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RESUMEN

La lactoferrina es una glicoproteina que pertenece a la familia de proteinas no
hémicas fijadoras de hierro y se encuentra en la leche de numerosas especies de
mamiferos, incluyendo el ser humano, se ha encontrado en otras secreciones
externas, en neutréfilos, médula désea y placenta. Estas proteinas tienen la
capacidad de unir, de forma reversible, dos atomos de i6n férrico en presencia de
un ion bicarbonato o carbonato. La lactoferrina bovina es una proteina a la que se
le han atribuido numerosas propiedades bioldgicas entre ellas, destaca su actividad
antibacteriana, demostrada in vitro e in vivo. Este efecto puede ser bacteriostético,
por su capacidad para quelar el ion férrico, necesario para el crecimiento bacteriano,
o bactericida debido a la interaccién entre la lactoferrina y la membrana bacteriana.
Esta capacidad de aumentar la permeabilidad de la membrana celular puede facilitar
el paso de otras sustancias antimicrobianas, como la lisozima o los antibiéticos. El
estudio fue realizado en el Centro de Investigacion Biomédica de Aragon, Espafia.
Durante el ensayo se siguieron los protocolos se llevaron a cabo en acuerdo con la
directiva 2016/63EU de la Unién Europea relativa a la proteccion de los animales de
experimentacién. Durante el presente trabajo se realizd un protocolo para inducir
enfermedad inflamatoria intestinal aguda con dextrano sulfato sodico(DSS)
administrado en agua de bebida durante 5 dias, formando un grupo control de
lactoferrina y otro grupo control sin ningun tratamiento, el grupo experimental y uno
control tratado con DSS para realizar las comparaciones y ver los impactos
inflamatorios reales de la induccién, teniendo un total de 4 grupos, en condiciones
igualitarias, realizando una valoracién clinica de los animales que incluia: control
del peso, consistencia de heces y pruebas de sangre oculta. El proceso de transito
intestinal in vivo se realiz0 mediante la administracion de una emulsion con
colorante registrando el tiempo desde la administracion hasta la primera excrecién
de heces coloreadas de azul, tras el sacrificio se valoré la longitud del colon como

principal cambio patoldgico.



INTRODUCCION

El aparato digestivo contribuye con la homeostasis degradando los alimentos de
manera que las células del cuerpo puedan absorberlos y utilizarlos. También
absorbe agua, vitaminas, minerales y elimina desechos. Dentro de las funciones del
aparato gastrointestinal estd la de mezclar el alimento con las secreciones
pancreaticas, biliares e intestinales por medio de la motilidad intestinal, transporta
el contenido desde el duodeno a una velocidad adecuada para permitir la correcta
absorcion de nutrientes en la mucosa y su maximo aprovechamiento para
posteriormente eliminar los restos de los alimentos y secreciones, este movimiento
es también un mecanismo de defensa contra agentes patdgenos que buscan
colonizar el tracto intestinal. (Guyton, 2011)

Por todas estas funciones es importante que en todo momento tenga un
funcionamiento 6ptimo y merece ser objeto de estudio y profundizar en la motilidad
intestinal y los procesos por los cudles se lleva a cabo el correcto funcionamiento,
para asi detectar anomalias y substancias que provocan un aumento o disminucién
de esta motilidad. (Hechtman, 2014)

Los mecanismos implicados en la iniciacion de la enfermedad inflamatoria intestinal
Nno se conocen con exactitud, aunque se ha sugerido como principales componentes
patolégicos la susceptibilidad genética, el sistema inmunoldgico y el ambiente,
principalmente la microbiota intestinal, el conocimiento adquirido a través de estos
estudios experimentales ha permitido comprender aspectos relacionados con la
aparicion del brote inflamatorio y con el curso de la patologia humana. Ademas, la
mayoria de modelos experimentales de inflamacion intestinal permiten hacer
aproximaciones a nuevas estrategias terapéuticas en fase preclinica, estos modelos
animales para el estudio se pueden clasificar en dos categorias: modelos inducidos
y modelos espontaneos, a pesar de que hoy en dia se dispone de modelos en ratas
y ratones que pueden sobre expresar o silenciar una proteina concreta, el modelo
de induccidn con polisacéaridos sulfatados ha sido utilizado desde la década de los

80, pero actualmente continta siendo de los mas utilizados dada la semejanza a la



fisiopatologia de la enfermedad intestinal y se puede adaptar si se requiere una

presentacion aguda o crénica. (Cerar, 2012)

Las lactoferrinas humana y bovina, despliegan un amplio espectro antimicrobiano,
actuando contra bacterias Gram positivas y Gram negativas y contra algunos virus
y hongos. Inicialmente se pensé que esta actividad antimicrobiana se debia
Gnicamente a su capacidad de secuestrar hierro. En la actualidad, se sabe que
existen diversos mecanismos que contribuyen a la capacidad de esta glicoproteina,
para defender a los mamiferos de las infecciones microbianas, es por eso que se
ha profundizado al estudio de esta proteina por la relacion que podria tener con la
actividad inmunoldgica en el epitelio intestinal ya que se encuentra en la mucosay
participa en diversos procesos inmunoldgicos dentro del aparato gastrointestinal.
(Franco., et, al. 2005, Almero, 2007).



1. MARCO TEORICO

1.1 Aspectos morfo-fisioldégicos del aparato digestivo.

Presenta organizaciones muy diversas tanto en los animales invertebrados como
en los vertebrados. Sin embargo, el aparato digestivo de los vertebrados es, en
general, un tubo hueco que recorre el organismo en direccion longitudinal, abierto
en sus extremos, la boca y el ano. Aunque hay profundas diferencias dependiendo
del tipo de dieta que tienen los diferentes grupos de animales, no solo morfolégicas
sino también fisioldgicas, se analizara la estructura general refiriéndonos

principalmente a los mamiferos de dieta omnivora.
El tubo digestivo se subdivide en 4 partes:

1) Cavidad de la boca y faringe
2) Esdéfago y estbmago
3) Intestino:
¢ Intestino delgado
¢ Intestino grueso
4) Canal anal (Megias, et.al; 2019)

1.1.2 Cavidad oral

La boca es la primer parte del aparato digestivo, esta limitada lateralmente por los
carrillos, dorsalmente por el paladar y ventralmente por el cuerpo de la mandibula y
el milohioideo y caudalmente por el paladar blando; la entrada a la boca esta

protegida por los labios (Sisson y Grossman, 1982).

La faringe esta ubicada en el sitio de union de los tractos respiratorio y digestivo,
ventralmente al paladar se encuentra la parte digestiva de la faringe, formando el

orificio intrafaringeo, esta parte ventral se divide en 3 segmentos:

e Orofaringe

e Laringofaringe



e Parte esofagica de la faringe, denominada asi porque desemboca en el

esofago.

1.1.2 Esé6fago y estomago

El es6fago es la continuacion de la via digestiva desde la faringe hacia el estbmago,
se inicia en el cartilago cricoides de la laringe, discurre dorsalmente a la traquea, en
el térax el esofago se ubica en el plano mediano en el espacio mediastinico y
atraviesa la bifurcacion de la traquea y la base del corazén. De acuerdo a su
posicion, el eséfago se subdivide en una parte cervical, una parte toracica y una
parte corta abdominal atravesando el diafragma a través del hiato esofagico.

