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MODELO DE COLITIS EXPERIMENTAL

Existe un gran numero de modelos experimentales de colitis. La mayoria de
estos modelos han sido desarrollados en rata o en ratdon y presentan caracteristicas
clinicas, morfolégicas y analiticas similares, hasta cierto punto, a las propias de los
pacientes con colitis ulcerosa o con enfermedad de Crohn. En la actualidad no existe
un consenso sobre cual es, globalmente, el mejor modelo de colitis experimental. Asi,
un modelo de colitis sera mas o menos apropiado en funcion del aspecto concreto de
la Ell que se quiera estudiar'*.

En los estudios que componen esta tesis se ha utilizado un modelo de colitis
basado en la administracion de DSS en ratones, que comparte muchos caracteristicas
con la colitis ulcerosa en humanos'?. El DSS se administra al 5% en el agua de
bebida durante 4 dias, siendo posteriormente retirado. Como otros agentes quimicos,
este toxico altera la funcién protectora de la barrera mucosa antes de que se
desencadene la colitis, incrementando la exposicidon de los macréfagos a la microflora
de la mucosa'*, lo que termina por producir su activacién y conduce a la liberacion de
citocinas proinflamatorias y a la inflamacion. Los animales presentan diarrea, sangre
en las heces y pérdida de peso, que es maxima 7-8 dias después del inicio de la
administracion de DSS. El colon de estos animales se acorta y sus paredes se
engrosan, apareciendo ulceras mucosas que no se suelen ver a simple vista. En el
estudio histolégico se aprecia una afectacion difusa y casi siempre superficial de la
mucosa del colon, con un infiltrado leucocitario compuesto de neutréfilos vy
macréfagos y alteracion de la arquitectura glandular'**'**'%® De manera progresiva
se va produciendo un incremento de linfocitos T activados en los segmentos dafiados,

mostrando un paralelismo con lo que ocurre en la colitis ulcerosa humana.
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EVALUACION DE LAS INTERACCIONES LEUCOCITO-ENDOTELIO CON
MICROSCOPIA INTRAVITAL

Para estudiar las interacciones leucocito-endotelio que se producen in vivo
(fundamentalmente los fendmenos de rodamiento y de adhesion leucocitaria) en la
microcirculacion colica de los animales con colitis, asi como para evaluar la
contribucion individual de cada una de las MAC a estas interacciones, hemos
recurrido a la microscopia intravital de fluorescencia.

Las técnicas de microscopia intravital permiten el estudio de las interacciones
que los leucocitos establecen con el endotelio en un segmento venular (Figura 4). Los
leucocitos que interaccionan con la superficie endotelial pueden visualizarse
directamente, ya que ven reducida su velocidad de forma marcada, con relacion a la
velocidad media del flujo sanguineo en la vénula. Para realizar un estudio preciso de
las interacciones leucocito-endotelio, primero efectuamos un registro de la vénula
durante un minuto mediante una videocamara y, en un segundo tiempo, efectuamos
el analisis detallado. Los parametros de mayor interés son el numero de leucocitos
adheridos al endotelio (humero de leucocitos inméviles durante mas de 30 segundos,
en una porcién de 100 um de vénula), el flujo de leucocitos con interacciones de
rodamiento (numero de leucocitos que exhiben fendmenos de rodamiento,
atravesando un punto determinado de la vénula, por minuto), la velocidad venular
media y el shear rate (o fuerzas de dispersidn, concepto que indica la oposicion que
efectia la flujo sanguineo a las interacciones leucocito-endotelio, y que esta
relacionado con el diametro del vaso y la velocidad venular).

