 2 isoformas de cicloxigenasa (COX-1 y COX-2) asi como de

sus productos (PGE;) en la mucosa, comparandolos con los de ratas control.

Analizar si existe activacion de la via compensadora antiinflamatoria

dependiente de PPAR-y y de su ligando enddgeno PGJ, en este contexto.

Comprobar si existe alteracion en la permeabilidad intestinal y los mecanismos

microscopicos implicados en ello.

Observar si se produce translocacion bacteriana de la flora luminal en relacion

con lo anteriormente acontecido y dilucidar los mecanismos implicados en ello.

Demostrar si los cambios anteriores mejoran con el estrés mantenido.

Estudiar las implicaciones terapéuticas de los fendmenos observados.
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1. MODELO EXPERIMENTAL: ESTRES POR INMOVILIZACION.

Para el estudio experimental se emplearon ratas Wistar macho de entre 225-250
g de peso. Todos los protocolos experimentales utilizados en esta Tesis se realizaron
segun la normativa estipulada por el Comité de Experimentacion Animal de la
Universidad Complutense conforme a la regulacion europea Yy espafiola
(DCUER6/609/CEE, RE 223/1988, OEM 13/X/1989 y RD 1201/2005). Al final de esta
seccion se adjunta una copia del permiso oficial solicitado al inicio de estos
experimentos.

Las ratas fueron alojadas en jaulas individuales bajo condiciones estdndar de
temperatura y humedad, con un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad (encendido de las
luces a las 8:00 a.m.) y con acceso libre a agua y comida. Todos los animales se
mantuvieron en condiciones constantes durante los cinco dias previos al inicio del
estrés. La inmovilizacion comenzd a las 9:00 a.m. en la habitacion donde estaban
alojadas. Para esto se empled un inmovilizador plastico para roedores tipo Decapi-
cone® (Braintree, MA. USA) con forma de cono truncado que se ajusta al cuerpo de la
rata y se cierra en el extremo de la cola impidiendo el movimiento de sus extremidades
y de su cabeza, sin alterar los movimientos respiratorios (Figura 11) (Magarifios et al,
1997; Leza et al, 1998). Una vez inmovilizadas, las ratas permanecieron en sus jaulas
habituales y se realizaron sesiones de 6 horas en el periodo de luz en un laboratorio

adyacente a la sala de estabulacion.

Figura 11: Imagen de rata Wistar introducida en el cono tipo
Decapi-cone® en sesiones de 6 horas.
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Las ratas tuvieron libre acceso a comida y agua durante todos los experimentos
excepto durante los periodos de estrés de 6 horas incluyendo al grupo no estresado, que
se les retird para evitar interferencias en el peso. Asimismo, los animales control, no
estresados, fueron alojados en una habitacion distinta y manipulados a las 9:00 a.m. por
el mismo experimentador (sacando al animal de la jaula y volviendo a introducirlo en
ella) para favorecer el acostumbramiento al manejo por parte de éste y asi, minimizar

posibles sesgos derivados de este hecho.

Justificacion del modelo de estrés por inmovilizacion.

Como fue argumentado con anterioridad, existen varios modelos aceptados de
estrés en animales de experimentacion. El método utilizado en este modelo se puede
clasificar como inescapable, predecible y mixto fisico-psicologico. Este es un
paradigma clasico que combina estrés fisico y psicologico, siendo de entre todos los
métodos de induccion de estrés (exposicion a temperaturas extremas, ayuno, natacion
forzada, ejercicio en rota-rod, choques eléctricos, inmovilizacion) uno facilmente
reproducible, disponible y repetible tanto para el estudio del estrés agudo y cronico.
Seglin las recomendaciones del Nacional Center for Study of Post-Traumatic Stress
Disorder (PTSD), son los modelos escapable, los mas utiles para el estudio de la
neurodegeneracion y sindrome de estrés postraumatico en humanos y el que mas
utilizan los distintos autores (Telner y Singhal, 1984; Bremner et al, 1999; Poland et al,
1999), mientras que otras formas de estrés inescapable no pueden repetirse a lo largo de
mucho tiempo. Asimismo, tal y como fue descrito en los apartados anteriores, la gran
mayoria de trabajos sobre los que estdn basadas la hipotesis y los objetivos de la misma,

se han realizado en modelos de estrés por inmovilizacion.

2. RECOGIDA DE MUESTRAS OBJETO DE ANALISIS.

Al finalizar la tltima sesién de estrés segin el protocolo que se describira
ulteriormente, se procedi6 al sacrificio de los animales, mediante inyeccion
intraperitoneal de anestesia terminal (0.4 ml de pentobarbital sodico, 320 mg/kg). Tras
observar la ausencia de movimientos respiratorios y de reflejos al pinzamiento de la
cola o de las patas traseras, se procedio a la apertura de las cavidades abdominal y

toracica.
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o El plasma se obtuvo por puncion cardiaca en el ventriculo izquierdo y posterior
extraccion de sangre con una jeringa de 10 ml, mezclandose ésta con una 1 ml
de una disolucién de citrato sddico (3.15 % v/v) en una proporcion 9:1 para
evitar la coagulacion de la muestra. Esta mezcla se centrifugé a 1500g durante
10 minutos, recogiendo el plasma sobrenadante para su posterior congelacion y
almacenamiento a -80°C hasta su analisis.

0 Las muestras de colon se obtuvieron tras la apertura de la cavidad abdominal y
diseccion del colon. Se extrajeron los 8 cm distales de colon (region desde recto
a angulo esplénico aproximadamente) para su apertura longitudinal y limpieza
con salino con el fin de valorar el dafio macroscépico.

Se evalu6 el daiio macroscopico segun una escala de 0 a 4 por dos observadores

independientes del estudio experimental de acuerdo a la escala descrita

previamente por Bell con alguna modificacion (Bell et al, 1995) —ver tabla 11-.

ESCALA DE VALORACION DE DANO MACROSCOPICO

e (: Mucosa normal.

e 1: Mucosa con hiperemia y edema sin tlceras.

e 2: Mucosa con hiperemia y edema con ulceras lineales o petequias.
e 3: Mucosa con zonas de necrosis y ulceras amplias.

o 4: Existencia de megacolon, perforacion y/o estenosis.

Tabla 11: Escala para valoracion de las lesiones macroscopicas en la mucosa de colon

de los animales de estudio (modificada de Bell et al, 1995).

Tras esta valoracion inicial, se obtuvieron muestras de 5x5 mm que se
introdujeron inmediatamente en tubos Eppendorf® de 2 ml para congelacion en
nitrogeno liquido y almacenamiento a -80°C hasta su utilizacién en fresco para
las determinaciones que se describen a continuacion.

Para la obtencion de las muestras para estudio histoldgico, se obtuvieron

muestras de colon de 5x5 mm que se introdujeron en tubos Falcon® que
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contienen glutaraldehido al 2% (para la microscopia electronica), en buffer

fosfato sddico 0,1 M a pH de 7,4.

3. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.

En este apartado se recogen los diferentes procesos experimentales disefiados
por objetivos para demostrar la hipdtesis planteada (Tabla 12). Todos los experimentos
se realizaron sobre cuatro grupos de estudio, empleando 12 ratas en cada grupo (Tabla
13): uno control (C), otro de animales estresados Uinicamente una sesion de 6 horas
(S6h), otro de ratas sometidas a sesiones de 6 horas durante 5 dias (S5d) y por Gltimo,
otro con el mismo procedimiento durante 10 dias (S10d); todo ello con el objeto de
analizar si los cambios producidos durante el estrés agudo se modificaban al mantener

el estimulo estresante (Figura 12).

SACRIFICIO Y OBTENCION DE MUESTRAS PLASMA Y COLON

INICIO
INMOVILIZACION

|}

| GRUPO ESTRES 5 DIAS >
| GRUPO ESTRES 10 DIAS >

| SESIONES DE INMOVILIZACION DE 6 HORAS |

E ESTRES ESTRES ESTRES
6 HORAS 5 DiAS 10 DiAsS

Figura 12: Protocolo de estrés realizado en cada uno de los grupos de estudio.

111



ESTUDIO DE PARAMETROS CLINICOS: PERDIDA DE PESO.

ANALISIS DEL DANO MACROSCOPICO EN MUCOSA DE COLON.

INDUCCION DE CORTICOSTERONA PLASMATICA EN RESPUESTA AL ESTRES.
DETERMINACION DE INFILTRACION LEUCOCITARIA:

Lol

¢+ Estudio de actividad mieloperoxidasa en mucosa de colon.

5. IMPLICACION DE MEDIADORES DE DANO NITROSATIVO POR ESTRES:
« Estudio de la expresion de iNOS en el estrés agudo de 6 horas, 5 y 10 dias.
¢ Andlisis de la actividad de iNOS y nNOS durante el estrés agudo de 6 horas, 5y 10 dias.

6. IMPLICACION DE MEDIADORES DE DANO OXIDATIVO POR ESTRES:
% Estudio de la expresion de COX-1Y COX-2 en el estrés agudo de 6 horas, 5 y 10 dias.

%* Estudio de la produccion de prostaglandina inflamatoria PGE, en el estrés agudo de 6 horas, 5
y 10 dias.
7. TRANSLOCACION NUCLEAR DE NF-kB COMO INDUCTOR DE MEDIADORES
DE DANO OXIDATIVO/NITROSATIVO PROVOCADA POR ESTRES:
% Expresion de p65 en extractos de citoplasma y nucleares de células epiteliales en el estrés
agudo de 6 horas, 5y 10 dias.
8. INDUCCION DE LA VIA ANTIINFLAMATORIA POR ESTRES:
« Estudio de la produccion de prostaglandina antiinflamatoria PGJ, en estrés agudo de 6 horas, 5
y 10 dias.
« Expresion de PPAR-y en el estrés agudo de 6 horas, 5y 10 dias.
9. ALTERACION DE PERMEABILIDAD INTESTINAL INDUCIDA POR ESTRES:
% Determinacion de permeabilidad por instilacion rectal de Cr51-EDTA en estrés agudo de 6
horas, 5y 10 dias.
% Estudio microscopico de las uniones intercelulares en las células epiteliales de ratas control y
sometidas a estrés agudo de 6 horas, 5 y 10 dias.
10. ESTUDIO DE TRANSLOCACION BACTERIANA INDUCIDA POR ESTRES:
% Cultivo de ganglios linfaticos, bazo e higado para aerobios gram+ y gram— y anaerobios de
los grupos control, de estrés agudo de 6 horas, 5y 10 dias.
11. PAPEL DE LA RESPUESTA HUMORAL EN MUCOSA INDUCIDA POR ESTRES:
«  Determinacion de Inmunoglobulina A (IgA) en mucosa coldnica inducida por estrés agudo de
6 horas, 5y 10 dias.
12. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA ViA PGJ,/PPAR-y EN LOS CAMBIOS
INDUCIDOS POR ESTRES:
« Determinacion de mediadores inflamatorios y antiinflamatorios, permeabilidad intestinal,
translocacion bacteriana y respuesta humoral tras tratamiento con Rosiglitazona y PGJ, en

estrés agudo de 6 horas, 5 y 10 dias.

Tabla 12: Resumen de los protocolos experimentales realizados.
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ESTRES 6 ESTRES 5 ESTRES 10

CONTROL

RATAS
WISTAR

Tabla 13: Animales empleados en los distintos grupos de estudio del papel del estrés sobre marcadores
inflamatorios y antiinflamatorios en la mucosa de colon.

1. ESTUDIO DE PARAMETROS CLINICOS: PERDIDA DE PESO.

Todas las ratas empleadas en el estudio fueron pesadas antes de iniciarse el
procedimiento e inmediatamente después de su muerte asi como en momentos puntuales
a lo largo del experimento. Se empled una balanza de precision (Sartorius®) con un
error de 0,1 gramos. Todas las ratas pesan entre 180 y 250 gramos en el momento de
iniciar el experimento. No obstante, para ajustar los resultados de una forma lo mas real
posible, evitando la variabilidad de pesos que puede existir entre un grupo y otro,

expresamos los datos en porcentaje de peso perdido con respecto al grupo control.

2. ANALISIS DEL DANO MACROSCOPICO EN MUCOSA DE COLON.

El colon de cada rata en el momento del sacrificio fue valorado segun el
procedimiento descrito anteriormente. A cada animal se le dio una puntuacion,

realizandose la media de puntuaciones para cada uno de los grupos.

3. INDUCCION DE LA SINTESIS DE GLUCOCORTICOIDES COMO
RESPUESTA AL ESTRES.

Tras realizar las sesiones de estrés de acuerdo a lo expuesto con anterioridad y
antes de realizar los andlisis que a continuacién mostraremos, se midieron los niveles de
corticosterona plasmatica en todos los grupos y en aquellos sometidos a tratamiento
farmacologico como se describira ulteriormente. Ello con el objetivo de comprobar la

activacion del eje HHA en respuesta al estrés.
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4. DETERMINACION DE LA INFILTRACION LEUCOCITARIA.

La mieloperoxidasa (MPO), aislada por primera vez por Agner en 1941, es la
proteina mds abundante en los neutrofilos y la tUnica peroxidasa que cataliza la
conversion del peroxido de hidrogeno y cloruro a acido hipocloroso. Es un enzima
ampliamente distribuido en el organismo, siendo sus fuentes fundamentales los
leucocitos (neutrdfilos y monocitos) y los macréfagos (Bradley et al, 1982). En los
neutrofilos se encuentra localizado a nivel lisosomal, en los granulos azurdfilos,
constituyendo el 2-5 % de las proteinas totales de los mismos (Marquez et al, 1990).
Estructuralmente es una glicoproteina tetramérica constituida por 4 subunidades que
forman dos homodimeros. Cada uno de ellos contiene una subunidad o (pesada) de
aproximadamente 59 kDa y una subunidad B (ligera) de aproximadamente 14 kDa. Su
actividad es proporcional al nimero de neutréfilos presentes en el tejido y, por tanto,
puede utilizarse como indice de migracién leucocitaria e indirectamente como
parametro de inflamacion (Junger et al, 1993). Asi, se ha demostrado un incremento
significativo de su actividad en varios procesos patologicos en relacion con un aumento
del riesgo de estrés oxidativo, tal y como ocurre en el caso de las enfermedades
infecciosas sistémicas o locales, enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide
o la enfermedad inflamatoria intestinal, o en los accidentes isquémicos cerebrales
(Komatsu et al, 1992). Por este motivo, se determind la actividad peroxidasa en las

muestras de colon de los animales para cada uno de los grupos.

