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INTRODUCCION






1. Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal engloba una serie de enfermedades,
siendo las mas frecuentes la Colitis Ulcerosa y la Enfermedad de Crohn. Estas
enfermedades de etiologia desconocida y sin tratamiento curativo cursan
cronicamente con periodos de remisién. Pueden presentar distintas
complicaciones como refractariedad a tratamientos, megacolon toxico,
desnutricién y cancer entre otras. Epidemioldégicamente afectan a paises

industrializados lo que indica la influencia del factor ambiental.
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Introduccion

1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

1.1. Descripcidén y definicién de la enfermedad inflamatoria intestinal.

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) comprende distintas variantes
clinicas, siendo la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU) las maés
frecuentes aunque existen otras formas como la colitis indeterminada, colitis
microscépica, etc. Este conjunto de enfermedades se caracterizan por ser de
etiopatologia desconocida, curso crénico, en el que se alternan periodos de
actividad (brote y recidiva) intercalados por periodos de inactividad (remision),
y por manifestar un patron de inflamacion heterogéneo en diferentes niveles

del tracto digestivo.

La EC y la CU tienen caracteristicas comunes que dificultan el diagnéstico
diferencial con lo cual han de tenerse en cuenta las caracteristicas clinicas,
endoscopicas, radioldgicas, histoldgicas, seroldgicas asi como la evolucion de la

enfermedad.

1.1.1 Colitis Ulcerosa

La CU fue descrita por primera vez por Sir Samuel Wilks en 1859."
Clinicamente la enfermedad comienza de forma gradual, ocasionalmente con
estrefiimiento, seguido con sangrado rectal, urgencia defecadora, diarrea,

molestias abdominales y sintomas generales como pérdida de peso y apetito.

La zona de afectacion se limita exclusivamente al colon siendo el recto la “zona
de partida” propagandose a lo largo del colon y pudiendo alcanzar el ciego. En
funcién de la extension y de la afectacion se habla de colitis distal (afectacion
del colon izquierdo), proctitis (10-20 primeros centimetros desde el ano),
proctosigmoiditis (20-30 primeros centimetros desde el ano), y colitis extensa o

pancolitis (afectacién de la totalidad del colon).?

La actividad de la CU se evalia generalmente mediante los indices clinicos de

Truelove y Witts’ que clasifica la enfermedad en leve, moderada y severa,

11



Enfermedad inflamatoria intestinal

aunque existen otros como el indice de Rachmilewitz. Existen ademas indices
endoscépicos, Powell-Tuck, Sutherland, Sninsky e histologicos, Gomes, Riley,

Hanauer, que permiten diagnosticar la CU frente a otras Ell.*

Histolégicamente la CU se caracteriza por presentar una superficie cdlica
irreqular denominada superficie vellosa o pseudovellosa, alteracién en la
arquitectura de las criptas y metaplasia de las células de Paneth. Ademas se da
un aumento de las células inflamatorias, comun en todas las colitis, pero que en
la CU se caracteriza por ser difusa, es decir, no pueden diferenciarse zonas
afectadas de no afectadas. En la CU la inflamacién puede alcanzar la zona mas
profunda de la mucosa con acumulacion de células inflamatorias en el area
entre la base de las criptas y la capa muscular de la mucosa sin llegar a tener
caracter transmural. A lo largo de las criptas suelen disponerse las poblaciones
linfociticas en contacto con los neutrofilos mientras que en la base de las criptas
se acumulan células plasmaticas. También se observa disminucién del moco

intestinal.” (Figura 1)

1.1.2. Enfermedad de Crohn

La EC fue observada por primera vez en 1623 por Wilhelm Fabry® aunque fue

descrita posteriormente por Burril B Crohn en 1932./

La EC puede afectar desde la boca hasta el ano, siendo las areas que presentan
afectacion con mayor frecuencia el i{leon terminal y el ciego. La EC presenta una
inflamacion parcheada, es decir, existen areas sanas entre areas o segmentos
inflamados de longitud variable, y heterogénea a lo largo de la superficie de las
distintas zonas afectadas. La EC es una enfermedad transmural, afecta a todas
las capas que componen el tubo digestivo, de la mucosa a la serosa. Ademas
presenta lo que se conoce como “envoltura grasa” que aparece como
consecuencia de la afectacion de la grasa mesentérica, la cual rodea
parcialmente el intestino.

Las manifestaciones clinicas varian en funcién de la afectacién pero suelen
comportar diarrea, fiebre, dolor abdominal, obstruccidén intestinal, sangrado,
etc.

12



Introduccion

La EC presenta un patrén clinico heterogéneo, una importante variedad
demografica y fenotipica que ha supuesto la subdivision de los pacientes
mediante la clasificacion de Viena posteriormente modificada en la clasificacion
de Montreal? Esta clasificacion considera la edad de diagnostico, la localizacion
y el comportamiento fenotipico de la enfermedad. Incluso, para una correcta
clasificacién ha de considerarse el seguimiento durante 5-10 afios ya que los
patrones clinicos pueden sufrir variaciones y fluctuar entre categorias.

Para la evaluacion de la actividad de la EC se utiliza el indice de Best o CDAI

complementado con indices endoscopicos especificos, CDEIS, SES-CD.*

Figura 1. A. Biopsia de la mucosa de CU activa con una marcada distorsién de la arquitectura,
criptiditis y ausencia de criptas. (X100 H&E). B. Biopsia mucosa de EC activa en la que se observa
un granuloma con células gigantes envuelto de linfocitos. (X100 H&E). C. Mucosa normal (X200
H&E).Fuente: Baumgart DC y cols. The Lancet 2007;369;1641-57.

La caracteristica histolégica exclusiva de la EC es la presencia de granulomas,
agrupacién de células monocito-macréfago y otras células inflamatorias,
aungue no aparecen siempre, son claves en el diagnostico. La EC comparte
caracteristicas con la CU como el infiltrado inflamatorio formado por linfocitos y
células plasméticas ademas de las irregularidades de las criptas. El
ensanchamiento de la submucosa debido al edema es muy habitual y la

estenosis es una complicacion frecuente. (Figura 1)

En la EC también puede verse afectado el sistema nervioso entérico con
aparicién de hipertrofia irregular e hiperplasia de las fibras nerviosas, ast como
alteraciones del cuerpo de las células neuronales y de las células gliales de la

submucosa y el plexo mientérico.
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Enfermedad inflamatoria intestinal

1.1.3. Colitis indeterminada

Colitis indeterminada es un término ampliamente utilizado pero, tal y como
indica su nombire, las caracteristicas especificas y Unicas de esta entidad estan
por determinar.” Muchos de los pacientes pueden clasificarse durante largos
periodos como colitis indeterminada y acabar progresando hacia CU o EC, por
lo tanto, la colitis indeterminada puede no ser una entidad propiamente dicha
sino un fenotipo transitorio.'

Se trata de una afectacidén exclusiva del colon que al ser analizada a nivel
anatomopatoldgico muestra caracteristicas de CU y de EC, y que a pesar de
responder a los tratamientos convencionales de éstas, muestra una peor
evolucién. De manera que tras la valoracién clinica, endoscopica e histoldgica
se considera que se estd frente a una colitis indeterminada cuando se ha

descartado la colitis infecciosa y otras causas de colitis.

1.1.4. Colitis microscopica

La colitis microscopica incluye aquellas patologias que cursan con diarrea
crénica acuosa mientras que presentan una endoscopia y radiologia normal con
alteraciones microscépicas en el colon."* Clinicamente puede confundirse con el
sindrome del colon irritable, por lo tanto para hacer un diagnostico correcto
sera imprescindible el analisis por un patélogo experimentado. Dentro de colitis
microscépica existen las colitis microscopicas tipicas (colitis coldgena vy colitis
linfocitica) y las atipicas™ que incluyen fenotipos modificados de la tipicas con
presencia de células gigantes y colitis pseudomembranosa, paucicelular,

granulomatosa o criptica.

1.2. Epidemiologia

Las Ell empezaron a diagnosticarse inicialmente en paises del norte de Europa.
A partir de la Segunda Guerra Mundial empiezan a aparecer en el centro y oeste
de Europa, Australia y Sudafrica, y a partir de la década de los 70-90 en el resto

de Europa y Sudamérica.”®
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Introduccion

Aunque inicialmente en la historia de estas enfermedades se describié un
gradiente de incidencia norte-sur los estudios actuales muestran dichas
incidencias casi equiparadas, seguramente debido a la “globalizacién” del estilo

de vida occidental de los ultimos tiempos.

La valoracién de la incidencia y prevalencia de las Ell es variable segun los
estudios que se consulten ya que se trata de estudios retrospectivos
poblacionales, hospitalarios, etc., que recogen datos muy heterogéneos. Las
incidencias mas altas se han descrito en el norte de Europa, Inglaterra y norte
de América, donde las tasas se han empezado a estabilizar. En otras areas como
el sur de Europa, Asia y otros paises en desarrollo que tradicionalmente

presentaban tasas bajas estan desarrollando un aumento en los Ultimos afios

(Tabla 1).

Tabla 1. Incidencia de Colitis Ulcerosa y Enfermedad de Crohn mundial.

Incidencia de CU y EC en cas0s/100.000 habitantes/afio

Autores Estudio Localizacion Afio CuU EC
Devlin(13) RP Reino Unido 1971-77 15.1 5.3
Odes (21)/(57) RP Israel 1961-85/87-92 5.8 4.2
Loftus(32)/(58) RP EEUU 1940-93 15.0 6.9
Bernstein (36) RP Canada 1989-94 14.3 14.3
Ekbom (18) RP Suecia 1965-83 10.4 10.4
Kildebo (2) PP Noruega 1983-86 12.8 12.8
Bjornsson RP Islandia 1980-89 11.7 11.7
Fonager (28) RP Dinamarca 1981-92 13.2 13.2
Gower-Rousseau PP Francia 1988-90 3.2 3.2
Tsianos (27) RP Grecia 1982-91 4 4
Tragnone (29) RP Italia 1981-92 5.2 5.2
Sincic BM (52) PP Croacia 2000-04 4.2 4.2
Wright (20) PP Sudafrica 1980-84 5.0 5.0
Linares (31) RH Panama/Argentina 1987-93 1.2 1.2
Sood (47)/ Al-Ghamdi(64) PP/RH India 1999/1983-02 6.02 0.94
Shivanda (6) PP Norte Europa 1991-93 11.8 7.0
Shivanda (6) PP Sur Europa 1991-93 8.7 3.9
Sola (83) RH Catalufa 1978-87 0.5 0.8
Saro C (80) PP Gijon 1994-97 9.6 6.1

PP: prospectivo poblacional; RP: retrospectivo poblacional; RH: retrospectivo hospitalario.

Fuente: M.A. Gassull, F. Gomolléon. Epidemiologia de las enfermedades inflamatorias intestinales.
Factores ambientales internos y externos en su patogenia. En Enfermedad inflamatoria intestinal. Il
Edicién. Miquel Angel Gassull, Fernando Gomollén, Joaquin Hinojosa, Antoni Obrador. Madrid 2006.

Los estudios demograficos muestran resultados controvertidos respecto a la
distinta incidencia entre hombres y mujeres, los que observan diferencias

detectan una mayor incidencia en hombres en CU y a la inversa en EC.
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Enfermedad inflamatoria intestinal

También es remarcable el descenso en la edad de aparicion de las Ell que cada

., L. 14
vez afecta a la poblacion mas joven.

Entre las distintas etnias poblacionales se muestra un mayor riesgo en la
poblacién caucasica, mientras que los individuos afroamericanos y asiaticos
presentan un menor riesgo. Estas incidencias parecen estar aumentando en los
ultimos afos en grupos étnicos que presentaban un menor riesgo,
seguramente debido a los cambios del estilo de vida, al desarrollo econémico
de las &reas geograficas donde se situaban estas poblaciones y por la
inmigracion.”® En un estudio en Wisconsin, *° se ha observado que la poblacion
pediatrica que padece esta enfermedad muestra la misma distribucidén que en
las distintas etnias, alta en caucasicos y baja en afroamericanos, sudamericanos
y asiaticos, la mayoria sin historia familiar. Por otro lado, los judios ashkenazi
presentan un claro aumento de la incidencia y prevalencia, independientemente

. ./ e . . , ’ 17
de la localizacién geogréfica, en comparacién con los judios sefardies.

1.3. Tratamientos

En la actualidad no existe un tratamiento curativo de la Ell. Existen distintos
tratamientos que pretenden controlar la inflamacién, curar la mucosa afectada e
inducir la remisidn. Estos tratamientos ademas tienen como objetivo mejorar la
calidad de vida del paciente, prevenir la recidiva y reducir las complicaciones de

la enfermedad, siempre causando los minimos efectos secundarios. (Tabla 2)

Por otro lado, ninguno de los tratamientos de control de la inflamacién y
mantenimiento de la remisidén es totalmente eficaz, ni siquiera la reseccién de
tramos intestinales afectados consiguen curar la enfermedad. Frecuentemente
los pacientes con Ell intervenidos quirdrgicamente acaban desarrollando nuevos

brotes de actividad en zonas inicialmente inactivas.

A pesar del importante abanico de tratamientos que existen en la actualidad y
frente a las distintas respuestas y complicaciones que pueden aparecer no

existe ninguno eficaz al 100% para la Ell.
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Tabla 2. Tratamientos de la enfermedad inflamatoria intestinal.

Introduccion

Tratamiento Compuesto Efectos Indicaciones
Mesalazina Inhiben produccion: leucotrienos,
Amino- tromboxanos, prostaglandinas, Tratamiento CU y EC leve
salicilatos TNFa, NFkB y de radicales libres. Mantenimiento CU.
Sulfamida Disminuyen quimiotaxis neutrofilos.
Topicos en CU y EC colénica
Disminuyen permeabilidad vascular, Orales en CU y EC moderadas
Prednisona vasodilatacion, infiltracion Intravenosos en CU y EC graves
rednisoloné neutrdéfilos, linfocitos y macrofagos requiriendo hospitalizacion.
Corticoides pbudesonida ’ circulantes. Inhiben factor Budesonida mantenimiento de algunos
dibrobionato &e transcripcion NFkB vy la sintesis de casos EC de afectacion ileal leve y
b:cloenetasona citoquinas proinflamatorias (IL1, IL2, moderada.
IL4, IL5, IL6, IL8, IL12, TNFa y INFy Dipropionato de beclometasona en
entre otras). tratamiento de CU leve-moderada y EC
leve-moderada de afectacion coldnica
Mantenimiento en pacientes
Inhiben en general la sintesis de corticodependientes y en pacientes que
Azatioprina, ADN, ARN y proteina, disminuyendo después de un brote grave han
Inmuno- mercaptopurina, el nimero de linfocitos By T. respondido al tratamiento intravenoso
moduladores metotrexato, Disminuyen la produccion de de corticoides en EC y CU
ciclosporina citoquinas proinflamatorias ( IL4, Cicloscoporina como tratamiento de
IL5, IL6, IL25, TNFa y IFNY). CU corticorrefractaria
En general bloguean citoquinas ngﬂ?;f;éc’:nn d?eani'::tes
Infliximab proinflamatorias, receptores, cort'corfefractar'os Y
d “':1' n b moléculas de adhesién, moléculas Mant nirlni nto en ! ient
ieerltoli:u;ag de sefalizacion. Con estos corticodae anie?]tez ionpgcce ngJ con
compuestos se inhibe icodep . y LY,
concretamente el TNFa o sin mtqleranc:la y/o refractariedad a
inmunomodulatores.
Agentes
biologicos
Modulan el comportamiento de la . .
. . No como tratamiento protocolarizado,
flora microbiana comensal para que ; ; :
L si en estudios de pacientes con
o su reconocimiento por parte del L )
Probiodticos . . y reservoritis. En CU previno la
sistema inmune local dé lugar a -
- ) recurrencia mientras que en EC no se
efectos antiinflamatorios en lugar de :
) . han visto resultados muy alentadores
proinflamatorios.
Tratamiento y mantenimiento de
o Elimina elementos celulares que CU y EC corticodependientes.
Leucoaféresis, . e ] - e .
o o ejecutan o amplifican la inflamacion Mantenimiento en pacientes
Aféresis granuloaféresis, ) S . . .
etc mediante un circuito extracorporeo mtglgrantes osin respuesta al
’ vena-vena. mantenimiento por inmunomoduladores
o tratamiento bioldgico anti-TNF.
Cuando no se responde a ningin
Cirugia - Eliminacion de la zona afectada tratamiento farmacoldgico y la vida del

paciente corre peligro.
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Enfermedad inflamatoria intestinal

Tras establecer la actividad/gravedad, localizacién, extensién y en caso de la EC
el fenotipo (estenosante/fistulizante), se administra un determinado tratamiento
farmacolégico en funcién de los pardmetros que se han evaluado. El
tratamiento también variard en funcidén del criterio del médico, existiendo
partidarios del tratamiento clasico que administran farmacos de menor a mayor
agresividad, o por lo contrario los partidarios del tratamiento “Top-down” que
empiezan administrando un tratamiento mas agresivo o radical. No existe un
criterio Unico o consensuado ya que los distintos estudios que enfrentan dichas

estrategias terapéuticas presentan resultados controvertidos.®

Otro tipo de tratamiento son las distintas formulaciones de dietas enterales que
se han evaluado tanto como tratamiento primario como para el mantenimiento
de la remision. Los resultados de un metaandlisis indican que los pacientes con
Ell que recibieron terapia nutricional, muestran una tasa de remision del 60%
similar a las obtenidas con corticoides.’® Ahora bien, si se analizan por separado
los pacientes de CU y EC, las tasas de remisidén para las dietas enterales son
inferiores a las obtenidas mediante el tratamiento de corticoides. Las dietas
enterales constituyen un tratamiento de eleccién en la Ell con especial
relevancia para los pacientes pediatricos ya que los corticoides, administrados
de forma crénica, comportan graves efectos como retraso del crecimiento, del

desarrollo sexual y osteopenia.

1.4. Evolucién y complicaciones de las Ell

Como se ha comentado en el apartado anterior no existe un tratamiento
totalmente efectivo para la Ell. Ademas los pacientes con esta patologia
digestiva acaban por desarrollar complicaciones frente a los tratamientos
existentes. Las distintas respuestas que pueden darse frente a los tratamientos

son:

- Respuesta terapéutica. El brote entra en remision y se administra un

tratamiento de mantenimiento.

- Dependencia terapéutica. Este tipo de respuesta se da frente a los corticoides.

El paciente responde al tratamiento pero cuando se disminuye la dosis de
18
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administracion o se retira el tratamiento aparece de nuevo la actividad

inflamatoria. Esta respuesta se presenta en un 25% de pacientes con EIl.?°

- Refractariedad terapéutica. El paciente no responde al tratamiento, la
enfermedad sigue activa. El 16% de los pacientes con Ell presentan

corticorrefractariedad.”

La principal complicacion de las Ell es la alternancia de brotes de actividad,
imprevistos y por causas desconocidas, seguidos de periodos de quiescencia. El
95% de pacientes con CU recidivan en alguna ocasiéon a los 10 afos del
diagndstico, mientras que entre el 40-70 % de los pacientes de EC lo hacen

durante los 2 afios posteriores al diagndstico.

