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INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion se centra en la caracterizacion de un modelo
experimental de Enfermedad Inflamatoria Intestinal en la rata con el objetivo de aportar
nuevos conocimientos sobre la fisiopatologia de la enfermedad y ensayar nuevas
estrategias terapéuticas. Concretamente, el estudio se ha centrado en la caracterizacion
de los mecanismos responsables de la disfuncion motora provocada por la inflamacién
intestinal, asi como en el papel que juegan estas alteraciones motoras en la cronificacion

del proceso inflamatorio.

La inflamacién intestinal es una de las causas mds frecuentes de patologia
digestiva. Bajo el nombre de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII o IBD, del inglés
Inflammatory Bowel Disease) se agrupan dos enfermedades inflamatorias cronicas y
recidivantes de etiologia desconocida: la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.
Estas enfermedades se caracterizan porque, una vez que se han puesto de manifiesto,
dan lugar a la aparicion espontanea de recaidas, confiriendo a la enfermedad su caracter
crénico de curso impredecible. A pesar de que la investigacion clinica ha permitido
profundizar de modo importante en el conocimiento de la enfermedad, hasta el
momento no existe ningin tipo de tratamiento curativo y/o que prevenga la recidiva.
Por este motivo, es imprescindible el desarrollo de modelos experimentales que
permitan mejorar los conocimientos sobre la fisiopatologia de la enfermedad y asi

disponer de nuevas dianas farmacoldgicas para su tratamiento.

En la etiologia de estas patologias, que ain no se halla completamente definida,
parecen intervenir factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales (Fiocchi, 1998).
Diferentes estudios han demostrado que los antigenos bacterianos presentes en la luz
intestinal podrian desempefiar un papel clave en el desarrollo y/o la perpetuacion de la
EIl en individuos genéticamente predispuestos (McPherson et al., 1996). La integridad
de la funcién de barrera epitelial es indispensable para evitar la excesiva penetracion de
antigenos alimentarios, microorganismos y toxinas bacterianas dentro del epitelio, por
lo que alteraciones a este nivel pueden favorecer la continua estimulacion del sistema

inmunitario y provocar la cronificacion del proceso inflamatorio.

Uno de los signos clinicos de la inflamacién es la pérdida de funcionalidad. En

el caso de la EIl, hay evidencias de que algunos de los sintomas que presentan estos
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pacientes, como son dolor abdominal, retortijones y diarrea, podrian estar relacionados
con una alteracion de la funcidn motora intestinal. No obstante, son pocos los estudios
realizados para valorar la funcién motora o la sensibilidad a los reflejos digestivos en
estos pacientes (Rao et al., 1987; Reddy et al., 1991; Annese et al., 1997), por lo que se
desconoce la implicacion que pueden tener estos desdrdenes en la patogénesis de la

enfermedad.

Debido al importante papel que juegan las bacterias luminales en la patogénesis
de la EII, y teniendo en consideracion que la motilidad intestinal es la principal
reguladora de la carga microbiana (Husebye, 1995) nuestra hipdtesis de trabajo es la
siguiente: la liberacion de mediadores inflamatorios tras un estimulo inflamatorio agudo
produciria una reestructuracion del sistema nervioso entérico que daria lugar a
alteraciones funcionales cronicas, incluyendo cambios en la actividad motora intestinal.
Estas alteraciones de la motilidad podrian facilitar el sobrecrecimiento y la
translocacion de bacterias luminales, perpetuando la agresion antigénica y dando lugar a
la cronificacion de la respuesta inflamatoria.

Seguidamente, para poder entender mejor el trabajo, revisaremos algunos de los
conceptos anatdmicos y fisiologicos del intestino, asi como algunos aspectos
relacionados con la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y los modelos experimentales en
uso. Al mismo tiempo, intentaremos resumir los conocimientos existentes respecto al
efecto de los principales mediadores inflamatorios que han sido evaluados en este

trabajo sobre la funcionalidad motora intestinal.
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Estructura y funcidon del intestino delgado

1.1 Anatomiay fisiologia del tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal de los mamiferos es un érgano de forma tubular que va
desde la boca hasta el ano y donde vacian su contenido toda una serie de glandulas
anexas. De oral a aboral, el tracto gastrointestinal estd formado por: la boca, el es6fago,
el estomago, el intestino delgado (dividido en duodeno, yeyuno e ileon), el intestino

grueso o colon, el recto y el ano.

Histologicamente, se evidencia un plano arquitectonico comun para todo el tracto
gastrointestinal desde el esdfago hasta el ano compuesto por cuatro capas concéntricas
que constituyen la pared de este largo conducto: mucosa, submucosa, muscular y serosa
(figura 1). Estas capas se describen desde el interior hacia el exterior de la luz

gastrointestinal (Gartner & Hiatt, 2002):

e La capa mas interna y en contacto directo con el medio externo es la mucosa, que
estd compuesta por tres capas concéntricas: [1] un revestimiento epitelial con funciones
secretora y absortiva; [2] la [amina propia, formada por tejido conectivo que contiene
glandulas, vasos sanguineos y una gran variedad de células con funciones defensivas y
de comunicacion intercelular y [3] una fina capa de células musculares lisas, la

muscularis mucosae, que separa la mucosa de la submucosa.

e [a submucosa es un componente de tejido conectivo grueso que sostiene
fisicamente la mucosa. En ella encontramos gran cantidad de glandulas de secrecion,
vasos sanguineos, células del sistema inmunitario y el plexo submucoso o de Meissner,

con neuronas que controlan la secrecion.

e La muscular externa estd formada por células musculares lisas distribuidas
estructuralmente en dos capas: la circular, mas interna, y la longitudinal, mas externa.
Entre ambas capas musculares se encuentra el plexo mientérico o de Auerbach, formado
por estructuras nerviosas organizadas en ganglios y haces nerviosos interconectados,

responsables de controlar las funciones motoras del tracto gastrointestinal.

e La serosa (adventicia en el es6fago) es la capa mas alejada de la luz, formada por
una ldmina continua de células epiteliales planas, llamada mesotelio, y por una capa de

tejido conectivo eléstico que la separa de la capa muscular subyacente.
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Serosa
Ilnscularis externa

IvInsculars interma

Subinucosa

Submucous plexus

Figura 1. Anatomia de las diferentes capas que forman el tracto gastrointestinal.
(Christensen, 2001)

La funcién principal del aparato digestivo es permitir que los alimentos
ingeridos puedan ser digeridos y absorbidos para proveer al organismo los nutrientes
necesarios para el mantenimiento general de las funciones corporales, a la vez que
protege frente a la intrusion de agentes nocivos. Estos objetivos se consiguen gracias a
la respuesta integrada de tres sistemas que se hallan ampliamente distribuidos por todo
el organismo: sistema nervioso, sistema inmunitario y sistema endocrino (Meyer, 1985;

Tresguerres, 1992; Gartner & Hiatt, 2002).

De forma muy simplificada, el proceso digestivo se inicia cuando el alimento
entra por la boca, donde es reducido de tamafio gracias a la masticacion y donde se
inicia la digestion gracias a la mezcla con la secrecion salivar. Una vez deglutido, el
alimento es conducido hasta el estdbmago a través del esofago. En el estomago, el bolo
alimenticio es triturado y mezclado con las secreciones gastricas hasta obtener
particulas lo suficientemente pequefas (quimo) como para entrar en el intestino delgado
a través del piloro. En el intestino delgado, las particulas de alimento son digeridas por
diferentes enzimas y absorbidas a través del epitelio intestinal. Las particulas no
digeridas son conducidas hasta el colon, donde se produce la reabsorcion de una

importante cantidad de agua, y finalmente son evacuadas al exterior a través del ano.

Los procesos motores son muy importantes en la funcidon alimenticia, ya que
aseguran una correcta trituraciéon, mezcla y propagacion del contenido a lo largo del

tracto gastrointestinal, asi como la expulsion final de la materia fecal
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1.2 Barrera mucosa intestinal

La mucosa intestinal, que estd en contacto inmediato con el contenido intestinal
(medio externo), debe considerarse como un 6rgano sensitivo y de barrera que facilita la
absorcion de nutrientes al tiempo que protege frente a la intrusion de agentes nocivos,
incluyendo microorganismos, antigenos proteicos y toxinas que entran en el tracto

digestivo con la dieta, o que son producidos por las bacterias que colonizan el intestino.

La lamina propia del intestino delgado presenta toda una serie de evaginaciones
digitiformes conocidas como vellosidades, cuyo objetivo es incrementar la superficie
absortiva del intestino (figura 2) Las vellosidades estdn cubiertas por un epitelio
cilindrico simple formado principalmente por enterocitos absortivos, entre los que se
sitiian células caliciformes productoras de mucus, células enteroendocrinas que liberan
hormonas y células de Paneth productoras de defensinas. El epitelio que recubre los
foliculos linfoides también presenta células M especializadas, que fagocitan y

transportan antigenos luminales hacia la ldmina propia.

intestino delgado

%

Ll oL 7
i,

vellosidad

UL ]

epitelio

lamina propia

muscularis mucosae

célula de Paneth

Figura 2. Esquema de la mucosa intestinal. (Adaptado de Gartner & Hiatt, 2002).

La lamina propia ejerce basicamente funciones de defensa y estructura, ademas

de participar en el transporte de las sustancias absorbidas a nivel intestinal.

La muscularis mucosae interviene en el control de la absorcion y secrecion del
epitelio intestinal, ya que durante la digestion sus fibras musculares se contraen

ritmicamente modificando la extension de las vellosidades (Madara & Trier, 1994).
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1.2.1 Mecanismos defensivos

La mucosa intestinal es continuamente bombardeada por gran variedad de
microorganismos y antigenos proteicos. Para hacer frente a estos agentes nocivos, el
intestino dispone de diferentes sistemas de defensa, incluyendo mecanismos

inmunolégicos y no inmunolégicos.

e Mecanismos de defensa no inmunolégicos
El principal componente estructural que determina la integridad de la barrera
intestinal es el propio epitelio, a través de la formacion de fuertes uniones intercelulares.

Otros componentes que ayudan a preservar la integridad de la barrera intestinal son:

-El glucocéliz, una red formada por mucopolisacarido acido y glicoproteina que
recubre toda la superficie epitelial, donde queda atrapado el mucus producido por las
células caliciformes. Esta capa protege las células epiteliales de la friccion, de la

digestion quimica y evita que se adhieran las bacterias luminales.

-Moléculas con capacidad defensiva, como las defensinas producidas por las células
de Paneth que estan dirigidas contra diferentes tipos de microorganismos, o el intestinal
trefoil factor (ITF) sintetizado por las células caliciformes, que protege el epitelio frente
a una gran variedad de agentes nocivos (toxinas bacterianas, compuestos quimicos,

farmacos) a la vez que juega un papel clave en la restitucion de la mucosa.

-Secrecion de agua e iones que dificultan la adherencia de las bacterias al epitelio, y
enzimas que degradan las macromoléculas presentes en la luz intestinal evitando su

captacion.

A pesar de todos los mecanismos defensivos descritos anteriormente, la barrera
intestinal no previene totalmente el paso de antigenos luminales, bien sea a través del
epitelio por un mecanismo de endocitosis (via transcelular) o a través de las uniones
intercelulares (via paracelular), por lo que es necesario un segundo nivel de control: el

sistema inmune (Perdue, 1999; Farhadi et al., 2003; MacDonald & Monteleone, 2005).

e Mecanismos de defensa inmunologicos

La inmunidad se puede definir como la reaccién del organismo a sustancias
extrafias, incluyendo microorganismos y macromoléculas de naturaleza diversa
(proteinas, polisacaridos), sin consecuencias patoldgicas. Las células y las moléculas

responsables de la inmunidad constituyen el sistema inmune, y su respuesta coordinada
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y colectiva a la entrada de sustancias extrafas es la respuesta inmune, que puede ser de

tipo innato o adquirido (Abbas et al., 1997).

Los componentes celulares de la inmunidad innata (células fagociticas como los
neutrofilos y macrofagos, ademas de otros leucocitos como las células natural killer), se
caracterizan por reaccionar de una manera general, no especifica, frente a diferentes
sustancias. Por contra, los componentes celulares de la inmunidad adquirida o especifica
(linfocitos), son estimulados por la exposicion a un agente especifico (antigeno), y su
respuesta aumenta en magnitud y en capacidad defensiva con cada exposicion sucesiva

al mismo.

En condiciones normales la mucosa intestinal presenta un estado de “inflamacion
fisiolégica” que se manifiesta por la presencia de abundantes leucocitos en los
compartimentos intra y subepitelial, formando parte de una serie de especializaciones
llamadas colectivamente GALT (tejido linfoide asociado al sistema gastrointestinal)
(figura 3). Las células inmunitarias se pueden encontrar en tres compartimentos
diferentes: [1] de manera no organizada en la ldmina propia, donde se incluyen
linfocitos T, células plasmaticas productoras de anticuerpos, células dendriticas,
macrofagos, basofilos, eosindfilos y mastocitos, [2] entre las células epiteliales
(linfocitos intraepiteliales), [3] en foliculos linfoides organizados (placas de Peyer),

donde se incluyen linfocitos T y B.

O COsEme e e g S Macrpphage.
o J: T'g!?l% )N © Intraepithelial 7
N2 o g ;,‘_ lymphocyte T?/

“ % YPeyers ¢ = § 4 _ &
) Peyers = @ . Dendritic _ )
@7 patch D@V T cells ‘;J\::@
ol '8 ’{‘ @
G J @

- ’ IL-10 CD4 cells

. 98 TGFB . |

d-‘td Regulatory Lamina propria

- T cells

Figura 3. Representacion esquematica donde se muestran los principales componentes del

sistema inmune intestinal. (MacDonald & Monteleone, 2005).
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La respuesta inmune especifica frente a agentes extrafos, producida por
linfocitos efectores localizados en la ldmina propia y a nivel intraepitelial, se consigue
gracias a un mecanismo previo de reconocimiento antigénico (induccidén) que tiene

lugar en las placas de Peyer.

El epitelio que recubre las placas de Peyer contiene células M especializadas que
transportan antigenos luminales desde la luz intestinal hasta los foliculos linfoides,
donde son procesados por macréfagos y células dendriticas y después presentados a
linfocitos T locales, que estimulan a su vez linfocitos B. Los linfocitos activados se
diferencian en células efectoras (destinadas a la eliminacioén del antigeno) o en células
de memoria (preparadas para responder a la re-exposicion al antigeno). Cierta
proporcion de estos linfocitos activados migran hacia los ganglios linfaticos
mesentéricos, desde donde pasan a la circulacioén y a localizarse en el MALT (tejido
linfoide no intestinal asociado a la mucosa) y en el GALT, utilizando receptores

especificos y vénulas postcapilares para guiar su localizacion.

Los diferentes tipos de linfocitos se diferencian en células efectoras distintas. La
mayoria de linfocitos T que se localizan a nivel intraepitelial pertenecen al subtipo
CD8+ (citotoxico) que lisa directamente las células que contienen los antigenos
extrafios, mientras que los situados en la lamina propia pertenecen mayoritariamente al
subtipo CD4+ (inductor/colaborador) que secreta citocinas que aumentan las funciones
de los fagocitos y estimulan la respuesta inflamatoria. Los linfocitos B se diferencian en
células plasmaticas que secretan inmunoglobulinas hacia la luz intestinal,
principalmente IgA, que modulan e inhiben la colonizacién bacteriana del epitelio e
impiden la entrada de antigenos luminales solubles (Brandtzaeg et al., 1989; Kagnoff,

1994; Neutra 1998; Salminem et al., 1998; Brandtzaeg, 2002).

El sistema inmune mucoso se halla fuertemente regulado para poder reaccionar
frente a la entrada de agentes patdgenos o sustancias nocivas, a la vez que permanece
inactivo frente a la flora comensal y los antigenos inocuos de la dieta, hecho que se
conoce como tolerancia oral (Mowat, 2003). Hoy en dia todavia se desconoce como es
capaz el sistema inmune de hacer esta discriminacion, pero diferentes estudios han
demostrado que alteraciones en la funcion de la barrera epitelial pueden provocar la
pérdida de tolerancia hacia las bacterias comensales residentes en la luz intestinal y
desencadenar la cronificacion de los procesos inflamatorios (Duchmann et al., 1995, Liu

etal., 1995, McPherson et al., 1996; Schultsz et al., 1999).
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1.2.2 Permeabilidad intestinal

La permeabilidad intestinal es un proceso altamente regulado que limita de
forma selectiva el paso de moléculas, tanto a nivel de los espacios intercelulares como a
través del epitelio. En este punto es importante distinguir entre los conceptos de
absorcion y permeacion, ya que mientras que el primero de ellos hace referencia a un
tipo de transporte mediado por receptor con implicaciones nutricionales, el segundo
hace referencia a la propiedad de la membrana celular de permitir el paso de solutos por

difusion. Es este tltimo concepto el que tiene interés en el contexto de este trabajo.

El paso de moléculas a través de la via paracelular se halla limitado por las
fuertes uniones que se forman entre las zonas apicales de las membranas laterales de las
células epiteliales (tight junctions) (figura 4). Hasta hace relativamente poco tiempo se
creia que estas uniones eran estructuras pasivas que limitaban el paso de todas aquellas
moléculas que superaban un determinado peso molecular. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que las llamadas tight junctions son en realidad complejas
estructuras dindmicas, que se abren o se cierran en respuesta a diferentes estimulos
fisiologicos y patologicos, de forma que restringen de manera selectiva el paso de los

solutos luminales (Balda, 1998; Matter & Balda, 2003).

Figura 4. Microfotografia electronica donde se
puede observar una tight junction entre dos
células epiteliales. (Matter & Balda, 2003).

El paso de moléculas a través de las células epiteliales (permeabilidad
transcelular) se produce por un mecanismo de endocitosis. El evento inicial que
desencadena este proceso es la interaccion entre las moléculas luminales y componentes
de la membrana celular, dando lugar a la invaginacion de la membrana y la formacion
de pequenas vesiculas (endosomas). Tras su captacion, las moléculas incluidas dentro
de los endosomas migran hacia la region supranuclear, donde se unen a lisosomas y son
digeridas enzimaticamente. No obstante, existe una pequeia proporcién de moléculas

que consiguen escapar a la accion de estas enzimas lisosomales, siendo posteriormente
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transportadas al exterior de la célula y liberadas en la ldmina propia por un mecanismo

de exocitosis (Farhadi et al., 2003).

1.2.3 Valoracion de la permeabilidad intestinal: camara de Ussing

La camara de Ussing, una de las herramientas mas utilizadas actualmente en el
estudio in vitro de la funcion de la barrera epitelial, fue inventada en el afio 1950 por
Hans H. Ussing con el objetivo de estudiar el transporte idnico a través de la piel de la
rana (Ussing & Zerhan, 1950). El propdsito inicial que buscé Ussing al disefiar la
camara es simple: aplicar una corriente externa para conseguir que la diferencia de
potencial entre las dos caras de un epitelio sea cero. Bajo estas condiciones, si la
concentracion de un determinado ion es la misma en ambos lados del epitelio y no hay
fuerzas externas que provoquen su transporte, la ratio de su flujo a través de los
compartimentos mucosal/serosal es uno. Al contrario, si el ion es transportado de forma

activa, la ratio de su flujo es diferente a uno (Ussing & Zehram, 1951).

I
- g
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Figura 5. Representacion esquematica de una cdmara de Ussing. (Hug, 2002).

El disefio actual de la camara de Ussing se muestra en la figura 5. Cada cdmara
consta de dos piezas separadas que permiten colocar, entre ambas, un epitelio aislado y
crear dos compartimientos (mucosal/serosal). La cdmara estd conectada a un reservorio
en el que se introduce solucidon nutritiva, permitiendo la continua perfusion del tejido.
Dos pares de electrodos permiten medir la diferencia de potencial (ddp) entre ambas
caras e inyectar la intensidad de corriente necesaria para conseguir que la ddp sea cero

(corriente de cortocircuito).
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Los parametros mas frecuentemente evaluados son la corriente de cortocircuito
(Isc), un reflejo del transporte activo de iones a través del epitelio (Holtug et al., 1996), y
la resistencia transepitelial (TER). El paso neto de iones y moléculas de bajo peso
molecular a través de las tight junctions esta directamente relacionado con la inversa de
la resistencia (conductancia) por lo que este parametro se considera un indicador de la

permeabilidad paracelular (Karnaky, 1992).

Ademés de permitir la medicion de diferentes paradmetros eléctricos, las camaras
de Ussing se utilizan para determinar el grado de permeacion de moléculas de diferente
tamafio a través de la barrera epitelial. (Sun et al., 1998). Para poder monitorizar su
movimiento, estas moléculas (tracers) suelen estar marcados con fluorescencia (ej.
FITC-dextrano) o radiactivamente (ej. *ICr-EDTA, *H-manitol). Otra opcion consiste en
utilizar proteinas que pueden ser facilmente detectadas mediante técnicas enzimaticas,

como la peroxidasa del rabano (horseradish peroxidase, HRP).

1.3 Control nervioso del intestino delgado

La compleja integracion de la funcién gastrointestinal estd controlada en primer
lugar por neuronas intrinsecas del tracto digestivo, que constituyen el denominado
sistema nervioso entérico (SNE). Aunque estas neuronas son responsables de la
actividad refleja del sistema en ausencia de inputs procedentes del sistema nervioso
central (SNC), también reciben influencia de vias nerviosas procedentes del sistema
nervioso autébnomo (simpatico y parasimpatico), formando conjuntamente un sistema

coordinado e integrado de regulacion funcional.

1.3.1 Inervacion intrinseca

El SNE es una estructura altamente compleja, cuyas caracteristicas morfoldgicas y
funcionales lo hacen muy semejante al sistema nervioso central, por lo que también se

le conoce como “el cerebro del intestino” (Gershon, 1998).

El SNE esta formado por unos 100 millones de neuronas rodeadas de un tipo de
células especiales, llamadas células gliales entéricas, que les sirven de apoyo y
proteccion ademas de proveerles nutrientes (Ruhl et al., 2004). Los cuerpos celulares de
las neuronas entéricas se agrupan en dos grandes plexos ganglionares interconectados
mediante fibras nerviosas: el plexo submucoso o de Meissner, situado en la submucosa,

siendo sélo prominente a nivel intestinal, y el plexo mientérico o de Auerbach, situado

11
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entre las capas musculares circular y longitudinal de todo el tracto digestivo (figura 6).
La principal funcion de las neuronas del plexo mientérico es la de controlar la motilidad
de todo el tracto gastrointestinal (Costa & Brookes, 1994; Olsson & Holmgren, 2001).
Al contrario, el plexo submucoso juega un papel importante en el control de la
absorcion y secrecion de agua e iones a través del epitelio intestinal, reflejos endocrinos
y aporte sanguineo de la mucosa (Cooke & Reddix, 1994; Surprenant, 1994). En el
intestino existe un tercer plexo aganglionar situado en la profundidad de la musculatura
circular, el plexo muscular profundo, formado por fibras nerviosas que intervienen en la

regulacion de la neurotransmision inhibitoria a nivel local (Kunze & Furness, 1999).

Las neuronas del SNE pueden agruparse en tres categorias de acuerdo con su
funcionalidad: neuronas sensitivas, interneuronas y motoneuronas (Furness, 2000).
Estos tipos neuronales son elementos esenciales para la existencia de arcos reflejos
intrinsecos independientes de un control central. De manera esquematica, los reflejos
entéricos se inician cuando los diferentes estimulos captados por las terminaciones
sensitivas se transforman en potenciales de accidon que se transmiten a las interneuronas
localizadas en los ganglios entéricos, donde son procesados e integrados. La activacion
de neuronas motoras especificas da lugar a una respuesta (excitatoria o inhibitoria) en
los sistemas finales efectores, donde se incluyen las células epiteliales, la muscularis
mucosae, los vasos sanguineos, las capas musculares externas y las glandulas secretoras

localizadas en la submucosa (Kunze & Furness, 1999; Furness et al, 2004).

e Neuronas sensitivas

Las neuronas sensoriales intrinsecas reciben el nombre de IPANs (intrinsic primary
afferent neurons). Los cuerpos celulares de estas neuronas se localizan tanto a nivel del
plexo mientérico como del plexo submucoso, mientras que las areas receptivas se
localizan principalmente en la musculatura de la pared y en la mucosa. Las
terminaciones libres de estas neuronas tienen receptores capaces de responder a
estimulos quimicos, térmicos o mecanicos, transformando cambios de energia en
sefiales eléctricas. A nivel del plexo mientérico se ha visto que, ademas de hacer
sinapsis con interneuronas, las IPANs estan conectadas entre ellas formando una red
funcional que responde simultineamente ante un mismo estimulo, amplificando asi la

respuesta refleja (Furness et al., 2004).

