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INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal actia no sélo como un 6rga-
no de absorcién de nutrientes, sino también como ba-
rrera para agentes patdégenos. Una consecuencia di-
recta de esta funcién fisiolégica es la presencia de
una compleja red de interacciones inmunes, que pro-
porcionan un balance de la respuesta inmunolégica
finamente regulado. Los antigenos externos, como los
de la dieta o las bacterias entéricas, estdn sujetos a to-
lerancia inmune, de forma que estos antigenos no dan
lugar a la aparicién de reacciones inmunes exagera-
das que provoquen una lesidén orgdnica. Se supone
que diversas alteraciones en esta tolerancia inmune
son la causa de la colitis ulcerosa (CU) y de la enfer-
medad de Crohn (EC), pero los mecanismos patogé-
nicos de estas enfermedades siguen siendo todavia
desconocidos. La falta de modelos experimentales
adecuados para el estudio de la inflamacidn intestinal
ha sido una de las razones que ha dificultado la com-
prensién de estos mecanismos. Sin embargo, en la ul-
tima década se ha producido una proliferacién de
nuevos modelos experimentales de inflamacién intes-
tinal crénica, la mayoria en el ratén, que ha desperta-
do un notable interés entre los investigadores de este
tipo de patologia. En combinacién con los avances
producidos en la biologia celular y molecular, la ge-
nética y la inmunologia, estos modelos experimenta-
les nos estan ayudando a comprender distintos aspec-
tos de la patogenia. En conjunto, los conocimientos
derivados de estos modelos apoyan la hipdtesis de
que la inflamacién intestinal, y las complicaciones
sistémicas asociadas, son el resultado de una respues-
ta inmune exagerada a antigenos bacterianos normal-
mente presentes, mediada por linfocitos T CD4* y
macréfagos. Los factores predisponentes serian de
origen genético y condicionarian una alteracién en la

Correspodencia: Dr. J. Panés.
Servei de Gastroenterologfa. Hospital Clinic de Barcelona.
Villarroel, 170. 08036 Barcelona. Espaiia.

TABLA 1. Modelos experimentales de enfermedad
inflamatoria intestinal

Espontaneos
Titi de cabeza algodén
CeH-HeJBir
SAMP1/Yit
Inducidos
1. Agentes exégenos
Enema
Acido acético
Acido trinitrobencenosulfénico (TNBS)
Formol/complejos inmunes
Oxazolona
Oral
Indometacina
Carragenina
Sulfato dextrano sédico (DSS)
Subcutidneo
Cicosporina A
Intramural (colénico)
Peptidoglicano/polisacdrido (PG/PS)
2. Manipulacién genética
Knockout
IL-2"
IL-107"
STAT3™"
CRFB4"
TNFAARE
Goi2”
TCRo"
Transgénicos
IL-7
STAT4
HLA-B27
3. Transferencia de células a animales inmunodeficientes
CD45RB" a SCID o Rag™
Médula 6sea a Tgt2
Células T CD8* especificas para hsp60

regulacién de la respuesta inmune y de la permeabili-
dad intestinal, cuyo inicio estd desencadenado por
factores ambientales. Estos modelos estan siendo tti-
les también para probar nuevas aproximaciones tera-
péuticas en el tratamiento de la inflamacion intestinal.
Sin embargo, seria prudente moderar el entusiasmo
generado por la investigacion desarrollada a partir de
estos modelos, ya que desconocemos hasta qué punto
reflejan fielmente las alteraciones que se producen en
la enfermedad inflamatoria intestinal humana.
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LOS MODELOS

Como se resume en la tabla I, los modelos experi-
mentales de inflamacién intestinal pueden clasificarse
en 4 categorias principales: modelos de colitis espon-
taneas, modelos de colitis inducida en ratones con un
sistema inmune normal, modelos de reconstitucion
(adoptive transfer) en animales inmunodeficientes, y
modelos con manipulaciéon genética (knockout [KO]
o transgénicos)!. Estos modelos han conllevado una
rapida progresion en nuestra comprension de la inmu-
nopatologia intestinal, con cerca de 20 nuevos mode-
los de inflamacién intestinal aparecidos en los tlti-
mos 10 afios. La mayoria de estos modelos pertenece
a los grupos de reconstitucién de animales inmunode-
ficientes y a modelos manipulados genéticamente. La
génesis de estos modelos ha sido posible por los pro-
gresos en las técnicas de manipulacién genética. Un
buen nimero de los modelos mas utilizados para el
estudio de la enfermedad inflamatoria intestinal no
fue creado inicialmente con este propdsito, pero se
observo que determinados cambios genéticos y/o in-
munes se asociaban con la aparicién de inflamacién
intestinal crénica, lo que ha supuesto un considerable
avance en el conocimiento del papel que determina-
das poblaciones celulares desempefian en la patoge-
nia de la inflamacion intestinal. Algunos de estos mo-
delos, incluidos los que se han desarrollado mads
recientemente, se discuten en esta revision.

MODELOS ESPONTANEOS

Este grupo incluye modelos muy atractivos para el
estudio de factores genéticos y desencadenantes de la
enfermedad inflamatoria intestinal, ya que aparece
sin manipulaciones exdgenas, al igual que ocurre en
la enfermedad inflamatoria humana. Dentro de este
grupo se han caracterizado 3 modelos:

Titi de cabeza de algodon

Los titis de cabeza de algodén mantenidos en cautivi-
dad en climas templados desarrollan una colitis recu-
rrente a partir del segundo afio de vida. Cuando los
animales envejecen tienen una alta incidencia de ade-
nocarcinoma de colon, que es una causa de muerte
frecuente. Cuando la enfermedad estd establecida, la
totalidad del colon presenta una inflamacién de tipo
crénico, sobre la que pueden superponerse fenéme-
nos de inflamacién aguda, entre los que se incluyen
la infiltracién por neutrdfilos, los abscesos de cripta, la
deplecion de mucina y las dlceras?.

La patogenia es desconocida; probablemente es mul-
tifactorial y dependiente de factores genéticos y am-
bientales. La susceptibilidad genética viene apoyada
por la ausencia de colitis entre otros titis mantenidos

en cautividad. No se han aislado patégenos especifi-
cos asociados con el desarrollo de colitis. Como fac-
tores ambientales se han sugerido el estrés derivado
de la temperatura fria y la cautividad, ya que los titis de
cabeza de algodén mantenidos en su medio natural en
Colombia no desarrollan colitis’.

Este modelo tiene una serie de ventajas. El curso de
la enfermedad, que aparece de forma espontdnea y
presenta brotes de exacerbaciones y remisiones, junto
a la secuencia de colitis crénica sobre la que aparece
displasia y cancer normalmente tras 5-8 afios, remeda
lo que ocurre en la enfermedad humana. Las desven-
tajas incluyen la limitada disponibilidad de estos ani-
males, las restricciones legales, al tratarse de una es-
pecie en peligro de extincidn, y el elevado coste del
modelo.

CH3/HedJBir

Esta cepa de ratones desarrolla colitis de forma es-
pontanea, localizada principalmente en el ciego y el
colon derecho hacia la tercera o cuarta semana de
vida. La enfermedad suele ser leve y tiende a la cura-
cién cuando los animales alcanzan las 10-12 semanas
de vida®. Histolégicamente, se manifiesta como una
inflamacién con componentes agudo y crénico, ulce-
racién, abscesos de cripta y regeneracion epitelial.
Las lesiones se localizan predominantemente en la
mucosa, aunque puede haber edema en la submucosa.
Se ha detectando un aumento de los valores de inter-
ferén (IFN)-y y de interleucina (IL)-12 en los linfoci-
tos de la lamina propia, lo que sugiere que la colitis
en este modelo es una respuesta Th1*. Estos animales
son muy susceptibles a otras formas de colitis induci-
das por agentes quimicos, entre los que se incluyen
TNBS y DSS. El inicio de la enfermedad coincide
con la colonizacién bacteriana del tracto intestinal, y
estos animales presentan con una elevada frecuencia
anticuerpos contra antigenos de la flora bacteriana
normal.

Las ventajas de este modelo incluyen la naturaleza
espontanea de la inflamacidn; la principal desventaja
es el desconocimiento de la patogenia de las lesiones.
De cualquier forma, este modelo es util para estudiar
las posibles interacciones entre la flora bacteriana y el
sistema inmune intestinal.