El estbmago esta situado entre el esdéfago y el duodeno, representa una porcion
dilatada del tubo digestivo, se diferencia en los mamiferos por su forma, posicion y
la distribucion de los tipos de revestimiento interior (mucosa) clasificAndolos como
simples 0o compuestos. Su luz esta cerrada por el cardias ubicado mas hacia la
izquierda y en la salida por el piloro compuesto por musculos esfinteres, en una

posicion hacia la derecha continuando con el duodeno.
En el estbmago se distinguen diferentes regiones:

e Cuerpo

e Fondo

e Saco ciego

e Curvatura mayor

e Curvatura menor (Akers, 2008)

1.1.3 Intestino delgado

El intestino delgado (ID) es un tubo muscular que inicia en el esfinter pilérico y
finaliza en el intestino grueso. Se situa en la cavidad abdominal, suspendido en
forma de abanico entre la pared abdominal posterior y el mesenterio. Se divide en

tres secciones:



e Duodeno. Primera parte del ID y la mas corta; mide unos 25 centimetros.
Inicia en el esfinter pildrico y finaliza en el angulo duodeno-yeyunal. En él
desembocan los conductos pancreético y biliar para la secrecion de enzimas

y bilis.

e Yeyuno. Es la segunda seccion del intestino, y mide aproximadamente 2,5
metros. Empieza en el angulo duodeno-yeyunal y tiene la capacidad de

modificar su morfologia a lo largo del tramo y finaliza en el ileon.

e leon. Es la tltima parte del intestino delgado y con mayor longitud, unos 3,5
metros. Finaliza en la valvula ileocecal, es decir, la zona que une el ileon

distal con el ciego.

El intestino delgado es el lugar donde se inicia verdaderamente la digestion quimica
de los alimentos con la llegada del quimo desde el estbmago. La regulacién del paso
del quimo del estbmago al duodeno es compleja y en ella intervienen reflejos
nerviosos y factores hormonales que van a permitir ese paso de alimento en funcién
de su composicién y en funcién de que el duodeno sea capaz de manipular

pequefias cantidades de alimento.

1.1.4 Intestino grueso

El intestino grueso se divide a su vez en ciego, colon y recto. El colon posee una
parte ascendente, una transversa, y una descendente, ademas del colon sigmoide.
El intestino grueso se conecta al intestino delgado mediante la valvula o esfinter
ileo-cecal. El ciego posee una ramificacion muy delgada llamada apéndice, de unos
5 a 13 cm de longitud, donde se acumulan muchos linfonodos. El recto se comunica
con el exterior a través del ano. La zona donde el intestino grueso se une a la piel
del ano se denomina unién ano-rectal. Aqui se produce la transicion desde epitelio
simple prismatico a epitelio estratificado plano queratinizado, tipico de la epidermis.

A este nivel existe un engrosamiento de la musculatura externa que forma el esfinter
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anal interno. También hay un esfinter externo formado por musculatura estriada.
(Willey, 2009).

1.2 Histologia del tubo digestivo

La histologia es la composicion de los tejidos a nivel microscépico y el tracto
gastrointestinal se caracteriza por la presencia de 4 capas distintas entre cada una
de ellas, sin embargo, pequefios cambios en las diferentes porciones desde el
esoéfago, estdbmago e intestinos, estas son mucosa, submucosa, muscular y serosa,

desde el interior al exterior. (Megias., et, al. 2019).

1.2.1 Mucosa

Es la capa mas interna, esta integrada por un epitelio columnar conformado
dependiendo de la porcion del tubo digestivo manteniendo la funcién de los
procesos de absorcidn y secrecion, la siguiente porcién de la mucosa es la lamina
propia, la cual le brinda soporte ya que es rica en fibras de colageno y por ultimo
una pequefia capa muscular llamada muscular de la mucosa conformada por una

delgada capa de células musculares lisas. (Megias., et, al. 2019).

1.2.2 Submucosa

La submucosa es la capa que une la mucosa con la capa muscular y su principal
funcion es recibir las moléculas absorbidas por la mucosa, filtrando con su gran
cantidad de capilares sanguineos y vasos linfaticos, ademas se encuentra el plexo
submucoso que es una red neuronal muy importante para el funcionamiento del

epitelio y una pequefa cantidad de glandulas. (Megias., et, al. 2019).

1.2.3 Muscular

En las porciones de boca, faringe y es6fago superior la capa muscular esta
compuesta por musculo esquelético que produce una deglucion voluntaria y este
tipo de musculo se encuentra también en la porcién final del tracto formando parte
del esfinter anal externo, lo cual permite el control voluntario de la defecacién. El
resto del tubo digestivo esta conformado por musculo liso generalmente dispuesto
en 2 capas, una interna con fibras musculares circulares y la externa con fibras

musculares longitudinales, los cuales son mediados por el sistema nervioso
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autonomo y otras substancias como hormonas y mediadores quimicos, lo que
permite que presente una contraccion involuntaria y asi contribuye a degradar los
alimentos, mezclarlos y propulsarlos a lo largo del tracto. Entre las 2 capas
musculares estd presente un plexo neuronal llamado: plexo mientérico. (Megias.,
et, al. 2019).

1.2.4 Serosa

Esta Ultima capa es una membrana compuesta por tejido areolar y un epitelio simple
(mesotelio) algunos autores llaman esta membrana como peritoneo visceral ya que
forma parte de una porcién del peritoneo que estad presente en todo el tracto

gastrointestinal a partir del estbmago (Megias., et, al. 2019).

1.3 Fisiologia de la motilidad intestinal

La motilidad gastrointestinal es una funcién esencial para los procesos de digestion
y de absorcion de nutrientes y para la propulsion del contenido del intestino,
mezclandolo de esta manera con los jugos digestivos y preparando las particulas
no absorbidas para su excrecién. A lo largo de todo el tracto gastrointestinal, la capa
muscular estd formada por células musculares lisas. Al igual que ocurre en el
musculo estriado, las contracciones del masculo liso son inducidas por cambios en
el potencial de membrana de sus células. A diferencia de las células musculares
estriadas, las células musculares lisas no tienen sarcomeros bien organizados, son
mas pequefas y estan estructuradas en haces rodeados por tejido conectivo. Cada
haz de células musculares lisas funciona como una sola unidad, es decir, como un
sincitio. Todas las células del haz se contraen a la vez para producir una respuesta
motora coordinada y eficiente. Esto es posible por la existencia de uniones en
hendidura (de tipo gap) entre las células de cada haz. Estas uniones son zonas de
baja resistencia eléctrica por donde puede propagarse instantaneamente una sefal

de despolarizacion.

El masculo liso del tracto gastrointestinal esta organizado en dos capas: una capa
interna, de mayor grosor, formada por fibras musculares lisas dispuestas
circularmente, produciendo por tanto contracciones anulares, y una capa externa de

fibras musculares lisas longitudinales, organizadas de manera que su eje corre a lo
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largo de la luz del intestino. La contraccion y la relajacion de la capa muscular
longitudinal provocan cambios en la longitud del intestino, lo que da lugar a la
peristalsis. (Guyton, 2011; Hechtman, 2014).