5. IMPLICACION DE MEDIADORES DE DANO NITROSATIVO POR
ESTRES.

Para determinar el papel que el estrés tiene sobre la induccién de dafio
nitrosativo, se determind la expresion de la isoforma inducible (iNOS) en
homogenizados de mucosa intestinal mediante western-blot tras la exposicion de los
animales a inmovilizacion durante 6 horas, 5 y 10 dias.

En estas muestras se midio la actividad de NOS mediante el ensayo de citrulina
que al producirse en cantidades equimolares con el NO, es una medida indirecta de su
produccion (ver Figura 6). Como se comentd anteriormente en la introduccion, la

isoforma constitutiva es calcio-dependiente mientras que la isoforma inducible presenta
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una actividad calcio-independiente. También se determinaron los niveles de

corticosterona plasmatica.

6. IMPLICACION DE MEDIADORES DE DANO OXIDATIVO POR ESTRES.

Para analizar el papel de la induccion de cicloxigenasa por el estrés se determin6
la expresion de la isoforma constitutiva (COX-1) e inducible (COX-2) en
homogenizados de mucosa intestinal mediante western-blot tras la exposicion de los
animales a inmovilizacion durante 6 horas, 5 y 10 dias.

Para objetivar la actividad de COX se realizaron determinaciones de PGE; como
producto pro-inflamatorio para cada uno de los grupos de estudio. También se

determinaron los niveles de corticosterona plasmatica.

7. TRANSLOCACION NUCLEAR DE NFxB COMO INDUCTOR DE
MEDIADORES DE DANO OXIDATIVO/NITROSATIVO PROVOCADA
POR ESTRES.

Como fue comentado en la introduccion, la induccion de iNOS y COX-2 son
procesos dependientes de la activacion de NF-kB. Por ello, determinamos en cada
grupo, la expresion de p65 (o relA), una de las dos subunidades que translocan al ntcleo
para unirse a las regiones promotoras, mediante western-blot de extractos de citoplasma
y nucleares de células de la mucosa coldnica. De esta manera, una disminucion de la
expresion citoplasmatica acompanada de un aumento de la expresion en nucleo seran

interpretados como la existencia de activacion y translocacion de dicho factor

(Blondeau et al, 2001).

8. ESTUDIO DE LA INDUCCION DE LA VIA ANTIINFLAMATORIA POR
ESTRES.

Para el analisis de la posible activacién de una via antiinflamatoria por el estrés,
nos centramos en la induccion del receptor activador de la produccion de peroxisomas
PPAR-y dada la evidencia previa de papel como mediador antiinflamatorio y su
expresion predominante en células epiteliales y macrofagos de colon. Por ello,
determinamos la expresion de PPAR-y en homogenizados de mucosa intestinal

mediante western-blot tras la exposicion de los animales a inmovilizacion durante 6
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horas, 5 y 10 dias. Por otro lado, determinamos si uno de sus ligandos endogenos, la

PGlJ,, estaba también aumentada.

9. ALTERACION DE PERMEABILIDAD INTESTINAL INDUCIDA POR
ESTRES.

Dado que el aumento de la actividad iNOS y otros mediadores parece ser
esencial en la existencia de una disfuncion de la permeabilidad intestinal y de las
uniones intercelulares a otros niveles (Han et al, 2004) y que hay indicios de que el
estrés parece implicarse en un aumento de la permeabilidad intestinal paracelular a
macromoléculas (Kiliaan et al, 1998; Qiu et al, 1999, Ando et al, 2000), decidimos
analizarla para comprobar si estos mediadores la alteraban y como se modificaba segiun
el tiempo de exposicion al estrés. Para ello, inmediatamente tras la altima sesion de
estrés de 6 horas, se instilo por recto una solucion de buffer glucosado con Cr’'-EDTA,
molécula de 384 Da (Perkin Elmer, Boston, Massachussets, USA) a una concentracion
final de 1.4 uCi/ml. Transcurridas 2 horas, se sacrificaron los animales y se extrajeron
10 ml de plasma segun el método descrito con anterioridad. De éstos, se recogio 1 ml
para su procesamiento en un contador gamma (1470 Gammacounter Wallac Wizard,
Perkin Elmer®, Boston, Massachussets, USA) durante 1 minuto. Los resultados fueron
expresados en porcentaje de permeado, considerando el 100% como la diferencia entre
la radiactividad total del una aliquota de 1 ml de la solucion instilada (1.4 puCi) y la de
una aliquota de 1 ml de suero salino.

Asimismo y para comprobar que se debia a una alteracion de las uniones
intercelulares, en unos grupos paralelos se obtuvieron muestras de colon, para su
procesamiento y posterior visualizacion de las mismas en microscopia electronica. Para
ello, se diseco el colon obteniendo muestras de 5x5mm muestras de colon de 5x5 mm
que se fijaron en glutaraldehido al 2% segun el método descrito anteriormente. Tras 3
horas fueron crioprotegidas mediante la inmersion a 4°C durante una noche en tampdon
fosfato 0,1M que contenia sacarosa al 30%. A continuacion fueron post-fijadas en
tetroxido de osmio al 1%, tefiidas con acetato de uranio al 1% e incluidas en parafina.
Tras su posterior corte con microtomo (Ultracut E Reichert-Jung®), las muestras se
tifleron con citrato de plomo y se examinaron con microscopio de transmision (JEOL

mod. JEM-1010-EX) a 80 kV. Para evaluar los cambios en las uniones intercelulares, 2
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examinadores independientes analizaron al menos 20 regiones intercelulares por grupo

de varias células epiteliales elegidas al azar.

10. ESTUDIO DE TRANSLOCACION BACTERIANA INDUCIDA POR
ESTRES.

Igualmente quisimos determinar si el aumento de permeabilidad se acompafiaba
de fendmenos de translocacion bacteriana, ya que hay indicios de ello como se sefialo
anteriormente (Ando et al, 2000; Soderholm et al, 2002a; Wang y Wu, 2005). Para ello,
tras incision con instrumentos estériles de la piel y peritoneo, se extrajeron
asépticamente muestras de ganglios mesentéricos, bazo e higado de cada uno de los
animales en los diferentes grupos. Tras determinar el peso de cada muestra, fueron
colocados en tubos de cristal con 1 ml de suero salino estéril para ser homogenizadas
con mortero reforzado de Teflon-vidrio. Se realizd la siembra directa de la muestras en
las placas de Petri® y tras realizar una dilucion 1/10 en solucién salina. Muestras de
cada uno de estos tejidos fueron cultivados aerobicamente en Agar Columbia para las
bacterias gram + y gram -, en Agar MacConkey selectivo para enterobacilos gram — y
en Agar Brucella con 5 % sangre de carnero con vitamina K1 (1pg/ml) y hemina (5
ug/ml) para anaerobios. La incubacion se realizé a 35-37° C para aerobios durante 24
horas y 35-37°C para anaerobios durante 48 horas en jarra de anaerobiosis con un sobre
de GasPak®™ (Beckton Dickinson™) que genera la atmosfera de anacrobiosis. Tras ésta,
las placas de Petri® fueron examinadas y contadas las colonias en unidades formadoras
de colonias por mg de tejido (UFC/mg) tras objetivar con tincion de gram, la clase a la
que pertenecian. Para su expresion y comparacion fueron expresadas en forma de media
+ error estandar de la media (eem). Posteriormente se procediod a la identificacion de las
especies bacterianas. Para los microorganismos aerobios se emplearon pruebas
microbioldgicas clasicas como la tincion de gram, prueba de oxidasa (Mast
Diagnostics®), discos antibioticos de optoquina, bacitracina y novobiocina (Mast®),
coagulasa (Beckton Dickinson®™), catalasa, sistema de identificacion para
enterobacterias (Enterotube II, Beckton Dickinson®), el sistema API 20 NE
(Biomerieux®) para los bacilos gram negativos no fermentadores como acinetobacter y
el API 20 Strep para enterococcus. Para los anaerobios se utilizd el sistema de

identificacion Rapid ID 32 A® (Biomerieux).
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11. PAPEL DE LA RESPUESTA HUMORAL EN MUCOSA INDUCIDA POR
ESTRES.

En estudios previos se ha observado que los glucocorticoides alteran los niveles
de IgA en el plasma, saliva y secreciones vaginales, de forma que aumentan en el
primero y disminuyen en los segundos a expensas de una redistribucion de la IgA
polimérica (Wira et al, 1990). Dado que la IgA constituye la primera linea de defensa
contra virus y bacterias en los epitelios y que el estrés provoca aumento de los niveles
de glucocorticoides, se decidid analizar la alteracion de sus niveles en la mucosa
intestinal de ratas sometidas a estrés para intentar relacionarlo como factor
contribuyente con la translocacion bacteriana observada en estos grupos. Para ello, se

procesaron muestras de mucosa colénica de todos los grupos para medir niveles de IgA.

12. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA VIiA PGJ,/PPAR-y EN LOS
CAMBIOS INDUCIDOS POR ESTRES.

Por tultimo, dado la evidencia del papel antiinflamatorio de PPAR-y a otros
niveles (Garcia-Bueno et al, 2004; Garcia-Bueno et al, 2005), inducimos una mayor
activacion de éste con sus ligandos para valorar si no se producian los cambios
observados en la expresion de mediadores de dafio nitrosativo/oxidativo (iNOS y COX-
2), niveles de prostaglandina inflamatoria PGE, y antiinflamatoria PGJ,, en la
permeabilidad intestinal, translocacion bacteriana y en la respuesta humoral, y por tanto,
valorar su posible efecto terapéutico. Para ello, se establecieron 3 grupos de 6 animales:
uno de estrés agudo de 6 horas (S6h), otro de estrés de 5 dias (S5d) y otro de estrés de
10 dias (S10d), administrandose intraperitonealmente al inicio de cada sesion de estrés,
un ligando endogeno de PPAR-y, la 15d-PGJ,, a dosis de 80 pg/kg (Cayman Chemicals,
Ann Arbor, MI, USA) disuelta en DMSO al 10%. Asimismo, administramos de la
misma manera un ligando exdgeno PPAR-y, el Maleato de Rosiglitazona, a dosis de
Img/kg (Alexis, San Diego, California). Como controles para el ensayo con cada uno de
estos farmacos, se consideraron los resultados de los experimentos anteriores con
animales sin tratar. Asimismo se utilizaron otras 6 ratas a las que se les administro 15d-
PGlJ, y el Maleato de Rosiglitazona sin ser sometidas a estrés para descartar alteraciones

por el propio farmaco ajenos al estrés (Ver Figura 13).
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Figura 13: Protocolo experimental terapéutico para evaluar el efecto de la
potenciacion de la via antiinflamatoria PPAR-y en la respuesta desencadenada por
estrés.

4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.

En este apartado se detallan todas las determinaciones analiticas realizadas en
esta Tesis de cada uno de los experimentos realizados que han sido expuestos en el

apartado anterior.

1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA.

Se utilizaron las muestras de colon almacenadas en el congelador de -80°C,
manteniéndolas frias durante todo el procedimiento mediante su introduccion en hielo
seco y aplicamos el método descrito por Krawisz et al en 1984. Las muestras se
homogeneizaron con la intencion de liberar el enzima sin destruir su actividad; para
ello, empleamos un buffer de lisis que contiene bromuro de hexadeciltrimetilamonio al
0,5% y Nonidet P40° al 0,5% (sustancia capaz de romper las membranas celulares),
todo ello diluido en buffer fosfato 20 mM ajustado a un pH de 6,0. Utilizamos un

Polytron (homogeneizador Heidolph®) para homogeneizar mediante tres ciclos
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consecutivos de 30 segundos seguidos de congelacion a -80°C y posterior
descongelacion. Tras este proceso, la muestra se centrifugd durante 20 minutos a 12000
gy a 4°C. Los niveles de actividad de MPO se determinaron en el sobrenadante
obtenido tras la centrifugacion, usando el peroxido de hidrégeno (H,0O,) como sustrato
para la reaccion enzimatica. La actividad del enzima se determina mediante
espectrofotometria UV visible. Para ello 0,1 ml de cada muestra se combinan con 2,9 ml
de buffer fosfato 20mM que contiene 0,167 mg/ml de cloruro de dianisina y H,O, al
0,0005% a pH 6,0. El cambio de absorbancia medido a 460 nm se determina empleando
un espectrofotdmetro Beckman® DU-7500. La determinacién de la concentracién de
MPO se realizé con una curva patron previa que emplea peroxidasa de rabano (Sigma
P8250-5000U). Cada unidad de actividad de MPO se define como la conversion de 1

umol de H,0, a agua en un minuto a 40°C, y fue expresada como mU/mg de proteina.

