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2 PRESENTACION

La presente Tesis Doctoral esta estructurada siguiendo las directrices de la normativa
vigente para la presentacion de tesis doctorales como un compendio de publicaciones,

aprobada por el Departament de Medicina de la Universitat Autbnoma de Barcelona.

Los estudios que conforman esta Tesis Doctoral pertenecen a una misma linea de
investigacion, dirigida a caracterizar el papel del Sistema Endocannabinoide y de la
Haptoglobina en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Los resultados de estos
estudios han aportado informacién relevante y novedosa en este campo, y han sido
recogidos en dos articulos originales publicados en revistas de difusion internacional,
con un factor de impacto global de 14.929.
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7 INTRODUCCION

7.1 ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

7.1.1 Introduccion general

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) es una enfermedad cronica, compleja y de
presentacion clinica heterogénea, que incluye dos entidades fundamentales: la
enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU). Se trata de enfermedades
cronicas, de curso recurrente, que afectan al tracto gastrointestinal y para las que en

estos momentos no existe ningun tratamiento curativo.

En los ultimos afios se ha producido un incremento progresivo de su diagnéstico en
paises occidentales, con una incidencia de EC de 5.9/100.000 habitantes-afio y de CU
de 9.75/100.000 habitantes-afio®. Existe una mayor incidencia y prevalencia de la Ell
en las poblaciones del norte de Europa y América del Norte, mientras que la menor
prevalencia se sitla en Asia continental. EI ambiente y estilo de vida occidentalizado
esta vinculado a la aparicién de la Ell, que se asocia con el tabaquismo, las dietas
altas en grasas y azlcar, la utilizacion de farmacos, el estrés y el status
socioeconomico elevado. La Ell también se ha asociado con los antecedentes de
apendicectomia. El tabaquismo y la apendicectomia previa en pacientes con CU se
asocian con formas mas leves de la enfermedad, menor necesidad de
hospitalizaciones y mejor respuesta terapéutica, al contrario que en los pacientes con
EC.?

La Ell presenta un primer pico de incidencia entre los 15 y los 30 afos y otro posterior

entre los 50 y los 70 afios®.

Numerosos estudios han demostrado que existe agregacion familiar, con indices de
concordancia en gemelos monocigotos de 10% en CUy de 37% en EC*. En pacientes
con un familiar de primer grado con Ell, el riesgo de padecer CU es 8-15 veces
superior al de la poblacién general, y el de padecer EC 20-30 veces superior al de la

poblacién general®.

Se trata de enfermedades complejas y poligénicas, de etiologia multifactorial, cuya
fisiopatologia no es del todo conocida. En los ultimos afios, se han producido
importantes avances en la comprension de la patogénesis de la Ell. En primer lugar,
el descubrimiento de nuevos genes de susceptibilidad, que han permitido demostrar la
importancia de la funcion de barrera del epitelio intestinal, asi como las alteraciones en
los mecanismos tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa. En segundo

lugar, la identificacibn de factores ambientales que implican a las bacterias

-10 -
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comensales (0 sus productos), como los inductores de la desregulacién de la
respuesta inmunolégica. En tercer lugar, el estudio de modelos murinos de CU, en los
que la enfermedad se desarrolla sélo en presencia de bacterias®.

En resumen, existe una alteracion de la respuesta inmunolégica normal a las
bacterias comensales debido a factores ambientales en un individuo genéticamente
susceptible. Por lo tanto, la patogénesis de la Ell se debe a una combinacion de

factores genéticos, inmunoldgicos, bacterianos y ambientales’.

Las manifestaciones clinicas son, fundamentalmente, el dolor abdominal y la diarrea
con sangre (en el caso de la afectacion colonica), asociadas a un deterioro del estado
general (pérdida de peso, fiebre, anemia). A las manifestaciones clinicas propias de la
afectacién intestinal pueden afadirse las derivadas de las muy frecuentes
complicaciones extraintestinales. Practicamente casi todos los sistemas pueden estar
afectados, principalmente los ojos, piel, articulaciones, rifiones, higado y vias biliares y
sistema vascular. Las manifestaciones extraintestinales en la Ell se relacionan con

alteraciones inmunoldgicas y se clasifican en dos grandes grupos:

- manifestaciones asociadas a inflamacion intestinal activa, con las que
comparte un mecanismo patogénico comun  (artritis, Eritema Nodoso,

Pioderma Gangrenoso, Iritis Aftosa, estomatitis, uveitis)

- enfermedades autoinmunes independientes de la Ell (Espondilitis Anquilosante,
Cirrosis Biliar Primaria, Alopecia Areata, Tiroiditis Autoinmune), que reflejan
Unicamente una mayor susceptibilidad al desarrollo de mecanismos
autoinmunes. A excepcion de la Colangitis Esclerosante Primaria (CEP), no se
consideran como especificas de la Ell, si no como enfermedades autoinmunes

asociadas.?

La CU se caracteriza por una afectacion continua, de extension variable, de la
mucosa de colon y recto. El hallazgo histoldgico caracteristico es la presencia de
abscesos de cripta, ademas de alteraciones arquitecturales y deplecion de moco y

células “goblet”, frecuentes también en la EC®.

La EC se caracteriza por la afectacion de cualquier punto del tracto digestivo, aunque
la localizacion mas frecuente es la ileo-colénica. Se trata de una afectacién discontinua
y transmural, por lo que en ocasiones se presenta asociada a fistulas, estenosis y
abscesos. El hallazgo histolégico caracteristico es la presencia de granulomas no

caseificantes en la lamina propia®°.

-11 -
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No existe ningun hallazgo patognomonico de la enfermedad, por lo que el diagnéstico
de Ell se establece por la presencia de una combinacion de criterios clinicos,
endoscopicos, radiolégicos e histolégicos.

El tratamiento incluye un grupo heterogéneo de farmacos (derivados de 5-ASA,
corticoides topicos y sistémicos, tiopurinas, anti-TNFa) con propiedades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras, que en muchos casos controlan los sintomas
y resuelven la lesiébn aguda, pero no curan la enfermedad, ademas de presentar

efectos secundarios a corto y largo plazo™.

A pesar de la aparicion de nuevos tratamientos en los Ultimos afios, como los
farmacos anti-TNFa, todavia entre un 20-30% de los pacientes requieren tratamiento
quirdargico .

Por lo tanto, profundizar en los mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad vy
conocer los mecanismos moleculares implicados en la respuesta inflamatoria permitira
la identificacion de nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de farmacos mas

especificos.

7.1.2 Fisiopatologia de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

EC y CU son enfermedades complejas y poligénicas, que presentan alteraciones en
multiples genes, cada uno de ellos con una modesta contribucion a la fisiopatologia de
la enfermedad. Se acepta que la Ell es la consecuencia de una respuesta inflamatoria
inapropiada a bacterias comensales del tracto gastrointestinal en un individuo

genéticamente susceptible’.

El mantenimiento de la homeostasis intestinal es un equilibrio entre la compleja
interaccion de factores genéticos, inmunoldgicos, bacterianos y otros factores
ambientales, como el tabaco, con un papel protector en la CU y favorecedor en la EC

(probablemente en relacién con la alteracién en los mecanismos de autofagia)®?.

La permeabilidad de la barrera intestinal permite la entrada de microorganismos que,
en condiciones normales, son detectados por el sistema inmune innato que orquesta
una respuesta inmunoldgica apropiada, tolerogénica, inflamatoria y reparadora,
reclutando otros componentes, que incluyen también células del sistema inmunol6gico

adaptativo'®.

En la Ell se produce un desequilibrio en los mecanismos que mantienen la
homeostasis intestinal, en la compleja coordinacién de la actividad de las células

inmunoldgicas epiteliales y de los mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa.
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FACTORES GENETICOS

Los recientes progresos en la comprension de la fisiopatologia de la Ell nos ofrecen
informacién sobre como los factores genéticos interactan con las sefales
microbianas y el medio ambiente dentro de los tejidos, los puntos de control biol6gico
que intervienen, los cambios selectivos que se producen durante el curso de la

enfermedad y la diferente respuesta bioldgica segun el fenotipo de la enfermedad.

Coincidiendo con la aparicion de los estudios de asociacion “Genome wide” (GWAs),
se han identificado mas de 90 loci de riesgo relacionados con la Ell. Mas de un 30%
de ellos se asocian tanto a la CU como a la EC, lo que refuerza la idea de la existencia

de mecanismos fisiopatoldgicos comunes entre ambas enfermedades®*™*,

También se han observado un 50% de polimorfismos comunes entre EC, CU y otras
enfermedades de base inmunolégica (DM tipo 1 y 2, Artritis Reumatoide, Espondilitis
Anquilosante, Esclerosis Mdultiple, Psoriasis, enfermedad de Behcget, Asma, Vitiligo,
Lupus Eritematoso Sistémico), lo que subraya la presencia de vias patogénicas

comunes®®.

A estos hallazgos, habria que afiadir los resultados del estudio de variantes genéticas
raras (presentes en menos de un 1% de la poblacion), de la secuenciacion de exomas

y de la identificacion de microRNA.