SAMP1/Yit

Este modelo se desarrollé tras cruzamientos repetidos
entre hermanos de ratones con senescencia acelerada
(SAM). Los ratones resultantes (SAMP1/Yit) desa-
rrollan ileitis hacia las 20 semanas de edad, que al-
canza una penetrancia del 100% hacia las 30 sema-
nas’. Las caracteristicas histolgicas de este modelo
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remedan la ileitis de Crohn humana, con una inflama-
cién transmural, presencia de granulomas y alteracion
en la arquitectura epitelial. Al igual que ocurre en
otros modelos de enfermedad inflamatoria intestinal,
la ileitis puede transferirse de forma adoptiva me-
diante la trasfusién de células T CD4" a ratones con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID)®. Otra
caracteristica de este modelo que remeda la EC es
una produccién de citocinas asociadas al fenotipo
Th1 de las células T CD4*, incluido el factor de ne-
crosis tumoral (TNF)-a,, el INF-yy la IL-12. Ademas,
un estudio reciente ha demostrado que el tratamiento
con anticuerpo anti-ICAM-1 y anti-VCAM-1 mejora
el curso clinico de la colitis en este modelo’, lo que
sugiere que esta aproximacion terapéutica puede ser
también qtil para los pacientes con EC. Una de las
ventajas de este modelo es que la ileitis no tiende a la
curacidn, sino que se agrava hasta las 80 semanas. La
naturaleza espontinea de este modelo, con persis-
tencia de las lesiones a lo largo de la vida, ofrece la
oportunidad de analizar los genes determinantes de
la susceptibilidad a la enfermedad.

MODELOS INDUCIDOS

Agentes exogenos

A continuacién se describen una serie de modelos ex-
perimentales de enfermedad inflamatoria intestinal
inducidos por agentes exdgenos y agrupados segun la
via de administracion del agente inductor. Son relati-
vamente simples y, aunque no reproducen el curso in-
termitente de la enfermedad humana, permiten estu-
diar los mecanismos de la inflamacién intestinal
inducida, que es variable para cada modelo.

Agentes administrados por via rectal

En este grupo se incluyen los modelos experimenta-
les basados en una breve exposicion de la mucosa del
colon a un irritante quimico capaz de producir una
colitis difusa. El procedimiento consiste en la aplica-
cién del irritante sobre la mucosa del colon a través
de la via rectal, o bien por inyeccién del irritante en el
colon ascendente previa ligadura en el colon y el rec-
to, con el fin de limitar la lesion en un segmento'.

Colitis inducida por dcido acético. La instilacién in-
trarrectal de dcido acético diluido actia como un irri-
tante quimico local, desencadenando una colitis aguda
difusa y transitoria®. La lesi6n inicial es una necrosis
epitelial que varia extensamente dentro de la lIdmina
propia, la submucosa y las capas musculares en fun-
cién de la concentracién y el tiempo de exposicion®.
La isquemia local transitoria puede contribuir a la le-
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si6n aguda en la que los neutréfilos no parecen tener
un papel inicial. La respuesta inflamatoria es una se-
cuela de la pérdida de la barrera epitelial y remite a los
pocos dias en el ratén, y a las 2-3 semanas en la rata'®.
Las ventajas del modelo se centran en su bajo coste y
facil realizacion. Sin embargo, la naturaleza no especi-
fica de la lesién mucosa y la ausencia de cronicidad lo
hacen cuestionable como modelo de enfermedad infla-
matoria intestinal.

Colitis por dcido trinitrobencenosulfonico (TNBS).
Este modelo experimental se basa en la hipdtesis de
que en la EC se produce un aumento de la permeabili-
dad de la mucosa que facilitaria el contacto de la 1ami-
na propia con antigenos de la luz intestinal. Morris et
al'! describieron este modelo de inflamacién crénica
en la rata con la simple administracién de un enema de
TNBS disuelto en etanol. El dcido**¢ trinitrobenceno-
sulfénico es un hapteno que al unirse a sustancias de
suficiente tamafio molecular adquiere la capacidad de
inducir una respuesta inmune. El etanol actia como
«destructor de la barrera mucosa», facilitando que el
TNBS penetre en la pared del colon y reaccione con
los grupos lisina de las proteinas; asi, se suscita una
respuesta inflamatoria con caracteristicas inmunol6gi-
cas que se perpetia en el tiempo (8 semanas). La le-
sién incluye una afeccién segmentaria de la mucosa
(areas de tlcera con dreas de mucosa normal), una
afeccion transmural con engrosamiento de la pared in-
testinal, el intenso infiltrado inflamatorio, el edema y
las fisuras de la mucosa profundas (longitudinales y
transversales), que dan a la mucosa un aspecto de
«empedrado». En la fase crénica pueden observarse
granulomas no caseificantes, adherencias y fistulas, y
zonas de estenosis causantes de dilataciones preeste-
néticas, donde suelen perpetuarse las tlceras. Los ani-
males presentan pérdida de peso y leucocitosis durante
la fase aguda, y diarrea sanguinolenta mientras persis-
ten las ulceras. Los macréfagos aislados del intestino
de estos animales producen una considerable cantidad
de IL-12, y los linfocitos producen IFN-y
e IL-12"2. El tratamiento con anticuerpos anti-IL-12
mejora el curso de esta colitis'?, al igual que ha sido
recientemente reportado para la EC humanal?, y el tra-
tamiento con un anticuerpo anti-VCAM-1 mejora tam-
bién en curso de la colitis'*, observacién en coinciden-
cia con el beneficioso efecto del bloqueo de las
integrinas -4 en la EC'S. Este es uno de los modelos
mas utilizados en la dltima década, recuerda a la EC y
ofrece varias ventajas: facil obtencion de la lesion, es-
pecie animal relativamente asequible y barata, y evo-
lucién de las lesiones a la cronicidad.

Colitis inducida por formol/inmunocomplejos. Una
modificacién del fenémeno de Auer ha dado lugar al
modelo experimental de colitis inducida por inmuno-
complejos. Consiste en provocar una colitis suave e
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inespecifica mediante la instilacién de formalina di-
luida, y aproximadamente 2 h después se perfunde
por via intravenosa una disolucién de inmunocomple-
jos antigeno-anticuerpo con exceso de antigeno, en
animales no presensibilizados!®. El inmunocomplejo
que se usa habitualmente consiste en albimina huma-
na con anticuerpos antialbimina humana obtenidos
en animales de la misma especie a la empleada en el
experimento. De esta manera, en el lugar de la colitis
se inicia una inflamacién grave por depésito de los
inmunocomplejos que puede evolucionar durante
unos 10 dias. Las caracteristicas histoldgicas incluyen
la ulceracion de la mucosa, un infiltrado inflamatorio
celular en la lamina propia, la hemorragia, la deple-
cién del moco y la formacién de abscesos en las crip-
tas. A las 6 semanas la tinica secuela es la distorsion
de las criptas.

Colitis inducida por oxazolona. La oxazolona es una
sustancia haptenizante desencadenante de una reac-
cién de hipersensibilidad de contacto. La oxazolona
administrada mediante enema (disuelta o no en eta-
nol) causa una colitis de inicio rdpido, y desarrolla
una inflamacién rdpida que alcanza la maxima grave-
dad a los 3 dias de la instilacién. La lesion afecta in-
variablemente a la mitad distal del colon. Histopato-
I6gicamente, es una lesidon superficial (no afecta a
todo el espesor de la pared intestinal) y presenta un
infiltrado inflamatorio compuesto sobre todo por neu-
trofilos. Finalmente, presenta una ulceracion del epi-
telio, una pérdida de células caliciformes y detritus
intraluminales compuestos de restos celulares. Esta
lesién inflamatoria remeda a la CU. Ademas, los lin-
focitos de la lamina propia estimulados muestran un
aumento de produccién de IL-4 e IL-5, pero no de
IFN-y, lo que sugiere que la colitis en este modelo
estd inducida por una respuesta Th2. El hallazgo de
que el tratamiento con un anticuerpo anti-IL-4 mejora
la colitis, y un anticuerpo anti-IL-12 empeora el curso
de la enfermedad, concuerda con el hecho de que la
respuesta inmune es de tipo Th2. En este modelo la
mortalidad es alta, pero los animales supervivientes
se recuperan en casi su totalidad!”-'8,

Agentes administrados por via oral

La administracién de ciertos farmacos o toxicos ali-
mentarios por via oral puede causar una lesién infla-
matoria en el tubo digestivo.