2. EXPRESION DE LA PROTEINAS iNOS, COX-1, COX-2 Y PPAR-y POR
WESTERN-BLOT.

Las muestras de colon se homogeneizaron a 4°C en 5 volimenes de un buffer
que contiene sacarosa 320 mM, acido etilen-diamina tetra-acético (EDTA) 1 mM; DL-
ditiotreitol (DTT) 1 mM, leupeptina 10 pg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
100 pg/ml, inhibidor de tripsina 10 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml y Tris 50 mM, todo ello a
20°C y llevado a pH 7 con acido clorhidrico (HCI). El homogeneizado se centrifugd a
4°C y a 12000 g durante 20 minutos y el sedimento obtenido se desechd. A continuacion
se cargaron 20 pg de las proteinas presentes en el sobrenadante y se separaron por
tamafios mediante electroforesis empleando para ello un gel de poliacrilamida-SDS al
10% (50mA). Los geles se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore®,
Bedford, MA, USA) y tras bloqueo (5% leche en polvo desnatada en PBS 1x a pH 7.4)
durante 2 horas, se incubaron toda la noche a 4°C con un anticuerpo primario policlonal
especifico para iNOS (Santa Cruz®; diluciéon 1:1000), COX-1 (Santa Cruz®, dilucion
1:1000), COX-2 (Santa Cruz®, dilucion 1:1000) y PPAR-y (Biomol, Plymouth,
Pennsylvania, 1:2000), segun el experimento realizado. Tras lavado e incubaciéon 2
horas con el anticuerpo secundario especifico en cada caso, se revelaron con un ECL™-
kit siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham Ibérica®). Se emplearon

marcadores comerciales Bio-Rad® para identificar el peso molecular de las bandas.
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Los resultados de la medida de las proteinas fueron analizados
densitométricamente (TotalLab 1.11 y Phoretix software, Dunamics, Newcastle, Reino
Unido) y expresados en un diagrama de barras segun la intensidad de banda empleando

para ello unidades arbitrarias.

3. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA OXIDO NITRICO
SINTASA (NOS).

La actividad enzimatica se determiné tras la homogeneizacion de las muestras
congeladas a —80 °C empleando un homogeneizador Polytron (Heidolph®) a 4 °C en un
buffer que contiene sacarosa 320 Mm, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, leupeptina 10 pg/ml,
PMSF 100 pg/ml, inhibidor de tripsina 10 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml y Tris 50 mM,
todo ello a 20 °C y llevado a pH 7 con HCl. El homogeneizado obtenido fue
centrifugado durante 20 minutos a 4 °C y 12000 g y se utilizd Unicamente el
sobrenadante postmitocondrial. Para determinar la actividad de la NOS se midi6 la
conversion de L-[U-14C]-arginina en L-[U-"*C]-citrulina (basandonos en que la NOS
genera NO vy citrulina en cantidades equimoleculares), tal y como describieron
previamente Salter et al en 1991 y modificaron posteriormente Rees et al en 1995,
afladiendo al medio de incubacidon enzimatica los siguientes cofactores: NADPH (100
uM); BH4 (3 uM); FAD (3 uM) y FMN (3 uM) (Salter et al, 1991; Rees et al, 1995). El
exceso de arginina marcada radiactivamente se separ6 de la citrulina mediante el
empleo de 1 ml de una resina intercambiadora catidonica Dowex®—500W—8/H20. Una vez
aislada, la "C-citrulina se midi6 en un contador de centelleo liquido (Beckman LS-
6500; Beckman Espafia, Madrid) mezclada en proporcion 1:6 (500 ml: 3 ml) con
liquido de centelleo (BCS. Amersham).

La actividad de la NOS Ca*"-dependiente se determiné calculando la diferencia
existente entre la L-[U-"*C]-citrulina producida por las muestras control y 1 L-[U-"*C]-
citrulina producida por las muestras que contenian EGTA 1 mM. La actividad de la
NOS Ca2+-independiente fue calculada de la diferencia entre la L-[U-'*C]-citrulina
producida por las muestras con 4acido etilen glicol-bis(aminoetil eter) N,N,N’-
tetraacético (EGTA) y la L-[U-MC]-citrulina de las muestras que contenian L-NMMA
(inhibidor no selectivo de la NOS) 1 mM. La actividad NOS se expresé en picomoles

producidos por minuto y por miligramo de proteina de la muestra (pm/min/mg). La
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determinacion de la actividad enzimatica en el sobrenadante postmitocondrial hace que
la mayor parte de la actividad Ca®"- dependiente corresponda a la isoforma neuronal.
La cuantificacion de la proteina se determind empleando el método descrito por

Hill y Straka en 1988 como se describira al final de este apartado.

4. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE PGE, Y PGJ, EN
HOMOGENEIZADOS DE COLON.

Se homogeneizaron las muestras de colon congeladas a —80 °C empleando un
homogeneizador Polytron (Heidolph®) a 4 °C en un buffer que contiene sacarosa 320
Mm, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, leupeptina 10 pg/ml, PMSF 100 pg/ml, inhibidor de
tripsina 10 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml y Tris 50 mM, todo ello a 20 °C y llevado a pH
7.4 con HCI. El homogeneizado obtenido fue centrifugado durante 20 minutos a 4 °C y
12000 g y se utilizdé Gnicamente 160 pl de sobrenadante que se diluyd con 0.1M de
buffer fosfato acidificado a pH 4. A continuacion, utilizando kits comerciales de
enzimoinmunoanalisis para medir la PGE, (Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA) se
determinaron sus niveles. Para purificar las muestras se insertaron en columnas
activadas ODS-silice de fase reversa (Sep-Pak C18, Waters). Las columnas se lavan
con 5 ml de agua destilada y 5 ml de hexano, y la PG es eluida dos veces con 5 ml de
etilacetato con 1% de metanol. La fraccion etilacetato se evapora y se resuspende en
500 pl de buffer. Tras las incubaciones pertinentes, las concentraciones se determinaron
por espectrofotometria (Molecular Devices®) segun las instrucciones del fabricante.

Para la determinacion de PGJ, se utilizd otro kit comercial de
enzimoinmunoandlisis (Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA), cuya diferencia radica
en que para la extraccion se eluyod tres veces con 5 ml etilacetato con 1% metanol. La
fraccion etilacetato se evapora y se resuspende en 200 pl de PBS con Tween 20 al
0.05%. Tras las incubaciones pertinentes, las concentraciones se determinaron por

espectrofotometria (Molecular Devices®) segun las instrucciones del fabricante.

5. EXPRESION DE LA PROTEINA P65 EN EXTRACTOS CITOSOLICOS Y
NUCLEARES DE CELULAS EPITELIALES DE COLON.

En primer lugar, se prepararon los extractos citosolicos y nucleares de las células

de la mucosa coldnica segun una modificacién del método descrito por Schreiber et al
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en 1989 (Schreiber et al, 1989). Para ello, las muestras de colon fueron homogeneizadas
directamente tras su extraccion con 300 pl de un buffer que contiene 10mM de acido N-
2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico (HEPES) a pH 7.9, EDTA 1 mM, EGTA 1
mM, KCL 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, aprotinina 0.1 pg/ml, leupeptina 1
ug/ml, N%-p-tosil-L-lisina-clorometil cetona (TLCK) 1 pg/ml, NaF 5 mM, NaVO, 1
mM, sucrosa 0.5M y Na,MoO4 10 mM. Posteriormente, tras dejarlas reposar 10
minutos a 4°C, se afiladio Nonidet P40® hasta una concentracion al 0,5%, sustancia que
es capaz de romper las membranas celulares. Tras agitacion enérgica en vortex durante
15 segundos de las muestras, se sometieron a centrifugacion a 8000 g durante 5
minutos. El sobrenadante, correspondiente a la fraccion citoplasmatica, fue recogido y
almacenado a -80°C. El sedimento tras resuspenderse con 100 pl de buffer enriquecido
con glicerol al 20% y KCI 0.4M, se sometid a agitacion suave durante 30 minutos a 4
°C. Los extractos nucleares fueron obtenidos tras centrifugacion a 13000 g durante 5
minutos y almacenados en aliquotas (con cuidado de no coger parte del sedimento de
DNA) a -80°C. Todos los pasos fueron realizados a 4°C.

Una vez obtenidos éstos, se procedid a determinar la expresion de la subunidad
p65 en los extractos citosolicos y nucleares para cada uno de los grupos de acuerdo al
siguiente protocolo: Se cargaron 20 pg de las muestras y las proteinas se separaron por
tamafios mediante electroforesis empleando para ello un gel de poliacrilamida-SDS al
10% (50mA). Los geles se transfirieron a una membrana de PVDFE (Millipore®,
Bedford, MA, USA) y tras bloqueo (5% leche en polvo desnatada en PBS 1x a pH 7.4)
durante 2 horas, se incubaron toda la noche a 4°C con un anticuerpo primario policlonal
especifico para p65 (Santa Cruz®; dilucion 1:1000). Posteriormente tras lavado e
incubacién 2 horas con el anticuerpo secundario especifico, se revelaron con un ECL™.-
kit siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham Ibérica®).

Los resultados de la medida de las proteinas fueron analizados
densitométricamente (TotalLab 1.11 y Phoretix software, Dunamics, Newcastle, Reino
Unido) y expresados en un diagrama de barras segun la intensidad de banda empleando

para ello unidades arbitrarias.
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6. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINA A EN
HOMOGENEIZADOS DE COLON.

Las muestras de colon se homogeneizaron a 4°C en 5 volumenes de un buffer
que contiene sacarosa 320 mM, acido etilen-diamina tetra-acético (EDTA) 1 mM; DL-
ditiotreitol (DTT) 1 mM, leupeptina 10 pg/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
100 pg/ml, inhibidor de tripsina 10 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml y Tris 50 mM, todo ello a
20°C y llevado a pH 7 con acido clorhidrico (HCI). EI homogeneizado se centrifugd a
4°C y a 12000 g durante 20 minutos y el sedimento obtenido se desechd. A
continuacion, empleando un kit comercial de enzimoinmunoandlisis para medir la IgA
(Bethyl Laboratories®, Montgomery, USA) se determinaron sus niveles. La
inmunoglobulina monoclonal anti-rata purificada (1 pl anticuerpo en 100 pl de buffer
HCO3-H,CO3 0.05M a pH 9.6) fue ligado a cada pocillo mediante incubacion a durante
60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente los pocillos se lavaron tres veces
con una solucién de lavado (Tris 50 mM, NaCl 0.14M y Tween 20 al 0.05% pH 8) y se
bloquearon durante una 30 minutos con BSA 0.1% (Calbiochem, La Jolla, CA) en
buffer (Tris 50 mM, NaCl 0,14M) a pH 8. Las concentraciones estindar de IgA de rata
para la construccion de la curva patron y las muestras se afiadieron a los pocillos por
duplicado. A continuacion, se anadi6 el anticuerpo secundario a cada pocillo (102 ul) y
se incubd durante 60 minutos. Posteriormente se determinaron sus concentraciones por
espectrofotometria a 450 nm (Molecular Devices®) segin las instrucciones del

fabricante.

7. MEDICION DE CORTICOSTERONA PLASMATICA.

Las muestras de plasma se almacenaron a —80 °C antes de ser analizadas
empleando un kit de determinacion de corticosterona por RIA con corticosterona de rata
marcada con 'l (DPC, Los Angeles, CA, USA). Para medir la radioactividad se
emple6 un contador gamma (1470 Gammacounter Wallac Wizard, Perkin Elmer®,

Boston, Massachussets, USA).
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8. DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO.

Para las determinaciones anteriores que se ajustaron a miligramo de proteina se
procedi6 a realizar la cuantificacion de la proteina empleando el método descrito por
Hill y Straka en 1988. Se emplea como reactivo una mezcla de acido bicinconinico y
CuSO4 5H»0 al 4% p/v (49/1). Las proteinas son capaces de reducir el Cobre II a Cobre
I de forma concentracion dependiente. Posteriormente, y tras reaccionar con el acido
bicinconinico, son capaces de formar un complejo purpura que es detectado mediante
espectrofotometria, presentando un maximo de absorcion a 562 nm.

El método se basa en la incubacion a 60°C durante 30 minutos de la mezcla de 1
ml del reactivo con 50 pl de la muestra problema. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y se lee a 562 nm empleando un lector de placas (Molecular
Devices®). La concentracién de proteinas se determina comparandola con una curva

patron elaborada a partir de una solucion de albimina sérica bovina de 2 mg/ml.

5. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los valores fueron expresados como media + error estandar de la media
(eem). El andlisis estadistico se realiz6 aplicando el test ANOVA de una via para
comparaciones entre varios grupos y el test no paramétrico de U de Mann-Withney
debido a la ausencia de ajuste a la distribucion normal en el caso de los datos de
actividad enzimatica y al pequefio tamafio muestral. Un valor de p<0.05 nos permitio
rechazar la hipdtesis nula de igualdad entre los indices comparados, y por tanto
considerar las diferencias obtenidas como estadisticamente significativas.

El andlisis estadistico ha sido llevado a cabo de forma informatizada con la

version 10.0 del programa SPSS®.
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RESULTADOS

126



1. ESTUDIO DE PARAMETROS CLINICOS: PERDIDA DE PESO.

El peso inicial de los animales de estudio fue 214,5 + 3,6 gramos (g). En el
grupo de ratas sometidas a estrés durante 6 horas (S6h) se observd una minima
diferencia no significativa con una pérdida media de 2,5 gramos (total 212 + 1,8 g) con
una pérdida porcentual de -1,16% respecto al grupo control (C). A los 5 dias (S5d) se
comprobd una pérdida media de 11,66 gramos (202,84 + 3,2 g; -5,35 vs C, p<0,05). En
el grupo de los animales sometidos a estrés durante 10 dias (S10d) se objetivd un
aumento de 0,66 gramos (215,16 = 2,4 g; +0,2 vs ¢, p>0,05). Tras el estudio estadistico,
la diferencia llego a ser significativa en el grupo de estrés de 5 dias respecto a los otros
grupos. A los 10 dias se observa una clara tendencia a la recuperacion de peso inicial

(Figura 14).

% PERDIDA DE PESO RESPECTO A CONTROL
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Figura 14: Determinacion del peso. Datos expresados en % de pérdida de peso y en
gramos con respecto al grupo control (214,5 + 3,6 g). n=12 ratas por grupo.
* p<0.05 S5d vs resto grupos.
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2. ANALISIS DE DANO MACROSCOPICO EN MUCOSA DE
COLON.

En animales control, el examen macroscopico mostré una mucosa normal sin

ningun tipo de lesion. Tampoco se observaron cambios en las muestras de animales

sometidos a sesiones de estrés de 6 horas, 5y 10 dias (Tabla 14).

