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1.- INTRODUCCIO

25



Joaquim Segui Montaner. Tesi Doctoral

26



Joaquim Segui Montaner. Tesi Doctoral

La resposta inflamatoria ocupa un lloc central en el conjunt de mecanismes de
defensa de I'organisme front als agents externs, aixi com en els processos de
reparacio tissular. Tanmateix, en determinades circumstancies es pot produir un
trastorn en la regulacié d’aquests mecanismes, causant lesio tissular i disfuncio
organica. Un exemple d’aquest fet el constitueix la malaltia inflamatoria intestinal
(MII), en la qual I'excessiva activacié d’aquests mecanismes defensius origina

lesions intestinals per motius encara no ben coneguts.

La MII, que inclou la colitis ulcerosa (CU), la malaltia de Crohn (MC) i la colitis
indeterminada, és una patologia relativament frequent al nostre medi, amb una tassa
global de incidéncia de 8 casos nous / 100.000 habitants / any per ala CU i de 5.5
casos nous / 100.000 habitants / any per a la MC. El fet que es tracti d'una malaltia
cronica, amb debut sovint en les primeres décades de la vida i una mortalitat
practicament nul.la, fa que la prevalenca de MII al nostre medi sigui superior als 250
casos / 100.000 habitants *. La MII afecta sovint a pacients joves, condicionant de
forma molt important la seva qualitat de vida, donat el seu curs cronic i la seva
evolucio en brots. Classicament, el tractament d'aquestes malalties s'ha basat en I'Gs
d'aminosalicilats, esteroids i immunossupressors. No obstant, tan sols els dos
darrers son eficagos en el tractament dels brots de intensitat moderada o greu, i el
seu Us es pot associar a efectes adversos importants. A més, una proporcio
considerable de pacients amb brots greus no responen al tractament medic intens,

requerint cirurgia pel control de la seva malaltia.

Per millorar els resultats aconseguits pel tractament de la MIl cal un millor
coneixement de la seva fisiopatologia i, per tant, dels mecanismes moleculars
implicats en la resposta inflamatoria. Sols aixi es podran desenvolupar nous
farmacs, especificament dirigits a modular algun dels determinants de la reaccié
inflamatoria intestinal. Aquests farmacs haurien d'aportar una major potencia d'accio
I s'haurien d'acompanyar d'una menor frequiéncia d'efectes indesitjables que els

farmacs d'Us habitual, donada la seva major especificitat d'accio.
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En la present Tesi Doctoral s'han estudiat alguns dels mecanismes moleculars
implicats en la fisiopatologia de la colitis experimental i la MIl humana. A grans trets

I'objectiu d’aquests estudis tenen com a finalitat:

1.- Avaluar I'impacte de I'administracio de suplements de superoxid dismutasa
(SOD) sobre la modulacio de I'estrés oxidatiu en el curs de la colitis experimental
establerta induida per I'administracié intracolonica d’acid trinitrobenzensulfonic
(TNBS) i els possibles mecanismes a través dels quals SOD cofereix proteccio,
especialment els efectes sobre la modulacio de I'expressié de molecules d'adhesio

endotelial (CAMSs) i el reclutament leucocitari.

2.- Aprofundir en la investigacio del tractament amb suplements de SOD en el curs

de la colitis en el model experimental immune cronic de ratolins deficients en

interleucina (IL) 10 (IL-107"7) i els possibles mecanismes d’acci6 de la SOD sobre el

reclutament leucocitari, I'expressio de CAMs, els nivells de hidroperoxidacio lipidica

(LPO) al teixit colonic i els biomarcadors de gravetat de la colitis

3.- Avaluar la capacitat de I'administracio de SOD en la prevencio del
desenvolupament de la inflamacio colonica en un model de colitis experimental
induit per dextra sulfat sodic (DSS), per determinar el possible valor d’aquest

tractament en la prevencio de recurréncies de la MIl.
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2.- CONCEPTES
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2.1.- Metabolits reactius d'oxigen

2.1.1.- Introduci6

L'aport d'oxigen és fonamental per a la vida dels organismes aerobis. L'oxigen es
metabolitza als mitocondris on es redueix en el procés de respiracio cel.lular per
obtenir I'energia indispensable per a la vida que s’emmagatzema en forma
d’adenosintrifosfat (ATP). Les molecules d’oxigen no reduides completament en el
procés de respiracio cel.lular i les produides per diferents enzims, com la xantina
oxidasa (XO), ciclooxigenasa (COX) i nicotinamida adenin dinuclifosfat oxidasa
(NADPHOox), i la mieloperoxidasa (MPO) present als leucocits, originen els

denominats metabolits reactius d’oxigen (MRO).