Enteropatia inducida por antiinflamatorios no esteroi-
deos. Ciertos antinflamatorios no esteroideos (AINE),
como la indometacina, el 4cido acetilsalicilico, el acido
flufenamico, la fenilbutazona o el diclofenaco sédico,
inducen lesiones inflamatorias intestinales en animales
y en el ser humano. Este dafio es particularmente grave
en la rata cuando se administra indometacina'®?, La

lesién estd en relacion con la dosis administrada y con
la capacidad del AINE de inhibir la via de la ciclooxi-
genasa'. Puede variar desde una inflamacién difusa de
la mucosa yeyunoileal con ulceras puntiformes, en las
primeras horas después de la administracién de indo-
metacina, hasta nédulos inflamatorios con adherencias
entre asas intestinales adyacentes, serosa engrosada,
abscesos, ulceracién y perforaciones a las 72 h de la
administracion.

El mecanismo por el cual la indometacina induce la
lesion intestinal es el resultado de la inhibicién de
la sintesis de prostaglandinas'® y la presencia de
bacterias en la luz intestinal?'. La reduccién de la
sintesis de prostaglandinas provoca una alteracién
en la permeabilidad de la mucosa que es la anorma-
lidad que mds temprano se detecta, confiriéndole
una menor resistencia a la penetracién de agentes
nocivos?. El papel decisivo de las bacterias en este
modelo ha sido sugerido al observar que las lesio-
nes estdn totalmente ausentes en animales libres de
gérmenes o en los tratados con antibiéticos?'. La so-
lubilidad de la indometacina y su administracion
con alimentacién (en ayunas las lesiones resultan
atenuadas) influyen en la reproducibilidad de este
modelo.

Colitis inducida por carragenina. Watt y Marcus®?
describieron un modelo de colitis al alimentar a di-
versos animales de experimentacién (conejos, ratas,
ratones, cobayas) con extracto de varias algas mari-
nas rojas (principalmente el alga roja Euchema spino-
sum) afiadido al agua para beber. La molécula activa
de este extracto es la carragenina, un polisacarido sul-
fatado de alto peso molecular que, al degradarse me-
diante una suave hidrolisis acida, se transforma en un
producto de menor peso molecular que conserva el
grupo sulfato original con propiedades polianiénicas,
causantes de las lesiones?. El tiempo necesario para
conseguir zonas ulceradas multiples en el colon varia
seglin la concentracion de carragenina en el agua y de
la especie animal empleada.

La administracion de estos productos sulfatados pro-
voca un cambio de la flora intestinal, incrementando-
se la poblacién de gérmenes gramnegativos? con una
respuesta inmunoldgica anormal por una inapropiada
funcién de los macréfagos, como consecuencia de la
toxicidad del grupo sulfato sobre estas células®.
También se produce un efecto téxico directo sobre
las células epiteliales, y ambos serian los responsa-
bles de los cambios inflamatorios de la mucosa del
colon.

Los animales presentan diarrea con sangre y moco y
pérdida de peso. La lesién obtenida se caracteriza
macroscépicamente por una ulceracion de dreas va-
riables de la mucosa, las formaciones seudopolipoi-
deas y las estenosis causantes de obstruccion. Histo-
l6gicamente, se aprecian multiples ulceraciones de la
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mucosa con infiltrado celular alrededor de las tlceras
y, en ocasiones, abscesos de las criptas®.

Colitis inducida por dextrano. La administracion de
sulfato de dextrano sédico (DSS) disuelto en el agua
para beber induce una colitis de predominio distal ca-
racterizada por la aparicién de diarrea liquida, tdlceras
e infiltrado inflamatorio agudo y crénico en el seg-
mento de colon afectado®. El mecanismo lesivo es el
mismo que el descrito para la carragenina. Sin embar-
g0, en este modelo, la aparicién de la colitis acontece
tras un periodo corto postingesta del téxico. Por otro
lado, con la administracion del DSS en forma de ci-
clos (7 dias de DSS en el agua seguidos de 10 dias de
agua sola), se consigue una colitis de caracteristicas
crénicas entre el tercer y quinto ciclos. Macroscépi-
camente, se producen un engrosamiento de la pared y
un acortamiento de la longitud del colon. En la histo-
logia destaca un importante infiltrado celular inflama-
torio de células plasmadticas y linfocitos, una altera-
cion de la morfologia de los macréfagos de la mucosa
y submucosa, y la aparicién de cambios regenerativos
del epitelio del colon®. El papel de las bacterias en la
persistencia de estas lesiones no estd claro. La con-
centracion luminal de Bacteroides sp., especialmente
B. distosonis, estd aumentada en la fase aguda y cré-
nica de la inflamacion. Este modelo ha sido amplia-
mente utilizado para ensayar diversas aproximaciones
terapéuticas, y se ha demostrado la eficacia del trata-
miento con anticuerpos bloqueadores de las molécu-
las de adhesion?®, 6xido nitrico?’ o antioxidantes®® so-
bre el curso clinico de la inflamacién intestinal.

Agentes administrados por via subcutdnea

Colitis inducida por ciclosporina A. El modelo con-
siste en trasplantar médula 6sea deplecionada de lin-
focitos T maduros a ratones irradiados, seguido de
6 semanas de inmunosupresion con ciclosporina. A las
2 semanas de retirar el farmaco los animales presen-
tan un cuadro de diarrea e inflamacién intestinal®.
La lesién se resuelve espontaneamente a los 30 dias. La
colitis inducida por ciclosporina es parte de un sin-
drome sistémico semejante a la enfermedad de injerto
contra el huésped que afecta ademds al higado, el
pancreas y la piel. El mecanismo fisiopatolégico de la
colitis se sustenta en la hipétesis de que las subpobla-
ciones de linfocitos T intervienen en la inflamacién
intestinal.

La lesion se caracteriza por un aumento del grosor
del colon a expensas de un engrosamiento de la mu-
cosa, la presencia de hiperplasia de las criptas con un
elevado infiltrado intraepitelial de linfocitos y macré-
fagos, cuerpos apoptéticos, deplecién de la mucina y
abscesos de las criptas. Este es un modelo experimen-
talmente complicado.
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Agentes administrados por via intramural

La inyeccién intramural de sustancias constituyentes
de la pared celular de las bacterias a la pared del tubo
digestivo puede desencadenar una respuesta inflama-
toria.

Colitis inducida por peptidoglicano-polisacdrido
(PG/PS). El polimero PG-PS es un componente es-
tructural tanto de bacterias grampositivas como gram-
negativas con un amplio espectro de actividades
proinflamatorias. Al igual que la endotoxina, activa
los macréfagos con secrecidon de diferentes citocinas.
También activa los linfocitos B y T, el sistema del
complemento y provoca leucocitosis de varias sema-
nas de duracién. La complejidad de estas acciones y
su efecto prolongado puede explicarse por las carac-
teristicas farmacocinéticas de esta molécula, la cual
es fagocitada y biodegradada®.

Tras una laparotomia, se procede a inyectar PG/PS en
diferentes lugares: {leon distal, placas de Peyer en el
ileon, el ciego y el colon distal. La inyeccién intra-
mural de este polimero induce una inflamacién de
curso variable que depende del tipo de animal utiliza-
do*. Se puede conseguir una inflamacién local que se
resuelve a las 3 semanas en ratas Biifalo y Fisher 344,
y una respuesta inflamatoria bifasica en ratas suscep-
tibles (Lewis). En estas ratas aparece una enterocoli-
tis aguda al cabo de 1-2 dias, seguida de un periodo
de inactividad de unos 7-9 dias y una reactivacion es-
pontanea que persiste unos 4 meses. Esta fase crénica
se caracteriza por la presencia de inflamacién granu-
lomatosa transmural, abscesos de las criptas, extensa
fibrosis, abscesos locales y acumulaciones de neutr6-
filos. En concurrencia con el inicio de la reactivacién
de la enteropatia inflamatoria, las ratas Lewis presentan
artritis erosiva, hepatitis granulomatosa, granulomas
y necrosis esplénica, anemia crénica y una considera-
ble leucocitosis. Las ratas Sprague-Dawley desarro-
llan una enterocolitis granulomatosa, pero sin mani-
festaciones sistémicas.

Este modelo tiene el inconveniente de intervenir qui-
rirgicamente al animal, y ademds precisa una correc-
ta sonicaciéon del PG/PS previa a la administracién
para evitar los agregados, ya que estos hechos pueden
influir en el desarrollo de las lesiones®3!.