Un segundo tipo de neurona sensitiva cuyo cuerpo celular se localiza a nivel del

plexo mientérico son las denominadas neuronas intestinofugales (IFANs) (Sharkey et
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al., 1998; Szurszewski et al., 2002). Mientras que las IPANs estan involucradas en el
control de reflejos nerviosos locales, las neuronas intestinofugales establecen sinapsis
con neuronas simpaticas a nivel de los ganglios prevertebrales, por lo que intervienen en
el control de reflejos entero-entéricos entre diferentes regiones del tracto gastrointestinal

(Furness, 2006).

e Interneuronas

Las interneuronas del plexo mientérico mantienen multiples conexiones entre si,
formando largas cadenas en sentido oral (ascendentes) y aboral (descendentes) a lo
largo de todo el tracto intestinal. Estos circuitos son capaces de descifrar y procesar la
informacion proveniente de las neuronas sensoriales y generar programas de respuestas
reflejas motoras mediante la activacion de motoneuronas (Furness et al., 2004).
e Motoneuronas

Las neuronas motoras son el brazo efector del sistema que transmite las senales,
estimulantes o inhibidoras, a los distintos efectores. Las neuronas responsables del
control de los reflejos motores intrinsecos se localizan a nivel del plexo mientérico e
inervan a ambas capas musculares. Tras la aplicacion de un estimulo eléctrico apropiado
se produce la despolarizaciéon neural (mediada por canales de sodio operados por
voltaje) y la liberacion de neurotransmisores debido a la entrada de calcio a través de los
terminales nerviosos. La interaccidon neurotransmisor-receptor muscular provoca toda
una serie de cambios intracelulares en la célula muscular que pueden dar lugar a
cambios en su potencial de membrana. El efecto final pude ser una despolarizacion, que
da lugar a la contraccion celular, o una hiperpolarizacion, que provoca la relajacion de

la célula (North, 1982; Galligan, 1998; Lecci et al., 2002).

Hasta la fecha, han sido identificadas mas de 25 sustancias capaces de actuar como
neurotransmisores (NT) en las neuronas del tracto gastrointestinal, pudiendo ser de
naturaleza tan diversa como aminas, aminoacidos, purinas, gases o péptidos. Los NT
excitadores mas importantes en la regulacion de la funcion motora son la acetilcolina
(ACh) y las taquiquininas (SP, neuroquinina A y B) (Yunker et al., 1999), mientras que
los principales NT inhibidores son el 6xido nitrico (NO), el ATP y los péptidos VIP,
PACAP y CGRP (Vanneste et al.,, 2004). Otros NT descritos a nivel intestinal

participarian como co-transmisores o como moduladores de los citados anteriormente.

Mientras que la mayoria de las motoneuronas que inervan la capa muscular

longitudinal son excitadoras, en la capa muscular circular existe un predominio de la
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inervacion inhibitoria. Este hecho da lugar al fenomeno conocido como “tono

inhibitorio” que afecta a la capa circular y que tiene un significado funcional muy

importante, ya que la disminucién del tono muscular favorece el transito intestinal.

En la siguiente tabla se resumen los diferentes tipos de neuronas efectoras

localizadas en el intestino de la rata (adaptado de Furness, 2000):

2. Motoneurona
inhibitoria

3. Secretomotora
vasodilatadora

4. Secretomotora

5. Motoneurona

muscularis mucosae

células epiteliales,
glandulas (mucosa)

vasos sanguineos
submucosa

células epiteliales,
glandulas (mucosa)

células endocrinas

tipo de neurona efector principal NT otros NT efecto
plexo mientérico
1. Motoneurona  musculo circular ACh taquiquininas (SP, contraccion
excitatoria musculo longitudinal neurokinin A) muscular
asculo circul ATP, VIP, PACAP .,
2. Mo?opeu.rona ml}scu © 01rcu. ar . NO » VIP, PACAP, relajacion muscular
inhibitoria musculo longitudinal CGRP, CO
plexo submucoso
I Mot.oneu.rona muscularis mucosae ACh ? contraccion
excitatoria muscular

NO, ATP, VIP, PACAP, CGRP, CO

tipo A: colinérgicas. Principal NT:
acetilcolina. Otros NT: calretinina
tipo B: no-colinérgicas. Principal NT:
VIP. Otros NT: ?

ACh

variable en funcion de la célula involucrada

NPY

relajacion muscular

secrecion de agua 'y
electrolitos

vasodilatacion

secrecion de agua 'y
electrolitos

Como puede observarse en la tabla anterior, la acetilcolina y el NO son los

principales neurotransmisores involucrados en la contraccion y en la relajacion

respectivamente del musculo liso intestinal en la rata. Por este motivo, y tal como

veremos mas adelante, en nuestros estudios hemos utilizado la respuesta motora tras la

administracion de L-NNA (un inhibidor de la sintesis de NO) o atropina (un inhibidor

de los receptores colinérgicos) como parametro para evaluar el estado del tono

inhibitorio y excitatorio intestinal, respectivamente.
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tronco del

médula toraco-

médula sacra

encéfalo

lumbar (D1-L5)

(S1-55)

Haz espino-
talamico

Haz espino-
talamico

GRD

nervio esplacnico GPV

GRD

nervio pelviano

A. INERVACION EXTRINSECA

Aferentes vagales y sacras
Eferentes vagales y sacras
Aferentes espinales

Eferentes simpaticas

nervio vago

GSPV

—————

B. INERVACION INTRINSECA 4

capa muscular longitudinal

Figura 6. Inervacion del tracto gastrointestinal. A: Vias aferentes y eferentes de los sistemas

simpatico y parasimpatico que regulan la funcion gastrointestinal. B: Distribucion de los plexos

nerviosos entéricos en el tracto gastrointestinal. CDV, complejo dorsal vagal; NDV, nucleo

dorsal del vago; NTS, nucleo del tracto solitario; GSPV, cadena simpatica paravertebral; GN,

ganglio nodoso; GP, ganglio pélvico; GPV, ganglios prevertebrales (celiaco, mesentérico

superior ¢ inferior y pélvico); GRD, ganglio de la raiz dorsal. (Adaptado de Furness & Costa,

1987).
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1.4.1 Inervacion extrinseca

La inervacion extrinseca del intestino delgado procede del sistema nervioso
autébnomo o visceral. Tanto el sistema nervioso parasimpatico como el simpatico
contienen fibras aferentes sensitivas que transmiten informacién al SNC, y fibras

eferentes motoras que inervan los 6rganos efectores (figura 6).

e Inervacion vagal (parasimpatico)

El nervio vago es el principal nexo de union entre el sistema nervioso central y
entérico involucrado en la regulacion de la funcion gastrointestinal.

-Fibras aferentes vagales: La via aferente representa el 80-90% de todas las fibras
del nervio vago. Son fibras amielinicas cuyos cuerpos celulares se encuentran en el
ganglio nodoso y sus axones terminan en el nucleo del tracto solitario (NTS) situado en
el tronco del encéfalo. En este nucleo convergen impulsos somaticos y viscerales de
diferentes partes del organismo, contribuyendo a la integracion de la informacion
somatica y visceral (Grundy, 2002). Las fibras sensitivas aferentes se distribuyen
abundantemente por todo el recorrido intestinal y proyectan terminaciones a todas las
capas de la pared intestinal. Estas terminaciones pueden responder a estimulos
quimicos, mecanicos u hormonales y, aunque envian la informacion al SNC, se ha visto
que también pueden activar de forma refleja las vias eferentes motoras. Un buen
ejemplo seria la mayor parte de acciones motoras intestinales que se desencadenan tras
la secrecion postpandrial de colecistoquinina (CCK) y que son mediadas a través de un
reflejo vago-vagal. Es por esto, tal como veremos mas adelante, que en nuestros
estudios hemos utilizado la respuesta motora a la administracion de CCK exdgena como

parametro para evaluar el estado de estos circuitos durante la inflamacién intestinal.

-Fibras eferentes vagales: La via eferente que va al intestino nace del nicleo motor
dorsal del vago (NDV) situado en el tronco del encéfalo. Son fibras colinérgicas que no
inervan directamente los efectores, sino que se proyectan hacia los ganglios del plexo
mientérico, donde hacen sinapsis con las interneuronas exitatorias e inhibitorias. Esto
explica que un nimero relativamente bajo de fibras eferentes (10-20% del total de fibras
vagales) tenga efectos sobre un area tan extensa, influyendo de manera simultdnea en
cambios de la motilidad, secrecion y microcirculacion intestinal. El efecto basico de la
estimulacién parasimpatica es un incremento general de la actividad intestinal, tanto

motora como secretora (Berthoud et al., 1995).
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e Inervacion espinal (simpatica)

-Fibras aferentes espinales: La via aferente simpatica tiene sus cuerpos celulares en
el ganglio de la raiz dorsal, en la porcion toracica de la médula espinal, y su proyeccion
central termina en el asta posterior de la médula espinal. Ademas de transmitir
informacion visceral al SNC, estas neuronas también pueden actuar de forma directa
sobre sistemas efectores gastrointestinales proximos, mediante la realizacion de sinapsis
con fibras eferentes motoras en los ganglios prevertebrales (Grundy, 2002; Szurszewski
etal., 2002).

-Fibras eferentes espinales: Los fibras pre-ganglionares simpaticas (colinérgicas)
que van hacia el intestino tienen sus cuerpos celulares en los segmentos espinales T5-
TI11 y envian sus axones hacia los ganglios prevertebrales celiaco y mesentérico
superior, donde hacen sinapsis con las neuronas post-ganglionares (noradrenérgicas).
Las fibras nerviosas pueden terminar directamente en las estructuras efectoras (vasos
sanguineos, glandulas) o hacer sinapsis con las interneuronas del plexo mientérico. El
efecto basico de la estimulacion simpdtica a nivel intestinal es una inhibicién general,

tanto de la secrecion como de la motilidad (Gershon et al., 1994; Renehan et al., 1995).

1.4 Motilidad intestinal

Podriamos definir la motilidad intestinal como el conjunto de contracciones
coordinadas de las capas musculares del intestino que permiten llevar a cabo la
digestion de los alimentos, la asimilacion de los nutrientes y la eliminacion de los
residuos no digeridos. Toda esta complejidad motora estd coordinada por las
propiedades intrinsecas de la célula muscular lisa del intestino, por la actividad eléctrica
biogénica de las células intersticiales de Cajal (ICCs), por el SNE, por influencias

nerviosas extrinsecas y por acciones hormonales e inmunitarias (Granger et al., 1985).

1.4.1 Actividad marcapasos y ondas lentas

Las células musculares lisas intestinales presentan una propiedad eléctrica intrinseca
que consiste en la oscilacion ciclica de su potencial de membrana: son las denominadas
ondas lentas (Makhlouf, 1994). La actividad contréctil intestinal estd determinada por
esta actividad eléctrica, de manera que siempre que la célula se despolariza por encima
de un determinado umbral de descarga se produce un potencial de accion “en espiga” y
la activacion de los mecanismos involucrados en el proceso de acoplamiento excitacion-

contraccion, con la consiguiente contraccion de la célula muscular (figura 7).
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El proceso de acoplamiento excitacidn-contraccion es debido al incremento de los
niveles de calcio intracelular y la formacién del complejo Ca**-calmodulina que activa
quinasas involucradas en la fosforilacion de proteinas contractiles (Bolton et al., 1999).
Los principales mecanismos involucrados en este aumento son [1] la entrada de calcio a
través de la apertura de los canales de Ca*" operados por voltaje tipo-L, y [2] la
liberacion de calcio desde las reservas intracelulares (reticulo sarcoplasmatico y

mitocondrias).

ELECTRICAL Recordings

— Electrical Threshold:

SLOW WAVES
MECHANICAL Recordings
MUSCULAR
f\ n CONTRACTION]

Figura 7. Relacion entre actividad eléctrica (ondas lentas) y actividad contractil del

musculo liso gastrointestinal. (Adaptado de Sarna, 1989).

A pesar de que las contracciones y relajaciones del misculo liso gastrointestinal son
debidas a la actividad de sus células musculares, numerosas evidencias sugieren que el
origen y frecuencia de las ondas lentas depende de la actividad ritmica (marcapasos) de
las células intersticiales de Cajal. Concretamente, en el caso del intestino delgado, se
cree que son las ICCs localizadas en el plexo mientérico las responsables de esta
actividad marcapasos (Liu et al., 1994; Huizinga et al., 1995; Rumessen & Thuneberg,
1996).

1.4.2 Patrones de motilidad intestinal

Los diferentes patrones de motilidad intestinal, que se caracterizan por presentar
unas propiedades motoras, secretoras y vasculares estereotipadas, estan determinados
por la activacion de programas motores especificos que se encuentran almacenados en

los microcircuitos neurales del sistema nervioso entérico (Wood, 2004).

Los patrones motores pueden clasificarse en: [1] patrones interdigestivos, donde se

incluye el complejo motor migratorio, [2] patrones digestivos, entre los que se incluyen
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el reflejo peristaltico y los movimientos de segmentacion, y [3] patrones defensivos,
entre los que se incluyen la motilidad retrégrada durante la emesis y las contracciones

migratorias gigantes.
e Patrén interdigestivo

En los periodos interdigestivos o de ayuno, se da un patron de actividad motora ciclica
conocido como complejo motor migratorio (MMC) (figura 8). Esta actividad motora,
que en el caso de la rata se repite cada 15-20 minutos (Ruckebusch, 1977), se inicia
practicamente de manera simultinea en el estdmago y en duodeno, y se propaga en
sentido aboral a lo largo de todo el intestino delgado. Los MMCs poseen tres fases de
actividad eléctrica/motora bien definidas: una primera fase, llamada fase I, donde se
produce un silencio eléctrico con ausencia de actividad motora; una segunda fase, o fase
II, en la cual aparece una actividad eléctrica irregular asociada a pequeias
contracciones; y una tercera fase, o fase IlI, en la que aparece una actividad eléctrica
regular asociada a la aparicion de una intensa actividad motora y de gran capacidad

propulsora (Telford & Sarna, 1991).

Elecirode 1 (mV)

Elecirede 2 (mV)

Figura 8. Registro electromiografico mostrando la actividad mioeléctrica intestinal en fase
de ayunas en rata. Eléctrodos implantados en [1] duodeno y [2] yeyuno, respectivamente.
(Adaptado de Lesniewska et al., 2006).

La principal funcion de estos complejos migratorios podria ser la de evitar paradas
completas del sistema gastrointestinal durante periodos prolongados de tiempo, que
pudieran permitir proliferaciones bacterianas indeseables (Telford & Sarna, 1991;
Nieuwenhuijs et al., 1998). Corroborando esta hipotesis, diferentes estudios han
demostrado una estrecha correlacién entre alteraciones en este patrén motor y un
incremento de determinadas bacterias luminales normalmente ausentes en el tracto

gastrointestinal superior (Husebye et al., 1995; Stotzer et al., 1996).
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Aunque el desarrollo y propagacion de los MMCs a lo largo del intestino estd
coordinada por el SNE (Galligan et al., 1989; Frantzides et al., 1990), su frecuencia esta
modulada por la inervacioén extrinseca (Torsoli & Severi, 1993). Diferentes péptidos
gastrointestinales y otros mensajeros celulares también modulan los MMCs. Por
ejemplo, la CCK liberada en situacion postpandrial provoca la disrupcion de este patron
motor a través de la activacion de un reflejo vago-vagal (Rodriguez-Membrilla et al.,
1995a). Este mecanismo inhibitorio es NO-dependiente, ya que los inhibidores de la
sintesis de NO bloquean la disrupciéon de los MMCs en situacion postpandrial
(Rodriguez-Membrilla et al., 1995b). Otros estudios también han demostrado la
importancia de este neurotransmisor inhibitorio en la génesis del MMC: mientras que
algunas hormonas capaces de inducir fases III como la somatostatina o los opioides,
inhiben la sintesis de NO en el intestino delgado (Jiménez et al., 1995; Vergara et al.,
1995), los donadores de NO inducen la disrupcion de los MMCs (Rodriguez-Membrilla
et al., 1995b)

e Patron digestivo

Como puede observarse (figura 9), la ingestion de alimentos desorganiza el patron
de ayuno, interrumpiendo los complejos motores migratorios y dando lugar a un patrén
nuevo caracterizado por contracciones fasicas irregulares e intermitentes. Estas
contracciones se pueden clasificar en contracciones de segmentacion, cuya finalidad es
mezclar el bolo alimenticio para facilitar la digestion y absorcidon de los nutrientes, y en
contracciones peristalticas que tienen como finalidad la propulsion del contenido

luminal en sentido aboral.

alimento

—_— 100 pv

Figura 9. Registro electromiogréafico de la actividad eléctrica intestinal de una rata en

ayunas. Desorganizacion de los MMCs tras la administracion de comida. E1, E2, E3:

eléctrodos implantados a 2, 12 y 22 cm del ligamento de Treitz. (Juanola, 1999).
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El reflejo peristéltico, estudiado por primera vez en el afio 1899 por Bayliss &
Starling, es el conjunto de movimientos coordinados de las capas musculares del
intestino, y que tiene como finalidad propulsar el contenido luminal en sentido aboral. A
pesar de su complejidad, se ha visto que esta totalmente controlado y regulado por el
SNE, manteniéndose intacto en segmentos aislados de intestino (Bayliss & Starling,
1899; Furness et al., 1995). El reflejo peristaltico basico es el resultado de una serie de
reflejos locales, cada uno de los cuales consiste en una primera contraccion del musculo
intestinal situado por encima de un estimulo intraluminal, que suele ser la distension
mecanica ejercida por el bolo, seguida de la relajacion del musculo localizado por
debajo del estimulo (figura 10). La suma de estos efectos provoca la propulsion del
contenido en direccion anterograda, y conforme el bolo avanza desencadena sucesivos

reflejos (Grider & Jin, 1994; Kunze & Furness, 1999).

neurona aferente primaria

interneurona
descendente
interneurona
ascendente
neurona motora
inhibidora
neurona motora (NO, VIP, ATP)
excitadora
(SP o Ach)
- -ﬁ-":l:-':é "
CONTRACCION ikl RELAJACION
ASCENDENTE estimulo DESCENDENTE
intraluminal

Figura 10. Esquema representando los componentes ascendente y descendente del reflejo
peristaltico. El estimulo quimico de la mucosa o la distension mecanica de la luz intestinal
dispara la actividad de las neuronas aferentes primarias. Estas activan a su vez interneuronas
colinérgicas en sentido oral, las cuales estimulan neuronas motoras excitadoras que liberan Ach
o SP, provocando asi la contraccion de la capa del musculo circular que esta por encima del
estimulo (contraccion ascendente). Simultaneamente, por debajo del estimulo, las interneuronas
colinérgicas descendentes activan neuronas motoras inhibidoras que contienen NO, VIP o ATP
y producen la relajacion muscular (relajacion descendente). El conjunto de estos efectos permite

el avance del bolo intraluminal. (Hansen, 2003).
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En este trabajo, y como veremos detalladamente mas adelante, hemos utilizado
la estimulacién eléctrica intraluminal para desencadenar este reflejo, analizar la
contraccion ascendente de la capa muscular circular y evaluar asi el estado de los

reflejos controlados por la inervacion intrinseca.
e Patrones defensivos

La activacion del sistema inmune provoca toda una serie de cambios adaptativos en
los patrones motores considerados “fisiologicos” (Word, 2004). Por ejemplo, mientras
que la inflamacion provoca la supresion de las contracciones fasicas asociadas a los
patrones motores digestivo y postpandrial, también incrementa la frecuencia de la
actividad motora propulsiva, dando lugar a la aparicion de dos nuevos patrones
“patologicos”, las giant migrating contractions (GMCs) y las retrograde giant
contractions (GRCs).

-GRCs: Este patron motor se activa en el tracto gastrointestinal superior en
respuesta a factores percibidos como potencialmente nocivos, y se caracteriza por una
intensa actividad propulsora en sentido retrégrado, dando lugar a su eliminacion por via

oral a través del vomito.

-GMC:s: Este patron motor se caracteriza por un incremento en la secrecion de agua
y electrolitos asociado a una intensa actividad propulsora, cuyo objetivo es la
eliminacion por via fecal de componentes intraluminales percibidos como
potencialmente nocivos. Las GMCs son contracciones ultrapropulsivas que se propagan
rapidamente y de forma interrumpida desde su punto de origen en el intestino delgado
hasta el ileon terminal, produciendo un movimiento en masa del contenido intestinal y
un incremento de la carga osmética colonica, por lo que juegan un papel clave en la
aparicion de dolor abdominal y diarrea asociados al proceso inflamatorio (Jouét &

Sarna, 1996; Sarna, 2003)
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La respuesta intestinal a la agresion: Inflamacién

2.1 Generalidades

La inflamacion constituye el mecanismo defensivo mas importante del organismo
contra una agresion, cualquiera que sea su origen. Se trata de una respuesta inespecifica
de carécter protector, cuyo objetivo ultimo es eliminar del organismo la causa inicial de

una lesion celular asi como de las células y restos tisulares necroticos.

De manera generalizada, los procesos inflamatorios pueden subdividirse en agudos

y cronicos (Weissman, 1992; Collins, 1999):

-La reaccion inflamatoria aguda es un fendmeno esencialmente vascular que se
manifiesta por la extravasacion y acumulacion progresiva de plasma y células
inflamatorias en la zona afectada. Histologicamente, los neutrofilos son las células
predominantes en el exudado inflamatorio, aunque otros tipos celulares como
monocitos, mastocitos y eosin6filos también pueden estar presentes. Generalmente, este
tipo de respuesta consigue suprimir de manera completa y satisfactoria la causa de la

agresion, produciéndose la recuperacion histologica y funcional de la zona afectada.

-La inflamacion crénica es fundamentalmente un concepto clinico, que implica una
prolongada duracion del proceso inflamatorio. Este tipo de reaccion se produce cuando
el organismo es incapaz de eliminar la causa de la agresion, bien sea debido a una
deficiencia del sistema inmune o a la persistencia de la causa inductora de la
inflamacion. Histologicamente, la cronicidad de la inflamacion se caracteriza por la
escasa importancia de los fendmenos vasculares y por la presencia predominante de
células inflamatorias mononucleares (macréfagos, linfocitos, células plasmaticas) y

grados variables de fibrosis y/o tejido de granulacion.

La frecuencia y extension de la respuesta inflamatoria depende, al menos en parte,
del grado de exposicion al agente causal. En el intestino, dada su extensa superficie, la
exposicion a estimulos nocivos es todavia mas elevada que en otros organos, haciendo
que el tracto intestinal tenga una elevada susceptibilidad a desarrollar procesos
inflamatorios. A banda de los procesos inflamatorios provocados por agentes
etiologicos bien definidos, como pueden ser microorganismos, parasitos o toxinas,
existen otras patologias inflamatorias del intestino de las cuales se desconoce su

etiopatogenia. Este seria el caso de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal.
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2.2 Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) es un proceso inflamatorio cronico y
recidivante de la pared intestinal, de etiologia desconocida. Las dos formas mas
importantes de EII son la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. Tipicamente, los
periodos de exacerbacion o brote de la EII se alternan con otros de remision. Durante
los brotes, los sintomas de ambas entidades son superponibles y, a grandes rasgos,
consisten en dolor abdominal, diarrea sanguinolenta, disminucion del peso corporal,

fiebre y leucocitosis (Fiocchi, 1998; Oliver, 2002; Sands, 2004).

En la colitis ulcerosa el proceso inflamatorio afecta exclusivamente la mucosa del
intestino grueso. La inflamacion difusa se inicia en el recto, desde donde se extiende en
sentido proximal en continuidad y afectando una extension variable de colon. La
mucosa suele presentar una superficie himeda y brillante a causa de la presencia de
moco y sangre. Puede haber pequefias hemorragias de caracter petequial y tlceras de
distinto tamafio. Histologicamente se aprecia un aumento difuso de la intensidad del
infiltrado inflamatorio en la ldmina propia, alteracion del epitelio y atrofia progresiva
con desestructuracion del patron arquitectonico habitual de la mucosa (Kleer &

Appelman, 1998; Miner, 2000; Geboes & Jouret, 2002).

A diferencia de la colitis ulcerosa, en la enfermedad de Crohn la inflamacion es
transmural y puede afectar a cualquier segmento del tracto gastrointestinal. Es una
enfermedad segmentaria, por lo que es frecuente observar areas afectadas separadas por
areas aparentemente sanas. Las localizaciones mas frecuentes son el ileon terminal y el
colon proximal. Macroscopicamente, la mucosa presenta un aspecto edematoso y suele
estar surcada por multiples ulceraciones lineales que le dan un aspecto de “empedrado”.
Histolégicamente se aprecia un engrosamiento de la pared, estenosis por fibrosis de la
submucosa, ulceras, infiltrado inflamatorio y la presencia de granulomas no

caseificantes (Tanaka & Riddell, 1990; Sanders, 1998; Geboes & van Eyken, 2002).

Aunque la patogénesis de la EII es compleja y multifactorial, evidencias actuales
sugieren que en su desarrollo estaria involucrada una primera fase inflamatoria aguda
tras una agresion de la mucosa intestinal, y una segunda fase de naturaleza
inmunologica que seria responsable de la cronificacion de la enfermedad. Esta segunda
fase parece consistir en una excesiva respuesta del sistema inmune, genéticamente
determinada, frente a diversos antigenos luminales, incluida la flora intestinal comensal

(Fiocchi, 1998; Boma & Strober, 2003).
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Como ya se ha comentado anteriormente, el constante y masivo estimulo
antigénico al que estd sometida la mucosa intestinal da lugar a la denominada
“inflamacion fisiologica del intestino” (Kagnoff, 1994). En condiciones normales existe
un equilibrio en la produccion de moléculas inmunorreguladoras (pro-y
antiinflamatorias) que permite mantener una respuesta local adecuada frente a los
antigenos luminales. Este fenomeno estd sometido a un estrecho control, de manera que
situaciones en las que se produce una liberacion inapropiada de estas moléculas

inmunoreguladoras puede conducir a una situacion de inflamacion incontrolada.