Mediante todos estos estudios genéticos ha sido posible identificar nuevos
mecanismos patogénicos en la Ell, gracias a la descripcion de diversos polimorfismos
en genes implicados en puntos clave del mantenimiento de la homeostasis intestinal,
que incluyen genes relacionados con la funcién de la barrera epitelial, mecanismos de
reparacion epitelial, defensa microbiana, regulacién de la inmunidad innata y
adaptativa, autofagia, apoptosis, estrés del reticulo endoplasmatico y otras vias

metabdlicas relacionadas con la homeostasis celular .
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Figura 1. Vias fisiopatolégicas de la Ell, basado en los resultados de GWAS®
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De entre todos ellos, podemos destacar:

- CARD?9 (Caspase recruitment domain-containing protein 9): fue uno de los primeros
genes identificados en la Ell. Su funcion es la de integrar las sefiales procedentes de
los mecanismos de la inmunidad adaptativa en respuesta a bacterias, virus y hongos.
Dependiendo del tipo de estimulo, CARD9 activa diferentes mecanismos para modular
la liberacion de citoquinas. En la EIl CARD9 activa la via de NF-kB, aumentando la
produccion de linfocitos Th17 y la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias como IL13
e 1L23%",

- NOD 2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2): fue el primer gen
implicado en la Ell y es, hasta el momento, el gen asociado a la EC que confiere un
mayor riesgo relativo de padecer la enfermedad. El NOD2 es un sensor intracelular de
peptidoglicanos bacterianos, ya que reconoce secuencias de muramil-dipéptidos
presentes en la membrana celular de mdultiples bacterias. Se han identificado 3

polimorfismos en este gen, de los que al menos uno de ellos esta presente en el 30%
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de los pacientes europeos con EC''®. Los pacientes con alguno de estos
polimorfismos tienen mayores posibilidades de presentar afectacion ileal y un patron
estenosante, que implica mayor necesidad de tratamiento quirirgico'®. Las células
epiteliales, las células de Paneth y las células endoteliales expresan NO2. En
condiciones normales, la interaccién de la proteina NOD2 con los peptidoglicanos de
la pared bacteriana activa las vias NF-kB y MAP-quinasas que inducen la liberacion de
citoquinas proinflamatorias y péptidos antimicrobianos. En los pacientes portadores de
polimorfismos en el gen NOD2, la liberacion de citoquinas proinflamatorias y la
activacion de la via NF-kB estan disminuidas, lo que implica una alteracién de la

respuesta a los peptidoglicanos bacterianos®.

- ATGL16L1 e IGRM: ambos genes estan implicados en la regulacion de la autofagia,
mecanismo celular que permite la degradacion de componentes intracelulares,
incluyendo patbgenos, cuerpos apoptéticos y organelas. Su asociacién con la EC
supone una disminucion de los mecanismos de autofagia en estos pacientes. Ademas,
los pacientes que presentan el polimorfismo del gen ATGL16L1 tienen células de
Paneth anormales, lo que conlleva una alteracion en la secreciébn de péptidos
antimicrobianos y , por lo tanto, una respuesta defectuosa a la presencia de patégenos

intestinales 2+,

- IL-10: el polimorfismo en el gen de la citoquina antiinflamatoria IL-10 y su receptor se
han asociado con la CU, tanto en los recientes estudios GWAS como en estudios de
familias con EII***%, La IL-10 es expresada por células del sistema inmune innato
(macrofagos, mastocitos, células “natural killer’) y adaptativo (linfocitos Th1, Th2,
Thl17). Tiene efectos pleiotrGpicos sobre las células B y T y limita la liberacion de

citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-12%%%.

La respuesta celular esta
mediada por un receptor especifico, que activa la via de sefializacion intracelular
STATS3. Las primeras referencias sobre el papel de la IL-10 en la colitis experimental,
proceden del estudio de ratones KO para IL-10 en los que se ha observado el
desarrollo de colitis de forma espontanea®”*. Ademas la transferencia de linfocitos T

reguladores a ratones inmunodeficientes parece prevenir o incluso curar la colitis®.

La importancia de los defectos en este gen ha sido subrayada por la identificacion de
mutaciones recesivas que implican una pérdida de funcién en los componentes
IL1ORA e IL10RB del receptor de la IL-10, asocidndose a la aparicion de CU en la
infancia®®.Estas mutaciones causan una ausencia de IL-10R2, por lo que no se

produce la fosforilacion de STAT3 y se bloquea esta via de sefializacion intracelular®.
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- Region HLA: esta region situada en el cromosoma 6 y que contiene los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es el area de la que se disponen de
evidencias mas sélidas de su asociacion con la EII**%*. Comprende genes implicados

en la respuesta inmune a péptidos exdégenos y endégenos.

La asociacidon mas consistente hasta el momento es con el alelo HLA DRB1*0103, una
variante rara del HLA tipo 2. Se ha relacionado con colitis extensas, con mala
respuesta al tratamiento, mayor necesidad de colectomias y con la presencia de
manifestaciones extraintestinales®**3, También se ha asociado a pacientes con EC,

pero con afectacién Gnicamente col6nica®*.

- IL23R: la identificacion de polimorfismos en el gen del receptor de IL23, tanto en
pacientes con EC como en pacientes con CU, ha destacado el papel de la
desregulaciéon de los linfocitos Th1l7 en la fisiopatologia de la Ell. La IL23 es el eje
fundamental de la activacién de linfocitos Th17 efectores , y por lo tanto, clave en la
respuesta inmunoldgica adquirida, y en la subsecuente activacion de mecanismos de
sefializacion intracelular (JAK2-STAT3)%.

Pero todos estos hallazgos explican tnicamente el 23% en EC y el 16% en CU de la
heredabilidad en la Ell, lo que implica que no sélo los factores genéticos, sino los
factores epigenéticos y ambientales tienen un papel fundamental en el desarrollo de la
enfermedad.

MICROBIOTA INTESTINAL

El intestino esta poblado por una gran variedad de microorganismos que colonizan al
individuo poco después del nacimiento, cambia durante el primer afio de vida y, en
condiciones normales, permanece estable durante el resto de la vida. La microbiota
intestinal tiene un papel fundamental en el desarrollo y posterior modulacién de la

respuesta inmune y en la metabolizacion de nutrientes.

Multiples estudios genéticos, inmunolégicos y microbiol6gicos han destacado la
importancia de la composicion de la microbiota y la alteracion de sus interacciones con

el huésped en la patogénesis de la Ell.

Modelos murinos han demostrado que se requiere la presencia de bacterias
intestinales para que se produzca inflamacion®®. Ademas, cambios en el equilibrio
microbioldgico (por antibidticos o colitis infecciosa) pueden favorecer el desarrollo de

Ell o desencadenar brotes®’.

-16 -



Nuevos mecanismos protectores en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal: Sistema Endocannabinoide y Haptoglobina

Hasta el momento, no se ha identificado una bacteria causante de la enfermedad, pero
en pacientes con Ell se ha descrito una disminucion de la diversidad microbiologica
intestinal y un desequilibrio entre bacterias con propiedades antiinflamatorias y
proinflamatorias (disbiosis) Se ha observado una disminucion de la presencia de
especies de Firmicutes y Bacteroidetes, ambos grupos con propiedades anti-
inflamatorias. Por el contrario, existe una mayor presencia de Enterobacteriaceae,
fundamentalmente E. Coli, con propiedades proinflamatorias®. La disbiosis observada
en los pacientes con Ell, puede estar causada por la colonizacién por patbégenos
entéricos, por la desregulacion de los mecanismos de inmunidad innata y adaptativa o
por la combinacién de ambas®. Pero por el momento no esta claro si la disbiosis

favorecer el desarrollo de Ell o si es una consecuencia de misma.

Por lo tanto, y a pesar de que no se ha conseguido identificar un patégeno Unico
implicado en el desarrollo de la EC o de la CU, existen patdgenos asociados a la EC
pueden favorecer el desarrollo de la enfermedad en huéspedes genéticamente
susceptibles con defectos en los mecanismos de la inmunidad innata o adquirida y/o
en la barrera intestinal. Asi pues, ademas de estudios dirigidos a la identificacion de
factores de susceptibilidad del huésped, sera necesario identificar cambios en la
composicion de la microbiota intestinal y perfiles metabdlicos de los pacientes con Ell,
que aportaran mas informacion sobre la patogénesis de la Ell y permitirdn nuevas

aproximaciones terapéuticas.

BARRERA INTESTINAL

La barrera intestinal constituye la separacién fisica entre microbiota intestinal,
circulacion sanguinea y tejido linfoide secundario, y es necesaria para la regulacion de

la entrada de bacterias de la luz intestinal a la circulacion.

La barrera intestinal estd formada por células epiteliales y células especializadas:
células “goblet” productoras de moco y relacionadas con mecanismos de reparacion
epitelial, y células de Paneth, que secretan péptidos antimicrobianos, como las a-
defensinas, entre ellas, y con un papel central en la regulaciéon de la permeabilidad

intestinal estan las uniones intercelulares (espacios paracelulares) y “tight junctions”.

