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Este trabajo esta especialmente dedicado a todas las personas que sufren una
enfermedad cronica intestinal.

Porque solo nosotros entendemos lo que esto supone realmente. La angustia que se
vive los primeros meses, en los que no entiendes qué le estd pasando a tu cuerpo,
hasta que tienes un diagnoéstico definitivo. La desesperacion que se sufre durante los
mil y un ensayos de prueba-error hasta que consiguen hallar la dosis adecuada de
medicacién para ti. El esfuerzo que supone tener que re-adaptar todo tu estilo de vida
y tus pautas de alimentacién. La intranquilidad que genera no saber cuando llegara el
siguiente brote... Por todo esto, y mucho mas, este trabajo es para vosotros, por la
lucha y la capacidad de superacién que demostrais dia tras dia.

Desde mi experiencia personal solo puedo recomendaros tres cosas: rodearos de
personas que 0s quieran, aprended a vivir con calma, y sobre todo, reiros mucho.
Porque aunque la enfermedad tiene muchos momentos oscuros, lo importante es
sobreponerse y no dejarse vencer por el desanimo. Ante esto, la risa es la mejor
terapia.

Y sobre todo recordad, puede que estemos “cronicamente” enfermos, pero también

somos “cronicamente” maravillosos.

“Tener una enfermedad crénica es dificil. Nunca sé cuando tendré un buen dia, y en
cualquier momento mis sintomas pueden aparecer. Eso hace que sea dificil para mi
planificar las cosas o incluso tener un calendario regular. Si cancelo planes contigo, no
lo tomes como algo personal. No soy una persona hurafia. Solo estoy enferma”.

Lema de la campafia “Crohn’s Disease Awareness”.
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1. LISTA DE ABREVIATURAS

- 5-ASA: 5-aminosalicilatos

- 6-MP: 6-Mercaptopurina

- 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina: ADHP

- AIC: Amplitud intercuartilica

- AM: Adrenomedulina

- AMPc: Adenosin monofosfatos ciclico

- AMR: Receptores de AM; del inglés Adrenomedullin receptors

- AP-2: Proteina activadora 2; del inglés Activation protein-2

- ATG: Proteina relacionada con la autofagia; del inglés Autophagy-related protein

- AZA: Azatioprina

- BSA: Seroalbimina bovina; del inglés Bovine serum albumin

- CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina; del inglés Calcitonin gene related
peptide

- CLR: Receptor similar al receptor de la calcitonina; del inglés Calcitonin receptor-like receptor
- cm: Centimetro

- CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad

- CU: Colitis ulcerosa

- DSS: Dextrano sulfato de sodio

- EC: Enfermedad de Crohn

- EDTA: Acido etilendiaminotetraacético; del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid

- ERK: Protein quinasas regualadas por sefiales extracelulares; del inglés Extracellular-signal-
regulated kinases

- FDA: Agencia de alimentos y medicamentos; del inglés Food and Drug Agency

- GALT: tejido linfoide asociado a tracto digestivo; del inglés gut associated lymphoid tissue
- GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

- H,0,: Peroxido de hidrégeno

- HETAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio; del inglés Hexadecyl trimethyl ammonium
bromide

- HIF: Factor inducido por hipoxia; del inglés Hypoxia-inducible factor

- HLA: Antigeno leucocitario humano; del inglés Human leukocyte antigen

- HREs: Elementos de respuesta a hipoxia; del inglés Hypoxia-Response Elements

- IBD: Enfermedad inflamatoria intestinal; del inglés Inflammatory Bowel Disease

- IC: Intervalo de confianza

- IFN-y: Interferon-y

- IL: Interleucina

- IRF: Factor de regulacién del interferon; del inglés Interferon regulatory factor

- LNH: Linfomas no-Hodgkin

- MAPK: Protein quinasas activadas por mitégenos; del inglés Mitogen-activated protein kinase
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- Me: Mediana

- mM: milimolar

- MPO: mieloperoxidasa

- MST: Estimulador de macré6fagos; del inglés Macrophage-stimulating protein

- n: Tamafo muestral

- NaCl: cloruro sédico

- NO: Oxido nitrico; del inglés Nitric oxide

- PAMP: Péptido aminoterminal de la proadrenomedulina

- pb: pares de bases

- PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; del inglés Polymerase chain reaction

- PI3K: Fosfoinositol-3-quinasa; del inglés Phosphatidylinositol 3-kinase

- PK: Protein quinasa; del inglés Protein kinase

- RAMP: Proteinas modificadoras de la actividad del receptor; del inglés Receptor activity-
modifying proteins

- tTA-M2: Transactivador reverso activado por tetraciclina; del inglés Reverse tetracycline-
controlled transactivator

- SEM: Erro estandar de la media; del inglés Standard error of the mean

- SDS: Dodecilsulfato sédico; del inglés Sodium dodecyl sulfate

- SNP: Polimorfismo de nucleotido simple; del inglés Single nucleotide polymorphism

- tetO: Elemento promotor de respuesta a tetraciclina; del inglés Tetracycline-controlled
transcriptional activation operator

- TNBS: Acido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico; del inglés 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid
- TNF: Factor de necrosis tumoral; del inglés Tumor necrosis factor

- WL: Microlitro

- ym: Micrémetro

- VSMC: Células musculares lisas vasculares; del inglés Vascular smooth muscle cells

- X: Media aritmética
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2. RESUMEN

Introduccién: La adrenomedulina (AM) es un péptido biolégicamente activo que
es capaz de mejorar el pronostico y progresion de las enfermedades inflamatorias
intestinales (IBD), tanto en modelos animales, como en estudios piloto en pacientes
con colitis ulcerosa severa. Recientemente se ha descubierto un polimorfismo en el
gen de la AM que conduce a niveles plasmaticos mas bajos de esta hormona en
individuos portadores, lo que podria tener como consecuencia una mayor
predisposicién a padecer IBD, asi como una mayor severidad clinica y/o una peor
respuesta al tratamiento de estas enfermedades. Para conseguir una demostracion
formal de los efectos que los niveles enddgenos de AM puedan tener en las IBD se
necesita un abordaje genético, en el que se delecione este gen de todo el organismo.

Objetivo: Pretendemos generar el primer modelo knock-out (KO) para AM
viable, que permita establecer si existe o no relacién entre la expresion de AM vy el
desarrollo y grado de patogénesis de las IBD. La hip6tesis de la que partimos es que
la ausencia de AM conducira a una mayor severidad de la enfermedad.

Material y métodos: Dado que la supresién sistémica del gen de la AM desde el
momento de la concepcién causa la muerte de los embriones, se ha generado un KO
inducible usando la tecnologia Cre/loxP combinada con el sistema de induccion
mediado por doxiciclina, tet-On. La colitis aguda se indujo a los ratones, machos y
hembras, mediante una instilacion rectal de TNBS en etanol al 50%; los ratones
controles recibieron el mismo volumen de NaCl en etanol al 50%. El procedimiento
duré 5 dias, durante los cuales se evalu6 el peso de los animales y el indice de
severidad de la enfermedad. Una vez finalizado el procedimiento se evalud la
respuesta inflamatoria en todos los ratones mediante el analisis del peso del colon y
del bazo, como marcadores macroscopicos de inflamacién; mediante el analisis
histomorfométrico de preparaciones histolégicas de colon; y mediante la actividad de
la enzima mieloperoxidasa (MPQO) como indicador de infiltracion leucocitaria.

Resultados: La induccién de la delecion en ratones adultos gener6 animales KO
viables, sin anomalias aparentes. La administracion de TNBS causa en los ratones
KO, especialmente las hembras, una colitis mucho méas grave en comparacién con los
ratones wild-type (WT) tratados con TNBS. La delecion del gen de la AM causoé
diarreas mas intensas, acompafiadas de hemorragias, anorexia y un aumento
significativo en el peso del colon. El andlisis histoldgico de los ratones KO tratados con
TNBS confirmé los datos del estudio macroscopico, mostrando zonas extensas de

infiltrados de linfocitos en la mucosa y submucosa que destruyen la arquitectura del



Resumen

tejido. La actividad de la MPO mostré una tendencia a aumentar en los ratones KO,
tanto tratados como control, lo que podria significar que ante la ausencia de AM existe
una mayor permeabilidad de los vasos sanguineos.

Conclusiones: Todos los resultados de este trabajo apoyan el papel protector
de la AM enddgena frente al desarrollo de la colitis aguda inducida en raton, siendo su
efecto especialmente beneficioso en las hembras.
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3. INTRODUCCION
3.1. ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES

El término de Enfermedades Inflamatorias Intestinales (IBD, del inglés
Inflammatory Bowel Disease) se usa para englobar a la colitis ulcerosa (CU) y a la
enfermedad de Crohn (EC), ya que, ambas son dos trastornos inflamatorios cronicos
del sistema digestivo con una comun patofisiologia de tipo inmune (1). Ambas cursan
con dolor abdominal, hébitos intestinales alterados e irregulares, y distension
abdominal.

En el caso concreto de la CU, la zona del tracto gastrointestinal mas afectada es
el colon, de una forma difusa, continua y superficial. La inflamacion puede extenderse
desde el ano hasta el colon proximal en distintos grados (2). Como el recto se
encuentra inevitablemente afectado, los sintomas mas comunes en estos pacientes
son el sangrado rectal, la sensacion de tenesmo rectal y la diarrea (2). Los sistemas
actuales de clasificacion de la enfermedad, como la clasificacion Montreal (Tabla 1)
(3), el indice Lichtiger (4) o el indice Mayo (5), se basan en la evaluacion de la
severidad de los sintomas y de la extensién y gravedad de la inflamacién colorrectal.
Ademas, cerca del 20% de los pacientes presentan patologias inflamatorias de tipo
inmune en otros érganos (6, 7). El higado se encuentra afectado en el 5% de los
pacientes (colangitis esclerosante primaria y enfermedad autoinmune hepatica), las
articulaciones en el 20% de los casos (artritis seronegativa, sacroileitis y espondilitis
anquilosante), los ojos en el 5% (escleritis, episcleritis y uveitis anterior) y la piel en el

5% de los pacientes (eritema nodoso y pioderma gangrenoso).
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Extension Anatomia Severidad Definicion
El: proctitis o L ) "
Limitada al recto S0: remision clinica Asintomatica.
ulcerosa

<4 deposiciones/dia (con o

. Limitada a una proporcién sin sangre), ausencia de
E2: colitis ulcerosa
) ) desde el colon distal hasta S1: leve sintomas sistémicos, y
en el lado izquierdo i . . )
el angulo esplénico marcadores inflamatorios
normales.

> 4 deposiciones/dia pero
S2: moderada signos minimos de
toxicidad sistémica.

> 6 deposiciones

" » . sanguinolentas/dia, pulso
E3: colitis ulcerosa Extension proxima al ) i
; _ 290latidos/minuto,
extensa angulo esplénico
temperatura 237.5°C,
S3: severa )
hemoglobina < 105g/L, y

velocidad de sedimentacién
globular 2 30mm en la

primera hora.

Tabla 1. Clasificacion Montreal de la colitis ulcerosa (3).

La EC es mas compleja, debido a que puede afectar a todo el tracto
gastrointestinal, desde el es6fago hasta el ano, y a que la inflamacién es transmural,
con Ulceras penetrantes que llegan a las capas profundas de las paredes
gastrointestinales (8). El 50% de los pacientes muestran afectacién en la zona terminal
del ileon y en el colon, aunque normalmente no llega a afectar al recto (solo el 25% de
los pacientes muestran complicaciones perianales) (8). Existen numerosos sistemas
de clasificacion de la enfermedad que suelen usarse mayoritariamente en ensayos
clinicos. Sin embargo, en la préactica clinica lo normal es emplear la que se considera
la prueba estandar o el patrén de oro, el indice de Actividad de la Enfermedad de
Crohn (Tabla 2) (8), que se basa en la evaluacion de la severidad de los sintomas
clinicos, la localizacion anatémica de la enfermedad, la extensién de las lesiones y el
fenotipo de la enfermedad (penetrante, estenosante o inflamatorio). Los sintomas mas
comunes son dolor abdominal agudo, diarrea, vomitos, fatiga y pérdida de peso.
Ademas, entre el 20 y el 40% de los pacientes padecen manifestaciones
extraintestinales, derivadas de la propia enfermedad o de efectos secundarios de los
tratamientos (6, 7). El 33% de los pacientes sufren artritis, el 10% padecen estomatitis
aftosa, entre el 5 y el 15% tienen manifestaciones patologicas cutéaneas (eritema
nodoso y psoriasis) y el 6% manifiestan algun tipo de patologia ocular (escleritis,

episcleritis y uveitis anterior).
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. e > Factor de
Variable Descripcion Puntuacion .
multiplicacion
Ndmero de -
o Suma de los ultimos 7
deposiciones ) 2
o dias
liquidas
O=nada
. A considerar los Ultimos 1=leve
Dolor abdominal i 5
7 dias 2=moderado
3=severo
O=bueno
1=ligeramente malo
Estado general En los dltimos 7 dias 2=malo 7
3=muy malo
4=terrible
Fiebre, artritis, uveitis,
o i estomatitis aftosa, artralgia,
Complicaciones Ndmero de ) )
) ) o eritrema nodoso, pioderma 20
extraintestinales complicaciones s
gangrenoso, fistulas,
abscesos...
o i Usados en los ultimos 7 0=no
Antidiarreicos 5 30
dias 1=yes
0=no
Masa abdominal 1=cuestionable 10
2=definida
. Niveles inferiores a los Hombres<47%
Hematocrito ) 6
esperados Mujeres<42%
1 (no contar si
el valor
Peso corporal 1 — (peso observado) x 100 .
obtenido es
<10)

Tabla 4. Indice de Actividad de la Enfermedad de Crohn (8).

La incidencia y prevalencia de las IBD se han visto dramaticamente
incrementadas en las Gltimas décadas en todas las regiones del mundo, demostrando
gue esta patologia se esta convirtiendo en una enfermedad global (9).

De acuerdo con los datos reportados por el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades, solo en el territorio de los Estados Unidos de América, habia
diagnosticados 1,4 millones de adultos con esta patologia en el 2012 (9) (Figura 1). En
Europa se estima que la prevalencia actual de las IBD es de 2,5 a 3 millones de
personas afectadas (7). Y Canada tiene una de las tasas mas altas de prevalencia de
IBD: a finales de 2012 habia diagnosticados 233 000 canadienses con IBD (129 000
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pacientes con EC y 104 000 pacientes con CU), de los cuales, 5900 eran nifios y
adolescentes menores de 18 afos (10).

Number of Adults and Children in the U.S. (per 1,000)
with Inflammatory Bowel Disease
S 3.5
s 3.2 out of 1,000
-~ Q
S & 30 =
(=2}
o QO
2 25
— 0 2.1 out of 1,000
£3
Sm 20
——
iz
) =
S5 g L /
[T
o £
se 1.0
a t
: -
0-0 T T T T T T 1
2-9years old 10-19 years 20-29 years 30-39 years 40-49 years 50-59 years 60-69 years
old old old old old old and older
—+—Crohn's Disease = —#—Uicerative Colitis ‘

Figura 1. Prevalencia de las IBD entre adultos y nifios en los Estados Unidos (por 1000 habitantes), de
acuerdo a los datos de 2012, segun el Coriell Institute for Medical Research (11).

Las revisiones sistematicas epidemiol6gicas actuales apuntan a que su
incidencia en Europa y Estados Unidos se sitia entre 0,6 y mas de 20 personas/afio
por 100 000 habitantes, mientras que en Asia y el Medio Este es de 0,1 a 6,3
personas/afio por 100 000 habitantes (9). En Europa, las tasas de prevalencia e
incidencia estdn aumentando con el paso de los afos, los paises nérdicos y Reino
Unido tienen las tasas mas altas, mientras que las mas bajas se dan en el Sur y el
Este (7). Sin embargo, datos recientes revelan que las zonas que histéricamente
tenian incidencias bajas de estas enfermedades estan sufriendo un continuo
incremento de casos de IBD (12). Y si revisamos los datos procedentes del
Departamento de Epidemiologia de Ontario, Canada, podemos comprobar que, de
nuevo, este pais tiene una de las tasas de incidencia de IBD més altas a nivel mundial,
con aproximadamente 10 200 casos nuevos al afio (10).

Los continuos cambios en los factores ambientales; incluyendo las infecciones
(como las causadas por bacterias como la Salmonella sp o el Helicobacter pylori), la

dieta, el estilo de vida (la elevada incidencia de estrés o el continuo aumento de los
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niveles de contaminantes ambientales), asi como el uso de ciertos medicamentos (el
mal uso de antibidticos o antiinflamatorios no esteroideos, o el uso de anticonceptivos
orales); han contribuido al aumento de la prevalencia mundial de la enfermedad (13).
La patofisiologia de las IBD se desconoce, pero se cree relacionada con causas
genéticas y medioambientales, que junto con alteraciones en la microbiota intestinal,

conducen a una desregulacion de la respuesta inmunitaria (2) (Figura 2).

Factores
genéticos

Desregulacion
del sistema
inmunitario

Factores 'Microbiota
ambientales intestinal

Figura 2. Factores implicados en la patogénesis de las Enfermedades Inflamatorias Intestinales.

La distinta incidencia de las IBD en funciébn de la raza y la prevalencia
aumentada entre miembros cercanos de la misma familia, sugieren que son
enfermedades con un fuerte componente genético (1). En los Gltimos afios, numerosos
estudios genéticos han permitido identificar distintas mutaciones que estan
relacionadas con el desarrollo de estas patologias (14). Mutaciones en los genes
implicados en la preservacion de la barrera epitelial intestinal estan asociadas con la
patogénesis de la CU y la EC (15). Se cree que la falta de mucina y la desregulacion
de las uniones ocluyentes entre los enterocitos contribuyen a la disrupcion de la
arquitectura epitelial, lo cual, permite que las bacterias comensales del intestino
accedan a las células dendriticas, induciendo una respuesta inmunitaria inapropiada
(15). También se han identificado varias mutaciones en genes codificantes de
proteinas implicadas en el reconocimiento y presentacion de antigenos bacterianos
(autofagia, complejo mayor de histocompatibilidad...), y en la coordinacién entre las

respuestas inmunitarias innatas y adaptativas (Tabla 3) (14). Esto indicaria que la

15



Introduccion

desregulacion de la respuesta inmunitaria en los pacientes con IBD podria estar, en
parte, causada por mutaciones genéticas.

Marcador

Genes candidatos Rol propuesto en la inflamacion

genético

Deteccion de los componentes bacterianos
IBD1 16q12 NOD2/CARD15 e
citosdlicos

CMH HLA-DQAL, HLA- ., . L
Deteccion de antigenos. Regulacion de la

IBD3 6p21.3 DRA, HLA-DRBS5, HLA- ) )
inflamacion
DRB1, TNF
IBD5 5031 IL3, IL4, IL5, IL13 Regulacion de la inflamacion
IBD10 2g37.1 ATG6L1 Autofagia
Regulacion de la expresion de mediadores pro-
IBD12 3p21 MST1, BSN, GNA12 _ _
inflamatorios
Regulacién de la expresion de mediadores pro-
IBD14 7932 IRF5 ) ,
inflamatorios
IBD17 1p31.1 IL23R Generacion y mantenimiento de células Th17
IBD19 5g33.1 IRGM Autofagia
Regulacion de la expresion de mediadores pro-
IBD23 1932 IL10

inflamatorios

Tabla 3. Principales loci cromosdmicos de susceptibilidad para las IBD (14). CMH: complejo mayor de
histocompatibilidad; TNF: factor de necrosis tumoral; HLA: antigeno leucocitario humano; IL: interleucina;
IRGM: familia GTPasa relacionada con inmunidad; IRF5: factor 5 de regulacion del Interferon; MST1:
estimulador de macréfagos 1; GNAI2: G proteina de unidn al nucleétido de guanina, con actividad alpha

inhibidora del polipéptido 2; ATG16L1: proteina relacionada con la autofagia 16-1.

Sin embargo, estos descubrimientos genéticos no explican todos los casos de
IBD, ni porqué su incidencia ha aumentado tanto en los ultimos 50 afios, sobre todo en
paises desarrollados (9). Estos datos sugieren la implicacibn de factores
medioambientales y epigenéticos en la patogenia de la enfermedad, de forma que
individuos genéticamente susceptibles se encontrarian con uno o0 varios
desencadenantes medioambientales, los cuales darian lugar a la respuesta inmunitaria
descompensada. Varios estudios sugieren que la exposicion a los contaminantes
ambientales generados por las industrias, como el diéxido de azufre (SO,) y el diéxido
de nitrégeno (NO;), aumenta el riesgo de padecer IBD (16, 17). También hay
descubrimientos que apuntan a que varios factores asociados a la vida urbana
incrementan el riesgo de desarrollar estas patologias (trabajos sedentarios,
contaminacion, estrés...) (13). Los cambios en los habitos alimenticios también tienen

repercusion sobre la iniciacion y el desarrollo de las IBD. Se sabe que las dietas ricas
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en carne, alimentos grasos y dulces aumentan el riesgo de padecer IBD (18). Ademas,
en un estudio realizado a pacientes con IBD con el fin de que autoevaluaran el papel
de la dieta en su enfermedad, se comprobd que una proporcion elevada (el 15.6% de
los encuestados) consideran que la dieta pudo ejercer como factor desencadenante en
la iniciacién de su enfermedad, o que esta directamente relacionada con la aparicion
de nuevos brotes (el 57.8% de los pacientes consultados) (19).

Por otro lado, los cambios en la dieta tienen una repercusion directa sobre la
microbiota intestinal. Las dietas occidentales, ricas en carbohidratos y grasas,
promueven la expansion de los llamados “patobiontes” (microorganismos patégenos)
en el tracto gastrointestinal, causando una disminucion de bacterias comensales
beneficiosas. El metabolismo de los patobiontes genera productos residuales
bacterianos como el H,S, que al entrar en contacto con las células del tracto
gastrointestinal desencadenan una respuesta inflamatoria (Figura 3) (1).

Hoy en dia se sabe con seguridad que la alteracién de la microbiota intestinal es
otro desencadenante mas, dentro de la multitud de causas, que influye en la incidencia
de las IBD en aquellas personas genéticamente susceptibles (1, 20). La microbiota
entérica interactla de forma intima con la mucosa intestinal. Es esencial en la
metabolizacién de nutrientes que el sistema digestivo no es capaz de procesar por si
mismo, asi como en la maduracion y educacion del sistema inmune intestinal (21).
Cuando se altera de forma crénica este mutualismo entre hospedador y microbiota se
pueden originar respuestas inmunitarias aberrantes, que acaben desencadenando

cualquiera de las dos patologias de las IBD (1).

Development of intestinal inflammation
(Crohn’s/Ulcerative Colitis)

Intestinal Lumen o)
0 Diet
lCommensals T Pathobionts
s & (i.e. decrease (i.e., increase in
Genetically-Susceptible host in SCFAs) H,S production)

Epithelial barrier |
Disruption |
(i.e., NOD2 defect)

T coll
\

TIFN-gamma

Increased
Intestinal

Intake of High fat/High carb
Western-based diet

IL-6
IL-12p40
Effector site (MLN)

Figura 3. La dieta occidental promueve la aparicion de patobiontes que generan productos bacterianos de

desecho que promueven la inflamacion intestinal (1).
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3.1.1. Principales tratamientos

Las IBD son trastornos crénicos, por lo tanto, los pacientes necesitan ser
tratados durante toda su vida (2). Los distintos factores desencadenantes, la
variabilidad entre pacientes, y los episodios de remision y recidivas, dificultan la
aplicacion de una pauta estandar de tratamiento; teniendo este que adaptarse a la
situacion concreta de cada paciente (2, 22).

En la actualidad no existe cura para las IBD. La finalidad del tratamiento es
inducir y mantener la remision de los brotes de la enfermedad, tratando de mejorar la
calidad de vida del paciente, y de prevenir las complicaciones y la necesidad de
cirugia (23). Tradicionalmente, el tratamiento de eleccién para inducir la remision
clinica ha consistido en el uso de corticosteroides, mientras que la terapia de
mantenimiento esta basada en el uso de 5-aminosalicilatos (5-ASA) y tiopurinas (24).
En los dltimos 15 afios la terapia bioldgica, especialmente con el uso de anticuerpos
anti-factor de necrosis tumoral (TNF), ha revolucionado el panorama del tratamiento de
las IBD, especialmente de la EC (23), ya que, el tratamiento con 5-ASA no es efectivo
es estos pacientes (8); sin embargo, su uso suele reservarse para los casos mas
severos 0 que no responden al tratamiento inicial con corticosteroides (24). Las
investigaciones mas recientes siguen en la linea de las terapias con agentes
biol6gicos, como el uso de probiéticos (25) o de helmintos (un tipo de gusanos
parasitos) (26). La cirugia se considera la ultima opcion en el tratamiento de las IBD,
en especial de la CU; ya que, el tener que realizar una colectomia significa que todas
las demas opciones terapéuticas han fallado, y el paciente se encuentra en una
situacién grave que puede terminar en una colitis fulminante (7). En el caso de los
pacientes con EC se recurre también a la cirugia como Ultima opcién para eliminar las

complicaciones derivadas de la presencia de Ulceras profundas (8).

Leve Moderada Severa

Aminosalicilatos AZA/6-MP Cirugia

Esteroides

Figura 4. Tratamientos actuales para las IBD y orden de eleccién en su aplicacion.

3.1.1.1. Aminosalicilatos

Los 5-ASA siguen siendo la primera linea de terapia para inducir y mantener la
remision clinica en pacientes con CU leve o moderada (27). Sin embargo, no estan

recomendados para los pacientes con EC, porque no hay evidencias disponibles que
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apoyen que sean eficaces en esta patologia; solo la sulfasalacina ha demostrado tener
una modesta eficacia en el tratamiento de la EC, pero que en ningun caso es
suficiente para mantener un estado de remision clinica (8).

Centrandonos por tanto en el tratamiento de la CU, la eficacia de la sulfasalacina
se ha probado en varios ensayos clinicos, y fue el primer compuesto de este grupo en
usarse para el tratamiento de este trastorno (originariamente se disefio para el
tratamiento de la artritis reumatoide) (28). Sin embargo, el grupo sulfuro que contiene
el farmaco no es bien tolerado en uno de cada tres pacientes (29), por eso se han
disefiado nuevos compuestos libres de este grupo. Una revision Cochrane analiz6 la
efectividad de estos nuevos 5-ASA, en comparacioén con placebo y con sulfasalacina,
para la induccién y el mantenimiento de la remision de pacientes con CU (30). Los
resultados demostraron que los nuevos 5-ASA eran significativamente eficaces en la
induccién y el mantenimiento de la remision clinica frente al placebo; y aunque no se
observaron diferencias significativas frente a la sulfasalacina en términos de eficacia
clinica, si hubo significativamente menos efectos secundarios entre los grupos que
tomaban los nuevos 5-ASA.

Ademas de los farmacos orales, han aparecido tratamientos topicos basados en
compuestos 5-ASA, en concreto en la mesalamina administrada via rectal (27). La
mesalamina rectal es significativamente mas eficaz que el uso de placebo, mas eficaz
que los esteroides tépicos en la induccion de remisiones clinicas y, al menos, tan

eficaz como los 5-ASA orales en el mantenimiento de la remision clinica (27).