En la EII, la cronificacién de la respuesta inflamatoria parece estar asociada a una
disregulacion de la respuesta inmune mediada por linfocitos T CD4+. No obstante,
existen importantes diferencias en funcion del tipo de patologia: mientras que el perfil
de citocinas producidas en la enfermedad de Crohn es predominantemente del tipo Thl
(IL-2, IFN-y), la colitis ulcerosa esta asociada a una mayor respuesta Th2 (IL-5, IL-10)
(Fuss et al., 1996; MacDonald et al., 2000). La constante liberacion de citocinas por
parte de las células T da lugar a un aumento del reclutamiento de células
inmunocompetentes en la mucosa intestinal, con el subsiguiente incremento de la
liberacion de mediadores inflamatorios (interleucinas, TNF-a, prostaglandinas, 6xido

nitrico, etc.) que contribuyen a la perpetuacion del proceso inflamatorio (Panés, 2001).

Diferentes estudios han demostrado la existencia de una estrecha correlacion entre
los niveles sistémicos de algunos de estos mediadores inflamatorios, como el TNF-a, y
el curso de la enfermedad, por lo que su monitorizacion durante la fase de remision
puede ayudar a la identificacion de pacientes con un elevado riesgo de recaida

(Niederau et al., 1997; Scheiber et al., 1999).

A pesar de que la existencia de una respuesta inmune local inapropiada frente a
antigenos luminales parece ser la clave del desarrollo de la EII, los mecanismos
involucrados en la pérdida de tolerancia a antigenos de la flora intestinal todavia no se
conocen. No obstante, en los ultimos afios se han producido importantes avances en la
identificacion de genes de susceptibilidad al desarrollo de la EII, entre los que destaca el
gen NOD2/CARDI1S5, situado en el cromosoma 16 (Hugot et al., 2001; Ogura et al.,
2001). Este gen codifica para una proteina que acttia como receptor intracelular de un
componente intrinseco de la pared celular bacteriana, sugiriendo que un adecuado
reconocimiento antigénico mediado por este receptor es indispensable para la

modulacion de la respuesta inflamatoria dirigida contra la flora intestinal comensal.
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Una alteracion de la funcidon barrera epitelial también podria intervenir en el
desarrollo de una respuesta inmune local inapropiada frente a antigenos luminales.
Corroborando esta hipodtesis, diferentes estudios han demostrado la existencia de un
incremento de la permeabilidad epitelial tanto en pacientes afectados de EIIl como en un
elevado porcentaje de sus familiares de primer grado, un colectivo con una alta
probabilidad de sufrir la enfermedad (Howden et al., 1994; Munkholm et al., 1994,
Peeters et al., 1997). Como ya se ha comentado anteriormente, la integridad de la
barrera mucosa intestinal es indispensable para evitar una excesiva penetracion de
antigenos alimentarios, microorganismos y toxinas bacterianas a través del epitelio, por
lo que alteraciones en esta funcion de barrera podrian ser la clave del desarrollo y/o la

cronificacion del proceso inflamatorio.
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Figura 11. Esquema donde se muestra un resumen de los principales mecanismos
implicados en la perpetuacion de la Ell. (1) La respuesta inmune se desencadenaria en
respuesta a antigenos luminales, presumiblemente de origen bacteriano. (2) la captacion de
antigenos podria estar facilitada por alteraciones de la barrera epitelial. (3) La activacion y
diferenciacion de las células T CD4+ se produciria tras la presentacion de los antigenos a través
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) por células presentadoras de antigeno
(APC). La activacion de las células T daria lugar a la liberacion de citocinas (4), que provocaria
el reclutamiento de leucocitos circulantes hacia el foco inflamatorio por la accion secuencial y

coordinada de diferentes moléculas de expresion (selectinas, integrinas, etc) (5). (Panés, 2001).
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2.3 Modelos animales de Ell

En la ultima década se ha producido una importante proliferacion de nuevos
modelos experimentales de EIl que han ayudado de manera notable a comprender
distintos aspectos de la patogenia de la enfermedad humana. En conjunto, los
conocimientos derivados de estos modelos apoyan la hipdtesis de que la cronificacion
de la inflamacion intestinal es el resultado de una respuesta inmune exagerada mediada
por linfocitos T CD4+ y macrofagos a antigenos bacterianos normalmente presentes en
la luz intestinal. Los factores predisponentes serian de origen genético y condicionarian
la alteracion de la regulacion de la respuesta inmune y de la permeabilidad intestinal,

mientras que el inicio de la enfermedad estaria desencadenado por factores ambientales

(Strober, 1985; Grisham, 1993; Elson et al., 1995; Panés et al., 2002)

A grandes rasgos, los modelos animales pueden clasificarse en cuatro categorias en
funcién de como se produce la inflamacién intestinal: 1) inflamacidén espontanea; 2)
inflamacion inducida mediante agentes exdgenos; 3) inflamacion inducida en animales
manipulados genéticamente; 4) inflamacion inducida en animales inmunodeficientes

reconstituidos con células T CD4+.

e modelos de inflamacion espontdnea

Este grupo incluye modelos muy atractivos para el estudio de factores genéticos y
desencadenantes de la EII, ya que la inflamacion aparece sin manipulaciones exogenas,
al igual que ocurre en la enfermedad humana. Dentro de este grupo se han caracterizado
dos modelos de colitis, el primero en una especie de titi (titi de cabeza de algodon)
(Chalifoux & Bronson, 1981) y el segundo en una cepa de raton (CH3/HelBir)
(Sundberg et al., 1994). Otra cepa de raton, la SAMP1/Yit, desarrolla una ileitis
transmural que presenta similitudes histologicas con la enfermedad de Crohn

(Matsumoto et al., 1998).

e Modelos de inflamacion inducida experimentalmente

Este grupo incluye toda una serie de modelos en los que la inflamacion intestinal es
inducida mediante la administracion de agentes exodgenos. Son modelos relativamente
simples que permiten estudiar los mecanismos responsables del desarrollo de la
inflamacion intestinal, que es variable para cada modelo. El principal inconveniente de
estos modelos radica en la dificultad de reproducir la tendencia a la cronicidad con
periodos de recaida espontanea caracteristicas de la EII, por lo que la extrapolacion de

los resultados obtenidos en dichos modelos a la enfermedad humana es limitada.
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Los agentes administrados pueden ser muy variados: irritantes locales, como el
acido acético o el etanol (Yamada et al., 1992); farmacos, como ciertos
antiinflamatorios no esteroideos (Whittle, 1981); toxicos alimentarios, como la
carragenina (Ling et al., 1988); agentes biologicos, como el parasito Trichinella
Spirallis (Vallance et al., 1997); haptenos, como el TNBS (Morris et al., 1989) o la

oxazolona (Ekstrom & Andersson, 2000), y un largo etcétera.

e Modelos de inflamacidn inducida en animales manipulados genéticamente

El desarrollo de la metodologia para la creacion de animales transgénicos o con
deficiencias genéticas (knock out) ha permitido descubrir que una amplia variedad de
modelos de ratdbn manipulados genéticamente desarrollan procesos inflamatorios
intestinales de manera espontanea. Aunque es poco probable que alguna de estas
alteraciones genéticas sea la causante de la enfermedad humana, estos modelos han
ayudado a comprender el papel que juegan determinadas moléculas, incluyendo
citocinas especificas como la IL-2 o la IL-10, en la regulacion de la respuesta inmune

(Hammer et al., 1990; Schorle et al., 1991; Kuhn et al., 1993; Mombaerts et al., 1993)

e Inflamacion en animales inmunodeficientes reconstituidos con células T CD4+.
Estudios recientes han demostrado que la transferencia de determinadas
subpoblaciones de células T CD4+ a ratones con inmunodeficiencia combinada severa
(SCID) provoca el desarrollo de una colitis fulminante, corroborando el papel central
que parecen jugar las células T CD4+ en la patogenia de la inflamacion intestinal en

otros modelos experimentales (Simpson et al., 1995; De Winter et al., 1999).

2.4 Neuroinmunologia

Aunque durante mucho tiempo los fendmenos inmunologicos se enfocaban
considerando al sistema inmune como el elemento activo y al resto de componentes del
organismo como el elemento pasivo que s6lo actuaba o se alteraba en funciéon de los
efectos del primero, se ha demostrado que esta interaccion es en realidad bidireccional.
A nivel entérico, existe una gran interrelacion entre el sistema nervioso y el sistema
inmune gastrointestinal. Mientras que las células inflamatorio-inmunitarias responden a

la liberacion de neurotransmisores, las neuronas entéricas responden a la liberacion de

mediadores inflamatorios (Wood, 1992; Cooke, 1994).

Un gran nimero de estudios se han centrado en la caracterizacion del impacto que

tienen los procesos inflamatorios sobre la funcionalidad motora intestinal, demostrando
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que la inflamacién puede provocar efectos diferentes en funcion de la capa muscular, el
segmento intestinal y el modelo inflamatorio utilizado (Mayer & Collins, 2002; Mawe
et al., 2004). Por ejemplo, mientras que en un modelo de ileitis inducida por acido
acético en el perro se ha demostrado que la inflamacion incrementa la frecuencia de las
CMGs, un tipo de patron motor propulsivo (Jouet et al., 1995; Sarna, 2003), este tipo de
actividad motora se encuentra severamente reducida en diferentes modelos de colitis (Li

et al., 2002; Linden et al., 2003).

Las alteraciones motoras asociadas a la inflamacion pueden ser debidas a un
efecto directo de los mediadores inflamatorios sobre la actividad contractil del misculo
liso (Grossi et al., 1993; Lu et al., 1999), a cambios en el sistema de control miogénico
como pueden ser alteraciones en las ICCs (Der et al., 2000), o bien pueden ser
consecuencia de cambios en la neurofisiologia de los microcircuitos entéricos, hecho

que se conoce con el termino de neuroplasticidad intestinal (Lomax et al., 2005).

Los pacientes con EII presentan frecuentes alteraciones del sistema nervioso
entérico que se asocian a cambios en la funcidon gastrointestinal, incluyendo cambios en
la secrecion por parte de las células epiteliales (Musch & Chang, 1993), un incremento
de la percepcion sensorial (Bernstein et al., 1996; Chang et al., 2000) y alteraciones en
la actividad motora intestinal (Reddy et al., 1991; Annese et al., 1997).

e Alteraciones del sistema nervioso entérico
Las alteraciones del SNE descritas en pacientes afectados de EII incluyen tanto
cambios morfologicos como modificaciones en el contenido de neurotransmisores a

nivel neuronal (Geboes & Collins, 1998).

Los cambios morfoldgicos son mas frecuentes en la enfermedad de Crohn que en la
colitis ulcerosa, y consisten en la presencia de hiperplasia e hipertrofia neuronal,
hipergliosis, degeneracion ganglionar y degeneracion/necrosis axonal (Dvorak et al.,
1993; Steinhoff et al., 1998). Diferentes estudios han demostrado la presencia del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo II tanto en neuronas como en células
gliales de muestras procedentes de pacientes con enfermedad de Crohn, avalando la
hipétesis de que estas alteraciones estan mediadas inmunoldgicamente (Koretz et al.,

1987; Geboes et al., 1992).

Respecto a los cambios en la composicién neuroquimica de las neuronas y fibras

nerviosas entéricas, los resultados son controvertidos y varian en funcién del estudio
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realizado. Las alteraciones mas consistentes son un incremento en la inmunoreactividad
de neuronas mientéricas que contienen SP en pacientes con colitis ulcerosa (Vento et
al., 2001; Neunlist et al., 2003), y un aumento en la inmunoreactividad tanto de
neuronas mientéricas como submucosas que contienen mediadores involucrados en la
neurotransmision inhibitoria no adrenérgica no colinérgica, como el VIP, NO vy
PACAP, en muestras procedentes de pacientes con enfermedad de Crohn (Belai et al.,

1997; Schneider et al., 2001).

Ademas de estas alteraciones en el SNE, estudios morfoldgicos realizados tanto en
muestras de intestino delgado procedentes de pacientes con enfermedad de Crohn
(Porcher et al., 2002) como en muestras colonicas procedentes de pacientes con colitis
ulcerosa (Rumessen, 1996) han demostrado una reduccion en el nimero de ICCs. Esta
reduccion afecta tanto a las ICCs localizadas tanto entre las capas musculares externas
longitudinal y circular como a las localizadas en los plexos mientérico y muscular

profundo.

e Alteraciones de la motilidad intestinal

A pesar de que algunos de los sintomas caracteristicos de la EII como son dolor
abdominal y diarrea pueden ser debidos a la existencia de trastornos de la motilidad
intestinal, son todavia pocos los estudios realizados en este campo.

La mayoria de los datos existentes proceden de estudios clinicos manométricos
realizados en pacientes con colitis ulcerosa, demostrando una disminucion de la
actividad contrctil basal en el sigma de estos pacientes. Dado que, en este segmento, la
actividad motora fundamental son las contracciones segmentarias que contribuyen a
retardar el flujo fecal, la ausencia de motilidad observada en estos pacientes produce
aceleracion del transito y, en ultimo término, diarrea (Reddy, 1991). Estas
observaciones clinicas han sido posteriormente corroboradas mediante estudios in vitro
que demuestran una disminucién en la contractilidad del musculo liso en tiras
procedentes de pacientes con colitis ulcerosa, posiblemente debida a una reduccion en
las reservas de Ca®’ intracelular o a un defecto intrinseco en el mecanismo de
acoplamiento excitacion contraccion (Snape et al., 1991; Cook et al., 2000; Vrees et al.,
2002).

Los escasos estudios manométricos realizados en pacientes con enfermedad de
Crohn demuestran importantes alteraciones en el patrén motor intestinal interdigestivo,

que se caracteriza por: 1) una disminucion en la frecuencia de propagacion de los
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MMCs, y 2) una reduccion en la amplitud y nimero de contracciones (Summers et al.,
1983; Annesse et al., 1997). Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos en
diferentes estudios clinicos que demuestran una prolongacion del tiempo de transito
oro-cecal (Gotze & Ptok, 1993; Castiglioni et al., 2000). En condiciones normales, la
intensa actividad contractil asociada a los MMCs juega un papel clave en la
propagacion caudal de los restos de contenido y secreciones presentes en la luz
intestinal, por lo que esta aparente disminucion de la actividad motora podria explicar la
relativamente elevada frecuencia de sobrecrecimiento bacteriano en estos pacientes

(Husebye, 1995).

Esta aparente disminuciéon de la actividad motora intestinal podria ser una
consecuencia funcional de las alteraciones estructurales descritas a nivel entérico, ya
que tanto la disminucion de ICCs como el incremento en la produccion de mediadores
involucrados en la neurotransmisioén inhibitoria, principalmente NO, se asocian con
alteraciones de los patrones motores fisiologicos, tanto en diferentes modelos animales
de inflamacion intestinal (Lu et al., 1997; Der et al., 2000) como en algunas patologias
humanas (Lui et al., 1997; Wedel et al., 2002).

2.5 Mediadores inflamatorios en la El1

En los ultimos afios se ha producido un importante avance en el conocimiento de
la patogenia de la EII, en gran parte debido a los progresos realizados tanto en el ambito
de la inmunologia del sistema digestivo como en el de la fisiopatologia de la

inflamacién.

El nimero de sustancias enddgenas que parecen intervenir en el proceso
inflamatorio es amplisimo, incluyendo quininas, -citocinas, aminas biogenas,
eicosanoides, neuropéptidos, y un largo etcétera. A pesar del creciente nimero de
estudios realizados, es frecuente encontrar datos aparentemente contradictorios en la
literatura sobre las acciones biologicas que desempefia cada uno de estos mediadores en
el inicio y en la perpetuacion del proceso inflamatorio. El motivo principal de esta
discrepancia radica en el hecho de que la mayoria de trabajos se centran en el estudio
individual de una determinada molécula, sin tener en consideracion las constantes
interacciones que se producen entre los diferentes mediadores en cada etapa del proceso

inflamatorio.
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Debido a la importancia que tienen algunos de estos mediadores inflamatorios en
las alteraciones motoras asociadas a la inflamacion, hemos creido conveniente
profundizar en el estudio de algunas de estas moléculas. Concretamente los mediadores

estudiados en este trabajo han sido dos: las prostaglandinas y el 6xido nitrico.

2.5.1 Prostaglandinas

Las prostaglandinas, junto con los tromboxanos y los leucotrienos, se agrupan de
forma conjunta en la familia de los eicosanoides.
e Sintesis

Los eicosanoides son sintetizados de novo en respuesta a diferentes estimulos
fisiologicos y patologicos. Los eicosanoides pueden ser sintetizados en muchos tipos
celulares diferentes, siendo su precursor el acido araquidénico. Para que el acido
araquidonico pueda ser metabolizado para la obtencién de mediadores inflamatorios, es
necesario que sea liberado previamente de su posicion esterificada en la membrana
plasmatica. Esta accion es catalizada por la fosfolipasa A, enzima que puede ser
activada por estimulos inmunologicos diversos. El 4cido araquidonico libre en el
citoplasma celular puede ser entonces metabolizado por dos vias diferentes: 1) via de la
ciclooxigenasa, dando lugar a prostaglandinas y tromboxanos, y 2) via de la

lipooxigenasa, dando lugar a leucotrienos (Konturek & Pawlik, 1986; Lauritsen, 1989).

Acido araquidénico
Ciclooxigenasa 5-Lipooxigenasa
| |
PGG; 5-HPTE
PGH LTA
PGD,~ / \2\ TXA, :
‘ LTC,4 LTB,4
PGE, PGl
| TXB; ‘
PGF,q
PGA, LTD,4
I I
PGB, LTE,4
prostaglandinas tromboxanos leucotrienos

Figura 12. Esquema de la biosintesis de eicosanoides. (Adaptado de Eberhart & Dubois,
1995).
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Hasta la fecha, han sido identificadas dos isoformas de ciclooxigenasa (COX), una
isoforma constitutiva (COX-1) que se expresa de manera fisioldgica en muchos tejidos,
incluido el intestino, y una inducible (COX-2) que se expresa mayoritariamente en
procesos inflamatorios tras una induccion mediada por diferentes citocinas y mitogenos

(IL-1, IL-6, TNF-q, LPS, etc.) (Vane et al., 1998).

e Mecanismo de accion

A nivel intestinal, las prostaglandinas producidas por COX-1 juegan un papel clave
en el mantenimiento de la integridad de la mucosa, ya que inhiben la secrecion acida
gastrica, aumentan la secrecion de mucus y aumentan el flujo sanguineo (DuBois et al.,
1998). A través de la estimulacion de sus respectivos receptores, las diferentes
prostaglandinas también modulan la motilidad intestinal. Por ejemplo, la estimulacion
de receptores musculares EP2 o EP4 por la PGE2 resulta en un incremento del AMPc

intracelular, provocando la relajacion del musculo liso. (Eberhart & DuBois, 1995).

Aunque en situacion fisioldgica es posible observar un cierto grado de expresion de
COX-2 en algunos tejidos, (Funk, 2001; Hinz & Brune, 2002) su expresion aumenta
considerablemente en procesos inflamatorios (Wu, 1996; Mitchell & Warner, 1999). El
papel de las prostaglandinas sintetizadas por esta isoenzima durante la inflamacion
aguda parece ser beneficioso, provocando vasodilatacion local y favoreciendo la llegada
de células inflamatorias al lugar de la agresion. En relacion al efecto de las
prostaglandinas en las alteraciones motoras asociadas a la inflamacion intestinal, los
resultados son controvertidos. Numerosos estudios in vitro han descrito un aumento de
la contractibilidad muscular asociado a una sobre-expresion de COX-2 en diferentes
modelos de colitis (Eberhart & Dubois, 1995). Al contrario, inhibidores COX-2
selectivos han resultado beneficiosos en el tratamiento del ileo paralitico asociado a la
manipulacidon quirdrgica intestinal, sugiriendo que las prostaglandinas derivadas de la
sobre-expresion de COX-2 tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad motora

intestinal (Schwarz et al., 2001).

e Prostaglandinas en la EII

Ya en el afio 1975, Gould describio el incremento en la sintesis de prostaglandinas
como un evento clave en la patogénesis de la EII, especialmente en la colitis ulcerosa.
(Gould, 1975). Estudios posteriores han corroborado esta observacion e incluso han
demostrado que el curso de la enfermedad esta correlacionado con los niveles de PGE2

en la mucosa intestinal (Smith et al., 1979). La caracterizacion de la COX-2 en el afio
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1991 permitié demostrar que realmente son las prostaglandinas producidas por esta
isoforma las que aumentan en el proceso inflamatorio. La expresion de COX-2 en la EII
se localiza basicamente en la mucosa, especialmente en las células epiteliales y en las

células del sistema inmune presentes en la lamina propia (Singer et al., 1998).

A pesar de la importancia que parece tener la sobre-expresion de COX-2 en la
patogénesis de la EII, los estudios realizados en modelos experimentales han
proporcionado resultados controvertidos. Aunque de manera generalizada los
inhibidores COX-2 selectivos parecen tener un efecto beneficioso y los inhibidores no
selectivos parecen provocar una exacerbacion de las lesiones inflamatorias, existen
estudios que demuestran que la inhibicion de COX-2 resulta perjudicial (Reuter et al.,

1996; Kandil et al., 1999; Kameli et al., 2000; Ajuebor et al., 2000; Guo et al., 2001)
2.5.2 Oxido nitrico

El NO fue identificado en 1987 como un mediador enddgeno liberado por las
células endoteliales que inducia la relajacion vascular, e inhibia la agregacion
plaquetaria y la adhesion de neutrofilos al endotelio vascular (Palmer et al., 1987).
Desde entonces una gran cantidad de estudios se han centrado en caracterizar esta
particular molécula, y actualmente sabemos que su papel fisioldégico no so6lo se
circunscribe al sistema cardiovascular sino que esta ampliamente distribuido y que
posee una gran diversidad de funciones (Moncada et al., 1991; Griffith & Stuehr, 1995).
e Sintesis

El NO es una molécula gaseosa que se libera por la conversion del aminoacido L-
arginina en L-citrulina (figura 12) Esta reaccién es catalizada por la enzima NO-
sintetasa (NOS) y puede ser inhibida por derivados estructurales de dicho aminoacido,

como la N-nitro-L-arginina (L-NNA).

NADPH ;—‘ Y NADP* + H*

? CaM NOS %
ca'’ Ca
- .-'BHJ . . .
L-arginina+ 0, L-citrulina + NO

Figura 12. Reaccion de sintesis del NO. E1 NADPH cede electrones al dominio reductasa de la
enzima los cuales, gracias a los cofactores FAD y FMN, se transfieren al dominio oxigenasa,
donde los capta el atomo de Fe del grupo hemo junto con el cofactor BH4, catalizando asi la

reaccion del O, con la L-arginina y generando L-citrulina y NO. (Quintana, 2004).
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Hasta la fecha se han descrito tres isoformas de la enzima, cada una codificada
por un gen distinto y expresada en diferentes condiciones y tipos celulares (Alderton et
al., 2001). Dos de ellas estan expresadas constitutivamente y son responsables de la
sintesis de pequenas cantidades de NO en respuesta a estimulos puntuales. Su actividad
estd principalmente regulada por el Ca™ intracelular, ya que es el responsable de la
unidn de la calmodulina a la enzima. De acuerdo al lugar donde se caracterizaron por
primera vez se han denominado NOS endotelial (eNOS), localizada preferentemente en
células endoteliales, plaquetas y mesangiales renales, y NOS neuronal (nNOS), de
localizacién nerviosa, tanto central como periférica. Por otra parte se ha descrito la
isoforma NOS inducible (iNOS), que se expresa unicamente cuando las células entran
en contacto con endotoxinas o determinadas citocinas (IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-a). Su
accion requiere de un cierto tiempo para manifestarse (4-6 horas tras el estimulo
inductor), pero una vez activada produce grandes cantidades de NO. A diferencia de las
otras dos isoformas, la iNOS se une fuertemente a la calmodulina, por lo que es
insensible a las concentraciones de Ca*™ intracelular, manteniendose en un estado de
activacion tonica y dando lugar a la sintesis continua y prolongada de NO (horas/dias).
Inicialmente fue descrita en macrofagos y hepatocitos, si bien posteriormente se ha
observado en numerosas células (musculo liso vascular, neutréfilos, células

endoteliales, etc.).