En la Ell existe una disfuncion epitelial en la que se producen defectos en el desarrollo
y proliferacién de las células especializadas de la barrera intestinal, y disminuyen los

mecanismos reparadores del epitelio en respuesta a la agresion. Se produce ademas

-17 -



Nuevos mecanismos protectores en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal: Sistema Endocannabinoide y Haptoglobina

una mala regulacion de las “tight junctions” y un aumento de los espacios

paracelulares®.

Todo esto se traduce en un aumento de la permeabilidad intestinal y una disminucién
de la primera linea de defensa contra microorganismos, lo que conlleva un incremento
de la entrada de bacterias que se ponen en contacto con las células presentadoras de
antigenos, desencadenando la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa®.

RESPUESTA INMUNOLOGICA INNATA Y ADAPTATIVA

En la Ell se produce una ruptura del equilibrio entre inmunotolerancia y defensa frente
a patégenos, que desencadena una respuesta inflamatoria descontrolada. Se produce
una infiltracién de la lamina propia por células de la inmunidad innata (neutréfilos,
macrofagos, células dendriticas y células “natural-killer’), ademas de células
inmunolégicas adaptativas (fundamentalmente linfocitos T), con elevacién de los
niveles locales de citoquinas proinflamatorias ( TNFa, IL 13, INFy, citoquinas de la via
IL23/Th17,...)".

Las células de la inmunidad innata tienen receptores que reconocen secuencias de la
pared bacteriana (“pattern recognize receptors”: receptores “toll-like”/ proteinas NOD
2), que proporcionan una respuesta inmunoldgica rapida mediante la liberacion de

citoquinas proinflamatorias*.

En condiciones normales, esta respuesta inmunolégica protege contra antigenos
presentes en la luz intestinal, pero también induce mecanismos de tolerancia que

mantienen la homeostasis inmune en el intestino.

Las células de la inmunidad innata, fundamentalmente las células dendriticas,
presentan antigenos a linfocitos T CD4 naive desencadenando la respuesta
inmunolégica adaptativa. Inducen la diferenciacion de los linfocitos T CD4 hacia
linfocitos T reguladores o efectores (“helper”) Th1, Th2, Th17, que migran hacia la
lamina propia, donde producen la liberacién de mas citoquinas y estimulan la aparicién

de linfocitos B de memoria’=°.

Factores como el fenotipo de las células presentadoras de antigenos, las citoquinas
presentes en el medio, factores microbianos o alteraciones metabdlicas modulan la
diferenciacion hacia células reguladoras, que secretan interleuquinas antiinflamatorias,

o hacia células T efectoras.

Estas células efectoras son esenciales para la defensa frente a patdégenos, pero en la

Ell un desequilibrio en la expansion de los linfocitos T efectores y la disminucion de las
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células T reguladoras pueden llevar al desarrollo de mecanismos de inflamacion

intestinal deletéreos para la mucosa.

Clasicamente, la respuesta inmunoldgica adaptativa se habia atribuido en EC a la
activacion de linfocitos Thl y en la CU a la activacion de linfocitos Th2. Pero en los
dltimos afios se han descrito nuevos mecanismos fisiopatolégicos que sugieren un
complejo solapamiento entre ambas enfermedades, a través de la activaciéon de
linfocitos Th17%°.

El resultado final es una respuesta inmunoldgica inapropiada, tanto innata como
adquirida, a la presencia de bacterias comensales y otros antigenos luminales. La
liberacion de citoquinas proinflamatorias a su vez estimula a los macréfagos, que a su
vez producen nuevas citoquinas, y se activa una cascada inflamatoria que ocasiona un

aumento de la permeabilidad epitelial y dafio tisular.

En resumen, en la Ell se produce una alteracion en diferentes puntos de la
homeostasis intestinal, consecuencia de una compleja interacciéon entre factores
genéticos y ambientales, implicados en la alteracién de la barrera intestinal, de los
mecanismos de inmunidad innata y adquirida y en la composicion y diversidad de la
microbiota intestinal. En individuos sanos, la lamina propia contiene una gran cantidad
de células del sistema inmune y citoquinas, que incluyen mediadores antiinflamatorios
(TGF-B, IL-10, fundamentalmente), que regulan y limitan la respuesta inflamatoria, y
mediadores proinflamatorios procedentes de células de la inmunidad innata y
adaptativa, que limitan la excesiva entrada de bacterias y nos defienden frente a los
patdgenos. En condiciones normales existe un equilibrio entre las células T

reguladoras y las células T efectoras (Thl, Th2, Th17).

En los pacientes con Ell, multiples factores contribuyen al incremento de la exposicién
a las bacterias de la luz intestinal, incluyendo la disrupcion de la barrera mucosa, la
desregulacion de las “tight junctions”, el aumento de la permeabilidad intestinal y el
aumento de la adherencia de las bacterias a las células epiteliales. Ademas, las
células implicadas en la respuesta inmune innata producen mayores cantidades de
citoquinas proinflamatorias, como TNFa, IL-18, IL12 e IL23 y factores quimiotacticos.
Existe una expansién de las poblaciones de linfocitos T efectores que a su vez inducen
una mayor liberacion de citoquinas proinflamatorias y factores quimiotacticos, que
tienen como consecuencia una respuesta inflamatoria no controlada que acaba por

lesionar la mucosa intestinal.

El sistema endocannabinoide (SE) es un sistema end6geno y ubicuo, por lo que sus

componentes también se expresan en el tracto gastrointestinal y han sido implicados

-19-



Nuevos mecanismos protectores en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal: Sistema Endocannabinoide y Haptoglobina

en numerosos procesos fisioldégicos gastrointestinales. Estudios previos en pacientes
con Ell y modelos experimentales de colitis en animales, han demostrado que el SE
favorece la disminucién de la motilidad e hipersensibilidad intestinal y los mecanismos
de reparacion epitelial. Tiene ademas un papel inmunomodulador, fundamentalmente
a través de la disminucion de la liberacién de citoquinas proinflamatorias por parte de
linfocitos T efectores y macréfagos.

Modelos experimentales murinos de colitis han observado un aumento de los niveles
de endocannabinoides como respuesta a la inflamacion. Ademas, la utilizacién de
farmacos que bloquean los inhibidores de los enzimas de degradacion de
endocannabinoides tiene como consecuencia una disminucién de la motilidad

intestinal y del dafio epitelial.

Por lo tanto, las modificaciones de la expresion de los diferentes componentes del SE
durante la inflamacion y su posible papel protector mediante la disminuciéon de la
motilidad intestinal, su participacion en los mecanismos de reparacion epitelial y la
disminucion de la liberacién de citoquinas proinflamatorias, hacen interesante el

estudio de su comportamiento en condiciones normales y en pacientes con Ell.

La Haptoglobina (Hp) es una proteina reactante de fase aguda que, ademas de
desempefiar un papel protector durante la hemodlisis, tiene un papel regulador
importante en los mecanismos de la inmunidad, tanto innata como adaptativa.
Estudios previos in vitro y en modelos animales han evidenciado su papel en la
disminucion de la liberacion de citoquinas proinflamatorias y factores quimiotacticos,
en la inhibiciébn de la adhesién y migracién de linfocitos, y en la modificacion del
balance Th1-Th2-Th17.

Ademdas, modelos experimentales animales de otras enfermedades de base
inmunolégica, como la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) y la Diabetes
Mellitus (DM), han demostrado que la ausencia del gen de la Hp presdispone al

desarrollo de formas mas graves de estas enfermedades.

Asi pues, existen evidencias sobre el papel inmunomodulador y protector de la Hp
tanto en procesos inflamatorios in vitro como en otras enfermedades de base
inmunoldgica, que comparten mecanismos fisiopatolégicos con la Ell. Todo ello, junto
con la presencia de resultados contradictorios en la Ell, hacen que sea interesante

profundizar en la caracterizacion del papel genético y funcional de la Hp en la ElI.
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7.2 Sistema Endocannabinoide

7.2.1 Introduccioén

La planta del cafiamo o Cannabis sativa contiene mas de 420 compuestos quimicos,
de los que 60 son hidrocarburos aromaticos exclusivos de esta especie vegetal y se
denominan cannabinoides. Entre ellos se encuentran: A-9-tetrahidrocannabinol (A9-
THC), principal responsable de las propiedades psicoactivas de la planta; el
cannabidiol (CBD), precursor del THC, que se encuentra en mayor proporcién en el
hachis, y no posee propiedades psicoactivas, pese a que se postula que potencia los
efectos del A9-THC; o el cannabinol (CBN), que se forma espontdneamente desde el
A9-THC. Ademas, se han identificado otros cannabinoides, entre ellos, A-8-
tetrahidrocannabinol (A8-THC), con similares propiedades que el A9-THC,
cannabigerol (CBG), cannabicromeno (CBC), cannabiciclol (CBL), cannabielsoina,
cannabinodiol (CBDL) o cannabitriol (CBTL)*.

Existen multiples referencias sobre su utilizacién en la medicina popular desde hace
mas de 4.000 afios, tanto por sus efectos psicoactivos como por su accién sobre la

estimulacion del apetito, inhibicién de la emesis y disminucién de la motilidad intestinal.