La continua aparicién de recidivas puede llegar a comportar el fracaso
terapéutico de farmacos anteriormente efectivos. Cuando ninguno de los
tratamientos farmacoldgicos es efectivo y la vida del paciente corre peligro o se
dan complicaciones como perforacién, hemorragia masiva, etc.,, se recurre a la
cirugla. Este “tratamiento” es muy variado en funcion del tipo de Ell (EC y CU),
de la localizacién y extension de la enfermedad. Se estima que la cirugia se lleva
a cabo en un 30-40% de pacientes con CU y entre un 75- 90 % de EC tras 30
afios del diagnostico. > 2 No obstante, el mayor problema de la cirugia en EC
es la recurrencia practicamente inevitable en la zona de anastomosis quirdrgica
qgue puede ir seguida de varias resecciones a lo largo de la vida del paciente
pudiendo provocar el sindrome del intestino corto. Con frecuencia, los
pacientes con CU a los que se les practica una proctocolectomia total o parcial
con reservorio suelen presentar inflamacién inespecifica del reservorio conocida
como reservoritis. No existe consenso para el tratamiento de la reservoritis, se
han hecho estudios en los que se han administrado antibidticos, corticoides,
aminosalicilatos, inmunomodulares y probidticos con distintos grados de

efectividad.”*

Otras complicaciones que pueden aparecer tanto en la CU como en la EC e

incluso en colitis infecciosas es el megacolon téxico que se diagnostica por la
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Enfermedad inflamatoria intestinal

aparicion de una dilatacion del colon superior a 6 cm sin obstruccidn que ha de

. ;2
someterse forzosamente a cirugia. >

La colitis fulminante que a pesar de conocerse como colitis, se da en un 60% de
CU, 24% ECy en un 16% de Colitis Indeterminada se caracteriza por una colitis
grave acompafada de una toxicidad sistémica. Puede realizarse tratamiento

.. . ., 2
farmacoldgico o quirdrgico en funcién de la gravedad de la enfermedad.”

Los trastornos nutricionales aparecen de forma muy frecuente en CU graves y
especialmente en EC de larga duracidn como consecuencia de la propia
inflamacion provocando lo que se conoce como desnutricidn energético-
proteica y déficit de micronutrientes. En la mayoria de casos, a excepcion del
hierro y del folato, estas deficiencias son asintomaticas, pero su ausencia puede
bloquear mecanismos de reparacion tisular o la defensa antioxidante frente a
radicales libres de oxigeno que perpetian el proceso inflamatorio®® La
desnutricion energético-proteica empeora el estado general del paciente,
agrava el curso de la enfermedad y puede incrementar la necesidad de cirugia
ast como la morbilidad. Revertir el déficit nutricional consigue un efecto
antiinflamatorio. Distintos modelos experimentales han podido constatar que
las citoquinas proinflamatorias provocan anorexia y consecuentemente

desnutricion energético-proteica.”®

Otra complicacién frecuente es el cancer colorrectal. Se ha determinado un
aumento de la probabilidad de sufrir cancer colorrectal en pacientes con CU.”
Los pacientes con CU tienen 5.7 veces mas probabilidad de sufrir cancer
colorrectal que el resto de la poblacion. En la EC existen estudios con resultados
controvertidos, pero parece existir un aumento de la incidencia de cancer
colorrectal en pacientes de EC de afectacidn célica. Algunos estudios sefialan
como elementos clave en la aparicion de cancer colorrectal, la extensién,
localizacién y gravedad de la inflamacién, la duraciéon de la enfermedad, los

distintos tratamientos y la historia familiar.”®
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2. Homeostastis intestinal

Para el correcto funcionamiento del colon la mucosa intestinal
compartimentaliza sus elementos de manera que se beneficia de los elementos
positivos (nutrientes y flora comensal) a la vez que se protege de los posibles
agentes toxicos o patoldgicos del medio extraintestinal. En primera linea de
interaccion una monocapa epitelial constituye una barrera selectiva. Esta
formada por un conjunto de células especializadas en la secrecién de factores
protectores asi como de agentes antimicrobianos y por células provistas de
receptores para el reconocimiento de los distintos elementos del medio. Estos
receptores permiten mantener informado al compartimiento que se encuentra
por debajo de esta monocapa epitelial, la ldmina propia. En la ldmina propia se
distribuyen distintos tipos celulares inmunocompetentes preparados tanto para
la adquisicion de la tolerancia frente a los nutrientes y a la flora comensal, como

para luchar frente a patdgenos.
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2. Homeostasis intestinal

2.1. Estructura y funcién intestinal

El tracto digestivo engloba una serie de 6rganos (eso6fago, estdmago, intestino
delgado y colon) formados por capas musculares que ejecutan el peristaltismo
gastrico para la digestion de los alimentos y el peristaltismo intestinal para el
progreso del bolo fecal a lo largo del intestino. Ademas, estos érganos estan
altamente irrigados por el sistema circulatorio para el abastecimiento de
nutrientes y oxigeno a las células que los forman asi como para la captura de

nutrientes absorbidos en la luz intestinal.

Tanto el intestino delgado, dividido en tres regiones diferenciadas (duodeno,
yeyuno e ileon), como el grueso (ascendente o derecho, que comprende al
ciego al que se une el apéndice, transversal, descendente o izquierdo, colon
sigmoide y recto) estan formados por cuatro capas concéntricas: la serosa, dos
capas musculares: musculo longitudinal y musculo circular, la submucosa, una
capa unicelular muscular lamada muscularis mucosae y la mucosa, descritas de

exterior a interior de la luz intestinal, respectivamente. (Figura 2).

Estruct de las vellosidades intestinales

Colon Transverso

. musculatura
- vellosidades submucosa  lengitudinal
/

Colon Ascendente

Colon Descendente

Apéndica

Colon Sigmoide

— - Recto
5 \ vasos
Pen sanguineos  musculatura }/

visceral circular

Figura 2. A Estructura del intestino grueso. B. Regiones del intestino grueso. Fuente:
http://bioquimik-sil4.blogspot.com/2007/08/primera-investigacin-sistema-digestivo.html
La mucosa intestinal representa una superficie de 300-400 m” en la cual se
digieren y absorben los nutrientes. Estd formada por una capa de células
epiteliales, la ldmina propia y por tejido linfoide asociado a mucosa intestinal

llamado “Gut Associated Lymphoide Tissue” (GALT). GALT esta presente en los
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distintos compartimientos intestinales localizdndose mayoritariamente en el
epitelio y en la ldmina propia, y estando constituido por una serie de células

gue forman parte del sistema inmune intestinal.

2.2. Compartimiento extraepitelial

La capa epitelial del intestino confiere una barrera fisica, con permeabilidad
selectiva, que separa el medio exterior del individuo. El compartimiento
extraepitelial junto con el epitelio configura la primera linea de defensa del
intestino. El epitelio esta protegido por una serie de elementos que configuran

el compartimiento extraepitelial:

2.2.1. Moco intestinal

El epitelio intestinal estd recubierto por una capa mucosa continua que
proporciona una barrera fisica entre dicha capa epitelial y los productos
presentes en el lumen intestinal, evitando la adhesién de bacterias. El moco
intestinal esta formado por un 95% de agua que contiene electrolitos (Na®, K,
Mg?* y Ca’"), carbohidratos, proteinas, aminoacidos y lipidos y un 5 % de
mucinas, glucoproteinas que confieren propiedades viscoelasticas al moco. En
el interior de este film mucoso coexisten inmunoglobulina (Ig) Ay G, secretada
por células B, y bacterias. Las mucinas de los intestinos delgado y grueso se
sintetizan en las células epiteliales columnares especializadas conocidas como

células caliciformes.”

Conceptos inmunolégicos

Inmunoglobulinas son proteinas anticuerpo altamente especificas que son producidas
por los linfocitos B de forma constitutiva en algunos casos y mayoritariamente en
respuesta a antigenos especificos. En su forma unida a la membrana constituye el
receptor de antigenos de la célula B. Existen distintos isotipos, IgA, IgG, IgM, IgE e IgD.
IgA es la clase predominante de anticuerpo en las secreciones seromucosas del
organismo tales como saliva, lagrimas, calostro y secreciones respiratorias,
gastrointestinales y genitourinarias. En sangre, se encuentra como una molécula
monomeérica y en mucosas en forma dimérica (IgA secretora). Su funcidn principal es
identificar a los antigenos e impedir que se localicen en las mucosas.

La proteccion del epitelio contra los microbios intestinales depende de la
capacidad de los carbohidratos de las mucinas para unirse a los receptores

microbianos o para repelerlos.® Las bacterias intestinales que no son capaces
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de unirse al moco o que no desarrollan caracteristicas de crecimiento que les
permitan sobrevivir en el contenido luminal, se excretan gracias a la peristalsis
mediante la defecacion. Las bacterias que residen en el moco impiden la
adhesién de los microorganismos patégenos mediante la secrecidn de

elementos antimicrobianos o ocupando competitivamente lugares de unién.

Diversos estudios avalan la vision dinamica del moco, que lo consideran como
un componente dindmico del mecanismo de defensa intestinal y no como una
barrera estatica. Existe una interaccién directa y reciproca entre la produccion
de moco y las bacterias residentes. La microflora intestinal es capaz de influir
en el programa de diferenciacién de las células epiteliales de la mucosa, entre
las que se encuentran las células caliciformes, modificando de esta manera la
sintesis y secrecion del moco intestinal. Ademas se ha descrito que algunas
bacterias autdctonas producen enzimas que degradan mucinas lo que podria
constituir un mecanismo de supervivencia.** Reciprocamente, si la integridad de
la barrera intestinal se ve afectada, se da un proceso inflamatorio, o se altera el
nimero de células caliciformes, la composicién y consistencia del moco se
veran alteradas lo que conllevara una modificacion de la flora autoctona. La
alteracion del moco por lo tanto podria comprometer su funcidon basica de
colaboracién en el mantenimiento de la barrera intestinal provocando un

proceso inflamatorio.

2.2.2. Control quimico del ecosistema intestinal

Las células de Paneth situadas en el epitelio sintetizan y almacenan una serie
de substancias que son secretadas a la luz intestinal cuando son activadas.
Estas substancias constituyen un arma quimica muy importante para el control y

regulacion del ecosistema intestinal. Algunos ejemplos son:

-Lisozima: proteina antibacteriana caracteristica de secreciones como lagrimas,
saliva, leche materna y secreciones intestinales que se sintetiza en glandulas
gastricas y pildricas, glandulas duodenales, macréfagos y granulocitos, ademas

de las células de Paneth. Es activa predominantemente frente a bacterias Gram
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positivas rompiendo las uniones glicosidicas que estabilizan el peptidoglicano

de la pared bacteriana.

-Fosfolipasa A2: componente de los granulos de las células de Paneth. Se
secreta al lumen intestinal tras la estimulacién mediante productos bacterianos
como el lipopolisacarido (LPS). Tiene acciéon bactericida frente a algunas

especies concretas.

-Defensinas: péptidos producidos por varios tipos celulares como fagocitos,
neutrofilos, células de Paneth y en general por la mayoria de células epiteliales
del intestino. Su actividad antimicrobiana parece ser debida a la formacion de
poros en la membrana bacteriana que provoca su lisis. Existen 2 tipos, a-
defensinas y B-defensinas. Las a-defensinas incluyen las defensinas neutrofilicas
humanas, las defensinas humanas y las criptidinas murinas. Son activas frente a
bacterias Gram positivas y negativas. Las B-defensinas han desarrollado cierta
especificidad, algunas son activas frente a Gram positivas y otras frente a Gram
negativas especificamente.

La produccién de las defensinas puede ser constitutiva o inducida por medio
de la activacién de “Nuclear Factor-kappa B” (NFxB). Pueden almacenarse con
una conformacién activa o inactiva. Estas Ultimas se activan por la accién de
tripsina en el caso de las humanas y metaloproteasas en las murinas. Estudios
recientes demuestran que las defensinas no sélo participan en la inmunidad
innata actuando como péptidos antimicrobianos sino que también actiian sobre
el huésped. Inducen la proliferacién celular en epitelios, actlan como
quimioatrayentes de linfocitos T naive de monocitos, de células dendriticas
inmaduras, de netréfilos y de mastocitos, utilizando distintos receptores.
Estudios con animales deficientes para a-defensinas muestran que la ausencia
de éstas provoca un descontrol en la produccién de IL1B que induce una

inflamacion incontrolada que remite cuando se administran a-defensinas.*

-Angiogeninas: familia de proteinas antimicrobianas y fungicidas endogenas

sintetizadas por las células de Paneth y liberadas tras la activacion de “Toll like
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Receptors” (TLR), receptores que reconocen fragmentos microbianos

conservados.®

2.2.3. Flora intestinal

Todos los individuos nacemos con la luz intestinal estéril, sin colonizar. Durante
los 2-3 primeros afios de vida mediante la lactancia materna y la introducciéon
de los alimentos sélidos, se va colonizando el intestino, configurdndose un
complejo ecosistema donde conviven bacterias, nutrientes y el sistema inmune
que compone la mucosa intestinal. Primero se establecen las bacterias
aerdbicas y después las anaerdbicas. La conformacion de dicho ecosistema
depende de distintos factores como el tipo de parto, de si hay lactancia

materna o no y del ambiente donde se incluye el grado de higiene.*

La flora comensal modula la expresion de genes involucrados en distintas
funciones, como la absorcién de nutrientes, el mantenimiento y fortalecimiento
de la barrera intestinal, la maduracién inmunoldgica postnatal asi como
confiere resistencia a la colonizacidn por otras bacterias.®® Durante esta
colonizaciéon se da la maduracién inmunoldgica y se estable la tolerancia. Los
mecanismos que establecen y mantienen la tolerancia no estan totalmente
definidos pero esta claro que intervienen la estructura anatdmica de la mucosa,

el conjunto celular y factores humorales.

En la vida adulta, nuestro intestino contiene unas 10-10" bacterias
representadas por 15000-36000 especies distintas.’® Esta gran biodiversidad
favorece la vida y el desarrollo del conjunto bidtico y del huésped. Los animales
mantenidos en condiciones de estricta asepsia, "Germ free” (GF), no desarrollan
flora intestinal, manifiestan un desarrollo anormal del intestino (pared intestinal
atrofica, motilidad alterada, sistema inmune intestinal inmaduro, etc.). Ademas
en los estudios con modelos experimentales mantenidos en condiciones "Germ
free” (GF), los animales necesitan aumentar la ingesta para alcanzar el mismo
peso que los animales en condiciones convencionales, lo que sugiere el

importante papel nutricional de la microflora.”’

27



Homeostasis intestinal

La flora bacteriana aporta nutrientes, como vitamina K, acido folico, acidos
grasos de cadena corta, etc.,, como resultado de procesos de fermentacién que
aportan al huésped suplementos nutricionales y energia. Pero ademas puede
modificar algunas funciones del huésped como la motilidad intestinal y el
metabolismo de distintas substancias entre ellas componentes de la dieta y
medicamentos. Para ello modifica la expresidon génica del huésped para que
produzca enzimas, proteinas, etc, que le permitan metabolizar, absorber o

eliminar distintos elementos.®

El huésped dispone de una serie de biosensores capaces de reconocer bacterias,
su estado ecologico en cada momento y actuar en consecuencia. El
reconocimiento de la flora mediante los TLR pone en alerta al sistema inmune
para luchar contra patégenos y activa la expresidn de distintos factores (COX2,
KGF-1, TGFB1, angiogengina4, etc.) implicados en la citoproteccién, reparacién
tisular, angiogénesis, etc.® Por lo tanto, la microflora también actua sobre la
estabilidad de la funcién barrera. En este sentido la activacién de algunos TLR
aumenta la activacion de las proteinas que forman las uniones de las células

epiteliales.*

Se habla de ecosistema bacteriano, flora intestinal o biofilms bacterianos para
definir la comunidad bacteriana intestinal estructurada y englobada en una
matriz polimérica. Estudios con modelos murinos han esclarecido la localizacion
y diversidad bacteriana del intestino. Mediante fluorescencia in situy el uso de
dos modelos animales de colitis experimental, uno inducido y el otro
espontdneo, se ha observado que la flora intestinal es practicamente
inapreciable en el intestino delgado y que se organiza en tres compartimientos
célicos cada uno con distinta composicion: las criptas, la capa entrelazada y la
masa fecal.”! El compartimiento fecal, que se extiende a lo largo de todo el
colon, en animales sanos estd formado por un grupo homogéneo de bacterias
gue contactan directamente con las paredes del ciego pero estan separadas de
las paredes del colon proximal mediante la capa entrelazada. A partir del colon
medio la capa entrelazada va desapareciendo y aparece el moco intestinal que

separa las bacterias de la masa fecal del epitelio intestinal. En animales sanos las
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bacterias que ocupan criptas se observan en el ciego y el colon proximal. La
composicion bacteriana de la capa entrelazada y de las criptas es similar y

diferente de la de la masa fecal. Esta organizacién diferencial de la flora en los 3

compartimientos mencionados, permite el desarrollo de distintas actividades,
(fermentacion y muestreo del ecosistema intestinal). La capa entrelazada
representa una banda, situada en la zona de transicion del ciego al colon distal,
compuesta por un grupo selecto de microorganismos entre la masa fecal y la
mucosa impenetrable para muchos microorganismos de la masa fecal.

En animales coliticos se observé en el compartimiento fecal una disminucién de
las bacterias de la masa fecal y una reduccién del drea de contacto entre el
compartimiento fecal y la pared intestinal. La capa entrelazada se observd
disminuida en grosor y acompainada de una reduccién del moco intestinal y un
aumento masivo de bacterias en las criptas y la capa entrelazada. Ademas la
composicion bacteriana también se vio modificada en los animales coliticos,
dominando las bacterias adherentes e invasivas de la mucosa como

Bacteroides™

2.3. Compartimento epitelial

El peristaltismo activo del intestino, el moco intestinal, las substancias
antimicrobianas secretadas a la luz intestinal y la barrera fisica creada por la

monocapa epitelial configuran lo que se conoce como funcién barrera.

Mucosa

Enterocitos =—__
Microvilli
Tejido conectivo —
Vasos linfaticos _
Entramado
capilar

Muscularis
mucosae

Submucosa

Figura 3. A. Corte transveral del colon en el que se observan microvellosidades intestinales. B.
Biopsia de la mucosa normal. Se observan las microvellosidades, la musoca, la muscularis
mucosae y la submucosa.

Fuente: http://www.biog1105-1106.org/demos/105/unit6/peptidases.7.html
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El epitelio que separa a la mucosa de la luz intestinal estd formado por células
polarizadas y adheridas entre si, formando las vellosidades intestinales, de 0.5-
1.5 mm, con forma de hoja en el duodeno y digitiformes en el colon. En la base
de dichas vellosidades se encuentran las criptas de Lieberkihn, formadas por
células con una alta tasa de replicacion (renovacion cada 2-5 dias) que se
desplazan por la vellosidad proporcionando una continua renovacion de las

células que la forman. (Figura 3).

La capa epitelial crea una ldmina con permeabilidad selectiva gracias a los
distintos tipos de uniones que conforman el epitelio intestinal. Esta
permeabilidad selectiva permite aislar el contenido fecal de la luz intestinal
mientras se bombean nutrientes selectivamente desde la cara apical hacia la
mucosa para ser drenados hacia los capilares sanguineos. La capa epitelial
mantiene en su zona apical una serie de uniones paracelulares entre células
adyacentes denominadas “Tight junction” (TJ) o uniones estrechas formadas por
tres familias de proteinas transmembranales: ocludinas, claudinas y “Junction
Adhesion Molecules” (JAMs). Estas proteinas interaccionan con proteinas
andlogas de la célula adyacente fusionando las membranas y creando una
unién impermeable a lo largo del perimetro apical. La porcidon citosélica de
estas proteinas interacciona con proteinas de la zénula ocludens (ZO-1, ZO-2 y

Z0-3) que a su vez interaccionan con proteinas del citoesqueleto. (Figura 4).

Figura 4. Por debajo de la zona apical
se localizan las bandas adherentes y
desmosomas, que permiten la
interacciéon con las células vecinas, y
en las que participan filamentos de
actina e intermedios.