A pesar de esta clara subdivision, hay que tener en consideraciéon que la
terminologia constitutiva frente a inducible es una simplificacion, ya que se ha descrito
que la expresion de las isoformas “constitutivas”, tanto eNOS como nNOS, puede ser
inducida en determinadas condiciones fisiologicas (Forstermann et al., 1998) y, por el
contrario, se ha descrito que la iNOS se expresa de forma constitutiva en determinadas

células (Alderton et al., 2001; Guo et al., 1995).

e Mecanismo de accion

La diversidad de funciones que tiene el NO se debe a su capacidad de reaccionar
con un rango amplio de moléculas distintas. Este mediador interactia con “dianas”
moleculares especificas localizadas en la propia célula donde es generado (regulacion

autocrina) o en cé¢lulas vecinas (regulacion paracrina).

La principal diana del NO caracterizada hasta la fecha es la enzima guanilato ciclasa

soluble (GCs). El NO reacciona con el hierro del grupo hemo de esta enzima
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activandola, y desencadenando asi la liberacion de GMPc, mediador final responsable

de la mayoria de las acciones fisioldgicas del NO (Southam & Garthwaite, 1993).

Otra enzima con la que interacciona el NO es la citocromo ¢ oxidasa presente en el
complejo terminal de la cadena de transporte electronico mitocondrial (Nisoli et al.,
2004). Se ha visto que el NO compite con el oxigeno inhibiendo de manera reversible la
cadena respiratoria, por lo que se ha sugerido que pudiera estar actuando como un

regulador fisioldgico de la respiracion celular (Brown, 2000).

Por ultimo, también se ha visto que el NO puede combinarse con metales de
transicion (hierro, cobre o zinc) presentes en determinadas enzimas como la
ciclooxigenasa, lipooxigenasa, citocromo P-450 y la aconitasa, modulando su funcion

(Ortega Mateo & Aleixandre de Artinano, 2000).

e Efecto citotoxico del NO

Debido a su condicion de radical libre, el NO reacciona con el aniéon superoxido
para generar peroxinitrito, compuesto altamente reactivo y con un potente efecto
oxidante (Beckman & Koppenol, 1996). Esta reaccion quimica se ve favorecida en
circunstancias en las que existe una elevada concentracion de NO como consecuencia

de la induccidn de la NOS.

Qo4+ NO Qo+ NO
S-Nitrosation N-Nitrosation l
ONOOO~ .
Thiols Amines Tyrosine
y \( Oxidative stress
Mitrotyrosine
S-nitrosothiol Mitrosamines
adducts (RSNO)
N Lumen l ipid perm:ldatlo

| - _‘_'-""'._'_-___ .
T Epithalial calls Camlnngenasls Thiol oxidation |, DNA C|E'a‘-'ﬂ9
Carbc.hydratg tion of signalling
[ - degradatu:un pathways

I T—

Y Lamina proprla
*Vasodilation - | Immuna u::ells,
*|nhibition of PMN adhesion . —r

*Proinflammatory cytokine production

Figura 13. Efectos patoldgicos mediados por el 6xido nitrico. (Kolios et al., 2004).
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e Oxido nitrico en el sistema nervioso

El descubrimiento del NO como neurotransmisor cambi6 radicalmente el concepto
clasico de sinapsis nerviosa. El NO es de naturaleza gaseosa y posee una vida media
muy corta (segundos). A diferencia de los neurotransmisores tipicos, no se almacena en
vesiculas sinapticas sino que se sintetiza cuando es necesario, y no se libera por
exocitosis sino que difunde libremente a través de las membranas (Allescher et al.,

1992; Rodriguez-Membrilla et al., 1995).

La principal isoforma responsable de la sintesis del NO en el sistema nervioso, tanto
central como periférico, es la nNOS (Esplugues, 2002). La activacion enzimatica esta
directamente regulada por la activaciéon de canales de Ca®" dependientes de voltaje, de
manera que el incremento de Ca”" intracelular activa la enzima a través de la interaccion
con la calmodulina, produciéndose la conversion de L-arginina en L-citrulina y la

liberacion de NO.

Como puede observarse en la figura 14, el NO
liberado difunde a través de la membrana de la
célula muscular lisa, donde activa a la enzima
GCs dando lugar a la conversion de GTP en

GMPc. El GMPc, a través de la activacion de una

serie de cinasas, reduce la concentracion de Ca'?
intracelular por distintos mecanismos; ademas de
provocar la activacion de los canales idnicos de
K", hiperpolarizando a la célula (Carvajal et al.,
2000). Todas estas acciones conducen a la

relajacion de la célula del muasculo liso.

Figura 14. Regulacién sinaptica de la actividad
NNOS. (Adaptado de Quintana, 2004).

célula del masculo liso

Debido a que la inervacidn nitrérgica juega un papel esencial en la relajacion tonica
de la musculatura lisa gastrointestinal, alteraciones en la produccion de NO puede
provocar importantes alteraciones motoras. Por ejemplo, mientras que la disminucién en
la liberacion de NO debido a una perdida selectiva de motoneuronas nitrérgicas se
asocia a la presencia de un grado variable de obstrucciéon funcional en varias

enfermedades humanas como la acalasia (Lui et al., 1997), la estenosis pilorica infantil
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(Vanderwinden et al., 1992) y la enfermedad de Hirschprung (Vanderwinden et al.,
1992b), existen otras patologias, como la constipacion cronica idiopatica, que se
caracterizan por todo lo contrario: un exceso en la produccién de NO que da lugar a la

inhibicion de la actividad motora propulsiva colonica (Cortesini et al., 1995).

e Oxido nitrico e inflamacién intestinal

La liberacién de citocinas al inicio de un proceso inflamatorio agudo provoca la
induccion de iNOS y la subsiguiente liberacion de grandes cantidades de NO. Bajo estas
condiciones, el NO juega un papel fisiologico muy importante ya que, debido a sus
potentes propiedades vasoactivas, interviene en el incremento del flujo sanguineo local
y, por tanto, favorece la llegada de células inflamatorias al lugar de la agresion.
Ademas, el NO producido por esta isoenzima presenta una elevada capacidad
citostatica/citotoxica por lo que interviene en la lucha del organismo contra ciertos
microorganismos y células tumorales (Hibbs et al., 1988; Stuchr & Nathan, 1989). A
pesar de este claro efecto beneficioso, el NO es una molécula muy reactiva, y por tanto
labil, que reacciona con mucha facilidad con diferentes compuestos dando lugar a
productos que pueden resultar perjudiciales para las propias células (figura 13) (Virag et
al., 2003). Por este motivo, aunque en bajas concentraciones el NO tiene un papel
basicamente anti-inflamatorio, un exceso puede dafar a las propias células, ejerciendo

un papel pro-inflamatorio (Alican & Kubes, 1996).

En los ultimos afios se han realizado un gran niumero de estudios, tanto en humanos
como en modelos experimentales, que demuestran la importancia que tiene la formacion
de grandes cantidades de NO y de sus derivados toxicos, como el peroxinitrito, en el
desarrollo y/o la cronificacion de los procesos inflamatorios gastrointestinales (Grisham
& Yamada, 1992; Miller et al., 1995). Concretamente, en el caso de la EIl humana, esta
sobreproduccion de NO se correlaciona con un incremento en la expresion de iNOS en
las células epiteliales de la mucosa intestinal (Singer et al., 1996). La sostenida
liberacion de grandes cantidades de NO en el curso de la EIl también puede tener
relacion con la elevada prevalencia tumoral observada en estos pacientes (Hordijk &
Shivananda, 1989; Obrador & Riera, 2001), ya que la reaccion del NO con ciertas
aminas puede dar lugar a la formacién de nitrosaminas, unos compuestos con gran

potencial carcinogénico (Tamir & Tannenbaum, 1996).
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Enteritis inducida por indometacina en la rata

3.1 Generalidades

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) tales como la indometacina, el
acido acetil salicilico o el diclofenaco sodico, causan lesiones inflamatorias intestinales
tanto en animales como en el hombre, cuya intensidad depende de la dosis y de su

potencia para inhibir la via de la ciclooxigenasa (Whittle, 1981).

La enteritis inducida por la administracion sistémica de indometacina en la rata
se considera un buen modelo de enfermedad de Crohn, ya que presenta cierta similitud
con algunas de las caracteristicas clinicas e histopatologicas de esta enfermedad

(Yamada et al., 1993; Anthony et al., 2000).

Mientras que la administracion subcutdnea de una dosis subletal de
indometacina (7.5 mg/kg) produce una reaccidon inflamatoria aguda en el yeyuno distal
y en el ileo proximal, que se caracteriza por la presencia de erosiones y Ulceras en la
mucosa, la administracion de dos dosis en 24 horas provoca una cronificacion de la
reaccion inflamatoria que puede llegar a persistir durante unas diez semanas en cepas de
rata genéticamente susceptibles (Lewis) (Sartor et al., 1992). En este caso, la enteritis
inducida varia desde una inflamacion difusa de la mucosa yeyuno-ileal con ulceras
puntiformes en las primeras horas, hasta la presencia de nédulos inflamatorios con
adherencias entre las asas intestinales adyacentes, inflamacion granulomatosa
transmural, ulceras lineales, serosa engrosada, abscesos de las criptas y fibrosis. La
aparicion de peritonitis debido a la formacion de perforaciones es bastante frecuente,
por lo que el indice de mortalidad en este modelo es elevado (cerca de un 20%)

(Yamada et al., 1993).

El mecanismo por el cual la indometacina induce la lesion intestinal es el
resultado de multiples factores, entre ellos la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas

(Whittle, 1981) y la presencia de bacterias en la luz intestinal (Satoh et al., 1983).

La disminucion de la sintesis de prostaglandinas provoca una alteracion en la
permeabilidad de la mucosa, confiriéndole una menor resistencia a la penetracion de
agentes nocivos (Somasundaram et al., 1995). El papel decisivo de las bacterias en este
modelo se puso de manifiesto al observar que no aparecian lesiones en animales libres

de gérmenes (germ-free) o en animales tratados con antibidticos (Reuter et al., 1997).
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Otros autores han demostrado que la lesion puede depender también de las condiciones
de alimentacion (Satoh, 1982) y de la circulacion enterohepatica del farmaco (Banerjee
& Peeters, 1990). Por otro lado, no hay que olvidar que los AINEs afectan a otros
enzimas. Por ejemplo, la indometacina inhibe la fosfodiesterasa, la fosforilacion
oxidativa, la histidina descarboxilasa y las colagenasas, enzimas que también pueden

participan en la fisiopatologia de la lesion intestinal.

A pesar de las similitudes observadas entre este modelo y la enfermedad de
Crohn, el dafio intestinal inducido por la administracion de indometacina es demasiado
severo, por lo que este modelo experimental se utiliza basicamente en el estudio de los
mecanismos que intervienen en la respuesta inflamatoria aguda (Konaka et al., 1999).
Sin embargo, una reduccion de la agresividad de la respuesta inflamatoria a través de la
modificacion de la pauta de administracion del farmaco podria dar lugar a la obtencién

de un modelo potencialmente til de inflamacion intestinal cronica.

3.2 Evaluacion de la motilidad intestinal

La técnica utilizada en este estudio para valorar la motilidad intestinal (strain-
gauges) se lleva a cabo en animales anestesiados a los que se les ha practicado una
laparotomia, por lo que hay que tener en consideracion las alteraciones que estos dos

factores inducen en los patrones motores fisioldgicos.

Ya en el afio 1900, Bayliss & Starling describieron los efectos inhibitorios de la
laparotomia sobre la actividad motora del intestino (Bayliss & Starling, 1900).
Posteriormente se ha visto que este efecto es debido tanto a la incision de las capas
musculares abdominales y del peritoneo como al contacto de las asas intestinales con el
aire, y que en los dos casos se inhiben los MMCs, que pueden tardar hasta siete horas en
reaparecer (Kehlet & Holte, 2001). En lo que respecta a la anestesia, los efectos sobre la
motilidad intestinal dependeran obviamente del protocolo anestésico utilizado en cada
caso. En este estudio se ha utilizado tiopental sédico, que aunque se ha visto que reduce
en un 20 % la velocidad de propagacion de los MMCs (Bueno et al., 1978), es uno de

los anestésicos que menos efectos tiene sobre la transmision nerviosa autonoma.

Debido a todo esto y a la duracién de nuestros protocolos experimentales, en
nuestro modelo la actividad motora no se presenta en forma de los patrones de

motilidad descritos anteriormente. A pesar de todo, hay que destacar que estudios
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previos en los que se ha utilizado esta técnica han demostrado la integridad tanto de los
circuitos de control motor del intestino como de su reflejo mas caracteristico, el
peristaltico (Giralt & Vergara, 1999; Torrents & Vergara, 2000). Los parametros

evaluados en este trabajo han sido los siguientes:

e Actividad motora espontdnea (SMA): La motilidad intestinal en situacioén
basal es el resultado de la integracion funcional entre los diferentes componentes que
intervienen en el control de la funciéon motora, principalmente SNE, vias nerviosas

extrinsecas, musculo liso intestinal e ICCs.

e Respuesta motora a la CCK: En este trabajo, se ha utilizado la respuesta
motora a la administracion exogena de CCK con el objetivo de evaluar el estado de los
reflejos extrinsecos mediados a través de las vias vagales.

La CCK es una de las principales hormonas gastrointestinales que se libera en
situacion postpandrial. Sus efectos sobre la actividad motora intestinal estan mediados a
través de vias aferentes vagales y pueden ser tanto excitatorios como inhibitorios
dependiendo del mecanismo de accidon implicado en la respuesta, y que esta en funcion
de la especie animal, del segmento intestinal y de la capa muscular (Lewis & Williams,
1990). En nuestro modelo experimental se ha visto que la infusién intra-arterial del
octapéptido carboxiterminal de la CCK (CCK-8) provoca una estimulacion de la
motilidad duodenal debida a la activacién de motoneuronas excitadoras que liberan Ach
y SP. Por el contrario, en el yeyuno la administracion de CCK tiene un efecto

predominantemente inhibitorio (Giralt & Vergara, 1999).

e Contraccion ascendente inducida por estimulacion eléctrica: La estimulacion
eléctrica de la mucosa intestinal induce una respuesta excitadora craneal al punto de
estimulacion: el componente ascendente del reflejo peristaltico (Giralt & Vergara,
2000). En este trabajo hemos utilizado esta respuesta para valorar tanto la funcionalidad
de las motoneuronas excitatorias como el tono de las motoneuronas inhibitorias, ya que
aunque este reflejo estd mediado por la liberacion de NT excitadores (Ach, SP), la

inhibicion nitrérgica induce un incremento de la respuesta (Allescher et al., 1992).

e Respuesta motora a la administracion de L-NNA: El L-NNA es un inhibidor
inespecifico de la NOS, por lo que la evaluacion de la actividad motora tras su
administracion exdgena proporciona una vision general del estado del tono inhibitorio

nitrérgico.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La utilizacion de modelos experimentales permite profundizar en el estudio de
algunos de los mecanismos implicados en el desarrollo de ciertas patologias de gran
importancia en la clinica humana, como seria el caso de la Enfermedad Inflamatoria

Intestinal.

A pesar de que en los procesos inflamatorios intestinales se producen
alteraciones funcionales tanto de la barrera epitelial como de la motilidad digestiva, se
desconoce la implicacion que pueden tener estos desordenes en la cronificacion de la
enfermedad humana. En este sentido, nuestra hipdtesis de trabajo es la siguiente: las
alteraciones de la motilidad digestiva juegan un papel fundamental en la cronificacién
de los procesos inflamatorios intestinales, ya que facilitan el sobrecrecimiento
bacteriano y la captacion de antigenos luminales a través del epitelio, probablemente

también alterado, perpetuando la respuesta inflamatoria.

Por todo ello, este trabajo de investigacion se ha centrado en la caracterizacion
de algunos de los mecanismos involucrados en la perdida del control de la funcién
motora en un modelo experimental de Enfermedad Inflamatoria Intestinal, y en
determinar qué papel juegan tanto estas alteraciones motoras como la disfuncién de la

barrera mucosa intestinal en la cronificacion del proceso inflamatorio.
Los objetivos concretos de este estudio han sido los siguientes:

= Obtener un modelo adecuado de Enfermedad Inflamatoria Intestinal crénica en
la rata.

= Describir las posibles alteraciones en la actividad motora intestinal observadas
en este modelo de inflamacién, centrandonos en el estudio de la motilidad
espontanea, el reflejo peristaltico y la respuesta motora a la administracion de
CCK.

= Estudiar el efecto de las alteraciones motoras en la concentracion de bacterias

presentes tanto en la luz como en la pared intestinal.

= Determinar la posible afectacion de la inervacion inhibitoria nitrérgica en el

curso del proceso inflamatorio.
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objetivos

Determinar la participacion de prostaglandinas y oxido nitrico en el desarrollo

de las alteraciones motoras asociadas al proceso inflamatorio.

Valorar el estado de la funcién barrera epitelial en las diferentes fases del

proceso inflamatorio.
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“Intestinal motor disturbances associated with cyclical

bacterial overgrowth in a rat model of enteritis™

Monica Porras, Maria Teresa Martin, Merce Soler & Patri VVergara
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ABSTRACT

The aims of this study were: 1) to obtain an experimental model reproducing
the characteristics of chronicity and spontaneous relapses found in inflammatory bowel
disease; and 2) to correlate these changes with intestinal motility and bacteria
translocation.

Methods: For this purpose, two groups of Sprague-Dawley rats were used: a
treated group, that received two sc injections of indomethacin (7.5 mg/kg) 48 hours
apart, and a control group, that received saline. Blood leukocytes, TNF and fecal
parameters were monitored for 90 days after treatment. In treated rats a cyclic
oscillation of blood leukocytes and TNF concomitant with an inverse correlation of
fecal output was observed. Treated rats were then selected either during their highest or
lowest blood leukocyte values for motor activity and microbiological evaluation.
Controls were obtained in age-matched rats.

Results: Rats with high leukocyte levels showed a decrease of motor activity. In
contrast, animals with low leukocyte levels presented hypermotility. Bacterial
overgrowth accompanied by bacterial translocation was found in the group with high
leukocytes, whereas no differences were observed between control and indomethacin
group during the lowest leukocyte phase.

Conclusions: We obtained a model of inflammatory bowel disease characterized
by a chronic cyclic oscillation of intestinal motility, flora and inflammatory blood
parameters. During the high leukocyte stage, motor activity decrease is related to
bacterial translocation. This phase is followed by a reactive one characterized by
hypermotility associated with a decrease in both bacterial growth and leukocytes.

However, as in IBD, this reaction seems unable to prevent a return to relapse.
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Porras, Monica, Maria Teresa Martin, Mercé Soler, and Patri
Vergara. Intestinal motor disorders associated with cyclical bacterial
overgrowth in arat model of enteritis. AmJ Physiol Gastrointest Liver
Physiol 287: G58—G64, 2004. First published February 12, 2004,
10.1152/2jpgi.00513.2003.—The aims of this study were: 1) to obtain
an experimental model reproducing the characteristics of chronicity
and spontaneous relapses found in inflammatory bowel disease (IBD)
and 2) to correlate these changes with intestinal motility and bacteria
translocation. For this purpose, two groups of Sprague-Dawley rats
were used: atreated group that received two subcutaneous injections
of indomethacin (7.5 mg/kg) 48 h apart and a control group that
received saline. Blood leukocytes, TNF, and fecal parameters were
monitored for 90 days after treatment. In treated rats, a cyclic
oscillation of blood leukocytes and TNF concomitant with an inverse
correlation of fecal output was observed. Treated rats were then
selected either during their highest or lowest blood leukocyte values
for motor activity and microbiological evaluation. Controls were
obtained in age-matched rats. Rats with high leukocyte levels showed
a decrease of motor activity. In contrast, animals with low leukocyte
levels presented hypermotility. Bacterial overgrowth accompanied by
bacterial translocation was found in the group with high leukocytes,
whereas no differences were observed between the control and indo-
methacin groups during the lowest leukocyte phase. We obtained a
model of IBD characterized by a chronic cyclic oscillation of intes-
tina motility, flora, and inflammatory blood parameters. During the
high-leukocyte stage, motor activity decrease is related to bacterial
translocation. This phase is followed by a reactive one characterized
by hypermotility associated with a decrease in both bacterial growth
and leukocytes. However, as in IBD, this reaction seems unable to
prevent a return to relapse.

inflammatory bowel disease; gastrointestinal motility; gut flora; leu-
kocytes

INFLAMMATORY BOWEL DISEASE (IBD) in its more common forms,
Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis, is characterized by
presenting alternative phases of activity and quiescence and by
its chronicity (11). Several studies (12, 22, 29) indicate an
abnormal immune reactivity to intestinal flora as the cause for
the inflammation, probably caused by impairment of the mu-
cosal barrier function.

Systemic administration of indomethacin in the rat has been
used to cause inflammation of the small intestine, which
presents some histopathological similaritiesto lesions found in
CD (5, 37). It has been suggested that inhibition of cyclooxy-
genase activity induced by this drug aters mucosal permeabil-
ity (7), facilitating the entry of bacteria and other harmful
substances into the lamina propia and producing inflammation
(24). Luminal bacteria seems to be critical to the induction of

intestinal damage, because both germ-free rats (24) and ani-
mals treated with antibiotics (8) develop minimal lesions after
the administration of indomethacin.

Although IBD patients present symptoms such as abdominal
pain and diarrhea that suggest motor alterations, few motility
studies have been performed (2). Moreover, it has been dem-
onstrated that changes in motility are concomitant with inflam-
mation, constituting a self-defense mechanism against the
aggression (10, 34). Morphological and functional changes at
the neuroendocrine structures controlling intestinal motility
have also been observed using other models of inflammation
such as those induced by nematode infection (30, 34).

Thus the objectives of our study were 1) to obtain a chronic
model of enteritis using indomethacin, 2) to look for indicators
of both active and reactive phases of the disease that can be
easily determined, 3) to characterize small intestinal motility
during both phases of the disease, 4) to evaluate the physio-
logical mechanisms involved in the cyclica motor changes,
and finally 5) to correlate motor changes with markers of
inflammation, bacterial growth, and changes in bacteria loca-
tion in the intestinal area.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male Sprague-Dawley rats (Charles River, Lyon, France), 8-10 wk
old and weighing 300—-350 g, were kept under conventional condi-
tions in an environmentally controlled room (20-21°C, 12:12 h
light-dark cycle) with water and standard laboratory rat chow avail-
able ad libitum. All experimental protocols were approved by the
Ethical Committee of the Universitat Autonoma de Barcelona.

Experimental Model

Rats were randomized in two groups: 1) indomethacin group (n =
25) receiving two subcutaneous injections of indomethacin (7.5 mg/
kg) 48 h apart and 2) control group (n = 12) receiving saline. Dosage
of indomethacin was decided according to a preliminary validation
study designed to indicate a dosage that would produce a moderate
inflammatory reaction with absence of ascitis and a average body
weight loss of not more than 10%. Body weight, food consumption,
and number of fecal pellets were monitored daily. Blood samples were
taken every 3 days between 10:00 and 11:00 AM to monitor both
blood leukocytes (BL) by using a Neubauer chamber and TNF by a
specific ELISA (rat TNF-«; Biosource International, Camarillo, Cal-
ifornia) with a minimum detectable concentration of 4 pg/ml. The BL
cyclic oscillation observed in indomethacin-treated rats enabled the
selection of animals according to their BL level: 50% at high blood
level (Hbl) an 50% at low blood level (Lbl). Studies were performed
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at different times, starting 15 days after and =90 days after treatment.
An additional group of rats (n = 8) was studied just 2 days after
indomethacin treatment to evaluate the lesions induced and the acute
motility changes.

Motility Sudies

Motor activity was evaluated in indomethacin-treated rats at acute
phase (n = 4), Hbl (n = 8), and Lbl (n = 9) aswell asin the control
group (n = 8).

Animal preparation. At 12:00 AM, after a fasting period of 6 h,
animals were anaesthetized by inhalation of halothane to allow can-
nulation of the right jugular vein as previously described (34). Level
Il of anesthesia was maintained with intravenous thiopental sodium
asrequired. A laparatomy was performed to suture three strain gauges
(3 X 5 mm; Hugo Sachs Elektronik) to the wall of the duodenum (at
2 cm from the pylorus), proximal jejunum (at 2 cm from Treitz's
ligament), and ileum (at 10 cm from cecum) to record circular muscle
activity. Strain gauges were connected to high-gain amplifiers (MT8P;
Lectromed), and signals were sent to a recording unit connected to a
computer (PowerLab/800; ADInstruments). Finaly, two electrode
holders provided with two platinum electrodes each (World Precision
Instruments, Sarasota, FL) were placed in the lumen 1 cm distaly to
the strain gauges of the duodenum and ileum, respectively, to induce
ascending excitation of the peristaltic reflex by electrical mucosal
stimulation (EMS) as previously described (14).