3.1.1.2. Corticosteroides

Para los pacientes con EC y para aquellos pacientes con CU en los que el
tratamiento con 5-ASA es insuficiente para controlar los sintomas, por presentar un
grado de enfermedad de medio a severo, los corticosteroides se han mantenido como
pilar fundamental de tratamiento para inducir la remisién de los sintomas clinicos
desde la década de los cincuenta (31). Dentro del amplio abanico de corticosteroides
disponibles, los mas usados son la metilprednisolona y la hidroxicortisona, sin datos
gue sugieran que un compuesto sea superior al otro (27).

Debido a la multitud de efectos adversos de los corticosteroides sistémicos, los
esteroides no sistémicos estdn generando un gran interés, y su uso como terapia para
las IBD ya se esta estudiando. La budesonida ha demostrado ser capaz de inducir la
remision en la EC entre el 50 y el 70% de los casos (8), sin embargo, su efectividad en
la CU es muy limitada (31). Solo se ha comprobado que se aumentan
significativamente las tasas de remision frente a placebo si se administra en forma de

enema (27).
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3.1.1.3. Inmunomoduladores: azatioprina/6-Mercaptopurina

La 6-Mercaptopurina (6-MP) y su precursor, la azatioprina (AZA), son anélogos
de purinas que son convertidos en nucledtidos de 6-tioguanina produciendo
metabolitos activos que interfieren con la sintesis de ADN, tienen efectos anti-
proliferativos en los linfocitos activados, y se ha descubierto que inducen su apoptosis
(32, 33).

En pacientes con CU, el tratamiento con AZA o con 6-MP reduce
significativamente la aparicion de nuevos brotes y permite reducir progresivamente la
dosis de tratamiento con corticosteroides, limitando los efectos adversos (27).

El uso de estos inmunomoduladores estd muy extendido entre los pacientes con
EC, donde se emplean como terapia de mantenimiento mayoritariamente (8, 22).
Aunque son capaces de inducir la remision de los brotes clinicos en el 55% de los
casos, su accion es muy lenta, y por eso es preferible iniciar un tratamiento conjunto
de corticosteroides e inmumoduladores, para reducir después progresivamente la

dosis de los primeros y continuar el tratamiento solo con AZA o 6-MP (8).

3.1.1.4. Anticuerpos anti-TNFa

La aparicion de los anticuerpos monoclonales anti-TNFa revolucioné el control
de las IBD de severidad alta o refractarias a los tratamientos habituales (34). Aunque
su mecanismo de accién concreto no se conoce aun a la perfeccion, se cree que estos
farmacos causan la apoptosis de las células inflamatorias productoras de TNFa, una
citocina pro-inflamatoria con un papel fundamental en la patogénesis de las IBD (23,
27).

Aunque el efecto de los tratamientos biolégicos en la CU es menos
impresionante que en la EC (donde el uso de estos farmacos llega a lograr la remisién
de los brotes en el 80% de los pacientes (8)), se ha demostrado en varios ensayos
clinicos que, aunque modesto, hay un beneficio significativo (23).

Actualmente existen varios anticuerpos monoclonales anti-TNFa disponibles
(adalimumab, certolizumab pegol, cetuximab, alemtuzumab, bevacizumab...), aunque
probablemente el mas empleado es el infliximab (35). El infliximab es un anticuerpo
monoclonal anti-TNFa quimérico (75% de ratén y 25% humano) cuya eficacia en el
tratamiento de la EC ha sido probada inequivocamente (36). Sin embargo, existian
datos contradictorios sobre su eficacia en el tratamiento de la CU, hasta que los
ensayos clinicos ACT 1 y 2 (“Active Ulcerative Colitis Trials”) aportaron la evidencia

suficiente acerca de su eficacia en estos pacientes (37).
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3.1.1.5. Otras terapias bioldgicas

En el tratamiento de la CU también se han evaluado anticuerpos anti-IL2, una
citocina producida por las células T activadas y que ayuda a continuar la proliferacién y
activacion de mas linfocitos T (38). Uno de estos anticuerpos, el basiliximab, consigue
inducir la remisioén clinica en la mayoria de pacientes con CU refractaria al tratamiento
con corticosteroides (39).

También se han completado las primeras fases de un ensayo clinico para
evaluar la eficacia del visiluzimab, un anticuerpo monoclonal anti-CD3 (40). Aunque los
resultados parecian prometedores, los pacientes experimentaban multiples efectos
secundarios y recientemente han aparecido estudios que niegan la eficacia de este
compuesto en el tratamiento de las IBD (41).

Tanto el interferon (IFN) a como el IFN también estan siendo estudiados como
posibles terapias para las IBD severas. Pero los resultados parecen indicar que no son
efectivos como tratamientos primarios (27).

El medicamento natalizumab, un anticuerpo monoclonal anti-integrinas a4, ha
demostrado ser eficaz en la induccién y el mantenimiento de la remisién clinica en
pacientes con EC de moderada a severa (42). Es el primer inhibidor selectivo de
moléculas de adhesion que previene el reclutamiento y el paso de los leucocitos a
través del endotelio vascular. Sin embargo, la Agencia de Alimentos y Medicamentos
(FDA) del gobierno de los Estados Unidos de América ha limitado su uso
exclusivamente a aquellos pacientes en los que todas las demas terapias hayan
fallado, debido al excesivo riesgo de que se produzca una leucoencefalopatia durante
el uso de esta terapia (43). Ademas, los pacientes que estén siendo tratados con
natalizumab deberan seguir estrictos controles sanitarios y la continuacién del
tratamiento quedara supeditada a la demostracién de que la terapia esta siendo eficaz
(44).

En cuanto al uso de probiéticos, la evidencia disponible apunta a un efecto
beneficioso de su uso en los pacientes con IBD (25). Los estudios realizados con
varios tipos de bacterias como VSL#3, Saccharomyces boulardi, Lactobacillus GG o
Bifidobacterium longum son prometedores, ya que, en es0s casos se consigue una
mejora significativa frente a placebo o resultados similares a los conseguidos con el

uso de mesalamina (27).
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3.1.2. Problemas no resueltos por las terapias actuales y sus efectos
secundarios

A pesar del amplio espectro de tratamientos farmacoldgicos disponibles, muchos
pacientes no tienen un alivio adecuado de los sintomas (45). El 50% de los pacientes
afectados consiguen el estado de remisién clinica con los farmacos disponibles, sin
embargo, entre el 20 y el 25% de los pacientes europeos afectados afirman
experimentar sintomas continuos sin mejorias a pesar del tratamiento (7). El 90% de
los pacientes de CU experimenta de forma més o menos continua a lo largo de su vida
nuevos brotes de la enfermedad (27). Segun un estudio realizado en los paises
nérdicos con 454 pacientes de CU (46), el 78% de los afectados sufrié por lo menos
una recaida grave en los primeros 5 afios tras el diagnéstico; siendo el porcentaje de
nuevos brotes mas alto entre los grupos de mujeres y de pacientes jovenes. Otros
estudios epidemioldgicos, realizados también en los paises nordicos, con pacientes de
EC revelaron que en cinco afos tras el diagndstico aproximadamente el 93,1% de los
pacientes tuvieron brotes severos y repetidos de la enfermedad (47, 48).

El impacto de las IBD en la calidad de vida de un individuo cuyos sintomas no
estan controlados puede ser enorme; y los cotes sociales y financieros de la
enfermedad son, en general, altos (7, 10, 45). En toda Europa se estima que hay
afectadas entre 2,5 y 3 millones de personas, que generan un coste directo a los
sistemas sanitarios de entre 4,6 y 5,6 billones de euros al afio (7). El coste econémico
de las IBD en Canada se estim6 en torno a los 2,8 billones de dolares en 2012 (casi
12 000 ddlares por paciente al afio) (10). De esos 2,8 billones, los costes médicos
directos fueron de 1,2 billones de ddlares, repartidos entre costes de medicacion (521
millones), hospitalizacién (395 millones) y visitas médicas (132 millones). El resto del
coste generado por las IBD se deriva de costes indirectos causados principalmente por

bajas laborales de larga duracion (979 millones de ddlares) (10) (Figura 5).
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Figura 5. A) Costes econémicos directos causados por las IBD en Canada en 2012. B) Costes
econdémicos indirectos generados por las IBD en Canada en 2012 (10).

Estos pacientes se enfrentan a grandes retos en el entorno actual, incluyendo la
falta de conciencia de las IBD como enfermedades crénicas, el diagnéstico tardio o
inadecuado, el acceso desigual a los servicios de atencibn médica, los elevados
costes de los medicamentos que necesitan, las perspectivas de empleo disminuidas y
el apoyo comunitario limitado (10).

Debido a las caracteristicas de las IBD, es muy frecuente que los pacientes se
ausenten del trabajo o del centro escolar (27). Solo en Europa, se calcula que la tasa
de desempleo entre los pacientes con IBD es del 10%, la media de bajas laborales de
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estos pacientes se sitla entre 3 y 6 semanas al afio, y su riesgo de sufrir incapacidad
laboral permanente es dos veces superior a la de la poblacion general (7). En Canada,
los datos de 2012 indican que los pacientes con IBD sufrieron una reduccion de la
probabilidad de empleo del 9%, lo que se traduce en que, en ese afio, 21 000
personas con estas patologias se retiraron a la fuerza de su trabajo a causa de su
enfermedad (10).

En comparacion con la poblacion general, la calidad de vida que experimentan
los pacientes con IBD es baja en todas las etapas de la enfermedad (49). Estos
pacientes experimentan un coste personal muy grande, como suele ser el caso de
todos los pacientes con enfermedades crénicas. Tienen problemas médicos con los
gue lidiar, que van desde los sintomas (dolor crénico, diarrea, fatiga...) hasta la
preocupacién acerca de como el curso de la enfermedad afectara a su futuro (49). La
naturaleza fluctuante e impredecible de las IBD puede hacer muy dificil la planificacién
del futuro de los pacientes, afectando negativamente a la toma de decisiones
relacionadas con la carrera profesional y otras opciones personales (10).

Los nifios diagnosticados con IBD también experimentan una reduccion en su
calidad de vida, lo mismo que los pacientes pediatricos que sufren otras
enfermedades, aunque su situacion suele mejorar tras el primer afio de tratamiento
(50). Sin embargo, la situacibn empeora de forma drastica cuando llegan a la
adolescencia y tienen que convivir con los sintomas de la enfermedad durante esta
etapa de su vida, tan complicada a nivel psicologico y social (10).

Es muy importante destacar que incluso en aquellos pacientes en los que los
sintomas estdn mas o menos controlados, la valoracién de su calidad de vida esta
disminuida (49). Los pacientes sin sintomas graves también experimentan una fuerte
angustia a nivel psicolégico debido a su enfermedad (estrés, ansiedad, miedo al dolor,
verglienza sobre algunos sintomas como la diarrea, preocupacién por las recaidas y
cémo evolucionara su enfermedad...) (49).

En un estudio reciente de la Universidad de Yale con 105 pacientes de IBD se
demostr6 que la prevalencia de depresidon entre estos pacientes es bastante elevada,
en torno al 25%, y que esta directamente relacionada con una peor valoracion de la
calidad de vida (51). Y un estudio con dos muestras representativas de poblacion
canadiense (con 4514 participantes en total) afectada por IBD desvelé que la
prevalencia de depresion entre estos pacientes, del 15% aproximadamente, triplica la
de la poblacién general de Canada (52). Las tasas de depresion eran especialmente
altas entre mujeres, pacientes jovenes y aquellos que experimentaban mas dolor y
limitaciones a causa de la enfermedad. Ademdas, un dato importante es que

averiguaron que el 17% de los entrevistados habian considerado el suicidio en el
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altimo afio, y el 30% habian pensado en suicidarse en algin momento desde que les
habian diagnosticado la enfermedad (52). Estos datos concuerdan con los reportados
por un estudio més reciente en la poblacién danesa, donde, ademas, se comprob6 que
el riesgo de completar el suicidio era el doble en los pacientes de IBD que entre la
poblacién general (53).

Todo esto es especialmente preocupante si se tiene en cuenta que por norma
general la enfermedad hace su aparicion a edades tempranas. Y es indicativo de que
aun existen necesidades no satisfechas por los tratamientos actuales. Deben
realizarse, por tanto, intensos esfuerzos en investigacion para encontrar nuevas
terapias capaces de optimizar resultados reduciendo los riesgos para el paciente al
minimo.

Otra dificultad afadida a la que se enfrentan los pacientes con IBD es que la
terapia a largo plazo con algunos de los medicamentos de eleccion es problemaética,
debido a los efectos secundarios y a que la enfermedad puede volverse refractaria
(54).

3.1.2.1. Efectos secundarios de la terapia con corticosteroides

Aunque, como hemos visto anteriormente, la terapia con corticosteroides en las
IBD es efectiva y se utiliza de forma frecuente, a largo plazo la mayoria de pacientes
se vuelven refractarios a estos farmacos (55). Ademas, sus efectos secundarios son
frecuentes y llegan a tener consecuencias importantes: el 55% de los pacientes que
estan siendo tratados con corticosteroides tienen algun efecto secundario grave, que
les conduce a abandonar el tratamiento (56, 57).

Varios estudios recientes sugieren que el tratamiento con corticosteroides de
larga duracion (mas de 60 dias) est4 asociado a varios efectos secundarios no
deseados como la ganancia de peso, insomnio, piel mas fina y fragil, cataratas,
fracturas éseas e infecciones oportunistas, entre otros (58, 59). Estos efectos adversos
aparecen incluso con el uso de dosis bajas.

En el caso concreto de los pacientes con IBD en tratamiento con
corticosteroides, los efectos adversos mas frecuentes son acné (con una frecuencia
estimada del 50%), sudor facial abundante (35% de frecuencia estimada),
osteoporosis (33%), incremento de la presion ocular (22%), hipertension (13%),
infecciones oportunistas (13%), edema de tobillo (11%), cataratas (9%), hematomas
frecuentes (7%) y problemas de memoria (7%) (54). Existen otros efectos adversos
graves, aunque mas infrecuentes, que incluyen la diabetes, necrosis de cadera,
inhibicion de la funcion adrenal o aparicion de infecciones oportunistas graves que

pongan en peligro la vida del paciente (54).
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Sin duda, uno de los efectos secundarios mas preocupantes en el caso de los
pacientes con IBD es el de la osteoporosis. De acuerdo a estudios realizados en 2009,
los pacientes con IBD tienen un alto riesgo de desarrollar osteoporosis u osteopenia a
lo largo de su vida en comparacién con la poblacion general (60). El riesgo relativo de
sufrir una fractura en estos pacientes es un 40% superior al de una persona sana. Y la
prevalencia de osteopenia y osteoporosis entre pacientes con IBD, a pesar de variar
mucho entre poblaciones, se sitla en rangos del 22-77% y del 17-41%
respectivamente (60). Los principales factores de riesgo en esta poblacion incluyen la
patologia de la enfermedad (se ha encontrado una importante correlacién entre la
inflamacién y el desarrollo de osteoporosis), los problemas de malnutricién, la
deficiencia de vitamina D y calcio, y, por supuesto, el uso prolongado de
corticosteroides (61). En el Reino Unido, las guias de practica clinica aconsejan
minimizar el uso de corticosteroides, optimizando las terapias con 5-ASA para
pacientes con CU Yy tiopurinas para los pacientes con EC. Ademas, aconsejan en el
caso de pacientes mayores de 65 afos seguir una profilaxis con bisfosfonatos y
realizar mediciones regulares de densitometria 6sea (62).

El caso de la osteoporosis es especialmente relevante cuando se trata de
pacientes pediatricos de IBD, como veremos mas adelante.

3.1.2.2. Efectos secundarios de la terapia con inmunomoduladores:
AZA/6-MP

El tratamiento con AZA o con 6-MP tiene efectos secundarios similares.
Aproximadamente el 11% de los pacientes que siguen estos tratamientos los
interrumpen debido a la aparicién de efectos secundarios (54). Los efectos adversos
mas comunes incluyen nauseas, reacciones alérgicas, alteraciones hepaticas o
pancreatitis. Estos efectos indeseados suelen desaparecer al interrumpir la terapia
(54).

Mas preocupantes son otros efectos secundarios que pueden llegar a poner en
peligro la vida del paciente, como las infecciones graves (sufridas aproximadamente
por el 5% de los pacientes que reciben estos tratamientos) o la incidencia de linfomas
no-Hodgkin (LNH), cuya frecuencia se estima entre 4 y 9 afectados por 10 000
pacientes tratados a lo largo de un afio (63). Un mecanismo propuesto para esta tasa
de incidencia incrementada entre los pacientes con IBD estaria relacionado con la
proliferacion del virus Epstein-Barr (64).

Recientemente también han aparecido evidencias que apuntan a que el
tratamiento con tiopurinas incrementaria el riesgo de padecer efectos secundarios de

tipo cutaneo en pacientes con IBD (65). Los efectos adversos cutaneos mas
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frecuentes irian desde sintomas leves como enrojecimiento de la piel, picores o
erupciones cutaneas; pasando por casos de severidad media como las reacciones
cutaneas derivadas de infecciones virales propiciadas por el tratamiento (herpes o
varicela zoster); hasta llegar a casos graves como el cancer de piel no melanocitico,
donde la exposicion a las tiopurinas incrementa el riesgo de padecer este tipo de
cancer hasta en 20 veces al compararlos con los grupos control (66).

3.1.2.3. Efectos secundarios de la terapia con anticuerpos anti-TNFa

Evaluar los efectos adversos causados por la terapia con anticuerpos anti-TNFa
en pacientes con IBD es complicado, ya que, en la mayoria de casos, los pacientes
que reciben este tratamiento han estado previamente en tratamiento con
corticosteroides o inmunomoduladores (67).

Todas las terapias biolégicas basadas en anticuerpos anti-TNFa han demostrado
estar asociadas con un amplio espectro de efectos dermatoldgicos adversos, como
infecciones cutaneas, urticaria, alopecia, reacciones granulomatosas, dermatitis
atépica, acné, linfomas cutaneos, vitiligo, purpura... (65). Los efectos secundarios mas
comunes y mejor documentados en pacientes con IBD son las reacciones locales en el
sitio de inyeccion o infusién del farmaco (entre el 3y el 21%) (54). Lo mas frecuente es
gue se caractericen por sintomas leves como rojez, eritema leve, inflamacion local o
sarpullidos; que se resuelven al disminuir la frecuencia de administracién, o al
administrar antihistaminicos o esteroides al paciente (65). Sin embargo, también
existen casos de reacciones cutaneas severas como eritema multiforme, el sindrome
Stevens-Johnson o necrolisis epidérmica toxica; descritos tras el uso de infliximab o
adalimumab (65). Lo mas frecuente es que estas reacciones severas comiencen como
un eritema leve que evoluciona de forma no favorable. Aunque raras, estas
complicaciones pueden ser extremadamente graves y se asocian con una morbilidad
significativa, e incluso con mortalidad (68).

El siguiente efecto adverso més frecuente seria la apariciobn de infecciones
oportunistas serias (alrededor del 3%) (54), muchas de ellas relacionadas con
manifestaciones pulmonares (69, 70), especialmente con la reactivacion de la
tuberculosis latente (71-73).

Y por ultimo, con una frecuencia del 1%, estarian las reacciones de tipo lupus,
con el desarrollo de anticuerpos anti-nucleares (54). En los pacientes con IBD lo
normal suele ser un cuadro cinico mas leve que del lupus eritematoso sistémico y sin
implicacion renal (65).

Estudios recientes desarrollados para analizar los factores de riesgo del

desarrollo de osteoporosis en pacientes con IBD han encontrado correlaciones
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positivas entre el uso de terapias con anticuerpos anti-TNFa (en concreto, infliximab) y
bajos niveles de densidad 6seos (74). Sin embargo, no hay evidencias claras que
permitan determinar si la baja densidad Osea es consecuencia del uso de estas
terapias, o si los pacientes que requieren de estas terapias tienen un indice de
actividad inmune muy alto que ha podido promover el deterioro éseo de forma anterior

al inicio del tratamiento.

3.1.2.4. Grupos de pacientes de alto riesgo

Al tratar el tema de los efectos adversos de las terapias actuales de las IBD es
necesario hacer una mencion especial sobre algunos grupos de pacientes, para los
cuales, los farmacos de eleccion disponibles a dia de hoy pueden no ser del todo
seguros o convenientes.

Las pacientes embarazadas son el primero de esos grupos. Los enfermos de CU
o EC suelen ser jévenes y en edad de formar una familia, o concebir en el caso
particular de las mujeres. Sin embargo, se sabe que las IBD tienen serias
implicaciones en el embarazo (2). Aquellas pacientes cuya enfermedad esté activa en
el momento de la concepcidn tienen un riesgo mas alto de sufrir un aborto espontaneo.
Ademas, los riesgos de tener un parto prematuro, un bebé con bajo peso al nacer o
con anomalias congénitas, como malformaciones de las extremidades u obstruccion
urinaria, estan aumentados (75). Una de cada cinco pacientes embarazadas con IBD
termina dando a luz mediante cesarea (76). Y si aparecen brotes de la enfermedad
durante el embarazo se incrementa el riesgo de partos prematuros y de tener bebés
con complicaciones debido a su bajo peso al nacer (77).

Un meta-andlisis relativamente reciente de siete estudios, donde se
consideraban los casos de 2200 mujeres embarazadas con CU, revelé que no habia
asociaciones significativas entre el tratamiento con 5-ASA y la incidencia de abortos
espontaneos, partos prematuros, bajo peso al nacer de los bebés, defectos congénitos
o muerte fetal (78). También se consideran seguros durante el periodo de lactancia
(79). Sin embargo, el caso concreto de la mesalamina debe estudiarse con mas
cuidado, ya que, ha sido trasladada de la categoria B de seguridad durante el
embarazo a la categoria C por la FDA tras comprobarse en estudios animales que
dosis altas pueden provocar malformaciones fetales en el esqueleto (79).

En cuanto a la seguridad del uso de las tiopurinas, en concreto AZA o 6-MP, los
datos son contradictorios. Estudios animales sugieren que pueden tener efectos
teratogénicos; sin embargo, en estudios con pacientes embarazadas con IBD tratadas
con estos compuestos se ven riesgos elevados que no llegan a ser significativos (79).

La FDA los incluye en la categoria D y no recomienda su uso durante la concepcion y
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el embarazo, a menos que los beneficios de la terapia excedan los riesgos asumidos
al administrarla.

Las terapias biologicas se sabe que atraviesan la placenta y que también se
distribuyen a través de la leche en bajas cantidades (80). Aunque la FDA incluye a
varios anticuerpos anti-TNFa, en la categoria B de seguridad, se recomienda, siempre
que sea posible, la interrupcién del tratamiento antes del tercer trimestre; ya que, se ha
comprobado que en ese periodo estos farmacos atraviesan la placenta de forma
extremadamente eficiente, conduciendo a niveles altos en el feto y el recién nacido
(79).

El segundo de estos grupos de alto riesgo seria el formado por los pacientes
pediatricos de IBD. Como hemos visto anteriormente, tanto las caracteristicas
patoldgicas de la enfermedad, como las terapias de eleccion, contribuyen al desarrollo
de patologias 6seas en los pacientes con IBD (60). Cuanta mayor sea la duracion del
tratamiento, mayor es el riesgo de sufrir osteoporosis u osteopenia (74). Légicamente,
esto pone el punto de mira en los pacientes en los que la enfermedad hace su
aparicion a edades muy tempranas, los nifios y adolescentes. Que ademas, se
encuentran en una etapa de la vida donde la remodelacion 6sea es vital y constante, y
en los que malformaciones 6seas puede tener un impacto enorme y limitante. Un
estudio canadiense de cohortes ya centr6 la atencion en el riesgo de fracturas
vertebrales por compresion en nifios que recibian tratamientos de larga duracién con
corticosteroides (81). Hoy en dia se sabe que las IBD en pacientes pediatricos se
asocian con una baja densidad 6sea y una elevada tasa de fracturas a lo largo de la
infancia (82). A parte del efecto de la inflamacion y la malnutricion, citocinas y
glucocorticoides son los factores clave que probablemente alteran la densidad Osea,
desencadenando efectos posteriores como el retraso del crecimiento y la entrada en la

pubertad, la baja masa muscular y la inactividad fisica (83) (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos que conducen a un fallo en el crecimiento y retrasan la entrada en la pubertad en
pacientes pediatricos con IBD (83).

La mayoria de los tratamientos para las IBD tienen propiedades
inmunosupresoras, por eso, el riesgo de infecciones oportunistas en estos pacientes
esta aumentado (84). Esto tiene especial relevancia para un grupo concreto de
pacientes, aquellos que ya tienen infecciones cronicas subyacentes en el momento del
diagndstico de CU o EC. Existen varios casos reportados y estudios que corroboran
que el tratamiento con inmunomoduladores y anticuerpos anti-TNFa provoca la
reactivacion de varios tipos de infecciones latentes como el JC virus (85), el
citomegalovirus humano (86) o los virus de la hepatits By C (87). Por eso, las guias de
practica clinica estan incluyendo procedimientos de estudios serolégicos de los
potenciales pacientes al tratamiento con estos farmacos antes de iniciar la terapia (84).

El dltimo grupo de riesgo a considerar son los pacientes oncoldgicos con IBD. En
este caso podemos encontrarnos con tres posibles escenarios: pacientes que han
tenido cancer y después se les diagnostica la IBD, pacientes que actualmente tienen
un cancer activo y a los que se les diagnostica la IBD, o pacientes con IBD que acaban
desarrollando un cancer activo.

En el primer caso, no existe un consenso entre las distintas guias de practica
clinica; ya que, a veces, es dificil distinguir si un cancer ha sido totalmente erradicado,
en cuyo caso la inmunosupresion no seria un problema; o simplemente permanece en

estado de latencia, caso en el que si se inicia la terapia con inmunomoduladores el
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riesgo de recidiva es muy elevado. En el caso de las tiopurinas parece existir un mayor
consenso, no modifican de forma significativa la recurrencia del cancer (88). En cuanto
a los anticuerpos anti-TNFa la discrepancia es mayor. Las guias europeas de 2010 de
la Organizacion de Crohn y Colitis desaconsejan su uso si ha habido casos de linfoma
0 cancer no hematopoyético (89). Sin embargo, las guias del Colegio Americano de
Gastroenterologia y de la Organizacién Mundial de Gastroenterologia no incluyen
ninguna recomendacion al respecto (90, 91).

Tanto en el segundo como en el tercer caso, parece légico y razonable
suspender los tratamientos inmunosupresores mientras dure el tratamiento del cancer
activo. En los dos afios siguientes al tratamiento oncolégico, los 5-ASA, los
corticosteroides, los antibiéticos, la terapia nutricional y la cirugia como ultima opcién,
deberan fundamentar el tratamiento para las IBD en esos pacientes (88). En el caso
de que se desarrolle una IBD severa refractaria a estos tratamientos, se considerara el
uso de los inmunomoduladores como terapia de emergencia, haciendo un uso
prudente de ellos, y comenzando con una terapia de un Unico farmaco como primera

opcion (88).