Els MRO tenen un paper regulador fisiologic important actuant com a mediadors del
sistema immune, reguladors de la pressio sanguinia i missatgers intracel.lulars. Pel
que fa a la funcio defensiva, aguestes molécules son generades pels monocits i
neutrofils mitjancant I'enzim MPO que catalitza la reduccié del peroxid d’hidrogen
(H20,) fent servir diferents co-substrats com I'anié clorur (CI), entre altres, per
originar acid hipocloros (HCIO). Els productes de la MPO tenen un paper clau en la
resposta immune, actuen com a bactericides, presenten funcio antiviral i actuen com
a agent antitumoral. Una altra funci6 important dels MRO és la regulacio de la
pressio sanguinia. S’ha demostrat que I'anié superoxid (O;) causa un efecte
vasoconstrictor mitjancant la generacio de guanidinmonofosfat ciclic (cGMP).
Aquestes espécies, a mes, tenen funcid de missatgers intracel.lulars. Entre les
funcions regulades pels MRO destaquen la secrecié de citocines i hormones,
I'activacio de diferents factors de transcripcio, el transport ionic, la neuromodulacio i

I'apoptosi.

En condicions fisiologiques hi ha petites quantitats d'aquests metabolits formant-se
continuament. Com a mecanisme compensatori els teixits disposen d'un ampli
sistema de defensa front als oxidants que inclou sistemes enzimatics antioxidants
com la glutatié peroxidasa (GSH), la catalasa i la SOD, i altres sistemes defensius no
enzimatics o “scavengers” constituits per molecules de baix pes molecular com el

retinol o vitamina A, I'ascorbat, el glutatio, tiols i a-tocoferol o vitamina E. Aquestes
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especies estan encarregades de mantenir I'equilibri redox en la cél.lula. Tanmateix,
en determinades malalties i sindromes com la MIl, arteriosclerosi, hipertensio,
trombosi, diabetis, dany per isquemia i reperfusio, enteritis postradiacio, pancreatitis,
dany pulmonar agut i infeccions bacterianes com Helicobacter pylori, entre d’altres,
els MRO amb elevada capacitat oxidant es generen en quantitats que saturen els
mecanismes compensatoris i originen accions pernicioses sobre els sistemes

biologics.
El paper real dels MRO en la patogéenia d’aquestes malalties és motiu de

controvérsia i no deixa de ser una incognita fins a quin punt la seva presencia és la

causa o el resultat de la resposta inflamatoria associada a la seva generacio.
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2.1.2.- Origen dels MRO

Taula 1: Mecanismes enzimatics per a la produccié de MRO i metabalits reactius de
nitrogen (MRN).

Font de radicals lliures Producte

NAD(P)Hox Oy

XO Oz

COX Oy

lonitzacié per radiacio Reaccio amb qualsevol molecula
Oxid nitric sintasa (NOS) Oxid nitic (NO). Cosubstrat necessari

per a la formacio6 dels MRN

MPO HclO
Mitocondris MRO resultants de la reduccié parcial
del O,

Hi ha diversos mecanismes enzimatics que generen els MRO i MRN en quasi tots
els tipus cel.lulars (Taula 1). L’activitat i expressié d’aquests enzims esta regulada
per diferents estimuls com citocines 2, la hipoxia i la isquémia ** i péptids amb

caracter vasoactiu com la bradiquinina °, entre altres.

L’estres oxidatiu esta iniciat i propagat per la sobreproduccié de O;’, especie que pot
actuar com a oxidant o reductor. Nombrosos estudis han investigat aquesta
reactivitat dual. S’ha demostrat in vitro que aquest anié redueix la citocrom C ° i el
blau de nitrotetrazoli ’. Diferents estudis in vivo han demostrat que el O, actua com
a oxidant front a diferents moléecules presents als sistemes biologics, com I'epinefrina
%8 i les deshidratases ?, generant multiples espécies reactives algunes de les quals
son radicalaries, com el radical anionic peroxinitril (OONQO"), hidroxil (OH"), sulfat
(SO5), sulfit (SO3), i nitrat (NO2), entre altres.
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Figura 1: Diferents vies bioldgiques de formacié de MRO i MNO *°

COX/NADPHoX/XO Sob ~ Catalasa/GSH
> Oy > H,0,
MPO/Fe**/Cu**
A Reaccions radicalaries en caﬁeQAa
o NOS ) i ) . )
Arginina+ 0, —— » NO+0; ——» ONOO ——NO; + OH OH

v
Estrés oxidatiu

v

Peroxidacié lipidica, oxidacié protéica,
dany de 'ADN

» H,0+0,

La reaccio entre especies radicalaries i no radicalaries origina reaccions radicalaries

en cadena. Aixo té lloc perque la reaccio entre una especie radicalaria i una no

radicalaria sempre origina un altre producte radicalari. Si considerem com a exemple

I'oxidacié del sulfit a sulfat iniciada per O, la reaccio té lloc en tres fases:

1.- Iniciacio: SO3 + 0, + 2H" & SO3 +H,0,
2.- Propagacio: SO3 +0,; < SO5

SOs + SO3” « SO5” + SO3°
3.- Finalitzaci6: ~ SOs% + H,0 < SO4% + H,0

els productes formats en la fase de propagacié sén oxidants relativament forts

capacos de reaccionar amb diferents macromolécules.
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El NO és un factor de relaxacié vascular lliurat per I'endoteli ** que regula el to del
muscul llis i, per tant, el flux i la pressié sanguinia *2. Per la seva banda, O, actua
com a factor de contraccié vascular ****. S’ha demostrat que els anions O,
reaccionen amb el NO i que la vida mitja del NO és prolonga amb I'administracio de
la SOD, perd no de la catalasa *®. Aquesta reacci6 constitueix la base de la
formacio dels MRN i de potents oxidats com ONOO™ i OH'. La reacci6 entre O, i NO
genera un potent oxidant, el ONOO™ **, que reacciona amb tiols 2, inicia la
peroxidacid lipidica '°, i pot causar la mort cel.lular en E. coli ?°. ONOO" és una
especie inestable el metabolisme de la qual origina espontaniament potents oxidants
com OH i NO, ?*. Amb tota probabilitat la reaccié entre NO i O,” modula

significativament I'activitat biologica d’ambdues molecules.