Evaluation of motor parameters. A protocol that has proven useful
to investigate some mechanisms involved in the control of intestinal
motor activity (32, 33, 34) was used. After an equilibration period of
10 min, spontaneous motor activity (SMA) was evaluated for 1 h.
Afterward, CCK in octapeptide-sulfated form (CCK-8) (3 X 10 °
mol/kg) was intravenously infused during 10 min. After at least 1 h to
allow the return to basal conditions, evaluation of both ascending
inhibitory and excitatory innervation was performed by mucosal
electrical stimulation of the duodenum and ileum at 30 V, 0.6 ms, and
at 2 and 6 Hz (13). Each stimulus was applied for 30 s, and the
polarity of the stimulating electrodes was reversed at 15 s. The
interval between stimuli was 2 min. To evaluate the functionality of
the nitrergic pathways, N*-nitro-L-arginine (L-NNA) (10~° mol/kg)
was administered intravenously, and the electrical stimulation proto-
col was repeated 15 min later. Finally, atropine (0.3 mg/kg) was
intravenously infused as a bolus, and 5 min later the electrical stimuli
were repeated to assess the contribution of both cholinergic and
noncholinergic components in the excitatory motor response.

Microbiological Sudies

Both luminal bacteriaand intestinal wall bacteria were evaluated in
indomethacin-treated animals [acute (n = 4), Hbl (n = 4), and Lbl
(n = 4)] and in a control group (n = 4). Samples were obtained at
different time intervals after treatment in a similar way to the motility
studies. Rats were killed by CO, inhalation, and pieces of distal
duodenum, jejunum, ileum, and colon were obtained under sterile
conditions.

Luminal bacteria. Intestina contents from 2-cm pieces of each
intestinal segment were weighted and diluted 1:10 in sterile saline
solution. Homogenates were incubated under aerobic and anaerobic
conditions at appropriate dilution volumes. Aerobic media consisted
of blood agar and McConkey agar, and plates were incubated for 24 h
at 37°C. Anaerobic media consisted of Schaedler agar with 5% lamb
blood (Biomerieux), and plates were incubated in an anaerobic cham-
ber for 48—72 h at 37°C. After incubation, colonies were identified by
studying their morphological and biochemical properties. Final counts
of colonies were referred to a gram of intestinal contents.

Intestinal wall bacteria. This protocol was performed as previously
described (12). Briefly, 3-cm pieces of each intestinal segment previ-
ously rinsed with sterile saline solution were sonicated twice for 60 s
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using a sterile container with 3 ml sterile saline each time. Specimens
were frozen in liquid nitrogen, powdered in a mortar kept at —80°C
on dry ice, and weighted. Samples were homogenized in 9 ml milk
(Difco, Detroit, MI) and incubated at appropriate dilution volumes
following the same protocol as described above. Colony-forming units
were also referred to a gram of intestinal tissue.

In both protocols, the mean concentration of isolated species found
in each segment from control animals was considered to be the value
of reference for that segment. Samples from indomethacin rats show-
ing a result 10-fold higher than the control group were considered
positive.

Histopathological Study

Samples of duodenum, jejunum, ileum, and colon were taken from
the same animals used in microbiological studies. Tissues were fixed
in 10% neutral buffered formalin and processed for histopathology
according to standard procedures. Signs of inflammation were evalu-
ated after hematoxilyn and eosin staining.

Drugs and Solutions

Indomethacin (Sigma, St. Louis, MO) was dissolved in absolute
ethanol (50 mg/ml) and diluted in a0.1 M NaHCO;3 solution to obtain
a 7.5 mg/kg dose in 0.3 ml final volume. CCK-8 (Peptide Institute,
Osaka, Japan), was diluted in 1% NaHCOs solution to a concentration
of 1004 M and in buffered saline solution to work concentration.
Atropine (Merck, Darmstadt, Germany) and L-NNA (Sigma) were
diluted in saline solution.

Data Analysis

Data were expressed as means = SE. Motor response was quanti-
fied measuring the area under the curve delimited by the tracing, and
the results were expressed in sguare millimeters. Results of animal
monitoring and of motility obtained in acute studies were analyzed
using an unpaired t-test. Data obtained from motility studies at chronic
stages were analyzed using ANOVA and Bonferroni’s post hoc test.
In al cases, differences were considered significant when P < 0.05.

RESULTS
Animal Monitoring

Two days after treatment, the indomethacin group showed a
decrease of food consumption (9.0 = 1.9vs. 29.4 = 0.6 g in
control group, P < 0.05) related to a reduced body weight gain
(expressed as percentage of the initial weight) (—8.3 = 1.2 vs.
5.9 + 0.5%, P < 0.01). After the first week, these parameters
returned to normal values. Moreover, a high increase of blood
leukocyte levels was also observed, from 10,872 = 140 to
25,695 + 707 cellgmmd, followed by a cyclic oscillation of
this parameter (Fig. 1A). This oscillation determined a high
leukocyte (19,614 = 222 cellsmm?; Hbl) and a low leukocyte
(15,369 + 259.7 cellsmm3; Lbl) phase. Despite observation of
a steady decrease over the monitored 90 days, no animal was
free of this cyclical oscillation. In contrast, BL concentration
was quite constant in the control group (10,872 = 140 cells/
mm?3; Fig. 1B), except for the normal decrease observed with
aging (28). In a similar way, TNF in the same blood samples
showed a parallel cyclical oscillation of its value in indometh-
acin rats, whereas TNF concentration was undetectable in
control animals (Fig. 1, A and B).

Fecal pelletsincreased 24 h after the first dose of indometh-
acin (51.0 = 0.8 pelletsvs. 45.0 = 1.2 pelletsin control group,
P < 0.05). Afterward, a cyclical oscillation in this parameter
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Fig. 1. A: representative graph showing blood leukocytes (BL) and TNF
evolution after indomethacin treatment in an individual animal. B: represen-
tative graph showing BL evolution in acontrol animal. TNF was not detectable
in this and other control animals. C: representative graph showing the oscil-
latory inverse correlation between BL and fecal pellets (FP) in anindividual rat
after indomethacin treatment.

was also observed, showing an inverse correlation with leuko-
cyte and TNF values (Fig. 1C).

Motility Sudies

Chronic-phase rats were studied from 15 to 90 days after
treatment, and animals were selected at Hbl or Lbl phases.
Acute-phase rats were studied at 2 days after indomethacin
treatment.

Chronic phase. smA. In the control group, SMA was char-
acterized by isolated phasic contractions occurring at regular
frequency. Treated rats at the Lbl phase presented an increase

INTESTINAL DISMOTILITY AND BACTERIAL GROWTH

of SMA, with higher frequency of contractions and the appear-
ance of clustered phasic contractions, whereas SMA during the
Hbl phase was practically nonexistent (Fig. 2).

RESPONSE TO CCK AND -NNA. In control rats, CCK caused an
increase in motor activity in the duodenum (from 18.6 + 7.3to
602.8 + 120.2 mm?, P < 0.001). In the indomethacin group,
CCK response was higher at the Lbl phase and lower during
the Hbl phase, compared with the response observed in control
animals (Fig. 3). CCK has an inhibitory effect in the jejunum
similar to that observed in previous studies (13, 14, 34). This
inhibitory response was not modified in indomethacin rats.

The increase of motor activity induced by L-NNA in control
rats showed a tendency to be greatest at the Lbl phase of
indomethacin-treated animals. However, the differences only
reached statistical significance in the jgunum (242.4 + 41.7
vs. 117.0 + 23.4 mm?in control group, P < 0.05). By contrast,
no differences were observed in the response to L-NNA be-
tween the Hbl and the control group.

RESPONSE TO EMS. In control rats, EMS at 2 and 6 Hz always
induced an ascending contraction recorded at the oral strain
gauge, both in the duodenum and ileum. This response was

control
19‘ _LJ\A___J-\_,L./\,_}\___LA

5 min

Hbl

5 min

Lbl

1g‘
5 min
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50
40
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-
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RRERIIITR
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control Hbl Lbl

Fig. 2. A: representative recordings of mechanical activity showing the spon-
taneous motor events in the duodenum of one animal for each experimental
group. Similar recordings were found in all the animals of the same group. B:
average of frequency of contraction observed in the duodena spontaneous
motor activity in each group. **Significant difference (P < 0.01) vs. control
group; + +significant difference (P < 0.01) between high blood level (Hbl)
and low blood level (Lbl) groups.

contractions/hour

AJP-Gastrointest Liver Physiol « vOL 287 « JULY 2004 « WWW.3jpgi.Org

51


http://ajpgi.physiology.org

INTESTINAL DISMOTILITY AND BACTERIAL GROWTH

A control

19 ‘ * CCK infusion i S min
Hbl
WMM..‘*

19‘ 4 CCK infusion § = Bmin:

CCK infusion

5 min

1000 *

800

600

400

AUC (mm?)

200

1]

control Hbl Lbl

Fig. 3. A: representative recordings of mechanica activity showing motor
activity in duodenum in response to CCK-8 infusion (3 X 10~° mol/kg) in one
animal of each experimental group. Arrows indicate beginning and end of
infusion. Similar recordings were found in al the animals of the same group.
B: quantitative analysis of the responseto CCK in the duodenum in each group.
AUC, area under the curve. * Significant difference P < 0.05 vs. control group
(unpaired t-test).

increased by L-NNA and reduced by atropine. Differences in
the response to EMS were observed according to the blood
leukocyte stage of the animals.

In the Hbl group, a decrease in the magnitude of the
response to EMS was observed in both studied segments at
both frequencies of stimuli (Fig. 4). However, after L-NNA
administration, the response to EMS was similar to the
response after L-NNA in the duodenum of the control group.
The ileal response after L-NNA was still lower than in the
control group. In all cases, ascending contraction elicited
after atropine administration was similar to the control
group.

In the Lbl group, the response induced by stimulation at 2
Hz was not modified, whereas the contraction obtained after
stimulation at 6 Hz was higher compared with the control
group, especidly in the ileum (Fig. 4). The response to EMS
after L-NNA administration significantly increased in this
group compared with the control group, and the magnitude of
the remaining response after atropine in the ileum was also
significantly higher.
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Acute phase. The intestine of the indomethacin group did not
show any SMA 2 days after the treatment. In contrast, no
changes were observed in the CCK response in relation to the
control group (490.9 + 79.2 mm?), whereas a significant
increase of activity was found after L-NNA infusion, both in
the jejunum (343.4 = 47.2 vs. 131.3 + 35.4 mm? in control,
P < 0.01) and ileum (323.0 = 33.4 vs. 65.0 + 31.3 mm? in
control, P < 0.01). Response to EMS after L-NNA adminis-
tration also significantly increased both in duodenum (2 Hz:
247 + 5.1 vs. 7.8 = 25 mm? in control, P < 0.01; 6 Hz:
56.0 + 11.1 vs. 30.3 = 10.0 mm? in control, P < 0.05) and
ileum (2 Hz: 22.7 = 6.7 vs. 3.0 = 1.7 mm? in control, P <
0.01; 6 Hz: 48.8 = 7.1 vs. 30.1 = 6.8 mm? in control, P <
0.05), whereas no differences were observed after atropine
administration in relation to the control group.

HISTOLOGICAL STUDY. Indomethacin induced an important
acute inflammatory reaction in the small intestine, especially in
the distal jejunum and proximal ileum. No changes were
observed in the colon.

Macroscopically, alterations were observed until 15 days
after treatment, characterized by a severe distention of the
small bowel loops with an edematous appearance. White nod-
ules were located on the serosal side of the mid-small intestine
and multiple adherences were aso found. Microscopically,
damage was maximal at 4 days after treatment, showing an
inflammatory infiltrate with neutrophil and macrophage cells,
accompanied by an extensive edema that affected both the
mucosa and serosa. Multifocal subepithelial vacuolization and
multiple mucosal ulcers on the mesenteric side of the small
intestine were aso found.

In contrast, 15 days after treatment no evident microscopic
differences were observed between control and treated rats at
Hbl or Lbl phases using the conventional staining procedure
previously described.

MICROBIOLOGICAL STUDIES. Despite the normal appearance of
the intestine from 15 days after treatment, marked changes in
both bacterial luminal load (Table 1) and enteric bacterial wall
colonization (Table 2) were observed in the small intestine as
well as in the colon.

Species isolated under anaerobic conditions were mainly
facultative anaerobes (gram-positive flora) both in small intes-
tine and colon. In addition, a few strict anaerobes were also
identified in the colon (Clostridium). Isolated gram-positive
flora identified include the following: Enterococcus faecalis,
Saphylococcus, and Lactobacillus. The main enterobacteria
cultured was Escherichia coli. Similarity of results from an-
aerobic and aerobic cultures allowed us to discard the anaero-
bic cultures and focus only on aerobic cultures.

In the acute phase, luminal enterobacteria increased in du-
odenum, jejunum, ileum, and colon, whereas a significant
increase of gram-positive flora was only observed in colon.
Moreover, bacterial translocation of both enterobacteria and
gram-positive flora was found in all intestinal segments
studied.

In the chronic phase, results obtained during the Lbl phase
were similar to those observed in the control group. During the
Hbl phase, an increase in the luminal enterobacteria was
observed 30 days after treatment. Moreover, intestinal wall
colonization of both enterobacteria and gram-positive florawas
also detected in all segments studied.
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DISCUSSION

This study demonstrates that there is a high correlation
between intestinal motor activity, bacterial translocation, and
indicators of inflammation. We reproduced in an experimental
model the chronic relapses reported in IBD patients. In this
model, aternative phases of motor activity and quiescence
occurred. These phases could be predicted by blood leukocyte

Table 1. Results from cultures of luminal specimens
2 days (acute) and 30 days (Hbl and Lbl) after
indomethacin treatment

Intestinal Area MC Acute Hbl Lbl

Group 1: Gram + Flora*

Duodenum 107 0/4 0/4 0/4
Jgjunum 107 0/4 4/4 (108) 0/4
lleum 108 0/4 0/4 0/4
Colon 108 3/4 (10°) 0/4 0/4
Group 2: Enterobacteria
Duodenum 10° 3/4 (10°-10°) 3/4 (10°) 0/4
Jgjunum 103 3/4 (10*-10%) 2/4 (104 0/4
lleum 10° 4/4 (107-10°) 4/4 (107 0/4
Colon 108 4/4 (10%-10°) 0/4 0/4

Results from luminal cultures in both acute and chronic studies are ex-
pressed as positive cases/total number of rats. Positive cases are samples
showing bacterial concentrations 10-fold higher than the control group; MC,
mean concentration of control group; Hbl, high blood level; Lbl, low blood
level. *Includes facultative anaerobes.

monitoring, as well as by the cyclic oscillation of TNF in
serum. Hypomotility was related to high blood leukocyte and
TNF concentration, whereas hypermotility was observed when
leukocyte counting decreased to normal levels. Our results also
show that high leukocyte values and hypomotility coincided
with bacterial invasion of the intestinal wall.

Histological similarities between the rat indomethacin
model and CD are well known (3, 5). However, because the
described protocols using indomethacin cause extensive intes-
tinal damage (19, 37), studies could only be performed a few

Table 2. Results from cultures of intestinal wall specimens
2 days (acute) and 30 days (Hbl and Lbl) after
indomethacin treatment

Intestinal Area MC Acute Hbl Lbl
Group 1. Gram + Flora*

Duodenum 102 4/4 (10% 4/4 (103) 0/4

Jejunum 108 2/4 (109 2/4 (109 0/4

Ileum 104 4/4 (105) 2/4 (10°) 0/4

Colon 108 4/4 (10% 4/4 (10%) 0/4
Group 2: Enterobacteria

Duodenum 0 4/4 (10%-10%) 2/4 (10%) 0/4

Jegjunum 0 4/4 (10-103) 2/4 (10%) 0/4

Ileum 102 4/4 (10%-10%) 2/4 (104 0/4

Colon 10? 4/4 (10%) 14 (103 0/4

Results from luminal cultures both in acute and chronic studies are ex-
pressed as positive cases/total number of rats. * Includes facultative anaerobes.
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days after treatment. By modifying a previously reported
protocol (27), we obtained rats with less-severe lesions, which
allowed us to perform chronic studies. As previously reported
(37), an initial inflammatory reaction was observed especially
in the mid-small intestine, which was concomitant with entero-
bacteria overgrowth and wall invasion by both enterobacteria
and gram-positive bacteria. Interestingly, a marked increase in
wall invasion by bacteria was also observed in the colon
despite the absence of any sign of inflammation, suggesting
that functional alteration might also happen in noninflamed
areas. As previously described (31), indomethacin markedly
enhanced motility within 4 h (data not shown), an effect related
to the increased number of fecal pellets observed 24 h after
treatment. This hypermotility was transitory, as shown by a
significant decrease in motor activity observed 2 days after
treatment. L-NNA reverted this hypomotility, indicating an
overexpression of nitric oxide synthase induced by the inflam-
matory process, similar to other models of inflammation (32).

In our model, evident morphological signs of inflammation
disappeared in the second week after indomethacin treatment,
whereas cyclical oscillation of motility, bacterial translocation,
and inflammatory mediators continued to be present in the
chronic phase. These findings agree with previous studies
demonstrating that inflammation induces chronic changes at
the structures controlling intestinal motor activity (6, 16).
Moreover, our studies demonstrate that structures controlling
motor activity react to bacterial translocation and inflamma-
tion.

The differentiated motility patterns observed in the indo-
methacin group indicate cyclical changes in the mechanisms
controlling gastrointestinal motility. For instance, in the Lbl
group, CCK response that is mediated by vagal afferent inner-
vation (26, 32) was higher than that observed in healthy
animals, indicating an increase in sensitivity of afferent muco-
sal fibers. Moreover, whereas the nitrergic innervation was
preserved, as indicated by the increase in EMS response after
L-NNA treatment, the remaining response after atropine was
greater in response to EMS. This result is in agreement with
other studies indicating the existence of functional changesin
the excitatory acetylcholine/substance P neurons as a reaction
to intestinal inflammation (1, 34) and with elevated levels of
SP and increased expression of NK-1R in the myenteric plexus
described in CD (15, 21).

In contrast, the lower response induced by CCK observed in
the Hbl group suggests an impairment of excitatory pathways
and/or an increase of the tonic nitrergic innervation. However,
the basal ascending contraction elicited by EMS is decreased
and significantly increased after L-NNA administration, further
indicating that the hypomotility observed in these animals is
related to an increase of the tone of nitrergic innervation.
Moreover, the fact that no differences were observed in the
response after atropine treatment indicates the preservation of
excitatory pathways.

Luminal microflora is important for physiological gut mo-
tility (17), and its effect depends on the species involved (18).
In addition to the role of pathogenic bacteria to induce motility
disorders (20, 23), there is increasing evidence that luminal
bacteria are implicated in the pathogenesis of IBD (9, 22, 36).
Our results clearly show that both leukocytes and TNF in-
creases (Hbl group) are concomitant with an enterobacterial
overgrowth and a bacterial translocation. In contrast, during the
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reactive phase (Lbl group), the microbiological results were
similar to those observed in the control group, indicating that
gut microflora was back to normal. It is well documented that
bacterial overgrowth might be present in motility disorders
(35). In our study, active phases of the inflammatory response
(Hbl group) are concomitant with hypomotility, which contrib-
utes to the luminal enterobacteria overgrowth and allows the
wall invasion by the flora. In contrast, the bacteria load
decreases during the Lbl stage most probably as a result of the
hypermotility observed in these animals. The lack of bacteria
inside the wall reduces the inflammatory reaction as shown by
the return to basal values of both leukocytes and TNF values.

Unfortunately, our results do not explain why, after a period
of relative normality, the intestine returns to the active inflam-
matory phase. A prolonged period of intestinal permeability
alteration has been demonstrated after inflammation (4). In
consequence, our hypothesis is that bacterial translocation
induces inflammatory reaction and thus hypermotility. Once
hypermotility is established, both bacterial translocation and
inflammatory reaction decrease, reducing the drive for hyper-
motility. However, if permeability remains altered, the de-
crease of motility could then favor a new bacteria transloca
tion and the perpetuation of the disease. The high correlation
between motility and active and reactive phases opens a new
perspective on the study of the mechanisms implicated in IBD
and its treatment.

In conclusion, we have obtained a chronic model of enteritis
characterized by spontaneous cyclical alternation of active and
reactive phases that are correlated with cyclical long-lasting
motor changes. During the active phase, there is a decrease in
motor activity that coincides with wall invasion by intestinal
flora and an increase in the blood level of inflammatory
indicators. This phase is followed by a reactive phase charac-
terized by hypermotility that helps to restore both flora and BL
values. However, as in IBD, this reaction seems unable to
prevent a return to cyclic relapse.
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Capitulo 2

“Cyclical up-regulated iNOS and long-term down-regulated
nNOS are the basis for active and quiescent phases in a rat
model of IBD”

Monica Porras, Maria Teresa Martin, Rosa Torres & Patri Vergara
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ABSTRACT

We previously reported that indomethacin induces a chronic intestinal inflammation
in the rat where the cyclical characteristic phases of Crohn’s disease are manifested with a
few days’ interval and lasting for several months: active phase (high inflammation,
hypomotility, bacterial traslocation) and reactive phase (low inflammation, hypermaotility, no
bacterial traslocation). In this study we investigated the possible role of both constitutive and
inducible isoforms of nitric oxide synthase (NOS) and cyclooxygenase (COX) in the

cyclicity of active and reactive phases in rats with chronic intestinal inflammation.

Methods: Rats selected at either active or reactive phases and from 2 to 60 days after
indomethacin treatment were used. mRNA expression of both constitutive and inducible
NOS and COX isoforms in each phase was evaluated by RT-PCR and cellular enzyme
localization by immunohistochemistry. The effects of different COX and NOS inhibitors on

the intestinal motor activity were tested.

Results: mRNA expression of COX-1 was not modified by inflammation whereas
MRNA expression of nNOS was reduced in all indomethacin treated rats. In contrast, NOS
and COX inducible forms showed a cyclical oscillation. mMRNA expression and protein of
both iINOS and COX-2 increased only during active phases. The intestinal hypomotility
associated with active phases was turned into hypermotility after the administration of

selective iINOS inhibitors.

Conclusions: Sustained down-regulation of constitutive NOS caused hypermotility,
possibly as a defense mechanism. However, this reaction was masked during the active
phases due to the inhibitory effects of nitric oxide resulting from the increased levels of

inducible NOS isoform.
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Porras, M., M. T. Martin, R. Torres, and P. Vergara. Cyclical
upregulated iNOS and long-term downregulated nNOS are the bases
for relapse and quiescent phases in a rat model of IBD. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 290: G423-G430, 2006. First published
October 20, 2005; doi:10.1152/ajpgi.00323.2005.—We previously
reported that indomethacin induces a chronic intestinal inflammation
in the rat where the cyclical characteristic phases of Crohn’s disease
are manifested with a few days’ interval and lasting for several
months: active phase (high inflammation, hypomotility, bacterial
traslocation) and reactive phase (low inflammation, hypermotility, no
bacterial traslocation). In this study, we investigated the possible role
of both constitutive and inducible isoforms of nitric oxide (NO)
synthase (NOS) and cyclooxygenase (COX) in the cyclicity of active
and reactive phases in rats with chronic intestinal inflammation. Rats
selected at either active or reactive phases and from 2 to 60 days after
indomethacin treatment were used. mRNA expression of both consti-
tutive and inducible NOS and COX isoforms in each phase was
evaluated by RT-PCR and cellular enzyme localization by immuno-
histochemistry. The effects of different COX and NOS inhibitors on
the intestinal motor activity were tested. mRNA expression of COX-1
was not modified by inflammation, whereas mRNA expression of
neuronal NOS was reduced in all indomethacin-treated rats. In con-
trast, NOS and COX inducible forms showed a cyclical oscillation.
mRNA expression and protein of both iNOS and COX-2 increased
only during active phases. The intestinal hypomotility associated with
active phases was turned into hypermotility after the administration of
selective iNOS inhibitors. Sustained downregulation of constitutive
NOS caused hypermotility, possibly as a defense mechanism. How-
ever, this reaction was masked during the active phases due to the
inhibitory effects of NO resulting from the increased levels of the
inducible NOS isoform.

nitric oxide; prostaglandins; intestinal inflammation; dysmotility; in-
ducible nitric oxide synthase; neuronal nitric oxide synthase

INFLAMMATORY BOWEL DISEASE (IBD) includes two chronic pa-
thologies characterized by alternation of active and quiescent
phases of inflammation: ulcerative colitis and Crohn’s disease
(9). Although its pathogenesis has not been well established, it
has been suggested that some clinical manifestations frequently
observed in IBD patients, such as abdominal pain, nausea,
vomiting, ileus, or diarrhea, could be attributed to the deranged
gastrointestinal motility associated with inflammation (5). Fur-
thermore, an overproduction of nitric oxide (NO) and prosta-
glandins has been detected in inflamed intestinal samples in
both human and experimental IBD (1, 7).

In a healthy state, constitutive neuronal NO synthase
(nNOS) produces basal levels of NO to maintain the physio-
logical tonic inhibition of the intestine (6). Moreover, NO

derived from nNOS also plays a role in the control of small
intestinal motor parameters, i.e., inducing the conversion of
fasting motility into a postprandial pattern (23). Prostaglandins
produced by constitutive COX (COX-1) also modulate some
gastrointestinal functions under physiological conditions, in-
ducing contractibility of smooth muscles and neurotransmitter
release (10).

During inflammation, inducible isoforms of NOS (iNOS)
and COX (COX-2) are produced in response to different
stimuli, such as LPS and proinflammatory cytokines (8, 13).
Although several studies (14, 15, 26) have focused on the
relationship between overproduction of NO and prostaglandins
derived from iNOS and COX-2 and the disturbed motor activ-
ity related to intestinal inflammation, their specific pathophys-
iological effect on gut motility is still controversial.