En la membrana basal se encuentran
las adhesiones o contactos focales y
hemidesmosomas. En estas uniones
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participan filamentos de actina y
intermedios respectivamente. Anclan
el epitelio a la lamina propia mediante

interaccion de la membrana
citoplasmatica basal con la matriz de la
lamina propia. Fuente:

www.javeriana.edu.co/.../citoesqueleto.
htrnl
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2.3.1. Células del epitelio intestinal

Las células epiteliales intestinales estan altamente especializadas. Entre ellas

podemos diferenciar:®® (Figura 5)

- Células progenitoras situadas lateralmente en las zonas basales de las criptas

que dan lugar al resto de células que forman los epitelios intestinales.

- Enterocitos que absorben nutrientes y actlan como “Antigen Presenting
Cells” (APC) ya que expresan en su superficie el “Major Histocompatibility
Complex” (MHC). Secretan también quimioquinas para el reclutamiento de otras

APC asi como de células de la inmunidad adaptativa.*

Conceptos inmunoldégicos

MHC: Comprende una serie de genes con distinto nombre segln la especie, HLA en
humanos, H-2 en ratdn. Las moléculas para las que codifican se expresan en las
membranas de APC, pudiendo diferenciarse 2 tipos:

MHCI: expresado en todas las APC. Reconocen antigenos citosélicos e interacciona con
el recetor de los linfocitos T, “T Cell Receptor” (TCR) de CD8+.

MHCII: expresado en células dendriticas, B presentadoras y macréfagos. Reconocen
antigenos extracitosdlicos e interaccionan con el TCR de CD4+.

En humano hay 3 tipos de MHCI: HLAI-A, HLAI-B y HLAI-C y 3 tipos de MHCII: HLAII-
DP, HLAII-DQ y HLAII-DR.

- Células M son células epiteliales especializadas que se localizan en el epitelio
intestinal y en la ldmina propia. Secretan una gran cantidad de moléculas como
citoquinas, quimioquinas, leucotrienos, prostaglandinas, enzimas, heparina,
histamina, etc. Estas células disponen de distintos receptores capaces de
reconocer bacterias o partes de ellas, asi como otros antigenos luminales que
procesan, para presentarlos mediante MHC a las células de la inmunidad
adquirida o adaptativa.”® La desregulacion de estas células puede provocar
alteraciones en la permeabilidad intestinal y en la redistribucion de las TJ

durante una infeccién o por estrés.*?

- Células caliciformes que producen las mucinas del moco intestinal.
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- Células de Paneth con forma piramidal, se localizan en la base de las criptas y
estan especializadas en la produccién, almacenamiento en granulos y posterior
secrecidon de péptidos antimicrobianos como lisozimas, fosfolipasa A2,
defensinas para la regulacidn microbiana, y angiogensinas para el control
microbiano y fungico. También producen substancias inmunoreguladoras como
prostaglandinas, acido araquidonico, etc. Cada cripta contiene unas 5-12 células

., , 2
de Paneth con una tasa de renovacién de unos 20 dias.®

Conceptos inmunolégicos

Inmunidad innata, también conocida como natural o inespecifica, la conforman
distintos mecanismos de defensa, TLR, complemento, macrdfagos, neutrofilos, células
dendriticas, células NK, etc. Estos elementos no aumentan por exposiciones repetitivas y
no discriminan individualmente a los patégenos o substancias extrafas.

Inmunidad adquirida, adaptativa o especifica se induce por la exposicion repetida a
substancias extrafas. La forman los linfocitos principalmente.

Respuesta humoral forma parte de la inmunidad adquirida y la llevan a cabo los
linfocitos B que producen Ig especificas para la eliminacion de antigenos.

Respuesta celular también forma parte de la inmunidad especifica y la llevan a cabo
los linfocitos T citotdxicos (Tc) CD8* y los linfocitos T colaboradores o “helpers” (Th)
CD4*.

- Células enteroendocrinas cuya principal funcién es secretar hormonas a los
capilares en el tejido conectivo en respuesta a cambios en el ambiente

externo.”

- Linfocitos intraepiteliales (IEL) estan ubicados en la cara basal del epitelio. Por
cada 100 enterocitos hay entre unos 10-30 IEL, aunque este nuimero puede
verse incrementado hasta 80 IEL por 100 enterocitos e incluso superar al
nimero de enterocitos en procesos inflamatorios. Los IEL son linfocitos T y
como tales presentan el receptor TCR para el reconocimiento de antigenos.
Existen distintos tipos, af y y3, que se expresan en el epitelio un 70-90% y 30-
10% respectivamente en IEL.** El receptor TCR esta formado por una serie de
correceptores, CD3 presente en todos los linfocitos T y los correceptores CD4,
CD8. En el epitelio existe un polarizacion de la poblacion T hacia CD8+ respecto
CD4+ (85% vs 15%).
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Los IEL son células T memoria que llegan al epitelio siguiendo un gradiente de
quimioquinas, tras ser estimulados en los érganos linfoides secundarios. La
funcion que se ha asociado a los IEL es la de supresores y vigilancia
inmunolégica frente a células infectadas o tumorales.”” Ademas algunos
subtipos parecen estar involucrados en la homeostasis y reparacion del epitelio.
Se ha visto que los IELyS producen “Keratinocyte Growth Factor” (KGF), factor de
crecimiento queratinocitico que induce la proliferacion y diferenciacién de

células reparando el tejido lesionado.*

3 +—Enterocito
|

) (O l=7 _+—Célula caliciforme
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Figura 5. A. Microvellosidades intestinales. B Cripta de Lieberkiihn y los distintos tipos celulares
que la integran. Las células progenitoras se diferencian a enterocitos o a células caliciformes que
migran hacia la parte apical de la cripta. Si se diferencian a células de Paneth o a células
enteroendocrinas  migran hacia la parte basal de la cripta. Los enterocitos son células
columnares altamente polarizadas caracterizadas por el ribete en cepillo o microvilli en contacto
con la luz intestinal y recubierto por el moco intestinal. La polarizacion de estas células permite el
transporte transcelular, de la luz intestinal al interior celular, y paracelular, entre células vecinas.
Las células de Paneth se consideran importantes elementos de la inmunidad innata ya que
protegen a las células madre de las criptas y controlan la densidad microbiana del lumen
mediante la secreciéon del contenido de sus granulos. Las células M sirven de nexo entre la
inmunidad innata y la adquirida, regulan la migraciéon, maduracién, y activacion de células
dendriticas secretando TNFa, IL1p tras la estimulacion de TLR. Fuente: David H. Scoville et al.
Gastroenterology 2008;134:849-64.

Estos linfocitos también expresan en sus membranas proteinas con distintas

funciones, los llamados “cluster de diferenciacién” (CD). (Tabla 3).

Las células que conforman el epitelio tienen una serie de receptores para el

reconocimiento de las bacterias que llegan al lumen intestinal, ya sean de la
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flora autéctona o patogenos. Si forman parte de la flora autdctona se dara una
respuesta de tolerancia dirigida a su inactivacién pero si se reconoce como

patégeno se pondra en marcha la respuesta inmune.

Tabla 3. Moléculas de membrana presentes en |IEL

Molécula Funcién
CD2 Caracteristico de IEL
CD3 Comun para todos los linfocitos T. Correceptor de TCR
CD4 Correceptor 15% IEL
CD8 Correceptor 85% IEL
CD28 Coestimulador (ligando CD80 presente en APC)
CD44 Receptor de adhesion
CD25 Marcador de activacion y receptor de IL2 (cadena a)
CD69 Marcador de activacion.
CD122 Receptor de IL2 (cadena B)
CD103 (oef7) Ubicacién en epitelio
CDA49 (a4By) Rodamiento linfocitario
e

El sistema inmune innato comprende una serie de elementos humorales y
celulares que tienen como funcion detectar y responder de forma rapida a una
infeccion. Para ello existen una serie de receptores, entre ellos los TLR, que
inducen distintas cascadas de activacion extracelular, como la activacién del
complemento, asi como distintas cascadas de activacién intracelular que
provocan una respuesta inflamatoria. La respuesta inflamatoria es
imprescindible para eliminar el patdgeno, pero en exceso puede dafar el tejido
o incluso provocar una sepsis, para evitarlo existen distintos mecanismos de
control. De esta manera la respuesta innata inicia y marca la magnitud de la
respuesta adaptativa que acontecerd, y ésta a su vez puede limitar o regular la
respuesta innata.*’ Recientemente algunos de estos receptores se han asociado

con la patogénesis de distintas enfermedades inflamatorias crénicas.
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Conceptos inmunolégicos

Los linfocitos reconocen antigenos mediante receptores de membrana, TCR en linfocitos
T, y BCR, en linfocitos B. El BCR esta formado por inmunoglobulinas unidas a membrana
y moléculas coestimuladoras. El TCR estd compuesto por una estructura similar a las
inmunoglobulinas y moléculas coestimuladoras. Estos receptores reconocen antigenos
unidos al MHC de las APC y se activan. Para que la activacion sea completa, en el caso
de los linfocitos T es necesaria la interaccion del antigeno-TCR y de las moléculas
coestimuladoras (CD3, CD28), mientras que los linfocitos B necesitan adicionalmente
interaccionar con los linfocitos T a través de la coestimulacion de B7-CD28, presentes
en linfocitos B y T respectivamente. Recientemente se ha descrito en ratdn una
activacion total de células B naive a B plasmaticas independientemente de linfocitos T, a
través de TLR presente en B. ~ La activacion de los linfocitos desencadena un proceso
de expansion clonal por el que proliferan los clones especificos para ese antigeno. Este
proceso de expansién clonal dura entre 3 y 5 dias.

2.3.2. Receptores "Toll like”

Los TLR fueron descritos incialmente en Drosophila melanoganster*® Engloban

unas 11 moléculas distintas en mamiferos, 9 completamente caracterizadas en

humano. Cada TLR puede reconocer uno o varios ligandos (tabla 4). Para este

reconocimiento los TLR funcionan como heterodimeros o como homodimeros.

Una vez se une el TLR a su ligando especifico adquiere una conformacién que le

permite reclutar proteinas adaptadoras, como MyD88, mediante los dominios

citoplasmaticos TIR presentes en éstas y en los TLR. (Figura 6).

Tabla 4. Receptores “Toll like” y sus ligandos.

TLR Ligando Microorganismo
TLR1 Lipopéptidos triacil de bacterias Neisseria, Bardia, Mycobacterium
TLR2 Lipoproteina, peptidoglicano, HSP60 Gram * Mycobe_lcterlum,
espiroquetas, micoplasma
TLR3 RNA cadena doble Virus
TLR4 Endotoxina Gram negativas, virus sincytial
TLR5 Flagelina Bacterias
TLR6 Peptidoglicano, zimosan Hongos
TLR7 Imldazoqumolma in vitro, RNA cadena Virus
simple
TLRS Irpldazoqumolma in vitro, RNA cadena Virus
simple
TLR9 CpG DNA bacteriano Bacterias y virus
TLR10 | DNA procariota Bacterias
TLR11 Profilina Toxoplfasma gondii, E. coli, bacterias
uropatogenas
Fuente: Myeong Sup Lee y cols. Biochem 2007;76:447-80.
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Los TLR se encuentran en diversos tipos celulares, macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos, células M, células epiteliales, monocitos, NK

enterocitos, miofibroblastos, linfocitos By T.*®

Los TLR presentes en las células del epitelio intestinal constituyen una conexién
entre el compartimiento extraepitelial, donde interaccionan con sus ligandos; y
el intracelular donde desencadenan una cascada de sefiales provocando una
respuesta celular en el compartimiento subepitelial. En condiciones normales,
los TLR juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis, la
estimulacién de TLR2 por la flora autdctona promociona la supervivencia de los
enterocitos, activa mecanismos citoprotectores como la secrecidén de mucinas e
induce la secrecion de 1L10.*” Se ha observado que la estimulacién de TLR2
provoca la activacion y translocacion de algunas isoformas de la “Protein Kinase
C" (PKC) que activan proteinas de las TJ (ZO-1) y esto hace aumentar la
resistencia transepitelial de los enterocitos.*® El efecto homeostatico de estos
receptores queda patente mediante distintos estudios con animales de
experimentacion que no expresan TLR o MyD88 en los que se ve alterada la
funcion barrera siendo estos animales maés susceptibles a infecciones y a la

inflamacién.”’

La funcion de los TLR varia en funcién de la localizacién, mientras que en el
epitelio intestinal funcionan principalmente regulando la funcion barrera,
ademas de intervenir en el reconocimiento de la flora autoctona y patoldgica,
en la ldmina propia intervienen en la activacion y maduracién de algunos tipos
celulares. En este sentido, se ha podido comprobar que la activacion de los TLR
desencadena la maduracién de las células dendriticas, pasando de un fenotipo
inmaduro con secrecién de IL10 y capacidad de inducir tolerancia,® a un
fenotipo maduro que secreta IL12, expresa moléculas coestimuladoras (CD86,
CD80, B7) y MHC, y participa en la presentacion antigénica a linfocitos T.>* Los
TLR seleccionan el repertorio de células presentes en la mucosa intestinal, > asi
como modulan la activacion de linfocitos T, la proliferacion, la supresion de

células T reguladoras y la secrecién de citoquinas.®
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Se ha observado que la administraciéon de la mayoria de agonistas de TLR,
previa induccién de colitis, previene el desarrollo de ésta, mientras que si se
administra una vez desarrollada la colitis empeora el proceso inflamatorio.
Unicamente ha demostrado propiedades terapéuticas en la evoluciéon de la
colitis el agonista de TLR2 (PCSK). Por otro lado la administracién continuada de

. . 47
agonista acaba provocando efectos negativos.
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Figura 6. TLR engloban 2 tipos de proteinas, de membrana citoplasmatica (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 y TLR6) e intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR 9). Se caracterizan por tener un
dominio de unién a productos bacterianos o virales, “leucine-rich repeats” (LRR) y un dominio
“Toll/IL1 receptor domain” (TIR), caracteristico también de receptores de citoquinas y esencial
para el funcionamiento de los TLR ya que le sirve para unirse a moléculas adaptadoras. Existen
5 moléculas adaptadoras, MyD88, Tirap, Trif, Tram y SARM. Existen 2 vias de sefalizacion, la
MyD88 dependiente, utilizada por todos los TLR, excepto TLR3, y la MyD88 independiente a
través de la cual sefializa TLR3 y que también puede utilizar TLR4. Las proteinas adaptadoras
reclutan y activan MAPK (ERK, p38, JNK, etc.) que activan factores de trascripcion como AP-1,
IRF3/5/7 o NF«B. “Nucleotide-binding Oligomerization Domain” (NOD) es otro tipo de receptor
intracelular compuesto por un dominio C-terminal, LRR de interacciéon bacteriana y un dominio
N-terminal de interaccién con otras proteinas, “Caspase Activation and Recruitment Domain”
(CARD). Estas proteinas reconocen peptidoglicano que contenga acido meso-diaminopimelico
(NOD1) y dipeptido murmil (NOD2). Fuente: R. Balfour Sartor y cols.*

Una excesiva activacion de los TLR se ha asociado a patologias como
artereoesclerosis, LUPUS o sepsis. La funcién de control de los TLR se lleva a
cabo mediante un proceso de “feed back” negativo,”* en el que se ha descrito la
participacién de ciertas citoquinas (IL10, TGFB) producidas por distintos tipos

celulares y algunos miRNA.>
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2.3.3. "Nucleotide-binding Oligomerization Domain”

NOD son proteinas citosélicas que reconoce elementos microbianos tras la
invasién de la célula. Se expresan en células epiteliales presentadoras de

antigeno, células dendriticas, macrdfagos vy en las células de Paneth. (Figura 6).

En condiciones normales se expresan niveles bajos de estas proteinas bajo. Su
expresion se ve aumentada en respuesta a procesos inflamatorios y frente a
citoquinas inflamatorias. Igual que sucedia con los TLR, los receptores NOD al
activarse por union especifica a ligando desencadenan la activacion de
“Mitogen Activated Protein Kinase” (MAPK) y del factor de transcripcién NFkB,

generando la consiguiente inflamacion.®

Aunque no se conocen los mecanismos moleculares concretos, recientemente
se ha descrito la regulacidn negativa que ejerce NOD2 sobre TLR2, con lo cual
su ausencia desencadena una respuesta Th; masiva por parte de TLR2. También
se ha descrito la relacion entre NOD2 y defensinas, la expresion de estas
requiere de la activacién de NOD2 y/o NOD1.”

En definitiva, el epitelio intestinal mantiene un aislamiento selectivo pero
ademas es capaz de participar activamente en la regulacién de la tolerancia y en

la inmunidad innata.

2.4. Compartimiento subepitelial

El compartimiento subepitelial estad formado por la ldmina propia, la muscularis
mucosae y la submucosa. La ldmina propia esta formada por una monocapa
de miofibroblastos,*® linfocitos T, linfocitos B, linfocitos T NK, células NK,
células dendriticas, monocitos y macréfagos. La muscularis mucosae separa la
ldmina propia de la submucosa en la que encontramos terminaciones nerviosas
y vasos sanguineos a través de los cuales llegan nutrientes, oxigeno y linfocitos

inactivos.

En el compartimiento subepitelial se localizan estructuras organizadas del GALT:
Placas de Peyer, foliculos linfoides, ganglios linfaticos mesentéricos y el
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epitelio asociado a tejido linfoide. Estas estructuras difieren en localizacion,
estructura tisular y funcion especifica. Los distintos tipos celulares que
encontramos en estas estructuras tienen funciones inmunoldgicas diferentes,
armonizando las seflales activadoras y supresoras a través de acciones

coordinadas desde la inmunidad innata hasta la adquirida.

24.1. GALT

El sistema GALT es un componente asociado al sistema inmunoldgico central,
médula dsea y Timo de donde provienen y maduran los linfocitos Ty B. Ademas
de GALT existen dérganos linfoides secundarios como los ganglios linfaticos, el
bazo, el sistema inmunoldgico asociado al respiratorio, el sistema inmunolégico
cutaneo, etc. Los conductos linfaticos unen y comunican todos estos érganos
linfoides mediante vasos que se unen en el ducto toracico para desembocar en
la vena cava superior. En las distintas estructuras de GALT (placas de Peyer,
foliculos linfoides, ganglios linfaticos mesentéricos y el epitelio asociado a
tejido linfoide) se orquestan toda una serie de acciones inmunoldgicas por

parte de una amplia variedad celular.

2.4.2. Células del compartimiento subepitelial.

La ldmina propia forma parte del tejido linfoide asociado a GALT. No obstante,
el componente celular que lo compone no se halla organizado en estructuras
foliculares, sino mas bien ejerce una labor de vigilancia inmunoldgica continua
con una amplia variedad efectora. Entre las células que la componen destacan:

(Figura 7)

- Células M que también se encuentran en el compartimiento epitelial. Son APC

gue captan, procesan y presentan antigenos a linfocitos.

- Macréfagos, provienen de los monocitos sanguineos que se activan y
convierten en macrofagos. Su principal funcién es la de fagocitar patdgenos,
producir citoquinas y quimioquinas que activan y atraen neutréfilos vy
desencadenar la activacidn y proliferacion de linfocitos efectores. A su vez, los

linfocitos activados producen citoquinas que refuerzan la activacion de
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macréfagos convirtiéndolos en potentes fagocitos. Los macréfagos son APC
que, ademas, secretan factores de crecimiento para fibroblastos encargados de

la reparacién del tejido dafiado durante el proceso inflamatorio.

- Células dendriticas son APC que se caracterizan por una alta plasticidad,
pueden abrirse paso a través de las uniones de las células epiteliales, sin alterar
la barrera intestinal, y “lanzar” sus dendritas fuera del epitelio para captar
antigenos. Existen 2 tipos de células dendriticas, las mieloides que provienen de
precursores mieloides, y las plasmocitoides de origen desconocido.”” Ambas
poblaciones presentan un estado inmaduro en el que se dedican a testar
antigenos propios y de la flora intestinal, confiriendo tolerancia mediante la
generacion de T reguladoras; y un estado de madurez en el que expresan MHC
y moléculas coestimuladoras para poder interaccionar con linfocitos T
polarizando la respuesta inmunoldgica.’® Se ha determinado que para la
maduracién plena de las APC tienen que activarse los TLR que presentan, via
MyD88 dependiente o independiente. El proceso de maduraciéon conlleva la
mejora de la expresion de MHC, la expresion de moléculas coestimuladoras

. . . . .y . . 1
que interaccionaran con los linfocitos Ty la expresion de quimioquinas.’