3.2. LA ADRENOMEDULINA

La adrenomedulina (AM) es un péptido biolégicamente activo que fue aislado por
primera vez en 1993 a partir de extractos de feocromocitoma humano (92). Los
cientificos descubrieron que era capaz de estimular la produccién de adenosin
monofosfatos ciclico (AMPc) en las plaquetas humanas y que ejercia una potente
actividad hipotensora de larga duracién en ratas (92). La AM es sintetizada tanto por
células tumorales como por células normales de la médula adrenal y de otros muchos
tejidos (93). Es una hormona circulante, aunque también actia como un mediador
autocrino y paracrino con una amplia multitud de funciones fisiolégicas; cabe destacar,
entre otras, su funcién vasodilatadora, broncodilatadora, regula la secrecion de
numerosas hormonas como la insulina, regula la funcion renal, la proliferacion celular y

es un potente antimicrobiano (93, 94).

3.2.1. Estructura de la adrenomedulina

La AM humana es una hormona de 52 aminoacidos que, de acuerdo a su
secuencia y estructura, esta englobada en la superfamilia de la calcitonina, la cual
también incluye al péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), a la
Amilina y a la AM-2 (también conocida como Intermedina) (95-97). Esta hormona se
encuentra amidada en su extremo carboxilo (-CONH,) y posee dos cisteinas que

forman un puente disulfuro interno, que da lugar a un anillo intramolecular de 6
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aminoacidos (Figura 7). Ambas caracteristicas estructurales son esenciales para su

actividad biologica (98).
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Figura 7. Estructura de la molécula de AM humana.
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La estructura tridimensional de la AM comprende una region a-helicoidal central,
que ocupa aproximadamente un tercio de su longitud total, y que se encuentra
flanqueada por dos segmentos desordenados. La presencia de esta hélice a en el
centro de la AM parece ser una caracteristica general de los miembros de la
superfamilia de la calcitonina, la cual es importante para que estos péptidos ejerzan su

funcion fisiolégica y puedan unirse a sus receptores especificos (99).

3.2.2. Sintesis y secrecion al medio de la adrenomedulina

El gen asociado a la AM se ha identificado en varias especies de mamiferos. En
humanos el gen se encuentra en el cromosoma 11, en el locus 11p15.4, contiene 4
exones y 3 intrones, con cajas TATA, CAAT y GC en la regién que flanquea el extremo

5’ (98). En ratones el gen de la AM se localiza en el cromosoma 7 (93).
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Recientemente se han descubierto varias mutaciones en las proximidades del
gen de la AM, entre ellas un polimorfismo de microsatélites (100, 101) y varios
polimorfismos de nucle6tidos simples (SNPs) (102-104), que modifican los niveles
plasmaticos de AM circulante en los individuos portadores. Ademas, también se ha
comprobado que los niveles de AM pueden estar influidos por mutaciones en otros
genes; como un polimorfismo de insercion/delecion exdnica en el gen de la AM-
2/intermedina (105), un SNP en el gen de la IL-6 (106) o un SNP en el gen de la
adiponectina (107). Es muy relevante el hecho de que los individuos homocigotos para
estas mutaciones han demostrado tener una mayor predisposicion genética a
desarrollar ciertas patologias como hipertensién, disfuncion renal, disglicemia o
enfermedades cerebrovasculares; a excepcion de los individuos homocigotos para el
alelo menor del SNP rs4910118, cuyos niveles de AM circulante son significativamente
menores que los de las personas portadoras del alelo mayor (104), que tienen una
probabilidad 4.6 veces menor de desarrollar un cancer a lo largo de su vida (108).

El péptido maduro de AM deriva de una preprohormona, conocida como
preproadrenomedulina, que en humanos contiene 185 aminoacidos. Tras la escision
del péptido de sefalizacion N-terminal formado por 21 aminoacidos, la
preproadrenomedulina se convierte en proadrenomedulina, la cual es precursora de la
AM madura (aminoacidos 95 a 146 de la preproadrenomedulina), asi como de otro
péptido activo, el péptido aminoterminal de la proadrenomedulina (PAMP), el cual
contiene solo 20 aminoacidos (aminoacidos 22-41 de preproadrenomedulina) (95)
(Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de la biosintesis de la AM y el PAMP (109).

La produccion de AM esta principalmente regulada por el estrés oxidativo y las

sustancias relacionadas con procesos inflamatorios, como los lipopolisacaridos y las
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citocinas pro-inflamatorias (TNF-a o IL-1), que incrementan la tasa de secrecion de
AM. En el gen de la AM hay varios sitios de union para la proteina activadora 2 (AP-2)
y elementos potenciadores regulados por AMPc. También se han descubierto sitios de
unién para el factor nuclear-KB en el promotor del gen de la AM (93). La hipoxia
también es un potente inductor de la expresién del gen de la AM. Esta sobreexpresion
esta mediada por la transactivacién del promotor de la AM a través del factor inducible
por hipoxia 1 (HIF-1), asi como por la estabilizacion del ARN mensajero post-
transcripcional. Distintos elementos de respuesta a hipoxia (HRES) se han identificado

en el promotor del gen humano de la AM (110).

3.2.3. Metabolismo de la adrenomedulina

La AM es un péptido circulante que se puede detectar en el plasma humano a
una concentracion que varia entre 2 y 10 picomolar. Ademas de en el plasma, la AM
también se encuentra presente en otros fluidos biolégicos como la orina, saliva, sudor,
leche materna, fluido amnidtico y liquido cefalorraquideo (98).

En el plasma, la AM viaja unida de forma especifica la proteina de unién a AM
tipo 1, la cual, fue identificada posteriormente como el factor de complemento H (111).
La AM unida al complemento H es indetectable, por ello, se cree que los niveles de
AM plasmatica total podrian ser mas elevados de lo que se menciona en la mayoria de
estudios.

La AM circulante se degrada rapidamente, su vida media es de 16 a 20 minutos.
La metaloproteasa de matriz 2 parece ser la responsable de llevar a cabo la

degradacion inicial de la AM, que es continuada por una aminopeptidasa (112, 113).

3.2.4. Los receptores de la adrenomedulina y su distribucion

Existen sitios especificos de unién para la AM en varios tipos celulares y tejidos,
como en corazén, pulmoén, bazo, higado, conductos deferentes, glomérulos renales,
musculo esquelético, hipotalamo, médula dsea...(98). Esta amplia distribucion de sus
sitios de unidon esta relacionada con la gran variedad de funciones biolégicas que
posee esta hormona. Ademas, estudios posteriores también demostraron que la AM
es capaz de unirse a numerosas areas cerebrales, proporcionando las bases
anatomicas de la implicacién de la AM en la fisiologia del sistema nervioso central
(114). Los mismos estudios también proporcionaron evidencias de la posible
existencia de sitios de unién para la AM en el cerebro que serian distintos a los
existentes en los tejidos periféricos, y que tendrian ademas distintas afinidades por la
AM (114).
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El receptor de la AM pertenece a la superfamilia de receptores con 7 dominios
transmembrana acoplados a proteina G, y recibe el nombre de receptor similar al
receptor de la calcitonina (CLR). Sin embargo, el CLR necesita la presencia de
proteinas moduladoras con un Unico dominio transmembrana conocidas como
proteinas modificadoras de la actividad del receptor (RAMP). En el genoma humano
se han identificado 3 isoformas de RAMP: RAMP1, RAMP2 y RAMP3. Las RAMP se
unen al CLR en el reticulo endoplasmatico promoviendo su desplazamiento hasta la
membrana plasmatica (115).

RAMPL1 transporta y presenta al CLR en la superficie de la membrana como una
glicoproteina madura; ademas, este heterodimero funciona como un receptor de
CGRP (115).

Las moléculas de CLR transportadas por RAMP2 y RAMP3 son proteinas
glicosiladas en su core y funcionan como receptores de AM (AMR). El dimero
CLR/RAMP2 se conoce como AMR;, mientras que el dimero CLR/RAMP3 es el AMR,
(95, 116).

Qi et al. (117) estudiaron las diferencias existentes entre las secuencias de
RAMP1, y RAMP2 y RAMP3 para poder identificar residuos individuales que pudiesen
alterar su farmacologia. Propusieron que residuos presentes en RAMP2 y RAMPS3,
pero no en RAMP1, son los responsables de convertir a los dimeros de CLR con estas
dos RAMP en receptores exclusivos de la AM. Informaron ademas que la posicion 74
en RAMP2 y RAMP3 es critica para establecer su afinidad por la AM, mientras que el
residuo Phe93 en RAMP1 contribuye de manera muy importante a su afinidad con los
receptores de CGRP (117).

La expresion de las distintas isoformas de RAMP en un tipo celular concreto
podria cambiar entre los estados fisiolégicos y patoldgicos, determinando el grado de
respuesta a la AM y al CGRP (118). En condiciones fisioldgicas, la isoforma mas
abundante es RAMP2, sugiriendo que la mayoria de moléculas de CLR se unirian a él
para formar un receptor funcional para la AM. Sin embargo, cambios dinamicos en el
patrén de expresion de los genes de RAMP tienen lugar cuando se produce una
enfermedad, o hay determinadas situaciones fisioldgicas como el embarazo. Los
cambios mas importantes en los niveles de expresion de RAMP coinciden con
aquellas situaciones en las que la concentracion plasmética de AM es mas elevada,
como durante el embarazo o en enfermedades como la sepsis o0 la insuficiencia
cardiaca. En estos casos en los que los niveles de AM son mucho mas elevados se
produce un aumento en la expresion de RAMP3, aparentemente para lograr

compensar los aumentos de AM con una menor respuesta a su presencia (118).
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3.2.5. Mecanismos de transduccién de sefales de la adrenomedulina

Los mecanismos de transduccién de sefales activados por la AM varian de unas
especies a otras, entre 6rganos, entre tejidos, e incluso, de un tipo celular a otro. Sin
embargo, hay tres vias principales de sefializacion por las cuales la AM ejerce sus
acciones: la via del AMPc, la via del Akt (también conocida como protein quinasa B
(PKB)) y la via de las protein quinasas activadas por mitégenos (MAPK)-protein
guinasas regualadas por sefiales extracelulares (ERK).

La via de transduccién mas importante activada por la AM parece ser el sistema
adenilil ciclasa/AMPc. En muchos tipos celulares, los receptores de AM y CGRP estan
asociados a proteinas Gs que activan la adenilato ciclasa e incrementan los niveles
intracelulares de AMPc (95). En células endoteliales de aorta bovina y en células
musculares lisas vasculares (VSMC) la acumulacién de AMPc provoca la activacion de
la PKA, que a su vez incrementa los niveles de calcio intracelular, conduciendo a la
relajacion de las células vasculares (119). Por otra parte, la AM puede inducir la
movilizacién de los iones de calcio independientemente de los niveles de AMPc. Este
hecho sugiere que existe otro mecanismo implicado en la accion ionotrépica positiva
de la AM. Esta teoria fue confirmada por Szokodi et al. (120). La AM activaria a la
fosfolipasa C a través de su receptor especifico, acelerando la formacion del Inositol-
1,4,5-P3, lo que a su vez estimularia la liberacién de calcio intracelular desde el reticulo
endoplasmético (119, 120). Ademas, la activacion de la fosfolipasa C también esta
implicada en la apertura de los canales ionicos.

Sin embargo, otros estudios muestran que la administracion exégena de AM no
tiene ningun efecto en la concentracion intracelular de calcio, e incluso disminuye los
niveles de calcio en células HUVEC en cultivo (121) o en arterias coronarias porcinas
(122). Considerados en conjunto, estos resultados sugieren que la regulacién de la
movilizacién del calcio intracelular mediado por la AM dependeria del tipo celular y del
contexto.

También se ha visto en cardiomiocitos que el calcio intracelular aumenta en
respuesta a la AM, a través de la activaciéon de la sintasa del 6xido nitrico (NO) y de la
liberacion al medio de NO, lo que conduce a una relajacion celular (123).

La activacion de la via del NO mediada por AM tiene un papel crucial en la
regulacion del sistema cardiovascular a través de la regulacién del flujo sanguineo
(124). La via del NO y sus especies oxidativas reactivas producen una elevacion del
flujo colateral en tejidos isquémicos, logrando un efecto citoprotector contra el dafio
isquémico y contra las arritmias inducidas por isquemia miocardica en ratas (125).

Ademas, Sata et al. demostraton que la AM inhibe la apoptosis de las células
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endoteliales a través de un mecanismo dependiente de la via del NO (126). Sus
resultados sugieren que el efecto antiapoptético de la AM mediado por NO es
independiente del guanosin monofosfato ciclico (GMPc), a pesar de que la mayoria de
funciones vasodilatadoras del NO estan mediadas por el sistema GMPc/GMPc
dependiente de quinasas (126). Algunos autores postulan que el NO activado por AM
previene de la apoptosis a través de la S-nitrosilacion del sistema de caspasas (127-
129).

En cuanto a su segunda via principal de transduccion de sefales, la AM ha
demostrado que activa la via fosfoinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt en las células del
endotelio vascular donde regula numerosos procesos; como la vasodilatacion, la
supervivencia celular, la proliferacién, la migracién y la formacion de estructuras
vasculares en haces (130). El papel especifico de la AM en los procesos angiogénicos
esta regulado por un mecanismo que requiere de la activacién de los receptores AMR;
y AMR; (131).

Otros descubrimientos sugieren que la AM también actla directamente sobre el
miocardio gracias a la presencia del CLR en los miocitos, y que esta hormona induce
sus efectos cardioprotectores y antiapoptéticos después de un proceso isquémico a
través de la via PI3K/Akt, que permite ademas la neovascularizacién del tejido
afectado (132).

El papel de la AM en el crecimiento y en la mitogénesis ha conducido a varios
cientificos a investigar la hipotética regulacién de la AM sobre la via de las MAPK. La
sefializacion mediada por AM promueve directamente el crecimiento de las células
endoteliales y la supervivencia a través de la activacion de la via MAPK/ERK (133).
Curiosamente, en las células mesangiales glomerulares la AM tiene el efecto opuesto,
promoviendo la apoptosis durante la falta de suero en el medio (134). Sin embargo, en
células endoteliales y tumorales la AM inhibe la apoptosis, sugiriendo que el efecto de
la AM sobre la apoptosis estaria condicionado por el tipo celular (93).

Se ha propuesto que el efecto proapoptético de la AM en las células
mesangiales estaria mediado por la activacion de MAPK y otras quinasas como PKA
dependiente de AMPc, JKN o la fosfatasa 2A. Por otro lado, la AM protegeria a las
células malignas de la muerte inducida por hipoxia mediante la regulacion positiva de
Bcl-2 de un modo autocrino o paracrino (135).

De igual modo, parece que la AM estimula o inhibe la proliferacion celular
dependiendo del tipo celular concreto. Las respuestas proliferativas mediadas por AM
serian una consecuencia de la activacion de la via de la protein tirosin quinasa-MAPK.
Sin embargo, en células carentes de MAPK, el aumento en los niveles de AMPc

causado por la AM conduciria a una inhibicién del crecimiento celular (136).
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En VSMCs existen resultados contradictorios al respecto. Inicialmente se sugirio
que la AM tenia efectos antiproliferativos (137). Pero estudios mas recientes postulan
que la AM ejerce una potente accidbn mitogénica en este tipo celular cuando se les
retira el suero del medio de cultivo (138, 139). Bajo condiciones de deprivacion de
suero, la AM promueve la sintesis de ADN vy la proliferacion de las VSMCs. Estas
respuestas estarian mediadas por la activacion del sistema p42/p44 por MAPK. La AM
estimula la sintesis de la tirosin quinasa 2 rica en prolinas, que a su vez, activa al
promotor c-Src e induce el reclutamiento de proteinas mediadoras (Shc/Grb2), lo que
conduce a una activacion de la cascada de Ras-MAPK.

Todos los mecanismos de sefializacion en los que la AM patrticipa son la base de
su extenso repertorio de funciones biolégicas como la vasodilatacién, la proliferacion

celular, la modulacién de la apoptosis o la regulacion inflamatoria.

3.2.6. Acciones fisioldgicas de la adrenomedulina

El papel principal desempefiado por la AM en el desarrollo de mamiferos se ha
hecho evidente a raiz de la generacion de diferentes modelos knockout (KO). En
ratones KO para el gen de la AM, en los que la expresién de AM y PAMP se ha
suprimido, el fenotipo nulo es letal a nivel embrionario debido a la ausencia de
vascularizacion de la placenta, malformaciéon de la membrana basal en la aorta y las
arterias del cuello del utero, el desprendimiento de las células endoteliales de la
estructura basal, y a la presencia de edema (140). Otros grupos han generado
modelos KO de ratones donde solo la expresién de AM, pero no la de PAMP, esta
suprimida (141). El genotipo AM” también es letal a nivel embrionario, y ambos
genotipos AM/PAMP” y AM” causan la muerte de los embriones en el mismo
momento, entre los dias 14 y 15 de desarrollo embrionario.

Para demostrar la importancia in vivo del CLR, se creé un modelo especial
donde se knockeaba el gen de este receptor (Calcrl). Los ratones heterocigotos para el
alelo diana parecian normales, sobrevivian hasta la etapa adulta y eran normales en
términos reporductivos. Sin embargo, las crias Calcrl” no eran viables, los embriones
morian entre los dias 13 y 14 de gestacién y tras su extraccion se comprobaba que
exhibian un fenotipo muy similar al de los embriones AM” y AM/PAMP™ (142) (Figura
9). Estos resultados demuestran que tanto el gen de la AM, con el gen de su receptor

son esenciales para la supervivencia del embrién.
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Figura 9. Hidrocefalia y edema severo observados en los fetos Calerl” en comparacién con fetos
normales (WT) (142).

En modelos animales transgénicos donde se elimina el gen de RAMP2 se
obtiene un resultado similar a los sefialados anteriormente. Los embriones RAMP2™
morian en el Utero a la mitad de la gestacién debido a malformaciones severas,
fragilidad vascular, edema severo y hemorragias. En contraste, las crias RAMP2""
eran viables, alcanzaban la edad adulta pero mostraban una gran variedad de
fenotipos asociados a la hiperpermeabilidad vascular y fallos de neovascularizacién
(143). Estos datos demuestran que RAMP2 es un factor clave y determinante en los
efectos que la AM ejerce a nivel vascular, y que es esencial para la integridad vascular
y los procesos de angiogénesis.

Estudios mas recientes con animales transgénicos a los que se les knockea el
gen de RAMP2 en el endotelio (E-RAMP27) han permitido confirmar que el sistema
AM-RAMP2 es clave y determinante para la integridad vascular y la homeostasis
sistémica, desde estadios embrionarios hasta la edad adulta (144). La mayoria de los
ratones E-RAMP2” mueren en el periodo perinatal, y los pocos supervivientes
muestran anormalidades vasculares de forma espontdnea a medida que crecen.
Ademas, al envejecer, estos ratones transgénicos desarrollan una fibrosis severa en
higado, corazon y rifién; asi como una importante y acelerada senescencia vascular
asociada a un elevado estrés oxidativo (144). Estudios posteriores in vitro revelaron
gue la fragilidad vascular es consecuencia de una desorganizacion de las fibras de
actina que conduce a una separacion de las células endoteliales. El grupo de Koyama
et al. han demostrado que el sistema AM-RAMP2 regula la proporcién de Racl-
GTP/RhoA-GTP vy la formacién de actina, de modo que alteraciones en este sistema
conlleva a la interrupcién de la formacion de actina que a la larga ocasiona un dafio

vascular y organico crénico.
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Sorprendentemente, la ausencia absoluta de RAMP3 no tiene efectos adversos
en la supervivencia. Los ratones KO para RAMP3 parecen normales hasta los 9-10
meses, momento en el que se comprueba que su peso y tamafio son menores a los de
sus hermanos de camada con el receptor intacto (145). Esto sugiere que RAMP2 y
RAMP3 tienen funciones fisiologicas distintas durante la embriogénesis y la vida
adulta.

Para poder realizar el estudio de la falta de AM en distintos 6rganos y tejidos
durante la vida adulta se han creado modelos KO condicionales usando la tecnologia
Crel/loxP (146). La proteina Cre, de origen viral, reconoce las secuencias loxP de
forma que cuando encuentra dos de ellas en tdndem corta toda la secuencia
intermedia dejando una sola secuencia loxP (Figura 10). De este modo, el gen de la
AM estaria flanqueado por las secuencias loxP y la expresion de Cre estaria dirigida
por un promotor especifico de distintos drganos o tejidos, como el promotor de la
cadherina 5 para la expresion de Cre en células endoteliales (147), el promotor de la
adiponectina para la expresién de Cre en el tejido adiposo (148) o el promotor de la
tubulina a1 para lograr la expresién de Cre en neuronas del sistema nervioso central
(149).

A

Figura 10. Esquema del funcionamiento del sistema Cre/loxP. Cuando hay dos regiones loxP en tdndem
en la misma hebra de DNA, la proteina Cre elimina la zona de DNA comprendida entre ambas
secuencias, dejando una de ellas.

En el organismo adulto, la AM se ha localizado en varios tipos celulares y en la
mayoria de tejidos corporales (150). Esta amplia distribucion sugiere que la AM ejerce
diversas funciones fisiolégicas y que necesita un sistema de regulacion muy fino. El

gen de la AM se expresa, entre otros, en el sistema nervioso y sus estructuras
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relacionadas, en el sistema cardiovascular, en érganos endocrinos, en el aparato
digestivo, respiratorio y genitourinario, en estructuras éseas y musculares...

La AM controla y lleva a cabo una gran variedad de acciones biologicas de suma
importancia para la homeostasis cardiovascular, el crecimiento y correcto desarrollo de
los tejidos vasculares, y para la regulacion de los fluidos corporales. La administracion
sistémica de AM exdgena ha demostrado que este péptido reduce la presion arterial,
disminuye la resistencia vascular periférica e incrementa la frecuencia y el gasto
cardiaco (151). In vitro, la AM dilata los vasos sanguineos de diferentes lechos
vasculares pertenecientes a distintas especies animales. Respecto al mecanismo del
efecto vasodilatador de la AM, la mayoria de los datos indican que puede inducir la
dilatacién del endotelio de forma independiente al actuar sobre los receptores CGRP;
y elevar el nivel de AMPc en las VSMCs (93). Ademas, la AM se une de forma
especifica a receptores presentes en las células endoteliales y ejerce acciones
vasodilatadoras mediadas por el sistema del NO (152), por el factor de
hiperpolarizacion derivado del endotelio (153), y/o por prostanoides vasodilatadores
(154).

Por otro lado, se han acumulado evidencias que sostienen un papel
compensatorio de la AM en el fallo cardiaco (155). Se ha establecido que los niveles
plasmaticos de AM se encuentran incrementados de forma significativa en pacientes
con fallo cardiaco respecto a la poblacion general; ademas, este aumento es
proporcional a la severidad de la patologia: cuanto mayores sean los niveles de AM,
peor es el estado clinico del paciente (156). Varios estudios sugieren incluso que los
niveles plasmaticos de AM son un factor pronéstico independiente del fallo cardiaco
(157). Este péptido seria capaz de regular la hipertrofia del miocardio y su
remodelacién en la hipertension arterial de una forma autocrina y paracrina (156).

La AM también ejerce un estrecho control sobre la funcién renal y el volumen de
fluido corporal (158). En primer lugar, ejerce un control directo sobre los rifiones,
afectando a la diuresis y natriuresis. Ademas, regula el eje hipotalamico-pituitario-
adrenal a todos los niveles (159). Se ha demostrado en ensayos animales que las
infusiones intracerebrales de AM inhiben la sed y la ingestion de sales (160). En la
pituitaria, la AM es capaz de inhibir la secrecion de vasopresina y ACTH; mientras que
en la glandula suprarrenal controla la secrecion de aldosterona (159).

Por otro lado, la AM regula la secrecién de varias hormonas en distintos tejidos y
organos. Los niveles de este péptido tienen efectos en el eje hipotalamo-hipdfisis-
suprarrenal, como se ha mencionado anteriormente (159). Ademés, la AM es
sintetizada por las células productoras de polipéptido F de los islotes pancreaticos; y

las células B productoras de insulina expresan receptores especificos para AM (161).

41



Introduccion

La incubacion de islotes en cultivo con un anticuerpo monoclonal contra AM provoca
que se eleve hasta 5 veces la secrecion basal de insulina (161). Esto indica que la AM
endogena inhibe de forma fisiologica la secrecion de insulina.

En el aparato reproductor femenino la AM es sintetizada por las células de la
granulosa de los foliculos del ovario. Los niveles plasméticos de AM aumentan durante
la fase folicular y descienden durante la fase lutea del ciclo menstrual (162). Tanto la
AM como sus receptores se expresan en el Utero, y esta expresion se incrementa de
forma natural durante el embarazo (163). Esta hormona también se puede detectar en
la placenta y en numerosos tejidos fetales, lo cual sugiere que podria estar
intimamente relacionada con la embriogénesis y el desarrollo normal del embarazo
(164, 165).

En el sistema digestivo la inmunoreactividad de la AM se distribuye en la mucosa
y el epitelio glandular del estbmago, esdéfago, intestino, vesicula biliar, conductos
biliares, y en los acinos de las glandulas salivales y del pancreas (166). Ademas, es
capaz de regular la motilidad gastrointestinal y la producciéon de secreciones
gastrointestinales; por ejemplo, es un potente inhibidor de la secrecién basal de HCI
mediada por gastrina (167).

Tanto la AM como sus receptores estan ampliamente distribuidos por todo el
sistema nervioso central (166, 168). Se encarga de regular algunas de las propiedades
de la barrera hematoencefélica (169), aumenta la tasa de descargas simpaticas
preganglionares (170), ejerce diversas acciones neuroprotectoras frente al dafio por
infarto cerebral (171), y regula el balance electrolitico y de fluidos corporales (158).
Ademas, estudios relativamente recientes sugieren que la AM podria estar implicada
en la respuesta neuroendocrina al estrés y en la nocicepcion (149, 172).

Finalmente, la AM se ha detectado en todas las barreras epiteliales que separan
el medio externo e interno del organismo (173), asi como en todos los fluidos
corporales. Todos estos datos sugerian que la AM podria tener una funcién
relacionada con la inmunidad. A dia de hoy se ha demostrado que tanto la AM como el
PAMP son potentes agentes antimicrobianos frente a bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (94). Se ha descrito que los pacientes que sufren un shock séptico
tienen niveles plasméticos de AM elevados, probablemente como una accion de
defensa frente a la infeccion (174). Sin embargo, una produccion incontrolada de AM
durante el estado de sepsis puede tener consecuencias adversas, como hipotension

severa, que pueden llegar a poner en peligro la vida del paciente (94).
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3.3. EL USO DE LA ADRENOMEDULINA COMO TRATAMIENTO DE
LAS ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES

Dentro del amplio abanico de funciones que ejerce la AM, hay varias que la
convierten en una buena candidata para su posible uso en el tratamiento de la IBD.
Por ejemplo, se ha demostrado que la AM es capaz de inhibir la secrecién de citocinas
pro-inflamatorias actuando como un agente anti-inflamatorio natural secretado al
medio por los monocitos de la sangre periférica cuando se transforman en macrofagos
(95). A parte de actuar a nivel de las células inflamatorias, la AM también disminuye la
permeabilidad endotelial, reduciendo la formacion de exudados inflamatorios (95).
Ademads, al ser un potente agente angiogénico (175) es necesaria para mantener la
integridad de la microvasculatura de las mucosas (176), y favorece una curaciéon y
cicatrizacion de las lesiones mas rapida (177). En 1999 ya qued6é demostrado en un
experimento in vitro que la AM era necesaria para la recuperacion del epitelio gastrico
tras la aparicion de ulceras (178). Y por ultimo, gracias a su efecto antimicrobiano, la
AM podria ayudar a combatir el sobre crecimiento de bacterias no propias de la
microbiota que se produce en los pacientes de IBD (94, 95).