S’ha descrit que O, i H,O, cooperen in vivo en la produccié de OH™ que €s un

oxidant capag d’atacar virtualment qualsevol biomolécula 44

, amb especial afinitat
per '’ADN . Les deshidratases sén un grup d’enzims que inclou la dihidroxiacid
deshidratasa, la 6-fosfogluconat deshidratasa, I'aconitasa i la fumarasa A i B.
Aquesta familia d’enzims conté en el seu centre actiu el “cluster” [4Fe-4S] que
s'oxida per acci6 del O, inactivat-lo i lliurant al medi Fe?* °. O, proporciona Fe*" al
medi intracel.lular que possibilita la reaccié de Fenton en la qual el Fe** redueix H,0,

i origina Fe**O i Fe** + OH.

A més dels MRO produits per les cél.lules endotelials hi ha aquells de produccio
leucocitaria. La MPO és un enzim amb caracter basic de la familia de les
oxidoreductases que presenta una estructura tetramérica altament glicosilada. Es
abundant en neutrofils i mondcits, constitueix quantitativament el 5% i el 2%
respectivament del pes sec d’aquestes cél.lules %°. Es magatzema als granuls
atzurofils dels leucocits i es secreta a I'espai extracel.lular i als compartiments
fagolisosomics en resposta a I'activacio leucocitaria. L'activacio fagocitica i la
secrecio de MRO causa un increment de I'estres oxidatiu degut a I'activacio del
complex NADPHox que genera O, al medi extracel.lular ?’. La MPO actua
amplificant el poder oxidant del H,O, fent servir aquesta especie com a substrat per
a generar oxidants més reactius i especies radicalaries mitjancant el cicle de la

peroxidasa 2432,
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La MPO catalitza I'oxidacié del CI" pel H,O, originant HCIO **** segons la reaccio:

Ccr +H>0, + H* —MPO— HCIO + H,O

A més de CI, 'enzim MPO pot fer servir com a co-substrat reductor altres espécies
com bromur (Br), iodur (I), sulfocianur (SCN"), NO, %, tirosina %, ascorbat ¥,
catecolamines *®, estrodgens *° i serotonina *°. Els productes resultants i les reaccions
que inicien tenen una funcié biologica significativa, originant potents molecules
senyalitzadores, com és el cas de la peroxidacio lipidica o I'activacié d’intermediaris

xenobiotics 34143,

S’han descrit dos mecanismes mitjangant els quals la MPO patrticipa en la formacio
de MRN. EIl primer mecanisme implica I'oxidacié de ONOO' originant nitrogen
dioxigen (NO,) 34323 Els segon mecanisme implica I'oxidacié secundaria de NO,

pel HCIO que origina clorur nitros (CINO,) 344,
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2.1.3.- Sistemes defensius antioxidants

Els essers vius posseeixen diferents sistemes defensius front als oxidants per

protegir les cel.lules i els teixits de la continua produccié de MRO com a resultat del

metabolisme. Aquests mecanismes estan constituits pels sistemes defensius

antioxidants enzimatics (Taula 2) i els sistemes defensius antioxidants no enzimatics

0 scavengers (Taula 3).

Taula 2: Sistemes defensius enzimatics encarregats de mantenir I'equilibri redox als

sistemes biologics.

ENZIM REACIO CATALITZADA

SOD O™ + 05" + 2H" «» 2H,0, + O3
Catalasa 2H,03 <> O3 + 2H,0

GSH 2GSH + PUFA-OOH « GSSG +

PUFA + 2H,0

Glutathioé S-transferasa

RX + GSH < HX + R-S-GSH

Fosfolipid-hidroperoxid glutatatio

peroxidasa

2GSH + PUFA-OOH (H,0,) < GSSG
+ 2H,0

Ascorbat peroxidasa

AA + H,O; « DHA + 2H,0

Monodeshidroascorbat reductasa

NADH + 2MDHA <NAD" + 2AA

Deshidroascorbat reductasa

2GSH + DHA < GSSG + AA

Glutati6 reductasa

NADPH + GSSG « NADP" + 2GSH
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Taula 3: Sistemes defensius no enzimatics encarregats de mantenir I'equilibri redox

als sistemes biologics.