By modifying a previously reported protocol (24), we have
obtained a new chronic model of IBD induced by indomethacin
and characterized by spontaneous cyclical alternation of active
and reactive phases of inflammation, which are correlated with
long-lasting motor disturbances (21). In this model, active
phases of inflammation were related to high blood leukocyte
and TNF concentration as well as a reduced motor activity,
bacterial overgrowth, and bacterial translocation into the intes-
tinal wall. In contrast, reactive phases were related to a reduc-
tion of inflammatory parameters, hypermotility, and normal
bacterial load. This reactive phase is equivalent to the quies-
cent periods in IBD disease.

Because of the relevant role of NO during inflammatory
states, we hypothesized that hypomotility associated with the
active inflammatory phases of our model is related to an
overproduction of NO derived from increased levels of iNOS.
However, because coexpression of iNOS and COX-2 has been
reported in intestinal inflammation, a putative role of prosta-
glandins in the disturbed motor activity cannot be dismissed.
Thus the aims of the present study were /) to evaluate the mRNA
expression of the constitutive and inducible isoforms of both NOS
and COX by RT-PCR in both active and reactive phases of
inflammation; 2) to confirm and localize iNOS and COX-2 pro-
tein by immunohistochemistry; and 3) to determine the specific
contribution of these enzymes on the deranged motor activity by
testing the effects of different NOS and COX enzyme inhibitors
on the intestinal motility of anesthetized rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Sprague-Dawley rats (Charles River, Lyon, France),
8-10 wk old and weighing 300-350 g, were used. They were kept
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under conventional conditions in an environmentally controlled room
(20-21°C, 60% humidity, 12:12-h light-dark cycle) with tap water
and standard laboratory rat chow ad libitum. All experimental proto-
cols were approved by the Ethical Committee of the Universitat
Autonoma de Barcelona.

Experimental model. Intestinal inflammation was induced by ad-
ministration of two subcutaneous injections of indomethacin (7.5
mg/kg in a 0.3-ml volume) 48 h apart, as previously described (21).
This model shows a spontaneous alternation of active and reactive
phases of inflammation, where active phases are characterized by a
generalized hypomotility, bacterial overgrowth, and increase of blood
leukocytes and TNF levels, whereas reactive phases are associated to
hypermotility, recovery of the normal intestinal flora load, and reduc-
tion of blood leukocytes and TNF levels. Blood leukocyte monitoring
allowed the selection of animals during active (high blood leukocytes)
and reactive (low blood leukocytes) phases of inflammation.

Experimental groups. Two groups of animals were used: /) the
indomethacin-treated group (n = 44) and 2) the control group (n =
12), which received saline. Studies were performed 2 days after
indomethacin administration (acute stage) as well as 15 = 3, 30 % 3,
and 60 * 3 days after treatment (chronic stage), with the animals
selected in active and reactive phases according to their blood leuko-
cyte values.

RT-PCR studies. Ten-centimeter samples from the distal jejunum
and the midileum of control and indomethacin-treated rats were taken
immediately after the animals were killed by CO, inhalation. As a
positive control of iNOS and COX-2 mRNA expression, four addi-
tional rats exposed to LPS (15 mg/kg ip) were used (16). Intestinal
segments were divided into four equal parts, and each sample was
frozen in liquid nitrogen and stored immediately at —80°C until use.

RNA extraction. Total RNA was extracted from samples using
RNAwiz (Ambion, Madison, WI) according to the manufacturer’s
instructions and treated with DNA-free (Ambion) for 30 min at 37°C
to remove any genomic DNA contamination.

RT-PCR. First-strand cDNA was synthesized from 5 pg total RNA
in a reaction mixture of 50 .l containing 0.5 g of oligo18(dT) primer
(Ambion), 2 mM dNTP (Ecogen, Barcelona, Spain), and 10 units
Moloney murine leukemia virus (Ambion). The resultant cDNA was
amplified in a total volume of 50 wl with 1 units of tzagDNA, 1 mM
dNTP mixture, and 0.5 uM primers (Proligo). The sequences of sense
and antisense primers for rat iNOS, nNOS, COX-2, COX-1, and
GAPDH (a constitutively expressed gene used as a control of the
efficiency of cDNA synthesis) are listed in Table 1. The PCR
amplification protocol was as follows: 35 cycles with 1 min of
denaturation at 95°C; 1 min of annealing at 56°C (COX-2), 53°C
(nNOS), or 50°C (COX-1, iNOS, and GAPDH); and 1 min of
extension at 72°C on a thermal cycler. Amplified products were

NOS AND INTESTINAL DYSMOTILITY

electrophoresed on 1.5% agarose gel in TAE buffer, stained with
ethidium bromide, photographed under ultraviolet light, and quanti-
fied using image-analyzing software (Quantity-One, Bio-Rad Labo-
ratories). For semiquantification, the ratio of the optical density of
each PCR product and GAPDH was determined.

Immunohistochemistry of iNOS and COX-2. Immunohistochemis-
try of iNOS and COX-2 was performed in tissue sections (5 pwm) of
both the jejunum and ileum prepared on adhesive-coated slides,
deparaffined, and rehydrated. Sections were treated for antigen re-
trieval by boiling in 10 mM citrate buffer (pH 6) for 15 min. After
being washed with PBS, sections were incubated in 5% hydrogen
peroxide to block endogenous peroxidase activity and washed again
with PBS. Nonspecific binding was blocked with a 20% goat (for
detecting iNOS) or rabbit (for detecting COX-2) serum solution in
PBS for 1 h at room temperature. Sections were incubated overnight
at 4°C with anti-iNOS antibody (1:100; Neo-markers, Fremont, CA)
or anti-COX-2 antibody (1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA). In additional control sections, the primary antibody was
omitted. A biotinylated goat anti-rabbit (for detecting iNOS) or rabbit
anti-goat (for detecting COX-2) IgG (Santa Cruz Biotechnology) was
used as a secondary antibody diluted in PBS at 1:200. Sections were
then treated with an avidin-biotin horseradish peroxidase kit (Vector
Laboratories), and reaction products were detected using a dia-
minibenzidine substrate kit for peroxidase (Vector Laboratories).

Motility studies. Motor activity was evaluated in the indomethacin
group 30 = 3 days after treatment in both active and reactive phases
of inflammation as well as in the control group. Surgical procedure
was performed as previously described (21). Briefly, animals fasted
for 6 h were anesthetized by halothane inhalation. The right jugular
vein was cannulated to maintain level III of anesthesia by adminis-
tration of thiopental sodium as required. A laparatomy was performed
to suture three strain gauges (3 X 5 mm, Hugo Sachs Elektronik,
Germany) to the wall of the duodenum (at 2 cm from the pylorus),
proximal jejunum (at 2 cm from Treitz’s ligament), and ileum (at 10
cm from cecum) to record circular muscle activity. Strain gauges were
connected to high-gain amplifiers (MT8P; Lectromed, UK), and
signals were sent to a recording unit connected to a computer
(PowerLab/800; ADInstruments).

After an equilibration period of 10 min, spontaneous motor activity
was recorded for 1 h. To evaluate the effects of NOS inhibitors,
motility was recorded for 1 h after intravenous administration of
L-N°-(1-iminoethyl)-lysine (L-NIL), a selective iNOS inhibitor (4
mg/kg). Immediately after, N-nitro-L-arginine (L-NNA; 10~> mol/
kg), a nonselective NOS inhibitor, was injected, and motor activity
was recorded for 1 h more. To test the effect of COX-2 inhibition, a
separated set of animals was used and motility was recorded for 1 h
after the administration of SC-58125 (10 mg/kg sc), a selective

Table 1. Sequences of sense and antisense primers for rat COX-1, COX-2, nNOS, iNOS, and GAPDH

Enzyme Sequence PCR Product, bp cDNA Position NCBI Refseq
COX-1
Sense 5'-CCTCAACACCAAGACCTG-3’ 402 1765-1782 S67721
Antisense 5"-CACCCTGCCCTGTGATAT-3’ 2149-2167
COX-2
Sense 5'-CAACAGCCCATCTCTCAA-3’ 483 2996-3013 S67722
Antisense 5'-CCCACTAACTGACTCTGT -3’ 3462-3479
nNOS
Sense 5'-CCTCTCTGGCCACTAATG-3’ 335 3541-3558
Antisense 5'-GACTACATCGTCAGCCTG- 3’ 3858-3875 NM-052799
iNOS
Sense 5'-CGGATATCTCTTGCAAGTC-3' 272 493-511 NM-012611
Antisense 5'-GTGTCTGCAGATATGCTGG- 3’ 848-865
GAPDH
Sense 5'-CCGCCCCTTCCGCTGATGCC-3' 140 1208-1227 NM-017008
Antisense 5"-ATGAGCCCTTCCACGATGCC- 3’ 1348-1367

COX, cyclooxygenase; nNOS, neuronal nitric oxide synthase; iNOS, inducible nitric oxide synthase.
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COX-2 inhibitor. Motor responses were quantified by measuring the
area under the curve per minute and are expressed in square millime-
ters.

Drugs and solutions. Lipopolysaccharide 0111:B4 (Escherichia
coli), L-NNA, and L-NIL from Sigma (St. Louis, MO) were dissolved
in saline solution. Indomethacin (Sigma) was dissolved in absolute
ethanol (50 mg/ml) and diluted in a 0.1 M NaHCOs5 solution. 5-(4-
Fluorophenyl)-1-[4-(methylsulfonyl)-phenyl]-3-(trifluoromethyl)-1H-
pyrazole (SC-58125) from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) was
dissolved in DMSO (20 mg/ml).

Data analysis and statistics. Data are expressed as means = SE.
Differences in mRNA expression between groups were compared
using one-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc analysis. In mo-
tility studies, a paired #-test was used to compare the effects of COX
and NOS inhibitors vs. spontaneous motor activity. Results were
considered to be statistically significant when P < 0.05.
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RESULTS

iNOS and nNOS mRNA expression. After 35 cycles of PCR
using specific primers for iNOS, nNOS, and GAPDH as an
internal standard, single bands for each cDNA at the expected
size were observed. The ratios of iNOS and nNOS to GAPDH
for each group are shown in Fig. 1.

In control animals, a low expression of iNOS mRNA was
detected in the ileum. Indomethacin rats selected 2 days after
treatment showed a high increase in both jejunal and ileal
iNOS mRNA expression, whereas in the chronic stage, an
oscillation of iNOS expression was found according to the
phase in which animals were selected. As shown, iNOS mRNA
expression significantly increased during the active phases of
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Fig. 1. A: representative photographs showing the expression of inducible and neuronal isoforms of nitric oxide synthase (iNOS and nNOS, respectively) mRNA
in jejunum-treated and ileum (J) from control and indomethacin (I) rats selected in acute (day 2) and chronic inflammatory stage (days 15, 30, and 60 after
treatment). Rats with chronic inflammation were selected in active and reactive phases, according to their blood leukocyte levels. C—, negative PCR control;
C+, positive control (LPS group); C, control animal; A, active phase; R, reactive phase; M, molecular weight marker. B: bar diagrams showing semiquantitative
analysis by RT-PCR of iNOS and nNOS mRNA in J and I of control and indomethacin-treated rats. Values are means = SE of n = 4—6 in each group. *P <

0.05, ¥*P < 0.01, and ***P < 0.001 vs. the control group.
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inflammation, whereas a return to normal levels was observed
during the reactive phases.

Regarding the constitutive NOS isoform, a similar expres-
sion of the enzyme was observed in control animals in both
jejunal and ileal segments. By contrast, a reduction in the
expression of nNOS was found in animals 2 days after indo-
methacin administration. This decrease of nNOS mRNA ex-
pression was maintained until 30 days after indomethacin
treatment, independently of the phase in which animals were
selected.

COX-2 and COX-1 mRNA expression. Similarly to iNOS
expression, a high increase in both the jejunal and ileal COX-2
mRNA expression was observed in indomethacin-treated ani-
mals 2 days after administration, whereas differences in the
COX-2 mRNA expression were observed in the chronic stage
according to the phase in which animals were selected (Fig. 2).
Whereas COX-2 mRNA expression was significantly increased
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during the active phases of inflammation, a return to normal
levels was observed during the reactive phases.

Regarding the constitutive COX isoform, a similar expres-
sion was found in control and indomethacin-treated rats, inde-
pendently of the phase in which they were selected.

iNOS and COX-2 immunohistochemistry. In control animals,
no immunostaining of any inducible isoform was observed in
jejunal tissues, whereas only weak iNOS and COX-2 immu-
noreactivity was detectable in the cytoplasm of enterocytes
located in the apical side of ileal villi, as shown in Fig. 3. In
animals selected 2 days after indomethacin treatment, marked
COX-2 and iNOS immunoreactivity was evident throughout
the gut wall in both intestinal segments but was particularly
noticeable in the cytoplasm of epithelial cells. In the chronic
stage, a similar distribution of both proteins was observed in
samples from animals selected at active phases of inflamma-
tion. In these animals, positive staining was intense in the
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Fig. 2. A: representative photographs showing the expression of cyclooxygenase (COX)-2 and COX-1 mRNA in J and I from control and indomethacin-treated
rats selected in acute (day 2) and chronic inflammatory stage (days 15, 30, and 60 after treatment). Rats with chronic inflammation were selected in active and
reactive phases, according to their blood leukocyte levels. B: bar diagrams showing semiquantitative analysis by RT-PCR of COX-2 and COX-1 mRNA in J and
I of control and indomethacin-treated rats. Values are means = SE of n = 4—6 in each group. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs. the control group.
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INOS

Control

Active phase

Acute (day 2)

G427

Reactive phase

Fig. 3. Immunohistochemical localization
of iNOS and COX-2 proteins in J and I from
control and indomethacin-treated rats se-
lected 2 and 30 days after treatment. Control
animals and indomethacin-treated rats se-
lected during the reactive phase of inflam-

COX-2

Control

mation showed only a weak staining in the
apical side of ileal villi, whereas indometh-
acin-treated rats selected 2 days after the
treatment (acute stage) and those selected
during the active phases of inflammation
showed an extensive staining throughout the
intestinal walls, particularly in the epithelia.
Original magnification, X100.

mucosa, including the cytoplasm of enterocytes and cells in the
lamina propria. Additional staining in cells located in the
submucosa, muscle layers, and serosa was also observed. By
contrast, during the reactive phases, only a weak immunostain-
ing was observed in the cytoplasm of some enterocytes located
in the apical side of villi, similar to that found in control
animals.

Motility studies. As previously described (21), spontaneous
motor activity in control animals was characterized by isolated
phasic contractions occurring at regular frequency. All indo-
methacin-treated rats selected at different phases of inflamma-
tion showed an alteration of this typical motor pattern.
Whereas motor activity increased significantly during the re-
active phases, a severe hypomotility was observed during the

active phases of inflammation. As shown in Fig. 4, adminis-
tration of L-NIL (a selective iNOS inhibitor) failed to modify
motor activity in control and indomethacin-treated rats selected
during the reactive phase, whereas during the active phase of
inflammation, L-NIL induced a significant increase of motor
activity, with this induced motility similar to that observed
during the reactive phases. Administration of L-NNA (a non-
selective NOS inhibitor) resulted in an increase in the motor
activity in all groups studied. However, the effect of L-NNA
was higher in the control group than in treated animals.

With respect to the results obtained after COX-2 activity
inhibition, administration of SC-58125 did not change the
motor activity in neither control nor indomethacin-treated rats
selected during the reactive phase, whereas a slight increase of
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Fig. 4. A: representative recordings showing motor activity in the duodenum (D), J, and I of control and indomethacin-treated rats selected during the active and
reactive phases of inflammation. Motor activity was evaluated in the basal situation and after the administration of L-N°-(1-iminoethyl)-lysine (L-NIL), a selective
iNOS inhibitor, and N*-nitro-L-arginine (L-NNA), a nonselective NOS inhibitor. B: quantitative analysis of the motor activity in each group. Values are means *
SE of n = 4 in each group. Significant difference (*P < 0.05) vs. basal motor activity or vs. motor activity after L-NIL administration (paired 7-test). AUC, area

under the curve; ns, nonsignificant difference.

motor activity was observed in rats selected during the active
phase, with this induced motility similar to that observed in
control animals (Fig. 5).

DISCUSSION

Using an experimental model of intestinal inflammation
induced by indomethacin, we previously described oscillations
of active and reactive phases of inflammation that are similar to
the active and quiescence episodes observed in IBD patients.
During the active phases, an increase of inflammatory param-
eters associated with hypomotility and bacterial translocation
was observed in indomethacin-treated rats, whereas the reac-
tive phases were characterized by a decrease of these inflam-
matory parameters, hypermotility, and normal bacterial load
2.

In the present study, the results derived from using this
model demonstrate that NO derived from the upregulated
iNOS is responsible for the hypomotility associated with the
active phases of the disease. Furthermore, this study shows a
downregulation of nNOS that is maintained through the
chronic inflammatory state and causes a decrease in the inhib-
itory tone of the intestine. Both isoenzymes seem to be respon-
sible for the cyclical hypo-hypermotility pattern.

The upregulation of both iNOS and COX-2 mRNA observed
during the active phases suggests that both pathways are

coexpressed as previously reported using other models of
inflammation (20, 28). However, in contrast to previous reports
relating the coexpression of both enzymes to the disturbed
motor activity observed in the course of intestinal inflammation
(14, 15), our results do not corroborate an equal participation of
both coenzymes in the hypo-hypermotility cycle. Our motility
results clearly demonstrate that hypomotility is mainly a con-
sequence of an overproduction of NO. In contrast, COX-2
inhibitor at the dose used did not substantially modify motility
parameters. This dose has been reported to be effective in other
inflammatory studies (25, 29). In consequence, and in contrast
to that suggested in other studies (14, 26), prostaglandins
induced by COX-2 seem to play a nonsignificant role in either
the hypomotility or during hypermotility. This discrepancy may
indicate that the mechanisms controlling motor activity are more
susceptible to prostaglanins induced by COX-2 in the course of
acute inflammation than to prostaglandins produced in a more
chronic inflammatory state. Intestinal motor activity is an impor-
tant regulator of luminal bacterial load (11, 19), and, in conse-
quence, hypomotility induced by NO overproduction during the
active phases of inflammation could be the cause of the bacterial
overgrowth observed in our previous study with indomethacin-
treated rats (21) as well as in IBD patients (12).

Another interesting finding of the present study is that, in
contrast to the unchanged COX-1 expression, a long-lasting
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Fig. 5. A: representative recordings showing motor activity in the D, J, and I of control and indomethacin-treated rats selected during the active and reactive
phases of inflammation. Motor activity was evaluated in the basal situation and after the administration of SC-58125, a selective COX-2 inhibitor. B: quantitative
analysis of the motor activity in each group. Values are means = SE of n = 4 in each group. Significant difference (*P < 0.05) vs. basal motor activity (paired

t-test).

decrease in the mRNA expression of nNOS was observed
during both phases of inflammation. This result is in agreement
with previous reports describing impaired synthesis of NO
caused by reduction of immune-reactive nNOS cells in exper-
imental models of colitis (4, 18). However, to our knowledge,
this is the first study demonstrating downregulation of nNOS
expression by RT-PCR in a model of enteritis. We observed
this downregulation 2 days after induction of inflammation,
suggesting that it is an early event, probably occurring as soon
as the inflammatory process is initiated.

In comparison to NO derived from iNOS, the role of NO
released from nNOS has been poorly studied. However, NO
derived from nNOS is responsible for the physiological inhib-
itory tone of the intestine (3, 6). In consequence, the down-
regulation of this enzyme during intestinal inflammation causes
hypermotility and could be part of the integrative defensive
mechanisms existing in the gut to expel a noxious cause. A
defensive reaction of the gut consisting on hypermotility is
observed in inflammatory experimental models of nematode
infection (27), facilitating the parasite expulsion and sponta-
neous cure. Our results show that nNOS downregulation
causes hypermotility in a similar way as in those models of
inflammation with spontaneous cure. Moreover, this reaction
seems to be present for as long as the inflammation persists, but

it is cyclically masked by the overexpression of iNOS causing
hypomotility.

The suppression of nNOS gene expression has been attrib-
uted to large amounts of cytokines released during the acute
phase of inflammation (2). In addition, it has been suggested
that NO derived from nNOS activity keeps iNOS suppressed
under normal conditions, whereas in the course of intestinal
inflammation, downregulation of nNOS is a necessary condi-
tion to facilitate the expression of iNOS and the release of large
amounts of NO (22). However, our results show that iNOS
regulation is more complex. nNOS downregulation could in-
duce iNOS overexpression, but our results also show that iNOS
has a cyclical expression, whereas nNOS expression remains
continuously downregulated. Another study (17) suggests that
the large amounts of NO as the result of the overexpression of
iNOS constitute a negative feedback mechanism of iNOS
expression. Our results could be in agreement with this hy-
pothesis: downregulation of nNOS induces upregulation of
iNOS; however, iNOS expression could be downregulated
when NO production is high.

Previous studies from our laboratory have demonstrated
sustained impairment of epithelial barrier function in animals
with induced inflammation (unpublished data). Our hypothesis
is that whereas antigen load is maintained at lower level, due to
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normal or enhanced motility (as in reactive phases), there is no
inflammatory response despite the increased intestinal perme-
ability. However, when motor activity decreases and bacterial
load rises, a higher proportion of antigens can interact with the
mucosal surface and traverse through the dilated tight junc-
tions, resulting in the activation of the immune system and the
upregulation of iNOS (and COX-2).

In conclusion, regulation of both iNOS and nNOS plays a
fundamental role in the course of intestinal inflammation.
Whereas nNOS is long term downregulated, iNOS expression
only increases cyclically during the active phases of inflam-
mation. Downregulation of nNOS could act as a defensive
mechanism by reducing intestinal tonic inhibition and, hence,
by allowing the increase of gastrointestinal motility in an
attempt to eliminate luminal noxious agents. However, as in
IBD, this reaction seems unable to stop the cyclical relapse into
another active phase, whereas upregulation of iNOS causes
overproduction of NO-inducing intestinal hypomotility and
then bacterial overgrowth.
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ABSTRACT

Although several factors have been implicated in the pathogenesis of inflammatory
bowel disease (IBD), the mechanisms underlying the recurrent relapses have not yet been
clarified. We hypothesized that epithelial barrier dysfunction, associated with intestinal
motor disturbances, could play a key role in exacerbation of inflammatory illness due to an
increased uptake of luminal antigen.

Methods: Indomethacin administration to rats induced a long-lasting oscillation of
active and quiescent phases of inflammation associated with phases of hypo and
hypermotility. To study epithelial barrier function, control rats and rats with induced
inflammation in both phases of the disease were used. Short-circuit current; conductance and
HRP flux were evaluated in small intestinal segments mounted in Ussing Chambers.
Enterocyte endosomes containing HRP and ultrastructural damage were assessed by electron
microscopy.

Results: Rats with induced enteritis in both phases of inflammation demonstrated a
long-lasting increase of epithelial paracellular permeability. In contrast, transcellular
permeability was only disturbed during the active phase, coinciding with the increase in
inflammatory parameters. Furthermore, although mithochondrial damage was observed
throughout the inflammatory state, alterations were worse during the active phase.

Conclusions: The sustained enhancement of paracellular permeability could facilitate
the constant passage of luminal antigens though the mucosa, and hence, be the basis for
chronicity. By contrast, transcellular permeability only increases during the active phases,
when hypomotility and bacterial overgrowth are also present, suggesting this factor may play

a critical role in the course of acute relapses in IBD.
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INTRODUCTION

The intestinal epithelium consists of a single layer of epithelial cells (mainly
transporting enterocytes, but also goblet, enteroendocrine and Paneth cells) joined together
by tight junctions, forming a selective restricting barrier which facilitates nutrient
absorption while limiting uptake of antigenic or potentially toxic material from the lumen
(20). Under normal circumstances, the epithelial barrier restricts both transcellular and
paracellular permeation of antigens, allowing only minute quantities of molecules to cross
into the mucosa, where they interact with the mucosal immune system to downregulate
inflammation (known as oral tolerance) (25). However, epithelial cells respond to several
neuronal and immune mediators modifying their function, i.e. permeability (37). As a
consequence, the excessive penetration of antigens through the epithelial layer may result
in inappropriate immune stimulation, leading to chronic intestinal inflammation (10, 24).

Inflammatory bowel disease (IBD) includes two pathologies characterized by
chronic spontaneous alternation of active and quiescent phases of inflammation: ulcerative
colitis and Crohn’s disease. Several elements have been implicated in the pathogenesis of
the illness, including genetic, environmental and immune factors (11). Between these,
breakdown of epithelial barrier function has been reported as a key factor implicated in the
development of the disease (45). It has been demonstrated that intestinal permeability
increases not only in IBD patients, but also in 10-20% of their first degree healthy
relatives, a sub-group with an increased risk of developing the illness (21, 26, 28).
Moreover, it also seems that relapses in IBD patients are preceded by an increase in
intestinal permeability (43).

We previously developed a chronic model of IBD induced by indomethacin (30).