DANO MUCOSO
GRUPO DE ESTUDIO
(puntuacion media + DE)
GRUPO CONTROL 0,1+0,1
GRUPO ESTRES 6 horas 0,3+0,2
GRUPO ESTRES 5 dias 0,3+0,2
GRUPO ESTRES 10 dias 0,2+0,1

Tabla 14: Valores de dafio macroscopico expresados como media =+ EEM a partir de clasificacion
modificada de Bell et al, 1995. n=12 ratas por grupo. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos.

3. LIBERACION DE CORTICOSTERONA TRAS ESTRES.

Los niveles de corticosterona plasmatica en el grupo control fueron 67,208 =+
8,77 ng/ml a las 15 horas. En todos los grupos de estrés se observo un incremento
significativo de los niveles de corticosterona respecto al control (Figura 15). La
administracion de farmacos (PGJ, y Rosiglitazona) tampoco modifico los niveles de
corticosterona respecto al grupo estresado no tratado (Figura 15). Este aumento fue mas
acusado en el grupo S6h, tanto en el control (734,23 + 77,12 ng/ml), como en el que se
inyectdo PGJ, (789,07 + 68,71 ng/ml) o el tratado con Rosiglitazona (779,88 + 80,22
ng/ml). El aumento de los niveles de corticosterona fue algo menor en el grupo de estrés
de 5 dias, con valores de 575,46 + 91,61 ng/ml para el grupo control, 587,47 + 69,104
ng/ml para el de PGJ, y 559,11 + 90,9 ng/ml para el de Rosiglitazona. Igualmente se
observé el mismo patrén, aunque con valores menores, en el caso del grupo de estrés de
10 dias con niveles de 334,108 + 28,08 ng/ml para el control, 380,107 £ 65,86 ng/ml
para el tratado con PGJ, y 342,39 &+ 70,32 ng/ml para el de Rosiglitazona.
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NIVELES DE CORTICOSTERONA PLASMATICA

Corticosterona (ng/mL)

Figura 15: Niveles de corticosterona plasmatica. Datos expresados mU/mg de proteina +
eem. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA.

Los niveles de actividad MPO en el grupo control fueron 0,00052 + 0,00017
mU/mg proteina. El estrés incremento los niveles de MPO en el grupo S6h a 67,128 +
7,905 mU/mg proteina y en el grupo S5d a 41,86 + 4,183 mU/mg proteina (Figura 16).
Asimismo se comprueba una progresiva disminucion de la misma en el estrés al décimo
dia, aproximandose cada vez mds a los valores del grupo control (17,797 + 1,553

mU/mg proteina) -Figura 16-.
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Figura 16: Actividad MPO. Datos expresados mU/mg de proteina £ EEM. n=12 ratas por
grupo. * p<0.05 vs control.

5. IMPLICACION DE MEDIADORES DE DANO NITROSATIVO
POR ESTRES.

5.1. Expresion de iNOS inducida por estrés en mucosa de colon.

La expresion de la proteina iNOS (130 kDa) mediante western-blot y el
analisis densitométrico de la misma revelé una banda muy débil en el grupo
control. En cambio, en las muestras de mucosa colonica obtenidas de los
animales estresados durante 6 horas y 5 dias se observa una clara induccion
respecto al control. El grupo S10d presenta una disminucién en la intensidad de

banda acercandose a la del control (Figura 17).
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Figura 17: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para iNOS.
Muestras de colon para cada uno de los grupos. Datos expresados en unidades arbitrarias
(U.A.) £ EEM. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

5.2. Analisis de la actividad de NOS en mucosa de colon de ratas
sometidas a estrés.

En andlisis de la actividad NOS a través del ensayo de citrulina demostro
en el grupo de animales control unos niveles de actividad NOS calcio-
independiente (iNOS) practicamente indetectable de 0,5 + 0,1 pmol/min por mg
de proteina. Tras el estrés de 6 horas se observé un incremento significativo de la
actividad a niveles de 12,34 + 3,6 pmol/min y mg de proteina y algo menor en el
grupo S5d (7,22 + 3 pmol/min por mg de proteina). En tanto que en el grupo
S10d regresan a valores de 0,8 + 0,2 pmol/min y mg de proteina, muy semejantes
a los del grupo control (Figura 18).

En lo referente a la actividad calcio dependiente, se observa una
tendencia a la disminucion de sus niveles en el grupo S6h y S5d sin alcanzar la
significacion estadistica, con una recuperacion a los 10 dias de estrés (Figura

19).
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ACTIVIDAD NOS Ca2+-INDEPENDIENTE
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Figura 18: Actividad NOS Ca*-independiente en muestras de colon para cada uno de los
grupos. Datos expresados en pmol/min por mg proteina + EEM. n=12 ratas por grupo.
*p<0.05 vs control.
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Figura 19: Actividad NOS Ca®'-dependiente en muestras de colon para cada uno de los
grupos. Datos expresados en pmol/min por mg proteina + EEM. n=12 ratas por grupo.
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6. IMPLICACION DE MEDIADORES DE DANO OXIDATIVO
POR ESTRES.

6.1. Expresion de COX-1 y COX-2 inducida por estrés en mucosa de colon.

Al analizar mediante western-blot las muestras de mucosa colonica, se

observa un incremento de intensidad en la banda de 72 kDa correspondiente a la

proteina COX-2 en los grupos S6h, S5d y S10d respecto al control. La densidad es

maxima en S6h para ir disminuyendo progresivamente en S5d y S10d (Figura 20).
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Figura 20: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para COX-2.
Muestras de colon para cada uno de los grupos. Datos expresados en unidades arbitrarias

(U.A.) £ EEM. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

Respecto a la isoforma constitutiva de la cicloxigenasa (COX-1), no se observaron

diferencias significativas ni tendencia alguna en los grupos de animales estresados

respecto al control (Figura 21).
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Figura 21: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para COX-1.
Muestras de colon para cada uno de los grupos. Datos expresados en unidades arbitrarias
(U.A.) £ EEM. n=12 ratas por grupo.

6.2. Produccion de prostaglandina PGE; inducida por estrés en mucosa de
colon.

Los niveles de PGE, como expresion de la activacion de la via inflamatoria
en el grupo control fueron de 102,32 + 18,45 pg/mg proteina. El estrés por
inmovilizacion durante 6 horas provocd un aumento estadisticamente significativo
de los valores de PGE; a 1131,75 + 10,667 pg/mg proteina. En S5d se observa
igualmente un aumento, aunque menor, de los niveles de PGE; a 523,93 + 107,26
pg/mg proteina. En S10d se aprecia un descenso respecto al anterior, aunque
todavia en niveles mayores a los del control (367,46 + 36,97 pg/mg proteina) -

Figura 22-.
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Figura 22: Niveles de PGE, expresadas en pg / mg de proteina + EEM de muestras de
colon para cada uno de los grupos. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

7. PAPEL DEL NF-xB EN MUCOSA COLONICA TRAS ESTRES.

La translocacion de NF-xB fue determinada por la expresion mediante western-
blot de la subunidad p65 en extractos citoplasmaticos y nucleares de células epiteliales
del colon de ratas sometidas a estrés. Ello permite comprobar la existencia de
translocacion en S6h, S5d y S10d; siendo maxima en el primero y experimentando una

progresiva disminucion en los restantes grupos (Figuras 23 y 24).
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Figuras 23 y 24: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para p65 en
extractos de nticleo y citoplasma de células colonicas para cada uno de los grupos. Datos
expresados en unidades arbitrarias (U.A.) + EEM. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

8. ESTUDIO DE LA INDUCCION DE LA ViA
ANTIINFLAMATORIA POR ESTRES.

8.1. Produccion de prostaglandina PGJ; inducida por estrés en mucosa de
colon.

Los niveles basales de PGJ, en el grupo control fueron de 41,53 + 13,88 pg
por mg de proteina. El grupo S6h presentd unos niveles de 139,1 + 20,53 pg por
mg de proteina y el S5d de 108,27 + 8,22 pg por mg de proteina. En S10d los
valores fueron algo menores (87,3 = 9,5 pg por mg de proteina), aunque

significativamente mayores que los del control (Figura 25).

8.2. Expresion de PPAR-y inducida por estrés en mucosa de colon.

El estudio de expresion de PPAR-y mediante western-blot correspondiente a
la banda de 52 kDa revel6 un incremento acusado en S6h, S5d y S10d respecto al
control y una imagen paralela a la de produccién de PGJ,, maxima en S6h y una

disminucidn progresiva en los subsiguientes grupos (Figura 26).
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Figura 25: Niveles de PGJ, expresadas en pg / mg de proteina = EEM de muestras de
colon para cada uno de los grupos. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.
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Figura 26: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para PPAR-y.
Muestras de colon para cada uno de los grupos. Datos expresados en unidades arbitrarias
(U.A.) £ EEM. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.
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9. ALTERACION DE PERMEABILIDAD INTESTINAL INDUCIDA
POR ESTRES.

9.1. Estudio de permeabilidad paracelular a macromoléculas.

El estudio de permeabilidad paracelular a macromoléculas mediante la
instilacion rectal de Cr’'-EDTA revel6 un incremento significativo en los grupos
de animales estresados respecto al control (0,0206 + 0,0012 % permeado). Ese
aumento fue maximo en S6h (0,4586 + 0,0178 % permeado), con reduccion
progresiva en S5d (0.0206 £ 0.0012 % permeado) y S10d (0,1133 £ 0.028 %
permeado); todo ello acorde con la evolucion temporal de los diversos mediadores

de inflamacion anteriormente descritos (Figura 27).
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Figura 27: Permeabilidad intestinal de Cr’'-EDTA. Expresado en % de permeado + EEM
de cada uno de los grupos. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

9.2. Estudio ultramicroscopico de las uniones intercelulares de las células
epiteliales.
El estudio mediante microscopia electronica de las uniones intercelulares

(“tight-junctions™) revel6 una apertura de las mismas en células epiteliales
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procedentes de los grupos S6h y algo menor en S5d, mientras que existe una clara

tendencia a la recuperacion en el grupo de estrés de 10 dias (Figuras 28-31).

ESTRES 5 DIAS ESTRES 10 DIAS
xa000 @000

Figuras 28-31: Imagenes de la ultraestructura de las células epiteliales del colon de ratas de los
distintos grupos donde se aprecia la mayor o menor laxitud de las uniones intercelulares (Aumento
x 80.000).

10. TRANSLOCACION BACTERIANA INDUCIDA POR ESTRES.

El analisis microbiologico de las muestras de ganglios mesentéricos, bazo e
higado en cada uno de los grupos demostrod la existencia de translocacion bacteriana de

acuerdo a la siguiente relacion:

0 En ganglios mesentéricos se observo una marcada translocacion en el grupo
S6h. En concreto, se identificaron especialmente bacterias aerobias Gram
positivas (139.378,42 + 111.278,77 ufc/g tejido), seguidas de aerobias Gram
negativas (56.396,97 + 13.291,47 ufc/g tejido) y anaerobios (32.178,94 =+

12.639,17 ufc/g tejido). A los 5 dias de estrés se observd menor translocacion y
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so6lo de anaerobios (4.323,65 £+ 2.069,26 ufc/g tejido) seguidos de Gram
positivos (1.650,93 + 521,48 ufc/g tejido). No se observé translocacion ni en el

grupo control ni en S10d (Figura 32).
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Figura 32: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de
ganglios mesentéricos de cada grupo. Unidades expresadas en logo ufc/g tejido = EEM.
n=12 ratas por grupo.

0 En bazo se objetivd una translocacion menor que en la anterior tanto en el grupo
S6h como en S5d, sin encontrarse tampoco translocacion en el grupo control ni
S10d. En el primero (S6h), se detectaron sobre todo anaerobios (12.512,08 +
9.981,62 ufc/g tejido) seguidos de Gram negativos (4.253,26 + 1.768,77 ufc/g
tejido); sin embargo no se identificaron Gram positivos. En el segundo (S5d), se
objetivaron en menor cantidad anaerobios (6.065,85 + 3.032,93 ufc/g tejido)
seguidos, en este caso, de Gram positivos (694,74 + 475,52 ufc/g tejido), sin que

se detectaran Gram negativos (Figura 33).
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Figura 33: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de bazo de
cada grupo de estudio. Unidades expresadas en log;, ufc/g tejido + EEM. n=12 ratas por

grupo.

O En el higado se observo la misma tendencia, con translocaciéon bacteriana
fundamentalmente en S6h seguido de S5d y sin que se identificasen bacterias en
los grupos control y S10d. En el primero (S6h) se detectdé la presencia de
anaerobios (12.424,04 + 6.905,17 ufc/g tejido) seguidos de bacterias aerobias
Gram positivas (1.384,63 = 582,56 ufc/g tejido). En el segundo (S5d) se objetivod
la misma observacién en menor proporcion con anaerobios (3.646,73 + 1396,69
ufc/g tejido) seguidos de las aerobias Gram positivas (579,29 + 167,28 ufc/g
tejido). En ambos casos no se detectd translocacion de Gram negativas (Figura

34).
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TRANSLOCACION BACTERIANA EN HIGADO
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Figura 34: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de higado
de cada grupo. Unidades expresadas en log;, ufc/g tejido + EEM. n=12 ratas por grupo.