ESPECIE NO ENZIMATICA

FUNCIO ANTIOXIDANT

AlbUmina

Quelant de Cu?*

Acid ascorbic

Scavenger de radicals lliures i HCIO

Bilirrubina

Scavenger de radicals lliures

Carotenoids

Scavenger de radicals lliures

Ceruloplasmina

Oxidant de Fe®*

Glucosa

Scavenger de radicals OH"

Piruvat

Scavenger de radicals H,0,

Grups sulfidril

Scavenger de radicals lliures i HCIO

a-tocoferol

Scavenger de radicals lliures

Transferrina

Quelant de Fe**

Ubiquinos-10

Scavenger de radicals lliures

Acid Uric

Scavenger de radicals lliures i HCIO.

Quelant de Fe**

Sistemes defensius enzimatics:

Els enzims SOD, GSH i catalasa constitueixen la primera linia dels sistemes
defensius antioxidants front als MRO.

Es coneixen tres isoformes de SOD en mamifers, dos de les quals contenen Cu?" i
Zn*" al seu centre actiu i es localitzen al compatiment citoplasmatic (SOD1 o
CuZnSO0OD) i a I'espai extracel.lular (SOD3 o0 ECSOD) respectivament. L'altra
isoforma conté Mn?* al seu centre actiu (MnSOD o SOD?2), i és localitza als
mitocondris de cél.lules aerobies. Les tres isoformes de SOD catalitzen la dismutacio

de O, a O, i H,O, segons la seglent reaccio:

M3+ + 02— N M2+ + 02
M?" + O, + 2H" — M3 + H,0,
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SOD1 o CuZnSOD: s'expressa constitutivament, presenta una estructura
homodimérica amb un pes molecular de 32 kD. Conté un catié Cu®* i un Zn** i una
estructura imidazolat amb capacitat donadora de protons al centre actiu de cada
subunitat, aquestes subunitats es troben estabilitzades per un pont disulfur i forces

no covalents.

SOD2 o MnSOD: és un enzim tetrameric induible que es localitza al mitocondri i
actua eliminant els radicals O,  produits durant el procés de respiracio cel.lular al

mitocondri.

SOD3 0 ECSOD: es localitza en la superficie externa de la membrana plasmatica,

presenta estructura tetramerica amb un domini enllagant a heparina.

A més d’aquestes tres isoformes de SOD presents als mamifers s’han descrit altres

dues isoformes en microorganismes, la NiSOD i la FeSOD.

En condicions fisiologiques, la concentracio de SOD és aproximadament de 10

mol/l, mentre que la de O, és de 10™° mol/l. Per tant, un O, és 10° vegades mes
probable que trobi una molécula de SOD que una de O,". A més, la reaccio
catalitzada per SOD és 10* vegades mes efectiva que la mateixa reaccio espentania
no catalitzada. Per tant, I'accié de la SOD escursa la vida mitja del O,” 10° vegades.
Hi ha multiples dianes susceptibles de ser atacades per el O, s’ha estimat que la
SOD proporciona aproximadament un 95% de proteccio front a I'atac d’aquestes

dianes en E. coli °.

El H,O, generat per accio de la SOD es detoxifica per accio de les catalases, que
catalitzen la dismutacié de 2H,0, a 2H,0 i Oy, i les peroxidases, que reduieixen el
H,O, a H,O fent servir diferents reductors en el procés catalitic. Algunes
peroxidases, a més, poden reduir alquil-hidroperoxids als seus respectius alcohols.
Com en el cas de la SOD, les catalases i les peroxidases estan constituides per
diferents families enzimatiques, moltes de les quals contenen un grup ferrohemo. El
procés de catalisi implica I'oxidacié del catié Fe** present al grup hemo per part del

H.O,, seguida de la reduccio divalent de H,O,, en el cas de catalases, i dues
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reducions univalents successives per un substract organic en el cas de les

peroxidases “°.

Les catalases de mamifers sén enzims homotetramerics, amb un pes molecular de
60 kDa cada subunitat, que contenen un grup ferrohnemo. Aguests enzims sGn més
eficients quan la concentracion de H,0O; és relativament elevada degut a que el valor
de la Ky, front al substrat es troba en el rang de concentracions milimolars. Es
magatzema en l'interior dels lisosomes juntament amb una gran quantitat d’enzims
productors de H,0,. La catalasa dels mamifers pot actuar també com a peroxidasa
front a moléecules de baix pes molecular com metanol, etanol, nitrit i format fent servir
H.O, per oxidar aquests substracts que son suficientment petits per a accedir al grup
hemo. D’acord amb aquesta observacio, I'estructura d’aquest enzim, que ha estat
determinada per cristal.lografia de raigs X, indica que el grup hemo és relativament
poc accessible en I'estructura de I'enzim i, per tant, aquesta familia d’enzims
Gnicament pot catalitzar reaccions en les que intervenen molécules de baix pes
molecular *’. La catalasa conté un lligam estret a NADPH, que té com a funcié
prevenir 'acimul de la forma oxidada inactiva del catié6 Fe** de I'enzim “®. Durant el
procés de catalisi no hi ha interaccié entre el NADPH i el grup hemo *°. Aquesta
familia d’enzims ha estat estudiada intensivament en E. Coli on s’han caracteritzat
dues isoformes de catalasa denominades hidroperoxidasa | i Il °>* que difereixen en
la seva activitat, regulacio i localitzacio. La hidroperoxidasa-I té activitat catalasa i
peroxidasa, es troba al periplasma associat a la membrana plasmatica. En canvi, la
hidroperoxidasa-Il té nicament activitat catalasa i es troba al citosol *2.