1.3.1 Electrofisiologia del musculo liso gastrointestinal

En las células del musculo liso gastrointestinal podemos encontrar dos tipos de
actividad eléctrica: ondas lentas, que contribuyen al denominado ritmo eléctrico
basico, y potenciales de accion. A lo largo de todo el musculo del tracto
gastrointestinal se dan fluctuaciones espontaneas ritmicas en el potencial de
membrana en reposo de las células musculares lisas que lo forman. Estas
fluctuaciones son conocidas como ondas lentas y causan ciclos repetitivos de
despolarizacién y repolarizacién en las células musculares lisas: esto es el ritmo
eléctrico basico. Sin embargo, las despolarizaciones causadas por las ondas lentas
Nno son capaces por si solas de provocar contraccion muscular. El origen del ritmo
eléctrico basico del intestino se encuentra en las células intersticiales de Cajal
(ICCs) o células marcapasos. Se encuentran a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal y son las responsables de dictar el ritmo eléctrico basico, que
determinara cuando se contrae cada parte del intestino. Esto es posible porque las
ICCs forman uniones gap con las células musculares lisas, y de esta manera les
transmiten las ondas lentas de despolarizacién y repolarizaciébn ya mencionadas.
Aungue en la actualidad no esta del todo claro, se cree que el origen de las ondas
lentas en las ICCs se encuentra en la apertura espontanea de canales de Ca2+ de
membrana, lo que causa la entrada de Ca2+ a la célula y la consiguiente
despolarizacion. A continuacion, se da la apertura de canales de K+ activados por
Ca2+: cuando aumenta el Ca2+intracelular, estos canales de K+ se activan,
provocando la repolarizacion de la célula (Hall and Guyton, 2011; Sanders et al.,
2012; Hechtman, 2014; Sanders, Ward and Koh, 2014).

Sin embargo, las ondas lentas de despolarizacion originadas por las ICCs no son
capaces por si solas de provocar la contraccion de las células musculares lisas.

Para ello es necesario un estimulo adicional que genere un potencial de accién “en
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espiga”, que es el verdadero responsable de inducir la contraccién del musculo liso.
Este estimulo puede ser el estiramiento, que es capaz de provocar la aparicion de
los potenciales de acciébn en espiga, o la accion de diversas hormonas y
neurotransmisores como la sustancia P (SP) o la acetilcolina (ACh). La funcion de
las ondas lentas es, por tanto, acercar el potencial de membrana de la célula
muscular lisa al potencial umbral necesario para que se dé el potencial de accién
en espiga cuando aparezca el estimulo adecuado. De esta manera se coordinan las
contracciones de todo un haz de células musculares, pues solo se pueden generar
potenciales de accién en espiga en la fase de despolarizacién de las ondas lentas
(Hall and Guyton, 2011; Sanders et al., 2012; Hechtman, 2014; Sanders, Kito and
Hwang, 2016).

En definitiva, cuando se genera un potencial de accién en espiga en la célula
muscular lisa, se produce la despolarizacion de la membrana de la misma y la

consecuente activacion de canales de Ca2+ de tipo L.

1.3.2 Acoplamiento electromecanico

La aparicion de una concentracion elevada de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) hace que
este Ca2+ se una a la proteina calmodulina, formandose un complejo Ca2+-
calmodulina que es capaz de activar a la quinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCK). La MLCK estimula la fosforilacion de la miosina, un paso clave en la
iniciacion de la de la interaccion actina-miosina, responsable de la contraccion de la
célula muscular lisa (Figura 1) (Hall and Guyton, 2011; Sanders et al.,2012.,
Hechtman, 2014).
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Figura 1 Contraccion del musculo liso

Q MLCK inactiva
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1.1.3 Regulacion neuronal y hormonal de la motilidad intestinal

La contraccién del musculo liso gastrointestinal y por tanto la motilidad intestinal
esta regulada por el balance contrapuesto de agentes reguladores excitadores, que
inducen la contraccién, y agentes reguladores inhibidores. Algunos
neurotransmisores y hormonas ejercen su accion directamente sobre las células del
muasculo liso gastrointestinal, como por ejemplo la acetilcolina (ACh), las
taquiquininas (como la SP), las prostaglandinas (como la PGE2), la serotonina (5-
HT), los péptidos opioides. Los agentes excitadores actlan en su mayor parte
aumentando la [Ca2+]. Por ejemplo, la ACh actta sobre los receptores muscarinicos
M2 y M3 (Receptores acoplados a Proteinas Gag/11), activando a la fosfolipasa C
B y provocando la consecuente generacion de inositol trifosfato (IP3). El IP3 actla

sobre sus receptores en el reticulo endoplasmatico, que a su vez son canales de
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Ca2+, y por tanto induce un aumento de la concentracion de Ca2+ citosolico,
provocando la contraccion de las células musculares lisas. (Akbarali, 2005;
Gerthoffer, 2005; Sanders et al.,, 2012) Esta no es la Unica via por la cual
neurotransmisores como la ACh inducen la contraccion del muasculo liso, ya que la
fuerza de contraccién de las células musculares lisas no depende Unicamente de
[Ca2+]i. La sensibilidad al Ca2+ es la fuerza de contraccién de una célula a una
[Ca2+]i determinada. Moléculas como la ACh, entre otras, pueden regular la
sensibilidad de la célula al Ca2+ cuando actla sobre sus receptores acoplados a
proteinas G, al activar una serie de cascadas de sefalizacion intracelulares que, a
través de la accion de una serie de proteinas (Proteina Quinasa C, Rho quinasa,
CPI-17...) acaban induciendo la inactivacion de la fosfatasa de la cadena ligera de
la miosina (MLCP), proteina responsable de inactivar la cadena ligera de la miosina
y por tanto provocar de la relajacion del masculo liso. De esta manera, este tipo de
sustancias pueden aumentar en gran medida la fuerza de la contraccion sin que
varie la [Ca2+]i. Otras moléculas como la SP, las prostaglandinas y la 5-HT
funcionan de manera analoga a la ACh, al menos a la hora de excitar la contraccién
muscular: actdan sobre sus propios receptores, que son todos receptores acoplados
a proteinas G de tipo Gag/11 del mismo tipo que los receptores muscarinicos M3
(Akbarali, 2005; Gerthoffer, 2005; Sanders et al., 2012).

Por otro lado, los agentes inhibidores de la contraccién muscular actian mediante
la estimulacién del aumento de la concentracion intracelular de cAMP o cGMP.
Estos mensajeros secundarios activan a quinasas dependientes de cAMP o cGMP
gue son capaces de inhibir la formacion de IP3, disminuyendo de esta manera el
aumento de la concentracion de Ca2+ citosdlica inducido por esta molécula y
provocando la relajacion del muasculo liso gastrointestinal. Ejemplos de agentes
inhibidores son el péptido intestinal vasoactivo (VIP), el glucagén y el 6xido nitrico
(NO) (Hall and Guyton, 2011; Hechtman, 2014).

1.3.4 Reflejo Peristaltico

Las funciones de absorcion y digestion del tracto gastrointestinal dependen de
diversos patrones de motilidad caracteristicos que se dan a lo largo de todo el
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intestino. Las neuronas que liberan los agentes excitadores e inhibidores descritos
en el apartado anterior son las responsables de regular y coordinar estos complejos
patrones de contraccion. La motilidad intestinal es un proceso que se encuentra
regulado a multiples niveles: las células musculares lisas reciben inervacion del
sistema nervioso entérico (SNE) y del sistema nervioso autbnomo, simpatico y
parasimpatico. Las neuronas del SNE, que se encuentran organizadas en los plexos
de Meissner y de Auerbach, son las responsables de liberar neurotransmisores
como el VIP, el NO, la SP, la neuroquinina A, entre otros, siendo los responsables
de regular la motilidad intestinal y cuyo modo de accion hemos descrito en el

apartado 1.1.3.