La relacion de las especies bacterianas identificadas a partir de los cultivos de
muestras procedentes de ganglios mesentéricos, bazo e higado para los grupos de ratas
estresadas en los que existia translocacion (S6h y S5d), se resumen en las tablas 15y 16

que se describen a continuacion.
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GANGLIOS
Sé6h

MESENTERICOS

HiIGADO

PROPIONIBACTERIUM

ENTEROCOCCUS
FAECALIS 29.211,71

S. COAGULASA NEG 1384,63
BACILLUS sp 35.9712,2
ENTEROBACTER 37.593,98 | ENTEROBACTER 3963,41
ALCALIGENES 75.187,96 | ALCALIGENES 7926,82

ESCHERICHIA COLI 869,56

ACNES 21.153,85 | PEPTOESTEREPTOCOCCUS sp 4458,97 PEPTOESTREPTOCOCCUS sp 27.910,69
LACTOBACILLUS sp 61.097,26 | LACTOBACILLUS sp 11.464,97 | LACTOBACILLUS sp 7974,48
CLOSTRIDIUM BACTEROIDES FRAGILIS 2833,81 BACTEROIDES FRAGILIS 1386,96
ACETOBUTYLICUM 14.285,71

Tabla 15: Especies bacterianas detectadas en los cultivos de muestras de ganglios mesentéricos, bazo e
higado de animales sometidos a estrés de 6 horas expresadas en ufc por g de tejido.

GANGLIOS
MESENTERICOS

HiGADO

S. COAGULASA NEG 1650,93 S. COAGULASA NEG 1277,14 | S. COAGULASA NEG
ENTEROCOCCUS sp 112,35
BACTEROIDES
PROPIONIBACTERIUM PROPIONIBACTERIUM
UREOLYTICUS 9090,9 3466,204 1883,895
ACNES ACNES
7727,97
PEPTOESTEREPTOCOCCUS sp
LACTOBACILLUS sp 1940,03 1733,102 3091,19
LACTOBACILLUS LACTOBACILLUS

Tabla 16: Especies bacterianas detectadas en los cultivos de muestras de ganglios mesentéricos, bazo e
higado de animales sometidos a estrés de 5 dias expresadas en ufc por g de tejido.

11. RESPUESTA HUMORAL EN

ANIMALES SOMETIDOS A ESTRES.

MUCOSA DE COLON

DE

Los niveles de IgA secretada en la mucosa de colon de animales procedentes del

grupo control fue de 5.264 + 0.477 ng por mg de proteina. En el grupo S6h los niveles

fueron significativamente menores a los del grupo control (2.991 + 0.452 ng por mg de
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proteina). En el grupo S5d en cambio fueron de 4.345 + 0.625 ng por mg de proteina y
en S10d de 4.803 + 0.887 ng por mg de proteina, muy semejantes a los del grupo
control (Figura 35).

NIVELES DE IgA

ng IgA / mg de proteina

CONTROL S6h S&d S10d

Figura 35: Niveles de IgA expresadas en ng / mg de proteina £+ EEM de muestras de
colon para cada uno de los grupos. n=12 ratas por grupo. * p<0.05 vs control.

12. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA ViA PGJ,/PPAR-y
EN LOS CAMBIOS INDUCIDOS POR ESTRES.

El estudio de los pardmetros anteriormente resefiados en los grupos sometidos al

mismo protocolo pero previamente tratados con Maleato de Rosiglitazona (1 mg/kg)
y PGJ, (80 pg/kg) reveld una normalizacion de las alteraciones acontecidas por

efecto del estrés:
0 La pérdida de peso observada en el grupo de estrés de 5 dias no se detecta en

ambos grupos con pérdidas de -1.12% para el grupo tratado con Rosiglitazona y

-1,54% en el grupo al que se administré PGJ; respecto al inicio del protocolo.
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0 La determinacion de MPO en los grupos tratados pero no estresados con PGJ,
(0,00405 £+ 0,00014 mU/mg proteina) y Rosiglitazona (0,000597 + 0,00017) no
demostré diferencias significativas entre ellos ni respecto al grupo no tratado.

En S6h se observé una disminucién significativa de los niveles de actividad
MPO tanto en el grupo tratado con PGJ; (10, 597 £+ 1,83 mU/mg proteina) como
en el tratado con Rosiglitazona (12,083 + 4,15 mU/mg proteina) respecto a su
control (67,128 + 7,905 mU/mg proteina) -Figura 36-.

En S5d se aprecia el mismo fendmeno, con niveles en el grupo tratado con PGJ,
de 12,156 + 2,012 mU/mg proteina y de 13,959 + 3,957 mU/mg proteina en el
de Rosiglitazona en relaciéon a su correspondiente control (41,86 + 4,5 mU/mg
proteina) -Figura 36-.

Igualmente se produce en S10d una reduccion significativa tanto en los animales
a los que se administré PGJ, (10, 01 + 2,608 mU/mg proteina) como en los que
se hizo con Rosiglitazona (7,261 + 2,027 mU/mg proteina) respecto a su control

(17,797 £ 1,83 mU/mg proteina) -Figura 36-.
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Figura 36: Niveles de actividad MPO expresados en mU / mg de proteina + EEM de
muestras de colon para cada grupo. n=6 ratas por grupo de tratamiento. * p<0.05 vs
control respectivo.

145



0 La expresion de banda de iNOS determinada por western-blot mostr6 una clara
disminucioén de la induccion de mediadores de dafio nitrosativo tanto en los
animales tratados con PGJ, como con Rosiglitazona en los grupos S6h, S5d y
S10d, acercandose a niveles de expresion de banda segin el andlisis
densitométrico semejantes a los del grupo control (Figura 37).

Tampoco se observaron diferencias en los grupos no estresados y tratados con

PGJ, , Rosiglitazona (Figura 37).
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Figura 37: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para iNOS.
Muestras de colon para cada uno de los grupos. Datos expresados en unidades arbitrarias
(U.A.) £ EEM. n=6 ratas por grupo. * p<0.05 vs control respectivo.

0 La expresion de banda de COX-2 observada en el western-blot demostré un
aumento significativo de dicha proteina en todos los animales de ambos
grupos de tratamiento y todos los protocolos de estrés en relacion a su
respectivo control. respecto a su control. Asimismo se comprueba como tanto
la PGJ, como la Rosiglitazona inducen en todos los grupos un incremento de

expresion de COX-2 en los animales no inmovilizados (Figura 38).
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Figura 38: Western-Blot y analisis densitométrico de la banda positiva para COX-2.
Muestras de colon para cada grupo. Datos expresados en unidades arbitrarias (U.A.) +
EEM. n=6 ratas por grupo. * p<0.05 vs control respectivo.

La produccion de prostaglandina inflamatoria PGE, en los grupos no
estresados tratados PGJ, (115,98 + 22,65 pg/mg proteina) y con Rosiglitazona
(123,89 + 31, 45 pg/mg proteina) no fue distinta de la del grupo control no
inmovilizado (104,32 PGJ, + 18,45 pg/mg proteina).

En S6h se apreci6é una reduccion significativa de su sintesis respecto a su
grupo control (1131,75 = 10,667 pg/mg proteina), con niveles de 406,72 +
97,7 pg/mg proteina para el tratado con PGJ, y de 405,64 + 94,17 pg/mg
proteina para el que se administrd Rosiglitazona (Figura 39).

En S5d se observd igualmente una disminucion de los niveles de PGE,
respecto al control (523,93 £ 107,26 pg/mg proteina), tanto en el grupo tratado
con PGJ, (290,802 + 40,21 pg/mg proteina) como en el de Rosiglitazona
(292,23 + 21,14 pg/mg proteina) —Figura 39-.

En cambio, en S10d no se objetiva ninguna reduccién significativa en los
animales tratados tanto con PGJ, (356,99 + 21,14 pg/mg proteina) ni con
Rosiglitazona (356,12 £ 5 pg/mg proteina) respecto a su control (367,46 +
36,97 pg/mg proteina) —Figura 39-.
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En ningun caso se demostraron diferencias entre el grupo al que se administro

Rosiglitazona y el de PGJ; en cada uno de los grupos de estrés.
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Figura 39: Niveles de PGE, expresadas en pg / mg de proteina + EEM en muestras de
colon para cada grupo. n=6 ratas por grupo de tratamiento. * p<0.05 vs control
respectivo.

Los niveles de prostaglandina antiinflamatoria PGJ, en los grupos no
estresados tratados exogenamente con PGJ, fueron de 107,45 + 12,33 pg/mg
proteina 'y con Rosiglitazona de 109,67 + 17,58 pg/mg proteina,
significativamente mas altos a los del grupo control no inmovilizado (41,53 +
13,88 pg/mg proteina).

En S6h se observaron unos niveles mayores tanto en el grupo tratado
exdgenamente con PGJ, (185,64 + 14,4 pg/mg proteina) como en de
Rosiglitazona (223,42 + 26,3 pg/mg proteina) respecto a su control
(139,1 + 20,53 pg/mg proteina) —Figura 40-.

En S5d se objetivaron unos valores de PGJ, de 108,27 + 8,22 pg/mg proteina
en el grupo control, 128,48 + 6,35 pg/mg proteina en el tratado con PGJ, y
158,18 = 22,01 pg/mg proteina en el de Rosiglitazona (Figura 40).
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En S10d comprobamos igualmente un aumento significativo de los niveles de

¢sta en los animales a los que se les administré PGJ, exdgena (165,01 + 30,56

pg/mg proteina) y en los de Rosiglitazona (181,82 £ 5 pg/mg proteina),

respecto a su control (87,3 + 9,5 pg/mg proteina) —Figura 40-.

No se han observado diferencias significativas entre ambos grupos de

tratamientos para ninguno de protocolos de estrés estudiados.
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Figura 40: Niveles de PGJ, expresadas en pg / mg de proteina = EEM de muestras de
colon para cada grupo. n=6 ratas por grupo de tratamiento. * p<0.05 vs control

respectivo.

0 El estudio de permeabilidad paracelular a macromoléculas en S6h

demostré una disminucidn significativa tanto en el grupo al que se

administr6 PGJ, (0,031 + 0,00107 % permeado) como en el de

Rosiglitazona (0,033 = 0,0015 % permeado) respecto a su control no

tratado (0,4586 + 0,0178 % permeado). El mismo comportamiento se

observa en el grupo S5d con un porcentaje de permeado en el grupo al que

se administrd6 PGJ, de 0,038 + 0,0033 % y de 0,039 £+ 0,006 % en el de

Rosiglitazona, valores claramente menores que los de su respectivo

control (0.416 £+ 0.013 % permeado). En S10d se observa una reduccion
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significativa de los grupos tratados respecto a su control (0,1133 + 0.028
% permeado), con valores de 0,0316 + 0,0006 % en el grupo de PGJ, y de
0,0342 + 0,0009 % en el que se les administrd Rosiglitazona (Figura 41).

NIVELES Cr’'-EDTA

% Permeado

Figura 41: Determinacion de permeabilidad intestinal a Cr’'-EDTA. Expresado en
porcentaje de permeado = EEM de muestras de colon para grupo. n=6 ratas por grupo.
* p<0.05 vs respectivo control.

La translocacion bacteriana se estudid en los grupos de estrés S6h y
S5d, en los que como ya fue mencionado con anterioridad, se habia

observado dicho fendmeno.

Grupo S6h.
En el grupo S6h no se detectaron colonias de Gram positivos, Gram

negativos ni anaerobios en los ganglios mesentéricos tanto en el grupo
tratado con PGJ, como el de Rosiglitazona (Figura 42).

En bazo no se observaron Gram positivos ni negativos en ambos
grupos de tratamiento. En el grupo al que se administré6 PGJ, tampoco se

objetivaron anaerobios. Sin embargo en el tratado con Rosiglitazona si,
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con cifras de 1.041,66 + 203,8 ufc/g tejido, menores a las de su respectivo
grupo control (12.512,08 + 9.981,62 ufc/g tejido) -Figura 43-.

En higado se observd una tendencia similar, de tal manera que en el
grupo de animales tratados con PGJ; no se observaron Gram positivos ni
negativos. Se objetivd una clara disminucién en la cifra de anaerobios
(431,03 £ 124,57 ufc/g tejido) respecto a su control (12.424,04 + 6.905,17
ufc/g tejido). El grupo de animales a los que se administré6 Rosiglitazona
no mostr6 Gram negativos ni anaerobios, aunque si Gram positivos
(557,61 £ 151,76 ufc/g tejido), valores menores aunque no significativos
que su respectivo grupo control (1384,63 + 582,56 ufc/g tejido) —Figura
44-,

Las especies bacterianas identificadas a partir de los cultivos fueron
basicamente las mismas que en los controles, de tal forma que se
identificaron como Gram positivos enterococcus sp y estafilococo
coagulasa negativo y como anaerobios, bacteroides ureolyticus y

propionibacterium acnes.
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Figura 42: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de ganglios
mesentéricos de cada grupo. Unidades expresadas en logj, ufc/g tejido = EEM. n=6 ratas
por grupo. * p<0.05 vs control respectivo.
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TRANSLOCACION BACTERIANA EN BAZO EN
ESTRES 6 HORAS
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Figura 43: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de bazo de
cada grupo. Unidades expresadas en log;, ufc/g tejido £+ EEM. n=6 ratas por grupo.
* p<0.05 vs grupo control respectivo.

TRANSLOCACION BACTERIANA EN HIGADO EN
ESTRES 6 HORAS
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Figura 44: Determinacién de las colonias bacterianas observadas en muestras de higado
de cada grupo. Unidades expresadas en log;, ufc/g tejido £ EEM. n=6 ratas por grupo.
* p<0.05 vs grupo control respectivo.
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Grupo S5d.

En ganglios mesentéricos se comprobd una reduccion de la cifra de
Gram positivos tanto en el grupo de PGJ,, en que era inexistente, como en
el grupo de Rosiglitazona (748,209 + 609,84 ufc/g tejido) respecto al
control, aunque sin alcanzar la significacion estadistica (1.650,93 + 521,48
ufc/g tejido). No se detectaron Gram negativos en ningn grupo. En lo que
respecta a los anaerobios se observd un fendmeno parecido al de Gram
positivos, con ausencia de translocacion en el grupo de PGJ, y descenso
en el grupo de Rosiglitazona (1098,026 + 685,36 ufc/g tejido) respecto a
su control (4.323,65 £+ 2.069,26 ufc/g tejido) —Figura 45-.