Modelos inducidos por manipulacidon genética

El desarrollo de la metodologia para la creacién de
animales transgénicos o con deficiencias genéticas
(knock-out) ha revolucionado el campo de los mode-
los animales de enfermedad inflamatoria intestinal,
tras descubrir que una amplia variedad de modelos de
ratén manipulados genéticamente desarrollan una in-
flamacion intestinal.
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Estos modelos han aportado una gran ayuda para la
comprension del papel que desempefian determinadas
moléculas y genes, incluidas las citocinas especificas,
en la patogenia de la inflamacién intestinal crénica.
En conjunto, estos modelos han demostrado de forma
clara que es necesaria una regulacion muy fina del
sistema inmune intestinal, y han permitido la identifi-
cacién de componentes clave en la regulacion de esta
respuesta inmune. Sin embargo, es poco probable que
estas mutaciones representen la causa de la enferme-
dad inflamatoria humana. Por tanto, la utilidad de es-
tos modelos es limitada, en especial cuando quieren
analizarse las causas de la enfermedad inflamatoria
humana.

Modelos knockout

Deficiencia de IL-2. La IL-2 es una citocina que pro-
mueve el crecimiento y la expansién de células T, la
diferenciacién de células B, la activacion de macrofa-
gos y de células NK, asi como la muerte celular indu-
cida por la activacién. Los ratones con una delecién
del gen de IL-2 (IL-27) se desarrollan normalmente
hasta las 4 semanas de edad’?; la mitad mueren entre
las semanas 5 y 10 a causa de una intensa anemia; los
que sobreviven mads alld de la semana 10 desarrollan
uniformemente una pancolitis caracterizada por dia-
rrea, rectorragia y prolapso rectal. Desde el punto de
vista histolégico aparece un engrosamiento de la pa-
red del colon por hiperplasia de la capa epitelial, de-
plecién de mucina, abscesos de cripta y distorsion de
las criptas. El intestino delgado se halla respetado. No
se han identificado patégenos especificos que desen-
cadenen la colitis, pero cuando los animales se man-
tienen libres de gérmenes no desarrollan colitis, por lo
que una respuesta inmune anormal a la flora entérica
habitual es un elemento en la patogenia de la inflama-
cioén en este modelo. Se considera que la colitis en el
ratéon KO IL-2 se debe fundamentalmente a una anor-
mal respuesta de muerte celular inducida por la acti-
vacion y la agénesis timica®.

Deficiencia de IL-10. La IL-10 es una importante ci-
tocina reguladora producida por células T, algunas cé-
lulas B, macréfagos y timocitos. La IL-10 es un po-
tente inhibidor de macréfagos y de linfocitos con
fenotipo Thl. Los animales IL-107 desarrollan ane-
mia, retardo de crecimiento y una enfermedad infla-
matoria intestinal que puede afectar a todo el tracto
intestinal®*. El duodeno, el yeyuno y el colon proxi-
mal son las dreas con una afecciéon mds grave. Histo-
l6gicamente, se observa una hiperplasia de las criptas;
la ldmina propia y la submucosa estdn densamente in-
filtradas por linfocitos, células plasmaticas, macréfa-
gos, neutrdfilos y alguna célula gigante multinuclea-
da. Pueden aparecer ulceraciones profundas. Al igual
que en los ratones KO de IL-2, se supone que la acti-

vacion de células CD4* Thl y la deplecion de célu-
las T reguladoras contribuyen a la aparicién de infla-
macién intestinal. De todas formas, parece que los
mecanismos inmunes que conducen a la lesién intes-
tinal son diferentes en las fases iniciales y tardias de
la evolucion de la colitis en este modelo; IL-12 de-
sempefia un papel primordial en las fases iniciales,
mientras que la ausencia de esta citocina, junto con
un aumento de sintesis de IL-4 y IL-13 en las fases
tardias, indica que los mecanismos responsables del
mantenimiento de la inflamacién crénica son distin-
tos a los mediadores del inicio de la inflamacién in-
testinal.

La flora bacteriana entérica parece ejercer un papel
en la patogenia de esta inflamacién, ya que cuando
estos animales se mantienen libres de patégenos las
lesiones se restringen al colon proximal. La patogenia
de esta inflamacién representa tal vez una respuesta
Thl aumentada a los antigenos bacterianos debido a
la deficiencia de IL-10, que normalmente suprime la
reactividad de las células T.

Deficiencia de STAT3. STAT3 es una molécula que
se halla en la via de sefializacién activada por IL-10.
Un modelo KO de STAT3 en macréfagos y neutréfi-
los desarrolla una colitis de caracteristicas clinicas si-
milares al KO IL-10¥. Sin embargo, no aparece coli-
tis en un modelo de deficiencia de STAT3 que afecta
de forma selectiva a las células T. Estas observacio-
nes indican que la anormal regulacién de la funcién
de macrdéfagos, pero no de células T, es fundamental
en la patogenia de la colitis que aparece en animales
KO IL-10.

Deficiencia de CRFB4. El gen CRFB4 codifica al re-
ceptor CRF2-4, que es un miembro de la familia de
receptores de citocinas de clase 2 (CRF2). En concre-
to, CRF2-4 es una subunidad del receptor de IL-10.
Se ha generado un ratén con disrupcién del gen
CRFB4. Los ratones que carecen de la proteina
CRF2-4 crecen normalmente y son fértiles, pero ha-
cia las 12 semanas de vida la mayoria de los ratones
mutantes desarrollan una colitis crénica, con un en-
grosamiento de las paredes del colon, parecida a la
observada en ratones deficientes en IL-10%. Histold-
gicamente, se observa un infiltrado inflamatorio
constituido por macréfagos, neutréfilos y linfocitos T
y, en los casos mds graves, una hiperplasia del epite-
lio de las criptas. El intestino delgado no presenta le-
siones. La patogenia de estas lesiones es desconocida,
aunque debe guardar relacién con los cambios obser-
vados en los ratones IL-107".

TNF AARE. Los ratones con una delecién en la re-
gién 3’ del gen del TNF rica en elementos AU
(ARE), denominados TNF AARE, poseen valores
elevados de ARNm y proteina de TNF-o.. Estos ani-
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males desarrollan entre las 2 y 4 semanas de edad una
inflamacion en el ileon terminal, que en ocasiones se
extiende hasta el colon derecho®. Histologicamente,
se trata de una lesion transmural, con infiltrado infla-
matorio agudo y crénico; en animales de mayor edad
(4-7 meses) hay una pérdida de las estructuras vello-
sitarias y formacion de granulomas. Esta inflamacién
intestinal se asocia con lesiones oculares (cataratas),
un cuadro constitucional con una notable pérdida de
peso y una intensa artritis inflamatoria. Aunque la en-
fermedad de Crohn humana no se produce como con-
secuencia de una mutacién en la region ARE del gen
del TNF-a., este modelo ofrece la posibilidad de eva-
luar posibles intervenciones terapéuticas basadas en
la modulacién de la funcién del TNF.

Deficiencia de Go,. Las proteinas G participan en la
transduccion de las sefiales en las células y regulan
diversos procesos bioldgicos, como la diferenciacion
y el desarrollo. Los ratones deficientes en la subuni-
dad o, de la proteina G son normales al nacimiento
pero presentan después un retraso en el crecimiento y
una elevada mortalidad debida a una pancolitis, que
empieza a las 8-12 semanas de vida y es de intensi-
dad progresiva®. La enfermedad es mas grave en el
colon distal. Histol6gicamente, se observa una infla-
macién aguda y croénica, abscesos de cripta, distor-
sién de las criptas, fibrosis focal y ulceraciones su-
perficiales y profundas. Una tercera parte de los
animales desarrollan adenocarcinoma de colon entre
las semanas 15 y 33. Los ratones criados en condicio-
nes libres de patégenos también desarrollan la infla-
macion intestinal.

Deficiencia de receptores de células T. Las células T
reconocen al antigeno a través de los receptores hete-
rodiméricos compuestos de cadenas o y B (TCR o/f3)
0 7y 0 (TCR v/d). Los ratones con delecién del gen
TCR o (TCR o) se desarrollan normalmente hasta
los 3-4 meses de edad, pero desarrollan después una
diarrea crénica y un cuadro consuntivo asociado con
un prolapso rectal*'. Estos ratones presentan un claro
engrosamiento del recto, el colon y el ciego, con un
intestino delgado normal. Histolégicamente, aparece
un alargamiento y una distorsién de las criptas, una
deplecion de mucina, una inflamacién aguda y créni-
ca en la lamina propia, y algunos abscesos de cripta.
La incidencia y la gravedad de la enfermedad induci-
da por esta mutacién varia segun las cepas de ratones
en que se produce, lo que indica que hay genes de
susceptibilidad que actiian modificando la expresion
de la enfermedad. Mientras que la mayoria de mode-
los animales de colitis desarrolla una respuesta Thl
(produccién predominante de IFN-vy, IL-12 y TNF-o),
se ha sugerido que este modelo tiene una respuesta
tipo Th2 (predominan IL-4 e IL5)*2. Este modelo ani-
mal se contempla como semejante a la CU humana
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debido a la distribucion de las lesiones, los cambios
anatomopatoldgicos y la activacién inmune Th2 pre-
dominante. Los animales doble KO (TCR-o"-/Igu™)
desprovistos de células B desarrollan una colitis mas
precoz y mas grave que los ratones TCR-o”. Esta ob-
servacion indica que las células B no se requieren
para el inicio de la colitis, y pueden actuar como su-
presoras de la respuesta inflamatoria en fases mds tar-
dias de la evolucion de la inflamacion intestinal®.