- Linfocitos T de ldmina propia (LPL) pueden ser naive, efectores, reguladores o
de memoria. Todas las subpoblaciones se encuentran aumentadas en la EII.**®
Los LPL expresan distintas moléculas coestimuladoras, receptores de
guimioquinas y de citoquinas. Inversamente a lo que sucede con los IEL los LPL
expresan mayoritariamente CD4", respecto CD8", (60% frente al 40%). Pero

continua predominando el TCRap respecto TCRyS.

- Linfocitos B activos se convierten en células plasmaticas responsables de la
secrecion de IgA, 1gG e IGM asi como de los anticuerpos especificos contra los
antigenos invasores. La IgA, la cual se secreta inespecificamente, es un elemento
importante en la estabilidad de la funcién barrera como reguladora de la flora.

En este sentido se ha podido constatar que cuando no se secreta IgA se da un

cambio en la poblacién anaerobia del intestino. **
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Figura 7. Tipos celulares del compartimiento subepitelial. Fuente. MacDonald TT y
cols. Science 2005;370:1920-5.

- Células “Natural Killer" (NK) forman parte del sistema inmune innato. Son
linfocitos granulares (contienen perforina y granzima) provenientes de la
medula ésea y cuyo lugar de maduracidon no esta totalmente definido. Parece
ser que la maduracion se da en los tejidos linfoides secundarios donde
interacciona con células dendriticas participando reciprocamente en su
maduracién en la adquisicion de la tolerancia.®

Las NK no expresa TCR, CD3 ni BCR, expresan CD56 y una serie de receptores
activadores (CD16, CD80, CD43, NCK) e inhibidores (KIR, ILT, CD94/NKG2) que
reconocen a las células dianas y activan la funcién NK.%° Estas células tienen dos
funciones baésicas, una funcion citotéxica mediante la secrecion de sus granulos
en el citoplasma de las células diana o iniciando la apoptosis mediante la
activacién de receptores de muerte (Fas, TRAIL); y una funcién secretora de
citoquinas (IFNy, TNFa, IL3, GM-CFS, M-GSF) y quimioquinas.®® Lisan células
infectadas por virus, por parasitos intracelulares, opsonizados por anticuerpos o
células tumorigénicas que no expresan el MHCL.®

Se ha descrito la existencia de NK en el compartimiento intraepitelial de un

modelo experimental de colitis. *’
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- Linfocitos T NK (NKT) son una poblacion linfocitaria particular ya que expresan
un TCR poco frecuente que interaccionard con MHC atipicos (CD1d, MR1).
Ademas estas células expresan receptores caracteristicos de las células NK,
CD161. Las células NKT se dividen en cuatro subpoblaciones, dos de la cuales se
encuentran en la mucosa intestinal, las iINKT y las mNKT. Estas células tienen

capacidad efectora citotdxica y son capaces de activar a otras células por la

produccién de citoqu'lnas.68 Las células iNKT reconocen lipidos enddgenos y
exogenos unidos a CD1d expresado en células dendriticas, linfocitos B y T, asi
como en enterocitos. Producen IL4 e INFy. Su funcién principal es antitumoral y
reguladora. Se ha descrito la existencia de INKT en el compartimiento
intraepitelial.®® Las mNKT reconocen péptidos presentados por MR1 y secreta
INFy y TGFB. Su funcién principal es participar en la tolerancia oral y estimular la
secrecion de IgA, aunque su interaccidon con otras células inmunes puede
resultar en la polarizacidn de respuestas inmunes Thy, Th, y Ths. Las células NKT
son practicamente indetectables en animales GF por lo que la presencia de la
flora bacteriana parece ser indispensable para la expansion de este tipo

7
celular.”

- Fibroblastos, células que residen en el tejido conectivo. Sintetizan fibras de
colageno y mucopolisacaridos que mantienen la matriz extracelular de la ldamina
propia proporcionando una estructura de entramado. Cuando se activan a
través de TLR se transforman en miofibroblastos, expresan miofibrillas y
secretan colageno. En el intestino coexisten dos tipos, células intestinales de
Cajal, situadas entre la mucosa y la muscularis mucosae e implicadas en la
motilidad intestinal; y los miofibroblastos subepiteliales intestinales que
regulan la proliferacién y diferenciacién de células epiteliales. Estan implicados
en la protecciéon de la mucosa, reparacidén tisular, transporte de agua vy
electrolitos y en el metabolismo de los componentes de la matriz extracelular.
Recientemente, los miofibroblastos subepiteliales intestinales se han
relacionado con la Ell ya que pueden ser estimulados por IL17, IL22 e IL31 e
inducen la expresion de otras citoquinas, quimioquinas y metaloproteasas.”*

Ademas, el caracter inflamatorio créonico de la Ell se ha asociado a la
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sobreproduccién de coladgeno, lo que provoca fibrosis complicando la curacion

. . . 72
de las lesiones intestinales.

2.5. Interaccién huésped-ambiente

El tracto intestinal estd en continuo contacto con mdltiples y variados antigenos
provenientes de la comida y de la flora intestinal. Esta interaccion es
indispensable para una correcta y optima respuesta inmunoldgica. La mucosa
intestinal tiene que ser capaz de configurar distintas respuestas, desde la
tolerancia frente a antigenos inocuos y comensales, hasta la respuesta

inmunoldgica frente a antigenos patoldgicos para eliminarlos.

2.5.1. Tolerancia e inflamacidn constitutiva.

En la adquisicidn de la tolerancia a bacterias comensales juegan un papel clave
las células dendriticas. Células dendriticas inmaduras interaccionan con la flora
intestinal mediante TLR y producen citoquinas antiinflamatorias como IL10 y
TGFB generando tolerancia. Mediante este proceso de interaccién via TLR se
desencadena el proceso de maduracion de las células dendriticas que migran
hacia 6rganos linfoides secundarios, como las Placas de Peyer o los ganglios
linfaticos mesentéricos, donde interaccionan con linfocitos T generando una
respuesta T reguladora o con B induciendo la produccién de inmunoglobulinas,
IgA, IgM o IgG.

Cuando las células dendriticas detectan un patégeno se desencadena la misma
sefial intrinseca, pero las citoquinas que secretan son proinflamatorias, ademas
se envia otra sefial por parte de enterocitos, productores de un gradiente de
quimioquinas para el reclutamiento de células de la inmunidad innata
(macréfagos y neutréfilos) y de la respuesta adaptativa, (linfocitos).* Como
consecuencia de esta doble sefal las células dendriticas quedan altamente
activadas generando T efectoras o "helpers” tipo 1 (Th;) e induciendo la
secrecidén de anticuerpos especificos para el antigeno por parte de las célula B
en los 6rganos linfoides secundarios.”> Ademas, la activacion de los linfocitos
por las células dendriticas comporta la expresion de integrinas en los linfocitos

. .. 74
T para su ubicacion.
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Por lo tanto el tipo de activacion en las células T (respuesta efectora, capacidad
de memoria, isotipo antigénico, etc.) que induzca las células dendriticas
dependerd del proceso previo de maduracion y del contexto celular

inmunoldgico en el intestino.

En condiciones normales la mucosa intestinal contiene células memoria y
algunas células efectoras, creando lo que se conoce como “inflamacion
fisioldgica”. Esta inflamacion tolera la presencia de antigenos de la microflora
comensal y de los alimentos. Cuando se desregula este equilibrio pueden
aparecer procesos inflamatorios incontrolables como el que sucede en las Ell,
caracterizado, entre otras cosas, por un gran nimero de células linfocitarias en

el intestino.

Conceptos inmunoldégicos

Tolerancia central: proceso que se da en el timo y medula dsea para la eliminacién de
clones de linfocitos T y B autorreactivos.

Tolerancia periférica: falta de respuesta frente a un antigeno por baja densidad de
éste; por falta de moléculas coestimuladoras provocando un estado de anergia; por
incapacidad de provocar una respuesta efectora o supresion/regulacion llevada a cabo
por distintas células reguladoras.

Tolerancia oral: tipo de tolerancia periférica caracterizada por la ausencia de respuesta
frente a antigenos que se han administrado previamente por via oral.

2.5.2. Activaciéon de la respuesta inmune.

Cuando se detecta un patégeno mediante TLR o NOD se desencadena una
cascada de sefalizaciones intracelulares que activan la expresidon de genes que
codifican para citoquinas. Las citoquinas activan macréfagos, células T naive,
células By T memoria, etc. Los macréfagos, las células dendriticas y las células
M secretan prostaglandinas, leucotrienos y otras substancias que provocan la
guimiotaxis de neutréfilos componentes de la respuesta innata, que fagocitan
patégenos o antigenos opsonizados por el complemento o por
inmunoglobulinas. De esta manera se lucha frente a los patdégenos de forma

inmediata, mientras se prepara la inmunidad adquirida. Las APC captan
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ordenado de distintas interacciones.
Las células endoteliales de las vénulas en los organos linfoides expresan
moléculas de adhesion y selectinas como resultado de su activacion por
citoquinas proinflamatorias. Las selectinas se unen a moléculas tipo mucina que
expresan los leucocitos. Esta interaccidon provoca una unién débil que el flujo

sanguineo transforma en rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio
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vascular. Los leucocitos migran a través de las células endoteliales
interactuando con integrinas y moléculas de adhesidén. Ademas, las células
endoteliales, los enterocitos y los macréfagos del tejido inflamado secretan un
gradiente de quimioquinas que se unen a los receptores expresados en los
leucocitos, de manera que los leucocitos con distintas funciones (efectora,
memoria o reguladora) llegan selectivamente al lugar donde se produce el

proceso inflamatorio. (Figura 8).

Conceptos inmunolégicos

Quimioquinas: proteinas expresadas por células endoteliales que participan en el
reclutamiento celular en procesos inflamatorios. Se unen a receptores que se expresan
sobre la superficie celular de células dendriticas y leucocitos. Las quimioquinas tienen
funciones redundantes y a su vez los receptores no son especificos de una Unica
quimioquina, asegurando el desarrollo de su funcion.

Integrinas: superfamilia de glicoproteinas que participan en la union de las células con
la matriz extracelular, en las uniones célula-célula y en el reclutamiento leucocitario.
Algunas de estas integrinas pueden ser especificas para una sola molécula.

Selectina: proteina de adhesion a oligosacaridos de proteinas transmembranales. Se
expresan en granulocitos, monocitos, linfocitos, plaquetas y células endoteliales.

A. Respuesta efectora.

Linfocitos T "helpers”

Los linfocitos Th, mayoritariamente CD4", se caracterizan por la secrecion de
distintas citoquinas que promueven la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos B, linfocitos T y macrofagos . Ademas las citoquinas atraen y activan
macrofagos y neutréfilos para la fagocitosis del antigeno. La expansion clonal
inducida por las APC sobre los linfocitos T puede dar lugar a distintos fenotipos
efectores Thy, Th, y Thy;. Estos fenotipos efectores se diferencian por el patron

de citoquinas que secretan. (Figura 9).

Las células Th; son el resultado de la estimulacién de células T naive en un
entorno donde predomina IL12. Producen entre otras, IL2, IFNy y TNFa y TNFB
debido a la activacion del factor de transcripcion T-bet.”® Son responsables de
la activacion de linfocitos T y del desarrollo de la hipersensibilidad de tipo
retardado. Su funcidon inmunoldgica va dirigida contra parasitos intracelulares,

virus, protozoos y bacterias.
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Por su parte, las células Th, producen IL4, IL5, IL10 e IL13 tras la activacion del
factor de transcripcién GATA-3 inducido por IL4. Actdan como colaboradoras en
la activacion de las células B, responden a bacterias extracelulares y a
helmintos, y estadn implicadas en reacciones alérgicas, ya que la IL4 activa la

produccién de IgE y la IL5 activa a los eosindfilos.

Figura 9. Células T efectoras. Las células Th; y Th, no solamente reciben las sefales del otro
tipo efector sino que ademas los linfocitos reguladores, los macrofagos y otras APC producen
citoquinas que actuan sobre los linfocitos efectores y las citoquinas de éstos sobre los
macréfagos y las APC. Fuente: Shih DQ y cols.”!

El tdndem Th;-Th, tiene una regulacidon cruzada. IFNy secretado por la Th;
inhibe la proliferacion de las células efectoras Th; y éstas, a su vez, secretan I1L10
la cual inhibe indirectamente la secrecion de IL2 e IFNy. Las Th, inhiben
también la producciéon de oxido nitrico y otros bactericidas producidos por
macrofagos, ast como la secrecién de IL1, IL6, IL8 y otras citoquinas

proinflamatorias.

Thy; se caracteriza por la secrecidon de IL17, IL21 e IL22, recientemente se ha
descrito dos subpoblaciones capaces de secretar adicionalmente a 1L17, INFy”®
0 1L10,”* respectivamente. Estudios recientes han determinado que la formacion
del granuloma caracteristico de la EC lo forman una subpoblacion de
macrofagos que expresan el marcador F4/80 y que producen grandes
cantidades de IL23. Esta citoquina, producida también por una subpoblacién de

células dendriticas, esta implicada en la diferenciacién de Thys. La diferenciacion
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de esta subpoblacién se debe a la activacién del factor de transcripcion RORC

(RORSt homélogo murino) o inducido sinérgicamente por TGFp e IL6.”

La sobreexpresién de IL17 e IL23, igual que sucede con las citoquinas Th; y Th,,
provoca efectos deletéreos con el agravante de que la subpoblacién Th;; tiene
un mayor poder patogénico que Th;. El bloqueo de IL23 en animales coliticos
por DSS provoca una mejora de la inflamacion, mientras que el desarrollo de la
colitis en animales “Knock out” (KO) para IL10 queda totalmente inhibido. En
contrapartida se ha observado en modelos animales que el déficit de IL23
provoca un incorrecto funcionamiento de la inmunidad innata, desarrollandose
una mayor susceptibilidad a infecciones y apareciendo una mayor mortalidad.
Por su parte IL17 fortalece las TJ y constituye un potente agente quimiotactico
de Th..”® El bloqueo de IL17 en modelos experimentales de Ell provoca una
colitis mas grave, mientras que en KO IL10 no tiene un impacto sobre la colitis a
no ser que se bloquee simultdneamente la IL6 (citoquina implicada en el

desarrollo de la subpoblacién Thy;)”

Conceptos inmunoldgicos

La IL10 estd producida mayoritariamente por Th, pero también por otros tipos celulares
como células B, mastocitos, eosindfilos, macrofagos, células dendriticas, CD8+,
CD25+FoxP3+, Th1, Th17 y Trl. La IL10 induce la diferenciacion de Trl. La IL10 es una
citoquina reguladora o inmunosupresora con un amplio espectro de propiedades
antiinflamatorias. Particularmente inhibe la funcién de macréfagos y células dendriticas,
incluyendo la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL18, TNFo, IL12p40 e IL17) y
moléculas coestimuladoras, MHCII, etc. La IL10 también induce la produccién de IgA por
parte de las células plasmaticas.

El tratamiento con IL10 suprime el proceso inflamatorio en diversos modelos
experimentales de EII. En humanos, la accidén de IL10 es algo mas modesta debido en
parte a diferencias experimentales del estudio.

Tradicionalmente se hablaba de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias,
aunque en la actualidad se ha redefinido esta clasificacién. Mientras que
algunas citoquinas st que son claramente proinflamatorias (TNFa), otras pueden
desempenar funciones antiinflamatorias o reguladoras en funcién del contexto
intestinal (TGFB). Por lo tanto lo que determinara la respuesta inmune global
dependera en buena medida de los niveles relativos de células Thy/Th,/Thy;

pero también de la poblacién de células T reguladoras.
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Linfocitos T citotoxicos

Los Tc lisan células que producen o contienen antigenos extrafios, o células
infectadas por microorganismos intracelulares o virus. Mayoritariamente son
CD8". Tras la activacion antigénica siguen un programa de proliferacion y
diferenciacién a células Tc, que se caracterizan por sintetizar substancias para la
eliminacién de patoégenos (perforina y granzima Ay B), y para la modulacién de

la apoptosis via ligando de Fas (FasL).”®

B. Requlacion celular

Linfocitos B reguladores

Tanto en raton como en humanos se ha observado que en procesos
inflamatorios no inducidos por LPS las células B pueden secretar IL10. Esta
subpoblacién se denomina células B reguladoras. La produccién de IL10 es
inducida por linfocitos efectores Th, en los ganglios linfaticos mesentéricos y
via TLR de estos linfocitos B.” Estas células regulan la evolucién de la
inflamacion pero no la iniciacién de ésta. En modelos animales experimentales
de colitis tipo Th, se ha demostrado un efecto regulador de las células B que
suprimen la inflamacién cooperando con linfocitos T CD8" y NKT; ademas de

colaborar de forma directa o indirecta con células T reguladoras.”®

Linfocitos T reguladores

Las células T reguladoras constituyen un papel fundamental en la configuracién
de la tolerancia y de la homeostasis mediante la segregacion de citoquinas
antiinflamatorias frente a antigenos comensales. Regulan la activacion de las
células naive y la actividad de las células efectoras. Existen distintos fenotipos
de células reguladoras como Treg, Ti-Treg, Th3, Trl y otras menos

caracterizadas como NKT, CD4°CD8’, CD8*CD28’, CD8"a supresoras y TCRyS.

Las células Treg, CD4'CD25", son originadas en el timo durante los primeros
dias de vida pasando posteriormente a la circulacion periférica. También
pueden generarse en periferia mediante TGFB a partir de células naive, Ti-Treg.

Las células CD4*CD25" se encuentran en un estado de anergia ya que no
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responden a estimulos mitogénicos y secretan niveles bajos de IL2. El CD25 no
es exclusivo de células reguladoras sino que se expresa también en células
activadas, pero la activacion del factor de transcripcién FoxP3 induce la
programacién de un patron genético especifico y responsable del fenotipo
regulador. FoxP3 puede inducirse en células naive por TGFB, hecho que encaja
con la formacion de Ti-Treg.® La funcion reguladora se puede llevar a cabo por
contacto, por secrecidon de citoquinas reguladoras (TGFB, IL10) y por

competencia de factores de crecimiento.® (Figura 10).

Periferia

Ti-Treg

Figura 10. Células T reguladoras.

Las subpoblacién Th3, descritas a raiz de las investigaciones sobre la tolerancia

L% pueden ser tanto CD4" como CD8", produce citoquinas

ora
inmunosupresoras (TGFB) y citoquinas Th; (IL4 e IL10). A partir de antigenos
administrados de forma oral las células T se transforman en Th; implicadas en la
adquisicion de la tolerancia. Lo que no esta claro es en donde ocurre en el
intestino. Las Placas de Peyer parecen ser un lugar de presentaciéon de
antigenos orales y adquisicion de tolerancia en modelos animales pero en
cambio, en estudios en humanos, en placas de Peyer existe una elevada
produccion de IFNy y una respuesta Th; que es caracteristica de un ambiente

inflamatorio mas que de generacién de células reguladoras.®®
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Las células Tr; fueron identificados inicialmente en pacientes con
inmunodeficiencia severa combinada. Este tipo celular produce niveles elevados
de TGFB, IL10 e IL5 pero no de IL4, citoquina caracteristica de Th,. Parece ser
que este tipo celular estd controlado por el fenotipo celular regulador,
CD4"CD25"FoxP3". Una hipétesis probable es que las células CD4*CD25 FoxP3*
originadas en el timo interaccionaran con células naive dando lugar a la
induccién y/o expansion de celular Tr; y/o Th; de forma dependiente de

contacto pero independiente de citoquinas.®’

C. Linfocitos de memoria

Tanto los linfocitos T como los B efectores una vez se elimina el patégeno
deben disminuir. Este proceso de control de la poblacion se realiza mediante la
activacién de la apoptosis, muerte celular programada, quedando las

poblaciones de linfocitos T y B memoria inactivos.