Los valores afadidos al uso terapéutico de la AM son, por un lado, que se trata
de una hormona producida de forma normal por el organismo y, por otro, que su
administracién exdgena ya se ha probado en ensayos clinicos y estudios pilotos
anteriores (179-185).

La AM ha demostrado en muchos estudios, realizados por grupos
independientes, ser capaz de mejorar la severidad de las IBD en los principales
modelos animales de colitis. (186-196)

En experimentacion animal, las IBD se estudian a través de modelos de colitis,
ya que el acceso al colon de los animales es mas comodo y seguro. Lo mas habitual
es usar modelos murinos a los que se les induce la colitis usando &cido acético por via
intra-rectal (186), dextrano sulfato sddico (DSS) administrado oralmente (187), acido
2,4,6-trinitrobenceno sulfénico (TNBS) por instilacion rectal (189) u oxazolona, que
produce una colitis que histolégicamente se asemeja mas a la CU que a la EC (196).
Tras la induccioén de la colitis se procede al tratamiento con AM recombinante o suero
salino en los controles. La AM se administra via intraperitoneal o intra-rectal. La
evaluacion de la colitis se hace a 3 niveles: el macroscépico (evaluando el peso de los
animales, la diarrea, sangrado en heces, y la observacion del colon tras su extraccion),
el microscépico (mediante la evaluacion del dafio histolégico) y el bioquimico
(midiendo niveles de mediadores inflamatorios en el tejido y en la sangre).

La AM es capaz de desempeiiar esta funcién protectora en los modelos de colitis

a través de los siguientes mecanismos:
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Por un lado, actia como un potente factor anti-inflamatorio, tanto a nivel local
como sistémico, manteniendo estable el balance de células Th1/Th2, disminuyendo el
infiltrado de neutrdfilos a la zona afectada y reduciendo los niveles de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y principalmente) (186, 187, 189). Estas
acciones podrian estar mediadas a través de la regulacion que la AM ejerce en la
actividad de HIF: niveles altos de AM favorecen la sintesis de HIF-1a, factor protector
endogeno frente a procesos inflamatorios en las mucosas (192).

Ademas, la AM es esencial para el mantenimiento de la integridad de la barrera
epitelial intestinal, siendo capaz de combatir la hiperactivacién y la hiperpermeabilidad
del epitelio gastrointestinal, ambos signos clinicos tipicos de las IBD que favorecen la
aparicion de lesiones ulcerativas y la inflamacion (187).

La administracion de AM también aumenta significativamente la velocidad de
reepitelizcién y regeneracion del tejido ulcerado (193).

Y por ultimo, la AM es capaz de proteger y restaurar la funcién vascular
mesentérica dafiada, disminuyendo los niveles de ciclooxigenasa-2 (enzima
mediadora en procesos inflamatorios) en la microvasculatura de las ratas con colitis y
del NO (potente vasodilatador) en el tejido del colon, pero no a nivel sistémico (191).

Al conseguir mejorar de forma muy significativa la severidad de la inflamacion y
los otros dafios histoldgicos, el tratamiento con AM contribuye a mejorar el indice
global de severidad de la enfermedad, controlando la pérdida de peso, las diarreas, el
sangrado en heces y aumentando la tasa de supervivencia de los animales tratados
frente a los controles.

En vista de los éxitos logrados en los modelos animales, ya se han realizado los
primeros estudios piloto en pacientes con CU severa refractaria a los tratamientos
convencionales (197, 198). Los datos son prometedores, ya que, la administracion
intravenosa de AM consigue reducir en todos los casos el indice de actividad de la
enfermedad entre 5y 12 puntos sobre 12, que es la puntuacién méaxima del indice de
Actividad de la Enfermedad de Colitis Ulcerosa, mejorando significativamente la
curacion de las ulceras (Figuras 11 y 12). En varios casos se consigue mantener el
estado remision clinica durante mas de un afo tras el tratamiento con AM. Y no se

observan efectos adversos destacables, salvo el descenso leve de la presion arterial.
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Figura 11. Hallazgos endoscépicos. Ulceras profundas y extensas se observan en el colon transverso (a)
y sigmoideo (b) a dia 0 del tratamiento. Dos semanas después del tratamiento con AM (c,d), una
significante neovascularizacion y regeneracion de la mucosa se observan en los margenes y la base de
las Ulceras en el colon transverso (c). En el colon sigmoideo, fibrosis (cicatrizacién) y vasodilatacién se
observan en las Ulceras més superficiales. Las zonas fibréticas muestran una apariencia reticulada, como
de tela de arafia (d) (198).

45



Introduccién

Figura 12. Hallazgos endoscopicos. Tres meses tras el tratamiento con AM las Ulceras han desaparecido
en su totalidad y algunas cicatrices se observan en el colon transverso (a) y sigmoideo (b). Un afio tras el
tratamiento con AM, la mucosa del colon transverso (c) y del colon sigmoideo (d) permanece en estado de

remisién, con una vascularizacion totalmente recuperada (198).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

Hasta el momento, todas las aproximaciones experimentales para determinar la
relacién entre la AM y las IBD han sido desde un punto de vista terape0tico. La
administracion exdgena de AM ha demostrado tener efectos beneficiosos en los
principales modelos animales de colitis (186, 187, 191) y en los primeros estudios
clinicos pilotos realizados en pacientes con CU severa refractaria al tratamiento
convencional con corticosteroides (197, 198).

Sin embargo, no existe ningun estudio publicado hasta el momento que
investigue una posible relacién entre la AM enddgena y la patogenia de la enfermedad.

Recientemente se ha descubierto un polimorfismo en las proximidades del gen
de la AM que conduce a niveles plasmaticos mas bajos de esta hormona en los
individuos portadores (104). Estudios previos realizados por nuestro grupo sugieren
gue este polimorfismo se relaciona con efectos protectores frente al cancer (108); y
podria estar relacionado con otras patologias en las que la AM juegue algun papel. Si
la AM tiene efectos positivos sobre las IBD, los pacientes que tengan niveles bajos de
esta hormona podrian presentar una mayor susceptibilidad a desarrollar la patologia,
una mayor severidad clinica y/o una peor respuesta a la terapia. Si se corrobora esta
hipétesis, se podria iniciar una nueva linea de investigacién para establecer si una de
las posibles causas genéticas de susceptibilidad al desarrollo y peor prondstico de la
enfermedad es la presencia de mutaciones o polimorfismos en el gen de la AM o de
sus receptores. Para conseguir una demostracion formal de los efectos que los niveles
enddgenos de AM puedan tener en las IBD es necesario un enfoque genético, en el
gue usando un modelo animal se delecione el gen de la AM todo el organismo.

Por tanto, el objetivo principal del presente este estudio es generar un modelo
KO global para AM que permita establecer si existe o no relacion entre la presencia de
AM enddgena y el desarrollo y grado de patogénesis de las IBD. La hip6tesis de la que
partimos es que la ausencia de AM conducird a una mayor severidad de la
enfermedad.

Los objetivos secundarios son, en el caso de que se corrobore la hipétesis de
trabajo, intentar averiguar cuéles son los mecanismos biolégicos que intervienen en el
desarrollo de una mayor patologia en los animales KO mediante estudios de
parametros macroscépicos, microscopicos y bioquimicos; de acuerdo con la

metodologia seguida en los articulos consultados (186-196, 199).
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. GENERACION DE LOS RATONES TRANSGENICOS

Como se ha mencionado anteriormente, los ratones KO totales para AM, PAMP,
o los receptores CLR y RAMP2 no son viables y mueren a partir de la segunda
semana de gestacion (140-143). Por ello, para poder conseguir generar los ratones
KO totales necesarios para el experimento es preciso usar un modelo genético de
induccion de la delecion en ratones adultos.

Para ello, se ha empleado la tecnologia Cre/loxP (146): los ratones que
contienen el gen de la AM flanqueado por las secuencias loxP (que se conocen como
ratones “floxeados”) se habian generado previamente en nuestro laboratorio (149).
Estos animales se cruzaron con otra linea de ratones transgénicos que contenian un
sistema de recombinacion donde la expresion de Cre es inducida por tetraciclina o por
su analogo, doxiciclina (Figura 13), obteniendo una linea tritransgénica (linea AM
DOXI, identificada en el animalario con la letra “X”).

Esta segunda linea de ratones transgénicos se consiguié cruzando una linea de
ratones mutantes C57BL/6 que tienen una expresién optimizada y global, dirigida por
el promotor endbégeno Gt(ROSA)26Sor, del transactivador reverso activado por
tetraciclina (rtTA-M2) (linea 006965, The Jackson Laboratory Bar Harbor, ME, EE.UU.)
y una linea de transgénicos del mismo fondo genético (C57BL/6) que expresan la
recombinasa Cre bajo el control de un elemento promotor de respuesta a tetraciclina,
tetO (linea 006234, The Jackson Laboratory) (Figura 13).
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Rosa26-rtTAM2 tetO-Cre
O O
C57BL/6T B X C57BI/6T 2
e GH{ROSA26)S0r | rTAM? | — tetO Cre |—
Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre AM flox/flox
O

CSTBI/6T S X

] GHROSAZ6)SOT | ATAM2 Jrmmmmem

AM DOXI

Figura 13. Generacion de los ratones transgénicos KO totales para el gen de la AM inducibles mediante la

tecnologia Cre/LoxP y los promotores e inductores de respuesta a tetraciclina.

De este modo, cuando los ratones tetO-Cre se cruzan con ratones Rosa26-
rtTAM2, la expresion de la proteina Cre y la recombinacion mediada por esta en los
ratones descendientes (linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, identificada en el animalario
con la letra “W”) se puede regular mediante la administracion de doxiciclina. Este
sistema de induccién se conoce como sistema tet-On (Figura 14) (200). Al poder
regular el momento de expresion de Cre, podemos controlar el momento en que se

delecione el gen de la AM y, por tanto, la expresion de la proteina AM.
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Promotor nHTA-M2
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recombinasa

Figura 14. Representacion esquematica del funcionamiento del sistema tet-On. El transactivador reverso
activado por tetraciclina (rtTA-M2) produce una proteina que se une de forma especifica al elemento
promotor de respuesta a tetraciclina (tetO). En ausencia de doxiciclina, la proteina represora es activa y
bloque la expresién del promotor tetO y del gen Cre que estd inmediatamente después. Sin embargo, en
presencia de doxiciclina, esta se une a la proteina represora y la inactiva, permitiendo la expresion del

promotor tetO y del gen responsable de la sintesis de la proteina Cre recombinasa (201).

5.2. GENOTIPADO DE LOS RATONES TRANSGENICOS
5.2.1. Extraccion del ADN gendémico

El genotipo de los ratones se realizé a partir del ADN gendémico de biopsias de
cola recogidas antes del destete de los animales, en la tercera semana de vida. La
extraccion del ADN se llevé a cabo mediante el siguiente protocolo (mientras no se
especifique lo contrario, todos los reactivos quimicos proceden de Sigma-Aldrich,
Dorset, England):

Las biopsias de la parte terminal de la cola se recogieron en viales de 1,5 mL
identificados. Cada biopsia se digirid6 afnadiendo 500 uL de un buffer de lisis (Tris-HCI
100 mM pH 8.5; EDTA 5 mM; SDS 2% y NaCl 200 mM) y 5 uL de proteinasa K 10
mg/mL (Proteinase K, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se dej6 incubar la reaccion
de digestién toda la noche en un termobloque a 55°C y con agitacion, 500 rpm (Mixing
Block MB-102, BIOER, Hangzhou, China). Al dia siguiente, las digestiones se
centrifugaron a velocidad méxima (16 100 x g, Centrifugue 5415R, Eppendorf,
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Hamburgo, Alemania) a 4°C durante 60 minutos. Se trasvasoé todo el sobrenadante a
un vial nuevo, y se precipité el ADN con 500 yL de isopropanol. El tubo se agité hasta
que aparecio el ovillo de ADN. Tras una centrifugacién de 10 minutos a velocidad
méxima se descarto el sobrenadante y el precipitado se lavé con 500 pL de etanol al
70%. Este paso se realizO dos veces. Tras la ultima centrifugacion se elimind el
sobrenadante y el precipitado se dejé secar al aire. Por Ultimo, este precipitado se
resuspendié en 200 ul de agua ultrapura (MiliQ), y se almacend a -20°C hasta su uso

para realizar las PCR.

5.2.2. Genotipado de ratones mediante PCR

El genotipo de los ratones se determindé mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores especificos (Tabla 4) y el ADN
gendmico extraido de acuerdo al protocolo explicado anteriormente.

Para la linea de ratones Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre se realizaron dos reacciones
de PCR diferentes. Una para detectar la presencia del rtTA-M2 en el alelo
Gt(ROSA)ZGSortmlsor y otra para detectar la presencia o ausencia del gen de la Cre
recombinasa.

La reaccion de amplificacion del alelo Gt(ROSA)26Sor™s""

, de acuerdo con el
protocolo facilitado por The Jackson Laboratory (202), se realiz6 con 1 uL de ADN
gendémico (50 — 200 ng) y tres cebadores: un cebador sense comun a ambos
genotipos, y un cebador especifico para la presencia o ausencia del transactivador.
Las secuencias de los cebadores que fueron utilizados en la reaccién y el tamafio de
los amplicones generados se muestran en la Tabla 4. Una reaccién tipica para el
genotipado de los animales se realiza en un volumen final de 25 pl con 1 pl de ADN
gendmico de ratén, 2,5 ul de buffer de reaccién con magnesio 10x (Biotools, Madrid,
Espafa), 0,5 ul de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10 mM, 1 ul del cebador sense
comun, 1 ul del cebador antisense mutante y 1 ul del cebador antisense WT 10 uM, 1
pl de la enzima Taq polimerasa (1 U/ul, Biotools) y 17 ul de agua ultrapura (MiliQ).
Para el genotipado del transgen tetO-Cre se amplific6 un fragmento de 625 pb
del gen de Cre (203). Como control interno de la reaccion se amplificé un fragmento de
325 pb del gen IL-2 (Tabla 4). La reaccion se realizé en un volumen total de 25 ul con
1 pl de ADN gendmico de ratdn y los siguientes componentes: 2,5 ul de buffer de
reaccion con magnesio 10x (Biotools), 0,5 ul de desoxinucleoétidos trifosfato (ANTPs)
10 mM, 1 pl del cebador sense Cre y 1 ul del cebador antisense Cre, 0,5 ul del
cebador sense de la IL-2 y 0,5 pl del cebador antisense de la IL-2, todos los cebadores
a una concentracion de 10 uM, 1 ul de la enzima Taq polimerasa (1 U/ul, Biotools) y 17

pI de agua ultrapura (MiliQ).
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Para genotipar la linea de ratones AM DOXI, ademas de las dos reacciones
anteriores, hubo que realizar una tercera PCR para detectar la presencia de las
secuencias loxP flanqueando al gen de la AM. Las secuencias de los cebadores que
fueron utilizados en la reaccién y el tamafio de los amplicones generados se muestran
en la Tabla 4. La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl con 1 yl de ADN
gendmico de ratén y los siguientes componentes: 2,5 ul de buffer de reaccion con
magnesio 10x (Biotools), 0,5 pl de desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 10 mM, 1 pl del
cebador sense AM floxeada y 1 ul del cebador antisense AM floxeada 10 uM, 1 pl de

la enzima Taq polimerasa (1 U/ul, Biotools) y 18 ul de agua ultrapura (MiliQ).

Cebador Secuencia 5’ - 3’ Resultados esperados

Gt(ROSA)26Sor™*s°"

T ATTEETEE GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC

tTA-M2"*: banda 340 pb

Gt(ROSA)26Sor™ser rtTA-M2"": bandas 340 pb y 650

el SETEA AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT pb

] TA-M2": banda 650 pb
Gt(ROSA)26Sor™m*>"

WT antisense GGAGCGGGAGAAATGGATATG

Cre sense CGACCAAGTGACAGCAATGCTGTTTCA
Cre +: banda 625 pb

Cre antisense CACCAGCTTGCATGATCTCCGGTATT Cre -2 no hay banda

IL-2 sense CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT

Banda 325 pb
IL-2 antisense GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
AM fl d AM flox/flox: banda ~ 650 pb
OXeada sense
TGATTATCGCCTGTGGATGA AM floxiwt: bandas ~ 650 pb y ~

AM floxeada 625 pb

antisense GCCTTAGCTCAGGTCCAGTG AM wt/wt: banda ~ 625 pb

Tabla 4. Primers empleados para el genotipado de los ratones.

Todas las reacciones de amplificaciobn se realizaron en termocicladores
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystem, Foster City, CA, EE.UU.) con el
siguiente programa de temperaturas: comienza con un paso inicial a 94°C para
desnaturalizar el ADN durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacién. Cada
uno de estos ciclos consta de tres pasos: un primer paso de desnaturalizacion a 94°C
durante 30 segundos, un segundo paso de anillamiento de los cebadores con al ADN

gendmico a 60°C durante 30 segundos y un paso final de elongacion a 72°C durante
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30 segundos. Y el ultimo paso de la PCR es una elongacion final a 72°C durante 7
minutos.

Las bandas amplificadas fueron separadas por electroforesis en geles de
agarosa (Biotools) al 1,5% en TBE 1x y colorante Gel Red® (1:10000, Biotium,
Hayward, CA, EE.UU.). De los 25 pl finales de reaccion de PCR en los geles se
cargaron 10 ul a los que se le afadieron 2 pl de una solucién de carga Orange G
(Merck, Darmstadt, Alemania) al 1,5% en una solucién de Ficoll (Ficoll® Solution, Type
400, 20% water). La electroforesis se resolvi6 a 80 V entre 35 minutos o 1 hora,
dependiendo del tamafio de los fragmentos a amplificar. Para estimar el tamafio de los
fragmentos de ADN analizados, se incluyé en los geles un marcador de peso
molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen).

Los ratones fueron seleccionandose de acuerdo a sus genotipos hasta obtener
en la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre ratones homocigotos para la presencia del rtTA-
M2 (itTA-M2*"") y positivos para el gen de Cre (Cre +); y en la linea AM DOXI ratones

+/+

homocigotos para la presencia del rtTA-M2 (rtTA-M2™"), positivos para Cre (Cre +) y

homaocigotos para la presencia de las secuencias loxP (AM flox/flox).

5.3. ESTUDIO PILOTO: GENERACION DE LOS RATONES KO

Como ya se ha explicado anteriormente, en los sistemas genéticos tet-On la
induccién de la expresion de la proteina Cre recombinasa se consigue administrando
el analogo de la tetraciclina, doxiciclina.

La forma mas comun de administrar la doxiciclina (Doxycycline hyclate, Sigma-
Aldrich, namero de referencia D9891-10G) a los ratones es disolviéndola a una
concentracion de 2 mg/mL en el agua de bebida suplementada al 5% con sacarosa
(200, 204, 205), de modo que el sabor dulce contribuya a contrarrestar el sabor del
antibiético y a que los animales beban con normalidad. La doxiciclina es un compuesto
fotosensible y los biberones deben protegerse de la luz. Ademas, la solucion debe
renovarse cada 72 horas porque la doxiciclina se degrada con el paso del tiempo y
deja de ser efectiva.

Para inducir la recombinacién del gen deseado en la mayoria de tejidos basta
con administrar la solucion de doxiciclina durante una semana. Sin embargo, para
conseguir que la doxiciclina llegue a aquellos tejidos donde existe una barrera
hematica, como la barrera hematoencefélica o la barrera hematotesticular, puede ser
necesario ampliar la administracion a dos semanas (206).

Con el fin de determinar la dosis y la duracion del tratamiento méas adecuados
para conseguir la delecion del gen de la AM en todo el organismo se realiz6 un

experimento piloto.
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5.3.1. Animales

Se seleccionaron en total 20 animales de 9 semanas de edad de ambos sexos
(Tabla 5). En un primer momento se incluyeron 15 ratones de la linea AM DOXI que se
dividieron en 3 grupos de 5 animales cada uno: al primer grupo de le administré
doxiciclina durante 7 dias, al segundo grupo se le administro la solucion de doxiciclina
durante 14 dias, y al tercer grupo no se le administré doxiciclina. Al analizar los
resultados se comprob6é que en los animales sin tratar con doxiciclina estaba
ocurriendo una delecion del gen de la AM de forma espontanea en la mayoria de los
tejidos analizados, por eso, en vista a futuros procedimientos se incluyeron en el
estudio piloto otros 5 animales de la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre que recibieron la

solucion de doxiciclina durante el tiempo maximo, 14 dias.

Linea Genotipo Edad ny sexo Tratamiento
nTA-M2"" -
3 machos Doxiciclina 2mg/mL
AM DOXI Cre + 9 semanas ;
2 hembras 7 dias
AM flox/flox
MTA-M2"" o
3 machos Doxiciclina 2mg/mL
AM DOXI Cre + 9 semanas
2 hembras 14 dias
AM flox/flox
nTA-M2"* L mach
macho
AM DOXI Cre + 9 semanas 4 hemb Agua normal
embras
AM flox/flox
HTA-M2"" o
2 machos Doxiciclina 2mg/mL
Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre Cre + 9 semanas .
AM wiiwt 3 hembras 14 dias

Tabla 5. Caracteristicas de la muestra de animales empleada en el estudio piloto para determinar las
pautas mas adecuadas de administracion de doxiciclina para lograr la delecion del gen de la AM en todos

los 6rganos corporales.

La solucion de doxiciclina en el agua suplementada de bebida se prepar6
disolviendo 300 mg de doxiciclina y 7,5 g de sacarosa en 150 mL de agua de bebida
previamente autoclavada. Los biberones se protegieron de la luz con papel de plata.
La solucion de doxiciclina se renovo cada 72 horas.

El procedimiento se llevd a cabo con el consentimiento del Comité Etico de
Experimentacion Animal del CIBIR (nimero asignado de procedimiento CEEA-CIBIR
09/12). Todos los animales fueron revisados y pesados diariamente en busca de
signos de malestar, prestando especial atencion al estado de hidratacion (test de
turgencia de la piel) y a la presencia de diarrea. También se pesaron diariamente los
biberones para asegurar que los ratones estaban consumiendo de forma adecuada la

solucién de doxiciclina. Se comprob6 que durante las primeras 48 horas tras el cambio
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de agua de bebida a solucién de doxiciclina se produce un descenso de consumo de
liquidos y casi todos los animales pierden peso (en torno al 10% respecto a su peso
inicial); sin embargo, esta situacion se normalizo en la totalidad de los casos al tercer
dia, cuando los animales ya se han acostumbrado al sabor de la bebida.

Una vez finalizado el procedimiento los animales se sacrificaron usando una
dosis letal de anestesia (Imalgene® (MERIAL LABORATORIOS S.A., Barcelona,
Espafa), 300 mg/Kg; Domtor® (Norvet, Lugo, Espafia), 3 mg/Kg por via
intraperitoneal, y se extrajeron muestras de colon, duodeno, pancreas, higado,
testiculos/ovarios, bazo, glandula suprarrenal, rifién, pulmén, corazén, musculo
esquelético (triceps), cerebro e hipofisis. Tras lavar las muestras en PBS, se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

5.3.2. Extraccién del ADN gendmico de los érganos

La extraccién de ADN de los 6rganos se realizd siguiendo el mismo protocolo
empleado para las biopsias de cola de raton (ver apartado 5.2.1. Extraccion del ADN
gendmico).

Las concentraciones de ADN obtenidas en las muestras de érganos eran
superiores a las obtenidas en biopsias de cola (600 — 800 ng/uL), por lo que se

diluyeron en agua ultrapura hasta obtener una concentracion final de 120 ng/uL.

5.3.3. Comprobacion de la delecion del gen de la adrenomedulina
mediante PCR

Para comprobar la delecién del gen de la AM tras la accién de recombinasa Cre
se procedié a su respectiva identificacion por PCR. Usando los cebadores especificos
mostrados en la Tabla 6, el fragmento de la delecion es de 600 pb, frente a los
alrededor de 1300 pb en el alelo floxeado o en el alelo WT. La PCR se llev6 a cabo en
un volumen final de 25 ul con 1 ul de ADN gendmico de raton y el KAPA LongRange
PCR Kit with dNTPs® (KAPA Biosystems, Wilmington, MA, EE.UU.) que permite

amplificar fragmentos de ADN de gran tamafio.

Cebador Secuencia 5’ - 3’ Resultados esperados

AM delecion sense
AAGGGAAGTCCTGCTCCAGT AM™ banda ~ 2500 ob

AM™: bandas ~ 600 y ~ 2500 pb

AM floxeada AM”: banda ~ 600 pb

T —— GCCTTAGCTCAGGTCCAGTG

Tabla 6. Primers especificos empleados para comprobar la presencia de la delecion del gen de la AM

mediante PCR con ADN gendmico obtenido de muestras de tejido.
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Todas las reacciones de amplificacion se realizaron con el siguiente programa de
temperaturas: comienza con un paso inicial a 94°C para desnaturalizar el ADN durante
2 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacién. Cada uno de estos ciclos consta de
tres pasos: un primer paso de desnaturalizacién a 94°C durante 15 segundos, un
segundo paso de anillamiento de los cebadores con al ADN gendémico a 64°C durante
15 segundos y un paso final de elongacion a 72°C durante 3 minutos y medio. Y el
ultimo paso de la PCR es una elongacion final a 72°C durante 7 minutos.

Las bandas amplificadas fueron separadas por electroforesis en geles de

agarosa al 2% con el mismo protocolo comentado anteriormente.

5.4. INDUCCION DE LA DELECION DEL GEN DE LA
ADRENOMEDULINA

A las 9 semanas de vida se procedié a administrar la solucién de doxiciclina,
siguiendo el mismo protocolo que en el estudio piloto (2mg/mL en el agua de bebida
suplementada al 5% con sacarosa durante 14 dias), a los 64 ratones que iban a formar
parte del procedimiento de colitis aguda.

La mitad del grupo (32 animales) pertenecia a la linea AM DOXI, con lo que al
administrar la doxiciclina se iba a lograr la delecion del gen de la AM de todo el
organismo. La otra mitad del grupo eran los animales control que pertenecian a la
linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre; en estos ratones al no estar floxeada la AM no iba a
producirse ninguna recombinacién génica (como ya se habia comprobado en el
estudio piloto), sin embargo, se considerd oportuno administrarles también la solucion
de doxiciclina para que ambos grupos partiesen de las mismas condiciones basales,
ya que, por un lado la doxiciclina puede tener efectos sobre la flora bacteriana
intestinal (207); y por otro, recientemente se ha comprobado que este compuesto

puede modificar de forma significativa distintas vias intracelulares (208).

5.5. INDUCCION DE LA COLITIS Y DISENO DEL ESTUDIO
5.5.1. Animales

Se emplearon 32 ratones KO para AM de la linea AM DOXI (16 machos y 16
hembras) y 32 ratones WT de la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre (16 machos y 16
hembras) de 16 semanas de edad (Tabla 7) a los que previamente se les habia
administrado la solucién de doxiciclina (debido a los efectos secundarios de la
doxiciclina sobre el tracto gastrointestinal se considerd necesario esperar un mes tras

el cese de su consumo para llevar a cabo la induccion de la colitis aguda). Los
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animales permanecieron estabulados en un animalario con barrera, con parametros
controlados (temperatura 24-25°C, humedad 70-75%, régimen de iluminacion 12 horas
de luz/12 horas de oscuridad) y fueron alimentados con una dieta normal de
laboratorio (Panlab, Barcelona, Espafa). Todos los procedimientos se llevaron a cabo
con la aprobacion del Comité Etico de Experimentacion Animal del CIBIR (nimero
asignado de procedimiento: CEEA-CIBIR 11/12).