Les peroxidases son enzims que fan servir diverses molécules com a donadors
d’electrons per a reduir H,O, a H,O. Els llevats fan servir citocrom C peroxidasa, les
plantes utilitzen ascorbat peroxidasa i peroxidases que interactuen amb fenols i
amines com a donadors d’electrons, E. Coli presenta una NADPH-peroxidasa que es
denomina alquil-hidroperoxid reductasa. La principal peroxidasa en mamifers és la
GSH que s’oxida durant el procés catalitic i es reverteix a la seva forma original per
I'accio reductora de NADPH. Hi ha dues isoformes de GSH en mamifers, una de les
quals es secreta i es localitza a I'espai extracel.lular *°, i I'altra actua especificament

sobre fosfolipids hidroperoxidats .
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Sistemes defensius no enzimatics

Els scavengers dels radicals lliures representen un altre tipus de sistema defensiu
antioxidant. Es tracta d’'un conjunt molt heterogeni de molécules que es classifiquen

en dos grups.

Un grup el constitueixen les proteines plasmatiques quelants de metalls, com la
transferrina, ceruloplasmina, albimina, haptoglobina i hematopexina (Taula 3), que
tot i que no interactuen directament amb els MRO es consideren scavengers per la
seva accié quelant sobre els cations metalics que participen en la de produccié de

radicals lliures per la seva capacitat catalitica.

L’altre grup de sistemes antioxidants no enzimatics el constitueixen molecules amb
capacitat d’interactuar i neutralitzar els MRO com a-tocoferol, acid ascorbic i tiols
(Taula 3) que reaccionen directament amb els MRO i neutralitzen la seva capacitat
oxidant. A diferéncia dels sistemes defensius enzimatics, la interaccié dels
scavengers amb els MRO implica I'oxidacio irreversible d’aquestes molecules i, per
tant, la seva inactivacio. S’ha postulat que la determinacié del nivell de scavengers
en forma reduida pot constituir una mesura del grau d’estrés oxidatiu en un

determinat teixit.
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2.1.4.- Activitat toxica dels MRO

Els MRO causen efectes toxics quan saturen els sistemes defensius antioxidants ja
sigui per reacci6 directa sobre les diferents macromolécules, per accio6 indirecta
mitjangant diferents mecanismes que causen dany tissular i inflamacié, o bé per

alteracié dels processos de regulacio fisiologica mitjancats pels MRO.

Dany directe sobre les macromolécules

S’ha demostrat que els sucres de baix pes molecular, com el glicolaldehid i la
dihidroxiacetona, s’autooxiden per accio dels radicals lliures. Aquest mecanisme esta

iniciat i propagat pel O, >’

gue produeix I'enolitzacié del grup carbonil dels glacids i
la seva posterior autooxidacié. Els sucres de baix pes molecular sén incapacos de
bloquejar el grup carbonil per ciclacio i son, per tant, més facilment autooxidats. En
canvi, les aldoses que existeixen com a piranoses son relativament estables. La
produccio de O i H,O, durant 'autooxidacio dels glacids explica la capacitat dels
sucres de inactivar la rodanasa °® i generar peroxidacio lipidica *°. Per altra banda, la
inhibicié de la degradacié autooxidativa dels sucres per accié de la SOD demostra el

paper del O,  com a propagador de la reacci6 .

El cati6 Fe®*, que es genera com a producte de la reacci6 entre el O, i els cations
Fe** presents en els centres actius de diferents enzims, com les deshidratases,
actua com a catalitzador de la reaccié de Fenton, en la qual el H,O, oxida el Fe?" i
genera OH™ que és un potent oxidant amb capacitat de reaccionar amb qualsevol
biomolécula. El catié Fe?* pot interactuar amb I'ADN i catalitzar la reaccié de Fenton
en un locus adjacent a aquesta biomolecula i, per tant, possibilita que 'ADN
esdevingui una diana susceptible a ser oxidada per accié del OH generat en la
reaccio de Fenton. Aquest mecanisme €s responsable de I'efecte mutagenic i de
I'increment de la peroxidacio de 'ADN com a resultat de I'increment de I'estres

oxidatiu °1°.

Com s’ha descrit previament, els MRO, a mes, originen dany directe sobre els lipids,

per peroxidacio lipidica, i les proteines, per inactivacié i/o oxidaci6 3%4*43,
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Dany indirecte: inflamacio i dany tissular

Un aspecte clau en la fisiopatogenesi de la resposta inflamatoria que contribueix a
amplificar i perpetuar el dany inflamatori és el reclutament de cel.lules inflamatories
des del torrent circulatori a l'interior del teixit. L’adhesié de leucocits circulants a la
superficie de les cél.lules de I'endoteli vascular depén de I'expressio de les
molecules d’adhesié endotelial (CAMSs), que inclou la molecula d’adhesio cel.lular
vascular 1 (VCAM-1), la molécula d’adhesi6 cel.lular mucosa adressina 1 (MAdCAM-
1) i molécula d’adhesi6 intercel.lular 1 (ICAM-1), juntament a I'activacio dels

respectius contrarreceptors de les CAMs expressats en la superficie dels leucocits
67