Las células B memoria no tienen capacidad efectora pero en un momento de
alerta pueden reactivarse y pasar a ser células secretoras transitorias en
respuesta a la activacidon antigénica de los linfocitos T, a citoquinas o a la
activacién de sus TLR presentes Unicamente en B memoria, no en B naive’* su
funcion es la de vigilancia, pueden circular entre los 6rganos linfoides durante

largos periodos, hasta 20-30 afios.

La poblacion T memoria es mayoritariamente CD8". La principal funcién de esta
poblacién cuando es reactivada, es proliferar y producir citoquinas como IL2 e
IFNy en respuesta a la estimulacién antigénica, pero sin capacidad directa de
eliminar el antigeno. Las células CD4" memoria mantienen un repertorio
policlonal variado pero de clones poco numerosos. Su principal funcién es
facilitar la respuesta efectora por otras células, linfocitos B y linfocitos Tc.
Aunque la activacion de estos no es dependiente de células CD4" memoria se
observa una respuesta de mayor magnitud cuando participan CD4" memoria. La
homeostasis entre células T naive y memoria esta controlada en parte por IL7

que se secreta constitutivamente.®®
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2.5.3. Control de la inflamacidn, balance entre proliferacién y apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada constituye un mecanismo de
homeostasis en muchos procesos bioldgicos tan dispares como la formacién de
los espacios interdigitales durante la vida embrionaria, la destruccidén del
endometrio durante la menstruacion o la eliminacion del elevado niumero de
células efectoras tras la expansién clonica una vez que se activa la respuesta

inmunoldgica.

En el intestino la apoptosis estd presente en procesos como la renovacion de las
células que forman la monocapa epitelial para la eliminacién de las células que
guedan dafadas o que llegan a su ciclo final. En cambio, en las células inmunes
la apoptosis juega un papel importante para evitar la acumulacién de células

efectoras que acabarian dafando el tejido.

La apoptosis constituye un tipo de muerte celular ordenada frente a la necrosis.
En la necrosis la célula se ve dafada por causas externas alterando las
mitocondrias. Los iones y el agua entran en la célula, ésta se hincha y acaba por
romperse liberando su contenido. De esta manera, quedan en el medio distintas
proteinas bioactivas que atraen células del sistema inmunitario provocando una

reaccion inflamatoria en la zona.

En cambio la apoptosis se caracteriza por un conjunto de cambios que ocurren
sucesivamente de forma ordenada con el resultado final de la desaparicion de
la célula sin provocar un proceso inflamatorio. Durante la apoptosis disminuye
el tamafo de la célula, se modifica el citoesqueleto, la membrana se arruga y la
célula se encoge. La cromatina se condensa y el ADN acaba fragmentandose
debido a la accién de las nucleasas que lo rompen en fragmentos multiples de
200 pares de bases (pb). El nlcleo se fragmenta y la célula se descompone en
distintos trozos, los cuerpos apoptdticos que seran fagocitados por los

macréfagos y los neutrdfilos.® (Figura 11)
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Figura 11. Apoptosis. Via clasica o extrinseca, desencadenada por sefiales
externas que interaccionan con Fas y el receptor de TNF provocando la activacion de
la caspasa 8 que inicia la apoptosis. Via alternativa o intrinseca causada por sefiales
internas. Estan implicadas las membranas mitocondriales, del reticulo
endoplasmatico y la envoltura nuclear. Se trata de un balance de las proteinas
antiapoptétcia y proapoptética. Bax induce la apoptosis aumentando la permeabilidad
de la membrana mitocondrial al citocromo C. Bcl-2 impide la activacién de las
caspasas por unién con el citocromo C reduciendo la permeabilidad de la membrana
mitocondrial. Fuente: www.imgenex.com/.../apoptosis-pathway6.jpg
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3. Fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria intestinal

La teor{a mas consolidada de las causas de la enfermedad inflamatoria intestinal
es el reconocimiento andmalo de la flora comensal por parte del sistema
inmune de la mucosa intestinal, provocando una inflamacién descontrolada y
crénica en individuos con predisposicién genética. Por lo tanto, aunque los
factores causantes de la enfermedad inflamatoria intestinal no se conocen, si
estan bien delimitados los factores implicado; la dotacidn génica del individuo y
la funcionalidad de los compartimientos de la mucosa cdlica (epitelio y ldmina
propia) todo ello modulado por el ambiente, seran los determinantes del
desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal.

Tanto la Enfermedad de Crohn como la Colitis Ulcerosa presentan un patron
inmunoldgico caracteristico y especifico, y aunque comparten caracteristicas

son patologias distintas como consecuencia de diferentes alteraciones.
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3. Fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria intestinal

3.1. Factores implicados en el desarrollo de la enfermedad inflamatoria

intestinal

En los ultimos 50 afios se ha observado un aumento de la Ell pero también de
otras enfermedades inflamatorias autoinmunes/crénicas como el asma, la
esclerosis multiple, etc. Mientras que enfermedades infecciosas como el
sarampion, la tuberculosis, la fiebre reumatica, etc., se han estabilizado o han
disminuido. Estos cambios estan relacionados con la mejora en la calidad de
vida en general, una mejor nutricidén, un mayor grado de higiene, un mejor
control sanitario, ademas de la inmunizacion y el uso de antibidticos
generalizados.

Esto configura lo que se conoce como la “hipétesis de la higiene”.® Un estilo de
vida “limpio” y por lo tanto con exposicién a pocos y menos variados antigenos
conllevaria una estimulacién débil con una tolerancia mas limitada que
predispondria a alergias y atopias. Mientras que un estilo de vida “menos
limpio” y por lo tanto con la exposicién a un elevado y variado ndmero de

antigenos proporcionaria al organismo una mejor defensa.

Pero la Ell no se debe exclusivamente a un mal funcionamiento del sistema
inmune sino que existen diversos factores implicados que ademas interaccionan
entre si. Cada individuo nace con una dotacion de genes que determinara su
genotipo tanto de su sistema inmune como de su sistema gastrointestinal. El
genotipo gastrointestinal determinara la funcionalidad de elementos como la
barrera intestinal, el sistema GALT y de la interaccién de ambos la organizacién
de su flora intestinal Los elementos que conforman el panorama
gastrointestinal de un individuo estan afectados o modificados por factores
ambientales como la dieta. De la interaccion de estos elementos se obtendra

una determinada respuesta o fenotipo. (Figura 12)

La teoria més aceptada en la actualidad sobre la etiopatologia de la Ell es la

desregulacién de la respuesta inmunitaria frente a la flora intestinal propia y a
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otros antigenos intraluminales en sujetos con susceptibilidad génica. Esta
alteracion de la homeostasis por la rotura del equilibrio del sistema inmune y la
flora intestinal provoca el dafio tisular con caracteristicas radioldgicas y

endoscopicas particulares para cada entidad fenotipica de Ell.

Figura 12. Factores implicados en el desarrollo de la Ell.

Las Ell se consideran enfermedades poligénicas complejas, la afectacién de un
conjunto de genes concretos combinada con factores ambientales conforma el
fenotipo de cada una de estas entidades. Aunque deben existir genes
especificos para cada una de ellas ya que las distintas entidades tienen

caracteristicas diferentes.

Los estudios en gemelos y en familiares de pacientes con Ell muestran datos
clave sobre la base genética de las Ell. En gemelos monocigdticos existe un 37%
de concordancia en el desarrollo de EC y un 7% en los dicigdticos, mientras que

estos porcentajes son del 10% y del 3% respectivamente para la CU.¥’

Entre el 5y el 16% de los pacientes con Ell tiene algin pariente de primer grado
afectado de esta misma enfermedad. Respecto la concordancia parenteral del
fenotipo de la enfermedad, del patron patoloégico y de la presencia de
manifestaciones extraintestinales de la Ell es del 75%, 64% y 70%

respectivamente.’

Hasta la actualidad se han descrito 7 loci de susceptibilidad y unos 11 genes
asociados al desarrollo o fenotipo de la Ell. En las regiones de susceptibilidad

existen numerosos genes candidatos a estar asociados a la Ell. Debido a la
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heterogeneidad fenotipica de la Ell, no se ha conseguido determinar con
exactitud el grado de implicacion de los distintos genes. Los genes cuya
alteracidon se ha asociado al desarrollo de Ell, aunque no se muestran alterados
en todas las poblaciones mundiales estudiadas, comprometen la correcta

funcionalidad de la homeostasis intestinal.

3.2. Alteraciones de la flora intestinal

El hecho de que la flora intestinal de cada individuo sea distinta, que cambie a
lo largo de la vida, con la dieta y con las medicaciones ha dificultado su
estudio. Ademas, el uso de distintos procedimientos para la recogida y lavado
de la biopsias asi como el uso de técnicas para el analisis bacteriano con bajo
rendimiento y la dificultad en el cultivo de algunas bacterias han dado lugar a
observaciones en muchos casos discrepantes. Sin embargo, es evidente que las
bacterias son un elemento imprescindible en el buen desarrollo de la
homeostasis colonica pero también son un elemento sin el cual no se produciria

la inflamacién en la Ell.

Diversos modelos en animales han demostrado que “sin bacterias no hay
colitis”. Todos los modelos experimentales fracasan en el desarrollo de la
inflamacion si los animales son mantenidos en un ambiente GF.* Las bacterias
no sélo estan implicadas en la instauracion de los procesos inflamatorios sino
que ademéas son elementos imprescindibles en la perpetuacion de la
inflamacion, a mayor densidad bacteriana mayor intensidad de la inflamacion.®
Por otro lado, el uso de antibidticos de amplio espectro, los cuales mejoran la
inflamacion del intestino, también relacionan a la microflora intestinal con la
ENlL%

Los modelos animales han permito conocer datos de la distribucién bacteriana
a lo largo del tracto digestivo. Un estudio con 2 modelos animales de colitis
muestra como la relacién bacterias-epitelio intestinal se define en funcion del
tipo de interaccién de las bacterias con el intestino.*" Esta relacién configura
una respuesta de tolerancia o de inflamacién. Los animales que desarrollan
colitis muestran una capa densa y gruesa de moco intestinal en el ciego la cual
impide la fermentacién pero también la adquisicion de tolerancia frente a las
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bacterias fermentadoras. Se observa una disminucién de las bacterias fecales y
un aumento de las bacterias que forman la capa entrelazada. Concretamente,
ésta ultima presenta un aumento de densidad, grosor y extension, desde el
ciego hasta el colon medio. A pesar del aumento de la barrera fisica se observa
un aumento de las bacterias invasivas adherentes que aparecen incluso en las
criptas del colon distal. En resumen, en los animales que presentan el colon
inflamado se invierte la relacion bacterias-epitelio que se observa en animales
sanos, predominando la adhesién, el aislamiento y la disminucién de la

fermentacién.

Los distintos estudios de la flora coldnica humana han descrito diferencias entre
individuos sanos y afectados de Ell. Estos ultimos muestran una diversidad
disminuida y un descenso en el nimero de bacterias anaerdbicas comensales
como Bacteroides, Eubacterium y Lactobacillus. El hecho de que distintas
especies tengan funciones redundantes asegura al huésped que se mantengan
dichas funciones si se dan cambios en la comunidad. Algunos estudios sefialan
como cambios importantes la disminucidon de determinadas especies
beneficiosas y el aumento de otras patdgenas. En controles sanos se han
observado 43 especies distintas de Firmicutes mientras que pacientes con Ell
solo presentan 13. Estos pacientes ademas presentaron mas patodgenos,
Pectinatus,  Sutterella, ~ Fusobacterium, Verrucomicrobium,  Clostridia,
Mycobacterium paratuberculosis, M. paramyxovirus, Listeria monocytogenes,

Helicobacter hepaticus.™

Contrariamente, otros estudios observaron un aumento de bacterias en Ell
respecto a los controles sanos. Pacientes con CU mostraron el doble de
bacterias respecto los pacientes de EC. Seguramente esta diferencia refleja la
alteracidn del moco intestinal que presentan los enfermos de CU, el cual es mas
delgado y menos sulfatado que el de los controles. El menor grosor del moco
intestinal confiere un héabitat mas seguro para la proliferacién bacteriana,
ademas, al ser menos sulfatado sera mas facilmente degradado por las
bacterias y les proporcionard un suplemento nutricional. Los pacientes con EC
presentan una cantidad bacteriana similar a los controles pero muestran un

predominio de la especie Bacteroidetes respecto a éstos, pero también respecto
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a CU. Esta bacteria se presenta en estos pacientes en distintas localizaciones del

) . 2
colon estén o no inflamadas.’

En linea con la idea de la importancia de la densidad bacteriana y de las
distintas especies que se encuentran, Swidniski y cols.”® observaron que los
pacientes con Ell muestran unos biofilms méas gruesos, densos y adherentes que
los controles. El 65% de los pacientes presentan mas de 10" bacterias/ml frente
a una 35% de los controles que presentan mas de 10° bacterias/ml. La presencia
de bacterias en las criptas o intracelularmente fue escaso y se limité a zonas no
inflamadas. En pacientes que recibian tratamiento antibiético se observé que
algunas bacterias adherentes sobrevivian manteniendo su metabolismo
silenciado. Los biofilms de los pacientes con Ell presentan una baja diversidad
en comparaciéon con la composicion de la masa fecal. De seis bacterias
adherentes que se estudiaron cuatro se encontraron en el 10-50% de los
biofilms de los pacientes, Bacteroides fragilis, Bacteroides distasonis,
Eubacterium, rectale, ~ Fusobacterium prausnitzi, siendo Bacteroides la

representante de las 2/5 partes del total de bacterias.

Otro hecho a tener en cuenta son los metabolitos que produce la microflora,
gue suponen el aporte de vitaminas, acido félico, acidos grasos de cadena corta
(butirato principalmente). Se ha observado que la microflora de pacientes con
Ell produce mas cantidad de butirato y amonio y hasta un 25% mas de acidos
grasos ramificados que la flora de controles sanos. El butirato es la fuente de
energla mas importante para las células epiteliales intestinales, si esta fuente
disminuye pierde consistencia la funcion barrera y aumenta la susceptibilidad
a la inflamacién. El desarrollo de CU podria estar asociado a un defecto en la
produccién de butirato.”* Por otro lado, los acidos grasos ramificados y el
amonio son toxicos para los colonocitos pero se desconoce lo que sucede in
vivo con estos elementos. En resumen los distintos metabolitos afectan por si
mismos a la integridad del epitelio pero ademas, la presentacion continua de
antigenos al sistema inmune puede afectar al mantenimiento de la actividad

inflamatoria.”
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La idea principal a tener en cuenta sobre la flora bacteriana es que actia como
una comunidad. Esta organizacion estd alterada en los pacientes con Ell
provocando una disbiosis, lo que desconocemos es si esta disbiosis es causa o
efecto de la Ell. El conocimiento de la distribucién de los microorganismos no
s6lo es importante para el descubrimiento de las causas de la inflamacion sino
también para el uso de nuevas dianas antibidticas o de estrategias alternativas

como la manipulacién de la flora mediante probidticos o prebidticos.

Conceptos nutricién funcional

Prebiotico: elementos no digeribles que benefician al huésped por una estimulacion
selectiva del crecimiento y/o actividad de una o un limitado grupo de bacterias del colon.

Probi6tico: microorganismos vivos que producen un efecto beneficioso en la salud del
huésped al ser ingeridos.

3.3. Alteraciones del reconocimiento y procesamiento bacteriano

Debido a la dualidad de las bacterias, flora autoctona-patoégenos, el huésped
tiene distintos mecanismos para su reconocimiento, TLR y NOD entre otros.
Estos receptores desencadenan procesos de respuesta inflamatoria pero
también de tolerancia. Parece ser que los pacientes con Ell tienen disminuida la
tolerancia frente a su flora autoctona. Este hecho se ha demostrado en estudios
donde se ha visto que los linfocitos de la mucosa de pacientes con Ell activa
proliferan ex vivo cuando se ponen en contacto con su flora microbiana
autéloga cosa que no ocurre en pacientes con enfermedad inactiva o en los
controles.®® Todo esto sugiere que la inflamacion fisioldgica normal se ve

truncada en la Ell ya que se pierde la tolerancia y se da una respuesta

inflamatoria patologica frente a la flora autéloga.

Los mecanismos que establecen y mantienen la tolerancia no estan totalmente
definidos pero lo que esta claro es que comprenden caracteristicas anatomicas
particulares de la mucosa, el conjunto celular y la flora intestinal. La adquisicién
de la tolerancia se establece durante la colonizacion del colon por parte de la
microbiota en los primeros afos de vida. La falta de tolerancia frente a
antigenos comensales podria deberse a alteraciones de los TLR, entre otros

sistemas. TLR4 esta regulado positivamente en EC y CU mientras que el TLR3 lo
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estd negativamente en células epiteliales de EC activa. Mientras que el TLR5 que
se expresa basolateralmente en individuos sanos desaparece en ambas

enfermedades.”’

Los estudios genéticos han mostrado una asociaciéon entre la Ell y distintos
polimorfismos de TLR4, TLR5 y TLR9 en distintas poblaciones.”® Estudios de los
polimorfismos de TLR1, TLR2 y TLR6 no han mostrado una clara relacién con el
desarrollo de Ell pero si con fenotipos concretos como la extensién coldnica, la

severidad o la edad de aparicion.”

La alteracion genética mas estudiada y asociada al desarrollo de EC es la
alteraciéon del gen CARD15, el cual codifica para NOD2. NOD2, como se ha
comentado, reconoce patrones bacterianos conservados y activa NFkB y MAPK.
Se han descrito 3 polimorfismos, 2 mutaciones que provocan un cambio en la
secuencia aminoacidica y una tercera que provoca la sintesis de una proteina
NOD2 mutada de menor tamafio.”® Estas 3 mutaciones afectan a la regién
encargada de reconocer las secuencias bacterianas frente a las que actian.
Cabria esperar entonces que una incorrecta conformacion de NOD2 conllevaria
una disminucién de la activacion de NFkB. Contrariamente, los pacientes con EC
se caracterizan por una actividad de NFkB aumentada respecto los controles
sanos, por lo tanto, queda por determinar la funcién patoldgica exacta de
NOD2. Lo que si se ha determinado mediante el uso de distintos modelos
experimentales con NOD2 mutado o que no lo expresan, es que NOD2 esta

100 También se

relacionado con la regulacién de TLR2, lo regula negativamente.
ha observado en estos modelos experimentales que existe una relacion entre
NOD2 y la expresion de criptidinas, homoélogas murinas de las defensinas
humanas, las cuales se ven disminuidas al estar mutado NOD2.%! La alteracién
de NOD2 por lo tanto conlleva alteraciones de las funciones fisiologicas del
intestino como la funcién barrera, en la que juegan un papel importante las
defensinas como parte del control de la flora autéctona a través de los TLR, asi
como en la respuesta adaptativa por la expresion de un patron de citoquinas

alterado por parte de algunos tipos celulares.
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Aproximadamente entre el 35-45% de los pacientes con EC caucasicos, a
excepcion de pacientes escandinavos, irlandeses y escoceses, presentan alguna
de las 3 mutaciones de NOD2. En los pacientes japoneses, chinos y en la
poblacion afroamericana no se han identificado variantes de CARD15. Se cree

que CARD1S5 explica alrededor del 20% de la predisposicion genética a la EC.'*

Otros defectos en el reconocimiento y eliminacién de bacterias se han asociado
genéticamente con la Ell. NOD1 se expresa en el epitelio intestinal y al igual que
NOD2 reconoce patrones de expresion bacterianos conservados, activa NFkB y
facilita la apoptosis de células infectadas. Anteriores estudios lo descartaron en
la asociacion con la Ell pero en la actualidad se ha asociado su alteracién con la

aparicion temprana de Ell y con manifestaciones extraintestinales.'”