Linea Genotipo Edad ny sexo Tratamiento
AM DOXI nTA-M2""* 16 semanas 8 machos  TNBS en etanol 50%
Cre + 8 hembras
AM flox/flox
AM DOXI nTA-M2"" 16 semanas 8 machos NaCl en etanol 50%
Cre + 8 hembras
AM flox/flox
Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre nTA-M2"* 16 semanas 8 machos  TNBS en etanol 50%
Cre + 8 hembras
AM flox/flox
Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre nTA-M2"* 16 semanas 8 machos NaCl en etanol 50%
Cre + 8 hembras
AM wt/wt

Tabla 7. Caracteristicas de la muestra de animales empleada en el estudio del papel de la AM end6gena

en el desarrollo y severidad de un modelo de colitis aguda inducido por la instilacion rectal de TNBS.

5.5.2. Induccidn de la colitis aguda

La induccién de la colitis se realiz6 siguiendo el método de Kono et al. (209) con
ligeras modificaciones de acuerdo al protocolo seguido por Gonzéalez-Rey et al. (188).

A los animales se les retird6 el alimento a primera hora de la mafiana y
permanecieron en ayunas durante 6 horas antes de la induccion para lograr el vaciado
del tracto gastrointestinal. Pasadas esas 6 horas, los animales fueron anestesiados
por via inhalatoria con Isofluorano (IsoFlo®, Esteve, Barcelona, Espafia). Una vez
anestesiados, se procedié a la instilacion del TNBS (Sigma-Aldrich, niamero de
referencia 92822-1ML) o del suero salino (FisioVet®, Braun, Barcelona, Espafia),
segun el grupo al que pertenezcan los animales (Tabla 7), por via rectal con un catéter
médico de poliuretano de grado 3,5 F conectado a una jeringa de 0,3 mL sin aguja
(Terumo Europe Espafia S.L., Alcala de Henares, Espafia), insertando el catéter a una
profundidad de 3 cm en machos y 2.5 cm en hembras desde el ano. Después de la
instilacion se mantuvo elevada la mitad inferior del cuerpo del animal durante 1 minuto

para evitar la salida del producto introducido.
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Cada raton de los grupos tratados recibié una instilacion de 3 mg de TNBS
disueltos en etanol al 50% en agua destilada en un volumen total de 100 pyL. Cada
raton de los grupos controles recibié una instilacion del mismo volumen, 100 pL, de
suero salino en etanol al 50% en agua destilada.

Los ratones se revisaron y pesaron diariamente para evaluar su estado de
bienestar y la evolucién de la colitis. Se administro suero Lactato de Ringer (Braun) por
via intraperitoneal y subcutanea a todos los animales con signos de deshidratacion.

Todos los animales fueron sacrificados 5 dias después de la instilacién con
TNBS o con NaCl y se procedi6 a la recogida de muestras necesaria para los estudios
posteriores. Un esquema de toda la metodologia realizada con los animales puede
verse en la Figura 15.

NACIMIENTO

SEMANS - GENTIPO Q,

Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre AM DOXI
9 SEMANAS+DOXICILINA Ci 9 SEMANAS - DOXICILINA 9
12 SEMANAS - FIN DOXICILINA 12 SEMANAS - FIN DOXICILINA
—
16 SEMANAS - COLITIS AGUDA 16 SEMANAS - COLITIS AGUDA
7N\ /\
TNBS . NaCl O TNBS . NaCl O

16 SEMANAS + 5 DIAS - FIN DEL PROCEDIMIENTO: OBTENCION DE MUESTRAS

Figura 15. Esquema de todos los procedimientos realizados con cada animal de la muestra durante el
experimento.

5.5.3. Evaluacién de la severidad de la colitis aguda

Durante los 5 dias siguientes a la instilacién del TNBS o del NaCl se evalu6 la
evolucion de los signos clinicos caracteristicos de la colitis como son la pérdida de
peso, la diarrea, la presencia de sangre en heces, los prolapsos rectales, la letargia...
Al igual que se hace en la practica clinica en humanos, se realiz6 una escala para

cuantificar la severidad de la enfermedad basada en una serie de parametros, usando
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como referencia la propuesta por el grupo de Gommeaux et al. (210), y seguida por
varios articulos consultados, con algunas modificaciones (Tabla 8). De este modo,
cada ratén obtuvo distintas puntuaciones a lo largo de los 5 dias, siendo mayor la
puntuacion cuanto mas severo fuese el grado de patologia.

Parametro Opciones Severidad

Normal

Apariencia Piloereccion, falta de acicalamiento 1

Piloereccion, postura arqueada, no acicalamiento

Normal

) Poco activo y aislado pero alerta
Comportamiento

Inactivo- aislado, responde a estimulos externos

Letargico o inmovil, no alerta

Pérdida de peso <10%
Peso corporal Pérdida de peso 10-20%
Pérdida de peso >20%

Deshidratacion Normal
(Test de turgor) Deshidratado (Test +)

) No hemorragia
Hemorragias

Ligera, puntos rojos en heces

Heces sélidas, bien formadas

Heces blandas, no adheridas al ano

Diarrea
Heces blandas, adheridas al ano
Heces liquidas, zona perianal mojada
No
Prolapso rectal Ligero, no presencia de sangre

Severo, presencia de sangre

Tabla 8. Indice para medir la severidad de la colitis aguda en ratones. Dentro de cada parametro existen
distintas opciones, de forma que a cada una le corresponde una puntuacion. La suma final de las
puntuaciones proporciona un valor en concordancia con el grado de severidad de la colitis.

5.5.4. Recogida de muestras

Después de sacrificar a los animales mediante una dosis letal de anestesia (con
el mismo protocolo descrito anteriormente), se extrajo todo el colon, se inspeccion6
visualmente y se recogieron los 5 cm terminales, se obtuvieron fotografias con una
camara digital Canon EOS 50D con un macro EF-S 60mm (Canon, Tokio, Japon), se
limpiaron las heces contenidas en el tracto intestinal, se peso la muestra en fresco , y
se procedi6 a seccionar la muestra de forma que el centimetro central se recogié en

cassettes de histologia debidamente identificados y las dos secciones de los extremos

64



Material y métodos

(de 2 cm cada una) se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta su posterior uso para realizar las determinaciones bioquimicas pertinentes. Cada
seccion fue congelada en un tubo de congelacion independiente, quedando registrado
si era la seccion de colon mas distal o mas proximal.

Se extrajo todo el bazo, se limpié en PBS, se peso, y se procedioé a seccionar la
muestra de forma que la zona central se recogié en cassettes de histologia
identificados y las dos secciones de los extremos se congelaron en nitrégeno liquido y

se almacenaron a -80°C.

5.5.5. Estudios histolégicos

Para la evaluacion histomorfométrica del engrosamiento de la mucosa y la
submucosa intestinal como medida de inflamacion se utilizaron muestras de tejido del
colon distal de cada animal y se fijaron en formaldehido tamponado al 4% (Panreac,
Barcelona, Espafia) durante 24 horas, después se introdujeron al procesador de
tejidos MICROM STP 420D (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) donde se
deshidrataron por concentraciones crecientes de etanol, y se embebieron en parafina.
Se confeccionaron los bloques orientando el tejido de tal modo que los cortes se
hiciesen de forma transversal al colon. Posteriormente, las secciones de tejido se
cortaron a 3 micras con un microtomo MICROM HM 355S (Thermo Scientific), se
montaron en portaobjetos de vidrio limpios y se secaron a 37°C.

Después se aclararon en xilol (VWR, Barcelona, Espafia), se hidrataron, y se
tiferon con hematoxilina-eosina, de acuerdo con el protocolo estandar. Los
portaobjetos fueron codificados para evitar el sesgo durante la evaluacién histolégica
de la inflamacién. Todas las secciones de tejido se examinaron y fotografiaron a una
ampliacion de 4x y 10x en un microscopio optico Nikon Eclipse 50i con una camara
digital DXM 1200C acoplada (Nikon, Tokio, Japon). El software FIJI (211) se utilizd
para la caracterizacion de los cambios histopatolégicos, en concreto se midié la
distancia, en micras, desde la punta del epitelio superficial hasta la capa muscular de
la mucosa (muscularis mucosae) para determinar el grosor de la mucosa; y la
distancia, en micras, desde la base de la capa muscular de la mucosa hasta el
comienzo de la capa muscular propia para determinar el grosor de la submucosa.
Todas las mediciones se realizaron en zonas donde el corte de las vellosidades se
observase de forma totalmente longitudinal, no se midieron zonas donde se hubiese
roto o desprendido el tejido, o donde el corte fuese tangencial (Figura 16). De acuerdo
con la escala de medida del microscopio a un aumento de 10x el programa, se realiz
la siguiente conversion de medida con el programa Fiji de pixeles (px) a micras: 1 px

corresponde a 0.31 pym.
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Figura 16. A) Imagen de una seccién de colon tefiido con hematoxilina-eosina (10x) donde se aprecia que
el corte de las vellosidades es longitudinal y por tanto podrian tomarse mediciones histomorfométricas. B)
Imagen de una seccion de colon tefiido con hematoxilina-eosina (10x) donde se aprecia que existe una
ruptura en el tejido y donde, ademas, el corte de las vellosidades no es totalmente longitudinal, por lo que
no podrian recogerse mediciones del grosor de la mucosa de la submucosa.

5.5.6. Evaluacioén de la infiltracion leucocitaria

La evaluacion de la infiltracion leucocitaria en el tejido se realizé de forma
indirecta a través de la medicién de la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO),
la cual es un miembro de la superfamilia de las peroxidasas que usan como cofactor el
grupo hemo y que es almacenada en los granulos azurdfilos de los leucocitos (212).
La MPO puede detectarse dentro de los neutréfilos, monocitos y macréfagos que
estan en circulacion.

La extraccion de MPO en las muestras de colon se realizé siguiendo el método
de Ito et al. (213) con ligeras modificaciones. Se descongel6 el fragmento de colon
mas distal (de las 2 secciones de tejido que habian sido preservadas a -80°C), se lavo
con PBS 1x enfriado a 4°C previamente, se pesO y se homogenizé en hielo en una
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solucién de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HETAB) (Sigma-Aldrich, referencia
namero H5885-100G) 0.5% en PBS 1x (se afadio a la muestra 1 mL de HETAB por
cada 50 mg de tejido) con un homogenizador Ultra Turrax T8 (IKA®-WERKE,
Breisgau, Alemania). EI homogenizado se sonic6 en hielo durante 30 segundos con un
Soniprep 150 (MSE, Londres, Reino Unido) y después se centrifugd a 16 100 x g, 15
minutos a 4°C (Centrifugue 5415R, Eppendorf). El sobrenadante se alicuotod en viales
limpios (100 uL/vial) y se almacené a -80°C.

Para cuantificar la cantidad de proteina, se utilizé el sistema de determinacién de
proteinas Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante, el cual estda basado en el método de Bradford
(absorbancia a 595 nm en una solucion acida de azul de Coomassie G-250 cuando el
colorante se une a proteina). El célculo de la concentracion de proteina se determiné
por interpolacibn en una recta patrén, empleando diluciones de concentracion
conocida de proteina a partir de una solucién patron de 1 mg/mL de seroalbumina
bovina (BSA) proporcionada en el kit. La recta patrén se generd por duplicado
preparando las diluciones seriadas 1:2 de las muestras de BSA en pocillos de fondo
plano de una placa de 96 pocillos (Falcon®, VWR). En los pocillos de la recta patrén el
volumen final fue de 225 L, siendo 200 uL de la solucion colorante y 25 L de las
muestras de BSA. Para determinar la cantidad de proteina presente en los extractos
de las distintas muestras, se descongel6 una de las alicuotas de cada muestra, y estas
se midieron por duplicado en pocillos de la misma placa. En cada pocillo se pipetearon
2 uL de muestra, 23 pL de agua estéril y 200 pL de la solucion colorante. La placa con
las diluciones de la recta patrén y las distintas muestras se incubé en oscuridad a 37
°C durante 30 minutos, e inmediatamente después se pasO a un lector de placas
(POLARstar Omega, Biogen, Madrid, Espafia), donde se midi6 la absorbancia a 595
nm.

La actividad MPO se determin6 usando el ensayo Myeloperoxidase Peroxidation
Fluoromoetric Assay Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, EE.UU.), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Este ensayo permite detectar la actividad peroxidada
de la MPO, tanto en lisados celulares crudos como en extractos de proteina
purificados, gracias a la reaccion que se produce entre el peréxido de hidrégeno
(H20,) y el ADHP (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina), la cual da como resultado un
compuesto altamente fluorescente llamado resurfina (Figura 17). La fluorescencia
emitida por la resurfina se puede analizar facilmente excitando a 530-540 nm y
midiendo la emisién a 585-595 nm. El kit incluye ademas un inhibidor especifico de la
MPO (4-aminobencen-hidracido), que permite determinar la fluorescencia presente en

las muestras que es independiente de la actividad de la MPO.
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(Ex 530-540nm/Em 585-595nm)

Figura 17. Esquema del ensayo fluorométrico para determinar la actividad MPO presente en los

homogenizados de colon.

El calculo de la actividad de MPO se determind por interpolacion en una recta
patrén, empleando diluciones de concentracién conocida de resurfina proporcionada
en el kit. La recta patrén se generd por duplicado preparando las diluciones a partir de
una solucion 10 yM de resurfina en pocillos de 96 de fondo plano de una placa opaca
proporcionada en el kit. En los pocillos de la recta patron el volumen final fue de 110
ML, de los cuales 60 uL eran de buffer (PBS 1x) y 50 yL de las muestras de resurfina.
Tras incubar la placa 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, se pasé a un
lector de placas (POLARstar Omega), donde se midi6 usando una excitacién de 530-
540 nm y captando la emision entre 585-595 nm. Después en la misma placa se
determiné la actividad de MPO de cada muestra (pocillos de muestra) y la
fluorescencia no correspondiente a la actividad MPO (pocillos de inhibidor). En cada
pocillo de muestra se pipetearon 50 pL de la muestra correspondiente, 10 pL del buffer
de ensayo y 50 uL de la solucién de trabajo (que contiene ADPH y H,0,). En cada
pocillo de inhibidor se pipetearon 50 uL de la muestra correspondiente, 10 uL de la
solucion inhibidora y 50 uL de la solucién de trabajo. Como control positivo se emple6
una solucion de MPO humana purificada. El control positivo se realiz6 por duplicado y
en cada pocillo se pipetearon 50 yuL de MPO purificada (250 ng/mL), 10 uL del buffer
de ensayo y 50 yL de la solucién de trabajo. La placa quedd configurada como se
muestra en la Figura 18. Inmediatamente después de afiadir la solucién de trabajo a
los pocillos correspondientes se paso la placa al lector de placas, donde se midi6 la
fluorescencia cada 30 segundos durante media hora usando los mismos parametros
arriba indicados. Los resultados se cuantificaron como pmol/min/mL, normalizados en

funcion de la concentracion total de proteinas presentes en la muestra.
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A-H: Pocillos estandar con resurfina

+: Pocillos control positivo (MPO purificada)

M: Pocillos de muestras

I Pocillos de muestras + inhibidor

Figura 18. Esquema de configuracién de la placa para determinar la actividad de MPO en los
homogenizados de colon. Las dos primeras columnas se reservaron para la realizacion de la curva patron
por duplicado con concentraciones conocidas de resurfina (Pocillos A-H). El control positivo de MPO
humana purificada también se realizé por duplicado (Pocillos +). Cada muestra fue sometida a dos
reacciones, una para determinar la actividad de MPO presente en el tejido (Pocillos M), y otra para
determinar el nivel de fluorescencia presente en la muestra independiente de la actividad de MPO
(Pocillos I).

5.5.7. Andlisis estadisticos

Para el estudio de las caracteristicas de la distribucion de las variables se ha

recurrido al programa Graph Pad Prism v5.

Todos los datos se sometieron al test de Levene para determinar la
homocedasticidad y al test de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la

poblacion.

Si ambos tests eran positivos (p>0.05), las diferencias estadisticas entre las
medias de las puntuaciones del indice de severidad y la evolucion del peso durante los
5 dias de procedimiento se evaluaron mediante el andlisis de ANOVA de dos vias, y

en caso de encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre las medias de
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los grupos se realizaron comparaciones multiples con el test de Bonferroni. Para el
resto de parametros analizados, si se cumplian los requisitos de normalidad y
homoscedasticidad se compararon las medias de los grupos con el test de ANOVA de
una via, seguido de comparaciones multiples con el test de Neuman-Keuls si se
encontraban diferencias estadisticamente significativas. En caso de que la variable
analizada siguiese una distribucion no paramétrica, o no se cumpliese el criterio de
homogeneidad de varianzas, se recurrié al test de Kruskal-Wallis, seguido del test de
Dunn para realizar las comparaciones multiples posteriores si existian diferencias

significativas en el comportamiento de la variable entre los grupos estudiados.

Todos los valores de las figuras y el texto se expresan como media aritmética (X)
+ el error estandar de la media (SEM) si la variable sigue una distribucién normal; y
como mediana (Me) + la amplitud intercuartilica (AIC) si la variable sigue una

distribucién no paramétrica.

En todos los casos se consider6 que valores de p menores de 0.05 eran

estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. GENERACION Y GENOTIPADO DE LOS RATONES
TRANSGENICOS

La puesta a punto de técnicas diagnoésticas para conocer el genotipo de los
ratones fue fundamental para el resto del estudio. A continuaciébn se muestran
ejemplos representativos de geles de agarosa tefiidos con Gel Red® (Biotium
1:10000) donde se separaron por electroforesis los productos de la reaccién de
amplificacién del ADN gendmico de las dos principales lineas transgénicas empleadas
en este estudio.

Recordemos que para la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre se realizaron dos
reacciones de PCR diferentes. Una para detectar la presencia del rtTA-M2 en el alelo
Gt(ROSA)ZGSortmlsor y otra para detectar la presencia o ausencia del gen de la Cre
recombinasa.

EI ADN de los animales con los dos alelos Gt(ROSA)26Sor™=*" normales (rtTA-
M2'/') genera una Unica banda de 650 pb. Los animales heterocigotos con un alelo
normal y otro mutado (rtTA-MZ”') generan dos bandas, la banda WT a 650 pb y la
banda mutante a 340 pb. Y la amplificacibn del ADN genémico de los animales
homocigotos para la mutacion (rtTA-M2+’+) genera una Unica banda a 340 pb (Figura
19).

nNTA-M2+*
NTA-M2*
HTA-M2+*
nTA-M2+
HTA-M2+*
nTA-M2+
nTA-M2+
nTA-M2*
HTA-M2+*
nTA-M2*
HTA-M2+
nTA-M2*
Control (+)
Control (-)

[

W S Y e - — — _— ‘. +——340 pb

Figura 19. Amplificacion de los fragmentos correspondientes a los dos posibles alelos
Gt(ROSA)26Sor™ S WT o mutante, segln la ausencia o presencia del tTA-M2 en el alelo.

En el caso de que el gen de la Cre recombinasa se encuentre presente en
alguno de los alelos o en los dos (Cre+), se genera mediante amplificacion una banda
de 625 pb. Si el gen no esta presente en ninguno de los alelos (Cre-) no se produce

ninguna amplificacion gendmica. Como control interno de esta PCR se afiadieron
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ademas los cebadores especificos para un fragmento del gen de la IL-2, que esta
siempre presente en el ADN gendmico (gen housekeeping), y cuya amplificacion
genera una banda de 325 pb. De este modo, en el resultado de los animales WT para
Cre, si la reaccion de amplificacion ha ocurrido correctamente, solo se observa la
banda de 325 pb de la IL-2. Y en los animales Cre+ podemos observar dos bandas, la
banda de 625 pb de Cre y la banda de 325 pb de la IL-2 (Figura 20).
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Figura 20. Amplificacién de los fragmentos correspondientes al gen de Cre (625 pb) y de la IL-2 (325 pb).

Para la linea AM DOXI, ademas de las dos reacciones de amplificacion
anteriores, se realiz6 una tercera PCR para detectar la presencia de las secuencias
loxP flanqueando al gen de la AM. El ADN de los animales con los dos alelos de la AM
sin floxear (AM wt/wt) genera una Unica banda de aproximadamente 625 pb. EI ADN
gendmico de los animales heterocigotos donde un alelo esta floxeado y el otro no (AM
flox/wt) se generan mediante amplificacion dos bandas, una de aproximadamente 625
pb y otra de unos 650 pb. Y la amplificacién del ADN de los ratones con ambos alelos

floxeados (AM flox/flox) genera una Unica banda de aproximadamente 650 pb (Figura
21).
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Figura 21. Amplificaciéon de los fragmentos correspondientes a los dos posibles alelos del gen de la AM,

segun se encuentre o no floxeado.

6.2. ESTUDIO PILOTO: GENERACION DE LOS RATONES KO

Dado que uno de los objetivos de este estudio era lograr un modelo KO total para
el gen de la AM y existen ciertos tejidos en los que la barrera hematica podia dificultar
el paso del compuesto inductor hasta las células, decidimos realizar un estudio piloto,
con 15 animales de la linea AM DOXI, comparando distintas pautas de administracion
de doxiciclina (7 y 14 dias) para comprobar la eficacia de la delecion del gen de la AM
tras la accién de la recombinasa Cre, y para confirmar que en los animales a los que
no se les habia administrado la solucién de doxiciclina el gen permanecia intacto.

Se analiz6 el ADN gendémico de 13 6rganos distintos mediante PCR usando una
polimerasa especifica para la amplificacion de secuencias de gran tamafio. Los
resultados esperados eran que en los animales que no habian tomado doxiciclina el
gen de la AM permaneciese intacto y en la amplificacion se generase una Unica

+/+

banda, de un tamafio aproximado de 2500 pb (AM™); mientras que en los animales
que si habian tomado doxiciclina se produjese una delecion total del gen de la AM
(AM-/-), generando una unica banda de unos 600 pb, o una delecién parcial (AM+/-),
generando dos bandas de 2500 y 600 pb.

Sin embargo, tras analizar los resultados se comprobé que en los animales que
no habian tomado la doxiciclina se estaba produciendo una delecion parcial
espontanea del gen de la AM en practicamente todos los tejidos corporales
analizados. Por ello, decidimos incluir ratones de la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre,

cuyo gen de la AM no esta floxeado y por tanto no puede sufrir recombinacion,
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tratados con doxiciclina el tiempo maximo para comprobar que el gen permanecia
intacto y podrian ser incluidos en un futuro como controles de la linea AM DOXI.

A continuacién se muestran dos ejemplos representativos de geles de agarosa
donde se separaron por electroforesis los productos de la reaccion de amplificacion del
ADN gendmico de colon (por ser el 6rgano diana del futuro experimento de colitis
aguda) (Figura 22) y de cerebro (por ser el 6rgano de mayor dificultad de difusion de

sustancias quimicas debido a la presencia de la barrera hematoencefalica) (Figura 23).

AM DOXI AM DOXI
DOXICILINA 7 DiAS DOXICILINA 14 DiAS

«——2500 pb

— e ey e ey e e =y Gy +<—600 pb

«———2500 pb

+—600 pb

AM DOXI Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre
SIN DOXICICLINA DOXICILINA 14 DIAS

Figura 22. Amplificacién del gen de la AM a partir de muestras de ADN gendmico extraidas de colon.
Como se aprecia en la figura, en todos los animales de la linea AM DOXI que tomaron doxiciclina se
produjo la delecion total del gen de la AM (AM'/') y solo se observa la banda de 600 pb. En todos los
animales de la linea AM DOXI que no tomaron doxiciclina se produjo la delecion parcial del gen (AM™) y
se observan dos bandas. Y en los animales de la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, aunque tomaron la

+/+

doxiciclina durante 14 dias, el gen de la AM permaneci6 intacto (AM"") y solo se observa la banda de

2500 pb.
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AM DOXI AM DOXI
DOXICILINA 7 DiAS DOXICILINA 14 DIAS

«———2500 pb

«~—600 pb

«——2500 pb

- - T - <600 pb

AM DOXI Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre
SIN DOXICICLINA DOXICILINA 14 DiAS

Figura 23. Amplificacion del gen de la AM a partir de muestras de ADN gendmico extraidas de cerebro.
Como se aprecia en la figura, la administracion de doxiciclina durante 7 dias no es suficiente para lograr la
delecion total del gen de la AM en todos los individuos; mientras que en todos los animales de la linea AM
DOXI que tomaron doxiciclina durante 14 dias si se produjo la delecion total (AM™) y solo se observa la
banda de 600 pb. En todos los animales de la linea AM DOXI que no tomaron doxiciclina se produjo la
delecion parcial del gen (AM”') en 3 animales y una delecion total del gen en dos de ellos. Y en los
animales de la linea Rosa26-rtTAM2/tetO-Cre, aunque tomaron la doxiciclina durante 14 dias, el gen de la

+/+

AM permaneci6 intacto (AM™") y solo se observa la banda de 2500 pb.

De acuerdo a los resultados obtenidos se determiné que, para lograr la delecion
total de gen de la AM en todo el organismo, era necesario mantener la administraciéon

de la solucién de doxiciclina durante 14 dias.

6.3. INDUCCION DE LA COLITIS AGUDA

6.3.1. Evaluacién de la severidad de la colitis aguda

Del total de la muestra de estudio (64 animales), tres de ellos fallecieron en las
24 horas posteriores al procedimiento de induccion de colitis aguda: una hembra WT
del grupo control (NaCl), una hembra WT del grupo de tratamiento con TNBS y un
macho KO del grupo control, probablemente a consecuencia de una reaccion adversa
a la anestesia o al propio procedimiento. Por lo tanto, en esos tres grupos el tamafio
muestral pasé a ser de 7 animales, en vez de los 8 iniciales.