El reflejo peristéltico es un tipo de patrén de motilidad encargado de la propulsion
del contenido del intestino en direccion aboral. Su funcionamiento es el siguiente: el
aumento de la presién intramural producida por el contenido del lumen del intestino
es captada por baroreceptores y causa la activacion de un circuito neuronal. Este
activa al mismo tiempo neuronas inhibidoras que induciran la relajacion del misculo
liso gastrointestinal situado aboralmente al segmento en el que se detectd la
presidn, y a neuronas excitadoras que estimularan la contraccion del masculo liso
en la parte oral, provocando de esta manera el avance del contenido del intestino

en direccion hacia el ano (Hall and Guyton, 2011; Hechtman, 2014).
12.5 Actividad inmune del aparato digestivo

La mucosa intestinal tiene la dificil tarea de limitar la respuesta inflamatoria contra
la microbiota y de mantener la habilidad de generar una respuesta inmunitaria contra
los microorganismos patégenos. Esto crea una relacion de equilibrio dinamico y
fragil, entre el sistema inmunitario, la microbiota y la mucosa intestinal. Por este
motivo, al alterarse cualquiera de ellos, puede generarse un proceso inflamatorio
agudo o cronico. El sistema inmunitario innato de la mucosa intestinal, a través de
un conjunto de receptores, células y mediadores, es capaz de censar, procesar y
generar una respuesta inflamatoria o de inmunotolerancia. (Beutler 2014, Medzhitov
et al. 2000)
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Para esto cuenta con un componente celular, en el que destacan, entre otras, las
células dendriticas, los macrofagos, los enterocitos, las células M y las células B,
gue constantemente censan el medio utilizando receptores de inmunidad innata; y
ante una sefial de peligro generardn una respuesta inflamatoria; o si el
microambiente no presenta alteracion significativa, crearan sefiales de

inmunotolerancia (Kapsenberg, 2003, Smythies, et.al. 2005)

1.4 Enfermedad inflamatoria intestinal

La colitis ulcerosa (CU) forma parte del conjunto de entidades clinicas englobadas
bajo la denominacién de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). La CU afecta al
recto y al colon y se caracteriza por presentar continuas recidivas y remisiones. La
incidencia de la colitis ulcerosa varia entre 0.5 y 31.5 de cada 100.000 personas
cada afo dependiendo del pais, siendo significativamente mayor en paises del
primer mundo. El sintoma caracteristico de esta enfermedad es la presencia de
sangre en heces, debido a la aparicién de Ulceras en el intestino (Da Silva et al.,
2014)

La etiologia de la enfermedad aun no es conocida con exactitud, aunque en la
actualidad existen evidencias de que la Ell, que engloba a colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn, se debe a una activacion continua e inapropiada del sistema

inmune de la mucosa debido a su contacto con la microbiota intestinal.

A diferencia de la enfermedad de Crohn, la CU afecta principalmente al intestino
grueso. Segun la porcion del intestino que se encuentre afectada, se pueden definir
tres tipos de CU (Podolsky, 2002):

1. Proctitis: Solo esta afectado el recto
2. Colitis distal: Esta afectada la parte izquierda del colon.
3. Pancolitis: Esta afectado la totalidad del colon.

La etiologia de la CU se puede explicar por el efecto conjunto de factores genéticos,
ambientales y autoinmunes, que desembocan en una activacion sostenida del

sistema inmune de la mucosa (Podolsky, 2002).
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Esta respuesta inmunolégica anormal puede deberse a defectos en la funcionalidad
y la estructura de la barrera epitelial intestinal o a fallos en el sistema inmunitario de

la mucosa (Schmitz et al., 1999).

1. Defectos genéticos que afectan la funcion o estructura de la barrera epitelial
intestinal: en genes responsables de la produccidon de péptidos antimicrobianos, en
el mecanismo de la autofagia, en genes de citoquinas proinflamatorias y

antiinflamatorias.

2. Fallos totales o parciales en mecanismos reparadores de la barrera epitelial

intestinal de respuesta a lesiones.

3. Factores ambientales: microbiota, dieta, infecciones, estrés, antiinflamatorios no

esteroideos, tabaco, antibiéticos son algunos ejemplos.

La estimulacién de la respuesta inmune de la mucosa se debe a la penetracion de
bacterias por la barrera epitelial dafiada, causando su interaccién con las células
del sistema inmune presentes en la mucosa como linfocitos, células dendriticas o
macréfagos, activando una respuesta inmune adaptativa clasica y provocando la
inflamacion intestinal crénica que no se resuelve con el tiempo, caracteristica de

esta enfermedad y causante de sus sintomas (Adams, 2007; Podolsky., 2007).

Otra posibilidad que se plantea es la existencia de defectos en el sistema
inmunitario. Estos defectos pueden causar un ataque por parte del sistema inmune
a sustancias no dafinas, como la comida, bacterias comensales o incluso el propio
tejido intestinal. Todo ello provocaria dafios en el epitelio intestinal, lo que causaria
la entrada de bacterias comensales y contenido intestinal a la submucosa,
generando un ciclo de retroalimentacion positiva del sistema inmune (Jurenka.,
2003; Adams, 2007). Estos fallos pueden ser defectos en mecanismos inmunitarios
reguladores responsables de mantener un ambiente inmunosupresor en la mucosa
intestinal, con el objetivo de evitar una respuesta exacerbada contra antigenos
luminales a los que el sistema inmune de la mucosa intestinal esta expuesto
continuamente, como microorganismos de la microbiota o la comida. Si estos

mecanismos reguladores fallan, aparecera una respuesta inmune exacerbada
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contra los elementos mencionados, dafidndose la barrera epitelial en el proceso y
causando la consiguiente inflamacion crénica (Xavier, Podolsky y Podolsky, 2007;
Neurath, 2014).

En cualquiera de estos casos, la consecuencia ultima es la sobreactivacion de
diferentes poblaciones de células del sistema inmune de la mucosa intestinal y la
consecuente liberacion de citoquinas proinflamatorias como la interleucina 1 (IL-1),
IL-6, el interferon y (IFN-y), y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), que seran las
causantes de la inflamacion intestinal. La inflamacion generara los sintomas
caracteristicos de esta enfermedad como Ulceras, sangrado y dismotilidad (Adams,
2007; Xavier, Podolsky y Podolsky, 2007).

Microbioma

Respuesta
inmune

Funcion de la
barrera intestinal

Figura 2 Factores que juegan un papel importante en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias del
intestino. DSS: sulfato de sodio de dextrano. (Derrick D)

Por tanto, como se aprecia en la (figura 2) no se podria afirmar que esta enfermedad
sea totalmente autoinmune o que tenga un origen Unicamente genético, ya que
parece haber factores ambientales implicados, entre los que destaca el papel del

microbiota intestinal, la dieta, estrés, estado fisioldégico e inmunitario, entre otros. La
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dificultad para desentrafiar con exactitud los mecanismos moleculares causantes
de esta enfermedad estriba en esta gran cantidad de factores posiblemente
implicados (Podolsky, 2007).

1.5 Modelo animal de enfermedad inflamatoria intestinal inducida
por DSS

Debido a la compleja etiologia de la EIll existen mdltiples tipos de modelos de
ratones para su estudio. Se pueden dividir en varios grupos: colitis inducida
quimicamente, modelos inmunolégicos, modelos en los que la enfermedad esta

inducida por bacterias y modelos transgénicos (knock-in y knock-out) (Cerar, 2012).

Dentro de los modelos de colitis inducida quimicamente se destaca la utilizacion del
Dextran sulfato de sodio (DSS). La colitis inducida por DSS es uno de los modelos
mas usados debido a la simplicidad del protocolo de preparacion y a las grandes

semejanzas con la colitis ulcerosa que afecta al ser humano (Cerar, 2012).