Las técnicas de microscopia intravital fueron desarrolladas, en un primer
momento, para el estudio del mesenterio, ya que la microcirculacion de este tejido
puede ser visualizada faciimente mediante transiluminacion'’'*®. Asi, para el estudio
del mesenterio se utiliza un microscopio convencional, no siendo necesaria la tincion
de los leucocitos con un fluorocromo, ya que los leucocitos adheridos, en rodamiento
o migrados al intersticio pueden ser facilmente identificados. De igual forma, esta
técnica permite también el estudio de la permeabilidad vascular, administrando a un
animal albumina marcada con fluoresceina por via intravenosa. Ademas de en el
mesenterio, las técnicas de microscopia intravital han sido también aplicadas al

estudio de la microcirculacién de otros érganos, como el cerebro'®, higado™,

151, pie|151 152 153,154. No

musculo , estbmago °* y placas de Peyer del intestino delgado
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obstante, la microcirculacion codlica no ha sido estudiada hasta hace pocos anos,

utilizando modelos animales de rata®®’"

. Para adaptar las técnicas de microscopia
intravital al estudio de la microcirculacion cdélica se tuvieron que realizar algunas
modificaciones. Dado que el grosor de la pared del colon no permite el estudio de la
microcirculacion colica por transiluminaciéon, se utilizd un microscopio invertido de
fluorescencia y se marcaron los leucocitos administrando el fluorocromo rodamina 6G
por via intravenosa. A pesar de ello, la microscopia intravital del colon no permite
visualizar los leucocitos que han emigrado al intersticio. Ademas, la exteriorizacion in
vivo del colon debe de hacerse con mucho cuidado por el peligro de provocar una
traccidn excesiva del mesocolon y colapsar la microcirculacién. Comparada con el
modelo en rata, la microscopia intravital aplicada al ratén plantea dificultades
relacionadas con su pequefio tamafo, ya que es dificil disponer de una gran area de
colon para explorar los vasos y conseguir la estabilidad de la preparacion, intentando
que la transmision de los movimientos respiratorios no afecte al registro de las

imagenes.

55



Antonio Soriano Izquierdo. Tesis Doctoral

Figura 4. Evaluacion de las interacciones leucocito-endotelio con microscopia
intravital de fluorescencia. A, fotografia que muestra el microscopio invertido de
fluorescencia, la camara y el monitor. B, ratén anestesiado, con el intestino delgado
exteriorizado y preparado para estudiar el mesenterio (en el estudio de la
microcirculacion del colon s6lo puede externalizarse una porcidn muy pequefa de
intestino sin provocar isquemia intestinal). Se puede apreciar, a la izquierda, la
pequefia canula que permite la inyeccion del fluorocromo en la vena yugular interna.
C, imagen que muestra la luz de una vénula postcapilar de la pared del colon con

leucocitos en rodamiento y adheridos (puntos blancos).
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CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE ADHESION
ENDOTELIAL

Para cuantificar la expresion de ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 y MAJCAM-1
hemos recurrido a dos técnicas diferentes: a la técnica radiactiva del doble anticuerpo
marcado, que permite mediciones in vivo en modelos de colitis, y a técnicas de
radioinmunoanalisis (ELISA) en cultivos primarios de células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC), para mediciones in vitro. La primera de ellas es, con

mucho, la mas importante en los trabajos que componen esta tesis doctoral.

Técnica del doble anticuerpo marcado

La determinacion del grado de expresion de las moléculas de adhesion en la
superficie endotelial se ha basado, hasta hace pocos afios, en la realizacion de
estudios de inmunohistoquimica®*®>%®. No obstante, esta metodologia tiene diversas
desventajas. En primer lugar, no permite realizar una cuantificacion precisa del grado
de expresion de las moléculas y, en segundo lugar, puede resultar poco util para
apreciar las variaciones en la expresion de aquellas moléculas que ya estan
presentes en el endotelio en condiciones basales (expresion constitutiva), o bien de
moléculas cuya expresion es pequefia. En este ultimo caso, un incremento porcentual
importante en la expresidon de estas moléculas puede comportar una expresion
todavia escasa en valor absoluto, lo que se traducira en una tincion tenue del
endotelio al hacer el estudio de inmunohistoquimica.