El SE es un sistema enddgeno que regula multiples funciones del organismo de los
vertebrados. Se han identificado dos receptores transmembrana especificos, CB1 vy
CB2, que pertenecen a la familia de los receptores acoplados a la proteina G, a través

de los que los cannabinoides ejercen su efecto®.

- Los receptores tipo | o0 CB1 se expresan fundamentalmente en el sistema nervioso
central y periférico, aunque también se ha identificado en otros tejidos como el
hepatico, cardiaco, adiposo y vascular. En el tracto gastrointestinal se localizan
principalmente en plexos mientérico y submucoso, lo que sugiere su implicaciéon en la

inhibicion del peristaltismo y en la contraccién gastrointestinal®®.

- Los receptores tipo Il 0 CB2 se localizan fundamentalmente en bazo, timo, érganos
linfaticos, y en diferentes células inmunes, por lo que se cree que este sistema puede
tener un papel inmunomodulador. Estos receptores se expresan sobre todo en los
linfocitos B, y moderadamente en monocitos y neutréfilos. Recientemente se han
aislado receptores CB2 en células de la microglia que representan el sistema

mononuclear fagocitico del sistema nervioso central®>*°,

Los endocannabinoides pueden interactuar ademas con otros tipos de receptores

como los receptores vanilloides, opioides y serotoninérgicos®.
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Pero el SE incluye, ademas, a los agonistas de estos receptores, que son ligandos
endodgenos denominados endocannabinoides. Son compuestos derivados del acido
araquidonico conjugado con etanolamida o glicerol: la etanolamida del acido
araquidénico o anandamida (AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG). La N-palmitoil-
etanolamina (PEA), se considera un subtipo particular de endocannabinoide, ya que se
produce e inactiva en las células y ejerce acciones biologicas relacionadas con la
inhibicién de la inflamacién, aunque no esta claro a través de qué tipo de receptor

cannabinoide actia*?.

A diferencia de los neurotransmisores clasicos, los endocannabinoides no se
almacenan en forma de vesiculas, si no que son sintetizados a demanda a partir de
precursores fosfolipidicos presentes en la membrana celular. Rapidamente son
inactivados, primero por un transportador de membrana y posteriormente hidrolizados
por enzimas intracelulares especificos: la amidohidrolasa de 4cidos grasos (FAAH) en

el caso de la AEA, y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) para el 2-AG*"*.

Tras el acoplamiento de los endocannabinoides a los receptores-proteina G de
membrana, las tres subunidades del receptor se disocian en dos grupos:

la subunidad By, que se acopla a otros efectores como canales de potasio y Ca2+.
Estas acciones modulan la liberacién de transmisores en la neurona presinaptica y

disminuyen la excitabilidad celular®.

la subunidad o, que se acopla a la adenil-ciclasa, que cataliza la conversion de ATP
en cAMP o a la Fosfolipasa C que hidroliza el fosfatidil inositol que se disocia en
diacilglicerol (DAG) e inositol fosfato (IP)%.

Todas estas modificaciones en los segundos mensajeros intracelulares (AMPc,
inositoles fosfato y calcio, ceramidas) activan nuevos enzimas y proteinas, iniciando
mecanismos de transduccion y amplificacion de la sefial (protein- quinasas activadas
por mitbgenos, quinasas PI3K/PDK/PKBa, Oxido nitrico sintetasa, y fosfolipasa D y
A2)*.

7.2.2 Endocannabinoides, tracto gastrointestinal e inflamacion.

El SE esta presente en el sistema nervioso entérico y tiene un importante papel en la
fisiologia del tracto gastrointestinal, aunque sus mecanismos de accién celular son
todavia poco conocidos. Esta implicado en la regulacion de la motilidad intestinal, el
retraso del vaciamiento gastrico, la inhibicion de la secrecidn géastrica y tiene ademas

un papel inmunomodulador.
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Los receptores CB1 se encuentran fundamentalmente en plexos mientérico y
submucoso, fundamentalmente en neuronas presinapticas, en relacibn con la
liberacion de determinados neurotransmisores, como la acetilcolina (Ach).
Recientemente se ha demostrado también su presencia en las células epiteliales y en
los microvilli®!. En el sistema nervioso entérico se expresan fundamentalmente en las
neuronas presinapticas, modulando la liberacion de otros neurotransmisores™.

Existen varios modelos experimentales animales que evidencian el aumento de

expresion de receptores CB1 en relacién con la induccién de colitis®3.

Ademas, aquellos ratones con un déficit genético de receptor CB1 o aquellos tratados

con un antagonista de CB1 (SR141716) desarrollaban colitis mas graves®.

Los receptores CB2 se expresan en células inmunes como macrofagos, células
dendriticas y células B, y modifican tanto la produccion como liberacion de

citoquinas™.

En la Ell intestinal los receptores CB2 estan pobremente expresados en el epitelio
intestinal normal, pero son muy evidentes en la membrana apical de los margenes
ulcerados. En la lamina propia se expresan en las células plasmaticas y en los
macréfagos activados. Esta expresion se ve incrementada en los casos de Ell

intestinal, sin estar claro su significado®".

La utilizacion de agonistas de receptores cannabinoides CB2 en determinadas lineas
celulares epiteliales de colon inhibe la formacion de TNF-a, que a su vez disminuye la

liberacion de IL-8, lo que refuerza la hipétesis del efecto antiinflamatorio de CB2.

Asi pues, aungue todavia no se ha determinado con claridad cual es el papel
fisiol6gico del SE en la homeostasis autoinmune, existen suficientes evidencias que
confirman un papel preeminente en la disminucion de la inflamacién a través de la

disminucién de la liberacién de citoquinas proinflamatorias®.

Segun sugiere el estudio de Mathison y col, los receptores CB2 también podrian estar
implicados en la regulacion de la motilidad intestinal. Tras la administracion
intraperitoneal de un lipopolisacarido (LPS), la utilizacién de un agonista selectivo CB2
(JWH-133) reducia el tiempo de transito intestinal, pero no era efectivo en el grupo
control”’. Por el contrario la utilizacion de un agonista selectivo CB1 (ACEA,
araquidonil-2-cloroetilamida) disminuia el tiempo de transito intestinal en el grupo
control, pero no en las ratas tratadas con LPS®. Todo ello apoya la hipétesis de una
activacion de los receptores CB2 como mecanismo para restablecer el transito

intestinal normal tras el estimulo inflamatorio.
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Los receptores cannabinoides y, particularmente, los receptores CB2 tienen un papel
relevante en la regulacion de la sensibilidad visceral en el tracto digestivo, con efecto
antinociceptivo y también en la disminucion de la hipersensibilidad intestinal. Sanson y
col. constataron una reduccion de la hipersensibilidad inducida por la distension del
colon y recto en ratones, tanto en condiciones basales y como en la colitis inducida
por TNBS, a los que administraron agonistas de receptores CB1 y CB2%,
Paralelamente, Hillsey y col. demostraron una inhibicion de la respuesta a la
bradiquinina en neuronas mesentéricas aferentes en ratones tratados con agonistas

CB2, y el bloqueo de esta inhibicién tras la administracién de antagonistas CB2%°.

Exiten pocos estudios centrados en determinar los niveles de endocannabinoides en el
tejido colénico de pacientes con CU. Darmani y col observaron un aumento
significativo de PEA en las biopsias de 8 pacientes con colitis ulcerosa con respecto a

IGO

tejido colbénico normal™. Posteriormente, se demostré que los niveles de anandamida

estaban elevados en la mucosa de los pacientes con CU. .

Existen numerosos modelos experimentales de Ell en animales que han demostrado
un aumento de los niveles de endocannabinoides, o bien de la expresién de sus
receptores, o bien ambos procesos de forma simultdnea. Ademas, agonistas sintéticos
de estos receptores o inhibidores de FAAH disminuyen la motilidad y el dafio epitelial

causados por la inflamacion®®.

En resumen, los endocannabinoides y sus receptores CB1 y CB2 estarian regulados al
alza en la inflamacion intestinal, es decir, existiria un aumento del tono
endocannabinoide como respuesta a la agresion inflamatoria. EI aumento de la
expresion de receptores CB1, localizados fundamentalmente en neuronas de los
plexos mientérico y submucoso y en células epiteliales, conferiria proteccién contra el
aumento de la motilidad (a través de la inhibicién de la liberacion de Ach en la placa
motora) y el dafio epitelial presentes en la inflamacion intestinal. EI aumento de
receptores CB2, expresados por las células inmunes, fundamentalmente macréfagos,
jugaria un importante papel en la inhibicion de la liberacion de TNF-a y de citoquinas
proinflamatorias y, por lo tanto, en la recuperaciéon de la homeostasis inmune tras el

estimulo inflamatorio®. (Figuras 2y 3).