En las muestras de bazo se observd una disminuciéon de la
translocacion para Gram positivos en el grupo tratado con PGJ, (185,872
+ 139,09 ufc/g tejido) y ausencia de translocaciéon el tratado con
Rosiglitazona. No se objetivaron Gram negativos en ningin grupo. Los
anaerobios no se detectaron en el grupo de PGJ, en cambio si se
observaron, aunque en numero menor, en el de Rosiglitazona (2136,75 +
1065,99 ufc/g tejido) —Figura 46-.

En los cultivos procedentes de higado se observéd una reduccion de la
translocacion bacteriana de Gram positivos tanto en el grupo tratado con
PGJ; (290,53 + 211,306 ufc/g tejido) como con Rosiglitazona (213,72 +
150,49 ufc/g tejido) respecto al control (579,29 + 97,78 ufc/g tejido). No
se observd tampoco ningun Gram negativo. Los anaerobios no se
observaron en las muestras procedentes del grupo tratado con PGlJ,,
mientras que el grupo de Rosiglitazona experimentd una reduccion
(818,048 + 406,405 ufc/g tejido) respecto a su control (3646,73 + 1396,64
ufc/g tejido) —Figura 47-.

Aunque la disminucién en estos casos no fue significativa si cabe
constar que se experimento una clara reduccion del nimero de animales en
el que ocurrieron dichos fendmenos (Ver figura 48).

Las especies bacterianas identificadas a partir de los cultivos fueron
basicamente las mismas que en los controles, de tal forma que se
identificaron como Gram positivos enterococcus sp y estafilococo
coagulasa negativo y como anaerobios, bacteroides ureolyticus,

bacteroides fragilis, y peptoestreptococcus 'y propionibacterium acnes.
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TRANSLOCACI’ON BACTERIANA EN GANGLIOS
MESENTERICOS EN ESTRES 5 DIAS
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Figura 45: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de ganglios
mesentéricos de cada grupo. Unidades expresadas en log)y ufc/g tejido £ EMM. n=6
ratas por grupo. * p<0.05 vs control respectivo.

TRANSLOCACION BACTERIANA EN BAZO EN
ESTRES 5 DIAS
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Figura 46: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de bazo de
cada uno de los grupos. Unidades expresadas en log;, ufc/g tejido + EEM. n=6 ratas por
grupo. * p<0.05 vs grupo control respectivo.
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TRANSLOCACION BACTERIANA EN HIGADO EN
ESTRES 5 DIAS
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Figura 47: Determinacion de las colonias bacterianas observadas en muestras de higado
de cada uno de los grupos. Unidades expresadas en logj, ufc/g tejido + EEM. n=6 ratas
por grupo. * p<0.05 vs control respectivo.

PORCENTAJE DE ANIMALES CON COLONIAS
BACTERIANAS EN ESTRES 5 DIAS
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Figura 48: Porcentaje de animales con colonias bacterianas en cada uno de sus 6rganos
segun el tipo bacteriano.
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O Los niveles de IgA en la mucosa de colon de animales no estresados
fueron muy semejantes entre el grupo no tratado (5,26 + 0.47 ng por mg
de proteina), el de PGJ, (6,48 + 0,65 ng por mg de proteina) y el de
Rosiglitazona (6,38 £+ 1,38 ng por mg de proteina).

El déficit de IgA observado en S6h (2,99 + 0,45 ng por mg de proteina) se
normalizé en el grupo de PGJ; (6,63 + 0,85 ng por mg de proteina) y en el
de Rosiglitazona (9,53 + 3,21 ng por mg de proteina) —Figura 49-.

En S5d se observo un aumento de IgA tanto en el tratado con PGJ; (5,85 +
1,78 ng por mg de proteina) como en el de Rosiglitazona (7,6 + 2,49 ng
por mg de proteina) respecto a su control (4,34 + 0,62 ng por mg de
proteina), aunque sin alcanzar la significacion estadistica —Figura 49-.

En S10d se aprecidé igualmente un incremento no significativo de su
sintesis tanto en el que se administré PGJ, (8,88 + 2,73 ng por mg de
proteina) como en el de Rosiglitazona (7,42 + 1,73 ng por mg de proteina)
respecto a su control (4,8 + 0,88 ng por mg de proteina) —Figura 49-.

No se han observado diferencias significativas entre ambos grupos de

tratamientos para ninguno de protocolos de estrés estudiados.

NIVELES DE IgA

ng IgA / mg proteina

Figura 53: Niveles de Ig A expresadas en ng / mg de proteina = EEM de muestras de
colon para cada uno de los grupos. n=6 ratas por grupo de tratamiento. * p<0.05 vs grupo
control respectivo.
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DISCUSION
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La enfermedad inflamatoria intestinal es una enfermedad es una patologia que a
pesar de no tener una incidencia elevada (0.6 a 8 casos por 100.000/afio para la CU y
0.4 a 5.5 casos por 100.000/afio para la EC) afecta seriamente a la calidad de vida de
estos pacientes (para rev. ver Pajares y Gisbert, 2001). En el caso concreto de la CU,
aunque sus causas principales continiian siendo una incdgnita, cada vez se conoce mas
su patogenia. Una de las teorias mds atractivas considera que existe un factor iniciador
(un factor medioambiental en un sujeto genéticamente predispuesto) que provoca una
pérdida de la tolerancia inmunoldgica a la flora intestinal saprofita, induciendo una
respuesta inflamatoria prolongada e inapropiada en la mucosa célica (Fiocchi ,1998;
Papadakis y Targan, 1999; Panés, 2001; Hugot et al, 2001; Farrell y Pepppercorn,
2002). En los ultimos afos esta patologia se ha convertido en eje central de numerosas
investigaciones que tratan de dilucidar su dificil entramado inmunopatogénico con el

objetivo de encontrar nuevas vias de abordaje en su manejo.

El motivo de esta Tesis fue el de estudiar el papel del estrés como factor
contribuyente al desencadenamiento de brotes de la enfermedad ya que desde las
primeras descripciones de la CU el estrés se ha implicado en la aparicion de
reagudizaciones (Sullivan, 1936); creencia aceptada tanto por parte de los
gastroenterologos como por los pacientes (Mitchell et al, 1987; Lewis, 1988; Robertson
et al, 1989). Los estudios en humanos que han relacionado este hecho con la aparicion
de brotes son contradictorios, encontrando datos a favor (Fava et al, 1976; Bach et al,
1990; Garret et al, 1991; Duffy et al, 1991; Levenstein et al, 1994; Greene et al, 1994;
Tocchi et al, 1997; Bitton et al, 2003) pero también otros en los que no se ha
demostrado tal asociacion (North et al 1991; Von Wietersheim et al, 1992). Ello quizés
se deba a la enorme dificultad para cuantificar el grado de estrés de forma objetiva, la
secuencia temporal de causalidad y el periodo de latencia entre el factor estresante y el
brote, el escaso tamafio muestral de los distintos estudios y la ausencia de estratificacion
en el disefo y andlisis que elimine posibles factores de confusion.

En modelos experimentales de estrés parece existir una mayor evidencia aunque
los mecanismos no han sido completamente dilucidados. Al inicio de la presente Tesis
doctoral se habia documentado como el estrés incrementaba la susceptibilidad del colon
de ratas al dafo oxidativo producido por la instilacion de TNBS en etanol al 50% o de
DSS, modelos que reproducen en animales la colitis ulcerosa humana (Qiu et al, 1999;

Milde y Murison, 2002; Colén et al, 2004). El objetivo fundamental de este trabajo era
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demostrar el papel que el estrés “per se” tiene sobre la fisiologia del colon a lo largo del
tiempo ya que cada vez mas estudios experimentales sugieren que varios tipos de estrés
fisico o psicoldgico pueden inducir una respuesta inflamatoria aguda y una disfuncion
de la barrera intestinal provocando translocacion bacteriana y el aumento de
permeabilidad a antigenos luminales, los cuales, se asocian a un mantenimiento del
estimulo sobre las células inmunes de la lamina propia y submucosa que cronifiquen el
proceso (para rev. ver Collins, 2001). En concreto se ha estudiado en el presente trabajo
si éste era capaz de inducir inflamacioén y activar mecanismos de control del mismo,
alterar la respuesta inmunitaria humoral y la barrera intestinal favoreciendo la

permeabilidad intestinal y la translocacion bacteriana.

1. EFECTO DEL ESTRES SOBRE LA PERDIDA DE PESO.

Se observa como el estrés por inmovilizacion 6 horas al dia durante 5 dias
provoca una caida del peso de los animales, hecho que comienza desde el primer dia.
De todas formas debe tenerse en cuenta que el peso observado tras una sola sesion de
estrés de 6 horas se debe fundamentalmente a la pérdida de liquido tipica de la primera
fase del estrés: vaciamiento vesical e intestinal y taquipnea inicial. Otro hecho que
comienza a llamar la atencidn es que se observa una recuperacion a cifras semejantes a
las basales al cabo de 10 dias, orientando hacia un posible fendmeno de aclimatacion al
estrés.

Este hecho no se acompafié de dafio macroscopico de la mucosa del colon en
ninguno de los grupos analizados, a diferencia de lo que ocurre en otros animales
capaces de desarrollar colitis espontdneamente como los titis de cabeza de algodon -
“cotton-top tamarin”- (Stout y Snyder, 1969; Wood et al, 2000) o como se producia en
estos mismos animales cuando concomitantemente se instilaba via rectal TNBS a dosis

subcolitica (Coldn et al, 2004).
2. DETERMINACION DE LA INFILTRACION LEUCOCITARIA.

El estudio de la actividad mieloperoxidasa, proteina mas abundante de los
neutrofilos, es una medida indirecta de la infiltracion leucocitaria. Se observa como el

estrés a las 6 horas ya es capaz de inducir infiltracién leucocitaria en la mucosa. Este

hecho se perpetiia con menor intensidad hacia una normalizacion progresiva a los 5 dias
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y 10 dias, lo que nos hace presuponer que existen diversos mecanismos locales
compensadores o de adaptacion que contribuyen a controlar este fendmeno. Esto
corrobora la observacion de otros autores e indica como incluso sin necesidad de la
administracion previa de TNBS (Collins et al, 1996), el estrés es capaz de favorecer la
adhesion y migracion leucocitaria, pero sin llegar a condicionar alteraciones resefiables

en la histologia del colon (Collins et al, 1996).

3.INDUCCION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS Y DE DANO
OXIDATIVO/NITROSATIVO POR ESTRES.

3a) Una sola sesion de 6 horas de estrés por inmovilizaciébn es capaz de
incrementar significativamente la actividad de la iNOS, hecho que se mantiene a los 5
dias. Esto demuestra que se trata de un fendmeno que se produce precozmente.
Asimismo se observa una disminucion tanto de su actividad como de su expresion a los
10 dias. Por tanto, también se demuestra un fenomeno de acostumbramiento a los 10
dias para los parametros inflamatorios dependientes de iINOS que provocaran la
produccion de oOxido nitrico y por tanto, favoreceran el dafio nitrosativo por
citotoxicidad endotelial y de las células epiteliales (Whittle et al, 1995). Este mismo
comportamiento presenta también su expresion determinada por western-blot, en el que
se produce un marcado aumento en S6h y una disminucidon progresiva con la
perpetuacion del estimulo estresante.

Por el contrario, la actividad de las isoformas constitutivas de NOS a través de la
determinacion de la actividad calcio dependiente no experimenta cambios significativos
en relacion con la exposicion a estrés.

El incremento de la iNOS y la disminuciéon de la nNOS en la mucosa
macroscopicamente normal no inflamada es un marcador pronostico potencial de la
enfermedad inflamatoria intestinal y predice la progresion de la afectacion mucosa en la
CU (Coloén et al, 2000, Menchén et al, 2004). La produccion de altas concentraciones de
NO provoca dafio celular e inflamacion mediante la inhibicion de multiples procesos
celulares como la sintesis de ADN vy la respiraciéon mitocondrial (Gross y Wolin, 1995)
por efecto directo o a través de la formacion de ONOO™ (Beckman et al, 1990). Por
tanto, el estrés puede influir negativamente a través de este mecanismo mediado por
INOS, en el desencadenamiento de brotes de enfermedad inflamatoria intestinal. De la

misma manera, el manejo de las situaciones estresantes antes y durante el desarrollo de
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la inflamacién en modelos de colitis ulcerosa podria ser util en el tratamiento de estos

pacientes.

3b) La isoforma inducible COX-2, se encuentra presente en niveles detectables
bajos en la mucosa normal de ratas control de forma constitutiva, coincidiendo lo que
ocurre en colon de modelos murinos (Mc Naughton et al, 2000) y en sistema nervioso
central, estbmago o riién (Hoffmann, 2000). Por otro lado destaca cémo el estrés
aumenta la actividad de la isoforma inducible de COX desde fases precoces. Asi se
incrementa notoriamente en el grupo de ratas estresadas Uinicamente durante 6 horas.
Esta induccion se perpettia a lo largo de 5 y 10 dias de repeticion del agente estresante.
Sin embargo, llama la atencidén que en el estrés de 10 dias alin contintan los niveles
significativamente altos respecto a los del grupo control, de lo que puede deducirse que
parece que esta via inflamatoria se perpetiia mas en el tiempo que la via mediada por
iNOS en donde observabamos normalizacion de los valores a los 10 dias. Este hallazgo
se confirma analizando los resultados de la determinacién de uno de sus productos, la
prostaglandina E,, proteina que aparece igualmente elevada en los pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal (Muller-Decker et al, 1999). De esta manera
podemos observar como sus niveles experimentan un ascenso paralelo en el grupo
estrés de 6 horas para disminuir progresivamente a los 5 y 10 dias de estrés pero
significativamente mayores que los del grupo control. Esta induce la secrecion de
epitelial de HCI contribuyendo a la diarrea (Weymer et al, 1985), hiperemia por su
efecto vasodilatador (Terragno, 2004) y un incremento de la proliferacion epitelial,
fendmeno caracteristico de la EIl (Uribe, 1992). Ademas se ha propuesto que la
liberacion de prostaglandinas, entre otros mediadores, tras la degranulacion de los
mastocitos de la ldmina propia inducida por estrés agudo, contribuyen a un incremento
de la permeabilidad intestinal (Santos et al, 2000).