S’ha suggerit que el reclutament leucocitari esta influenciat per I'estres oxidatiu agut i
cronic en I'endoteli vascular. Multiples estudis han descrit el paper regulador dels
MRO en el reclutament leucocitari. S’ha desmostrat que I'extravassacio leucocitaria
estd marcadament incrementada en resposta a un increment de I'estrés oxidatiu i
que el tractament amb antioxidants bloqueja significativament I'adhesio leucocitaria
ferma en la superficie de les cél.lules endotelials ®**’°. Un estudi in vivo ha demostrat
que el O, generat per la perfussioé de hipoxantina i XO al messenteri incrementa la
interacci6 dels leucocits a I'endoteli vascular mesurada per microscopia intravital en
aquest organ '*. De manera similar, s’ha demostrat que la perfussio a la
microcirculacié pancreatica de rata amb xantina i XO incrementa la infiltracié de

neutrdfils en aquest teixit mesurada per activitat MPO 2,

S’ha suggerit que I'increment de I'expressio de les principals CAMs: ICAM-1, VCAM-
1, MAJACM-1 i E-selectina esta directa o indirectament relacionada a la
concentracio de MRO al teixit. L’analisi funcional del promotor huma de VCAM-1 ha
demostrat que diferents factors de transcripcio sensibles a estres oxidatiu estan
relacionats amb l'activacio de I'expressio del gen VCAM-1 en resposta a I'estimulacio
amb IL-1p i el factor de necrosi tumoral (TNF)-o. “*”°. Un estudi in vitro ha demostrat
gue I'expressié de SOD, pero no de catalasa, per adenovirus disminueix I'acamul
d’ARNm de VCAM-1 induit per TNF-a. ", La regulacié de I'expressié de MAdCAM-1

in vivo no es coneix en profunditat. Tanmateix, diferents estudis in vitro han
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demostrat que MADCAM-1 es sobreexpressa en resposta a I'estimulacio amb TNF-a,
i que la modulacié d’aquest mediador és dependent dels MRO ja que el tractament
amb antioxidants prevé la sobreexpressié de MAJCAM-1 induida per TNF-o, "*7®.
Per altra banda, s’ha demostrat que I'increment dels nivells de H,O, indueix la
transcripcio de ARNm de ICAM-1 i que aquesta trascripcio s’inhibeix amb
I'administracié d'antioxidants ’’. Paral.lelament, s’ha demostrat que I'expressié de
ICAM-1 esta transcripcionalment regulada per TNF-o. ® en les cél.lules endotelials
de vena umbilical humana, i la implicacié de I'activacio del factor nuclear de
transcripcio kappa B (NF-xB) i altres citocines proinflamatories sensibles a estres
oxidatiu en la regulacié de I'expressio de ICAM-1 "°. S’ha descrit, a més, que la
trascripcio del gen que codifica I'expressio de E-selectina és depenent dels MRO ja
que la seva expressié esta induida per TNF-o. i IL-1 .

A més dels efectes de 'estrés oxidatiu sobre I'increment de les interaccions leucocit-
endoteli i la sobreexpressio de CAMs, diversos estudis documenten la participacio
dels MRO en lI'increment de la permeabilitat de I'endoteli vascular que permet la
migracio leucocitaria des del torrent circulatori a I'interior del teixit. La perfussioé de

MRO, o xantina i XO, en pulmons de conill ® i cobai #®* genera un increment del
coeficient de filtracio capilar. Paral.lelament a aguesta observacid, s’ha demostrat la

participacio conjunta dels MRO i VCAM-1 en l'increment de la permeabilitat de
I'endoteli vascular. L’acoblament de la integrina a4 @ VCAM-1 activa senyals per a
I'estimulacio de I'enzim NADPHox present en la membrana plasmatica de les
cél.lules endotelials ® que genera O, al medi extracel.lular ® per activar les
metaloproteases 2® que actuen degradant la matriu extracel.lular i obrir espais

intercel.lulars que permeten la migracio leucocitaria entre cél.lules endotelials.

La sobreexpressio de MRO causa l'alteracio de I'equilibri enzimatic
proteasa/antiproteasa que existeix en condicions fisiologiques a l'instertici cel.lular.
L'activacio de les proteases per part dels MRO causa la proteolisi descontrolada que
possibilita la infiltracié de cel.lules inflamatories al teixit que danyen la mucosa i
produeixen erosions i ulceracions 4. Un cop les cél.lules inflamatories invadeixen el
teixit es produeix I'amplificacié del procés inflamatori per I'accié secretora de
proteases, citocines proinflamatories i MRO per les cél.lules infiltrades. S'ha
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demostrat que el HCIO produit per 'enzim MPO pot amplificar la proteolisi
descontrolada de l'interstici per la seva accio inactivadora de diferents inhibidors de
les proteases, com la az-proteasa i la a,-macroglobulina. Per altra banda, el HCIO
activa la colagenasa i la gelatinasa secretada de forma latent pels neutrofils. La
inactivacié dels inhibidors de les proteases juntament amb l'activacio de proteases
leucocitaries causa la degradacio de la matriu extracel.lular i danya les cél.lules

endotelials durant els episodis inflamatoris.