Por lo tanto, el SE tiene capacidad para responder con rapidez a la agresion
inflamatoria, mediante la sintesis de novo de sus componentes, para contribuir al
restablecimiento de la homeostasis intestinal. Asi pues, el SE parece tener un papel
protector en la homeostasis en la Ell. Un mejor conocimiento de la distribucion,

mecanismos de accién y efectos del SE en el tracto gastrointestinal permitiria avanzar
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en la terapéutica de aquellas enfermedades que cursan con inflamacion, como es la
Ell *

Figura 2: Actividad del sistema endocannabinoide en respuesta a la agresion inflamatoria. El estimulo
inflamatorio induce la liberacion de endocannabinoides mediante la estimulacion de las enzimas de
sintesis NAPE-PLD y fosfatidil inositol fosfolipasa C especifica (PLC) y de la inhibicion de las enzimas
inactivadoras FAAH y MAGL. Su interaccion con receptores CB1, localizados fundamentalmente en los
plexos mientérico y submucoso y en las células epiteliales, disminuyen la motilidad y la secrecion
intestinales y la lesion epitelial. A través de los receptores CB2, expresados fundamentalmente por células

inmunitarias, disminuyen la produccion de citoquinas proinflamatorias.
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Figura 3: Posible papel de los endocannabinoides en la fisiopatologia de la Ell. Tras el estimulo
inflamatorio se activan linfocitos Th (Th2, Thly Th17) que, a su vez, ya sea directamente o a través de la
activacion de macrofagos, estimulan la produccion de TNF-a y citoquinas proinflamatorias. Los
macréfagos activados producen endocannabinoides que inhibirian la produccion tanto de TNF-a como de
IL-8 'y, a través de receptores CB2, de manera autocrina estimularian la liberaciébn de mas
endocannabinoides. Ademas, actian sobre receptores CB1 situados en la placa motora con lo que se
produce una disminucion de la liberacion de Ach y, por lo tanto, de la motilidad intestinal.

Estimulo inflamatorio

[
Activacion @ ®

de la respuesta @ﬁ—‘» IL—17—>
inmunitaria 23 |

motora @ ] Accion de los endocannabinoides
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7.3 HAPTOGLOBINA

7.3.1 Introduccion

La Hp es una a-glicoproteina, sintentizada fundamentalmente por los hepatocitos,
aunque tras un estimulo inflamatorio, puede ser sintetizada también por otros tejidos

como el pulmonar, cerebral, intestinal, cutaneo,...%®
Su sintesis es estimulada fundamentalmente por IL6, IL1y TNF®.

Es una proteina reactante de fase aguda, con capacidad para unirse a la Hemoglobina
con gran afinidad, para evitar la pérdida de hierro y la lesion renal durante la
hemadlisis, tanto intra como extravascular®. Se forman complejos Hp-Hb que se unen
al receptor CD163 presente en la membrana de macréfagos y monocitos y se
degradan intracelularmente®.

Tiene ademas propiedades inmunomoduladoras, con un papel relevante tanto en los

mecanismos de respuesta inmunoldgica innata como adquirida®”°e.

La Hp inhibe la respuesta quimiotactica de granulocitos y la fagocitosis; disminuye la
capacidad bactericida intracelular; se une a neutréfilos y bloquea la ciclooxigenasa,
lipooxigenasa y la formacion de especies oxigeno-reactivas; ybloquea la adhesion,

migracion y diferenciacion de monocitos®®.

Inhibe la proliferacién de linfocitos T CD4 y CD8 modificando el balance Th1/Th2 y ,
dependiendo de su concentracion, modifica la proliferacion de células B en respuesta

a endotoxinas bacterianas’®.

El gen de la Hp estéa situado en el brazo largo del cromosoma 16 (Crom 16g22) en el
que existe un polimorfismo con dos alelos: Hp1 y Hp2. Hp es el resultado de una

duplicacién intragénica de los exones 3y 4 del alelo Hp1. (Figura 4)"".

Existen 3 genotipos: genotipo Hp11, genotipo Hp 21, genotipo Hp 22, que codifican la
sintesis de tres femotipos de Hp: Hp 11, Hp 21, Hp 222"

Figura 4. Alelos Hp1 y Hp 2 del gen de la Hp. Hp2 es una duplicacion de los exones 3 y 4 del alelo Hp1.

E/

o HHE)

Hp

5 13 o 5]
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A pesar de que el gen de la Hp esté presente en todos los mamiferos, el polimorfismo
del gen de la Hp s6lo ha sido descrito en humanos®.
La Hp esta formada por dos tipos de cadenas polipeptidicas’":
- cadena B: comun para los 3 fenotipos
- cadena a: a1 o a2, que diferencia Hp11 de Hp 22.
Por lo tanto, los 3 fenotipos de Hp son (Figura 5)"*"2:
- Hp 11: dimeros formados por cadenas a1 y cadenas 3

- Hp 21: polimeros lineales formados por cadenas a1/ a2 y cadenas 3

- Hp 22: polimeros circulares formados por cadenas a2 y cadenas 3

Figura 5. Diferentes fenotipos de la Hp: Hp 11, Hp21, Hp 22",

La distribucion mundial de estos alelos y genotipos es variable. En paises de Europa
Occidental el alelo minor es Hpl, con una frecuencia de 0.4. La distribucion de los
genotipos es la siguiente: genotipo Hp 11 16%, genotipo Hp 21 48%, genotipo Hp 22
36%.
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Se han descrito algunas diferencias funcionales entre los productos proteicos de los
alelos Hpl y Hp2. Estudios in vitro han demostrado que los productos alélicos de Hpl
tienen mayor capacidad antioxidante y antiinflamatoria que los de Hp2. Ademas, el
genotipo Hp11 induce una mayor produccion de IL10 que el genotipo Hp 22°%97%7°,

Pero el papel funcional de este polimorfismo no esta todavia bien definido ni sus

mecanismos moleculares completamente aclarados.

7.3.2 Haptoglobina, respuesta inmunolégica y Enfermedad Inflamatoria

Intestinal

Dadas las propiedades inmunomoduladoras de Hp y las diferencias funcionales
descritas para este polimorfismo, el gen de la Hp ha sido estudiado como un gen
candidato en otras enfermedades de base inmune, como la Artritis Reumatoide, el
Lupus Eritematoso Sistémico, la CEP y la DM tipo 2. En todas ellas, se ha observado

una sobreexpresion del alelo 2 y del genotipo 227%7%,

Varios modelos experimentales de estas enfermedades han evidenciado un posible
efecto protector de la Hp. En un modelo animal de Esclerosis Mdltiple, la EAE, se ha
observado que los ratones deficientes para el gen de la Hp desarrollan una
encefalomielitis mucho méas severa que los que conservan el gen de la Hp®’. También
modelos murinos de DM han demostrado que la ausencia del gen de la Hp predispone
al desarrollo de formas mas severas de DM y de mas complicaciones macro y

microvasculares’®.

Respecto a la Ell, Unicamente han sido publicados dos estudios hasta la fecha, con
resultados contradictorios. En el estudio de Papp y col. se analiz6 el polimorfismo de la
Hp en 489 pacientes con EC y los resultados se compararon con los de 384 controles
sanos. Se observé que el alelo Hpl era mas frecuente en los pacientes con EC, que
genotipo Hp 21 estaba asociado al patron inflamatorio y el genotipo 22 a la asociacion
de Ell y CEP". El segundo estudio, realizado por Maza y col, determiné el genotipo de
382 pacientes con EC y lo comparé con el de 3243 controles sanos. Se evidencié una
menor presencia del genotipo 11 en los pacientes con EC y no fue posible establecer

ninguna relacién con las caracteristicas clinicas de la enfermedad®.
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8 OBJETIVOS

8.1 Obijetivo general

Profundizar en el conocimiento de nuevos mecanismos fisiopatoldgicos en la Ell que
han demostrado, en estudios in vitro y modelos experimentales en animales, que

pueden tener un potencial papel protector en el desarrollo de la CU y la EC.

8.2 Objetivos estudio 1: Sistema Endocannabinoide y Enfermedad

Inflamatoria Intestinal

e Describir la expresion y localizacion de todos los componentes del SE en tejido
colénico normal: receptores (CB1 y CB2), enzimas de sintesis (NAPE-PLD,
DAGL- a y DAGL B) y enzimas de degradacién (MAGL y FAAH).

e Estudiar las diferencias en la expresion de todos los componentes del SE en
tejido colénico de pacientes con CU en fase activa, previa al inicio del

tratamiento, y en fase quiescente.