En el caso de los machos, la instilacién rectal de NaCl disuelto en etanol al 50%
no ocasiond ningun signo clinico destacable a los animales de ambos genotipos, salvo
una ligera pérdida de peso (inferior al 10% del peso corporal) en las primeras 24-48
horas tras la instilacion (Tabla 9 y Figura 24). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre las puntuaciones del indice de severidad de los
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machos WT y los machos KO que recibieron NaCl (p>0,05). La instilacion rectal de
TNBS provocé el desarrollo de una colitis que, de acuerdo con las puntuaciones del
indice de severidad de la enfermedad (Tabla 8), podria clasificarse de leve a
moderada; siendo mas pronunciada en los machos KO (Tabla 9 y Figura 24). En el
grupo de machos WT, solo se observaron diferencias significativas entre el grupo
tratado con TNBS y el grupo control a dia 5 de procedimiento (1 + 0,33 vs. 0; p<0,05).
Sin embargo, en el grupo de machos KO se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las puntuaciones del indice de severidad entre el grupo tratado con
TNBS y el grupo control a dia 1 (1,87 £ 0,35 vs. 0,71 £ 0,8; p<0,01), adia 2 (1,5 £ 0,42
vs. 0,14 + 0,14; p<0,001), a dia 3 (1,63 + 0,56 vs. 0; p<0,001), a dia 4 (1,63 £ 0,38 vs.
0; p<0,001), y adia 5 (1,88 = 0,35 vs. 0; p<0,001). La colitis dio paso a la aparicion de
diarrea en forma de heces blandas en el grupo de machos WT hacia el tercer dia del
procedimiento, la cual se mantuvo hasta el quinto dia. Por el contrario, en el grupo de
machos KO la presencia de heces blandas se detect6 desde el primer dia y fue
evolucionando con el paso del tiempo a heces liquidas hacia el tercer dia en el 62,5%
de la muestra, dos de los animales (25% de la muestra) mostraron signos de
deshidratacion, y con el quinto dia se detect6 la presencia de sangre en heces en esos
mismos 2 animales. Al comparar las puntuaciones medias del indice de severidad
entre los dos grupos de machos tratados con TNBS se observd que los machos KO
obtuvieron puntuaciones significativamente mas altas que los machos WT a dia 1
(1,87 £ 0,35 vs. 0,38 £ 0,18; p<0,001) y 2 de procedimiento (1,5 + 0,42 vs. 0,38 £ 0,18;
p<0,01); sin embargo entre los dias 3 y 5 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05).

En el grupo de las hembras, al igual que en el grupo de machos, la instilacién de
NaCl en los grupos WT y KO no produjo ningun efecto significativo (Tabla 9 y Figura
25). De nuevo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
puntuaciones del indice de severidad de las hembras WT y las hembras KO que
recibieron NaCl a ningun tiempo (p>0,05). La instilacion de TNBS caus6 unos
resultados similares a los anteriormente descritos, pero con diferencias mucho mas
marcadas entre los indices de severidad de la colitis de las hembras WT tratadas con
TNBS y los de las hembras KO tratadas con TNBS (Tabla 9 y Figura 25). Las hembras
WT a las que se les instild6 TNBS desarrollaron algunos signos propios de una colitis
leve, en la que empezaron a realizar deposiciones blandas al tercer dia, en dos de
ellas (28,57% de la muestra) la colitis evolucion6 el quinto dia a deposiciones semi-
liquidas que permanecian adheridas a la zona perianal, y solo una de estas dos
hembras requiri6 la administracién de suero por mostrar signos de deshidrataciéon

(14,29% de la muestra). Sin embargo, al comparar las puntuaciones medias de las
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hembras WT tratadas con TNBS y las hembras WT control, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas a ningun tiempo (p>0,05), si bien, el quinto
dias las diferencias estuvieron préximas a alcanzar la significacion (1,29 + 0,18 vs. 0;
p=0,06). Las hembras KO que recibieron el tratamiento con TNBS desarrollaron una
colitis que podria clasificarse de moderada a severa, con las mayores puntuaciones de
todos los grupos (machos y hembras). A dia uno de procedimiento no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las puntuaciones medias del indice de
severidad del grupo tratado con TNBS y del grupo control (1,88 £ 0,23 vs. 0,63 + 0,18;
p>0,05); sin embargo, a partir de ese momento se observaron diferencias
estadisticamente muy significativas entre ambos grupos a dia 2 (2,25 + 0,37 vs. 0,25 +
0,16; p<0,001), a dia 3 (3,25 + 0,75 vs. 0; p<0,001), a dia 4 (3,13 + 0,67 vs. 0;
p<0,001), y a dia 5 (3,88 £+ 0,97 vs. 0; p<0,001). En el grupo de hembras KO tratadas
con TNBS desde el primer dia se observo la presencia de heces blandas, que para el
tercer dia habian evolucionado a heces totalmente liquidas. EI 75% del grupo
mostraba signos de deshidratacién a ese tiempo; y para el quinto dia de procedimiento
se observo sangre en las heces del 50% de las hembras KO y en dos de ellas (25% de
la muestra) se empez6 a formar un prolapso rectal. Al comparar las puntuaciones
medias del indice de severidad entre los dos grupos de hembras tratadas con TNBS
se observé que las hembras KO obtuvieron puntuaciones significativamente mas altas
gue las hembras WT a dia 1 (1,88 + 0,23 vs. 0,14 + 0,38; p<0,01), a dia 2 (2,25 + 0,37
vs. 0,14 £ 0,14; p<0,001), a dia 3 (3,25 + 0,75 vs. 0,48 £ 0,20; p<0,001), a dia 4 (3,13
+ 0,67 vs. 1,00 £ 0; p<0,001) y a dia 5 de procedimiento (3,88 + 0,97 vs. 1,29 + 0,18;
p<0,001).

indice de severidad de la colitis aguda

Dia 2 Dia 3 Dia 4

4 WT NaCl 8 0,63+£0,18 0,25+0,16 0 0 0

4 WT TNBS 8 0,38+0,18 0,38+0,18 0,75+0,16 0,88 +0,23 140,33
& KO Nacl 7 0,71+0,8 0,14 £ 0,14 0 0 0

4 KO TNBS 8 1,87+035 15+042 163+056 1,63+0,38 1,88+0,35
Q WT NaCl 7 0,29+0,18 0,14+0,14 0 0 0

Q WT TNBS 7 0,14+038 0,14+0,14 0,48+0,20 1+0 1,29+ 0,18
Q KO NaCl 8 0,63+£0,18 0,25%0,16 0 0 0

Q KO TNBS 8 1,88+0,23 2,25+037 325%0,75 3,13+0,67 3,88+0,97

Tabla 9. Puntuaciones medias del indice de severidad de la colitis aguda en los distintos grupos a lo largo
de los 5 dias de duracién del procedimiento. Los valores de las puntuaciones se expresan como la media
de la puntuacion obtenida por todos los animales del grupo + SEM.
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Indice de severidad de la colitis aguda en
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Figura 24. Evolucion de las puntuaciones medias del indice de severidad en los cuatro grupos de machos

incluidos en el procedimiento.

Indice de severidad de la colitis aguda en
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Figura 25. Evoluciéon de las puntuaciones medias del indice de severidad en los cuatro grupos de
hembras incluidos en el procedimiento.
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Uno de los principales signos clinicos que permiten la evaluacién del bienestar
animal y el grado de severidad de la colitis, tanto en animales como en humanos, es el
peso corporal. Por ello, los animales se pesaron antes de la instilacion rectal y
diariamente durante los 5 dias de procedimiento. Como se observa en la Tabla 10 y en
las Figuras 26 y 27, tanto en machos como en hembras, la instilacion de NaCl en
etanol al 50% no provoco la disminucion del peso corporal de los animales.

Es interesante observar que en el grupo de machos, en condiciones basales, los
animales KO tienen un peso significativamente superior al de los animales WT a pesar
de tener la misma edad, tanto en los grupos control (29,60 g + 0,73 g vs. 25,28 g +
0,53 g; p<0,001) como en los grupos tratados con TNBS (28,07 g + 0,57 g vs. 24,37 ¢
+ 0,55 g; p<0,01) (Tabla 10 y Figura 26). En el caso de los grupos control, los pesos se
mantuvieron estables a lo largo del procedimiento, y por tanto, los machos KO
continuaron teniendo un peso medio significativamente superior que el de los machos
WT (p<0,001 durante los 5 dias) (Tabla 10 y Figura 26). La instilacion de TNBS por via
rectal en los machos WT ocasiond una ligera disminucién de peso que en ningun dia
lleg6 a ser significativa respecto a los animales WT que habian recibido NaCl (p>0,05)
(Tabla 10 y Figura 26). En los ratones KO, el TNBS produjo una mayor pérdida de
peso durante las primeras 48 horas de procedimiento, sin embargo, a partir del tercer
dia se iniciaba una recuperacién en los valores del peso medio del grupo, que para el
final del procedimiento habian incluso superado a la media del peso inicial. Al
comparar los pesos medios de los ratones KO tratados y controles solo se observaron
diferencias estadisticamente significativas a dia 1 (26,16 g + 0,64 g vs. 29,67 g = 0,78
g; p<0,01) (Tabla 10 y Figura 26). Al comparar los pesos medios de los dos grupos de
machos tratados con TNBS se observd que aunque el peso basal de los machos KO
era significativamente superior al de los machos WT (p<0,01), la induccién de la colitis
provoc6 una reduccion del peso en los animales KO hasta que se iguald con el peso
medio de los ratones WT en los dias 1 (26,16 g + 0,64 g vs. 24,88 g + 0,55 g; p>0,05)
y 2 de procedimiento (27,30 g £ 0,98 g vs. 25,19 g + 0,46 g; p>0,05), para volver a ser
significativamente superior en los dias 3 (28,38 g + 1,09 g vs. 24,34 g = 0,47 g;
p<0,05), 4 (29,77 g + 1,08 g vs. 25,85 g + 0,58 g; p<0,01) y 5 (30,57 g + 1,16 g vs.
26,11 g £ 0,56 g; p<0,001); a medida que se iniciaba su recuperacion.

En el grupo de hembras, en el caso de los dos grupos control, no se observaron
diferencias significativas en el peso de las hembras KO y WT a causa del
procedimiento, solo a partir del dia 4 las hembras KO muestran un peso medio
significativamente superior al de las hembras WT, probablemente debido a un
crecimiento mas rapido (dia 4: 23,74 g + 0,66 g vs. 21,08 g + 0,44 g; p<0,05. Dia 5:
24,139 £ 0,70 g vs. 21,19 g £ 0,48 g; p<0,05) (Tabla 10 y Figura 27). La instilacién de
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TNBS en las hembras WT no caus6 ninguna variacion significativa del peso respecto a
los controles WT en ningun momento del procedimiento (p>0.05) (Tabla 10 y Figura
27). Sin embargo, la instilacion de TNBS en las hembras KO si produjo una reduccién
muy significativa de su peso medio en comparacion con sus controles, las hembras
KO que recibieron NaCl, durante los 3 primeros dias posteriores a la instilacion (Dia 1:
19,37 g £ 0,66 g vs. 22,87 g + 0,65 g; p<0,01. Dia 2: 19,26 g + 0,89 g vs. 22,85 g *
0,55 g; p<0,001. Dia 3: 19,80 g + 1,16 g vs. 22,44 g £ 0,67 g; p<0,001), y que continud
siendo significativa hasta el final del procedimiento a pesar de una leve recuperacion
del peso gracias a la rehidratacién lograda al administrar suero a los animales (Dia 4:
21,13 g+ 1,13 g vs. 23,74 g + 0,66 g; p<0.05. Dia 5: 21,44 g £ 0,99 g vs. 24,13 g +
0,70 g; p<0.05) (Tabla 10 y Figura 27). A diferencia de los machos KO tratados con
TNBS, las hembras KO no lograron recuperar su peso basal durante los 5 dias del
procedimiento. Al comparar los pesos medios de los dos grupos de hembras tratadas
con TNBS se observé que el peso medio de las hembras KO no era estadisticamente
diferente del de las hembras WT, a excepcion del dia 2, momento en el que el peso
medio de las hembras KO fue significativamente inferior al de las hembras WT (19,26
g+0,89gvs. 21,859+ 0,50 g; p<0,05).

Peso medio (g)

25,28 + 25,92 + 25,88 + 25,78 + 26,26 + 26,07 +
4 WTNacl 8

0,53 0,58 0,57 0,59 0,51 0,52
24,37 + 24,88 + 25,19 + 25,34 + 25,85 + 26,11 +
4 WTTNBS 8
0,55 0,55 0,46 0,47 0,58 0,56
29,60 + 29,67 % 29,85 + 30,15 + 30,45 + 30,62 %
d KONaCl 7
0,73 0,78 0,72 0,63 0,66 0,86
28,07 + 26,16 + 27,30 + 28,38 + 29,77 + 30,57 +
J KOTNBS 8
0,57 0,64 0,98 1,09 1,08 1,16
20,71 + 21,55+ 21,59 + 21,07 + 21,08 + 21,19 +
Q@ WT NaCl 7
0,32 0,27 0,26 0,31 0,44 0,48
21,62 + 21,51+ 21,85 + 21,75 % 21,89 + 22,30 +
QWTTNBS 7
0,48 0,41 0,50 0,48 0,51 0,50
22,55 + 22,87 % 22,85 + 22,44 + 23,74 + 24,13 +
Q@ KO NaCl
0,66 0,65 0,55 0,67 0,66 0,70
22,01 + 19,37 + 19,26 + 19,80 + 21,13 ¢ 21,44 +
Q KO TNBS
0,57 0,66 0,89 1,16 1,13 0,99

Tabla 10. Pesos medios en gramos de los distintos grupos antes de iniciar el procedimiento (Dia 0) y a lo
largo de los 5 dias de duracion del experimento. Los valores se expresan como la media del peso
obtenido por todos los animales del grupo + SEM.
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Evolucion del peso en el grupo de machos
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Figura 26. Evolucién de los pesos medios de los cuatro grupos de machos incluidos en el procedimiento,

desde el momento previo a la instilacion hasta el final del experimento.

Evolucion del peso en el grupo de hembras
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Figura 27. Evolucion de los pesos medios de los cuatro grupos de hembras incluidas en el procedimiento,

desde el momento previo a la instilacion hasta el final del experimento.

Tras sacrificar a los animales se extrajo todo el colon y se recogieron los 5 cm

terminales desde el ano, por ser la parte mas dafiada al haber instilado el TNBS en
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esa zona. La inspeccion visual revel6 que tanto en machos (Figura 28.A y 28.C) como
en hembras (Figura 29.A y 29.C), la instilacién de NaCl no habia causado alteraciones
macroscopicas, no se apreciaban lesiones y las heces contenidas en el tracto
gastrointestinal presentaban la forma oval y la consistencia caracteristicas. En los
machos y hembras WT tratados con TNBS se observéd que las heces eran informes y
blandas (Figuras 28.B y 29.B). Por el contrario, en el grupo de ratones KO tratados con
TNBS las heces eran liquidas, ocupaban toda la porcién terminal del colon y en varias
muestras se podia observar la presencia de sangre y otras anormalidades en la pared
gastrointestinal (Figura 28.D Y 29.D).

Figura 28. Fotografias representativas del colon de los animales experimentales de los grupos de machos
WT control (A), WT TNBS (B), KO control (C) y KO TNBS (D). Tanto en (A) como en (C) pueden
apreciarse la forma oval y el tamafio caracteristicos de las heces de ratén. Sin embargo, en (B) se puede
observar como la instilacién con TNBS ha causado un aumento del tamafio de las heces. Por Ultimo, en
(D) se observa que ante la ausencia de AM, al administrar TNBS las heces se vuelven informes y semi-

liquidas.

Figura 29. Fotografias representativas de la porcion de colon terminal de los cuatro grupos de hembras
incluidos en el procedimiento: las hembras WT control (A), WT TNBS (B), KO control (C) y KO TNBS (D).
La instilacion de NaCl en etanol al 50% no causa cambios en el aspecto macroscépico de las heces,
como se aprecia en (A) y en (C). En (C) puede observarse como el TNBS causa en las hembras WT un
aumento del volumen de las heces; de forma similar a lo observado en machos. Sin embargo, como se
aprecia en (D), en ausencia de AM la misma dosis de TNBS no solo aumenta el volumen de las heces,
sino que ademas las vuelve informes, sanguinolentas y totalmente liquidas, de modo que estas llenan por

completo el tracto gastrointestinal.
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Por otra parte, una vez eliminadas todas las heces contenidas en el colon, se
pesaron las muestras en fresco, de modo que el peso del colon se consideré como
otro indicador macroscopico de inflamacién. A pesar de que todos los animales tenian
la misma edad, no todos los animales pesaban lo mismo, por eso, se normalizé el
peso de los 5 cm terminales de colon en funcién del peso corporal (Tabla 11). También
se extrajo el bazo completo y se peso, normalizando el valor obtenido en funcion del

peso corporal, para determinar si debido al proceso inflamatorio se estaba

produciendo algun cambio en este érgano (Tabla 11).

Peso Peso
Peso Peso colon Peso bazo
| @) (ma) (ma) colon/Peso bazo/Peso
corporal m m
- J J J corporal (%) corporal (%)
3 WT
N 8 26,07 £0,52 106,76 + 8,26 71,16 + 4,37 0,41 + 0,03 0,27 £ 0,02
a
3WT
8 26,11+0,56 123,05 £ 5,02 105,99 + 17,00 0,47 £ 0,02 0,40 + 0,06
TNBS
4 KO
N 7 30,62 +0,86 135,46 £ 7,73 73,57 £ 2,37 0,44 + 0,03 0,24 £ 0,01
a
3 KO
8 30,57+1,16 155,86 + 20,15 88,11 + 6,38 0,51 + 0,07 0,29 + 0,02
TNBS
QWT
NaCl 7 21,19+0,48 149,19 £ 9,07 96,24 + 3,46 0,71 £ 0,05 0,45 + 0,02
a
QWT
7 22,30+0,50 148,91 + 8,62 92,81 +6,45 0,67 £ 0,03 0,42 + 0,03
TNBS
? KO
-~ 8 24,13+0,70 134,55 + 6,93 87,23 +5,16 0,56 + 0,03 0,36 + 0,02
a
? KO
TNBS 8 21,44+0,99 213,05 + 20,74 86,03 + 9,36 1,03+0,14 0,40 £ 0,03

Tabla 11. Peso medio corporal en gramos + SEM de los distintos grupos al finalizar el procedimiento (Dia
5). Peso medio en miligramos + SEM del colon y el bazo de los distintos grupos. Y porcentaje de peso de
estos érganos respecto al peso total del animal del que proceden.

En el grupo de machos no se encontraron diferencias significativas en el test de
ANOVA de una via para el porcentaje del peso medio del colon sobre el peso total
entre ninguno de los grupos (p>0,05) (Figura 30). Sin embargo, en los datos referentes
al bazo se pudo comprobar que el tratamiento con TNBS causaba un aumento
significativo en el peso del bazo respecto al peso corporal en los animales WT (0,40%
+ 0,06% vs 0,27% * 0,02%; p<0,05); y que los animales KO tratados con TNBS tenian
un bazo significativamente mas pequefio que los machos WT que habian recibido el
mismo tratamiento (0,29% + 0,02% vs. 0,40% % 0,06%; p<0,05) (Figura 31).
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En el grupo de hembras, el peso del colon en fresco normalizado en funcién del
peso corporal fue superior en todos los grupos al encontrado en los machos (Figura
30). En este caso, el tratamiento con TNBS caus6 un aumento muy significativo del
porcentaje del peso del colon en las hembras KO con respecto a sus controles (1,03%
*+ 0,14% vs. 0,56% + 0,03%; p<0,01) y un aumento de peso significativo frente a las
hembras WT tratadas también con TNBS (1,03% * 0,14% vs. 0,67% + 0,03%; p<0,05)
(Figura 30). Sin embargo, al contrario de lo que ocurria en el grupo de machos, no se
observaron diferencias significativas entre los pesos medios del bazo de los cuatro

grupos de hembras (Figura 31).
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Figura 30. Gréfica del porcentaje del peso medio (mg) del colon de cada grupo normalizado en funcién del
peso corporal + SEM. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos se representan
mediante asteriscos, de modo que un asterisco (*) equivale a una p<0,05 y dos asteriscos (**) equivalen a

una p<0,01.
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Figura 31. Gréafica del porcentaje del peso medio (mg) del bazo de cada grupo normalizado en funcién del
peso corporal + SEM. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos se representan
mediante asteriscos, de modo que un asterisco (*) equivale a una p<0,05.

6.3.2. Estudios histolégicos

Para realizar los estudios de inflamacion a nivel microscépico se recogio el
centimetro central del fragmento de 5 cm de colon terminal de cada animal para su
andlisis histolégico. Ese centimetro fue seccionado en tres partes, de modo que de
cada animal se disponia de 3 muestras para analizar. Se hicieron cortes histol6gicos,
gue fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, y examinados al microscopio 6ptico a
distintos aumentos para evaluar los cambios inducidos por la colitis y la presencia o

ausencia de AM a este nivel.
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En los cortes histolégicos de los machos tratados con NaCl no se observaron
anomalias en la microarquitectura del colon. Inesperadamente, en el 85,71% de los
machos KO controles se encontraron placas de Peyer de gran tamafio (mas de
100 000 um? (Figura 32), mientras que en los machos WT controles solo se
observaron en el 50% de los casos; aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p>0,05). En los animales que habian recibido el tratamiento con TNBS se
observaron pequefias zonas localizadas de infiltrados en la mucosa de los machos
WT; mientras que en las preparaciones histologicas de los KO pudieron observarse,
ademas de infiltrados pequefios y localizados como en los WT, extensas zonas de
infiltracion de linfocitos en el 37,5% de los casos (Figura 34).

En el caso de las preparaciones histolégicas correspondientes al grupo de
hembras, de nuevo se observaron placas de Peyer de gran tamafo en el 87,5% de la
muestra de hembras KO control (Figura 33), mientras que en las hembras WT que
recibieron NaCl solo se observaron en el 57,4% de los casos, sin que estas diferencias
alcanzasen la significacién estadistica (p>0,05). La instilacibn de TNBS causoé
infiltraciones localizadas en las hembras WT (Figura 33). Sin embargo, en el grupo de
hembras KO tratadas con TNBS se observaron infiltraciones de linfocitos extensas
(Figura 34), con una destruccién de la microarquitectura del colon (Figura 33).
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Figura 32. Imagenes de microscopia optica (aumento 4x) de preparaciones de colon representativas de
machos WT NacCl (A), machos KO NaCl (B), machos WT TNBS (C) y machos KO TNBS (D). En (A) y en
(B) se aprecia la morfologia normal del colon, pero en (B) existe, ademas, una placa de Peyer de gran
tamafo (flecha). En (C) se observa que no se han producido cambios muy significativos respecto a la
morfologia normal del colon, solo hay pequefias zonas de infiltracion en la mucosa. Y en (D) se aprecia
gue parte de la arquitectura normal se ha destruido como consecuencia de la abundante infiltracion en el

tejido.
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Figura 33. Imagenes de microscopia Optica (aumento 4x) de preparaciones de colon representativas de
hembras WT NaCl (A), hembras KO NaCl (B), hembras WT TNBS (C) y hembras KO TNBS (D). En (A) y
en (B) puede apreciarse la morfologia normal del colon, pero en (B) también puede observarse una placa
de Peyer de gran tamafio (flecha). En (C) aparecen ligeras zonas de infiltracion de linfocitos. Y en (D) se
observa una infiltracién masiva que ocupa la mucosa y la submucosa del colon y que destruye la

arquitectura tipica del tejido en criptas.
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Figura 34. Imagen de microscopia 6ptica (aumento 60x) representativa de las infiltraciones observadas en
los grupos de KOs TNBS.

Sobre estas preparaciones histolégicas se midieron los grosores de la mucosa y

de la submucosa con el programa Fiji. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 12.

NUumero de mediciones Grosor de la mucosa Grosor de la

Grupo

recogidas (um) submucosa (pm)

4 WT NaCl 437 265,10 = 2,32 14,65 + 3,82
4 WT TNBS 429 253,80 +1,90 15,39 +5,22
4 KO NaCl 231 249,40 £ 2,93 8,76 + 4,02

4 KO TNBS 354 312,20 £ 2,05 14,33 +5,20
@ WT NaCl 206 247,30 * 3,05 20,22 £5,32
? WT TNBS 281 264,40 £ 2,51 23,44 £291
@ KO NaCl 376 220,10 + 2,26 21,62 * 3,06
@ KO TNBS 333 382,50 * 6,03 65,19 + 14,28

Tabla 12. Medicion del grosor de la mucosa y la submucosa en cortes histoldégicos. Se muestra el nUmero
de mediciones totales que se pudieron realizar en cada grupo de animales, asi como el valor medio del

grosor en micras de la mucosa y de la submucosa + sus correspondientes SEM.
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El analisis histologico en el grupo de machos revelé que la instilacion de TNBS
caus6 un aumento muy significativo del grosor de la mucosa del colon en el grupo de
animales KO frente a sus controles (312,20 ym % 2,05 ym vs. 249,40 ym £ 2,93 ym;
p<0,001); mientras que en el grupo de animales WT no parecié ocasionar ninguna
inflamacioén a nivel microscépico. Sorprendentemente se observd que los animales
controles tenian un grosor significativamente mayor que los animales tratados con
TNBS (265,10 um = 2,32 um vs. 253,80 ym + 1,90 um; p<0,001). Ademas, en los
animales deficientes para AM, la inflamacibn a nivel de la mucosa era
significativamente superior al de los animales WT (312,20 ym £ 2,05 ym vs. 253,80 ym
+ 1,90 uym; p<0,001) (Figura 35.A). Respecto al engrosamiento de la submucosa, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre ninguno de los
grupos (Figura 35.B). De acuerdo con los datos, podemos asumir que las diferencias
histolégicas observadas en machos se deben a una mayor reaccién inflamatoria a

nivel de la mucosa.
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Figura 35. A) Grosor medio + SEM de la capa mucosa del colon de los cuatro grupos de machos incluidos
en el procedimiento. B) Grosor medio + SEM de la capa submucosa del colon de los cuatro grupos de
machos
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En el grupo de hembras, el analisis histolégico de las preparaciones reveld que la
instilacion con TNBS caus6 un aumento muy significativo del grosor de la mucosa del
colon tanto en el grupo de hembras WT (264,40 ym £ 2,51 pym vs. 247,30 ym = 3,05
pm; p<0,001) como en el de hembras KO (382,50 ym + 6,03 ym vs. 220,10 ym + 2,26
pm; p<0,001) en comparacién con sus respectivos controles. Ademas, al igual que
ocurria en los machos, la ausencia de AM provocé una reaccion de inflamacion que
engroso la mucosa de las hembras KO de forma significativa al compararla con las
hembras WT tratadas (382,50 ym * 6,03 ym vs. 264,40 uym = 2,51 um; p<0,001)
(Figura 36.A). A nivel de la submucosa no se observé que la administracion de TNBS
causase un engrosamiento significativo en el grupo de hembras WT respecto a sus
controles (23,44 ym = 2,91 ym vs. 20,22 ym + 5,32 um; p>0,05), pero si en el grupo de
hembras KO respecto a sus controles (65,19 um + 14,28 ym vs. 21,62 ym + 3,06 ym;
p<0.01). Ademas, a nivel de la submucosa también se observé que las hembras KO
tenian un engrosamiento significativamente mayor de esta capa del colon (65,19 um *
14,28 uym vs. 23,44 ym = 2,91 um; p<0,01) (Figura 36.B). Podemos concluir que en las
hembras, la instilacion de TNBS causa una reaccion de inflamacion a nivel de la
mucosa, y que ante la ausencia de AM esta reaccion inflamatoria se extiende a lo

largo de toda la pared del colon, incluida la submucosa.
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Figura 36. A) Grosor medio + SEM de la capa mucosa del colon de los cuatro grupos de hembras. B)
Grosor medio + SEM de la capa submucosa del colon. Las diferencias estadisticamente significativas
entre grupos se representan mediante asteriscos, de modo que dos asteriscos (**) equivalen a una p<0,01

y tres asteriscos (***) equivalen a una p<0,001.
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6.3.3. Evaluacion de la infiltracién leucocitaria

La evaluacion de la infiltracién de neutréfilos, monocitos y macréfagos en el tejido
homogenizado se realiz6 de forma indirecta a través de la medicion de la actividad de
la enzima mieloperoxidasa (MPO) con un ensayo fluorimétrico. Los resultados
obtenidos se normalizaron en funcion de la concentracion total de proteinas presentes
en los extractos de colon. Los resultados del ensayo se muestran a continuacion en la
Tabla 13. Debido a que la actividad de la MPO en los extractos de colon no sigue una
distribucion paramétrica, los datos se expresan como la mediana de la actividad de

MPO vy el analisis estadistico se realizé con el test de Kruskal-Wallis.