La isoforma COX-1 en cambio, no experimenta grandes variaciones en los
distintos grupos respecto al control.

Estos acontecimientos son superponibles a lo que ocurre en pacientes con EII, en
los que se ha observado una induccion de la COX-2 y un aumento de PGE; en la

mucosa coldnica (Wang et al, 2005).
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14.PAPEL DE NF-xB COMO INDUCTOR DE MEDIADORES DE DANO
OXIDATIVO/NITROSATIVO PROVOCADA POR ESTRES.

Numerosos estudios han demostrado que la activacion de NFxB es un
requerimiento esencial en la expresion de iNOS y COX-2 (Xie et al, 1994; Mifflin et al,
2002). En relacion a este papel de NF-kB como inductor de la actividad de los enzimas
anteriormente citados, se comprueba cémo efectivamente el estrés provoca la
translocacion nuclear de dicho factor, comportandose de forma paralela a los cambios
observados en los mediadores de dafio oxidativo/nitrosativo, tal y como también ocurre
en la EII (Neurath et al, 1998). Asi demostramos por primera vez en un modelo en ratas
que el estrés provoca un incremento de la expresion de banda en extractos nucleares y
una marcada disminucién de la misma en extractos citosdlicos de células epiteliales de
colon en el grupo de estrés de 6 horas respecto al grupo control. Paralelamente a la
induccion de iNOS y COX-2 se produce un incremento de la expresion de banda en
extractos nucleares algo menor en estrés de 5 dias y menor en el de 10 dias (todavia en
rango significativo respecto al control), y de forma inversa la de extractos citosélicos.
Por consiguiente puede observarse como el estrés, a través de este mecanismo, es capaz
de inducir la sintesis de mediadores inflamatorios y como por tanto, podria favorecer el

desencadenamiento de brotes de CU.

15. ESTUDIO DE LA INDUCCION DE LA VIA ANTIINFLAMATORIA POR
ESTRES.

De forma paralela a la induccién de estos mediadores inflamatorios, se
comprueba como el estrés conlleva la activacion de una via antiinflamatoria que intenta
compensar a los primeros. La mayoria de los organismos superiores han desarrollado
complejos sistemas de homeostasis que permiten sobrevivir a las células frente a
eventos estresantes. Un posible mecanismo protector puede mediarse a través de los
receptores activadores de la produccién de peroxisomas. En concreto, una de sus
isoformas, el PPAR-y predominante a nivel intestinal, parece jugar un papel
fundamental en el control de la respuesta inflamatoria al reducir las citoquinas
proinflamatorias (Dubuquoy et al, 2002; Feinstein, 2003), la expresion de moléculas de

adhesion leucocitaria como VCAM e ICAM (Pasceri et al, 2001) o la expresion y
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actividad de iNOS (Colville-Nash et al, 1998). Todos estos efectos parecen estar
mediados por inhibicion de la via de sefializacion mediada por NF-xB por inhibicion de
la degradacion de IkB-a (Su et al, 1999) o la regulacion del paso de relA nucleo-
citoplasma (Kelly et al, 2004).

En nuestro caso demostramos un marcado aumento de la expresion de PPAR-y
en el grupo de animales estresados durante 6 horas respecto al control, exactamente
igual a como ocurre en la corteza cerebral de ratas sometidas a estrés (Garcia-Bueno et
al, 2005b). Asimismo, se observa una disminucidon progresiva de su expresion en el
estrés de 5 y 10 dias. Ello podria comportar un mecanismo compensatorio precoz a los
fenomenos proinflamatorios que el estrés favorece a través de su accion inhibitoria
sobre NF-«xB entre otros (Desreumaux et al, 2001). Los glucocorticoides parecen jugar
un papel fundamental en esta regulacién ya que inducen la expresion de PPAR-a y
PPAR-y en varios tipos celulares (Lemberger et al, 1994 y 1996; Wu et al, 1996; Inoue
et al, 1998). Este mecanismo protector parece ser defectuoso en los pacientes con CU

por razones aun no aclaradas (Katayama et al, 2003; Dubuquoy et al, 2003).

El mismo comportamiento presenta la PGJ, analogo natural de PPAR-y. De esta
forma se demuestra un marcado incremento de sus niveles en el grupo de estrés de 6
horas para disminuir progresivamente segin se mantiene en el tiempo. Este fenomeno
se ha observado también en cerebro pero los mecanismo no han sido completamente
dilucidados, sugiriéndose que se trate de un receptor activado por ligando (Garcia-
Bueno et al, 2005a). Teniendo en cuenta que ésta es producto de la activacion de COX-
1 y COX-2 como ya se ha demostrado en otros estudios previos (Yamagata et al, 1993;
Madrigal et al 2003), podemos suponer el doble rol de la COX-2, como inductor de
inflamacién y como activador de una via compensatoria antiinflamatoria a través de
PPAR-y (Forman et al, 1995), que poco a poco iria autorregulando la induccion tan
marcada observada en el estrés agudo. Este fenomeno dual de la COX-2 acontece en
dos fases: Una primera en la que predomina la sintesis de PGE, fundamental en la fase
inflamatoria y otra segunda en que se es sustituida la PGE, por 15-deoxi-PGJ, que
actuaria como mecanismo contrarregulador de la respuesta inflamatoria (Gilroy et al,
1999; Shibata et al, 2002). Si este mecanismo compensador fuese defectuoso en
pacientes con CU, este control no se produciria y ello podria favorecer el

desencadenamiento de brotes de enfermedad.
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16. ALTERACION DE PERMEABILIDAD INTESTINAL INDUCIDA POR
ESTRES.

Una posible conexion entre el estrés y el desarrollo de enfermedad puede ser la
alteracion de la barrera mucosa. Varios estudios han demostrado que el estrés agudo es
capaz de inducir la permeabilidad a macromoléculas y la secrecion de iones mediado
por el sistema colinérgico (Saunders et al, 1997), mastocitos (Santos et al, 2000;
Soderholm et al, 2002b), el eje HHA (Meddings y Swain, 2000) y linfocitos T CD4+
(Qiu et al, 1999; Ferrier et al, 2003). En nuestro modelo observamos como el estrés es
capaz alterar morfoldgica y funcionalmente la barrera intestinal. Induce un aumento de
la permeabilidad paracelular a macromoléculas al objetivarse un incremento evidente
del Cr’'-EDTA en sangre de animales estresados durante 6 horas y 5 dias para disminuir
en el grupo de 10 dias a niveles semejantes a los del control. Una posible explicacion a
este fenomeno la encontramos en el andlisis con microscopio electronico de las células
epiteliales del colon, donde observamos una mayor laxitud de las uniones intercelulares
en los grupos de estrés de 6 horas y 5 dias. El mecanismo por el cual ocurre este hecho
puede encontrase en parte en la excesiva produccion de NO secundaria a la induccion
de iINOS comprobada anteriormente, hecho descrito in vivo en la barrera epitelial
hepatobiliar de modelos murinos en los que se indujo una respuesta inflamatoria con
lipopolisacarido (Han et al, 2004) o in vitro en mucosa intestinal expuesta a
lipopolisacarido, Zymosan, agua oxigenada o a donantes de NO como la S-Nitroso-N-
acetilpenicilamina (Unno et al, 1997; Cuzzocrea et al, 2000; Banan et al, 2001; Xu et al,
2002). Este fenomeno parece producirse por una modificacion en el citoesqueleto
inducida por el NO y la subsiguiente disfuncion de las uniones intercelulares como
consecuencia de una disrupcion de la F-actina (Banan et al, 2001) y de una disminucion
de la polimerizacion de la tubulina (Banan et al, 2003) o de las proteinas de la “zonula
occludens” (ZO) ZO-1, Z0O-2 y ZO-3 asi como de la expresion de ocludina (Han et al,
2004). En este sentido, el incremento de la permeabilidad del colon observada tras
estrés agudo ha sido recientemente asociado con una regulacion a la baja de ZO-2 y
ARN mensajero de ocludina (Demaude et al, 2006). Asimismo contribuyen otros
factores como el incremento de corticosterona (Meddings y Swain, 2000; S6derholm et
al, 2002c) y la hiperactivacion del sistema colinérgico como consecuencia del estrés

(Saunders et al, 1997).
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17. ESTUDIO DE TRANSLOCACION BACTERIANA INDUCIDA POR
ESTRES.

Paralelamente a los fendmenos de permeabilidad se observa induccion de la
translocacion de la flora bacteriana en los grupos estresados durante 6 horas y 5 dias.
Sin embargo este hecho no se comprueba en los animales estresados durante 10 dias.

En ganglios mesentéricos es donde mas unidades formadoras de colonias se
observan. Se objetivd como precozmente translocan todos los tipos bacterianos mientras
que en el estrés de 5 dias sélo lo hacen Gram positivos y anaerobios. En el bazo a las 6
horas se observan anaerobios y Gram negativos mientras que a los 5 dias desaparecen
Gram negativos para aparecer al igual que en los anteriores Gram positivos y
anaerobios. En el higado no se observa translocacion de Gram negativos en ningun
momento ni anaerobios.

En conjunto destaca si tenemos en cuenta las especies bacterianas, el enorme
predominio de los Gram positivos (estafilococos, enterococos, lactobacilos,
propionibacterias, clostridios y peptoesteptococos) sobre los Gram negativos en todos
los o6rganos estudiados, contrario a lo que suele ocurrir en humanos. Este hecho coincide
con lo descrito en otros modelos de estrés animal (Anderlik et al, 1990; Ando et al,
2000). Se ha propuesto como posible explicacion a este hecho que translocan aquellos
que se encuentren en una mayor proporcion en el intestino de estos animales. Asi Gram
positivos como Lactobacillus y Enterococcus entre otros (10"*/g ciego), mientras que
Gram negativos como E. Coli y Enterobacterias se encuentran en menor proporcion -
10%°/g ciego- (Ando et al, 2000). Los anacrobios estrictos como Bacteroides y
Clostridium, aunque constituyen el 99,9% de la microflora enddgena (10°"'%/g ciego) se
detectan mucho menos dada su extrema sensibilidad al oxigeno. En cambio, los
anaerobios facultativos como Lactobacillus y Enterococcus al poseer mayor tolerancia
al oxigeno se objetivan mas en las distintas muestras (Steffen et al, 1988).

El estrés es capaz de estimular los mastocitos a través de la sustancia P y el CRF
liberados en el “eje del estrés” produciendo un aumento de histamina. Recientemente se
ha demostrado que ésta junto con catecolaminas como la dopamina y noradrenalina,
aumentan la adherencia bacteriana y con ello, la translocacion (Mawdsley y Rampton,
2005).

La integridad de la mucosa es fundamental para prevenir este fendémeno de

translocacion bacteriana, de tal forma que la alteracion de las uniones intercelulares que
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demostramos puede ser también un factor fundamental para que ocurra este hecho. Asi
via linfatica llega a ganglios mesentéricos y via hematogena a bazo e higado. Este
fendmeno a su vez ha demostrado inducir el eje HHA y cambios en el sistema nervioso
central a través de la accion de diversas citoquinas como la IL-1, IL-6 y TNF-a,
aumentando los niveles de corticosterona y catecolaminas, lo que podria contribuir a la

potenciacion y perpetuacion de la respuesta inflamatoria (Dunn et al, 2003).

18. PAPEL DE LA RESPUESTA INMUNITARIA HUMORAL EN MUCOSA DE
COLON DE ANIMALES SOMETIDOS A ESTRES.

En el intestino se observa que el estrés es capaz de alterar el sistema inmunitario,
de forma que precozmente (S6h) es capaz de disminuir la sintesis de IgA. Esta
constituye la primera linea de defensa contra virus y bacterias y por supuesto media en
el equilibrio y mantenimiento de la pared intestinal frente a la flora intestinal. La IgA
secretada controla la estrecha asociacion entre las bacterias y el epitelio y reduce la
penetracion bacteriana en ¢él. Esta depleccion de IgA junto a un incremento de sus
niveles séricos, ha sido demostrada anteriormente en saliva y secrecion vaginal de ratas
a las que se les administré dexametasona (Wira et al, 1990; Guhat y Hau, 1996), sin
embargo esta es la primera descripcion de este fendémeno en colon. Parece que el
incremento de los niveles séricos de IgA mediado por éstos podria ser un mecanismo
mas eficaz de combatir la infeccion sistémica. En las secreciones luminales de la
superficie mucosa, la IgA estd constituida por un dimero en asociacion con dos
polipéptidos, la cadena J y el componente secretor. Asi, se ha observado que la IgA
polimérica activa la via alternativa del complemento de forma mas efectiva que la IgA
monomérica (Rits et al, 1988). Por tanto, el proceso por el que se produce este
fenomeno parece mediado a través del incremento de la produccion de glucocorticoides,
los cuales favorecen la redistribucion de la produccion de IgA por parte de células
plasmaticas desde el tejido linfoide asociado a mucosas hacia lugares mas “centrales”
como bazo y ganglios linfaticos. Estos datos apoyan una vez mds la estrecha relacion
entre el sistema inmune y el sistema nervioso central y el endocrino.

Dado que la disminucion observada en el estrés agudo de 6 horas y la progresiva
recuperacion en los subsiguientes grupos de 5 y 10 dias, es paralela al fendémeno de
translocacion bacteriana acontecido en la pared intestinal, parece que quizas este sea un

mecanismo que contribuya a que se produzca esta alteracion de la permeabilidad
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intestinal a la flora bacteriana luminal. De la misma manera, los efectos
inmunosupresores de los glucocorticoides sobre células del sistema inmune como
linfocitos 0 macrofagos colaboran sin duda a este fendmeno de translocacion (para rev.

ver Tuckermann et al, 2005).

19. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA ViA PGJ,/PPAR-y EN LOS
CAMBIOS INDUCIDOS POR ESTRES.