8.3 Objetivos estudio 2: Haptoglobina y Enfermedad Inflamatoria

Intestinal

e Caracterizar el polimorfismo de la Hp en pacientes con EC, CU y CEP,
mediante la determinacion de la distribucion de los alelos Hpl y Hp2 y de los
genotipos Hp 11, Hp 21y Hp22.

e Determinar los niveles circulantes séricos de Hp en relacién con los diferentes

genotipos de la Hp.

e Estudiar el efecto de la Hp en dos modelos murinos de colitis experimental:

colitis inducida por DSS y OXA en ratones deficientes para el gen de la Hp.
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9 PUBLICACIONES ORIGINALES

e Marquez L, Suarez J, Iglesias M, Bermudez-Silva FJ, Rodriguez de Fonseca F,

Andreu M. Ulcerative colitis induces changes on the expression of the

endocannabinoid system in the human colonic tissue. PL0S One. 2009 Sep 4;
4(9):6893.

e L Marquez, C Shen, I. Cleynen, K. Machiels, C. Perrier, V. Ballet, S. Organe,
M. Ferrante, L. Henckaerts, P. Rutgeerts, JL. Ceuppens and S. Vermeire. Role
of Haptoglobin polymorphisms in susceptibility to IBD and in triggering murine
colitis. Gut 2011.Publicado on line en Sept 2011.
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Cannabinoids and Colitis

CB1 CB: MAGL DAGL DAGLS NAPE-PLD FAAH
MW 1 2 3 4 5 6 MW 7 8 9 10 11 12 13 14
220 KD m— 220 KD —
97 KD s 97 KD wemm ™
66 KD m— 66 KD s —
- -
45 kD s . 45 KD m—
| i
30 KD m— T
20 KD s
20 KD m—

Figure 1. Western blots of membrane extracts from human colonic tissue. They showed prominent immunoreactive bands of the expected
size for the ECS proteins. See text. Positions of molecular markers (MW) are indicated at the |eft.

doi:10.1371/journal.pone.0006893.9001

conditions of light and brightness/contrast. Quantification of
immunostaining was carried out by measuring densitometry of the
selected areas using the analysis software Image] 1,38x (Ras-
band,W.S., Image], National Institute of Health, Bethesda,
Maryland, USA).

Statistical analysis

Data were analyzed using SPSS 15.0 software (Statistical
Package for the Social Sciences Inc., Chicago, Hlinois, USA).
Results are expressed as mean=SEM. Differences between groups
were evaluated using U Mann Witney and Wilcoxon tests for non
parametric observations. A P value of P<0.05 was considered
statistically significant.

Results

Presence of the endocannabinoid system in the normal
human colonic tissue: Western blot analysis

Western blot analysis of membrane proteins from normal
human colon tissue revealed the presence of all ECS proteins
studied. They appeared as prominent bands of 53 kD for CBI,
(fig. 1, lane 1}, 50 kD for CB; (fig. 1, lane 3}, 35 kD for MAGL
(fig. 1, lane 5), 120 and 73 kD for DAGLa and DAGLp
respectively (fig. 1, lanes 7 and 9}, and 46 and 63 kD for NAPE-

PLD and FAAH respectively (fig. 1, lanes 11 and 13). In each case,
the immunoreactive bands were abolished after adsorption with

the immunizing peptides (fig. 1, lanes 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14).

Immunchistochemical distribution of the
endocannabinocid system in the normal human colonic
tissue

Results for the immunohistochemical distribution were summa-
rized in a rating scale (Table 3). Intense CB; immunoreactivity is
showed in the epithelial cells of the crypts (C}, being prominent in
the absorptive cells, mainly on the apical surface facing the lumen
(fig. 2D, E, arrows). We observe CB, immunoreactivity in some
plasma cells of the lamina propria (LP; fig. 2E, inset). A low/
moderate staining was detected in the muscularis mucosae (MM},
including the smooth muscle of the blood vessels, but intensely
staining characterized inner circular (CSM) and outer longitudinal
(LSM) smooth muscle layers (fig. 2D, F). Of note, the varicose aspect
of CB, immunoreactivity on the muscle cells that probably consist of
nerve terminals (fig. 2F, inset). We observed faintly immunostaining
in the parasympathetic nervous cells of both Meisnner’s and
myenteric plexi (MP}, except of some scattered fibers (fig. 2F). Some
CB,+ connective cells were also detected in the serosa layer.

CB2 immunoreactivity was detected in the colonic epithelium of
both absorptive and goblet cells (fig. 2H). Of note, a stronger CB,

Table 3. Immunoreactivity of endocannabinoid system in normal colonic tissue (n=22)".

Epithelium Glands

Lamina propria

Smooth muscle Myenteric plexus

CBy ++

CB; +4++ +
FAAH ++ ++
MAGL ++ +
NAPE-PLD st st
DAGLe -+ +
DAGLE Tz Sk

doi:10.1371/journal pone.0006893.1003

PLoS ONE | www.plosone.org

5

+ -+
-+
+

+++

-+ ++

S -+

"Gray-scale values measured in single epithelium, lamina propria, muscular layers and plexi are represented on an arbitrary rating scale of the immunoreactivity of each
structure. Symbols are as follows: very high (++++), high (+++), low (++), very low (+) and without immunoreactivity { ).

September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e6893
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Cannabinoids and Colitis

v

Figure 2. Immunohistochemistry for CB, and CB> receptors, FAAH and MAGL in human colonic tissue. Morphology of normal human
colon, stained with H&E (A-C). General views of transmural sections through the colon (A, D, G, J, M). High-magnification photomicrographs of the
colonic epithelium and lamina propria (B, E, H, K, N}, smooth muscle and myenteric plexus (C, F, |, L, O). Abbreviations: C, crypt; CSM, circular smooth
muscle; LP, lamina propria; LSM, longitudinal smooth muscle; M, mucosa; MM, muscularis mucosae, MP, myenteric plexus; SM, submucosa.
doi:10.1371/journal.pone.0006893.9002

“E). PLoS ONE | www.plosone.org 5 September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e6893
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immunoreactivity in the Paneth cells, at the bottom of the crypts,
than in the remaining colonic epithelium (fig. 2G inset). A number
of subepithelial CBot+ plasma cells and probably some macro-
phages were detected in the lamina propria (fig. 2H arrow, inset).
We also observed weak CBy immunoreactivity in the muscularis
mucosae and muscularis externa whereas intense staining was
located in the endothelial cells of the blood vessels (fig. 21 arrow,
inset). Numerous CBy+ ganglion cells and fibers were evident in
the myenteric plexus (fig. 2I} and the submucosal plexi.

FAAH immunostaining disposed in the epithelial cells, being
prominent in the apical one third and perinuclear portions of the
absorptive cells (fig. 2], K inset, asterisk). The brush border of the
microvilli was nearly absent of staining (fig. 2K inset, arrowheads).
We detected few scattered FAAH+ immune plasma cells in the
lamina propria. No staining was observed neither in the
muscularis mucosae, muscularis externa or serosa, whereas intense
staining was observed in some ganglion cells and fibers of the
myenteric plexus (fig. 2L).

MAGL immunoreactivity was located in the central portion of
the epithelial cells, thus, apical to the nucleus of the absorptive cells
and basal to the mucus droplets of the goblet cells (fig. 2M, N, inset
n"). A number of immunoreactive polymorphonuclear cells was
distinguished in the lamina propria (fig. 2N, inset n'). No staining

%

2
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Cannabinoids and Colitis

was detected in both muscularis mucosae and externa. The
myenteric plexus was characterized by a meshwork of MAGL+
fibers that disposed surrounding unstained parasympathetic
nervous cells (fig. 20).

Strong NAPE-PLD immunoreactivity in the apical surface of
the epithelial border of the crypts (fig. 3A} and numerous positive
plasma cells was observed (fig. 3B, inset). Intense NAPE-PLD
immunostaining characterized both layers of muscularis externa
(fig. 3C). Numerous immunoreactive fibers, but not cell bodies,
disposed in the myenteric plexus (fig. 3C).

We observed a similar DAGLa staining pattern in the colonic
tissue to that of CB; and NAPE-PLD proteins (fig. 3D). An intense
immunoreactivity characterized the apical surface of epithelial
border facing to lumen (arrows in fig. 3E, inset &’). We observed
some DAGLo+ plasma cells in the lamina propria (fig. 3E, inset
e"). Muscularis mucosae and externa showed an intense DAGLa
immunoreactivity (fig. 3F) in a similar granular aspect to that of
CB, immunoreactivity. Numerous DAGLo+ fibers disposed
surrounding unstained ganglion cells in the myenteric plexus
(fig. 3F, inset).

Intense DAGL expression was mainly located surrounding the
nucleus of the epithelial cells (fig. 3G, H, inset h"). A number of
scattered plasma cells also showed intense DAGLp staining

Figure 3. Imnmunohistochemistry for NAPE-PLD, DAGLo and DAGLp in human colonic tissue. General views of transmural sections
through the colon (A, D, G). High-magnification photomicrographs of the colonic epithelium and lamina propria (B, E, H), smooth muscle and

myenteric plexus (C, F, I).
doi:10.1371/journal.pone.0006893.g003

@ PLoS ONE | www.plosone.org

September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e6893
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Cannabinoids and Colitis

Control ' Acute ' _ Quiescence

Figure 4. Immunohistochemistry in human healthy {control}, acute UC and quiescent UC colonic tissue. Representative
microphotographs of CB, receptor (A-C), CB, receptor (D-F), DAGLx (G-I}, DAGLE {(J-L}, MAGL (M-0), NAPE-PLD (P-R}, FAAH (S-V) were shown.
doi:10.1371/journal.pone.0006893.9004

“E). PLoS ONE | www.plosone.org 8 September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e6893
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Figure 7. Quantification of epithelial ECS immunoreactivity depending on the UC severity score. Main changes were observed mainly in
mild and moderate acute UC. Histograms represent the mean*=SEM. U Mann Witney and Wilcoxon tests: *P<C0.05, #**P<<0.01 and *##P<C0.001 versus
control group; #P<<0.05 versus acute group. N=6, 13 and 5 for mild, moderate and severe groups respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0006893.g007

Regarding the cannabinoid receptors in treated UC, the acute
CBy increase in UC patients is reverted in the chronic state,
irrespective of the treatment. This fact suggests a putative role of
CBy receptor in mediating acute inflammatory response. In
addition, the treatments, mainly the 5-ASA+corticosteroids one,
lead to a chronic down-regulation of CB, receptor (not displayed
acutely), probably reflecting a diminished colonic functionality in
the chronic state of the disease, since CB, receptor have been

@ PLOS ONE | www.plosone.org

implicated in colonic motility and secretion.[27,39] Thus,
cannabinoid CB, receptor could be a biological marker of UC
progression. Interestingly, while the high MAGL expression is
maintained in quiescent patients, NAPE-PLD expression recov-
ered to control levels, suggesting a partial recovery of the ECS
dysregulation after treatments.