This model is characterized by spontaneous cyclical alternation of active and quiescent
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phases of inflammation which are correlated with long-lasting motor disturbances. Active
phases of inflammation are related to high blood leukocytes and TNF concentration, as
well as a reduced motor activity, bacterial overgrowth and bacterial penetration into the
intestinal wall. In contrast, quiescent phases are related to a reduction of inflammatory
parameters, hypermotility and normal bacterial load.

A large body of evidence indicates that mast cells play an important role in the
regulation of epithelial transport function (5, 9). Moreover, mast cells have been
implicated in several pathological conditions, including intestinal inflammation (23),
hypersensitivity (44) and stress (34, 35). Evidence for their role in IBD includes increased
number of activated mast cells on inflamed tissues in relation to healthy specimens (12) as
well as elevated levels of mast cell-released mediators in luminal perfusates (19, 27) and
urine (42). In addition, a relationship between stressful events and relapses of
inflammation has been demonstrated in IBD patients (14), suggesting that enhancement of
intestinal permeability due to mast cell activation could be implicated in the pathogenesis
of the illness.

Despite the importance of increased intestinal permeability in the perpetuation of
IBD, the mechanisms underlying the relapses of acute intestinal inflammation are,
however, largely unknown. We hypothesized that a leaky intestinal barrier in conjunction
with motility dysfunction may cause relapses of intestinal inflammation by allowing a
massive uptake of luminal antigens which activates cells in the lamina propria.

Using this model, the specific aims of this study were (1) to evaluate epithelial
barrier function during the active and quiescent phases of inflammation; (2) to assess if the
disturbed permeability is related to increased bacterial translocation, myeloperoxidase
concentration, and mast cell numbers, and (3) to determine if intestinal physiological

abnormalities are accompanied by ultrastructural changes in enterocytes.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Sprague-Dawley rats (Charles River, Lyon, France), 8-10 weeks old and
weighing 300-350g were used. Animals were maintained under pathogen-free conditions
on a 12-h light/dark cycle and provided with food and water ad libitum. The Animal Care
Committees at McMaster University and Universitat Autonoma de Barcelona approved all

procedures.

Experimental model

Intestinal inflammation was induced by administration of two subcutaneous
injections of indomethacin (7.5 mg/kg in a 0.3-ml volume) 48 hous apart, as previously
described (30). This model shows a spontaneous alternation of active and quiescent phases
of inflammation, where active phases are characterized by a generalized hypomotility,
bacterial overgrowth and increased blood leukocytes and TNF levels, whereas quiescent
phases are associated to hypermotility, recovery of the normal intestinal flora load, and
reduction of blood leukocytes and TNF levels. Blood leukocytes monitoring allowed the
selection of animals during either active (high leukocytes) or quiescent (low leukocytes)

phases of inflammation.

Experimental groups

Two groups of animals were used: 1) the indomethacin group (n=36) and 2) the
control group (n=12), which received saline. Studies were performed 2 days after
indomethacin administration (acute stage) as well as 15+3, 30£3 and 60+3 days after

tretament (chronic stage), with the animals selected in advance according to their blood
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leukocyte values. Blood leukocytes were monitored every three days between 10:00 and

11:00 a.m using a Neubauer chambre.

Permeability studies

Rats were killed by cervical dislocation. A laparatomy was performed, and a 15-cm
segment of jejunum (beginning 5-cm distal to the ligament of Treitz) and a 15-cm segment
of ileum, (ending at 10-cm from cecum) were excised and placed in warmed oxygenated
Krebs solution (in mM: 115 NaCl, 1.25 CaCl,, 1.2 MgCl,, 2.0 KH;PO4, and 25 NaHCOs,
pH 7.35+0.02).

Intestinal segments were placed on a plastic rod, stripped of external muscle layers,
opened along the mesenteric border and cut into four flat sheets. The pieces were mounted
in Ussing Chambers (opening of 0.6 cm?) and bathed in 37°C oxygenated Krebs buffer (8
ml in each side). The serosal buffer contained 10 mM glucose as an energy source,
osmotically balanced by 10 mM mannitol in the mucosal (luminal) buffer. The chambers
contained agar-salt bridges to monitor the potential difference across the tissue and to
inject the required short circuit current (ls., pA/cm?) to maintain a zero potential difference
as registered via an automated voltage clamp (W-P Instruments, Narco Scientific,
Mississauga, ON, Canada). The tissues were voltage clamped at 1 mV (for duration of 1 s)
at 5-min intervals, and the Isc deflection was used to determine the conductance (G,
ms/cm?) according to Ohm’s law. Tissues were allowed to equilibrate for 20 min before
baseline values were recorded. Tissues with abnormal baseline values of Isc or G were
considered damaged and were excluded.

Mucosal to serosal transport of macromolecules was assessed by measuring
transepithelial flux of horseradish peroxidase (HRP), as previously described (18). Briefly,

fifteen minutes after mounting the tissues, HRP (type VI, Sigma Chemical, St Louis,
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Missouri, USA) was added to the mucosal buffer at a final concentration of 10° M.
Duplicate samples of serosal buffer (500 ul) were obtained at 30 min intervals for two
hours and were replaced with appropriate buffer solution. HRP activity was measured by
assaying enzyme activity using a modified Worthington method (18). Briefly, 150 ul of
sample was added to 800 pl of phosphate buffer containing 0.003% H,0; and 80 pg/ml o-
dianisidine (Sigma Chemical). The HRP concentration was calculated using enzyme
activity (the rate of increase in optical density at 460 nm during a 2-min period). Fluxes

were calculated according to standard formulae and were expressed as pmol/cm?/h.

Bacterial translocation

Detection of viable enteric bacteria in mesenteric lymph nodes (MLN) is
considered key evidence of bacterial translocation from the intestine (21).

MLN from the iliocecal region were removed under sterile conditions from rats
immediately after being Killed by decapitation. The nodes were rinsed with sterile saline
solution and sonicated twice for 60 s using a sterile container with 3 ml sterile saline each
time. Specimens were frozen in liquid nitrogen, powdered in a mortar kept at—80°C on dry
ice, and weighted. Samples were homogenized in ten parts of milk (Difco, Detroit, MI) and
incubated under aerobic conditions onto blood agar and McConkey agar for 48 h at 37°C.
After incubation, colonies were identified by studying their morphological and
biochemical properties. Bacterial translocation was expressed as the number of positive

cultures with respect to the total number of samples in each group.
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Tissue myeloperoxidase (MPO) determination

Ileal tissues were obtained from rats immediately after being killed by decapitation,
frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until use.

Tissue samples were powdered in a mortar kept at —80°C on dry ice, weighted and
homogenized in lysis buffer (200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% glycine, 1
mM PMSF, 1 pg/ml leupeptide, 28 pg/ml aprotinin; pH 7.4). Homogenized tissue samples
were centrifuged at 1000 g for 15 min at 4°C. Supernatant was removed and recentrifuged
at 1000 g for 10 min. Mieloperoxidase concentration was evaluated using a specific
ELISA (HK210 MPO ELISA kit, HyCult biotechnology, Uden, The Netherlands) with a

minimum detectable concentration of 1 ng/ml.

RMCP Il immunohistochemistry and mucosal mast cell count

Tissue samples were obtained from rats immediately after being killed by
decapitation and fixed in 10% buffered formalin. Immunohistochemistry to detect the rat
mast cell protease 11 was performed in tissue sections (5 pum) prepared on adhesive-coated
slides, deparaffined and rehydrated. After washing with PBS, sections were incubated in
5% hydrogen peroxide to block endogenous peroxidase activity and washed again with
PBS. Nonspecific binding was blocked with horse serum for 30-min at room temperature.
Sections were incubated overnight at 4°C with a monoclonal mouse anti-RMCP-II
antibody (1:500; Moredun Animal Health, Edinburgh, UK). Additional sections where the
primary antibody was omitted were used as control. A biotinylated horse anti-mouse 1gG
(Santa Cruz Biotechnology, California, USA) was used as a secondary antibody diluted in
PBS at 1:200. Sections were then treated with an avidin-biotin horseradish peroxidase kit
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) and reaction products were detected using a

diaminibenzidine substrate kit for peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, USA).

78



PERMEABILITY ENHANCEMENT AND INFLAMMATION

Sections were counterstained with haematoxylin and counted at =400 magnifications.
Positively stained mast cells were counted in three to five sections per animal. Seven to 10
well-oriented villus-crypt units (VCU) were examined per section using an Olympus CH2
microscope (Olympus, Barcelona, Spain). Analysis of all morphological data was

performed blinded to prevent observer bias.

Morphologic studies
Light microscopy

Tissue samples were obtained from rats immediately after being killed by
decapitation, fixed in buffered formalin, embedded in paraffin and processed for
histopathology according to standard procedures. Signs of inflammation were evaluated by
the same observer, who was unaware of the treatment group, in triplicate sections from

each rat.

Electron microscopy

Ileal tissues were obtained from rats immediately after being killed by decapitation
and also from the chambers 2 hours after exposure to luminal HRP. Tissues were
immediately fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 mol/l sodium cacodylate buffer (pH 7.4)
for 2 hours at room temperature, transferred to sodium cacodylate buffer and stored at 4°C
overnight.

Quantitative analysis of HRP uptake in intracellular endosomes was evaluated as
previously described (18). Briefly, tissues were washed three times in 0.05 mol/l Tris
buffer and then incubated for 30 min in 5 mg of 3,3’-diaminobenzadine tetrahydrochlorine
(Sigma Chemical, St Louis, Missouri, USA) in 10 ml of 0.05 mol/l Tris buffer and 0.01%

hydrogen peroxide. Tissues were subsequently processed for electron microscopy, and
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photomicrographs were prepared of well-oriented epithelial cells. The total area occupied
by HRP product-containing endosomes located within a 120 umz window was measured in
coded photomicrographs using a computer-supported image analysis system. Ten
photomicrographs for each animal, 40 for each experimental group, were analyzed by the
same observer (P.C. Yang), who was unaware of the treatment group

Ultrastructural epithelial damage was evaluated in enterocytes by a general
morphological assessment and by the presence of mitochondrial changes such as
enlargement, swelling, disorientation, and disappearance of cristae. The mean of
individual mitochondria within the apical region of enterocytes was measured in three rats
per group, 15 sections per rat, using a computerized image analysis system as described

above. In addition, mast cells were evaluated for signs of activation/degranulation.

Statistical Analysis

Data are expressed as means £ SEM. Statistics were performed with Graph Pad
Prism v.4.0 software (San Diego, CA, USA). Differences between groups were compared
using one-way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni’s post hoc analysis. Single
comparisons were performed using Student’s t-test. Results from bacterial translocation
were analyzed using Chi-square test. In all cases, the results were considered to be

statistically significant when P<0.05.
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RESULTS

Blood leukocytes monitoring

Indomethacin induced a sharp increase of blood leukocyte levels, from 11,250+161

cells/mm? to 20,160+792 cells/mm?®. Leukocyte counts decreased after 5-7 days and then,

new peaks were periodically observed (figure 1A). Animals were selected when

leukocytes were at the highest or lowest level around days 15, 30 and 60. Figure 1B shows

the average number of blood leukocytes in each group.
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Figure 1. Blood leukocytes
monitoring. A) Representative graph
showing blood leukocyte evolution
after indomethacin treatment in an
individual animal and in a control
animal. B) Bar diagram representing
the average of blood leukocytes in
each group. Bars represent the mean +
SEM; n=4-6 rats/group. *P<0.05 vs.
control group; +P<0.05 between active

and quiescent phases of inflammation.

81



PERMEABILITY ENHANCEMENT AND INFLAMMATION

Epithelial electrophysiology

A significant increase in the baseline short-circuit current (ls;) and conductance (G)
was found in animals during the acute stage of inflammation (day 2) both in jejunum and
ileum (Figure 2A and B, respectively). The baseline I returned to normal values between
15 and 30 days after induction of inflammation. By contrast, a significant increase in G

was still present at day 30, independent of the phase of inflammation.

Macromolecular transport

As with electrophysiological parameters, a significant increase in the mucosal to
serosal HRP flux was found in rats two days after induction of inflammation, both in
jejunum and ileum (Figure 2A and B, respectively). Regarding the chronic stage, an
oscillation of HRP flux was found according to the phase in which animals were selected.
In animals with active inflammation, a significant increase in the HRP flux was observed,
whereas this parameter was reduced in animals in the quiescent phase.

With respect to electron microscopy, HRP was evident within endosomes in
enterocytes of both control and indomethacin rats. However, the number and size of HRP
containing endosomes were significantly higher in rats two days after induction of
inflammation. During the chronic stage, an increase in the number and size of HRP-
containing endosomes was also found in animals selected in the active phase. In contrast,
these parameters were similar in animals selected during their quiescent period and in the

control group, as indicated by the HRP-endosomal area (Table 1, Figure 3)

82



PERMEABILITY ENHANCEMENT AND INFLAMMATION

Isc (pAfcmZ)

G (ms/cm?)

HRP flux (pmol/h/cm?)

50 ;

40

75 1

50

100 |

80 1

60

40 1

T
T
2

15 30 60
day after induction of inflammation

sk
O kx
* *
2

15 30 60
day after induction of inflammation
+
sk
T +

*

2 15 30 60

day after induction of inflammation

Isc (pAlcm?)

G (ms/cm?®)

HRP flux (pmol/h/cm?)

50

40 T
30 R
20 -‘
10
o | BB
2

day after induction of inflammation

*
I

=== control

1 acute
——= active phase

= quiescent phase

15

30 60

75
%k
*k
I *k
50 I
* *
2 15 30 60
day after induction of inflammation
-+
125 ;
*% "k
100 - +
*%&
75
&%k
50 | I
2 15

day after induction of inflammation

30 60

Figure 2. Effects of inflammation on intestinal barrier function. Left panels (A):

jejunum. Right panels (B): ileum. Basal Short-circuit current (Isc), conductance (G) and mucosal-

to-serosal flux of HRP were studied in controls and in indomethacin-treated rats (2, 15, 30 and 60

days after treatment). Bars represent the mean + SEM; n=4-6 rats/group, with 2 tissues averaged

per rat. *P<0.05 vs. control group; +P<0.05 between active and quiescent phases of inflammation.
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Figure 3. Electron photomicrographs of ileal tissues showing HRP uptake in
endosomes of control and indomethacin-treated rats. (A) Photomicrograph from a control rat
showing an HRP filled endosome in apical region of a villus enterocyte. (B) Larger and more
numerous HRP filled endosomes were observed in indomethacin-treated rats in acute stage of
inflammation (2 days after treatment). Animals selected during the chronic stage (30 days after
inflammation induction) showed a huge endosomal uptake of HRP during the active phase of
inflammation (C), whereas a smaller proportion of enterocytes containing HRP-endosomes was
observed in animals selected during the quiescent phase (D). Arrows indicate HRP-containing

endosomes. Magnification: x5000.
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Tablel. Electron microscopy findings in the enterocytes of control and treated rats

selected 2 days (acute stage) and 30 days (chronic stage) after indomethacin treatment

Chronic stage (day 30)
Control group  Acute stage
Active phase  Quiescent phase

HRP-endosome area
0.25+0.03 3.61+1.58* 5.72+0.44** 0.38+0.04+
(LM?%/120 um? cell area)

Mitochondrial area
0.10+0.02 0.22+0.07*  0.36+0.06** 0.22+0.09*+

(um?)

Data are shown as mean = SEM; n=4 rats/group, 10 sections/rat

Endosomal area is expressed as total area of horseradish peroxidase (HRP) containing
endosomes in an area of 120 um? in the apical region of the enterocyes.

Mitochondrial area is expressed as mean area of individual mitochondria within
enterocyes.

*p<0.05 compared with control group. +p<0.05 between active and quiescent phases of

inflammation.

Bacterial translocation

Results from aerobic bacteria isolated from the mesenteric lymph nodes in all
groups are summarized in table 2. As shown, a significant increase of positive cultures was
found in MLN from rats selected during the acute stage of inflammation compared to the
control group. Regarding the chronic stage, incidence of positive cultures was different
according to the phase in which animals were selected. Whereas animals with active
inflammation showed a high incidence of bacterial translocation to MLN, this parameter

was reduced in animals in the quiescent phase.
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Table 2. Presence of bacterial translocation for a specific organism in control group and

rats with induced-inflammation in acute (day 2) and chronic stages (day 30).

Chronic stage (day 30)
Control group  Acute stage
Active phase Quiescent phase

E. coli 1/6 6/6* 4/6 1/6
Enterococcus sp 0/6 5/6* 4/6* 2/6
Lactobacillus sp 0/6 3/6* 2/6 1/6

Results are expressed as positive cases/number total of rats

*p<0.05 compared with control group

Myeloperoxidase concentration

A significant increase in the MPO concentration was found in ileal tissues from
rats selected during the acute stage of inflammation compared to the control group.
Regarding the chronic stage, an oscillation of MPO levels was found according to the
phase in which animals were selected. In animals with active inflammation, a significant
increase in the MPO concentration was observed, whereas this parameter was reduced in
animals in the quiescent phase (figure 4). Although peak of MPO was decreasing with

time, cyclical differences were still observed 60 days after induction of inflammation.

Mucosal mast cells

As shown in Figure 5, the number of mucosal mast cells (expressed per villus-crypt
unit) increased significantly in rats selected during the acute stage of inflammation
compared with control animals both in jejunum and ileum. However, no ultrastructural

evidence of mast cells activation/degranulation was observed by electron microscopy, as
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shown in Figure 6. A slight increase in the number of mucosal mast cells was still
observed at 15 days after the induction of inflammation at both active and quiescent
phases. After this period, mucosal mast cell numbers returned to values similar to those

found in the control group.
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Histological study

As previously described (30), indomethacin induced an important acute
inflammatory reaction in the small intestine, especially in the distal jejunum and ileum.
Macroscopically, alterations were observed until 15 days after treatment, characterized by
a severe distention of the small bowel loops with an edematous appearance. Multiple
adherent regions were also found. The inflammatory reaction in the acute stage was
characterized by the presence of inflamed ulcerated and non-ulcerated areas, inflammatory
infiltration in the lamina propria, submucosa and serosa, shorter crypts and mucin
depletion. Multifocal subepithelial vacuolization was also found. In the chronic stage,
inflamed areas were observed only at day 15 in samples from rats selected in active phase,
characterized by inflammatory infiltration in the submucosa, long abnormal crypts and

increased numbers of goblet cells.
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Figure 5. Bar diagrams representing the number of mucosal mast cells per villus-crypt unit

(VCU) stained with anti-RMCP-II antibody in jejunum (A) and ileum (B) of control and

indomethacin-treated rats. Bars represent the mean + SEM. Positively stained mast cells were

counted in three to five sections per animal. Seven to 10 well-oriented VCU were examined per

section; n=6 animals/group. *P<0.05 vs. control group.

indicative of absence of activation. x5000.

Figure 6. Electron photographs of
control and indomethacin rats showing
non-activated mast cells in the mucosa.
(A) control, (B) indomethacin rat in acute
stage of inflammation, (C, D) indomethacin
rats in chronic stage of inflammation (active
and quiescent phases, respectively. In all
cases, mast cells showed numerous

homogeneous electron dense granules,
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Epithelial ultrastructural morphology

Severe ultrastructual epithelial damage was observed two days after induction of
inflammation. Epithelial alterations were characterized by the presence of micro-ulcers,
loss of microvilli and mitochondrial enlargement with disruption of cristae. In the chronic
stage, the appearance of the small intestine mucosa was normal from 15 days on by light
microscopy. However, using electron microscopy, ultrastructural signs of epithelial
damage were clear. Enterocytes in all animals at day 30 showed enlarged mitochondria
with loss of cristae (Figure 7), whereas this abnormality was not found in epithelial cells
from control rats. Moreover, the mitochondrial damage was significantly higher in those
animals selected during their active phase of inflammation than in those selected during

their quiescent phase (Table 1).
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Figure 7. Electron photomicrographs of control rats and rats with induced
inflammation showing epithelial ultrastructure of ileal tissues. (A) Photomicrograph from a
control rat showing normal electron-dense mitochondria. (B) Swollen disrupted mitochondria with
irregular cristae were observed in enterocytes from indomethacin rats in acute stage of
inflammation (2 days after treatment), as well as in animals selected during the chronic stage (30
days after treatment) in both active phase (C) and quiescent phase of inflammation (D).

Magnification: x5000.
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DISCUSSION

While it has been reported that intestinal barrier dysfunction may play a key role in
the course of IBD, its specific contribution to the relapses of inflammation is still
unknown. This study shows that intestinal permeability remains altered for prolonged
periods of time and that the degree of intestinal permeability alteration differs between the
active and quiescent phases of inflammation in a chronic rat model of IBD. Whereas
during the quiescent periods only the paracellular permeability remained enhanced, both
paracellular and transcellular pathways were altered in the active phases. Furthermore,
there is a clear correlation between the cyclical enhancement of transcellular permeability
and bacterial translocation. Thus, changes in the intestinal barrier function correlate with
the course of IBD.

We previously reported that indomethacin could induce long-lasting oscillation of
active and quiescent phases of inflammation, characterized by changes in blood leukocytes
and TNF (30). However, in spite of the long-lasting cyclical oscillation of blood
parameters, intestinal tissue showed a normal appearance when visualized by light
microscopy from 15 days on. In this study both MPO determination and electron
microscopy analysis demonstrate alterations in the intestinal tissue that correlate well with
the blood parameters, corroborating that a sustained subclinical low grade inflammation
remains chronically as in many IBD patients in clinical remission (1, 15).

Studies evaluating side effects of non-steroidal anti-inflammatory drugs on small
intestine have previously demonstrated that acute administration of indomethacin to rats
(5-30 mg/kg) induces changes in mitochondrial energy production, leading to disruption of
enterocyte intercellular junctions and permeability enhancement, similar to those observed

in IBD (36, 38, 39). In this study, we confirmed that indomethacin-induced enteritis is
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associated with abnormalities of epithelial function, as shown by a rise in the short-circuit
current (indicating increased net ion transport) and conductance (indicating ion
permeability). However, to our knowledge, this is the first report showing that intestinal
inflammation induced by indomethacin results in prolonged impairment of intestinal
epithelial electrophysiology as previously described in other experimental models (2).

Ultrastructural evidence of mitochondrial changes in enterocytes of animals with
induced enteritis in both phases of inflammation was found. Swollen and irregular
mitochondria have been reported to be indicators of perturbed function and predictive of
reduced ATP levels (8). Furthermore, these alterations are associated with increased
paracellular permeability due to the rearrangement of F-actin and tight junction proteins
(40). Integrity of tight junctions is fundamental to prevent the access of luminal antigens to
the gut-associated lymphoid system (3). Thus, disruption of this structure could lead to an
imbalance in the normal interaction between luminal aggressive factors and mucosal
defense, resulting in a persistent low-grade inflammation (24). Additional experiments are
needed to confirm the involvement of tight junctional proteins on the sustained
enhancement of paracellular permeability reported in this study.

Although small quantities of macromolecules can traverse the intestinal mucosa
under physiological conditions, there is evidence that an excessive uptake could disrupt
and cause direct toxic or immunologic reactions resulting in local or systemic disease, i.e.
IBD (6, 33). In our study, the flux of horseradish peroxidase protein (HRP) was used to
determine the transport of macromolecules across the epithelium. HRP can be visualized
by electron microscopy, allowing identification of the transport pathway of this protein
across the epithelium (41). We found a significant increase in the mucosal to serosal flux
of HRP in all inflamed animals. Electron microscopic analysis revealed that HRP did not

cross the epithelium through the tight junctions or paracellular regions. In contrast, a
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significant increase in the size of HRP endosomes in epithelial cells was found, indicating
that HRP transport to the lamina propria occurred mainly via the transcellular route. This
observation is consistent with findings from previous studies showing that HRP is taken up
by endocytosis and is transported exclusively through enterocytes by vesicles and vacuoles
in both IBD and in normal control specimens (4, 7). However, one interesting finding of
our study is that the increased transcellular transport observed at active phases of
inflammation is concomitant with bacterial translocation.

Although our study did not explore the mechanisms accounting for the enhacement
of transcellular permeability found in animals with induced enteritis, results could be
explained by the morphological changes observed in enterocytes at the ultrastructural
level. It has been reported that, in addition to normal enterocytes, atypical enterocytes
termed “rapid antigen uptake into the cytosol enterocytes” (RACE cells) are present at the
intestinal level of both healthy and IBD patients. These cells are characterized by an
electron-lucent cytoplasm containing a high amount of antigens, and it has been suggested
that they are involved in the presentation of antigens by MHC class | antigen. Intestinal
inflamed samples obtained from IBD patients show an increased number of RACE cells
compared with healthy mucosa specimens (17). It has been proposed that due to lowered
energy metabolism, these cells are more susceptible to a direct uptake of antigens into the
cytosol than normal enterocytes. As a consequence, the passage of molecules through the
intestinal barrier may be enhanced, leading to the stimulation of the mucosal immune
system and subsequent increase in mucosal levels of pro-inflammatory cytokines as seen
in IBD (16,29).