Las defensinas, péptidos antimicrobianos, concretamente la B-defensinas 2
(HBD2) se ha asociado con determinadas formas de EC coldnica. Un
polimorfismo en el gen que codifica para esta defensinas provoca la
disminucién del nuimero de copias de ésta, lo que conlleva una menor

expresion y el consiguiente déficit en la neutralizacion de patogenos.'®®

Otro ejemplo de la importancia de la inmunidad innata, es la rapida y eficiente
eliminacién de patdgenos intracelulares mediante autofagocitosis. Se ha
asociado la EC a un polimorfismo del gen ATG16L, el cual codifica para una
proteina implicada en la fagocitosis de bacterias intracelulares, que se expresa
en células epiteliales y en linfocitos T y B. Su déficit provocaria una ineficaz
eliminacién de algunas bacterias lo que vuelve a relacionar el desarrollo de EC

con una alteracién de la respuesta frente a la microflora.”®

3.4. Alteraciones de la barrera intestinal

La importancia del mantenimiento de la barrera intestinal estda documentada en

104

varios modelos animales.”" En pacientes de EC se ha observado que la

administraciéon de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) coincide con la
aparicion de brotes debido a que estos compuestos incrementan la

105
L

permeabilidad intestinal.”> Ademas se ha observado que los pacientes con ECy
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CU, asi como parientes de éstos, muestran alteraciones en la permeabilidad

. . . . ) 1
intestinal que se relaciona directamente con un componente genético. 06

La mutacién de NOD2 implicada en el reconocimiento anémalo de bacterias
también estd implicada en la alteracion de la funcidn barrera. Los pacientes con
NOD2 mutado presentan una mayor activacién de NFkB que conlleva la
expresion de un patrén alterado de citoquinas. Estas alteran la expresion de
proteinas que configuran las TJ, actlan sobre la apoptosis y la renovacién del
epitelio, comprometiendo el buen funcionamiento de la permeabilidad
intestinal.*®

El locus IBD5 contiene genes que regulan la funcidn barrera y que se han
asociado a Ell. Concretamente se han asociado dos genes localizados en este
locus que codifican para transportadores catidnicos organicos, OCTN1 vy
OCTN2, y que estan relacionados con el transporte de la carnitina implicada en
el metabolismo de los lipidos. '®° Se ha detectado un polimorfismo en cada uno
de estos genes, el conjunto de los dos polimorfismos forman un haplotipo de
riesgo asociado a EC. Queda por determinar si estos polimorfismos son los
causantes del desarrollo de EC o forman parte de un complejo génico mas

importante.

DLGS es otro gen recientemente asociado al desarrollo de EC e implicado en la
funcién barrera. Se trata de un elemento importante en el mantenimiento de la
polaridad de las células epiteliales del colon. Variantes genéticas de este
elemento pueden alterar la permeabilidad intestinal. Se ha asociado el
desarrollo de EC a un polimorfismo que provoca una  substitucion

aminoacidica, mientras que otro polimorfismo se ha descrito como protector.'®

Otro componente que se ha visto alterado en pacientes con Ell es el moco
intestinal. Las mucinas configuran las caracteristicas viscoelasticas del moco
intestinal, anormalidades en éstas haran al epitelio mas vulnerable a una posible
infeccion.'”” Los pacientes con Ell presentan una disminucion de la secrecion de
mucinas y presentan una mayor adhesion de las bacterias, que podria deberse a
los cambios en el moco intestinal pero también a un cambio en el ecosistema
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bacteriano de estos pacientes. Las mucinas ademéas contribuyen en la
reparacion del tejido dafado, proceso que se ve comprometido en los pacientes

con EJ.1%8

“MultiDrug Resistance gen” (MDR1), inicialmente relacionado con el desarrollo
de cancer, codifica para un componente de un transportador de ATP. Esta
altamente expresado en intestino e interviene en la interaccién huésped-flora y
en el mantenimiento de la homeostasis. Se ha observado en modelos
experimentales que su deficiencia provoca el desarrollo de una colitis similar a
la CU humana. En esta linea, recientemente se han asociado dos polimorfismos
exonicos (C3435T y G2677T/A) de MDR1 al desarrollo de cu®

3.5. Alteraciones inmunolégicas

3.5.1.Inmunidad celular

Una de las caracteristicas de las Ell es el aumento del infiltrado inflamatorio en
la mucosa intestinal. Se ha observado que los pacientes de Ell presentan mayor
cantidad de linfocitos, neutréfilos, macréfagos y células M que los controles
sanos.”® En el inicio de la inflamacion se dan un gran reclutamiento de células
involucradas en la respuesta innata, como neutréfilos y macréfagos.'® Estas
células secretan proteasas, histamina, quimioquinas y citoquinas para, entre
otras cosas, reclutar células de la inmunidad adquirida y combatir al intruso.
Pero estas substancias, en exceso, acaban dafiando la mucosa, alteran la
permeabilidad intestinal y cronifican el proceso inflamatorio.*® El reclutamiento
de todas estas células estd aumentado y se debe en parte a la expresion
diferencial y aumentada de quimioquinas en el tejido inflamado asi como de
sus receptores en los linfocitos de los pacientes con Ell respecto a los controles

inflamatorios.**°

Los linfocitos de los pacientes, ademas de estar aumentados, estan activados y
proliferan mas activamente que los linfocitos de los controles sanos que
presentan el fenotipo naive predominantemente.”> Una novedosa técnica,
MELC “Multi-Epitope-Ligand Cartographie”, que permite el andlisis multiple y
simultaneo de distintos marcadores proteicos que coexpresan 0 no en un
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mismo tipo celular, ha dado nuevas claves de las diferencias celulares de los
pacientes con Ell respecto a los controles asi como entre EC y cu,tt
determinando que los pacientes con EC presentan un aumento de linfocitos T
activados respecto a los pacientes con CU y a los controles. Otro importante
estudio ha observado resultados similares y ha concretado uno de los fenotipos
de las poblaciones que estan alteradas en Ell. Tessa ten Hove y cols.®® han
observado que los linfocitos T CD4" presentan dos subpoblaciones, CD45RB™"
y CD45RB", que se expresan de forma diferencial en la mucosa de pacientes
con Ell y controles sanos, mientras en sangre no se observan diferencias. La
subpoblacién CD45RB"", mayoritariamente de memoria, no muestra diferencias
entre controles sanos y pacientes con IBD, en cambio estos pacientes muestran
un aumento de las células activas, CD45RB™", respecto a las células memoria.
También valoraron la produccion de citoquinas tras activar las células de estos
pacientes. Las células CD45RB" y CD45RB™®" de los pacientes con Ell
conjuntamente expresaron niveles bajos de IL10 y altos de TNFa respecto a los
controles. El papel de estas subpoblaciones en la inflamacién y en procesos de
tolerancia ya se habia descrito en modelos experimentales. La transferencia de
CD45RB™" a animales inmunodeprimidos provoca una inflamacién cronica

low

mientras que si se cotransfiere la poblacion CD45RB
112

esta protege del proceso

inflamatorio o lo retardada.

Ademas de los fenotipos efectores clasicos, Th; y Thy, de la EC y la CU, los
cuales estan aumentados, se ha observado una mayor secrecion de IL17,
caracteristica del fenotipo efector Thy;, en la EILY Otras citoquinas
recientemente descritas IL21, I1L22 e IL23 estan también aumentadas en Ell,
concretamente la IL23 se observa aumenta en zonas inflamadas y no en zonas
inactivas.”” En este sentido, recientemente se han asociado polimorfismos del
IL23R con EC, concretamente alguno de estos polimorfismos parece proteger

contra el desarrollo de EC. **

Este receptor se expresa en la poblacion Thyy
caracterizada por expresar IL23R, IL17, IL21 e IL22. 1L23 estd formada por 2
subunidades p40 y pl9, la expresion de esta ultima citoquina es inducida por

TLR en APC. Esto sugiere que la flora autdctona provocaria un aumento de IL23
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que prepararia un linaje para el muestreo de la luz intestinal en estado de

inflamacion fisiologica.”

La poblacién de células T reguladoras, el estudio de las cuales se basa
mayoritariamente en el analisis del fenotipo CD4"CD25", también esta alterada
en la Ell. Los estudios que no diferencian entre EC y CU observan niveles y
funcionalidad de CD4"CD25" sin diferencias entre controles sanos y pacientes.
En el estudio realizado mediante la técnica de MELC se ha observado que la
poblacién reguladora CD4"CD25" se encuentra aumentada en la CU y no la en
EC.™ En cambio cuando se analiza la poblacién FoxP3* se observa una
disminucidn respecto a los controles no inflamados. Esta disminucion de Ti-Treg
y Treg podria deberse a un fallo en la via de sefializacién del TGFp el cual se
encuentra regulado negativamente por Smad7, molécula que se ha detectado

elevada en la mucosa de pacientes con EIl.¥°

La funcionalidad de linfocitos T reguladores puede verse alterada por una
incorrecta activaciéon de las APC (células M, células dendriticas y macréfagos).
De forma andmala puede inducirse la maduracion de células dendriticas por un
mal funcionamiento de los TLR y de esta manera inducirse la secrecién de IL6 e
IL23, las cuales bloquean la diferenciacion del fenotipo T regulador e inducen el

fenotipo Thy '

Esto podria justificar la acumulacion de células T reguladoras
en la lamina propia de pacientes con CU incapaces de suprimir la inflamacion.'*
Pero ademas implica a los TLR los cuales estan alterados en estos pacientes con
Ell asi como sus células APC. En esta linea se ha observado en modelos animales
e (n vitro que las células dendriticas de pacientes con Ell reconocen
incorrectamente a las bacterias comensales e inducen una respuesta Th; y
posiblemente Thi;, respuestas proinflamatorias normalmente dirigidas a

patdgenos.'®

No solamente existe un fallo en el reconocimiento y procesamiento de los
antigenos por parte de las células dendriticas sino que ademas esta poblacion
celular estd aumentada y se encuentra activada en pacientes con inflamacion

116

activa.” El aumento de la activacion de las células dendriticas se debe al
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aumento de los macréfagos los cuales pueden activar la maduracion de las
células dendriticas.'® Este aumento de células APC activas provoca una excesiva
activacion de linfocitos T que todavia se verd mas reforzada por la activacion
que se inducen desde los enterocitos. En este sentido, se ha observado que las
células epiteliales de pacientes con Ell expresan moléculas coestimuladoras
alternativas (B7h, B7-H1l) que no expresan controles sanos y que activan o

inhiben la proliferacion de celular."’

No existen estudios recientes de la implicacién de las células NK en el
desarrollo de la Ell, y entre los escasos estudios que existen se observan
resultados opuestos. Mientras en CU se observa una actividad citotoxica de NK

d'*® y decrementos™?

normal, en EC se han descritos aumentos de esta activida
en mucosa. Por otra parte, se ha descrito una disminucién de la actividad
citotdxica natural de las células NK en circulacion que parece estar debida a la

.y . . . 12
secrecion de citoquinas por otros tipos celulares.**

Las células NKT y mas concretamente las subpoblaciones iNKT y mNKT
presentes en el intestino son un elemento importante en la respuesta innata.
Esta poblacion celular muestra una dualidad funcional ya que por una parte
participa en la adquisicion de la tolerancia oral y por otra elimina patdgenos. La
alteracion de estas células, documentada en varias enfermedades como
diabetes y esclerosis multiple,"”* provoca la secrecion de importantes
cantidades de citoquinas (IL13, INFy, IL, GMCSF, TNFa, IL17)'*? que pueden
provocar dafo tisular y alteracidn de las células dendriticas y macréfagos con
las que interactUan a través de la interaccion CD1d-TCR. A través de CD1d
también interactian con las células epiteliales intestinales induciendo su
eliminacién por apoptosis. Mientras en algunos estudios se ha observado que
CD1d estd sobreexpresado en la CU, otros no observan diferencias. Un
aumento de la expresion de CD1d en los enterocitos provocaria la activacién de
NKT con la consecuente lisis de estos enterocitos y el aumento de la expresion
de IL13. La suma de estos dos efectos provoca una importante permeabilizacion
del epitelio intestinal. Por otro lado, la ausencia de CD1d provocaria el déficit de

NKT y por lo tanto no se generaria tolerancia."”
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Respecto a las moléculas que presentan antigenos, los /loc/ de los genes que
codifican para HLA se ha asociado a la Ell. Se han asociado distintos haplotipos
de HLA a fenotipos particularmente agresivos de CU y de EC que necesitan
cirugia.”” Ademas, el subtipo HLA-DR" en células CD4"CD25" estd aumentado

en EC.*

3.5.2. Inmunidad humoral

En la Ell se da una produccién exagerada de anticuerpos tanto a nivel sistémico
como en mucosa siendo mas importante en la CU que en la EC. Los pacientes
muestran titulos elevados de anticuerpos séricos contra antigenos de distinto
origen. Estos anticuerpos facilitan el diagnostico en algunos casos de colitis
indeterminadas proporcionando inmunofenotipos de CU y EC. Por ejemplo,
pacientes con EC que muestran valores elevados de IgG e IgA, ASCA vy la
ausencia de pANCA padecen brotes mas agresivos, fistulizantes y fibrosos.”*
(Tabla5).

Tabla 5. Anticuerpos presentes en la enfermedad inflamatoria intestinal

Anticuerpo Reconoce

ECAC, hTM5 Antigenos de células epiteliales de colon
Anti-tropomiosina | Proteinas del citoesqueleto

ASCA Saccharomyces cerevisae

pANCA Antigenos nucleares bacterianos
Anti-+0OmpC E.Coliy Pseudomonas fluorescensicas
CBirl Flagelina

3.6. Alteracion de la apoptosis

Las distintas subpoblaciones efectoras muestran distinta susceptibilidad a la
apoptosis a través de CD95 (FasL), y cuya unién desencadena el proceso
apoptotico. Las células Th; son menos susceptibles a la apoptosis que las Th,,
las células B naive que no se activan mueren por apoptosis en unos dias,
mientras que las NK inducen la apoptosis en células infectadas por virus o de
células tumorales. Citoquinas proinflamatorias como INFy e IL2 activan la
expresion de Fas en células T naivey activadas in vitro mientras que el aporte in
vivo de IL10 disminuye la expresién de Fas inducida por INFy. En CU activa se
ha observado que el infiltrado inflamatorio de células T expresa mas FasL que

en controles y EC. Estos linfocitos pueden interactuar con Fas expresado en los
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enterocitos, induciéndoles la apoptosis y por lo tanto debilitando la funcion

124
barrera.

Otras moléculas implicadas en el proceso apoptdtico también estan alteradas a
distintos niveles en la Ell. La relacion Bcl2/Bax, proteina antiapoptética y
proapoptotica respectivamente, esta elevada en pacientes con Ell, en CU se ha
visto que se debe a una disminucion en la expresion de Bax, mientras que en EC

se observa un aumento de Bcl2.***

Mediante la técnica de MELC se obtienen observaciones complementarias.'*
Los linfocitos T de memoria de los pacientes con Ell presentaron una baja
expresion de proteinas involucradas en la apoptosis (Bax, caspasa 3 y caspasa 8)
asi como un aumento del NFkB activo, lo que confirma la resistencia a la
apoptosis de estas células en pacientes con EC. Otra observacion novedosa de
este estudio es la regulacidn del proceso apoptético diferencial entre células T
naive y memoria, estas poblaciones muestran distinta modulacidén en proteinas
implicadas en la apoptosis, las células T memoria presentan una disminucion de

Bax, caspasa 3y 8 respecto las T naive. '

Otra molécula implicada en la induccion de la apoptosis es el TNF. Diversos
estudios han asociado distintos polimorfismos del gen del TNFa tanto a
complicaciones de la EC, como la respuesta al tratamiento con anti-TNFo.””
Otra proteina de la superfamilia del TNF, TNFSF15, se ha asociado a la Ell,
aunque la funcién de esta proteina estd sin determinar parece ser que esta

implicada en la activacion de NFxB.”

3.7. Patrén inmunolégico de la EC

La EC se caracteriza por una respuesta inmunoldgica polarizada hacia Th; y
Th17, con sobreexpresion de IFNy, TNFa, 1L12, IL18, IL17, IL23 e IL21. En [dmina
propia estos pacientes presentan niveles elevados de T-bet, receptor de la

familia de T-box, implicado en la diferenciacion de T naive a Th;. 80
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La respuesta inmune Th; comienza con la activacion de células T por células
APC. Las células APC exponen los antigenos para presentarlos a los linfocitos T
naive y secretan IL12, la cual interacciona con su receptor localizado en las
células T naive. La interaccion IL12/receptor provoca la activacion del factor de
transcripcion STAT-1 y la expresidn de T-bet que encamina la diferenciacion
hacia Th;. Las células Th; diferenciadas expresan IFNy que aumenta la
sensibilidad de Th; a IL12 y promueve la activacion de macréfagos y la
secrecidon de TNFa. En este mecanismo también intervienen citoquinas descritas
mas recientemente como la IL17, IL18, IL21, IL22 y la IL23 de las cuales sélo se

han descritos parcialmente los mecanismos de actuacion.*®® (Figura 13).

El TNFo favorece el desarrollo y mantenimiento de la inflamacion.®® En este
sentido uno de los principales avances terapéuticos en el tratamiento de
algunas complicaciones de las Ell ha consistido en el bloqueo de esta citoquina

mediante un anticuerpo anti-TNF.*#®

Enfermedad de Crohn

" T Antigenos bacteriands - Giia M

L8

IL- 12 O L2 /
A -
,PM ‘b 7 Th IL-23 Macréfagos
e
lL 6
5O @
Th17

Figura 13. Modelo de la dmamlca celular de
la EC. Fuente: Fantini MC y cols.®

Las células APC parecen ser basicas en el equilibrio que ha de darse en el
intestino, tolerando a los antigenos comensales o inocuos y respondiendo
inmunoldgicamente a aquellos patoldgicos. Estas células activas producen 1L23

e IL6 las cuales estan ampliamente expresadas en EC. La IL6 bloquea la actividad
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de las células T reguladoras de manera que se bloquea la tolerancia y se
favorece la respuesta inmunoldgica activa frente a un antigeno especifico. La IL6
junto al TGFB, que en solitario promueve la diferenciacién de células T
reguladoras, promueven la secrecidon de IL21. Esta citoquina activa la expresidon
del IL23R que al recibir el estimulo de I1L23 culmina la diferenciacién de Th;;. 127
Thy7 se caracteriza por expresar IL17, IL21 e IL22. Los niveles de IL17 se
encuentran elevados en EC y en modelos animales de colitis. La IL21 bloquea la

expresion de FoxP3'*

y participa en el mantenimiento de la inflamacioén, lo que
queda corroborado por estar altamente expresada en linfocitos T activados de
lamina propia en pacientes con EC. ®° No esta claro el papel de Thy; en la EC
pero lo que parece ser importante es el control de la IL6 en el proceso de

equilibrio entre tolerancia/inmunidad.