Modelos transgénicos

Transgénico IL-7. La IL-7 sintetizada en las células
del epitelio intestinal regula la proliferacién y dife-
renciacién de linfocitos en la mucosa intestinal, y se
ha hallado elevada en el suero de pacientes con CU*,
La expresion de IL-7 en la mucosa colénica de ani-
males transgénicos IL-7 se asocia con la aparicion de
colitis causada por la infiltracién de células T CD4+4.
Esta observacion sugiere un importante papel de las
células T sobre las lesiones intestinales en este mode-
lo. Se ha demostrado mediante otra aproximacion ex-
perimental el importante papel de IL-7 en el desarro-
llo de colitis en animales deficientes en IL-7, en un
modelo de colitis NoT-noB (RAG-27)%. En este sis-
tema, la deficiencia de IL-7 previene la intensa res-
puesta inflamatoria de las células mieloides dirigida
frente a la flora bacteriana.

Transgénico STAT4. Las proteinas de la familia
STAT actian en la transmisién de sefiales inducidas
por citocinas desde la superficie celular al nticleo.
STAT4 esté especificamente relacionada con sefiales
dependientes del receptor de IL-12. Se ha creado un
ratén transgénico que expresa de forma inducible ele-
vadas cantidades de STAT4 en células T CD4". A los
7-14 dias de la induccidén de la expresion de STAT4
los ratones desarrollan un cuadro de diarrea y pérdida
de peso*’. Se produce un engrosamiento difuso del in-
testino. El proceso inflamatorio se caracteriza histolo-
gicamente por una destruccién de la arquitectura de
las criptas, y un denso infiltrado de neutréfilos, ma-
créfagos y linfocitos en la ldmina propia. Esta infil-
tracion celular se asocia con una elevada produccién
de TNF-o e IFN-y. La inflamacion intestinal en este
modelo es mds intensa en dreas con una mayor carga
bacteriana (ileon terminal y colon), lo que sugiere
que también en este modelo los antigenos luminales
pueden desempefiar un papel en la patogenia de la in-
flamacién intestinal. Las alteraciones primarias que
condicionan la aparicién de colitis en este modelo es-
tan lejos de la enfermedad inflamatoria humana, pero
éste ofrece la posibilidad de investigar la eficacia de
posibles intervenciones terapéuticas sobre la funcién
de la IL-12 o los mecanismos de transmision de sefia-
les de esta citocina.
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Transgénico HLA-B27. Con el fin de estudiar las en-
fermedades asociadas con la molécula humana de
clase I HLA-B27, se crearon ratas transgénicas que
expresan los genes HLA-B27 humano y la $2-micro-
globulina. Estos animales desarrollan alteraciones sis-
témicas manifestadas en forma de inflamacién intesti-
nal, artritis, orquitis y lesiones psoriasiformes de la
piel y las ufias*®. En la cepa mds susceptible (21-4H)
la enteritis, en especial la colitis, aparece en todos los
animales que sobreviven mas alld de las 10 semanas.
El estudio histolégico del intestino muestra un infil-
trado inflamatorio mononuclear difuso, una hiperpla-
sia de las criptas y la deplecién de mucina. Es menos
frecuente la destruccién de criptas, la formacién de
abscesos de cripta o la aparicién de tdlceras.

Los mecanismos por los que la molécula B-27 induce
la enfermedad no se han dilucidado completamente,
pero hay evidencias de que la molécula es reconocida
por células T. La expresién de B-27 en el intestino se
halla limitada a las células linfoides. La enfermedad
puede ser transferida mediante inyeccién de médu-
la 6sea de animales transgénicos B-27 a receptores
sanos. Las ratas atimicas portadoras del transgén no
desarrollan la enfermedad, aunque las células de la
médula 6sea de estas ratas pueden transferirla. El
conjunto de estas evidencias sugiere que la aparicién
de enfermedad requiere la expresiéon de B-27 en las
células presentadoras de antigeno, que interaccionan
con las células T del huésped. Es interesante notar
que la colitis y la artritis no aparecen en animales
criados en condiciones libres de gérmenes®, lo que
implica que la flora entérica normal es una fuente de
antigenos que puede iniciar estas alteraciones patol6-
gicas.

Este es un excelente modelo para estudiar las posibles
interrelaciones entre la inflamacion intestinal y arti-
cular, y las complejas interacciones entre la flora bac-
teriana, el sistema inmune y los genes de susceptibili-
dad en la induccién de la enfermedad.

Transferencia de células T a animales
inmunodeficientes

Transferencia de CD45RB" a ratones SCID o RAG™

La transferencia de determinadas subpoblaciones de
células T CD4" a ratones SCID o con deficiencia del
gen activador de la recombinacién (RAG™), concreta-
mente de células T que expresan en su membrana una
elevada cantidad de la molécula CD45RB (CD4
CD45RB"), provoca un cuadro clinico caracterizado
por diarrea y pérdida de peso. Estos sintomas son de
intensidad progresiva y acaban produciendo la muerte
del animal®®. La transferencia de todas las subpobla-
ciones de células T no da lugar a enfermedad, asi
como tampoco la transferencia de linfocitos que ex-
presan valores bajos de la molécula CD4 CD45RB

(CD4 CD45RBY). Desde el punto de vista hitolgico,
la inflamacioén intestinal resultante de la transferencia
de células T CD4 CD45RB" afecta sobre todo al co-
lon, que se halla notablemente engrosado debido a
una hiperplasia del epitelio. La ldmina propia, y en
menor grado la submucosa, se hallan infiltradas por
linfocitos y macréfagos. La lesidn es muy similar a la
del modelo inducido por ciclosporina A.

Uno de los aspectos interesantes de este modelo es
que la cotransferencia de células CD4 CD45RBY pre-
viene la inflamacion intestinal. La inflamacién tam-
bién puede ser prevenida mediante tratamiento con
anti-IFN-y, anti-TNF-0,, o mediante administracién
de TL-10%. Estas observaciones son consistentes con
una patogenia de la inflamacién en este modelo, rela-
cionada con la activacion de células Thl. Este mode-
lo establece 2 conceptos importantes: en ratones nor-
males estdn presentes células que pueden producir
inflamacioén intestinal, y también en ratones normales
hay células capaces de evitar que esta colitis aparez-
ca.

Trasplante de médula sea a ratones Tye26

Los ratones Tye26 carecen de timocitos, células T y
células NK. Cuando se trasplanta médula ésea com-
pleta de ratones normales a ratones adultos Tye26
(BM — Tve26), éstos desarrollan al cabo de 4-5 se-
manas de la transferencia un cuadro constitucional
caracterizado por pérdida de peso y la aparicion de
una colitis extensa®’. Esta colitis estd caracterizada
por la infiltracién del colon por células T CD4* y
CD8* productoras de IFN-y y TNF-o. Ademds, las
células T de la lamina propia y del compartimiento
intraepitelial del colon, aunque no las células periféri-
cas circulantes, de los ratones coliticos BM — Tye26
poseen una elevada actividad citot6xica. Un aspecto
caracteristico de este modelo, en comin con muchos
otros modelos animales de inflamacién intestinal, es
el papel predominante de las células T activadas, pro-
ductoras de IFN-y y TNF-0, consistente con una res-
puesta inmune polarizada hacia Thl.

Cabe destacar que cuando se efectda el trasplante de
médula 6sea normal a ratones Tye26 que han recibido
previamente un trasplante de timo fetal de un ratén
Tye26, los animales no desarrollan colitis. En conjun-
to, estos hallazgos indican que las células T seleccio-
nadas en un microambiente timico aberrante contie-
nen una poblacién de células capaces de inducir una
colitis grave; ésta puede ser prevenida por células T
que han seguido un desarrollo timico normal.