La utilizacion de DSS para generar modelos de colitis ulcerosa en ratones data de
1990 y hoy en dia es el mas utilizado y conocido. La colitis es inducida afiadiendo
DSS al agua de bebida, y variando caracteristicas como la concentracién de DSS,
la duracién y la frecuencia de administracién se puede provocar tanto colitis aguda
como colitis cronica, convirtiéndolo en un modelo muy versétil (Randhawa et al.,
2014).

ElI DSS es un polisacarido sulfatado con un peso molecular muy variable, que puede
ir desde 5 kDa hasta 1,400 kDa. El peso molecular del DSS es un factor a tener en
cuenta en la induccién de la colitis, ya que la severidad de la enfermedad varia con
el peso molecular del DSS utilizado, siendo mas elevada cuanto mayor sea éste.
Por ejemplo, se utiliza DSS de bajo peso molecular para inducir colitis moderada y
de alto peso para colitis severa (Randhawa et al., 2014).

Las caracteristicas clinicas e histoldgicas de la colitis inducida por DSS reflejan, en
parte, y teniendo en cuenta las limitaciones que presenta el uso de un modelo
animal, las observadas en la EIl humana. La colitis aguda es inducida mediante la

administracion continua de DSS al 2 - 5% (p/v) durante 4 a 9 dias. Las
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manifestaciones clinicas que se pueden observar durante la induccion de la colitis
aguda mediante DSS son: pérdida de peso, diarrea, sangre oculta en heces, anemia
y piloereccion (Cerar, 2012). En la practica, para llevar a cabo un seguimiento de la
colitis, se lleva a cabo un control diario del peso, la consistencia de las heces y de
la presencia de sangre oculta en ella (Chassaing, Aitken, 2013). Una gran ventaja
de la utilizacion del DSS para inducir colitis es que es un modelo muy estudiado y

los protocolos y seguimientos a realizar se encuentran muy establecidos.

Los cambios histolégicos que se observan tipicamente en la colitis inducida por DSS
incluyen: deplecion de mucina, erosién y ulceracion del epitelio intestinal y
finalmente necrosis que termina en la desaparicién de células epiteliales. Estos
eventos vienen acompafados por la infiltracién de neutréfilos en la lamina propia y

la submucosa. (Cerar, 2012; Chassaing et al. 2013).

ElI DSS es toxico para las células del epitelio intestinal del colon y provoca erosiones
gue acaban comprometiendo la integridad de la barrera intestinal, lo que resulta en
el aumento de la permeabilidad del colon (Figura 3). Adicionalmente, las
propiedades anticoagulantes del DSS agravan el sangrado intestinal (Chassaing et
al. 2013). El mecanismo por el cual el DSS provoca dafios en el epitelio intestinal
es relativamente desconocido, pero recientemente se ha propuesto que el DSS
dafa al epitelio intestinal del colon mediante la formacion de nanolipocomplejos con
acidos grasos (Laroui et al. 2014). Existen, sin embargo, varios estudios que
demuestran que la actividad del DSS no se limita al colon, sino que también afecta
al intestino delgado, y en especial al ileon (Yazbeck et al. 2011; Randhawa et al.
2014; Geier et al. 2009; Ohtsuka & Sanderson 2003)
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Figura 3 Representacion esquemadtica de la colitis inducida por DSS
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El DSS provoca cambios en la expresion de proteinas como la zénula occludens 1
(ZO-1) y las claudinas -1,-3,-4 y -5, pertenecientes al complejo de proteinas que
forman las uniones ocluyentes entre células del epitelio intestinal. Se ha
comprobado que la pérdida de estas proteinas causa un aumento radical de la
permeabilidad del epitelio intestinal, apareciendo antes que los signos clinicos de
inflamacion. Esto indica que, en este modelo, el dafio al epitelio intestinal es el
desencadenante de la respuesta inflamatoria (Poritz et al., 2007), algo que no esta
del todo claro en la EIl humana. Sin embargo, también se han encontrado
alteraciones en la expresion de proteinas de las uniones ocluyentes en la Ell
humana (Cerar, 2012). La disrupcion de la barrera epitelial permite la entrada de

diversos antigenos luminales y de microorganismos en la capa interna de la mucosa
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intestinal. Esto provoca una respuesta inmune exagerada ante esos antigenos con
los que normalmente no entra en contacto, lo que se puede observar en el aumento
en la expresion de citoquinas, quimioquinas y otros mediadores de inflamacion (Yan
et al. 2009; Cerar 2012).

Hasta el momento, se han implicado numerosos mediadores de inflamacion en la
Ell humana, incluyendo eicosanoides, citoquinas, especies reactivas de oxigeno,
oxido nitrico: De manera similar, la colitis inducida por DSS se encuentra asociada
con la sobreexpresion de numerosos mediadores de inflamacion. En concreto se ha
descrito un aumento en la expresion las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-183,
IFN-y, IL-10 e IL-12 desde el primer dia de administracion de DSS (Cerar, 2012).
Otros autores afirman que la colitis aguda se caracteriza por el aumento en la
expresion de IL-6, TNF-a e IL-17 y que progresa a un perfil de tipo Th2 (IL-4, IL-10)

conforme la enfermedad se cronifica (Alex et al. 2009; Alkahtani., et al. 2013).

1.6 Lactoferrina

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina de 80 KDa, producida por las células
epiteliales de las mucosas de los mamiferos. Pertenece a la familia de las proteinas
transportadoras de hierro, denominadas transferrinas. La Lf presenta una alta
homologia entre especies, localizdndose en secreciones mucosas como lagrimas,
saliva, fluidos seminales y vaginales. Sin embargo, es en la leche y particularmente
en su calostro, donde se encuentra en mayor concentracion (7 g/L en calostro
humano). La lactoferrina se encuentra también en los neutrdéfilos y en pequefas
cantidades en el plasma sanguineo (0.2 ug/L).10 Se piensa que la Lf plasméatica
tiene dos origenes, el primero es la liberacion por parte de los neutrofilos, en

respuesta al atague microbiano.

La molécula de Lf esta integrada por una cadena polipeptidica simple, plegada en
dos Iébulos globulares simétricos (I6bulos N 'y C) conectados por una region bisagra.
Cada lébulo es capaz de unir un atomo de Fe+2 o Fe+3, aunque también puede
unirse a iones Cu+2, Zn+2 y Mn+2. Esta glicoproteina presenta una carga neta

positiva con un punto isoeléctrico (pl), entre 8.0 y 8.5 y 4 sitios potenciales de N-
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glicosilacion. Muchos cientificos han estado intrigados sobre la funcion de la
lactoferrina, desde su descubrimiento en las leches bovina, y humana. Inicialmente
se penso6 que actuaba Unicamente como transportador de metales esenciales en el
recién nacido. Posteriormente se comprobéd que la Lf es un componente importante
del sistema inmune innato, que exhibe propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,

antibacterianas y antivirales, entre otras.
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2.-HIPOTESIS

e Al administrar lactoferrina via oral a ratones inducidos con enfermedad
inflamatoria intestinal provocara una disminucién en la aparicion de los signos

clinicos.