Con el objetivo de cuantificar in vivo y de forma precisa la expresién de las
moléculas expuestas en la superficie endotelial, el grupo de investigacion en el que se
ha realizado esta tesis doctoral ha desarrollado una técnica conocida como doble
anticuerpo marcado (Figura 5)°. Esta técnica consiste en la administracion de un AcM
marcado con | dirigido contra la molécula a estudio. Simultdneamente se administra

un segundo anticuerpo, inerte (non-binding), marcado con ™|,

que permitira
compensar el posible acumulo inespecifico de anticuerpo (es decir, por otras causas
que no sean la union especifica a la molécula de interés). Cinco minutos después de
administrar ambos anticuerpos, el animal es exanguinado (extraccion de sangre a
través de un catéter colocado en la arteria cardtida con reposicion simultanea de
volumen a través de la vena yugular interna). A continuacion se recogen los diferentes

érganos y se cuantifica la radioactividad acumulada ('*°l y "™'l) mediante una
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gammacamara. Finalmente, utilizando la siguiente férmula, se obtiene la expresion

endotelial del AcM en nanogramos de anticuerpo por gramo de tejido:

Expresion de una molécula cpm '“l érgano / g cpm “"érgano/g  cpm ¥ plasma_| .

de adhesion = — — X — X ng Ac inyectado
cpm '“°l inyectado cpm ®'linyectado ~ cpm "'l plasma

(en ng de anticuerpo / g tejido)

Términos de la formula:

« Cpm: cuentas por minuto.

125, 131 3 . 125, 131 . )
. |6 lenodrgano: actividadde 16 | acumulada en un determinado 6rgano.

« 16 "'l inyectado: actividad total de I

131
I

(que se encuentra unido al anticuerpo
especifico) 6 de (que se encuentra unida al anticuerpo inespecifico o non-
binding) que se inyecta por via intravenosa. Ambos se calculan separando una

alicuota de 5 uL de la mezcla de anticuerpos antes de que ésta sea inyectada.

. 125I o} 131I en plasma: actividad residual de 125I y de 131I en el plasma a los 5
minutos de la administracion intravenosa de la mezcla de anticuerpos marcados.
Se calculan obteniendo una muestra de 100 pL de plasma.

« ng Ac inyectado: nanogramos de anticuerpo especifico inyectado por via

intravenosa.

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en los ultimos cinco afos por

192155157 asi como por otros grupos de investigacion'®'*° para

nuestro grupo
cuantificar la expresién de diversas MAC, en diferentes tejidos, tanto en condiciones

basales como en condiciones experimentales de inflamacidn.

ELISA en cultivos primarios de células endoteliales de vena umbilical humana
Para complementar los datos obtenidos en la expresion de las MAC en los
modelos animales, hemos recurrido a los cultivos primarios de células HUVEC'%'6",
Una vez conseguida una monocapa de células endoteliales confluentes, ésta fue
estimulada, o no, con TNF-a e incubada con diferentes dosis de TFF2 o CsA. Tras
esto, se utilizaron técnicas de ELISA para cuantificar la expresion de las MAC por

medio de AcM especificos.
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La utilizacién de células endoteliales aisladas en cultivo nos ha permitido, sobre
todo, determinar si los cambios en la expresion de las MAC son un efecto directo de
TFF2 o de CsA o, si por el contrario, son la expresion indirecta de la disminucion de la
inflamacion cdlica lograda con estos agentes terapéuticos en los modelos

experimentales.

Figura 5. Cuantificacion de la expresién de las moléculas de adhesiéon endotelial

con la técnica del doble anticuerpo marcado. Véase la descripcion en el texto.

251_Ac especifico

¥1.Ac no especifico

Vena
yugular interna

Arteria
carotida

Muestra de plasma de 100uL Gammacamara

Exanguinacién a los 5 minutos
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