Transferencia de células T CD8 especificas para la
heat shock protein (hsp)60

La transferencia de linfocitos T CDS8* preactivados
con hsp60 a ratones TCRB™ o ratones con SCID de-
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sencadena la aparicién de inflamacién intestinal de
predominio en intestino delgado, grave y general-
mente letal®?. El desarrollo de colitis en estos anima-
les requiere la presentacion de hsp60 por el CMH de
clase I y es dependiente de la funcién de TNF-o, ya
que esta transferencia no provoca el desarrollo de co-
litis en los ratones TCRB/TNF receptor I/TNF recep-
tor II triple KO. En contraste con las observaciones
en la mayoria de modelos animales, la inflamacién
intestinal en este modelo no depende de la presencia
de flora bacteriana residente. Estas observaciones in-
dican que las células T CDS8* serfan inmunizadas
frente a hsp60, y reaccionarian al verse expuestas a
hsp60 del medio, mediando asf la inflamacién intesti-
nal.

LECCIONES DE LOS MODELOS ANIMALES

Tipos celulares de relevancia funcional

Células T'y células B

Las células T CD4* desempefian un papel central en
la patogenia de la inflamacidén intestinal experimen-
tal. En muchos de los modelos descritos, incluidos los
de transferencia a ratones SCID o Tye26, algunos de
los modelos con deficiencia genética (IL-107, IL-2"
y TCRo), asi como en modelos inducidos, como el
TNBS, la infiltracién de la ldmina propia por células
CD4* es un elemento esencial del trastorno inmuno-
patolégico. Ademas, la inhibicién directa de las célu-
las T CD4* mediante anticuerpos monoclonales blo-
queadores previene el desarrollo de inflamacién®?.
Por el contrario, las células T CD8*, aunque presentes
en el infiltrado inflamatorio de muchos de estos mo-
delos, no constituyen un elemento esencial, ya que su
eliminacién no cambia el curso de la inflamacién.
Si alguna funcidn tienen las células B en estos mode-
los experimentales de inflamacién es la de frenar la
respuesta inflamatoria®. Finalmente, las células T 7/
pueden prevenir la colitis o acelerar su curacién me-
diante la regulacién de la funcién de barrera epitelial
a través de la produccién de sustancias como el factor
de crecimiento queratinocitico®®.

Aunque las células T CD4* son responsables del ini-
cio de la inflamacion intestinal, éstas también tienen
un efecto como células contrarreguladoras que limi-
tan o eliminan la inflamacién. En la descripcién ini-
cial del modelo de transferencia en ratones SCID, por
ejemplo, se observé que las células autoagresoras es-
taban contenidas en la subpoblacién CD45RB",
mientras que las células CD4* CD45RB® (memoria)
tenfan una funcidén inhibitoria contrarreguladora, ya
que, como se ha comentado, la transferencia simulta-
nea de ambas subpoblaciones no provoca la aparicién
de colitis. Las caracteristicas de las células T CD4*
autoagresivas en este modelo, y en muchos otros mo-
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delos de inflamacion intestinal, son las de células
Thl, estimuladas por IL-12 y que producen TNF-o*
e IFN-¥*7. Por otro lado, las células T inhibitorias pro-
ducen citocinas con accién inhibidora, ya sean células
T Th3 que producen TGF-B o las denominadas Trl
que producen IL-10 y TGF-3%.

Finalmente, debe tenerse presente que las células T
Th2 también pueden ejercer funciones efectoras en
algunos modelos de inflamacién. Asi, en animales
TCRo", 0 en el modelo inducido por oxazolona, apa-
rece una inflamacién relativamente superficial, que
remeda la CU humana, mediada por células T Th2
productoras de IL-4; esta inflamacién se elimina al
cruzar ratones TCRo” con ratones IL-47, o bien me-
diante la administracién de anticuerpos anti-IL-4 en
el modelo inducido por oxazolona!s.

Macrofagos

En varios modelos experimentales de inflamacién in-
testinal y en la enfermedad inflamatoria humana, el
reclutamiento y la activacién de macréfagos es un he-
cho constante®. Este hallazgo sugiere la posibilidad
de que las alteraciones funcionales de los macréfagos
pueden desempeiiar un papel en la patogenia de la en-
fermedad inflamatoria intestinal. Esta posibilidad se
ve apoyada por observaciones recientes en ratones
con deficiencia de Stat3 en la linea mieloide. Estos
ratones son incapaces de producir varias citocinas de-
pendientes de Stat3, de forma mads notoria la IL-10,
que tiene un importante efecto inhibidor sobre los
macréfagos®’. Los macréfagos de estos animales tie-
nen un fenotipo igual al resultante de la activacién
por IFN-y, y no resultan inhibidos por IL-10. La esti-
mulacién de estos macréfagos in vitro mediante en-
dotoxina induce una excesiva produccion de toda una
serie de citocinas proinflamatorias: IL-12, TNF-q,
IL-6 e IL-1J. Estas observaciones sugieren que las al-
teraciones en la funcién de los macréfagos pueden
originar una exagerada respuesta inflamatoria.

Células epiteliales

Las células epiteliales forman normalmente una ba-
rrera al paso de gérmenes y restringen el paso de
otros componentes de la luz intestinal hacia la lamina
propia, donde las macromoléculas pueden ser capta-
das por células presentadoras de antigeno y asi esti-
mular a los linfocitos. La relacién entre esta funcién
de barrera y la aparicién de inflamacién intestinal se
ha puesto de manifiesto en 2 modelos experimentales.
En ratones que expresan un gen de N-caderina «do-
minante negativo», la funcién N-caderina es deficien-
te y la integridad de las uniones intercelulares de las
células epiteliales estd comprometida®. El resultado
es una lesion inflamatoria parecida a la CU humana
que se localiza en las dreas que expresan el gen defi-
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ciente. De forma similar, los ratones con deficiencia
del gen de resistencia a multifirmacos la (mdrla”)
poseen células epiteliales y linfocitos que son incapa-
ces de eliminar sustancias potencialmente lesivas del
interior de la célula, lo que puede producir una muer-
te celular prematura®. Este defecto produce también
una inflamacién de caracteristicas parecidas a la CU,
probablemente debida a la disfuncién de las células
epiteliales (mds que de los linfocitos), ya que cuando
se reemplazan en estos ratones las quimeras de médu-
la 6sea mutantes por linfocitos normales todavia de-
sarrollan colitis, mientras que cuando se reemplaza en
un ratén normal la médula ésea por linfocitos mdrla”
esta afeccion no aparece.

Células endoteliales y reclutamiento de leucocitos

La activacion de las células endoteliales tiene un pa-
pel central en el reclutamiento de leucocitos circulan-
tes hacia el intestino inflamado®. Este proceso de re-
clutamiento es el resultado de la interaccién entre
moléculas de adhesién localizadas en la superficie de
la célula endotelial y sus correspondientes ligandos
en la membrana de los leucocitos. La interaccién ini-
cial de baja afinidad entre los leucocitos y el endote-
lio venular se manifiesta como un movimiento de ro-
damiento. Una proporcién de los leucocitos que
ruedan a lo largo de la vénula pueden adherirse fir-
memente a la pared del vaso, e iniciar el proceso de
migracién transendotelial en respuesta a una sefial
quimiotactica del compartimiento perivascular®®. Cada
uno de los 3 estadios del reclutamiento leucocitario
(rodamiento, adhesion firme y emigracién transendo-
telial) conlleva la participacion de familias diferentes
de moléculas de adhesién, que incluyen las selectinas
y sus ligandos, las integrinas y las moléculas de la su-
perfamilia de las inmunoglobulinas®2.