3.- OBJETIVOS

e General: Evaluar el efecto de la lactoferrina en la motilidad intestinal y la
inflamacion provocada por la administracion de Dextrano Sulfato Sdédico
(DSS).

e Particulares:

% Utilizar el modelo de inflamacion intestinal inducido por el Dextrano
Sulfato Sédico (DSS)

+ Realizar estudios de motilidad in vivo de transito gastrointestinal

% Realizar una valoracién clinica diaria y tras el sacrificio valorar

macroscopicamente el impacto inflamatorio en el colon.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1 Fisicos

e Los animales utilizados fueron alojados durante todo el estudio en el Centro
de Investigacion Biomédica de Aragon (CIBA).

e 4 jaulas para ratones con comedero y bebedero

e La alimentacion suministrada fue a libre acceso a base de dieta balanceada
comercia en forma de pellets y agua estéril (tratada en el mismo laboratorio).

4.2 Quimicos

e Lactoferrina (Fraccion Lactea)
e NacCl (Cloruro de Sodio)

e Goma arébica

e Colorante azul de Evans

4.3 Biolbgicos

Se utilizaron 16 ratones machos de la cepa C57Bl/6 de 6-12 semanas de edad
suministrados por Janvier Labs. (LeGenest, Francia) divididos en grupos de 4
ratones por caja, en cama de aserrin y condiciones controladas por el mismo

laboratorio (20 * 2°C, 40-60% de humedad relativa y un ciclo de luz normal).

Los ratones fueron identificados con muescas en las orejas, el sistema de
identificacion del animalario preestablecido (Figura 4) y se agreg6 una marca en la

cola para una facil visualizacion y manejo.



Figura 4 Sistema de identificacion utilizado en el Centro de Investigacion Biomédica de Aragon
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Todos los protocolos de experimentacion fueron aprobados por la Comision Etica

Asesora para la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza (Pl 42/15)

y se llevaron a cabo en acuerdo con la directiva 2016/63EU de la Unién Europea

relativa a la proteccion de los animales de experimentacién. Resumiendo, las

actividades durante el ensayo se creod el siguiente cronograma (Figura5b).

Figura 5 Cronograma de actividades realizadas durante el ensayo.
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Los ratones fueron distribuidos en 4 grupos (Figura 6) de la siguiente manera e

identificados con los siguientes colores:

Figura 6 Grupos del ensayo organizados e identificados con colores

1 Nacl 2

(vehiculo) + Lactoferrina
H,O +H,0

3 NacCl 4

(Vechiculo) Lactoferrina
+ DSS +DSS

4.2 Administracion de lactoferrina

De la forma en que esta indicado en el cronograma a partir del 1 al dia 9, a los
grupos experimentales (2 y 4) les fue administrado por medio de una sonda,
esofagica 100 pl de lactoferrina, previamente preparada (75mg en un microtubo y
se afladié 600 ul de NaCl 0.9%). A los grupos control (1 y 3) también les fue
administrado 100 pl de NaCl 0.9%, a continuacion de esto se pesaron los animales

y en dos dias especificos se recolectaron muestras de heces directo del ano.

4.3 Estudio del transito gastrointestinal in vivo

Es una técnica en la cual por medio de una sonda se administra una emulsién que
contiene un colorante (azul de Evans) y tras su administracion se mide el tiempo
que transcurre desde el ingreso hasta que expulsa el ratdén las primeras heces

tefiidas de azul, esto fue realizado de la siguiente manera:
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Posterior a pesarlos y hacer el manejo correspondiente se disponia a individualizar
alos animales en una jaula con un poco de viruta quitando alimento y el agua, dando
un periodo de adaptacion de una hora previa al sondaje, registrando la hora. Tras
el paso del periodo de adaptacién se procedié a sondear a cada raton sujetandolo
con una mano y administrando 200 pl de la solucién previamente preparada (agua
del grifo, 5% de goma arabiga y 5% del colorante azul de Evans completamente
homogenizada) mediante una sonda curva registrando la hora, regresando al ratén

a su caja procurando el menor estrés posible.

Se organizaron las cajas de una manera que fuera posible observarlas todas (Figura
7), para registrar la hora cuando se realizara la primera deposicion de color obscuro
azulado y después regresar a su caja a cada uno, de manera regular el tiempo que
transcurre es de 1 — 3 horas. Se realiz6 un ensayo el dia 0 del experimento y

después del tratamiento para comparar.

Figura 7 Ratones separados individualmente durante el ensayo del
transito intestinal in vivo. Luis Miranda. 2019
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4.4 Induccion de colitis mediante la administracion de sulfato de
dextrano sddico (DSS)

La induccion de una inflamacion aguda en el intestino de los ratones fue realiza por
la administracion de sulfato de dextrano (DSS) al 2.5% (p/v) disuelto en agua de
bebida suministrada por el CIBA durante un periodo de 5 dias ad libitum. A los
grupos control se les proporcioné en las mismas condiciones el agua de bebida sin
DSS.

Con un periodo de adaptacion de 4 dias previos realizando el manejo ya antes
mencionado el dia 4 del experimento tras recoger las heces y pesar a los animales
se inicia con el tratamiento del DSS en agua de bebida, llevando a cabo un
seguimiento diario y evolucion de la colitis principalmente con la variacion del peso
de los animales respecto al primer dia y la aparicién de sangre oculta y/o visible en

heces mediante el kit Tri Slider FOB Guayaco (Sanilabo, Espafia).

4.5 Pardmetros tomados en cuenta para el score clinico

Se asigné un numero de acuerdo a la gravedad de cada parametro del 0 al 4

realizando una evaluacion diaria de los siguientes factores:

a) Consistencia de las heces
= 0: normal
»= 1: heces blandas
» 4 diarrea
b) Presencia de sangre en heces
= 0: negativo
= 2:sangre oculta
= 4: sangre visible
c) Porcentaje de pérdida de peso
» 0:<1%
= 1:1-5%
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1 5-10%
: 10-15%
: 215%).

n
A W N

4.6 Sacrificio y obtencién de muestras

Los animales fueron sacrificados un dia después de finalizar el tratamiento con el
DSS mediante dislocacion cervical, inmediatamente se realizé una laparotomia para
extraer el colon, estimando mediante una puntuacion macroscopica el grado de

colitis tomando en cuenta las siguientes condiciones:

+ Adherencias
»= 0 puntos: ausencia

» 1-3 puntos: dependiendo de la severidad.

++ Diarrea

= (O: ausencia

= 1:blando
= 2:liquido
< Edema

= (0 ausencia
= 1: medio

= 2:severo

++ Estenosis
= (O: ausencia

= 1-3: dependiendo de la gravedad

>

< Moco
= (: ausencia

= 1. presencia



« Hemorragias
= (: ausencia

= 1. presencia

+ Eritema
= (: ausencia
= 1:<1cm

= 2:>1cm

% Ulceras
= (: ausencia
= 1:<Icm

= 2:>1cm

32
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5.- RESULTADOS

En la figura 8 se presenta el porcentaje de pérdida de peso durante la induccién de
colitis. Los animales de los 4 grupos comenzaron a perder peso a partir del tercer
dia de la induccion de la colitis. A partir de este dia fueron perdiendo peso
progresivamente hasta llegar a perder mas del 20% de su peso el grupo inducido
con DSS y no tratado con lactoferrina registrado el dia 7, mientras que el grupo
control al dia 7 no alcanzé el 20% de perdida y el grupo experimental el porcentaje
maximo de perdida lo alcanzo el mismo dia 7 pero con una perdida menor del 7%.
Se logra apreciar que en los grupos tratados con lactoferrina el porcentaje de
pérdida fue menor de casi un 10% menor en comparacion con los que no recibieron
la lactoferrina, lo que podria indicar que el efecto de la lactoferrina ayuda a la

disminucién de la perdida de peso ante la colitis inducida con DSS.
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Figura 8 Porcentajes de pérdida de peso durante el ensayo.
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Evaluacion del progreso de pérdida de peso en ratones inducidos con DSS durante 5 dias. Ratones machos de la cepa
C57BI/6 de 6-12 semanas de edad suministrados por Janvier Labs. (LeGenest, Francia). El seguimiento diario inicio el dia
0 en el que los animales fueron separados en 4 grupos y 3 dias de seguimientos previos al dia 4 de la administracion de agua
de bebida con DSS hasta el dia 10 del sacrificio