Alteracio dels processos de requlacié fisiologica mitjancats pels MRO

L’increment en la concentracié de MRO pot alterar els processos reguladors
fisiologics mitjancats per aquestes especies. Els MRO actuen com a missatgers
intracel.lulars, per tant, un increment en la concentracid d’aquestes especies
exerceix multiples efectes en la funcio cel.lular que poden originar I'alteracié dels
diferents processos fisiologics regulats pels MRO. S’ha demostat que la
sobreexpressié de MRO causa necrosi ', apoptosi ® i que certs oxidants d’origen
leucocitari poden comportar-se com a potents agents mutagénics in vitro 5.
Aquesta dada podria estar relacionada amb la major incidencia de transformacions

neoplasiques en el colon de pacients amb MII cronica.

Els MRO, a més, tenen funcio activadora en la regulacio de diferents gens implicats
en la resposta immune i inflamatoria. S’ha demostrat que els MRO activen diferents
factors de transcripcié com NF-kB, la proteina d’activacio 1 (AP-1) i el factor

transductor de senyal i activador de trascripci6 (STAT) %

gue s’'uneixen a
promotors de diversos gens que regulen la resposta immune i inflamatoria i activen
la seva transcripcid. Entre els gens regulats per aquests factors de transcripcié es
troben les CAMs, I'enzim oxid nitric sintasa induible (iNOS) ¢, que participa en la
regulacio de la vasodilatacio capilar i I'activacio plaquetaria, diverses citocines

proinflamatories "%

, com TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, que secreten els limfocits,
monaocits, granulocits, cél.lules epitelials, cél.lules endotelials i fibroblasts i juguen un
paper essencial en la modulacio del sistema immunitari intestinal. L'alteracié de

I'equilibri de citocines proinflamatories/antiinflamatories i la sobreexpressié de CAMs
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origina la induccio, amplificacio i prolongacié de la resposta inflamatoria i possibilita
el dany tissular i inflamatori causat per la sobreexpressio dels MRO.

Pel que fa als processos reguladors fisiologics propis del tracte intestinal, s’ha
suggerit que la sobreexpressio dels MRO incrementa la secrecio de CI” mitjancant
I'alliberament de diferents metabolits de I'acid araquidonic i de neurotransmissors. La
secrecio de CI esta relacionada amb la motilitat intestinal. S’ha postulat, per tant,
que els MRO podrien ser agents causants, en part, dels quadres diarreics associats
a la Ml %9191 per altra banda, s’ha descrit que la sobreexpressié de MRO pot
alterar la contractibilitat del muscul llis intestinal in vivo mitjancant I'alliberament de

neurotransmissors provinents dels nervis del plexe mientéric *°2.
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2.1.5.- Evidéncies existents de la participacié dels MRO en la fisiopatologia de
la Ml

La resposta immune que participa en el procés inflamatori de la MIl no esta totalment
caracteritzada. Tanmateix, multiples evidéncies suggereixen que en la inflamacio
participen diferents factors clau com el reclutament leucocitari, la sobreexpressio de
CAMs en la superficie de les cel.lules endotelials vasculars, i diversos mediadors

inflamatoris com proteases, citocines, metobolits de I'acid araquidonic i MRO.

S’ha demostrat en diferents estudis la preséncia de concentracions anormalment
elevades de MRO en l'intesti cronicament inflamat, tant en pacients amb MIl com en
diferents models experimentals de colitis ?5°31%_ Per altra banda, s'ha determinat
indirectament la participacié dels MRO en la MIl determinant els nivells de
peroxidacio lipidica, la inactivacio per oxidacio d'enzims, com la gliceraldehid-3-fosfat
deshidrogenasa, i les concentracions anormalment reduides de scavengers en la
seva forma reduida, com ascorbat i deshidroascorbat, en mostres de teixit colonic de
pacients amb MIl activa 1°*°. S’ha suggerit que els MRO d’origen leucocitari tenen
un paper essencial en la fisiopatologia de la MIl. En concret, s’ha demostrat que els
monocits aillats de sang periferica i els macrofags intestinals aillats de pacients amb

111,112 i

MII generen una major quantitat de MRO que les cél.lules d’individus sans
que en la fase activa de la malaltia els neutrofils periferics migren al teixit intestinal
on generen MRO #. Aquestes dades demostren la implicaci6 de I'estrés oxidatiu a
I'intesti cronicament inflamat i el protagonisme que els MRO de produccio

leucocitaria poden tenir en la fisiopatologia de la MII.