El desarrollo reciente de un método muy preciso para
cuantificar la expresion de moléculas de adhesion de
la superficie endotelial in vivo, basado en la inyec-
cién de anticuerpos marcados®, y la aplicacién de las
técnicas de microscopia intravital al estudio del
colon®, han permitido caracterizar la expresion y la
funcién de moléculas de adhesion en diversos mode-
los experimentales de colitis. Aunque se ha documen-
tado de forma consistente un aumento en la expresion
de P y E-selectina en la colitis experimental, la inmu-
noneutralizacion de estas moléculas de adhesion tiene
poco efecto sobre el proceso inflamatorio en el co-
lon®. Se ha demostrado un notable aumento en la ex-
presién de VCAM-1 en diversos modelos de colitis
experimental, incluida la inducida por TNBS, por
DSS%* o PG-PS%, asi como en la colitis que aparece
en ratones deficientes en IL-10%, o en ratones SCID a
los que se transfiere células T CD45RB"%. En estos
modelos animales la expresion de ICAM-1 se halla
sOlo ligeramente incrementada, mientras que se ha

observado un aumento uniforme en la expresion de
MAdCAM-1 de magnitud similar a la de VCAM-1.
Los estudios encaminados a determinar el valor tera-
péutico de la inmunoneutralizaciéon de moléculas de
adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas
han demostrado uniformemente un beneficio del blo-
queo de VCAM-1', mientras que los resultados del
bloqueo de otras moléculas de adhesion han sido méas
dispares?,

Mecanismos efectores de la inflamacion

La interaccion entre los elementos celulares y los me-
diadores humorales, que regulan tanto la respuesta in-
mune como los mecanismos de inflamacion, son uno
de los aspectos actuales de interés. Se han identifica-
do un gran nimero de sustancias enddgenas que in-
tervienen en el proceso inflamatorio, incluidas las
aminas bidgenas, las quininas, los componentes del
sistema del complemento, el 6xido nitrico (NO), las
citocinas, los radicales libres de oxigeno, diversos
neuropéptidos (sustancia P, endorfinas, VIP) y los ei-
cosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrie-
nos), entre los mds destacables. El papel de todos es-
tos mediadores en el inicio y el mantenimiento del
proceso inflamatorio ain no se ha dilucidado, y en la
bibliografia se hallan datos aparentemente contradic-
torios sobre las acciones biolégicas de cada una de
estas moléculas. El problema fundamental para com-
prender e interpretar la enorme cantidad de datos ex-
perimentales que se han ido produciendo consiste en
discernir qué papel desempefia cada mediador en el
proceso inflamatorio, sin olvidar que dicho proceso
se integra dentro de una compleja red de mediadores
que interactian entre si en cada etapa.

La mucosa colénica inflamada se caracteriza por la
presencia de abundantes células inflamatorias, cuya
activacion se expresa mediante la sintesis y la libera-
cion de mediadores inflamatorios. Los modelos expe-
rimentales de colitis han sido utilizados para evaluar
la participacién y la interaccién de estos mediadores
humorales en los fendmenos inflamatorios del tubo
digestivo. Merece la pena destacar el papel de los ei-
cosanoides, el 6xido nitrico y diversas citocinas.

Eicosanoides

En diferentes modelos experimentales —colitis por
acido acético'®, carragenina®, inmunocomplejos®® o
TNBS®7I- se ha estudiado su participacion, y se ha
observado que en la mucosa intestinal inflamada hay
una sobreproduccién de eicosanoides en general,
donde las prostaglandinas y los tromboxanos son los
mds abundantes, mientras que los leucotrienos son
los eicosanoides proinflamatorios mas importantes. En
las respuestas inflamatorias crénicas (principalmente
de cardcter inmunitario) es donde la participacién de
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los eicosanoides adquiere un significado mucho mas
complejo, y pueden ser los responsables directos de
la patogenia del proceso o adoptar un papel regulador
de la propia inflamacién crénica. La complejidad del
metabolismo del 4cido araquidénico y las dificultades
metodoldgicas, inherentes al disefio experimental, nos
llevan a ser extremadamente cautelosos en la inter-
pretacion del papel de los eicosanoides en la fisiopa-
tologia de la enfermedad inflamatoria intestinal’"*.
La accion fundamental de las prostaglandinas es la
vasodilatacion local y la de potenciar la permeabili-
dad capilar de otros mediadores; como consecuencia
de la combinacién de ambas se produce el edema. La
PGE, potencia muy notablemente el dolor inducido
por la histamina, aunque por s{ misma no produce do-
lor. Por otra parte, es interesante sefialar que las pros-
taglandinas tienen una accién citoprotectora al au-
mentar la resistencia celular por estabilizaciéon de la
membrana, con lo que su accién global tiende a pro-
teger la integridad de los tejidos. En cuanto a la res-
puesta inmune, las prostaglandinas intervienen en la
retroalimentaciéon inmunosupresora de los macréfa-
gos sobre la proliferacién de linfocitos. La mayor
parte de estas propiedades no son compartidas por el
tromboxano, que tiene una accién vasoconstrictora,
provoca la adhesién y la agregacion de las plaquetas,
y activa a los neutréfilos y los macréfagos. Los leu-
cotrienos destacan por su potente actividad quimio-
tactica sobre los neutréfilos, provocan su activacion y
la liberacion de enzimas lisosomales. El LTB, actia
como un ionéforo de calcio, aumenta su flujo hacia el
interior celular, y activa las fosfolipasas y la sinte-
sis de eicosanoides. Los sulfidopéptido-leucotrienos
(LTC,, D, y E), leucotrienos asociados a un grupo
peptidico, incrementan la permeabilidad de los capi-
lares a macromoléculas y, ademds, pueden tener una
accioén venoconstrictora, de modo que aumentan la
estasis vascular sobre la circulacién capilar y partici-
pan en la formacién del edema’.

Oxido nitrico

Se han descrito 3 isoformas de la enzima NOS (6xido
nitrico sintasa): NOSn neuronal o isoforma I, NOSi
inducible o isoforma II, y NOSe endotelial o isofor-
ma III. Las isoformas NOSn y NOSe se expresan de
forma constitutiva, mientras que la NOSi se transcri-
be en respuesta al estimulo inmunolégico que las ci-
tocinas y endotoxinas ejercen sobre una amplia varie-
dad de células.

El NO generado en la célula endotelial por la isofor-
ma constitutiva de NOS actia como mediador en la
transmisién de estimulos célula-célula, y ejerce un
papel determinante en la regulacién del flujo sangui-
neo y en el mantenimiento del tono vascular; ademads,
inhibe la agregacién plaquetaria, la adhesion de leu-
cocitos al endotelio vascular, modela la actividad de
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los mastocitos y participa en la integridad de la mu-
cosa intestinal. El NO formado en las neuronas acttia
como neurotransmisor no adrenérgico-no colinérgico
en el plexo mientérico, y participa en el control de la
relajacion de la musculatura lisa intestinal. La forma-
cién de NO secundaria a la activacién de la NOSi de-
sempefia un papel clave en los procesos inflamato-
rios, la reparacién de los tejidos y en los mecanismos
inespecificos de defensa del huésped (efecto citotoxi-
co); una excesiva produccién puede lesionar las célu-
las y los tejidos que lo sintetizan™. E1 NO también es
un importante mediador de la respuesta inmune, que
actia como mediador de la interaccion entre las célu-
las Th1/Th2. La IL-1, la IL-2, el TNF-a y el INF-y
aumentan la produccion de NO en los macréfagos y
neutréfilos activados, mientras que los glucocorticoi-
des y otras citocinas, como la IL-4, la IL-10 y el
TGFp, ejercen el efecto opuesto. Ademds, el NO re-
gula por si mismo la produccién de TNF-a, IL-3 y
factor de transcripcion NF-xB™.

Citocinas

La EC presenta una reacccién inmunitaria mediada
por células T Thl (aumento de la produccién de INF-
Y) y la CU presenta un perfil mas complejo en el que
parece haber un componente Th2 (aumento de la IL-
5)7%77. Los modelos experimentales también se pue-
den agrupar por la respuesta predominante de las cé-
lulas T. Entre los modelos con un perfil Thl
encontramos los ratones con deficiencia de IL-2, IL-
10 y la G, ratones SCID reconstituidos con células
T CD45RB" naive y la colitis por TNBS. La diferen-
ciacién Thl de las células T se produce cuando las
células T se comunican con las células presentadoras
del antigeno en presencia de IL-12, citocina con un
papel fundamental en el crecimiento y la diferencia-
cién de las células T. Se desconoce frente a qué situa-
cion las células presentadoras de antigeno producen
una secrecion aumentada de IL-12, induciendo una
produccién excesiva de INF-y por parte de las células
T CD4*. La produccién excesiva de INF-y activa a
los macréfagos, lo cual a su vez conduce a un aumen-
to de la produccién de citocinas proinflamatorias,
como IL-1PB, IL-6 y TNF-q, causantes del proceso in-
flamatorio granulomatoso caracteristico en estos mo-
delos. Finalmente, el INF-yy el TNF-o. actian de for-
ma sinérgica aumentando la produccién de IL-12, es
decir, retroalimentando de forma positiva la respuesta
Thl.