La figura 9 representa el score clinico realizado durante la administracién del DSS,
la consistencia de heces presenté cambios desde el dia 1 (primer dia que se
administré el DSS) a comparacion de los otros 3 grupos en los cuales en un solo
raton se produjo reblandecimiento de las heces, en cuanto a la sangre en heces a
partir del tercer dia de tratamiento se encontré sangre oculta en 1 ratén de cada
grupo con DSS y para el 5 dia en el grupo control DSS 3 de 4 ratones presentaron
sangre visible, contra 1 ratén que presentd sangre oculta del grupo inducido con
DSS tratado con lactoferrina, el porcentaje de pérdida de peso que se muestra en
este grafico solo muestra evaluacion Unicamente durante 5 dias otorgando una
puntuacion dependiendo del porcentaje de perdida, se aprecia una ligera diferencia
entre los grupos tratados con lactoferrina, estas condiciones nos podrian indicar que

los efectos propuestos por la lactoferrina se cumplen al tener un efecto en la pared



35

bacteriana evitando la proliferacion de bacterias y ayudando a la reduccion del
impacto inflamatorio por su interaccion con el sistema inmune, lo cual reduce el
impacto de pérdida de peso por lo antes mencionado y por el alto contenido proteico,

ya que contribuye a funciones bésicas del organismo.

Figura 9 Evaluacion clinica diaria durante el ensayo.
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Se indujo colitis en ratones machos de la cepa C57BI/6 de 6-12 semanas de edad suministrados por Janvier Labs. (LeGenest,
Francia) tal y como esta descrito en materiales y métodos. La evaluacién se realiz6 durante 5 dias iniciando el dia 1 del
tratamiento con el DSS hasta el dia 5 (un dia antes del sacrificio).
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Figura 10 Resultados del examen macroscopico
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Figura 9. Se indujo colitis en ratones machos de la cepa C57BI/6 de 6-12 semanas de edad suministrados por Janvier Labs.
(LeGenest, Francia) tras 5 dias de la induccion se sacrificaron los ratones tal como se menciona en materiales y métodos,
se realizé la valoracion macroscopica resaltando adherencias, edema y diarrea. La medicion del colon fue realizada solo
longitudinalmente debido a que el ancho era muy complicado auin con instrumentos de precision. (A) Longitud del colon
expresada en milimetros, medidos con una regla, presentada con la media y su desviacion estandar. (B) La puntuacion dada
al examen macroscopico previa a la recoleccion de tejidos con los valores mencionados en materiales y métodos, se
omitieron las caracteristicas que en al menos un ratén no fueron registradas, se muestra la media con la desviacion estandar

de cada grupo.

En la figura 10 se muestra la evaluacion realizada tras el sacrificio de los ratones en
la cual la longitud del colon se vio reducida en el grupo experimental inducido con
DSS y no tratado con lactoferrina, en comparacion con los dos grupos tratados con

lactoferrina, ademas de la longitud se aplicé una valoracion visual macroscopica en
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la cual a pesar de no enmostrar un score alto, se muestra un minimo impacto en el

grupo experimental tratado con lactoferrina en comparacion con el grupo con DSS.

En la figura 11 se puede apreciar muestras del colon con su respectiva medicién de
un animal de cada grupo, encontrando en una primera impresion visual diferencia
entre el grupo control(A) y el tratado con DSS uUnicamente (B) de aproximadamente
3 cm de diferencia y en cuanto al grupo tratado (C) respecto al control es de casi
1.5 cm, infiriendo que se redujo el impacto inflamatorio y acortamiento del colon
(signo importante en la enfermedad inflamatoria intestinal);



38

Figura 11 Medicion de la longitud del colon en los diferentes grupos experimentales
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Figura 10. Se indujo colitis en ratones machos de la cepa C57BI/6 de 6-12 semanas de edad suministrados por Janvier Labs.
(LeGenest, Francia) tras 5 dias de la induccion se sacrifican los ratones tal como se menciona en materiales y métodos, se
realiz6 el sacrificio y se extrajo el colon. (A) Colon de un ratén del grupo control, 8cm. (B) Colon de ratén del grupo
experimental tratado con DSS por 5 dias, aproximadamente 5¢cm. (C) Muestra del grupo que recibié tratamiento con
lactoferrina durante 9 dias (4 dias previos al DSS y los 5 dias de la administracién del DSS) 6.7 cm aproximadamente. (D)

Muestra obtenida del grupo control tratado con lactoferrina durante 9 dias Unicamente 7.5 cm aprox.
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Figura 12 Comparativo del trdnsito gastrointestinal
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Cambios en el tiempo del transito gastrointestinal representando la media de cada grupo reportado en minutos, el color
negro representa en grupo control y el verde el tratado con DSS maés lactoferrina, el proceso por el cual se llevaron a cabo

la medicion esta detallado en los métodos.

En la figura 12 se aprecia el comparativo del tiempo registrado de transito
gastrointestinal, desde que ingresa el colorante por medio de la sonda hasta el
momento que el raton defeca la primeras heces coloreadas; La primera medicion
fue realizada el dia 1 teniendo una media similar en los 4 grupos, para la segunda
medicién a los 10 dias el grupo tratado con DSS sufrié una disminucion de mas de
100 minutos, comparando con el control que aumento casi el mismo tiempo y el
tratado con DSS vy lactoferrina el cual se mantuvo con una variacion menor a 30
minutos conforme a la media. Esto se podria deber a que el DSS causa una
inflamacion aguda del colon y por consiguiente un acortamiento del mismo,

provocando que el tiempo del transito intestinal sea menor. Aunque hubo una



40

variacion menor en el grupo tratado con DSS mas lactoferrina no se podria concluir
gue esto ayudo a la mantener la motilidad intestinal, debido a que la variacion entre
los miembros del grupo fue alta y se deben tomar en cuenta consideraciones como
el estrés y que a medida que pasan los dias y la edad de los animales aumenta el

transito igual.
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6.-DISCUSION

Numerosos ensayos con roedores durante los ultimos 25 afios han utilizado el
modelo de induccion de colitis con DSS debido a que es el que mas se asemeja en
la morfologia de dafio epitelial observado en la colitis ulcerosa humana (Derrick D
et al.2017). Desde 1990 (Okayasu, 2009) propuso este modelo debido a su eficacia
y su facil reproductibilidad, es por eso que fue elegido para nuestro experimento,

ademas de ser el mas utilizado actualmente.