In summary, these data indicate that endocannabinoid signaling
pathway is altered in UC, acting probably through cannabinoid

September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e6893
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Figure 1, supplementary methods. Ethidium bromide stained 1% agarose gel of Hp genotypes 11, 21
and 22.

Figure 2, supplementary methods. Hp genotype distribution (%) in CD (n=1061), UC (n=755), PSC
(n=160) and controls (n=452).
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10 DISCUSION

Esta Tesis Doctoral ha pretendido profundizar en el estudio del SE y la Hp, que han
demostrado, en estudios in vitro y en modelos experimentales en animales, tener un

potencial papel antiinflamatorio en enfermedades de base inmunoldgica.

En la primera parte del proyecto se ha descrito la expresién de todos los componentes
del SE en tejido colénico normal y, posteriormente, se han estudiado los cambios que
se producen en la fase activa de la CU y sus variaciones en los mismos individuos en

la fase quiescente, tras recibir tratamiento médico.

En la segunda parte del proyecto se ha investigado el papel genético y funcional de la
Hp en la Ell, mediante el estudio de su polimorfismo en pacientes con Ell v,
posteriormente, mediante el desarrollo de dos modelos animales murinos de Ell con

ratones deficientes (KO) para el gen de la Hp.

En primer lugar, se ha realizado una descripcion de tallada de la distribucion de todos
los componentes del SE en tejido col6nico procedente de individuos sanos, mediante
técnicas de inmunohistoquimica.

Los resultados obtenidos sobre la distribucion de los receptores CB1 y CB2 son
equiparables a los estudios en humanos y animales publicados previamente® %,
Cabe destacar la descripcion, por primera vez, de la presencia de receptores CB1 en
las células “goblet’ y la identificacion de este receptor tanto en los cuerpos neuronales
y fibras nerviosas de los plexos mientérico y submucoso, no sélo en las terminales

presinapticas, como habia sido descrito hasta la fecha®®"%3,

Los receptores CB2 se han identificado en células epiteliales, fundamentalmente en el

I®., Como

borde absortivo, como habia sido descrito previamente por Wright y co
novedades destacan la localizacion estos receptores en las células de Paneth y en los

plexos mientérico y submucoso.

Se ha identificado la presencia de los enzimas de degradacion de endocannabinoides,
FAAH y MAGL, en tejido colonico normal. FAAH fundamentalmente en células
plasmaticas de la lamina propia y en células ganglionares del sistema nervioso
entérico, lo que podria estar relacionado con el hecho de que bloqueantes de FAAH
como URB597 reduzcan significativamente la inflamacién en el colon de ratones® e

inhibidores selectivos de FAAH como AA-5-HT inhiban la motilidad intestinal®®.
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MAGL se ha localizado en las células epiteliales y en PMN de la ldmina propia, hecho
que no se habia descrito con anterioridad. En contraste con lo publicado por Duncan y
col, no se observo inmunoreactividad de MAGL en musculo liso ni capas de la

mucosa, pero si en fibras de sistema nervioso entérico®,

El estudio incluye, ademas, el primer analisis, publicado hasta la fecha, de la
presencia de enzimas de sintesis del SE (DAGL-a, DAGL-B, NAPE-PLD) en tejido

colénico en humanos.

Todos ellos se distribuyeron de forma similar a los receptores CB1, ya que se
localizaban en células epiteliales, células plasméaticas de la lamina propia y plexos
mientéricos. Estos resultados sugieren la existencia de una sintesis activa de
endocannabinoides como AEA y 2-AG en tejido colbénico de individuos sanos, lo que
apoyaria la hipétesis de la existencia de un tono endocannabinoide en condiciones

normales, que se modificaria tras el estimulo inflamatorio.

Posteriormente, se han estudiado las diferencias en la distribucion y expresion de
todos estos componentes del SE en pacientes con CU, durante el brote agudo, sin
haber iniciado ningun tipo de tratamiento, y en fase quiescente, teniendo en cuenta el
tratamiento recibido.

En pacientes con CU en fase activa, se observo un aumento de receptores CB2, pero
no de CB1l, sobre todo en aquellos pacientes con colitis clinicamente leve o
moderada. Se evidencié también un descenso de la expresion de NAPE-PLD y no se
observaron cambios en el enzima de degradacion FAAH. Todo ello sugiere un
aumento de la degradaciéon de AEA, como se deduce del decremento del ratio NAPE-
PLD/FAAH.

Estos hallazgos son discrepantes con los publicados por D’Argenio y col.,, que
encontraron altos niveles de AEA en biopsias de colon de pacientes con CU no
tratados®’. Es posible que estas discrepancias se puedan explicar por el hecho de que
NAPE-PLD no es la unica fuente de AEA, si no que otros enzimas también son

capaces de sintetizarla.

Con respecto a 2-AG, se ha observado un aumento de la expresion de DAGL-a y
MAGL en la mucosa de pacientes con un brote agudo de CU, lo que sugiere un
aumento del recambio (“turn-over”) de 2-AG durante la inflamacién. Pero, al contrario
gue con la AEA, no se produjo una disminucion en los niveles de 2- AG, como sugiere

la ausencia de cambios en el ratio DAGL a-B/MAGL.

Es interesante destacar que los pacientes con caracteristicas clinicas de brote severo

no presentaban un aumento en la expresion de receptores CB2 ni un aumento del
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recambio de 2-AG (no se modifican los enzimas de sintesis ni de degradacion). Por lo
tanto, parece existir una disminucion del tono endocannabinoide como consecuencia
de la agresion inflamatoria, lo que sugiere que el desarrollo de farmacos que
potencien el “turn-over” de endocannabinoides podria ser Gtil en este subgrupo de

pacientes.

En cuanto a la expresion del SE en pacientes con CU en fase quiescente, tras haber
recibido tratamiento, se ha observado fundamentalmente una vuelta a la normalidad
de los niveles de receptores CB2, lo que sugiere un papel de estos receptores en la
mediacion de la respuesta inflamatoria. Ademas, los tratamientos, sobre todo la
combinacién de 5-ASA y esteroides, correspondiente al grupo mas numeroso de
pacientes, llevaban a un descenso de la expresidbn de receptores CB1, que
probablemente refleja una disminucién de la funcionalidad col6nica (secrecién y
motilidad) en fases crénicas de la enfermedad®®’. Por lo tanto CB1 podria ser un

marcador bioldgico de la progresién de la CU.

En cuanto al sistema 2-AG, la expresion de DAGL-a y MAGL se ha mantenido por
encima de la normalidad, independientemente del tratamiento recibido.

La expresion de NAPE-PLD se recuper6 hasta niveles normales y la de FAAH no se
modifica, lo que sugiere que tras recibir tratamiento se produce una recuperacion

parcial de la desregulacién de los niveles de AEA.

En resumen, la demostracion de la existencia de todos los componentes del SE en
tejido coldnico de individuos sanos, sugiere la presencia de un tono endocannabinoide
intestinal basal en condiciones normales. En los pacientes con CU el SR sufriria
modificaciones, tanto en la fase activa como en la fase quiescente. Probablemente,
mediante la expresion de receptores CB2, ejerceria un efecto contrarregulador dirigido
a reducir la colitis asociada a la inflamacion. Ademas, el resto de los cambios
observados en los otros componentes del sistema sugieren que el desarrollo de
farmacos que, o bien a través del bloqueo de los enzimas de degradacién, o bien del
estimulo de los enzimas de sintesis, aumenten el tono endocannabinoide, podrian

tener potenciales efectos antiinflamatorios en la Ell.

En el segundo estudio incluido en esta Tesis Doctoral, el primer objetivo ha sido
determinar si el polimorfismo de la Hp tiene alguna influencia sobre la susceptibilidad
para padecer Ell. Para ello se ha estudiado la distribucion de los alelos Hply Hp2 vy la

frecuencia de los genotipos Hpll, Hp21 y Hp22, en pacientes con EC, CU y CEP.

Se ha demostrado que Hp2 es un alelo de riesgo para la Ell, con una elevada

frecuencia en EC y CU, ambos comparados con individuos sanos.
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Ademas, Hp2 se transmitia con mayor frecuencia que Hpl a los descendientes
afectados en trios con Ell y trios con EC. En trios con CU, aunque Hp2 se transmitia
con mayor frecuencia a los descendientes, las diferencias no eran estadisticamente

significativas, probablemente debido al menor tamafo del grupo.