Entre los modelos Th2 estdn los producidos en rato-
nes deficientes en TCR-o y el de la colitis inducida
por oxazolona. Ambos modelos se asemejan a la CU
humana, pero no guardan un paralelismo tan comple-
to como los Thl y la EC. En el primer modelo hay
una sobreproduccién de IL-4 y en el segundo de IL-4
y IL-5. En la colitis por oxazolona se produce, ade-
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mas, un aumento de TGF-B en las zonas adyacentes
no afectadas, lo que sugiere que esta citocina ejerce
un efecto compensatorio, al comprobar que la admi-
nistracién de anti-TGF-3 empeora y aumenta la ex-
tension de la colitis'®7677.

La inhibicién de TNF-o, citocina con actividad
proinflamatoria, se utiliza como terapia en la EC’.
Sin embargo, el TNF-o también tiene un papel im-
portante en la defensa del huésped frente a las infec-
ciones. La produccién de TNF-o estd incrementada
en el colon inflamado por TNBS tanto en la fase agu-
da como crénica. La inhibicién de esta citocina tuvo
un efecto beneficioso cuando se administré como tra-
tamiento en la fase crénica, y no asi cuando se admi-
nistré en la fase aguda, momento en que se produce
un sobrecrecimiento de bacterias entéricas sobre la mu-
cosa inflamada. Estos resultados sugieren que la inac-
tivacién del TNF-a en la fase aguda, donde el papel
de esta citocina estd en el balance entre su accién
como defensa frente a la agresién por el sobrecreci-
miento bacteriano y su accién proinflamatoria, puede
ser perjudicial para el proceso inflamatorio intestinal
experimental”.

Bacterias intestinales e inflamacion

La mayor parte de los antigenos de la luz intestinal
son bacterias, por lo que la interaccién entre un siste-
ma inmune mal regulado y la flora bacteriana normal
puede desempeifiar un papel importante en la patoge-
nia de la enfermedad inflamatoria intestinal. El con-
cepto de que la flora intestinal estd implicada en la in-
flamacién de la mucosa se sustenta por los datos
obtenidos en diferentes modelos experimentales, en
los que se ha observado que los animales libres de
bacterias y los tratados con antibiéticos no absorbi-
bles desarrollan menos lesion intestinal. Asi, las ratas
transgénicas HLA-B27%, los ratones deficientes en
IL-23 o los ratones deficientes en IL-10** no desarro-
Ilan el proceso inflamatorio intestinal o éste se ve cla-
ramente atenuado cuando se mantienen en condicio-
nes libres de bacterias. Por otro lado, el
pretratamiento con antibidticos reduce el proceso in-
flamatorio intestinal en diferentes modelos experi-
mentales, como la enteropatia por indometacina®!,
DDS? 0 TNBS®, y en la inducida por la transferencia
de linfocitos CD4*/CD45RB" en el ratén SCID®'. En
el modelo del TNBS, el tratamiento oral o tépico con
enemas de antibidticos de amplio espectro no absor-
bibles redujo la lesién colénica. Este efecto benefi-
cioso del tratamiento antibidtico fue particularmente
manifiesto durante la fase cronica de la colitis, donde
raramente los animales desarrollaron las caracteristi-
cas de cronicidad de la lesion, como la estenosis cold-
nica con dilatacién proximal, las adherencias y la fi-
brosis®. Ademds de la reduccién de la lesién, los

antibiéticos también causaban una apreciable reduc-
cién en el nimero de bacterias intraluminales®. En
este mismo modelo y en ratas tratadas con antibi6ti-
cos, la reintroduccién intracolénica de flora fecal pro-
cedente de ratas sanas aument6 el proceso inflamato-
rio y agravé las lesiones. Este efecto sélo fue
evidente cuando la suspensién fecal se administré 6 h
después de la induccién de la colitis, pero no cuando
se administrd a los 3 dias®>. Estos hallazgos sugieren
que las bacterias de la flora comtn de la rata estimu-
lan la enfermedad inflamatoria en los estadios inicia-
les de la colitis, y que es necesaria una reduccién en
el contenido de bacterias endoluminales para obtener
un efecto antiinflamatorio y evitar la progresion a la
cronicidad en las lesiones inducidas por el TNBS.

Respuestas inmunoinflamatorias frente a bacterias
especificas

Esté bien establecido que la flora intestinal ejerce un
papel determinante en el desarrollo del sistema inmu-
ne intestinal. En un modelo in vivo de segmento col6-
nico excluido del transito intestinal (se aisla un asa
del colon tras una laparatomia y se aboca a la pared
abdominal mediante 2 ostomias), el tratamiento anti-
bidtico permite erradicar la flora indigena en esta asa
aislada y recolonizarla con bacterias preselecciona-
das. Al estudiar la respuesta inflamatoria frente a la
instalacién intraluminal de TNBS, se observé que sin
colonizacién bacteriana no hay respuesta inflamatoria
frente al hapteno TNBS, y las bacterias anaerdbicas
son las responsables del desarrollo de lesiones mas
profundas y de mayor grado de respuesta inflamatoria
después de la accién del TNBS#,

Inflamacion transmural

La estenosis es una complicacién frecuente en la in-
flamacidn intestinal. Como se ha comentado, la ad-
ministracién de antibidticos de amplio espectro no
absorbibles en el modelo del TNBS previene la for-
macion de estenosis®. Estas ratas tenfan unos valores
bajos de TGF-B1 y una menor acumulacién de colé-
geno en la pared inflamada que las ratas coliticas
controles. La inyeccién de bacterias de la flora intes-
tinal de la rata en la pared del colon estimul6 la libe-
racién de TGF-B1 y depésito de coldgeno. Este efecto
se redujo con la sonicacién previa de las bacterias. La
inoculacién de lactobacilos, especie predominante en
la flora intestinal de la rata y humana, no inducia una
respuesta inflamatoria significativa. La inyeccién de
bacterias aerébicas provocaba una notoria reaccién
inflamatoria aguda circunscrita en areas focales de
abscesos, y la estimulacién de TGF-B1 y el depdsito
de coldgeno eran insignificante. Por el contrario, la
inyeccién intramural de bacterias anaerébicas (Clos-
tridium ramasorum, B. fragilis y B. uniformis) indu-
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jeron una respuesta aguda de predominio granulociti-
co, con infiltracion difusa de células mononucleares
que envolvia la serosa y se asociaba con una acumu-
lacién de coldgeno en el tejido®. Estos datos sugieren
que distintas especies bacterianas entéricas pueden
diferir en su capacidad fibrogénica y en su respuesta
inflamatoria, y que algunas bacterias anaerobias (pre-
dominantes en la flora colénica) poseen una mayor
capacidad potencial de inducir una respuesta fibrogé-
nica difusa cuando invaden la pared intestinal.

CONCLUSIONES

El estudio de modelos animales de enfermedad infla-
matoria intestinal ha aportado una serie de conceptos
importantes a nuestra comprension de la naturaleza de
la enfermedad inflamatoria humana. En primer lugar,
sugieren que al igual que en la inflamacién experimen-
tal —que puede aparecer en distintos modelos como
consecuencia de diferentes defectos— son diversos los
defectos que podrian llevar a la aparicién de la enfer-
medad inflamatoria intestinal humana. En segundo lu-
gar, los defectos inmunolégicos que conducen a la co-
litis en los modelos animales se deben a una
disregulacién y no a una inmunodeficiencia; en este
sentido, es importante tener presente que los ratones
SCID o Rag” no desarrollan una inflamacién mucosa a
menos que se les transfieran determinadas subpobla-
ciones de linfocitos procedentes de otros animales. En
tercer lugar, hay una relacién entre las vias inflamato-
rias que se activan y las caracteristicas finales de la in-
flamacién. Las vias inflamatorias activadas en la ma-
yoria de modelos experimentales se caracterizan por
una excesiva respuesta Thl; este tipo de respuesta pa-
rece guardar una relacién con la observada en la EC
humana. La otra via inflamatoria comtin en modelos
experimentales es el aumento de la actividad de células
Th2; estos modelos tienden a producir un tipo de infla-
macién que remeda desde el punto de vista histoldgico
la CU, pero en la enfermedad humana la activacién de
las vias inflamatorias es mas compleja y no se corres-
ponde con una activacién Th2 pura.

La investigacién en modelos animales de enfermedad
inflamatoria sigue siendo de utilidad para identificar
los aspectos de la respuesta inmune ligados a la pato-
genia de la enfermedad inflamatoria intestinal, para el
desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas,
como el uso de moléculas bloqueadoras de citocinas
o moléculas de adhesidn, y la terapia génica. Final-
mente, estos modelos pueden también ayudar a iden-
tificar anomalias genéticas, que son la base de la en-
fermedad humana.
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