Otra citoquina clave producida por las células APC es la IL12 la cual comparte
con IL23 una subunidad, IL12 estd formada por p35 y p40 mientras que IL23
esta conformada por p40 y p19. La IL12 se expresa altamente en EC.*° Induce la
diferenciacién de T naive a Th;, regula positivamente la mayoria de modelos
experimentales de colitis, mientras que su neutralizacion mediante anticuerpos
antilL12p40, previene el desarrollo de colitis en modelos animales asi como

. s 12
tiene efectos terapéuticos en humanos. °

TL1A es una molécula regulada positivamente en EC y que se localiza en los
macréfagos de ldmina propia. La interaccién de TL1A con su ligando, DR3,
presente en linfocitos T, provoca el aumento en la expresién de IFNy.% La
produccion de IFNy también se ve aumentada por IL12, IL23, IL6, IL27 e I1L18.”°
IL18 es secretada por células epiteliales y macréfagos. Distintos estudios
muestran niveles elevados de esta citoquina en macréfagos y células epiteliales

de pacientes con EC respecto a la CU y a los obtenidos en controles sanos. *

3.8. Patréon inmunolédgico de la CU

La CU se caracteriza por una respuesta inmune Th, atipica mediada por NKT.*!

Existe una sobreexpresidén de IL5, IL13, entre otras, pero no se observan valores
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aumentados de IL4. Ademas se expresan autoanticuerpos como pANCA y anti-

tropomiosina en el 70% de pacientes con CU.*

La patogenia de la CU se vincula a la penetracion de antigenos a través de la
barrera intestinal, que en individuos susceptibles genéticamente, son
presentados por células APC generandose una respuesta Th;, que incluye células
Ty NKT. Estas células activadas secretan IL13 e IL5 que provocaran inflamacion

y dafio tisular tipico de la CU. (Figura 14).

La gran produccién de autoanticuerpos no los implica de forma primaria en la
etiologia de la CU, pero su produccion es paralela a la sensibilizacién progresiva

del sistema inmune contra autoantigenos.

Colitis ulcerosa
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Figura 14. Modelo de la dinamica celular
de la CU. Fuente: Fantini MC y cols. ®
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4. Factores ambientales relacionados con la enfermedad
inflamatoria intestinal. La grasa dietética.

La aparicién la enfermedad inflamatoria intestinal ha ido acompafiada del
desarrollo de la poblacion mundial. A medida que se ha mejorado el grado de
higiene, la alimentacion, la sanidad, etc, se han erradicado enfermedades
infecciosas y han aparecido enfermedades inflamatorias autoinmumes,
guedando patente la implicacién del factor ambiental sobre el desarrollo de la
enfermedad inflamatoria intestinal, y especialmente de la dieta. Cuando se
analiza con detenimiento la evolucién epidemioldgica de esta enfermedad y
los hébitos alimenticios de las poblaciones con mayores indices de incidencia se
observa un aumento del consumo de grasas de la familia n6 respecto a las

poblaciones que presentan indices de incidencia bajos.
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4. Factores ambientales relacionados con la Ell. La grasa
dietética.

4.1. Incremento de la calidad de vida

Los factores ambientales juegan un papel importante en la Ell tal y como
indican los estudios epidemioldgicos. En el inicio de la caracterizacion de estas
enfermedades parecian tener mayor incidencia sobre la etnia blanca de paises
industrializados, pero se ha visto en los Ultimos aflos que mas que ir unidas a
una etnia o regidn geografica van unidas a un estilo de vida. Un estilo de vida
occidental que incluye un grado de higiene alto, urbanizacién, cambios
alimenticios y mayor sedentarismo, factores todos ellos que afectan a la
configuracion del sistema inmune. Los cambios alimenticios se basan en un
aumento de la ingesta de azlcares, de hidratos de carbono y de grasas asi

como la disminucién del consumo de frutas, verduras y fibra.

El tabaquismo parece ser un factor de riesgo para la EC pero supone un factor
protector para la CU. Seis estudios sugieren que la apendicetomia es un factor
protector frente a la CU, mientras que tan solo 2 estudios lo describen como un
factor de riesgo para la EC. El uso de anticonceptivos orales muestra resultados
también discordantes en distintos estudios. Mientras unos describen un discreto
aumento de riesgo en el desarrollo de la EC y no en la CU, otros describen
aumentos de riesgo en la CU. También existen resultados controvertidos en los
estudios con AINE. Algunos muestran una clara relacién entre consumo AINE y

aparicion Ell, mientras que otros no.”®

La dieta parece ser un factor clave. Grupos étnicos asiaticos y africanos que
presentaban bajas o nulas incidencias de Ell han visto aumentadas éstas al
emigrar a paises occidentales y modificar sus habitos alimentarios. También ha
aumentado la incidencia en paises que han desarrollado una mejora en la
calidad de vida, caracterizada por la urbanizacién, un mayor grado de higiene y

por la globalizacién de los modelos alimentarios occidentales.
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4.2. Influencia de la dieta

La dieta ha sido desde hace mas de 5000 afios el agente terapéutico por
antonomasia. Culturas milenarias como la india, china y japonesa ya utilizaban
especias y otros nutrientes para tratar y curar enfermedades. En la actualidad la
medicina alternativa basada en estas culturas tiene mucho peso en el
tratamiento de enfermedades crénicas como la Ell. Solo hay que hacer una
blusqueda en el pubmed para ver la cantidad de publicaciones que aparecen de
estudios con substancias como el té verde, los polifenoles, boswellia, las cuales

ejercen efectos positivos sobre el tratamiento de distintas dolencias.™*°

Dietas como la japonesa, la esquimal y la mediterrdnea, consideradas dietas
saludables, estdn basadas en el consumo de frutas, verduras y pescado, el cual

131 .
3! Estas dietas se

muestra una buena correlaciéon con una incidencia baja de Ell.
caracterizan por una baja ingesta de grasas saturadas, alta en grasas
monoinsaturadas y balanceada en acidos grasos de las familias n6 y n3, a
diferencia de las dietas occidentales actuales que se caracterizan por ser pobres
en frutas, verduras, legumbres y ricas en grasas saturadas y azlcares. La
relacidon n6/n3 que la "Food and Agriculture Organization” (FAO) recomienda
que sea 5-10:1 en las dietas occidentales es de 15-20:1. Las poblaciones con
estas dietas presentan incidencias altas de enfermedades cardiovasculares,

inflamatorias y cancer."*

4.2.1. Componentes dietéticos

Los hidratos de carbono proporcionan principalmente energia. Ademas a partir
de ellos se sintetizan acidos grasos y colesterol y por lo tanto estdn

involucrados en el metabolismo lipidico.

Las proteinas constituyen el 75% del peso seco de un organismo, aportan la
base para la “construccién” y reparacion de nuestros tejidos. Ademas son
esenciales para el metabolismo. Estan formadas por 20 aminoacidos, 8 de los

cuales son esenciales, tienen que ser adquiridos mediante la dieta.
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Algunos micronutrientes, las vitaminas y los minerales, confieren efectos
antioxidantes, participan en procesos celulares de sinapsis, de transporte, de

catalisis, etc.

La fibra por su parte agrupa elementos no digeribles por los enzimas digestivos
humanos pero si por los de la microflora produciendo acidos grasos de cadena
corta (AGCC) como propionato, acetato y butirato.®® Existen dos tipos de fibras:
solubles, totalmente fermentables por el colon, e insolubles, degradadas
minimamente por el colon. Entre las solubles se encuentran aquellas capaces de
inducir el crecimiento de poblaciones bacterianas especificas y beneficiosas.
Estas fibras se conocen como prebidticos. Sus efectos positivos consisten en
retrasar el vaciamiento gastrico y disminuir el tiempo de transito intestinal. Las
fibras solubles tienen la capacidad de secuestrar sales biliares afectando a la
absorcién de lipidos. La fibra, ademas, aumenta el peristaltismo intestinal,
mecanismo que mejora la funciéon barrera, y disminuye el pH por la
fermentacion. Todo ello provoca el aumento de especies como Lactobacillus y

Bifidobacterias, bacterias beneficiosas, mientras disminuyen Clostridium.*

Las grasas dietéticas y sus componentes, los acidos grasos (AG), forman las
membranas celulares y se utilizan como fuente energética del organismo. En
exceso se almacenan y causan distintas alteraciones cardiovasculares, obesidad,
etc. Los lipidos, ademéds del aporte energético, constituyen membranas
celulares, son precursores de hormonas, acidos biliares y vitaminas (D), aportan

acidos grasos esenciales, etc.

4.3. Terapias de base dietética

Las dietas enterales, alimentacién via gastrica, y parenterales, via intravenosa,
son un tratamiento de eleccion en determinadas situaciones. El uso de dietas
parenterales y enterales persigue la restauracién de las condiciones no
inflamatorias del colon ya que este tipo de tratamiento permite la disminucion
de antigenos presentes en el colon, la no alteracion de la flora autoctona, la
reduccién de la secrecidn pancreatica y biliar, el descanso célico y la mejora del

estado nutricional. Tras el tratamiento se observa una mejora de los parametros
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clinicos inflamatorios, de la histologia y de la actividad de la enfermedad.”* La
principal desventaja es la invasividad del tratamiento, pero ademas en el caso
de la dieta parenteral, se ha observado en modelos animales a los que se
administré este tratamiento durante largos periodos, atrofia del intestino
delgado.”

Las dietas parenterales, sin ser una primera opcion de tratamiento, en algunos
casos concretos como EC refractaria a esteroides puede alcanzar porcentajes de
remision similares a los de pacientes tratados con esteroides. En la CU no hay

evidencias de su efectividad.**

Las dietas enterales pueden ser de dos tipos, elementales y poliméricas. Las
primeras contienen los componentes basicos de la dieta, aminoacidos, glucosa
y triglicéridos de cadena corta. Las poliméricas contienen proteinas, polimeros
de glucosa y triglicéridos de cadena larga. Se han realizado multiples estudios
para distintas enfermedades, variando los distintos componentes de las dietas
enterales (exceso proteico, exceso lipidico, distintos AG, etc) mostrando
resultados controvertidos. Algunas de las dietas complementadas como las
poliméricas con fibra, TGFB o AGCC han resultado tener efectos positivos sobre
la homeostasis colonica en la Ell.>* Respecto a los AG hay mdltiples estudios
donde se observan distintos efectos que comentaremos en los siguientes

apartados.

Conceptos nutricién

Lipidos: conjunto de moléculas organicas heterogéneas quimica y fisioldgicamente.
Estan compuestas principalmente por carbono, hidrogeno y oxigeno. Como Unica
caracteristica comun baja solubilidad como consecuencia de su hidrofobicidad.

Grasas: Subclase de lipidos aunque en la practica los términos lipido y grasa se utilizan
como sinénimos. Grasa se utiliza generalmente para referirse al componente mayoritario
de los lipidos, los triglicéridos que forman el 95% de éstos.

Aceites: se diferencian de las grasas por el punto de fusion. Los aceites son productos
grasos liquidos a 20°C, mientras que las grasas a esa temperatura son solidos o
semisolidos.
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4.4. La grasa dietética

Los AG estan formados por una cadena hidrocarbonada de 4 a 24 atomos de
carbono y un grupo carboxil terminal. Pueden existir en forma libre pero suelen
estar esterificados con glicerol (triglicéridos y fosfolipidos), colesterol o con

otros alcoholes. (Figura 15).

1
o 15 12 9 1COOH /W_—v=\NV\/COOH
@
Acido a-linolénico Acido linoleico

Figura 15. Estructura quimica acidos grasos

En funcidn de si tienen o no dobles enlaces se clasifican en saturados (AGS), sin
dobles enlaces, e insaturados (AGIl) con dobles enlaces. Estos ultimos en funcion
del nimero de enlaces pueden ser monoinsaturados (AGMI) o poliinsaturados

(AGPI). En funcion de la longitud de la cadena hidrocarbonada se clasifican:

- AG cadena corta (AGCC): 4-6 atomos de C
- AG cadena media (AGCM): 8-12 atomos de C
- AG cadena larga (AGCL): 14 o mas atomos de C

La nomenclatura de los acidos grasos sigue la siguiente norma: CX:YnZ, donde
X es el numero de carbonos, Y el nimero de dobles enlaces y Z la posicion del

primer doble enlace.

Tras la ingestion de estos alimentos comienza la digestidon mediante distintas
lipasas, sales biliares y jugos pancreéaticos, que culmina en la formacién de los
quilomicrones en el duodeno, susceptibles de ser asimilados por los

enterocitos, desde donde pasan al sistema linfatico y de aqui a la circulacién.

Ademas del aporte de los AG de la dieta, a excepcion de los esenciales, el resto
de AG se sintetiza en el citoplasma de las células del higado y el tejido adiposo

mayoritariamente, a partir de precursores con la participacién de desaturasas y
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elongasas. El déficit de micronutrientes como vitaminas y minerales puede
afectar a estos enzimas y por lo tanto a la sintesis de los AG. Por otro lado la
biosintesis de acidos grasos a partir de otros no es siempre eficaz lo que

supone que deben adquirirse a través de la dieta. (Figura 16).

Tabla 6. Acidos grasos de la dieta

Estructura Nombre comin Fuente

Acidos grasos saturados

C4:0 Butirico Leche de rumiantes

C6:0 Caproico Leche de rumiantes

C8:0 Caprilico Leche de rumiantes y aceite de coco
C10:0 Caprico Leche de rumiantes y aceite de coco
C12:0 Ladurico Aceite de coco y aceite de nuez de palma
C14:.0 Miristico Aceite de coco, nuez de palma y otros vegetales
C16:0 Palmitico Abundante en todas las grasas

C18:0 Estearico Grasas animales, cacao

C20:0 Araquico Aceite de cacahuete

C22:0 Behénio Ceras

Acidos grasos monoinsaturados

C10;1n1 Caproleico Leche de rumiantes

C12:1n3 Lauroleico Leche de vaca

C16:1n7 Palmitoleico Nuez de macadamia y aceite de pescado
C18:1n7 Vaccenico Grasas de rumiantes

C16:1n9 Oleico Aceites vegetales

C22:1n9 Erucico Aceite de Colza

C20:1n11 Gadoleico Aceite de pescado

C22:1n11 Cetoléico Aceite de pescado

Acidos grasos poliinsaturados

C18:3n3 alLinolénico Soja y otros aceites vegetales
C18:4n3 Estearidénico Aceite de pescado, borraja y onagra
C20:5n3 Eicosapentaenoico (EPA) Aceites de pescado

C22:5n3 Clupanodonico Aceites de pescado

C22:6n3 Docosahexaenoico (DHA)  Araquidonico

C18:2n6 Linoleico Aceites vegetales

C18:3n6 yLinolénico Aceites de pescado

C20:4n6 Araquidénico Aceite de onagra y borraja
C22:4n6 Adrénico Aceites de pescado

C22:5n6 Docosapentaenoico Aceites pescado

C20:3n9 Eicosatrienoico Aceites pescado

4.4.1. Funciones de los acidos grasos

Los AG son importantes principalmente a dos niveles, aportan energia y son
constituyentes de las membranas. Por lo tanto, la dieta tendrad una repercusion
inmediata sobre la composicion y fluidez de las membranas, lo que provoca
cambios en la organizacion de éstas y de proteinas que se encuentran
embebidas en ellas como receptores. Por ejemplo, una asociacion combinatoria
de distintos AG puede generar microheterogeneidades en las membranas

creando microdominios, “Rafts” lipidicos. Diferencias en la composiciéon y en la
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organizacién de los “Rafts” se han asociado con diferencias en la sefalizacion
de linfocitos T y en la interacciéon con APC. Se han observado diferencias en los
“Rafts” de Th;y Th,, asi como modulaciones de la activacion de linfocitos T por

la incorporacion de AG de la familia n3 a las membranas. **

B-Oxidacion
Mitocondria
Acil-CoA (Cn+2)
FAD*
FADH,
Enoil-CoA

H,0

L

3-L-hidroxiacil-CoA
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Figura 16. Sintesis y degradacion de acidos grasos

Los AG son precursores de mensajeros celulares, como las prostaglandinas y
leucotrienos implicados en la inflamacién.”*® Segun deriven de los acidos grasos
n3 o n6 presentaran propiedades diferentes, los primeros son menos potentes

biolégicamente. (Figura 17).

St consideramos la influencia de la dieta sobre el sistema inmune, se ha descrito
que dietas altas en AGS pueden provocar la depresidén de las competencias
innata y adquirida, afectando a la actividad de células como macréfagos, células
dendriticas o linfocitos T y aumentado la posibilidad de infeccion.”*? En
modelos experimentales de colitis inducida por Dextran Sulfato de Sodio (DSS),
los animales alimentados con una dieta de alto contenido en grasas
presentaban mayor susceptibilidad a la colitis ademas de modificaciones de su
poblacion IEL. Se observé un aumento de las células NKT y una disminucion de

las células T reguladoras, desarrolldndose un patrén inflamatorio Th;. Como se
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ha comentado las células NKT contribuyen al desarrollo de la CU, paralelamente
dietas con altos contenidos en grasa se han asociado a riesgo de desarrollo de
CU,> lo que encaja con las observaciones obtenidas de estudios con animales

de experimentacién.

Eicosanoides
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Figura 17. Sintesis de eicosanoides

A nivel de la inmunidad mediada por TLR se ha observado que determinados
lipidos pueden actuar como agonistas o antagonistas de los TLR. Distintos
estudios han demostrado que los AGS pueden activar TLR2, TLR4, tanto via
MyD88 dependiente como independiente, mientras que insaturados inhiben la
sefializacion de TLR.**” Por ejemplo, AGS via TLR4 provocan el aumento de la
expresion in vitro de moléculas coestimuladoras como CD40, CD80, CD86,
MHCII y citoquinas (IL6, I1L12) en células dendriticas, que ven de esta manera
aumentada su capacidad de activar células T. Otro ejemplo de la mediacién de
los acidos grasos en la sefalizacion de los TLR, es la formacién de "Raft”
lipidicos por parte de TLR2 en regiones celulares donde también se expresa

CD36, receptor y transportador celular de acidos grasos.

Por otro lado los AGPI son indispensables para la respuesta inmunitaria. Se

observa que cuando hay déficit de una de las familias n3 o n6 se alteran las
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poblaciones linfocitarias. Cuando se suministra n3 o se afade a cultivos

celulares estos acidos grasos se incorporan en membrana en detrimento de né.

Los acidos grasos también actuan sobre vias de sefalizacidon como la via NF«B.
Distintos estudios muestran evidencia de la capacidad de n3 para inactivar la via
NFkB inhibiendo la fosforilacion de kB, inhibidor de NFxB."*® Otro nivel de
regulacion de NFkB lo realizan los “Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors” (PPAR). Concretamente PPARy reconoce AGPI, heterodimeriza con el
receptor del acido retinoico y se unen a regiones del promotor de
determinados genes. Estos receptores se expresan en el colon y regulan la
inflamacion a través NFxB. La expresidon de PPARy se muestra disminuida en
biopsias de pacientes con CU,*® y los animales que no expresan estos receptores
muestran mayor susceptibilidad a desarrollar colitis tras la administracion de
dextran sulfato de sodio (DSS).**° En la misma linea, mediante un modelo
animal KO para PPARy se ha observado que estos animales desarrollan una
colitis mas agresiva cuando se le induce por DSS. Los neutréfilos y macréfagos
muestran mas receptores de quimioquinas asi como mas expresion de iNOS,
IL1B, es decir una respuesta inflamatoria superior a los animales que expresan
PPARY.M La induccién de estos genes, iNOS e IL1B, también se inducen con

141 . P
/n vitro, en una linea celular de colon, Caco-

administracion de n3 via PPARy.
2, se ha observado que n6 induce la activacion de NFxB asi como ICAM-1,
guimioquina que facilita la ubicacién de macrofagos en el intestino. La

activacion de NFxB por parte de n6 podria darse via PPARy.**

4.4.2. Acidos grasos saturados y la inflamacion intestinal

Los AGCC se obtienen como resultado de la fermentacién de la fibra soluble y
constituyen la principal fuente de energia para los enterocitos. Ademas de los
efectos positivos conferidos por la ingesta de la fibra, regulaciéon de la
maduracién, motilidad y funcién intestinal, los AG reducen el pH intestinal
aumentado ast la absorcién de minerales y dificultando el crecimiento de
enterobacterias y otros patdégenos ademas de intervenir en el metabolismo
lipidico y glucidico. Se han demostrado los efectos antiinflamatorios tanto del

143

butirato como del propionato y acetato.”™ /n vitro se ha visto que aumentan la
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diferenciacion y la apoptosis asi como disminuyen la proliferacién celular.** En
los escasos estudios clinicos realizados se ha observado que la administracion
de enemas rectales de AGCC a pacientes con CU provoca una mejora del estado

inflamatorio.***

En modelos experimentales se observa que la administracion
intracdlica de butirato estimula la reparaciéon tisular, se evidencia la
recuperacién clinica, disminuye la inflamacién y se restablece la absorcién de

electrélitos.*®

Los “Medium Chain Triglycerides” (MCT) son triglicéridos esterificados con
acidos grasos de cadena media. Estos acidos grasos proporcionan facilmente
energia a los enterocitos pero también modulan la respuesta inmunitaria. En
modelos animales de endotoxemia se ha observado que disminuyen la
mortalidad, protegen la mucosa intestinal, disminuyen la actividad
mieloperoxidasa, evitan hemorragias, aumentan la IgA tanto en suero como en

146 Estudios

intestino, disminuyen citoquinas proinflamatorias y aumenta la IL10.
con modelos experimentales de colitis inducida por  acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) muestran valores menos inflamatorios en los

L¥* Ademas los animales

animales a los que se les administra MCT frente a AGC
que reciben MCT muestran un mejor estado nutricional.’® En nuestro
laboratorio pudimos comprobar en un modelo experimental de colitis por
TNBS, como una dieta con MCT exclusivamente en la fraccion lipidica era capaz
de disminuir la produccion de distintos mediadores inflamatorios, de forma
similar a como lo lograba la dieta con acidos grasos n3 y distinta a la dieta con

acidos grasos n6.