El DSS es un polisacarido sulfatado que penetra en el epitelio gastrointestinal y
provoca la disrupcion de la barrera formada por el epitelio, causando de esta manera
el contacto directo del lumen del intestino con células del sistema inmune de la
mucosa. (Cerar; Shea-Donohue et al.2012; Randhawa et al.2014). Debido a la
carga altamente negativa aportada por los grupos sulfato, es tdxico para los epitelios
del colon causando erosiones que finalmente comprometen la integridad de la
barrera, lo que aumenta la permeabilidad del epitelio del colon, Ademas, su

propiedad anticoagulante agrava el sangrado intestinal. (Chassaing et al. 2014)

Durante la manifestacion clinica de la colitis por DSS en la fase aguda se analizaron
los signos de: pérdida de peso, diarrea, sangre oculta en las heces, anemia y
eventualmente la muerte, siendo estas las caracteristicas principales de la
enfermedad. (Perse y March 2012). Por lo tanto, el DSS causa notablemente colitis
aguda que se caracteriza morfologica y macroscOpicamente por hiperemia,
ulceraciones, edema submucoso moderado a severo, lesiones acompafadas de
cambios histopatologicos que incluyen infiltracién de granulocitos, cuyos sintomas
finalmente se manifiestan en forma de diarrea con sangre. (Dharmani, et al. 2011).
Utiliza ademas de los signos clinicos mencionados el prolapso rectal dentro de los

parametros clinicos para evaluar la colitis. (Kim et al. 2012)

A partir del dia dos de la induccién con DSS se empezaron a ver signos clinicos en
la consistencia de las heces y la pérdida de peso, sin embargo a nivel celular desde

el dia 1 se pueden observar cambios cronolégicos en la expresion de proteinas de
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union apretada como ocludina, Zonula occludens-1 (ZO-1) y varias claudinas; estos
modestos efectos iniciales son seguidos por sintomas cada vez mas graves, que
incluyen un aumento de la permeabilidad intestinal, sangrado severo y mortalidad
(Eichele y Kharbanda; 2017)

Considerando lo previamente descrito de la colitis realizar la evaluacion de la
gravedad diariamente mediante el uso combinado de un indice de actividad de la
enfermedad (DAI) descrito por Murthy, et al. (1993). Se observo que los valores
maximos el dia 5, descrito también en otros estudios (Petersson et al. 2011) el
grosor del moco del colon disminuyd, mientras que el DAl aumentd durante la
induccion de colitis por DSS y alcanz6 su mayor significancia al dia 5 después de la
induccion con DSS. Esto podria deberse a que el DSS destruye el gel de moco
permitiendo que las bacterias lleguen al epitelio dando como resultado de la
inflamacion del epitelio lo cual afecta negativamente la produccién de moco por las

células caliciformes. (Petersson et al. 2011)

En el estudio de la respuesta a la enfermedad (Chassaing et al. 2014) los autores
demuestran que los ratones con DSS perderan 20-30% de peso corporal
dependiendo de la concentracion y a la duracion de la exposiciébn con DSS. La
representacion gréafica del porcentaje de pérdida / ganancia en peso corporal es una
forma estandar de representar la progresion de la enfermedad en este modelo de
colitis. La pérdida de peso corporal y el sangrado rectal también se asocian con

adelgazamiento y acortamiento del colon.

Los resultados obtenidos en el estudio del transito intestinal pre y post tratamiento
fue similar al reportado por (Kodami et al. 2018) En este estudio se utilizaron ratones
normales y el tiempo de transito gastrointestinal (GITT) se prolongd con el aumento
de la edad (de 8 a 32 semanas). Dos semanas después del inicio del experimento,
GITT fue mas corto en ratones con colitis inducida por DSS que en los controles
normales, aunque la diferencia no fue significativa. Por otro lado, a las cuatro
semanas mas tarde, GITT fue significativamente mas prolongado en ratones con

colitis inducida por DSS que en los controles normales. Sin embargo, GITT
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nuevamente se volvié significativamente mas corto en ratones en la fase de

resolucion (a las 24 semanas) de colitis DSS.

Se ha demostrado el efecto positivo de la lactoferrina en los signos clinicos
evaluados y en el comportamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal
provocada por el DSS ya que se ha descrito que la lactoferrina administrada via
intragastrica en ratones sanos, por cuatro o seis semanas aumento las
concentraciones basales de IgA e IgG en saliva y liquido intestinal (Debbabi, et .al.
1998). La lactoferrina posee un efecto bacteriostatico relativo a la inhibicién de la
multiplicacion bacteriana que esta relacionado a su capacidad de captacion de Fe3+
(ion férrico) que es esencial para el crecimiento y la expresion de virulencia de
algunos agentes patégenos. (Orsi, N 2006); El efecto bactericida de la lactoferrina
esta relacionado con su capacidad de interaccionar con cationes divalentes como
el Ca+ que pueden contribuir a estabilizar la superficie bacteriana, dicho efecto
desorganiza y desestabiliza la superficie celular causando la perdida de la
permeabilidad y finalmente la muerte celular; Por consiguiente, la accion
moduladora de la lactoferrina le permite regular positiva o negativamente la

inflamacion de origen infeccioso. (Takakura, et. Al. 2006)

Wakabayashi, et al. (2006) propone que a nivel sistémico la lactoferrina
suministrada a ratones sanos por via intragastrica por un dia promueve en sangre
periférica el incremento de diversas células como leucocitos, granulocitos, linfocitos
Ty / 6, asi como de linfocitos ThCD3+ y CD4+, estas acciones especificas pueden
estar relacionadas con los efectos inmunomoduladores sistémicos y protectores del
huésped de la administracion de lactoferrina y por consiguiente se podrian

conseguir los efectos antinflamatorios en el ensayo.

Otra propiedad atribuida a la lactoferrina oral sobre la mucosa intestinal del ratén es
la de estimular la produccion de citocinas (IL-18 e IFNs tipo 1 ay B que potencian
la actividad citotoxica de los linfocitos y células NK. (Kuhara., et al. 2006). Diversos
estudios muestran que la lactoferrina es capaz de promover la respuesta de
linfocitos Th1, Th2 y de linfocitos Th reguladores de origen timico (Takakura N., et

al. 2006) y proponen que el efecto de la lactoferrina sobre la respuesta linfocitaria
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depende del status de maduracion y de activacion de las subpoblaciones Th1/Th2.
(Fischer., et al. 2006).
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7.- CONCLUSION

El modelo de induccién mediante DSS implementado mostré ser efectivo para
inducir la colitis en el grupo experimental, las lesiones descritas se apegan al efecto
gue provoca este sindrome, por lo cual se concluye que el objetivo de inducir colitis

fue alcanzado.

En cuanto a la medicion del transito gastrointestinal, a pesar de ser un
procedimiento sencillo es util para valorar los dafios inflamatorios provocados en el

epitelio intestinal por la accién del DSS.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente podemos inferir que el efecto
modulador de la lactoferrina sobre el sistema inmunitario y el mecanismo especifico
bacteriostatico y bactericida que posee es la razén de los efectos mostrados, en
conjunto con la propiedad antinflamatoria frente a la induccion de colitis por el DSS

mostrada.

Al ser ingerida la lactoferrina modula la respuesta inmunitaria a nivel local y
sistémico de células inmunocompetentes del epitelio intestinal y del tejido linfoide
asociado a mucosas. Y un mecanismo sobre el efecto antiinflamatorio atribuido a la
lactoferrina radica en su capacidad de inhibir la produccion de mediadores
proinflamatorios al unirse al LPS e impedir su unién a receptores mCD14 y
finalmente contra el TLR-4.

Finalmente podemos concluir que, a pesar de lo demostrado en este ensayo, se
necesita complementar con estudios de histopatologia y moleculares para
corroborar la accion de la lactoferrina que al ser moduladora y antinflamatoria logre
reducir el impacto directamente sobre las células de la mucosa intestinal. Asi como
gue su administracion a largo plazo no cause desequilibrios en la microbiota

intestinal o en el sistema inmune del aparato digestivo.
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