Concentracion total de proteina

Actividad MPO (pmol/min/mL)

(mg/mL)
4 WT NaCl 8 1561,53 + 44,50 2,14 + 2,80
4 WT TNBS 8 1465,26 + 39,99 2,10+2,43
4 KO NaCl 7 1655,75 + 51,25 3,10 £ 1,26
& KO TNBS 8 1527,99 + 36,21 2,712,224
Q@ WT NaCl 7 1577,34 + 39,46 0,72 £1,10
Q WT TNBS 7 1645,83 + 64,52 2,39+2,15
Q@ KO NaCl 8 1667,27 + 42,32 1,97 £ 0,91
Q KO TNBS 8 1801,76 + 35,43 3,06 +5,69

Tabla 13. Resultados de la concentracion total media de proteina (mg/mL) + SEM de los homogenizados
de colon; y de la mediana de la actividad de MPO (pmol/min/mL) + AIC presente en el tejido de cada

grupo de estudio.

En el grupo de machos, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la actividad de MPO en los homogenizados de colon de los

distintos grupos (p>0,05) (Figura 37).
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Figura 37. Diagrama de cajas de la actividad de MPO expresada en pmol/min/mL, y normalizada en
funcion de la cantidad de proteina total extraida de los homogenizados de colon de los cuatro grupos de
machos incluidos en el procedimiento.

En el grupo de hembras, los resultados del test de Kruskal-Wallis fueron
estadisticamente significativos (p>0,05). Al realizar las comparaciones multiples
mediante el test de Dunns se observé que la instilacion de TNBS causaba una
elevacion significativa de la actividad de MPO en el colon del grupo de hembras WT
(2,39 £ 2,15 pmol/min/mL vs. 0,72 + 1,10 pmol/min/mL; p<0,05), y una elevacién de la
actividad MPO en el colon de las KO respecto a sus controles que no llegaba a ser
significativa, probablemente debido a la elevada dispersién de los datos de este grupo
(3,06 + 5,69 pmol/min/mL vs. 1,97 + 0,91 pmol/min/mL; p>0,05). Sorprendentemente,
las hembras KO que habian recibido una instilacion de NaCl presentaron una actividad
de MPO significativamente superior al de las hembras WT controles (1,97 + 0,91
pmol/min/mL vs. 0,72 + 1,10 pmol/min/mL; p<0,05) (Figura 38).
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Figura 38. Diagrama de cajas de la actividad de MPO expresada en pmol/min/mL, y normalizada en
funcién de la cantidad de proteina total extraida de los homogenizados de colon de los cuatro grupos de
hembras incluidas en el procedimiento. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos se
representan mediante asteriscos, de modo que un asterisco (*) equivale a una p<0,05.
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7. DISCUSION

7.1. GENERACION DE RATONES KO TOTALES PARA
ADRENOMEDULINA

La generacién de un modelo de raton KO total para AM era uno de los objetivos
principales de este estudio. Debido a la intima relacion de la AM con el desarrollo
vascular de la placenta y del embrion durante la gestacion (164, 165), hasta ahora no
habia sido posible lograr un modelo de raton adulto con el gen de la AM delecionado
en todo su organismo, puesto que la ausencia total de este péptido o de sus
receptores resultaba en letalidad embrionaria (140-143). En todos los articulos
publicados hasta el momento, para estudiar el papel de la AM en distintas funciones
fisiol6gicas y en situaciones patoldgicas se habia tenido que recurrir a la delecion
condicional-espacial del gen en distintos 6rganos y tejidos, dirigiendo la expresion de
la recombinasa Cre con promotores especificos de esas zonas (149).

Sin embargo, estos modelos presentaban ciertas carencias, ya que, la AM se
expresa en multitud de 6rganos y tejidos, y al ser un péptido circulante se transporta
por la sangre unida al factor H (111). Por tanto, no puede descartarse el hecho de que
aungue la expresién de AM se hubiese suprimido totalmente en un 6rgano concreto,
ciertos niveles de esta hormona producida en otras zonas del organismo llegasen a
ese drgano a través de la circulacion.

Para lograr el objetivo de este trabajo, se decidio recurrir a un modelo genético
de induccion temporal de la delecion, de modo que la eliminacion global del gen de la
AM tuviese lugar en ratones adultos, cuyo desarrollo se hubiese completado. Para ello,
se empled una combinacién del sistema Cre/loxP, cuya eficacia para delecionar de
forma condicional-espacial el gen de la AM ya habia sido probada anteriormente (172),
con el sistema de induccién mediado por tetraciclina tet-On (200).

La eleccién del sistema tet-On (rtTA-M2/tetO) como regulador de la expresion de
Cre en este trabajo se basa en que, de acuerdo con la literatura publicada (ver mas
adelante), otros métodos de delecion condicional-temporal no han demostrado ser tan
eficaces.

El interés por los modelos temporales de induccion de recombinacion génica ha
ido en aumento en los Ultimos afos, especialmente en relacién a genes letales durante
el desarrollo embrionario. Una de las primeras alternativas para lograr el control
temporal de la expresion de Cre fue unir el gen de esta recombinasa al dominio de
union de distintos receptores de hormonas esteroideas, de modo que al afiadir de

forma exdgena el ligando adecuado, se indujese la expresion de Cre en el momento
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deseado. Varios receptores de hormonas esteroideas se han probado ya, incluyendo
el receptor de glucocorticoides (214), el receptor de andrdégenos (215), el receptor de
progesterona (216), y los receptores de estrégenos humanos (217) y murinos (218).
Todos estos receptores presentan ligeras modificaciones que permiten que su
respuesta sea inducida de forma especifica por ligandos artificiales con mas eficacia
gue por las hormonas presentes de forma natural en el organismo. Probablemente, el
modelo méas extendido de todos ellos sea el modelo del receptor de estrégenos, del
gue han aparecido diversas variantes mutadas (219, 220) que reducen su afinidad por
los estrogenos naturales y permiten su activacibn mediante la administracion de
tamoxifeno.

Sin embargo, a pesar de las modificaciones, y de que en muchos de estos
trabajos no se menciona la tasa de recombinacion basal en ausencia de ligando, a dia
de hoy se sabe que estos modelos presentan ciertos inconvenientes. Por ejemplo, el
uso de la recombinasa Cre bajo el control del promotor de andrégenos suele
reservarse para modelos de hembras, ya que, en machos se produce la
recombinacion aunque no se administre el ligando exégenamente (215). En el caso del
modelo del receptor de estrégenos, grupos independientes como el de Brake et al.
(221) han demostrado que existe una importante tasa de recombinacion basal en los
ratones no expuestos a tamoxifeno.

El estudio por PCR de la delecion realizado en el presente trabajo confirma que
con la administracién de 2 mg/mL de doxiciclina en el agua de bebida durante 14 dias
se consigue eliminar totalmente el gen de la AM de todos los drganos corporales,
incluidos aquellos con barreras heméticas, como cerebro y testiculo. Estos resultados
son concordantes con los obtenidos previamente por el grupo de Cawthorne et al.
(205), donde ya se observé que la administracién oral de doxiciclina durante 7 dias a
esa dosis no era suficiente para que ocurriese la recombinacién génica en el sistema
nervioso central. A pesar de que algunos estudios desaconsejan suplementar la
solucion de doxiciclina con sacarosa (222) porque se aumenta significativamente el
namero de calorias ingeridas por los ratones, el estudio piloto llevado a cabo en
nuestro laboratorio demuestra que a los animales requieren de un periodo de 24 a 48
horas de adaptacion al sabor de la solucion de doxiciclina (aunque esté endulzada),
durante el cual consumen menos liquido y comida, y pierden peso. Es de suponer que
si no se suplementase la doxiciclina con sacarosa, el fuerte sabor amargo de la misma
provocaria que el periodo de adaptacion y el estrés generado a los animales fuese
mayor, y el consumo de doxiciclina seria menor que el previsto inicialmente.

De acuerdo con los datos publicados en estudios previos, el empleo del

transactivador reverso mejorado, rtTA-M2, en lugar del transactivador reverso normal,
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rtTA, deberia aumentar la afinidad del mismo por la doxiciclina hasta 10 veces y
suprimir toda recombinacién basal en ausencia del antibiético (200, 223, 224). El Gnico
trabajo donde se emplea este mismo modelo genético y en el que se habla de la
existencia de una minima recombinacion en ausencia de doxiciclina es el publicado
por el grupo de Béackman et al. (206). Sin embargo, los datos de las PCR para la
delecion realizadas en este trabajo revelan, en contra de lo publicado anteriormente,
gue en ausencia de doxiciclina existe una recombinacion parcial, y en algunos casos
incluso total, del gen de la AM en la mayoria de los animales y érganos estudiados.
Esto significa que el sistema de recombinacion mediado por doxiciclina rtTA-M2/tetO-
Cre presenta el fendbmeno que se conoce como “leaky expression” (225), es decir,
existe una expresion basal de recombinasa no mediada por doxiciclina, bien porque el
gen rtTA-M2 no produce suficiente proteina represora que bloquee al promotor tetO, o
porque el control del promotor tetO sobre el gen Cre es débil.

La presencia del fendmeno “leaky expression” obligé a cambiar el disefio del
estudio e incluir como controles del modelo animales cuyo gen de la AM no se
encontrase floxeado (AM wt/wt); en vez de animales con el gen floxeado (AM flox/flox)
y que no hubiesen tomado doxiciclina, como suele ser habitual en otras publicaciones
(200, 206). Esto habria supuesto una limitacion del estudio. Sin embargo, tras revisar
las publicaciones de Angelakis et al. (207) y de Larrayoz et al. (208), y comprobar que
la doxiciclina no solo provoca alteraciones de la microbiota intestinal (parte esencial
del desarrollo de las IBD, y por tanto vital en nuestro modelo de colitis), sino que
ademas modifica los patrones de expresién de varios genes mitocondriales, del
reticulo endoplasmatico y de distintos componentes de matriz extracelular. Por lo
tanto, parece obvio que el mejor control posible para este estudio eran ratones WT a
los que también se les administrase la solucién de doxiciclina. De este modo se puede
asegurar que las diferencias observadas entre ratones KO y WT se deben
exclusivamente a la ausencia de AM, y no a la actividad de la doxiciclina.

A pesar de estos problemas iniciales con los animales control, se consigui6 el
objetivo propuesto inicialmente: generar animales adultos KO para AM viables. Tras la
induccién de la delecion, los KO son totalmente normales y no muestran diferencias
fenotipicas respecto a los animales WT, a excepcién del peso corporal en los machos.
Al comparar animales de la misma edad (16 semanas), se observa que los machos
KO pesan una media de 4,51 g mas que los animales WT. Sorprendentemente, esta
diferencia no se observdé en hembras a la edad de 16 semanas, lo cual supone el
primer indicio de que la ausencia total de AM enddgena puede tener efectos diferentes
entre ambos sexos. Este patron de diferencias especificas entre sexos ya ha sido

descrito en estudios previos con otros modelos de KO, como los ratones deficientes
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para el gen de la sintetasa de NO (226), para el gen del péptido natriurético atrial
(227), o para la subunidad GluAl del receptor de glutamato (228), entre otros. En el
momento de realizar las necropsias en el estudio piloto para recoger muestras de las
que obtener el ADN gendmico, tampoco se observaron anomalias a nivel interno en
los principales 6rganos corporales, ni la presencia de edemas, malformaciones

vasculares o hemorragias internas como sucedia en los embriones (142).

7.2. CARACTERIZACION DEL MODELO DE COLITIS AGUDA EN
RATONES KO PARA ADRENOMEDULINA

A dia de hoy se sabe que los neuropéptidos producidos durante el curso de una
respuesta inflamatoria son agentes anti-inflamatorios endégenos que participan en los
procesos que conducen a la resolucién de la inflamacion y al mantenimiento de la
tolerancia inmunitaria (229). El tratamiento exdégeno con estas moléculas ha
demostrado que disminuye la frecuencia, retrasa la aparicion y reduce la gravedad de
diferentes modelos experimentales establecidos de patologias de tipo inmunitario
como la sepsis (230), la artritis reumatoide (231) o la diabetes tipo 1 (232). En esta
linea, los efectos anti-inflamatorios de la AM ya se han observado en varios modelos
de patologias de tipo inmunitarias, incluidas las IBD.

Trabajos previos habian demostrado que la administracion exégena de AM
recombinante tiene un efecto terapéutico beneficioso en los principales modelos de
colitis animales (186, 187, 189, 196) y en los primeros casos de investigacion
traslacional a pacientes con CU severa refractaria a los tratamiento convencionales
(197, 198). Los principales mecanismos a través de los cuales la AM ejerce su funcién
protectora son la inhibicién de una respuesta inmunitaria aberrante, el mantenimiento
de la integridad de la barrera epitelial intestinal, la reduccién de la formacién de
exudados inflamatorios, la aceleracion de la velocidad de regeneracion de las zonas
ulceradas, y la proteccion y restauracion de la funcién vascular mesentérica dafiada.

Sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado una asociacion entre el papel
de la AM enddgena y el desarrollo de la patologia intestinal de tipo inflamatorio.

En este Trabajo Fin de Master se ha intentado corroborar dicha asociacion
comparando los resultados a nivel macroscépico, histologico y bioquimico de la
induccién de una colitis aguda con TNBS entre ratones machos y hembras deficientes
para AM y sus respectivos controles con el gen de la AM intacto. Como demuestran
nuestros resultados, y de acuerdo con lo publicado en trabajos previos arriba citados,
esta claro que la AM tiene un papel protector frente al desarrollo de las IBD; de modo
qgue en este modelo de colitis aguda inducida con TNBS, la ausencia de AM endbégena

provoca un inicio de la patologia mucho més rapido, un aumento significativo de la
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severidad de los signos clinicos observados (diarrea, deshidratacion, anorexia y
hemorragias) y provoca una respuesta inmunitaria aberrante, con un reclutamiento de
linfocitos al colon desde los drganos linfoides periféricos que ocasiona dafios
inflamatorios extensos en la mucosa y la submucosa intestinales. Estos resultados se

discuten a continuacion.

7.2.1. La ausencia de adrenomedulina aumenta la severidad clinica del
modelo de colitis aguda inducido por TNBS, acelerando el inicio y
agravando la patologia

De acuerdo con la metodologia seguida por el grupo de Gonzélez-Rey et al.
(188) se instil6 a cada animal de los grupos tratados 3 mg de TNBS disueltos en un
volumen de 100 pL de etanol al 50%, mientras que cada animal de los grupos control
recibio el mismo volumen de NaCl disuelto en etanol al 50%. Nuestro trabajo
demuestra que la instilacion de TNBS causa el desarrollo de una colitis de severidad
leve en los animales WT, de severidad moderada en los machos KO y de severidad
entre moderada y alta en las hembras KO.

Si se comparan los resultados de la instilacién de TNBS en los animales WT con
los obtenidos por Gonzalez-Rey et al. (188) puede comprobarse que en nuestro
estudio los animales WT desarrollan una colitis mucho menos severa, sin pérdidas
significativas de peso al final del estudio respecto a la situacién basal. Ademas, en
este trabajo el TNBS no disminuye la supervivencia en ninguno de los grupos,
mientras que en los datos reportados por Gonzalez-Rey et al. (188) se observa que el
TNBS causa una mortalidad cercana al 60% en los animales tratados. Estas
diferencias podrian deberse a dos causas o a la combinacion de ambas:

La primera de ellas seria la cepa de los animales; ya que, en este trabajo los
ratones pertenecen a la cepa C57BL/6J, mientras que Gonzéalez-Rey et al. emplean
animales de la cepa Balb/c. Otros estudios ya han demostrado que la cepa empleada
en ensayos de colitis puede influir en la severidad de la patologia desarrollada por los
ratones (233).

La segunda explicacion posible seria que normalmente en estudios de colitis se
emplean animales cuya edad esta comprendida entre las 8 y las 10 semanas; sin
embargo, debido al procedimiento de recombinacién génica para inducir la delecion
del gen de la AM y al periodo de recuperacion posterior de un mes (para que la
microbiota bacteriana se restaurase tras el tratamiento con doxiciclina), los ratones
empleados en este estudio contaban con 16 semanas. Logicamente, al ser mayores,
los ratones pesan mas y la dosis de TNBS administrada en relacién al peso corporal

es menor. Esta segunda teoria parece quedar confirmada si consideramos que los
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resultados de severidad obtenidos en este trabajo son mas semejantes a los obtenidos
por Kono et al. (194), donde instilan una dosis de 1,5 mg de TNBS (la mitad de nuestra
dosis) a ratones Balb/c de 8 semanas.

A pesar de todo, parece indudable que aunque leve, la instilacion intra-rectal de
3 mg de TNBS tiene un efecto en los animales WT, mientras que ese efecto es
bastante mas acusado en los animales KO. Por tanto, parece que se ha encontrado
una dosis capaz de causar un dafio minimo a los animales con la AM intacta, pero que
ante la ausencia de esta, desencadena una respuesta patoldgica significativamente
mayor.

En machos, la ausencia de AM provoca que la patologia se inicie de forma
mucho mas rapida y agresiva, observandose deposiciones blandas en las primeras 24
horas tras la instilacién, que evolucionan a heces liquidas en mas de la mitad de la
muestra tras 72 horas, y donde se aprecia la presencia de sangre en heces en un
cuarto de la muestra el tltimo dia de procedimiento. Sin embargo, en los animales WT
se aprecian signos de colitis mas leves, como deposiciones blandas, a partir del tercer
dia de procedimiento, momento en el que su indice de severidad comienza a
aumentar y se aproxima al de los animales KO. De ahi que solo se observen
diferencias estadisticamente significativas entre KO y WT tratados con TNBS durante
las primeras 48 horas de estudio, después la colitis empieza a manifestarse también
en los animales WT y la situacion entre ambos grupos tiende a igualarse.

Por otro lado, ademéas de retrasar la aparicion de la enfermedad y reducir la
gravedad de la misma, la presencia de AM enddgena es capaz de prevenir la pérdida
de peso corporal en los machos WT tratados con TNBS. A pesar de presentar heces
blandas y de realizar un nimero mayor de deposiciones, los machos WT TNBS
ganaron una media de 1,74 g en los cinco dias que duré el procedimiento. Mientras
gue en las primeras 48 horas tras la instilacion, los machos KO perdieron una media
de 1,91 g de peso corporal. Si bien es cierto que pasado el punto critico del tercer dia
estos animales recuperaron su peso basal, probablemente gracias a la administracion
de suero para rehidratarlos.

Estos mismos resultados se observaron en los grupos de hembras, pero con
diferencias mucho mas significativas entre los dos genotipos. Con diferencia, las
hembras KO TNBS obtuvieron los mayores indices de severidad y mostraron las
pérdidas de peso mas importantes. En un primer momento, podria argumentarse que
esto es debido a que las hembras, a pesar de tener la misma edad que los machos,
tienen un peso corporal inferior, y por tanto estan recibiendo una dosis de TNBS mas
elevada por unidad de peso corporal que los machos. Pero de ser esta la explicacion,

también se observaria el mismo comportamiento en el grupo de hembras WT TNBS;
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sin embargo, no es asi. Aunque las hembras WT TNBS mostraron algunos signos de
colitis leve a partir del tercer dia de procedimiento, como heces blandas o signos leves
de deshidratacion, en ningun caso las diferencias observadas con su correspondiente
grupo control (hembras WT NaCl) fueron significativas, asi como tampoco sufrieron
pérdidas de peso (el grupo gan6 de media algo mas de medio gramo en los cinco dias
transcurridos de estudio). Por el contrario, las hembras KO tratadas con TNBS
mostraron desde el primer dia signos de colitis leve que empeoraron paulatinamente
hasta llegar a una calificacion proxima a severa de acuerdo con el indice empleado en
este trabajo; de modo que tras 72 horas, tres cuartas partes de la muestra
presentaban diarrea totalmente liquida; y para el quinto dia de procedimiento, en la
mitad de la muestra se observaba sangre en heces y en una cuarta parte los primeros
indicios de la formacién de un prolapso rectal. Ademas, el grupo de hembras KO
TNBS perdié durante las primeras 48 horas tras la instilacion una media de 2,75 g;
pasado ese tiempo, aunque comenzaron a recuperar algo de peso gracias a las
medidas paliativas administradas, el grupo no llegé a recuperar su peso basal al final
del procedimiento.

Por tanto, los niveles de AM enddgenos son capaces de retrasar el inicio de la
colitis y disminuir la gravedad de la misma en ambos sexos; previniendo la pérdida de
peso, las diarreas severas y la presencia de sangre en heces. Pero parecen tener un
efecto mucho mas beneficioso en las hembras. De todos los articulos revisados, solo
en el trabajo de Talero et al. (189) se estudia las acciones de la AM en un modelo de
colitis agudo y crénico inducido por TNBS en ratas machos y hembras; sin embargo,
en ningln momento se menciona que existan diferencias de resultados entre ambos
Sexos.

Esta es, por tanto, una nueva prueba de que la ausencia de AM a nivel global
tiene distintos efectos en machos y hembras. Una posible explicacion a estas
diferencias observadas en el grado de la patologia asociadas al sexo seria la
existencia de una conexién entre la AM y el sistema inmunitario mediada por
hormonas sexuales, en concreto por estrégenos. De hecho, que la etiologia de las IBD
tiene una relacion con la alteracién de las hormonas sexuales femeninas ya ha sido
demostrado, pues datos epidemioldgicos recientes apuntan a que el consumo de
anticonceptivos orales durante largos periodos de tiempo se considera un factor de
riesgo en el desarrollo de estas patologias (13).

Gracias al estudio de la osteoporosis postmenopausica, en las Ultimas décadas
se ha hecho evidente que existe una fuerte conexion entre los niveles de estrégenos y
el sistema inmunitario (234), y estos parecen mediar tanto en las respuestas

inmunitarias humorales como celulares (235). Los estrégenos, al unirse a sus
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receptores, son capaces de activar cascadas de transduccién de sefiales que
controlan determinados promotores diana, modificando la expresion de ciertos genes
en los linfocitos T (236); por ello, en ausencia de estrogenos se produce un incremento
de varias citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a o las IL-1, IL-7, IL-6 e IL-17.
Ademas, la falta de estrogenos promueve la expansion de linfocitos T activos en el
timo (237).

Por otro lado, la AM ha demostrado ser capaz de regular la secrecién de otras
muchas hormonas como la insulina (161), y se sabe que puede actuar a lo largo de
todo el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (159), el cual a su vez también esta
intimamente relacionado con los niveles de hormonas sexuales. Ademas, se sabe que
existe una conexién entre la AM y el ciclo menstrual femenino, de modo que los
niveles de AM plasmatica aumentan durante la fase folicular, justo cuando los niveles
de produccion de estrégenos por parte de los foliculos del ovario son maximos, y
descienden durante la fase latea, de forma paralela a los niveles de estrogenos (162).

Ante este escenario, aunque es solo una teoria, parece plausible plantearse que
en las hembras KO la ausencia de AM podria causar de algiin modo una disminucion
en la produccion o en la actividad de los estrogenos que contribuyese al desarrollo de

una desregulacién inmunitaria de mayor gravedad que la observada en los machos.

7.2.2. La ausencia de adrenomedulina provoca un aumento de los
parametros macroscopicos de inflamacioén local y promueve la
recirculacion linfocitaria desde el bazo

El peso del colon en fresco, normalizado en funcién de su longitud o del peso
corporal de los animales, se ha empleado en numerosas publicaciones como un
indicador de inflamacion local. Cuando tiene lugar una reaccion inflamatoria se
produce la formacion de exudados inflamatorios (tanto liquido como células) que
aumentan tanto el volumen, como el peso del 6rgano en cuestion.

De forma similar a los resultados de este trabajo descritos en el apartado
anterior, pero en discrepancia con los resultados publicados por otros grupos como el
de Talero et al. (189), la instilacion de TNBS en machos y hembras WT no aument6 de
forma significativa el peso de su colon. Sin embargo, lo que si es concordante con los
resultados publicados hasta la fecha es que los animales con una mayor
concentracion de AM, bien de procedencia exdégena o enddgena, presentan niveles de
inflamacion local significativamente inferiores (187, 189), aunque en nuestro trabajo las
diferencias estadisticamente significativas solo se observaron en el grupo de hembras.
Las hembras KO TNBS tenian un colon un 53,73% mas pesado de media que el colon

de las hembras con el gen de la AM intacto y, por tanto, podemos concluir que su
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colon esta significativamente mas inflamado. Aunque en machos las diferencias
observadas en el peso del colon normalizado en funcién del peso corporal no
alcanzaron la significacion estadistica, si se observa que existe una tendencia en la
que los machos KO tienen un colon méas pesado que el de los machos WT. Como las
diferencias entre estos dos grupos son menores que las estimadas inicialmente para
calcular el tamafio muestral, podria suponerse que al aumentar el nimero de animales
en cada grupo seria posible alcanzar la significacion estadistica.

En cuanto a la respuesta inflamatoria a nivel sistémico, se decidié evaluar el
peso del bazo en relacion al peso total del cuerpo. El bazo es en mamiferos adultos un
organo linfoide secundario, cuya funcion principal es de tipo inmunolégica, ya que es
donde tiene lugar la maduracion de linfocitos en respuesta a antigenos sanguineos y
donde sucede la recirculacion linfocitaria (238). Cuando ocurre una respuesta
inmunitaria, los linfocitos inmaduros llegan al bazo desde los 6érganos linfoides
primarios (en mamiferos, el timo), una vez ahi terminan de madurar y si la respuesta
inmunitaria se ha iniciado en otro 6rgano, salen del bazo, y por medio de la
recirculaciéon linfocitaria, van a otro 6rgano linfoide periférico como los ganglios
linfaticos, el tejido linfoide asociado a piel (SALT, del inglés skin associated lymphoid
tissue), el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT, del inglés mucosa associated
lymphoid tissue) o al tejido linfoide asociado a tracto digestivo (GALT, del inglés gut
associated lymphoid tissue), dentro del cual se encuentran englobadas las placas de
Peyer (238).

Aunque la esplenomegalia no es un trastorno muy comun en los pacientes con
IBD (239), existe la hipétesis mantenida por el grupo del Doctor Calzado (240) de que
el absceso esplénico podria ser una de las manifestaciones precursoras a un brote de
IBD, de modo que, de acuerdo con la teoria de la recirculacion linfocitaria, primero se
produciria un episodio de esplenomegalia a consecuencia del absceso esplénico
originado por el reclutamiento y maduracion de los linfocitos; y después, cuando los
linfocitos se trasladaran al intestino, el bazo volveria a su situacién basal y la
inflamacién comenzaria a nivel local.

Los resultados expuestos en este Trabajo Fin de Master parecen concordar con
esa hipétesis, pues en las hembras, donde la inflamacién a nivel local es muy
significativa, no se observaron indicios de esplenomegalia. Incluso las hembras KO,
donde la colitis se inicia de forma muy temprana, tienen un bazo ligeramente mas
pequefio que el de las hembras WT, donde la patologia empieza a manifestarse mas
tarde.