We have previously reported that active and quiescent phases in our model are
related to cyclic changes in intestinal motor activity (30, 31). Whereas active phases of

inflammation are characterized by a generalized hypomotility, increased motor activity is
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related to the quiescent periods. In consequence, the enhancement of transcellular
permeability seems to be correlated to hypomotility and bacterial translocation. Our
hypothesis is that while antigen load is maintained at lower level, due to normal or
enhanced motility, there is no inflammatory response despite the increased intestinal
permeability (mainly paracellular). However, when motor activity decreases and bacterial
load raises, a higher proportion of antigens can interact with the mucosal surface and
traverse through the tight junctions, resulting in the activation of the immune system. Both
inflammatory mediators, and compounds released by microbes have been described to
have a direct cytotoxic effect on the epithelial cells (16, 29, 32), resulting in an increase of
transcellular vesicular transport, and hence, leading to massive antigenic uptake and the
appearance of symptoms characteristic of IBD. Thus, whereas altered paracellular
permeation could be considered as a predisposing factor for suffering from IBD,
enhancement of transcellular permeability seems to be responsible for relapses of the
illness.

With respect to the putative role of mast cells in IBD, it has been described that
these cells are involved in the induction of permeability alterations that occurs during the
relapses of the illness (13). However, our results do not corroborate the importance of mast
cells on the sustained enhancement of intestinal permeability. An increase in the number
of mast cells was observed a few days after induction of inflammation, but no differences
were observed in this parameter during the active and quiescent phases of inflammation
later at the chronic stage. Furthermore, 15 days after induction of inflammation the number
of mast cells did not differ from that in control animals. It is interesting to point out that
while morphological changes in epithelial cells were modified by phase of inflammation
and paracellular permeability was still enhanced, mast cells as seen by electron

microscopy did not show signs of activation.
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In conclusion, this study shows that intestinal permeability remains altered for
prolonged periods of time and that the degree of intestinal permeability alteration differs
between the active and quiescent phases of inflammation in a chronic rat model of IBD.
Whereas sustained enhancement of paracellular permeability could facilitate constant
passage of luminal antigens through the mucosa and in consequence be the base for
chronicity, relapses of the illness could be related to massive uptake of luminal antigens
and bacterial translocation due to the aggravated effect of disrupted motility together with
a deranged epithelial barrier function. Finally, at the chronic stage of the disease mast cells

do not seem to be directly involved in the cyclical changes of transcellular permeability.
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DISCUSION GENERAL

Una de las mayores limitaciones en la profundizacion del conocimiento de los
mecanismos fisiopatologicos de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal radica en la
dificultad de encontrar modelos experimentales que reproduzcan las principales
caracteristicas de dicha enfermedad: recaidas espontaneas y cronicidad (Elson et al.,

1995; Hibi et al., 2002; Jurjus et al., 2004).

El modelo de enteritis inducida por la administracion sistémica de indometacina
es uno de los modelos experimentales de Enfermedad Inflamatoria Intestinal mas
utilizado debido a su simplicidad y adaptabilidad a pequenas especies de mamiferos
como la rata (Yamada et al., 1993) y el raton (Boushey et al., 1999). Sin embargo, los
protocolos de administracion de indometacina descritos hasta el momento provocan una
respuesta inflamatoria muy severa con un elevado indice de mortalidad, por lo que este
modelo se utilizaba basicamente para el estudio de los mecanismos implicados en el

desarrollo de la inflamacion aguda (Konaka et al., 2002).

Una de las principales aportaciones de esta Tesis Doctoral ha sido la obtencion y
caracterizacion de un nuevo modelo de Enfermedad Inflamatoria Intestinal en el cual
hemos logrado reproducir las recidivas que se producen de forma espontdnea en los
pacientes humanos. Dicho modelo se ha obtenido a partir de una modificacion del
protocolo clasico de enteritis inducida por indometacina en la rata (Ruh et al., 1999).
Las principales ventajas de este modelo son: la obtencion de una respuesta inflamatoria
cronica, homogénea y reproducible, la oscilacion espontdnea de fases activas y

quiescentes de inflamacion, y el uso de una especie animal relativamente asequible.

El modelo clasico de enteritis inducida por indometacina en la rata se considera
un buen modelo de enfermedad de Crohn, ya que presenta cierta similitud con algunas
de las caracteristicas histopatologicas de esta enfermedad (Yamada et al., 1993;
Anthony et al., 2000). Al igual que sucede en el modelo original, la pauta de
administracion de indometacina utilizada en este estudio provoca una intensa respuesta
inflamatoria en el intestino delgado, que se desencadena a las pocas horas tras su
administracion. Esta lesion aguda se caracteriza por la presencia de edema tanto en la

serosa como en la mucosa, ulceras y multiples adherencias entre las asas intestinales.
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Histolégicamente destaca la presencia de infiltrado inflamatorio transmural,

microulceras, acortamiento de las vellosidades y vacuolizacion subepitelial.

Otros hallazgos observados en nuestro modelo durante la fase aguda también
concuerdan con los descritos en la bibliografia en referencia al modelo clésico,
incluyendo el incremento de la expresion génica de iNOS (Konaka et al., 1999; Saud et
al., 2005), la alteracion de la permeabilidad paracelular (Bjarnason et al., 1995), el
incremento de la sintesis de TNF-a (Bertrand et al., 1998) y el sobrecrecimiento y
translocacion de bacterias luminales (Yamada et al., 1993). Sin embargo nuestro
modelo ofrece tres grandes ventajas respecto al modelo clasico: [1] la lesion intestinal
aguda es menos severa, por lo que el indice de mortalidad es practicamente cero, [2] la
cronificacion del proceso inflamatorio permite el estudio de los mecanismos
involucrados en el desarrollo de las alteraciones funcionales cronicas producidas por la
inflamacion, y [3] la oscilaciéon espontanea de fases activas y quiescentes de

inflamacion permite el estudio de los mecanismos responsables de las recidivas.

A pesar de que durante la fase cronica de este modelo no se aprecian lesiones
histolégicas evidentes, la medicion de diferentes parametros inflamatorios (leucocitos
totales, TNF-o y concentracion de MPO intestinal) demuestra la existencia de una
alternancia ciclica entre fases de inflamacion activa con otras de aparente recuperacion
que persiste alrededor de 6-8 semanas tras la induccion del proceso inflamatorio.
Ademas, esta cronificacion de la respuesta inflamatoria se asocia a una alteracion

funcional prolongada tanto de la actividad motora como de la permeabilidad intestinal.

Tal y como se ha descrito previamente, las alteraciones motoras que se producen
durante los procesos inflamatorios intestinales son complejos y pueden variar en
funcion del modelo experimental, el segmento intestinal y la fase del proceso
inflamatorio (Mayer & Collins, 2002; Mawe et al., 2004). Los diferentes estudios
realizados en nuestro modelo demuestran claramente esta complejidad, ya que mientras
que durante la fase activa se produce una hipomotilidad generalizada, la fase de

recuperacion se asocia a un incremento de la actividad motora intestinal.

El protocolo experimental utilizado en este estudio para valorar la actividad
motora intestinal se realiza en animal anestesiado y permite analizar toda una serie de
parametros que reflejan tanto el estado de los mecanismos intrinsecos como extrinsecos

de regulacion de la actividad motora (Giralt & Vergara, 1999). El incremento de la
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actividad motora intestinal asociado a la fase de recuperacion se caracteriza por un
aumento de la actividad motora espontanea en forma de clusters de contracciones
fasicas, una mayor respuesta motora a la CCK y un incremento del valor de las
contracciones inducidas por la estimulacion eléctrica intraluminal. Estos datos sugieren
tanto una alteracion funcional en el estado de la neurotransmision entérica (incremento
del tono excitatorio y/o disminucioén del tono inhibitorio) como una alteracion de la
sensibilidad aferente vagal. Por el contrario, la disminucion de la motilidad intestinal
durante las fases de inflamacidén activa se produce por un incremento del tono

inhibitorio nitrérgico.

Tal y como se indica en la introduccion de esta tesis, la inervacion inhibitoria
nitrérgica es la principal responsable de la relajacion tonica de la musculatura lisa
intestinal en situacion fisiologica (Allescher et al., 1992). Su afectacion puede dar lugar
a importantes alteraciones motoras, tal y como sucede tanto en diferentes modelos de
inflamacion intestinal (Hogaboam et al., 1995; Mizuta et al., 2000), como en ciertas
patologias humanas (Lui et al., 1997, Wedel et al., 2002). Gracias al uso de
herramientas farmacologicas y técnicas moleculares e inmunohistoquimicas este trabajo
demuestra que la regulacion de la sintesis de NO juega un papel clave en el curso de las
alteraciones motoras asociadas al proceso inflamatorio. Asi, la reduccion del tono
inhibitorio intestinal derivado de la inhibicion de la expresion de nNOS juega un papel
fundamental en el incremento de motilidad observado durante las fases de recuperacion.
Por el contrario, la disminucion de motilidad asociada a las fases activas parece ser
debida a un incremento de la sintesis de NO producido por un incremento

transcripcional de iNOS.

A pesar del creciente numero de estudios realizados, es frecuente encontrar datos
aparentemente contradictorios en la literatura sobre los mecanismos que intervienen en
la autorregulacién de la expresion génica entre las diferentes isoformas de NOS. Al
igual que sucede en nuestro modelo, diferentes estudios han demostrado una
disminuciéon en la expresion de nNOS en el curso de la inflamacion aguda,
posiblemente debido al incremento en la liberacion de diversos mediadores
inflamatorios, principalmente citocinas (Bandyopadhyay et al., 1997; Mizuta et al.,
2000). Los mecanismos involucrados en la regulacion de la expresion génica de iNOS
son mas controvertidos. Mientras que existen varios estudios que demuestran que el NO

sintetizado por las isoformas constitutivas de NOS juega un papel clave en la supresion
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fisiologica de la expresion génica de iNOS (Qu et al., 2001), existen otro trabajos que
demuestran que tanto la administracion exdgena de NO (Mariotto et al., 1995) como el
propio NO liberado por iNOS (Eberhart & Dubois, 1995) pueden provocar la inhibicion
de su expresion génica. Nuestros resultados demuestran que ambos mecanismos pueden
estar actuando de manera simultanea en la regulacion de la expresion de iNOS en las
diferentes fases de nuestro modelo. Mientras que la inhibicion sostenida de la expresion
de nNOS puede facilitar la expresion génica de iNOS, esta misma expresion de iNOS
puede ser inhibida por la liberacion de grandes cantidades de NO, tal y como hemos
confirmado recientemente en nuestro laboratorio mediante la administracion de un

donador exdgeno de NO.

Ademéds del o6xido nitrico, existen otros mediadores inflamatorios capaces de
modular de manera importante la funcién motora intestinal. En este trabajo nos
propusimos estudiar el papel que juegan las prostaglandinas en las diferentes fases del
modelo, ya que ademas de existir una estrecha regulacion entre las actividades COX y
NOS (Paya et al., 1997; Goodwin et al., 1999; Posadas et al., 2000), la sintesis
endogena de prostaglandinas se ha asociado con la inhibicion de la motilidad durante el
ileo paralitico post-quirargico (Josephs et al., 1999; Schwarz et al., 2001). En nuestros
experimentos, la inhibicion enzimatica de COX-2 tras la administracion del inhibidor
selectivo SC-58125 increment6 levemente la motilidad intestinal en animales durante la
fase activa, indicando que a pesar de que las prostaglandinas contribuyen a la
disminucion de la actividad motora durante las fases activas del modelo, su papel es

proporcionalmente menos importante al que juega el NO

Una de las funciones de la motilidad intestinal es regular la carga bacteriana
luminal. Asi, la disminucion de la motilidad intestinal que se produce en ciertos
procesos clinicos como el ileo paralitico post-quirtrgico (Behm & Stollman, 2003) o la
pancreatitis, tanto aguda (Van Felius et al., 2003) como crénica (Trespi & Ferrieri)
puede provocar sobrecrecimiento bacteriano, siendo éste una de las principales
complicaciones que pueden producirse en dichos procesos. A nivel intestinal existe un
patrébn motor defensivo que aparece tras la activacion del sistema inmune y cuyo
objetivo es la rapida expulsion del tracto digestivo de agentes potencialmente nocivos.
Dicho patron consiste en un incremento de la actividad motora propulsiva del intestino
delgado, que da lugar a las denominadas giant migrating contractions (Cowles & Sarna,
1990; Jouét & Sarna, 1996; Husebye, 1999; Sarna, 2003; Wood, 2004). El hecho de que
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este tipo de patron motor aparezca tras la colonizacidon del tracto gastrointestinal
superior por parte de enterobacterias y especies anaerobias estrictas, que en condiciones
normales se hallan ausentes en estas zonas, sugiere que la flora microbiana puede

desencadenar el inicio de la actividad motora propulsiva (Husebye et al., 1997)

En este estudio hemos puesto claramente de manifiesto la estrecha correlacion
existente entre la actividad motora y la concentracion de bacterias presentes en la luz
intestinal. Ademas, este es el primer estudio experimental que, hasta donde llega nuestro
conocimiento, demuestra una oscilacion ciclica de la carga microbiana luminal en

funcion del aumento o la disminucion de la actividad motora.

El incremento de la actividad motora intestinal asociado a las fases de
recuperacion de nuestro modelo posiblemente también sea, al menos en parte, un
mecanismo defensivo secundario al sobrecrecimiento y translocaciéon de bacterias
luminales que se produce durante las fases activas de inflamacion. No obstante, la
técnica utilizada en nuestros estudios de motilidad no permite valorar si esta
hipermotilidad es realmente una actividad motora organizada equivalente a las giant
migrating contractions, por lo que seria interesante la utilizacion de otras técnicas que
permitieran valorar esta coordinacion de la actividad motora, como por ejemplo la

electromiografia.

Una de las claves en la cronificacion de la respuesta inflamatoria en los
pacientes afectados de Enfermedad Inflamatoria Intestinal parece ser la existencia de
una respuesta inmune local inapropiada frente a antigenos luminales (Chadwick &
Anderson, 1990; Fabia et al., 1993; Duchmann et al., 1995). Diferentes estudios
realizados tanto en el modelo clésico de enteritis inducida por indometacina en la rata
como en otros modelos experimentales de Enfermedad Inflamatoria Intestinal sugieren
la participacion de la flora intestinal en la patogénesis de la lesion (Okayasu et al., 1990;
Taurog et al., 1994; Rath et al., 1996). Asi, tanto los animales germ free con
inflamacion inducida por indometacina como los que reciben tratamiento antibidtico de
manera simultdnea a la administracion del farmaco apenas desarrollan lesiones
inflamatorias (Robert & Asano 1977; Satoh et al., 1983; Davis et al., 1990; Yamada et
al., 1993; Colpaert et al., 2001). Los diferentes estudios microbiologicos realizados en
este modelo corroboran la implicacion de las bacterias luminales en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria inicial tras la administraciéon de indometacina. Sin embargo, la

importancia de la flora bacteriana no se limita al desarrollo inicial de la lesion intestinal.
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Este estudio también proporciona evidencias significativas de que tanto el
sobrecrecimiento bacteriano como su posterior translocacion juegan un papel clave en
los relapsos de inflamacion espontdnea que se observan durante las fases activas del
modelo. Si bien este trabajo no determina el mecanismo por el cual actaan las bacterias,
la demostracion de la estrecha correlacion existente entre la actividad motora, la
concentracion de bacterias presentes en la luz intestinal y la translocacion bacteriana

enfatiza la potencial relevancia de este factor en el control de la respuesta inflamatoria.

Al igual que sucede en el modelo original, la intensa respuesta inflamatoria que
se desencadena a las pocas horas tras la administracién de indometacina se asocia a una
ruptura fisica de la barrera epitelial. Tal y como hemos comentado anteriormente, la
integridad de la funcion de la barrera epitelial es indispensable para evitar una excesiva
penetracion de antigenos alimentarios, microorganismos y toxinas bacterianas dentro
del epitelio, por lo que la vulnerabilidad de esta funcion de barrera podria ser uno de los
principales factores involucrados en la perpetuacion del proceso inflamatorio. Esta
correlacion se ha sugerido tanto en la enfermedad humana como en diferentes modelos
experimentales de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Bjarnason et al., 1995; Farhadi
et al., 2003). No obstante, una observacion interesante de este estudio es que el grado de
afectacion de la funcion de la barrera difiere a lo largo del proceso inflamatorio.
Mientras que la administraciéon de indometacina provoca un aumento sostenido de la
permeabilidad paracelular, posiblemente debido a una pérdida en la integridad de las
tight junctions, la permeabilidad transcelular aumenta de manera significativa durante

las fases activas de inflamacidn.

Existen diferentes mecanismos por los que la inflamacién puede provocar un
aumento de la permeabilidad transcelular. En primer lugar, la respuesta inflamatoria
induce un incremento del turnover celular, dando lugar a cambios en el fenotipo de las
células epiteliales y al desarrollo del fendmeno conocido como “sindrome del enterocito
enfermo” (sick enterocyte). Esta disfuncion de la barrera epitelial se asocia a un
incremento en el transporte macromolecular, debido a que las células epiteliales
inmaduras son mas susceptibles a la captacion de antigenos luminales por endocitosis
(Pacha, 2000). Este mecanismo podria ser responsable del aumento del transporte
transcelular asociado a la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Schiirmann et al., 1999),
ya que en esta patologia se ha demostrado un incremento en el nimero de células RACE

(rapid antigen uptake into the cytosol enterocytes), un tipo de célula epitelial que
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presenta signos de inmadurez funcional (Kersting et al., 2004). En nuestro modelo, el
incremento de permeabilidad transcelular también se asocia con cambios morfologicos a
nivel de los enterocitos que son compatibles con una reduccion del metabolismo

energético mitocondrial.

Las células M epiteliales, un fenotipo celular especializado que se localiza en el
epitelio que recubre las placas de Peyer, se encargan de transportar antigenos desde la
luz intestinal hasta el tejido linfoide subyacente por un mecanismo de transporte
vesicular transepitelial (Neutra, 1998). El incremento del transporte macromolecular
que se produce durante los procesos inflamatorios intestinales podria ser debido a un
aumento en el nimero de células M, tal y como sucede tanto en la patologia humana
como en diferentes modelos experimentales, incluido el modelo clésico de enteritis
inducida por indometacina (Fujimura et al., 1992; Cuvelier et al., 1994; Kucharzik et
al., 2000; Liigering et al., 2004). Las células M también pueden servir de puerta de
entrada para la invasion epitelial de ciertos microorganismos (Siebers & Finlay 1996),
por lo que ésta podria ser una de las vias de entrada de las bacterias luminales hacia los

ganglios linfaticos en nuestro modelo.

Uno de los factores determinantes en la captacion de antigenos luminales es el
grado de interaccion entre los compuestos presentes en la luz intestinal y el borde apical
de las células epiteliales, por lo que la actividad motora juega un papel clave en la
regulacion del paso de macromoleculas a través del epitelio. El enlentecimiento del
tiempo de transito intestinal puede favorecer el contacto antigeno-mucosa y promover,
por tanto, la captacion de antigenos luminales por un mecanismo de endocitosis
inespecifico (Valori, 1992; Sun et al., 1998). La estrecha correlacion existente entre
hipomotilidad, aumento de la permeabilidad transcelular, translocacion bacteriana e
inflamacion, refleja la importancia que tienen las alteraciones funcionales motoras en

los relapsos de inflamacion asociados a las fases activas del modelo.
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Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en este estudio podrian resumirse

en los siguientes esquemas:

e Inflamacién aguda

indometacina @

disminucion PGs

disfuncion mitocondrial
Estrés oxidativo

R 6

alteracion barrera epitelial

paracelular tranceluW

O O O O translocacién
inflamacion @

_A
— \

@ +++ citocinas
+++COX.2 > InibicionnNOS ()
+++iNOS _— ++NO = hipomotilidad

La administracion de indometacina provoca una inhibicion de la COX, y por tanto la
disminucion de la sintesis de prostaglandinas (PGs) [1]. La reduccion de PGs protectoras en
conjuncién con otros mecanismos, tales como la disfuncién mitocondrial asociada a la
inhibicion de la fosforilacion oxidativa y el estrés oxidativo provocan la disrupcion de la barrera
epitelial [2]. Esta alteraciéon provoca la entrada masiva de antigenos a través de las vias
paracelular y transcelular, incluidas bacterias, lo que provoca una respuesta inflamatoria aguda
[3]. La inflamacion provoca un aumento de citocinas, asi como la induccion de la expresion
génica de iNOS y COX-2 [4]. El proceso inflamatorio se asocia con alteraciones en la sintesis
de NO [5]. Mientras que las citocinas provocan la inhibicion de la nNOS, la sobre-expresion de

la iNOS provoca la liberacion de grandes cantidades de NO y por tanto hipomotilidad.
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Fase activa: Posiblemente, el aumento en el paso de antigenos luminales debido al incremento

sostenido de permeabilidad paracelular [1] condiciona el desarrollo de un estado inflamatorio

cronico subclinico [2]. Tanto la inflamacion como la disminucion de la nNOS [3] pueden

provocar un incremento en la expresion génica de iNOS [4]. La disminucion de la actividad

motora intestinal, mediada por la sobreproduccion de NO, facilita el incremento de la carga

antigénica luminal [5] y la captacion de macromoléculas por un mecanismo de endocitosis
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discusién general

inespecifico [6]. La translocacion de bacterias luminales provocaria la activacion del sistema

inmune y la liberacién de mediadores inflamatorios [7].

Fase quiescente: tanto la disminucion de nNOS [8], como la activacion del patréon motor
defensivo debido al sobrecrecimiento de bacterias luminales [9] se asocian a un incremento de
la actividad motora intestinal. La hipermotilidad facilita la desaparicion de los estimulos pro-
inflamatorios [10] ya que provoca la disminucion de la carga antigénica luminal, asi como la

disminucion en el paso de macromoléculas a través del epitelio.

112



CONCLUSIONES

1. La modificacion realizada sobre el modelo clasico de enteritis inducida por
indometacina en la rata da lugar a la obtencion de un nuevo modelo de Enfermedad
Inflamatoria Intestinal cronico que reproduce la oscilacién espontanea de fases
activas y quiescentes de inflamacion intestinal caracteristicas de la enfermedad
humana. Este nuevo modelo constituye una herramienta util para el estudio de los
factores fisiopatogénicos implicados tanto en la ciclicidad como en la cronicidad
del proceso inflamatorio.

2. La inflamacion intestinal induce cambios funcionales crdnicos en la actividad
motora intestinal. Estos cambios se caracterizan por un incremento de la actividad
motora espontanea en forma de clusters de contracciones fasicas, un aumento de la
respuesta a la CCK y un incremento de la contraccion ascendente del reflejo
peristaltico. Estas alteraciones son debidas a la disminucion cronica del tono
inhibitorio intestinal mediado por NO y a cambios en la sensibilidad de las vias
aferentes vagales. También existen evidencias de cambios en la componente

excitatoria no colinérgica.

3. El proceso inflamatorio se asocia a una oscilacién ciclica de la expresién génica de

la iINOS y de la COX-2, principalmente en la mucosa intestinal.

4. EIl incremento ciclico del tono inhibitorio nitrérgico provoca una disminucion
generalizada de la actividad motora intestinal durante las fases de inflamacion
activa. La hipomotilidad enmascara el incremento de la actividad motora

espontanea debido a la disminuciédn cronica de la expresion génica de la nNOS.

5. La motilidad intestinal regula la concentracidén de bacterias presentes tanto en la

luz como en la pared intestinal.

6. La inflamacion intestinal provoca una alteracion cronica en la funcion de la barrera
epitelial, caracterizada por un incremento sostenido de la permeabilidad
paracelular. Esta alteracion podria contribuir a la cronificacion del proceso
inflamatorio, ya que permite un mayor paso de antigenos luminales a través del

epitelio.

113



conclusiones

7. Durante las fases de inflamacion activa se produce un incremento de la
permeabilidad transcelular. Esta alteracion funcional se correlaciona con la
disminucion de la actividad motora intestinal y con cambios morfoldgicos a nivel
de los enterocitos que son compatibles con una reduccion del metabolismo

energético mitocondrial.

8. Existe una estrecha correlacion entre el incremento de la permeabilidad
transcelular, la translocacion de bacterias a través del epitelio y los relapsos de

inflamacion intestinal.

Conclusidn final:

La inflamacion intestinal provoca una alteracién cronica en los circuitos
neuronales implicados en la regulacion de la actividad motora intestinal, asi como en los
mecanismos de control de la funcion de la barrera epitelial. Ambas alteraciones

intervienen tanto en la ciclicidad como en la cronicidad del proceso inflamatorio.

Mientras la carga antigénica se mantiene dentro de unos limites, debido a una
normal o incrementada motilidad, no hay respuesta inflamatoria a pesar de la disfuncion
de la barrera epitelial (fase quiescente). Sin embargo, el incremento ciclico en la
expresion génica de iNOS provoca la disminucion de la actividad motora intestinal. El
éstasis del contenido luminal facilita el sobrecrecimiento bacteriano, la interaccion
antigeno-mucosa y el incremento de la permeabilidad transcelular, dando lugar a la
activacion del sistema inmune y a la exacerbacion del proceso inflamatorio (fase

activa).
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