El colon es el 6rgano junto con el tejido adiposo con mayor concentracion de
PPAR-y del organismo (Fajas et al, 1997) lo que sugiere que tenga un rol fundamental
en la homeostasis colica. Numerosos estudios clinicos y experimentales han demostrado
el papel antiinflamatorio de PPAR-y en el tracto intestinal, de forma que el uso de
agonistas como tiazolindionas, 15d-PGJ; u otros miembros de las familia ciclopentona
de las PG, o acido linoleico conjugado, han demostrado un efecto protector en procesos
inflamatorios a este nivel (Su et al, 1999; Desreumaux et al, 2001; Saubermann et al,
2002; Takagi et al, 2002; Katayama et al, 2003; Bassaganya-Riera et al, 2004).
Asimismo se ha observado que ratones heterocigotos PPAR-y muestran un aumento de
la susceptibilidad a la colitis inducida por TNBS (Desreumaux et al, 2001).

Como se mencion6 anteriormente, la PGJ, es una prostaglandina que podria
jugar un papel fundamental como regulador de la respuesta inflamatoria y por ello nos
propusimos determinar si la administracion exogena de este ligando natural de PPAR-y
era capaz de disminuir los fenomenos que se habian observado como consecuencia del
estrés. Asimismo se han descrito multitud de ligandos sintéticos de PPAR-y, de los
cuales uno de los mas potentes es la Rosiglitazona (para rev. ver Storer et al, 2005). Por
ello utilizamos estos farmacos para determinar una posible implicacion terapéutica en

estos acontecimientos.

A la vista de nuestros resultados tiene un claro efecto preventivo de la induccion
de los mediadores inflamatorios de dafio nitrosativo (INOS) en el colon de ratas
sometidas a estrés por inmovilizacion. De tal forma que este fendémeno demostrado
previamente a otros niveles, como en el sistema nervioso central (Heneka et al, 1999;
Garcia-Bueno et al, 2005b, Pereira et al, 2005b) o a nivel coronario (Choi et al, 2004)
queda corroborado en colon. Este mismo efecto se observa con su analogo natural PGJ,

que reduce significativamente de la misma manera la expresion de iNOS en todos los
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grupos de estrés. Ademas de su efecto como PPAR-y agonista, se ha demostrado que
via PPAR-y independiente produce inhibicion de la via de activacidn transcripcional de
NF-kB (Petrova et al, 1999), probablemente a través de una inhibicion directa de IxB
quinasa (Rossi et al, 2000) y la subsiguiente resistencia de IkB-a a la degradacion
(Garcia-Bueno et al, 2005b). Otro mecanismo PPAR-y independiente por el que
disminuye la expresion de iNOS es a través de la inhibicion de la actividad catalitica de
TACE y por tanto, de la reduccion de los niveles de TNF-a (Garcia-Bueno et al,
2005b).

Esto es de especial interés ya que la activacion de esta isoforma de NOS
conlleva la produccion de enormes cantidades de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno que ocasionan dafo celular en multiples sistemas (Gross y Wolin 1995).
Existen trabajos previos que demuestran el efecto beneficioso de la administracion de
inhibidores selectivos y especificos de la iNOS en modelos experimentales de colitis
(Zingarelli et al, 1998). Por tanto cabe esperar este mismo efecto beneficioso con estos

farmacos a través de esta via.

La expresion de cicloxigenasa experimenta un aumento en todos los grupos
tratados con Rosiglitazona y PGJ,, Sin embargo la PGE; uno de sus productos, sufre una
clara reduccion de su sintesis en las primeras fases del estrés (estrés de 6 horas y 5 dias)
aunque no en el de 10 dias. Asimismo, la determinacion de niveles de PGJ, tras
administrar ambos farmacos demuestra el 16gico aumento en el grupo de tratado con
PGJ, exdgena en todos los grupos de estrés y un incremento en el grupo al que se
administré Rosiglitazona, hecho derivado de su accidén agonista sobre PPAR-y. En
conclusion, el resultado global seria una disminucion de las prostaglandinas de la via
inflamatoria y un aumento de las de la via antiinflamatoria. Los estudios previos acerca
de las acciones de los agonistas de PPAR-y sobre la expresion de COX-2 son variados,
de tal forma que algunos han demostrado una inhibicién de la misma en macréfagos o
cultivos de células epiteliales humanas (Inoue et al, 2000; Subbaramaiah et al, 2001),
otros que no han demostrado ninglin efecto sobre ésta en cerebro de rata o células de la
musculatura lisa vascular (Staels et al, 1998; Garcia-Bueno et al, 2005a) y la mayoria,
que como en nuestro caso, los aumenta en diversas extirpes celulares como monocitos
humanos, células epiteliales humanas, hepatocitos murinos inmortales o células

musculares lisas del arbol respiratorio humano (Ledwith et al, 1997; Meade et al, 1999;
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Pontsler et al, 2002; Pang et al, 2003). Probablemente esta variabilidad se deba, entre
otras, a que se trata de diferentes protocolos de dafio en distintos tipos celulares con
diversos métodos de cultivo. Esta induccion tiene la peculiaridad de ser en cierto modo
selectiva hacia la via antiinflamatoria, de tal forma que la activacion de PPAR-y por
estos agonistas, provocaria su uniéon a una regioéon promotora de COX-2 que aumentaria
su sintesis y por tanto, su expresion (Meade et al, 1999). Esto conduciria a un
incremento de produccion de PGJ,. En cambio segun un estudio reciente, parece que el
propio PPAR-y es capaz de inhibir la Prostaglandina E sintasa microsomal y por tanto,
ello se traduce en una disminuciéon de los niveles de PGE, en monocitos de sangre
periférica (Peng et al, 2005), condrocitos (Bianchi et al, 2005) y en células epiteliales
intestinales (Schroder et al, 2006). Esta inhibicion conlleva entre otros, una disminucion
del peristaltismo y de la secrecion intestinal favorecida por la accion de PGE,, cuya
produccion se favorecia por el estrés como quedo demostrado en los hallazgos
anteriormente expuestos. Este fenomeno puede explicar también en parte porque la
expresion de COX-2 en el grupo de estrés de 10 dias continuaba significativamente

elevada por cierto efecto de la induccion intrinseca PPAR-y.

La permeabilidad paracelular a macromoléculas consigue reducirse
significativamente en los grupos en los que se encontraba aumentada hasta valores
semejantes a los del grupo control. En este sentido, la activacion de PPAR-y por
butirato —producido en grandes cantidades por las bacterias comensales del colon- ha
demostrado reducir en otros modelos la permeabilidad colica probablemente a través de
la promocion de la diferenciacion de células epiteliales intestinales y el consecuente
reforzamiento de las uniones intercelulares entre las células epiteliales intestinales
(Kinoshita et al, 2002), ya que el nimero de uniones intercelulares es mayor en células
epiteliales diferenciadas de la punta de la vellosidad intestinal que en las de la cripta —
menos diferenciadas- (Madara et al, 1980) y que la expresion de ZO-1 aumenta en
células Caco-2 con el tiempo (Anderson et al, 1989). Paralelamente, en lo que respecta a
la translocacién bacteriana se puede apreciar en el estrés de 6 horas como se produce
una clara disminucioén de la translocacion en ambos grupos de tratamiento. El grupo de
animales estresados durante 5 dias experimentd una disminucion menor de la
translocacion en ambos grupos de tratamiento. Esto puede deberse a una menor
translocacion que hace que las diferencias sean menos apreciables. Sin embargo,

demostramos como hay una enorme variabilidad y existen muchos animales en los que
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no se demuestra translocacion, por lo que parece claro que existe una mejoria en este
grupo. Esto puede servir de base a estudios ulteriores especificamente disefiados para
analizar este fenomeno. Las causas de este control de la translocacion las tenemos en los
fendmenos observados anteriormente. Por un lado, la induccidon de iNOS incrementa la
produccion de radicales libres que provocaban una alteracion de las uniones
intercelulares (Han et al, 2004). Por otro, la produccion de PGE; como consecuencia de
la induccion de COX-2, el aumento de actividad mieloperoxidasa y otros factores
inflamatorios, contribuyen al deterioro de las mismas como quedo demostrado
anteriormente. Puesto que estos farmacos a través de PPAR-y son capaces de atenuar la
produccion de estas moléculas, es 16gico que se controle este fendmeno de translocacion
y disminuya la permeabilidad a macromoléculas como ha quedado demostrado en los
experimentos realizados en esta Tesis. Si estos receptores son capaces de modular la
union intercelular a través de un efecto sobre las proteinas que la regulan, estan atin por

demostrar, existiendo recientes indicios de ello a nivel renal (Efrati et al, 2005).

La determinacion de IgA en los grupos tratados permite concluir como la
estimulacion de PPAR-y puede tener también un efecto beneficioso especialmente en el
grupo de estrés de 6 horas. En éste se producia una inhibicion de su sintesis a través de
la redistribucion de su produccion por parte de células plasmaticas como consecuencia
de la accion de los corticoides liberados por el estrés, lo cual también contribuye a
controlar en cierto modo la translocacion bacteriana. No hay datos acerca de porqué son
capaces de incrementar los niveles de IgA pero este hecho permite conjeturar que los
PPARs puesto que son miembros de una superfamilia de receptores de hormonas
esteroideas, quizas su estimulacion module los efectos de los corticoides liberados por
el estrés sobre el sistema inmune, siendo una posible hipotesis para nuevos estudios en

el futuro.

En resumen, queda demostrado el potencial efecto beneficioso de estos agonistas
de PPAR-y a nivel de la mucosa de colon alterada por efecto del estrés. Como resultado
de la mejoria de todos estos parametros, ambos farmacos mejoran parametros clinicos,
al conseguir evitar la pérdida de peso que se producia a los 5 dias como consecuencia
del efecto de estrés. Esto apoya datos de estudios previos sobre este mismo hecho en
mucosa inflamada con DSS (Su et al, 1999; Sanchez-Hidalgo et al, 2005) y por tanto,

representando una potencial terapia novedosa en el tratamiento de la EIl humana. De
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hecho, un estudio piloto que evalu6 la eficacia de rosiglitazona en pacientes con CU ha
mostrado resultados prometedores que pueden servir de base para futuros estudios
randomizados y controlados (Lewis et al, 2001). A otros niveles como en cerebro se ha
observado una mayor potencia antiinflamatoria de PGJ, que de Rosiglitazona,
atribuyéndose a la actuacion de la primera no sélo a través de PPAR-y sino a través de
una reduccion de la actividad iNOS, una inhibicion de la produccion de PGE; y de la
liberacion de TNF-a 0 una prevencion de la degradacion de IkB y por tanto inhibiendo
a NF-kB (Garcia-Bueno et al, 2005a; Pereira et al, 2005b). En cambio, en nuestro caso
hemos demostrado como la Rosiglitazona presenta una potencia muy similar a la PGJ;,
Probablemente eso pueda ser debido por un lado a que en una induccién “leve” como se
produce en el estrés aislado, ambos sean suficientes para controlar la respuesta
inflamatoria, y por otro, a que estos fArmacos lleguen perfectamente a las células diana,
al tratarse de un 6rgano muy vascularizado y sin ninguna barrera como ocurre en

encéfalo con la barrera hemato-encefalica.

En conclusion, en esta Tesis queda demostrado el efecto perjudicial del estrés
sobre la mucosa del colon, siendo inductor de parametros inflamatorios, favoreciendo la
permeabilidad intestinal, produciendo translocacion bacteriana y alterando la funcion
del sistema inmune. La perpetuacion del estimulo estresante genera un fendmeno de
acostumbramiento que tiende a estabilizar estos pardmetros. No estdn claramente
determinados si estos mecanismos de compensacion en relacién con el estrés pueden
estar alterados en pacientes con EII, lo que puede servir de base para nuevos estudios.
Uno de los estudiados en este trabajo, la induccion compensadora de la via PGJ,/
PPAR-y puede modularse farmacologicamente, siendo en este modelo capaz de mejorar
estas alteraciones y convirtiéndolo en un enfoque terapéutico prometedor. Aun estan por
dilucidar completamente los mecanismos moleculares a través de los cuales modulan la
mejoria en el sistema inmune humoral, la permeabilidad intestinal y las uniones
intercelulares y como resultado de todo ello, la translocacion bacteriana; lo que supone

un punto de partida para trabajos futuros.

171



CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones de esta Tesis Doctoral son:

1. La exposicion a estrés por inmovilizaciéon no conlleva dafio macroscopico de la
mucosa del colon, aunque si se produce una pérdida de peso de los animales

sometidos a estrés.

2. La exposicion a estrés por inmovilizacion favorece la infiltracion leucocitaria en la

mucosa del colon determinada por un aumento de la actividad mieloperoxidasa.

3. La exposicion a estrés por inmovilizacion provoca la translocacion al ntcleo del
factor nuclear kB con la consiguiente induccion de una via inflamatoria mediada por

iINOS y COX-2 incrementando la produccion de NO y PGE, respectivamente.

4. La exposicion a estrés por inmovilizacion, a través de estos factores, favorece la
apertura de las uniones intercelulares epiteliales. Ello provoca un aumento de la

permeabilidad paracelular a macromoléculas y favorece la translocacion bacteriana.

5. La exposicion a estrés provoca una disminucion de la sintesis luminal de IgA lo que

contribuye al fendmeno anterior.

6. Todos los cambios anteriores se producen de forma especialmente significativa y
precoz en el estrés agudo con una tendencia a la normalizacion en el estrés

mantenido.

7. Simultdneamente como mecanismo compensador, se activa una via antiinflamatoria
de las deoxiPGs y sus receptores nucleares diana PPAR-y que pueden contribuir a la

normalizacidn de los parametros inflamatorios anteriores.

8. La estimulaciéon de esta via antiinflamatoria con un ligando endogeno y otro
sintético de PPAR-y (PGJ, y Rosiglitazona) atentia todos los cambios inducidos por
estrés, lo que la convierte en un nuevo enfoque terapéutico en las enfermedades

intestinales relacionadas con el estrés.
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