Por otra parte, se observa que el grupo de machos WT TNBS tienen un bazo

significativamente mayor que los ratones KO y que sus respectivos controles (WT
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NaCl). De hecho, si se comparan los datos de este estudio con los datos de la “Mice
Phenotype Database” creada por “The Jackson Laboratory” (241), se puede
comprobar que el porcentaje medio de peso del bazo respecto al peso corporal en
machos C57BL/6J de 16 semanas se estima en torno al 0,26%, valor muy préximo al
observado en los grupos de machos WT NaCl, KO NaCl y KO TNBS, pero que es casi
la mitad del valor observado en machos WT TNBS. Por lo tanto parece que,
efectivamente, la reaccion inflamatoria en el bazo podria preceder a las
manifestaciones clinicas intestinales, ya que, en aquellos grupos donde la respuesta
inflamatoria a nivel local se inicia mas pronto, se observa un tamafio del bazo normal;
mientras que en los grupos donde la respuesta inflamatoria intestinal es mas tardia se
observa un mayor tamafio en el bazo.

Tomados en conjunto, todos estos datos confirman lo observado hasta el
momento, que la ausencia de AM acelera el inicio de la patologia y agrava los

procesos inflamatorios a nivel macroscépico.

7.2.3. Laausencia de adrenomedulina aumenta de forma significativa las
respuestas inflamatorias a nivel de la mucosay la submucosa

El tubo digestivo tiene una estructura histolégica muy caracteristica y bien
definida. A partir del esofago, la pared del tubo digestivo se compone de cuatro capas:
la mucosa, que engloba al epitelio, a la lamina propia conjuntiva y a la muscularis
mucosae; la submucosa, formada por tejido conjuntivo y donde se localizan los
grandes vasos sanguineos y linfaticos, el plexo nervioso de Meissner y el GALT
(formado principalmente por las placas de Peyer); la muscular propia, formada en su
mayor parte por muasculo liso que se distribuye en dos capas entre las cuales
encontramos el plexo de Auerbach; y finalmente la capa serosa, compuesta por tejido
conjuntivo y el mesotelio peritoneal (238).

Los resultados de la evaluacién a nivel microscopico del dafio histol6gico
causado por el TNBS son bastante similares a los observados por el grupo de Kono et
al. (209). La instilacién de este compuesto quimico causa un aumento significativo del
grosor de la mucosa del colon en todos los grupos tratados, tanto ratones WT como
KO, y de ambos sexos, en comparacion con sus respectivos controles.

Ademas, en este Trabajo Fin de Master se demuestra que en ausencia de AM
enddgena se produce un dafio a nivel histolégico mayor, que de nuevo vuelve a ser
mas pronunciado en el grupo de hembras, y que es concordante con los signos
clinicos y macroscopicos observados. Los machos KO TNBS presentaron una mucosa

significativamente mas gruesa, un 23% mas grueso de media, que los WT TNBS. Y en
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las hembras KO tratadas, se observé que la mucosa era aproximadamente un 45% de
media mas gruesa que la mucosa de las hembras WT TNBS.

Por otro lado, en ausencia de AM no solo se produce un engrosamiento
significativo de la mucosa, sino que en la mayoria de los animales KO que recibieron
el tratamiento con TNBS se observan extensas zonas de infiltrados de linfocitos y de
exudados inflamatorios que destruyen por completo la microarquitectura del colon.
Estos resultados no se observaron en el grupo WT, donde por el contrario, lo que se
aprecian son focos aislados y pequefios de infiltracion, pero se mantiene la estructura
histologica caracteristica del tejido.

Estas diferencias observadas a nivel histologico explican los resultados
macroscépicos de severidad clinica e inflamacion local presentados anteriormente. Al
destruirse la mucosa intestinal se pierden los enterocitos, células que, ademas de
actuar como barrera fisica de la mucosa, se encargan fundamentalmente de la
absorcion de agua, iones y vitaminas secretadas a la luz por la microbiota intestinal
(ademds, el proceso de absorcién de agua es el que origina que las heces tomen
consistencia y se vuelvan sélidas); se pierden las células caliciformes que secretan el
moco que protege la mucosa del contenido luminal; y se altera la microbiota intestinal.
Por eso, los animales KO tienen mas diarrea, sangre en heces, signos de anorexia y
deshidratacion, y su estado general es peor que el de los animales WT.

Tras observar las preparaciones histolégicas, pudo comprobarse que en algunos
animales la infiltracion de hacia extensiva a la submucosa, donde también habia
acumulacién de linfocitos y restos celulares, aunque en menor grado que en la
mucosa. Por eso, se decidi6 medir también esta capa histolégica para comprobar si
los cambios observados eran significativos. El grupo de Ito et al. (213) ya habia
descrito en un modelo de ratones KO para el gen del IFN-y un aumento significativo en
el grosor de la submucosa de los animales que manifestaban signos clinicos de colitis
aguda.

En el caso de este parametro, y de forma contraria a lo publicado por Ito et al.
(213), no se observo gue la instilacion con TNBS causase un aumento significativo del
grosor de la submucosa en ninguno de los grupos WT TNBS. Tampoco se apreciaron
diferencias significativas entre los grupos de machos KO y WT tratados, pero si entre
los grupos de hembras. En las hembras, la presencia de AM enddgena es capaz de
prevenir el aumento del grosor de la submucosa, de modo que las hembras KO tienen
una submucosa engrosada en un 177,35% de media respecto a las hembras que
mantienen sus niveles de AM intactos.

Por tanto, la AM enddgena protege el colon a nivel microscopico durante un

episodio de colitis aguda, disminuyendo los infiltrados de linfocitos y preservando la
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microarquitectura del tejido, de modo que este puede seguir cumpliendo con sus
funciones fisiologicas normales. En concordancia con lo observado a nivel
macroscoépico, las hembras KO TNBS presentan el mayor dafio histolégico, con las
infiltraciones de linfocitos mas extensas, lo que refuerza la hipétesis de un posible
control de la AM sobre la actividad de los linfocitos mediada por los estrogenos. Si
tomamos en consideracion todos los datos presentados hasta el momento, parece
obvio que la AM enddgena actiia como un potente inmunomodulador, protegiendo al
organismo frente a una respuesta inmunitaria aberrante, evitando una activacién
masiva de linfocitos y retrasando su reclutamiento hacia los tejidos periféricos desde el
bazo.

Un resultado inesperado en este trabajo, y que no se encuentra mencionado en
ningun articulo de la bibliografia consultada, fue la observacién de placas de Peyer de
gran tamafio (méas de 100 000 pm?) en los animales control de ambos grupos, siendo
especialmente numerosas entre los animales KO que habian recibido NacCl.

Las placas de Peyer son nédulos linfoides secundarios que pertenecen al GALT.
En el intestino grueso, y especialmente en el apéndice, son bastante abundantes y se
localizan primordialmente en la submucosa, aunque en algunos casos pueden
atravesar la muscularis mucosae y la lamina propia de la mucosa, invadiendo parte de
esta otra capa del intestino (238). Dentro de las placas de Peyer, el tipo celular
predominante son los linfocitos B, aunque entre el 10 y el 30% del total de linfocitos
son linfocitos T, y también hay macrofagos y células presentadoras de antigenos
(242). Se sabe que de 4 a 7 dias después de la estimulacion de una respuesta
inmunitaria, los linfocitos B activados emigran desde el bazo hasta las placas de
Peyer, momento en el cual estas adquieren un gran desarrollo (242). La penetracion
de los linfocitos a estos 6rganos linfoides periféricos tiene lugar desde las vénulas
poscapilares. Las placas de Peyer tienen una forma muy caracteristica consistente en
una corona de varias capas de linfocitos y un centro claro (centro germinal) donde se
produce la transformacion de los linfocitos B activados que han llegado mediante
recirculacién linfocitaria en inmunoblastos, protoplasmocitos y células plasmaticas
sucesivamente (242).

La diferencia en el numero de placas de Peyer de gran tamafio observadas en
nuestro estudio confirma una vez més el papel inmunoregulador de la AM, ya descrito
desde 2006 por el grupo de Zudaire et al. (94). En el 87,71% de la muestra de machos
KO control se observaron estas placas de Peyer de gran tamarfo, frente al 50% de
observaciones en el grupo de machos WT control. Dentro del grupo de hembras, los
resultados se mantienen en la misma linea, de modo que se observaron placas de

Peyer de gran tamafio en el 87,5% de la muestra de hembras KO NaCl, mientras que
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en las hembras WT control solo se observaron en el 57,4% de los casos. Las
diferencias en el ndmero de observaciones no llegaron a ser estadisticamente
significativas, probablemente a causa del bajo tamafio muestral analizado. Sin
embargo, parece obvio que existe una tendencia, y que la AM enddgena es capaz de
modular y controlar el reclutamiento linfocitario a las placas de Peyer desde los
organos linfoides secundarios como el bazo.

Aunque la evaluacion del dafio histologico a nivel del colon de todos los grupos
de estudio revel6 resultados muy interesantes, y en algunos casos inesperados, deben
reconocerse las limitaciones de un estudio histomorfométrico a la hora de extrapolar
resultados a la poblacion general.

Para realizar estimaciones cuantitativas en los tejidos de forma fiable e
insesgada se deben emplear técnicas de estereologia (243). Los métodos
estereoldgicos permiten extraer gran cantidad de informacién tridimensional (nimero
de particulas, longitud, superficie y volumen) a partir del estudio de preparaciones
histologicas en dos dimensiones (244) siguiendo métodos estadisticos. Los estudios
histomorfométricos, como el realizado en este Trabajo Fin de Master, ofrecen una
informacion mas limitada, pudiendo medirse solo parametros bidimensionales, y la
interpretacion de los resultados debe ser més cautelosa.

Sin embargo, por limitaciones de material y del propio estudio no pudo realizarse
un andlisis estereoldgico de las muestras. En cuanto a las limitaciones del material, se
debe tener presente que para realizar este tipo de estudios, el procesamiento de los
tejidos debe ser ligeramente diferente al convencional; de modo que las muestras
gueden embebidas en unas resinas especiales, en lugar de en parafina; y es
necesario seguir un protocolo sistematizado a la hora de cortar los bloques (244). Y en
lo referente a las limitaciones del propio estudio, el hecho de tener que destinar parte
del colon a andlisis bioquimicos, hizo que se perdiese parte del material para el
estudio histolégico; y en estereologia es fundamental conocer el volumen total del
tejido para poder realizar las estimaciones estadisticas oportunas (243).

A pesar de las limitaciones, el protocolo sisteméatico seguido a la hora de recoger
las mediciones, y el alto numero de datos en cada grupo proporcionan fiabilidad a los

resultados morfométricos obtenidos en este trabajo.

7.2.4. La ausencia de adrenomedulina parece causar un aumento
moderado de infiltrados de tipo leucocitario a nivel local

En este trabajo se midi6 la actividad de la enzima MPO como un indicador
indirecto de la presencia de infiltrados de tipo leucocitario, especialmente de

neutrofilos, a nivel local. Recordemos que la MPO es una enzima de la superfamilia de
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las peroxidasas que usan como cofactor el grupo hemo y que se almacena dentro de
los granulos azurdfilos de los leucocitos (212). La MPO se detecta dentro de los
neutrofilos, monocitos y macréfagos que estan en circulacion, y cuando se produce
una reaccion de tipo inflamatorio puede detectarse su actividad en el tejido inflamado
si se estéd produciendo una extravasacion de leucocitos desde los vasos sanguineos
(238).

Sorprendentemente, los niveles de MPO detectados en nuestro estudio
mediante métodos fluorimétricos son muy inferiores a los descritos por otros grupos
como el de Gonzélez-Rey et al. (188), el de Talero et al. (189) o el de Ito et al. (213).
Ademas, la variabilidad intra-grupos fue muy elevada y la actividad de MPO no seguia
una distribucién normal, de forma contraria al comportamiento de los otros parametros
evaluados en este trabajo.

En un primer momento podria pensarse que esto se debe a un fallo en la
metodologia, o bien durante el procesamiento de las muestras que condujo a una
destruccion de la MPO, o durante el ensayo fluorimétrico. Sin embargo, ambas teorias
pueden ser descartadas.

Los resultados obtenidos en la medicion de los niveles totales de proteina en los
homogenizados de colon mediante la técnica del BSA fueron normales, por lo que no
existe ningun indicio de que las muestras fuesen mal procesadas. Si el resto de
proteinas presentes en el tejido se preservaron, es de suponer que también se
conservo la MPO.

Por otro lado, tanto los controles positivos, como los resultados de la recta
patron, en el ensayo fluorimétrico para cuantificar la actividad de MPO presente en el
tejido fueron concordantes con los esperados (segun las indicaciones del fabricante
del kit). Por lo que tampoco existidé ningln problema en este punto.

De acuerdo con esto, podemos concluir que los niveles de MPO en nuestro
estudio de colitis aguda inducida por TNBS son realmente muy inferiores a los
descritos hasta el momento; aunque no podemos determinar la causa de este
fendmeno con exactitud. Sin embargo, si podemos corroborar que estos resultados
son concordantes con los observados en las preparaciones histolégicas, donde, como
ya se sefiald en el apartado de resultados, el tipo celular predominante en todos los
infiltrados observados era el de los linfocitos.

Dentro del grupo de machos, no se observo ninguna diferencia estadisticamente
significativa, ni entre grupos tratados y control, ni entre genotipos. En la mitad de los
machos WT TNBS se detectd6 una actividad de MPO igual o inferior a 2,10
pmol/min/mL; mientras que en la mitad de los machos KO TNBS se detectdé una

actividad de MPO igual o inferior a 2,71 pmol/min/mL. Parece por tanto que si existe
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una cierta tendencia a observar niveles de actividad de MPO superiores dentro del
grupo de ratones KO; es probable que la elevada variabilidad intra-grupos sea la
causa de que esta diferencia no alcance la significacion. De forma inesperada, el
grupo de machos en el que se observé una mayor actividad de MPO fue en el de KO
NacCl.

En el grupo de hembras, la instilacién de TNBS si caus6 un aumento significativo
de la actividad de MPO en los homogenizados de colon de hembras WT frente a sus
controles, de acuerdo a lo descrito por otros grupos que estudian modelos de colitis
aguda (189); sin embargo, en el grupo de hembras KO la diferencia no alcanzé la
significacion. Tampoco fueron significativas las diferencias observadas entre hembras
WT y KO tratadas con TNBS, a pesar de que los niveles de actividad de MPO fueron
mayores en el grupo de hembras KO. De nuevo es probable que la alta variabilidad
dentro de los grupos sea la responsable de que las diferencias no lleguen a ser
significativas. Sorprendentemente, si se observdé un aumento significativo de la
actividad de MPO en los homogenizados de colon de hembras KO control frente a las
hembras WT control.

Este hallazgo inesperado de niveles de actividad de MPO tan elevados dentro de
los dos grupos de ratones KO controles parece ir en contra de los datos obtenidos
hasta el momento para estos dos grupos, puesto que en los controles no se aprecian
signos clinicos de colitis, ni tampoco inflamacion macroscépica o microscépica a nivel
local.

Como se ha explicado anteriormente, la AM controla y lleva a cabo una gran
variedad de acciones fisioldgicas de gran importancia en todo el sistema
cardiovascular (151), y es capaz de unirse de forma especifica a receptores presentes
en la membrana de las células endoteliales modificando su actividad y reforzando sus
uniones (153). De hecho, en modelos de KO embrionarios ya se ha observado que la
ausencia total de AM, de PAMP, o de sus receptores, causa fenotipos asociados a
hiperpermeabilidad vascular, con fragilidad vascular, hemorragias extensas y edemas
severos (140-143). Y estudios muy recientes de nuestro grupo (144) han confirmado
que la actividad de la AM, a través de su receptor RAMP2, es clave y determinante
para la integridad vascular y la homeostasis sistémica, también en ratones adultos.

El hecho de que la ausencia de la AM aumente los niveles de actividad de MPO
en los homogenizados de colon de los animales KO control podria explicarse a la vista
de lo que acaba de exponerse. La deficiencia de AM podria alterar la integridad
vascular y provocar una mayor permeabilidad de los vasos del colon, permitiendo la
extravasacion de células sanguineas que de otro modo no tendrian que estar

presentes en los tejidos.
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Por ultimo, mencionar que a la vista de los resultados obtenidos en los controles
KO, en este Trabajo Fin de Master no puede concluirse de forma fiable si la mayor
infiltracién leucocitaria observada en los grupos con el gen de la AM delecionado
tratados con TNBS es producto de la colitis aguda, de algun tipo de malformacién a

nivel del endotelio de los vasos sanguineos, o de una combinacién de ambas causas.

7.3. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

7.3.1. Estudios sobre la relacion entre la adrenomedulina y la microbiota
intestinal en la colitis aguda

Este es un estudio que nos habria gustado incluir en el presente trabajo, pero
gue por motivos de tiempo ha resultado imposible.

A dia de hoy se sabe gque la microbiota entérica interactlia de forma intima con la
mucosa intestinal y es esencial para el correcto desarrollo de las funciones fisioldgicas
digestivas (21). La alteracién de la microbiota intestinal y el sobrecrecimiento de
patobiontes en el colon son factores claves en el desarrollo de las patologias
intestinales (1).

En un estudio piloto realizado en nuestro laboratorio (datos no publicados) para
analizar la composicion de la flora bacteriana presente en condiciones fisiol6gicas
normales en las heces de 28 ratones adultos; de las mismas lineas usadas en este
trabajo (8 machos y 8 hembras WT, 6 machos y 6 hembras KO) a los que se les habia
administrado a las 9 semanas una solucion de doxiciclina a la misma dosis, 2 mg/mL
en el agua de bebida durante 14 dias; se comprobd que la ausencia de AM ocasiona
cambios significativos en la microbiota intestinal de las hembras KO. Tras recoger de
forma no invasiva las heces en fresco de cada ratén se procedidé a analizar mediante
PCR a tiempo real con cebadores especificos los cuatro érdenes predominantes de las
bacterias del intestino: Enterobacteriales, Lactobacillales, Bacteroidales y Clostridiales
(245). Los resultados se confirmaron posteriormente mediante analisis metagenémicos
realizados por un laboratorio independiente. Los datos de las PCR demuestran que la
deficiencia de AM en las hembras KO se asocia con una reduccion significativa en los
ordenes de Bacteroidales y Clostridiales en comparacién con el grupo de hembras
WT. Ademas, se observo un aumento significativo en el orden de Enterobacteriales de
las hembras KO al compararlas tanto con las hembras WT, como con los machos KO.
Sin embargo, no se observaron cambios significativos entre la composiciéon bacteriana
de la flora intestinal de los machos.

Este es el primer estudio en el que se demuestra los efectos de la ausencia de
AM endbgena sobre la composicion de la microbiota; que apuntan a un efecto

importante de este péptido, cuyo efecto antimicrobiano ya habia sido descrito por
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Zudaire et al. (94), en el control de las bacterias intestinales. Nuevamente, los efectos
observados fueron mas relevantes en las hembras, demostrando una nueva actividad
que parecer ser diferente en funcion del sexo.

Por eso se necesitan mas estudios que permitan profundizar en el conocimiento
del impacto en el desarrollo y/o progresién de las enfermedades intestinales que
puede causar la deficiencia de AM, no solo a través de los efectos descritos en el
presente Trabajo Fin de Master, sino también a través de su efecto sobre la
composicion de la microbiota intestinal.

Con tal propésito, seria necesario repetir el modelo de colitis aguda inducido por
TNBS que se ha empleado en este estudio, aiadiendo la composicién de la microbiota
cComo un nuevo pardmetro a examinar. Para ello habria que recoger muestras de
heces frescas de todos los ratones de forma no invasiva antes de la instilacion intra-
rectal de TNBS o NacCl, y de nuevo al final del procedimiento, recogiendo las muestras
en el momento de extraccidon y limpieza del colon, comparando los resultados

obtenidos entre los grupos WT con el gen de la AM intacto y los animales KO.

7.3.2. Traslacién de resultados: posible relacion entre niveles bajos de
adrenomedulina 'y un peor prondéstico y respuestas al tratamiento en
pacientes con IBD

A pesar del amplio espectro de farmacos disponibles a dia de hoy para los
pacientes de IBD, se sabe que un alto porcentaje no responde de forma adecuada a
los tratamientos. Entre el 20 y 25% de los pacientes europeos afectados por estas
patologias afirman no experimentar mejorias y padecer sintomas continuos a pesar de
los tratamientos recibidos (7). Ademas, de acuerdo con datos epidemioldgicos
procedentes de los paises nérdicos, aunque los pacientes respondan de forma
adecuada al tratamiento en primera instancia, el 78% de los pacientes con CU (46) y el
93,1% de los pacientes con EC (48) acaba por desarrollar tolerancia a los farmacos y
a manifestar nuevos brotes severos de enfermedad en los primeros 5 afios tras el
diagnostico; siendo el porcentaje de nuevos brotes mas alto entre las mujeres y los
adultos jovenes. Sin embargo, hasta ahora ha sido imposible determinar el porqué de
estos hechos.

En los dltimos afios se han identificado numerosas mutaciones en las
proximidades del gen de la AM (100-103). En 2011 el grupo de Cheung et al. (104)
identific6 un SNP en el gen de la AM, el rs4910118, que provoca que los individuos
portadores homocigotos del alelo menor tengan unos niveles de AM circulante

significativamente inferiores que los de las personas homocigotas para el alelo mayor
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normal. Esto es especialmente interesante, ya que, los portadores del alelo menor
podrian considerarse una especie de “modelo Knock-down” para AM en humanos.

Estudios previos publicados por nuestro grupo (108) demostraron que los
individuos portadores del alelo menor, y que tienen unos niveles de AM enddgenos
significativamente mas bajos, tienen una probabilidad 4,6 veces menor de desarrollar
un tumor a lo largo de su vida que las personas con niveles de AM normales. Estos
resultados son concordantes con los observados en estudios de tumorigenicidad con
modelos animales en los que la AM se bloquea a nivel sistémico mediante el uso de
anticuerpos monoclonales, de forma similar a lo que ocurriria en un modelo KO para
AM. En todos estos trabajos, los animales con la AM blogueada desarrollan menos
tumores que sus respectivos controles con niveles de AM normales (246-248).

Este Trabajo Fin de Master ha probado que los niveles enddégenos normales de
AM son capaces de proteger a los ratones WT frente a la induccién de una colitis
aguda, y que por tanto, la AM presente en el organismo es vital a la hora de proteger
el tracto digestivo frente a reacciones inflamatorias aberrantes.

A la vista de todos estos datos, resulta casi inevitable preguntarse si existe una
correlacion positiva entre ser portador del alelo menor del SNP rs4910118, y por lo
tanto poseer niveles de AM significativamente inferiores que los de la poblacion
general, y padecer una IBD con una patologia especialmente severa que no responde
a los tratamientos convencionales.

Mediante un estudio de casos y controles en los que se detectase la presencia o
ausencia del alelo menor del SNP mediante la técnica de PCR del doble error (“Double
missmatch”) (108) con muestras de ADN gendmico extraido de la fraccion nucleada de

la sangre, podria responderse a esta hipotesis.

7.3.3 Posibles tratamientos farmacoldgicos basados en el sistema de la
adrenomedulina

Hasta ahora el grupo de Ashizuka et al. (197, 198) ha demostrado que la
administracién exégena de AM por via intravenosa en pacientes con CU refractaria
severa a los tratamientos estandar es capaz de inducir el estado de remisién clinica y
de acelerar el proceso de reepitelizacion y regeneracion de las areas ulceradas.

Sin embargo, no debe olvidarse que la AM es un péptido con una infinidad de
acciones fisiolégicas. Estudios de colitis con modelos murinos ya demostraron que el
tratamiento con AM mantenido a largo plazo puede ocasionar efectos secundarios no
deseados (189). Y en los primeros casos en pacientes también se ha observado, que
aunque leves, la AM administrada exégenamente causa disminuciones en la presion

arterial sistémica (198).
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Una alternativa a la administracion exégena de AM recombinante podria ser
tratar de aumentar la actividad de la AM que se haya presente de forma natural en el
organismo. En estudios previos de nuestro grupo se consiguio identificar varias
moléculas de pequefio tamafio capaces de aumentar o disminuir el efecto fisiologico
de la AM (249).

Dados los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Master, se deberian
estudiar los posibles beneficios de la aplicacién de los moduladores positivos de la AM
endoégena como una terapia alternativa, también basada en esta hormona, para el
tratamiento de las enfermedades tipo IBD (250). La principal ventaja del uso de
pequefias moléculas moduladoras es que su produccion es mucho méas barata y
sencilla que la obtencién de hormonas recombinantes. Asumiendo que sus efectos
terapéuticos podrian ser similares a los obtenidos con el tratamiento de AM via
intravenosa, la eleccién de su empleo como farmacos de las IBD seria preferente, por

ser mas econdémicos de cara a pacientes y sistemas sanitarios.
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. CONCLUSIONES

1. La generaciéon de ratones KO para el gen de la AM es posible usando la
tecnologia Cre/loxP asociada a un sistema de recombinacion temporal tet-On,
donde la expresion de la recombinasa Cre se induzca tras administrar

doxiciclina.

2. Una dosis de doxiciclina de 2 mg/mL administrada durante una semana no
es suficiente para lograr la recombinacion del gen de la AM en todos los
organos, por ello es necesario administrar la solucién de doxiciclina durante un

periodo de 14 dias.

3. El sistema de induccién de la recombinacion tet-On presenta el fenébmeno de
‘leaky expression”, es decir, existe una tasa significativa de recombinacion
basal en ausencia de doxiciclina, aunque no influye para que los ratones

tengan un desarrollo embrionario normal.

4. Los ratones KO para AM son viables y no presentan ningun tipo de anomalia
ni de diferencia fenotipica respecto a sus controles WT, a excepcién de un

aumento de peso significativo en el caso de los machos.

5. En un modelo de colitis aguda causado por la instilacion rectal de 3 mg de
TNBS, la AM endbégena es capaz de retrasar el desarrollo de la patologia
inflamatoria intestinal y de prevenir la aparicion de signos clinicos graves como

anorexia, diarrea severa, deshidratacion y hemorragias.

6. La carencia de AM provoca una mayor inflamacion local a nivel
macroscopico y acelera la recirculacion de linfocitos desde el bazo hasta los

organos linfoides periféricos del colon (placas de Peyer).

7. Tras la induccion de la colitis aguda, ante la ausencia total de AM se
desencadena una respuesta inflamatoria aberrante que causa infiltraciones de
linfocitos extensas, especialmente a nivel de la mucosa del colon, pero también
de la submucosa, que acaban por destruir la microarquitectura tipica del tejido
en criptas; lo cual a su vez impide que este érgano mantenga sus funciones

fisioldégicas normales y genera una mayor gravedad de los signos clinicos.

8. Parece que la ausencia de AM provoca modificaciones a nivel del endotelio

de los vasos sanguineos, aumentando su permeabilidad y permitiendo la
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extravasacion de leucocitos al tejido periférico; aunque no haya existido un

dafio previo que promueva la aparicion de estos infiltrados.

» 9. La falta total de AM provoca efectos diferentes entre machos y hembras. En
el caso de la colitis, su ausencia provoca efectos mucho mas severos y graves
en las hembras que en los machos, sugiriendo un papel protector mas
importante de esta hormona en el sexo femenino.
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