No se observo ninguna asociacion entre la distribucion alélica y las caracteristicas

fenotipicas de la enfermedad.

Hasta el momento, los resultados que habian sido publicados en relaciéon al

polimorfismo de la Hp y la Ell eran contradictorios.

Nuestros resultados estan en consonancia con los datos previamente publicados por
Maza y col.,, que demostraron que el genotipo Hpll era significativamente menos
frecuente en pacientes con EC®, resultados similares a los obtenidos en el estudio de
otras enfermedades de base inmunol6gica®*®®8. Nuestros resultados son, por lo tanto,
diferentes a los publicados por el grupo de Papp y col., que describian una mayor
frecuencia del genotipo 11 en la EC™. Hasta la fecha no se han publicado resultados

relativos a este polimorfismo en la CU.

Con respecto a la CEP, el alelo Hp2 y el genotipo 22 eran mas frecuentes en estos
pacientes, esta vez si en concordancia con lo publicado por Papp y col”. Pero tras
excluir del analisis a aquellos pacientes que presentaban a la vez Ell, las diferencias
entre los grupos no fueron significativas, por lo que creemos que las diferencias eran
debidas a la asociacion con Ell.

El locus del gen de la Hp, no ha resultado estadisticamente significativo en ninguno de

148990 5 meta-analisis de GWAs™ realizados en Ell. Una posible

los recientes GWAs
explicacion es el hecho de que este polimorfismo no es un SNP, si no una duplicacién
intragénica’, por lo que no habria estado cubierto por los SNPs seleccionados en la
region 6g22. Sin embargo, este locus si estd incluido en los resultados de dos

91,92

Genome wide linkage studies y en su meta-anélisis®.

Para tratar de dilucidar el significado funcional de la Hp se realizaron dos estudios.
En primer lugar, se determinaron los niveles séricos de Hp en individuos normales de
cada genotipo. Los niveles séricos de Hp fueron significativamente inferiores en
aguellos individuos con genotipo 22. Pero los diferentes subtipos de Hp tienen
diferentes estructuras y pesos moleculares dependiendo del genotipo, y estas
diferencias han podido influir en la determinacion de sus niveles séricos. Se han
propuesto diferentes factores de correccion®, aunque no esté claro cual de ellos debe
aplicarse, por lo que se podrian haber subestimado las diferencias reales entre los

genotipos.
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En segundo lugar, para tratar de evaluar en papel funcional de la Hp en la Ell, se
estudio la influencia de la Hp en el desarrollo y severidad de la colitis inflamatoria en

modelos experimentales animales.

Se estudiaron dos modelos de EIll en ratones: colitis inducida por DSS y colitis
inducida por OXA. En ambos modelos se demostré que la Hp tiene un papel protector
en el desarrollo de la colitis experimental, evidenciado por una mayor pérdida de peso
y mayores lesiones histoldgicas y macroscopicas en aquellos ratones KO para el gen
de la Hp. Ademas, estos ratones KO para el gen de la Hp presentaban mayores
niveles de mMRNA de citoquinas proinflamatorias: IL-17, INF-A, TNF e IL-6 en la colitis

inducida por DSS, e IL-13 en la colitis inducida por OXA.

Todos estos resultados, junto con los datos publicados previamente, sugieren un papel
protector e inmunomodulador de la Hp en la colitis inflamatoria experimental,
fundamentalmente mediante la inhibicion de la sintesis y liberacion de citoquinas

proinflamatorias®”®.

Dado el papel central de los linfocitos Thl7 y las citoquinas IL-23/IL-17 en la
fisiopatologia de la EII**, la disminucion de los niveles de IL-17 en ratones KO para
el gen de la Hp en la EAEY, y el desarrollo de formas menos severas de colitis
inducida por TNBS y DSS en ratones KO para IL-17°"%, se investig6 si el efecto®
protector de la Hp en la colitis podria estar mediado por la supresion de la IL-17.

En el modelo de colitis inducida por DSS, tras afiadir IL-23, se aumentd
significativamente la produccién de IL-17 por células mononucleares de ratones KO

para el gen de la Hp, pero no en los ratones WT.

En el modelo de colitis inducida por OXA, la producciéon de IL-17 fue 2-3 veces mas
baja, pero hay que tener en cuenta que se trata de un modelo en el que la respuesta

inflamatoria esta mediada predominantemente por Th2.

Valorando estos datos conjuntamente, parece que en los ratones KO para el gen de la
Hp se desarrollaria de forma preferente una respuesta inmunolégica mediada por
linfocitos Th17 y que Hp modularia la liberacién de IL-17 por estos linfocitos. Aunque
todos estos hallazgos no excluyen la posibilidad de que la Hp tenga también efectos

en otros puntos del proceso inflamatorio.

El polimorfismo estudiado sélo esta presente en humanos, por lo que es dificil enlazar
directamente los resultados en humanos y en ratones. La Hp presente en el suero de

ratones es muy similar a la Hpl1l humana. Su estructura es homéloga en un 90% al
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alelo Hp1 humano®. Por lo tanto los ratones WT para el gen de la Hp se comportarian

como los individuos con Hpl1 vy los ratones KO para el gen de la Hp como Hp22.

En conclusion, se ha demostrado que el polimorfismo del gen de la Hp esta implicado
en la susceptibilidad genética a padecer Ell. El alelo Hp2 seria, por lo tanto, un alelo
de riesgo en la EC y en la CU, al igual que habia sido descrito en otras enfermedades
de base inmunoldgica como la AR y la DM.

Serd necesario profundizar en el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos

subyacentes para aclarar como este polimorfismo afecta a la patogenia de la Ell.

Ademas, se ha demostrado que la Hp tiene un papel en la reducciéon de la severidad
de la inflamacion en dos modelos murinos de colitis experimental, o que sugiere que

podria ser una potencial diana terapéutica en pacientes con Ell.
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11 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios experimentales que componen

esta Tesis Doctoral, permiten extraer las siguientes conclusiones:

- Se ha descrito por primera vez la presencia, en condiciones normales, de

todos los componentes del SE (receptores, enzimas de sintesis, enzimas de

degradacion) en la mucosa col6nica:

Los receptores CB1 se localizan en las células “goblet”, y los receptores

CB2 en las células de Paneth y en los plexos neuroentéricos.

Los enzimas de degradacion se expresan en la mucosa colonica, FAAH
se localiza en las células plasmaticas de la lamina propia y MAGL se
localiza en PMN de la lamina propia.

Los enzimas de sintesis (NAPE-PLD, DAGL-a, DAGL-8) se expresan en

las células epiteliales y en ambos plexos mientéricos.

- Se ha demostrado por primera vez la existencia de un tono endocannabinoide

basal que se modifica en pacientes con CU, tanto en la fase activa de la

enfermedad, antes de recibir cualquier tipo de tratamiento médico, como en la

fase quiescente:

En pacientes con CU leve-moderada, en la fase activa, existe un
aumento de la expresion de receptores CB2, cuyos niveles se

recuperan en la fase quiescente.

En la fase activa, existe una disminucion de la expresion de NAPE-PLD
y un aumento de DAGL-a y MAGL.

En la fase quiescente, la elevacion de DAGL-a y MAGL se mantiene y

ademas se produce un aumento de la expresion de NAPE-PLD.

En resumen, los componentes del SE se modifican durante la inflamacion, tanto en la

fase activa como en la fase quiescente de la CU. Fundamentalmente se produce un

aumento de la expresion de los receptores CB2, que tendrian una funcion

antiinflamatoria. Por lo tanto, el desarrollo de farmacos que aumenten el tono

endocannabinoide durante la inflamacion, podria ser una nueva via de investigacion

en la terapéutica de la Ell.
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- En el polimorfismo del gen de la Hp, se ha evidenciado por primera vez que el
alelo Hp2 es un alelo de riesgo para el desarrollo de Ell. Estos resultados se
han confirmado en trios familiares de Ell, en los que el alelo Hp2 se transmite a
los descendientes con mayor frecuencia que el alelo Hp1.

- Con respecto al papel funcional de este polimorfismo, los valores séricos de Hp
son inferiores en aquellos pacientes con genotipo 22.

- Se han desarrollado dos modelos murinos de colitis experimental (DSS y OXA)
en los que se ha demostrado que la Hp tiene un papel protector en el desarrollo

de la colitis.

- Enratones KO para el gen de la Hp, los niveles de mRNA de IL-17, INF-y, TNF
e IL-6 en colitis inducida con DSS vy los niveles de mRNA de IL-13 en colitis

inducida con OXA se encuentran elevados.

- En la colitis inducida con DSS, en los ratones KO para el gen de la Hp, al

afiadir IL-23, aumenta significativamente la produccién de IL-17.

En resumen, el polimorfismo de la Hp estd implicado en la susceptibilidad genética a
padecer Ell, lo que subraya la existencia de mecanismos fisiopatol6gicos comunes con
otras enfermedades de base inmunoldgica. Ademés, Hp desempefia un papel en la
reduccion de la severidad de la inflamacion en la colitis experimental y modula la
produccion de IL-17, por lo que podria tener potenciales aplicaciones terapéuticas en
la Ell.
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