In vitro se han realizado escasos estudios con la utilizacidon de MCT pero se ha
observado que inhiben la producciéon de IL8, quimioquina implicada en el

reclutamiento celular.**®

4.4.3. Acidos grasos monoinsaturados

Los AGMI tienen procedencia tanto endégena como exdgena. Son sintetizados
principalmente por el tejido adiposo a partir de acido esteéarico (C18:0) y acido
palmitico (C16:0), formando acido oleico (C18:1n9) y acido palmitoleico

(C1l6:1n7).
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La evaluacion de los AGMI n9 sugiere un efecto similar al de los n3. Sin
embargo, en los estudios que se han realizado no queda claro si el efecto de los
n9 se debe a la disminucion de los AGPI n6 o al efecto positivo de los AGMI
n9.”° En modelos experimentales modulan la respuesta inmune provocando un

descenso de la mortalidad en modelos de endotoxemia o disminuyen el

PL2 En estudios con humanos no se observan los

rechazo de trasplante.
mismos resultados posiblemente debido a la diferencias de dosis, en humanos
la ingestién de AGMI n9 nunca alcanzan los niveles de las dietas experimentales.
No obstante, una elevada ingesta de AGMI n9 provoca una cierta tendencia a la
disminucién de la proliferacion de linfocitos y de la actividad de células NK'y un

descenso en la expresion de moléculas de adhesion en leucocitos.'?

4.4.4. Acidos grasos poliinsaturados

Por su parte los AGCL han sido durante mucho tiempo la fuente lipidica
principal de las dietas parenterales, proveian una fuente calérica segura de AG
esenciales necesarios para el mantenimiento de la funcidon inmune. En la
actualidad estas dietas estan configuradas por distintos AG, AGCL cuyo principal
componente es n6, y por otros AG como los n3 cuyos efectos positivos se han

estudiado ampliamente.™*

Dos de los AGPI, a-linolénico (n3) y linoleico (n6), son esenciales ya que el
organismo no puede sintetizarlos. Los AGPI tienen importantes funciones
bioldgicas, constituyen membranas, participan en sintesis de leucotrienos,
prostaglandinas, etc. El déficit de AGPl compromete la integridad celular y
provoca alteraciones como retraso en el crecimiento, dermatitis,
hipopigmentacion, etc. Su déficit puede ser secundario a la desnutricién
energético-proteinica asociada a la Ell. Mediante un modelo animal que
desarrolla desnutricion energético-proteica, se ha determinado que la
disminucién de los niveles enzimaticos antioxidantes, implicados en la

neutralizacion de productos oxidantes que provocan dafo tisular, puede ser

. - . . , 155
revertida con la administracion de una dieta rica en AG n3 y n6
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Se han realizado estudios clinicos con dietas enterales con distintas fuentes de
AG grasos y distintas proporciones. Aunque todos los estudios no obtienen las
mismas tasas de remisién ni los mismos resultados para EC y CU, en general se
observa que el balance n3/n6 a favor de n3 provoca la disminucion de
citoquinas proinflamatorias asi como de leucotrienos proinflamatorios, mientras
que un balance dietético a favor de n6 supone riesgo de desarrollar EC.**®
Ademas la administracion duodenal de n3 provoca una mejora clinica en los
pacientes.'*® Estos resultados también se han observado en modelos animales
de experimentacion y en cultivos in vitro’ La administracion de n3 en modelos

animales de colitis, TNBS, reduce el dafio tisular.'*®

La mayoria de estudios realizados atribuyen a los AG de la familia n3 cualidades
antiinflamatorias. Inhiben la proliferacion de linfocitos en respuesta a
mitdgenos, inhiben la produccién de citoquinas proinflamatorias y la activacién
de NK, disminuyen la quimiotaxis y la fagocitosis.">> Ademas, distintos estudios
asocian a los AGPI n3 la funcién inhibitoria de la proliferacién de linfocitos

unida a la capacidad de inducir apoptosis.*®

Por su parte, a los AGPI de la familia n6 se les ha atribuido un papel
inflamatorio por distintos motivos ya que su alto consumo estd asociado al
incremento en la incidencia de ciertas enfermedades autoinmunes. En el
transcurso de determinadas enfermedades inflamatorias se detectan niveles
elevados de n6 en plasma y la consecuente sintesis de mediadores con potentes
propiedades vasoactivas, quimiotacticas e inflamatorias.’®* Sin embargo, ciertos
estudios parecen demostrar que  bajas concentraciones de AGPI n6
incrementan determinadas funciones inmunolégicas como la linfoproliferacion
o la respuesta de hipersensibilidad retardada mientras que altas
concentraciones inhiben estas funciones.'®® El conjunto de estos datos indica
gue no se puede atribuir, exclusivamente, una funcién inflamatoria a la familia
de AGPI n6 sino que las concentraciones y los distintos componentes de esta

familia n6 pueden desencadenar distintas funciones.
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5. Modelos experimentales de enfermedad inflamatoria

intestinal

Frente a la complejidad del estudio de los factores implicados en la enfermedad
inflamatoria intestinal los modelos experimentales suponen la posibilidad de
recrear situaciones ambientales controladas, de testar el beneficio o detrimento
de distintos elementos nutricionales, farmacoldgicos, etc. y poder estudiar los
efectos sobre el 6rgano afectado. Por consiguiente los modelos experimentales
suponen una importante herramienta para el estudio de estas enfermedades
siempre siendo conscientes de la limitacién implicita de éstos, se trata de

modelos.
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5. Modelos experimentales de enfermedad inflamatoria

intestinal

Los modelos experimentales representan una aproximacion para el estudio de
la Ell ya que recrean una organizacién completa y compleja como la del ser
humano. Actualmente se dispone de una gran variedad de modelos de
inflamacion intestinal que han contribuido al conocimiento global de estas
enfermedades. No obstante no hay que olvidar que ninguno es ideal

reproduciendo, cada uno de ellos, algunas particularidades de la EIl humana.

Los modelos existentes pueden clasificarse en inducidos por agentes exégenos
y modelos enddgenos que engloban animales que espontaneamente
desarrollan colitis, ratones transgénicos, modelos de transferencia celular en

ratones inmunodeficientes y ratones deficientes en un gen o KO.

5.1. Modelos de colitis experimental inducidos por agentes exégenos

Los agentes exdgenos utilizados (haptenos y acidos organicos) pueden
administrarse de forma oral, mediante una inyeccién transmural, por via
subcutdnea o intrarrectalmente. El proceso inflamatorio intestinal en los
modelos inducidos evoluciona sin aparicidon de nuevos brotes, caracteristicos
de la Ell.

El estudio de estos modelos se ha basado en el analisis de los mecanismos
implicados en la inmunidad innata (APC, neutrdfilos, moléculas del
complemento y citotoxicidad), en la inflamacion inespecifica (eicosanoides,
mieloperoxidasa, citoquinas y radicales libres de oxigeno) y en mecanismos de
reparacion (fibrosis y factores de crecimiento). Estos modelos suelen ser
altamente reproducibles e influenciables por la flora intestinal y por

componentes dietéticos.'*

Los modelos de induccién mas utilizados son la induccién por TNBS o por DSS
ya que permiten estudiar tanto la inflamacién aguda como procesos

inflamatorios mas crénicos.

91



Modelos experimentales

En el caso del TNBS en funcién del animal, rata o ratén, y de la cepa, se generan
colitis variables pero con lesién continua, restringida al coldén distal, con
importantes areas de necrosis y de afectaciéon transmural. La consecucion de
este modelo se debe a la administraciéon de un enema de TNBS disuelto en una
proporcion variable de etanol/agua. El mecanismo patogénico de esta sustancia
se basa en la capacidad del etanol en debilitar la barrera mucosa, lo que
conlleva el contacto entre antigenos luminales coélicos y la lamina propia.
Ademas, el TNBS puede modificar la estructura de proteinas de la superficie
celular uniéndose covalentemente a residuos de lisina y tirosina. Esto provoca
una inmunorreactivaciéon por parte de macréfagos y linfocitos T semejante a
una reaccién de hipersensibilidad retardada por alérgeno. La colitis inducida por
TNBS se asemeja a la EC debido al caracter transmural de las lesiones

intestinales y por la aparicion de granulomas en las zonas de lesion.***

EL DSS es un polimero sulfatado con capacidad citotoxica sobre las células
epiteliales intestinales y los macrofagos, que se administra a los animales de
experimentacién diluido en el agua de beber. La colitis inducida por DSS causa
lesiones colicas similares a la CU. Estas lesiones afectan a la mucosa y
submucosa intestinal con presencia de ulceraciones, més evidentes en el colon
izquierdo, y que progresan distalmente. Si la administracion oral es ciclica los
ratones llegan a desarrollar una colitis crénica que se puede prolongar varias
semanas después del cese de la administracion. El DSS enteral favorece el
aumento de bacterias anaerdbicas Gram negativas, lo que junto con el potencial
erosivo sobre la barrera intestinal y la inapropiada respuesta de los macrofagos

propicia la aparicion de las lesiones intestinales.'®

La flora intestinal tiene una gran influencia en el establecimiento de las lesiones
intestinales en el modelo de DSS y en la cronificacién de la inflamacion

intestinal en el caso del TNBS.*®

En general, los tratamientos con antibidticos,
prebidticos y probidticos consiguen mitigar la capacidad lesiva del TNBS y
DSS.* La administracion dietética de sustancias antioxidantes como vitaminas
o incluso AGPI n3 disminuyen la lesidn coldnica paralelamente con un descenso

en la produccion local de Leucotrieno B, &xido nitrico y de citoquinas
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proinflamatorias.’® Ademas, numerosos estudios han evaluado en los modelos
inducidos de colitis diversas terapias farmacologicas en fases experimentales y

preclinicas.*®

5.2. Modelos endégenos de colitis experimental.

Los modelos enddgenos son portadores de distintas alteraciones genéticas que
predisponen al animal a padecer un proceso inflamatorio intestinal espontaneo
de manifestaciones fenotipicas diversas. Con el desarrollo de técnicas de
manipulacion genética ha habido un aumento exponencial en la aparicion de
estos modelos ya que las posibilidades son numerosas en cuanto a genes

dianas candidatos o implicados en el desarrollo de Ell.

5.2.1. Modelos espontaneos

El ejemplo clasico es el Titli de cabeza de algoddn (Sanguinus oedipus) que
desarrolla una colitis crénica, recurrente e influenciada por el estrés que
padecen en cautividad. Como causas de esta patologia se han sefialado

alteraciones del MHC y en genes relacionados con la produccion de mucinas.'®®

La cepa C3H/HelBir, producto de cruzamientos selectivos de ratones C3H/HeJ,
desarrolla un proceso inflamatorio espontaneo en el colon derecho, con
ulceraciones perianales y en paralelo con la colonizacién bacteriana del
intestino. Se han caracterizado algunos genes (cd14, gbpl, pla2g2a) candidatos
a determinar la susceptibilidad a padecer colitis en los animales C3H/He) Bir'"°

Los ratones SAMP1/Yit presentan de forma espontanea una lesién ileo-cecal de
caracteristicas comunes a la EC. Esta linea de ratones son el resultado del cruce
entre hermanos durante méas de 20 generaciones de la cepa AKR/J. SAMP1/Yit
desarrollan una inflamacién intestinal discontinua trasmural y con presencia de
granulomas y que aparece en el 100% de los animales de 30 semanas de

vida.'®®

Los animales C3H/HelBirnt los animales SAMP1/Yit GF desarrollan inflamacién

intestinal.}’*
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5.2.2. Modelos transgénicos

Las ratas transgénicas que sobreexpresan HLA-B27/B2m muestran un proceso
inflamatorio sistémico de colitis y artritis, principalmente. Ademas, este modelo
es susceptible a los cambios en la ecologia bacteriana del intestino y demuestra
la implicacién del sistema de presentacion antigénica en el desarrollo de

colitis %

Mas recientemente se ha creado un ratdn que sobreexpresa IL7, la cual provoca
una colitis aguda que evoluciona hacia la cronicidad entre las semanas 4 y 12
de edad en el 65% de los animales.®® Se ha demostrado la participacion de las
células epiteliales intestinales productoras de IL7 en la aparicién de la colitis en

este modelo.

El ratdén transgénico STAT4 intenta recrear la activacion de este factor de
transcripcion que de forma fisioldgica se da por accion de la IL12 y que polariza
el proceso inflamatorio hacia el tipo Th; provocando una grave inflamacién ileo
colonica en el animal. El STAT4 se sobreexpresa en las células T CD4" del

infiltrado inflamatorio intestinal de estos ratones.'®®

El ratdn transgénico de la forma mutada del receptor Il del TGF@ desarrolla una
colitis espontanea sélo si los animales son mantenidos en condiciones
convencionales de estabulacion debido al bloqueo de la via de sefalizacion del
TGFB.**

5.2.3. Colitis inducida mediante transferencia de linfocitos.

Existen una serie de animales que carecen de células inmunocompetentes como
los ratones inmunodeficientes SCID vy deficientes para Rag2 (Rag2(-/-)),
portadores de mutaciones que conllevan la ausencia de células T y B
maduras.'®  Estos modelos, completos y complejos, admiten la xeno o
alotransferencia de diversas poblaciones linfocitarias que provocan o regulan la
inflamacién intestinal. La colitis inducida en ratones SCID al reconstituirlos con
células T CD4"RB™" no se produce si se coadministran con células T CD4RB" o
CD8" o si se inoculan células productoras de IL10 y TGFB. Ademas si se les trata
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con anti-TNF o anti-IFN a los animales inmunodeprimidos a los que se les ha
transferidos CD4RB™¥" se da una reduccién en la colitis. Los linfocitos de la
ldmina propia CD4TCRaB” se han relacionado con la patogénesis de la
enfermedad inflamatoria en ratones KO para IL10 y en humanos por inducir un
proceso inflamatorio intestinal de tipo Th; en ratones Rag2(-/-) y SCID.*** En
cualquier caso, en estos animales atimicos es imprescindible la presencia de la

flora intestinal para activar el proceso inflamatorio.*®®

5.2.4. Modelos “Knock out”

Delecciones en genes clave del sistema inmune provocan la aparicion de
diversas formas de enterocolitis espontaneas. Este es el caso de los ratones KO
portadores de mutaciones homozigotas en genes que codifican para
receptores de células T (TCRa, TCRpB, TCRBS) y MHCII. Estos ratones desarrollan
una inflamacién célica hacia el tercer o cuarto mes de vida con ausencia de
ulceraciones y frecuentemente prolapsos anorectales y diarrea no
sanguinolenta. El mecanismo patogénico sugerido podria estar basado en el
descenso en la tolerancia a antigenos dietéticos o microbianos debido a la
incapacidad de las células CD4TCRo(-/-) o CDATCRB(-/-) de suprimir la actividad
de las células B productoras de inmunoglobulinas que, eventualmente,
producirian un ataque de caracteristicas autoinmunes contra el propio epitelio

colénico.'®®

De forma similar, los ratones KO de Ga; desarrollan una pancolitis entre las
semanas 8 y 12 de vida. Las lesiones intestinales son mas graves en el colon
distal y en las etapas mas avanzadas pueden aparecer perforaciones vy
adenocarcinomas intestinales. La familia de proteinas G es esencial en la
transmision citoplasmatica de sefales extracelulares que regulan la maduracion
de células Ty la produccién de TNF. En el colon de ratones KO para Go;; se ha
observado un aumento de células CD4" y una elevada produccién de IgG e
|gM.169

Se han generado varios modelos de ratones con mutaciones en genes de

citoquinas para conocer sus funciones bioldgicas in vivo. Entre estos modelos
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de ratones KO destacan los deficientes para la IL2 y para la IL10 por desarrollar
una enterocolitis espontanea altamente reproducible e influenciable por el
ambiente. Asimismo, ratones portadores de mutaciones que afectan a
moléculas de la via de sefalizacién de la IL10 (STAT3 y CRF2-4) o a la
produccion de TGFB; o TNFa también cursan con inflamacién intestinal. En los
primeros, existe un cierto grado de similitud fenotipica con la enterocolitis de
los ratones deficientes para IL10, mientras que las mutaciones en TGFB; o TNFa

. . . . ;. 1
acaban produciendo un proceso inflamatorio multiorganico.'®

Los ratones IL2 (-/-) sufren un progresivo proceso inflamatorio intestinal con
una elevada mortalidad entre los dos y los tres meses de vida. La colitis se
desarrolla con diarrea crénica, intermitentemente sanguinolenta, y con prolapso
rectal. Las lesiones se distribuyen de forma continua principalmente en el colon
distal, afectando a la mucosa y submucosa. Histolégicamente, presentan
importantes areas de ulceracidn, deplecidon de células mucilaginosas, hiperplasia
y abscesos en las criptas intestinales. La etiologia de la inflamacién intestinal en
ratones IL2 (-/-) es similar a la de los ratones con mutaciones en TCR. En los
ratones IL2 (-/-) la estimulacion antigénica por parte de la flora intestinal no
patdgena es esencial para la aparicion de colitis. Los animales deficientes para
la IL2 muestran similitudes patolégicas con la CU ya que presentan una
respuesta inflamatoria de tipo Th,. En ambas patologias, la mucosa coldnica
contiene un elevado niumero de células T y B activadas y un patrén similar de

. . 1
citoqutnas. 69

Recientemente se han generado dos modelos de colitis espontanea en ratones
KO en los que la alteracidon genética no involucra a genes relacionados con el

162 En el

sistema inmune. Se trata de los modelos de ratén mdrla (-/-) y K8 (-/-).
primero, la deleccion bialélica del gen MDR1 inactiva el sistema de
destoxificacion natural de las células epiteliales intestinales provocando el
acumulo de componentes alimentarios y bacterianos en el epitelio intestinal
que acaba provocando la pérdida de solidez de la barrera intestinal. La
inflamacién puede llegar a extenderse desde el ciego hasta el recto afectando al
100% de los animales entre la semana 6 y 11 de vida. Algo similar ocurre en el

raton K8 (-/-), las cepas viables son extremadamente susceptibles a la atrofia
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epitelial al no expresar querat