Un aspecte complementari a tenir en compte és l'observacié que els sistemes
enzimatics antioxidants presenten una activitat disminuida en el colon de pacients
amb MII activa fent aixi el teixit susceptible al dany oxidatiu *°°. En el cas particular
de la SOD s'ha demostrat que I'expressio d'aquest enzim esta alterada en pacients
amb MII activa. En concret, s'ha descrit una disminucié de I'activitat enzimatica i dels
nivells citoplasmatics de SOD1 3% Un estudi comparatiu de I'expressi6 de les tres
isoformes de SOD en la mucosa intestinal de pacients amb CU i MC demostra que hi
ha un increment dels nivells de SOD2 i una marcada disminuci6 dels nivells de

SODL1 i SOD3 en I'epiteli de la mucosa inflamada en ambdues malalties **°.
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Tenint en compte la importancia de 'estrés oxidatiu en la patogénia de la Mll, que
els nivells i l'activitat dels enzims antioxidants, en particular de la SOD, es troben
reduits en la fase activa de la malaltia i que I'estres oxidatiu s’inicia i es propaga per
la sobreexpressio del Oy, la degradacié d’aquest radical anionic sembla que pot tenir
importants implicacions en el desenvolupament de noves estratégies biologiques per
al tractament de la MIl humana.
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2.2.- Interaccions leucocit-endoteli: fendomens de rodament, activaci6, adhesio i

migracio leucocitaria

El component cel.lular essencial de la reaccié inflamatoria, sigui quin sigui el context
en el qual es produeix, és el reclutament de leucocits cap al focus inflamatori. Per
que es produeixi I'extravassacié de leucocits circulants a l'interior del teixit cal que
s'estableixin una serie de interaccions entre els leucocits i les cél.lules de I'endoteli
vascular. Un factor essenial en la fisiopatogénia de la Ml és la sobreexpressié de les
CAMs que intervenen en el procés de reclutament leucocitari ®’. Aquestes molécules
participen en la transmigracio dels leucocits des del compartiment vascular a
I'interior dels teixits on desenvolupen la seva funcié immune i inflamatoria. Aquest
procés consta de varies fases que comprenen rodament, activacié i adhesio ferma

leucocitaria i la posterior migracié dels leucocits a través de I'endoteli vascular.

Les interaccions dels leucocits amb I'endoteli vascular s’inicien en la periferia de les
veénules postcapilars, on interaccionen de forma débil amb les cel.lules endotelials.
Aquesta interacci6 fa que els leucocits presentin un moviment de rotacio al llarg de la
paret de les venules, que anomenem rodament. En una segona fase, es pot produir
I'activacio dels leucocits per accio de diferents mediadors proinflamatoris, com el
factor d’activacié plaquetari o el leucotrié B4. Aquesta estimulacio dels leucocits
implica l'activacio dels contrarreceptors leucocitaris de les CAMs denominats
integrines que es troben habitualment inactius. Un cop activats els leucocits tindra
lloc 'adhesi6 ferma a I'endoteli. El pas final d’'aquesta seqliéncia es produeix quan
els leucocits adherits migren cap a I'espai intersticial a través de les unions existents

entre les ceél.lules endotelials **’.
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Figura 2: Esquema de les interaccions leucocit endoteli, resumides en tres etapes
sequencials: rodament, adhesié i emigracio. Aixi mateix, es representen les

principals molécules d'adhesié endotelials i leucocitaries implicades en cada etapa.
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2.3.- Principals CAMs

2.3.1.-Selectines:

Les selectines s6n les CAMs responsables dels fenomens de rodament leucocitari.
Es coneixen tres selectines: E-selectina, present Gnicament en la superficie
endotelial; P-selectina, expressada a nivell de I'endoteli i de les plaquetes; i L-
selectina, que es troba en els neutrofils, monacits i eosinofils circulants, i en la

majoria dels limfocits B i T verges ®"18,

P-selectina s’emmagatzema als cossos de Weibel-Palade de les cel.lules endotelials
i als granuls alfa de les plaquetes. En resposta a un estimul activador, P-selectina es
mobilitzada cap a la membrana cel.lular i apareix expressada en la superficie de la
cél.lula pocs minuts després 8. Posteriorment, P-selectina es pot mobilitzar de nou
cap a l'interior de la cel.lula per ser reutilitzada o bé es pot desprendre i ser
alliberada al plasma originant la P-selectina soluble que pot ser quantificada **°. Les
cel.lules endotelials, a més, poden sintetitzar P-selectina de novo en resposta a
determinats estimuls com la sobreexpressié de MRO, endotoxémia i citocines
proinflamatories. Aquesta sintesi es tradueix en un segon pic d'expressio que es

detecta en la superficie de les cél.lules 4 hores després de I'estimul proinflamatori
120;121

E-selectina, en canvi, no es troba en la superficie de les cél.lules endotelials de
forma constitutiva. La sintesi i expressio d'aquesta CAM esta totalment regulada a
nivell transcripcional. S'ha demostrat que I'expressié de E-selectina en la superficie
de les cél.lules endotelials pot ser induida per diversos estimuls proinflamatoris, com
IL-1 o TNF-a. E-selectina es pot detectar en la superficie de les cél.lules endotelials
a les 2 hores de I'aparicié de I'estimul, disminuint novament a les 8 hores de
I'exposicié a I'estimul #2124,

Les interaccions entre L-selectina i I'endoteli no requereixen de Il'activacio del
leucocit, ja que la L-selectina s'expressa constitutivament en la seva superficie. S’ha
implicat aquesta CAM en els fenomens d'adhesio dels neutrofils a cel.lules

endotelials activades, perd no a cél.lules endotelials quiescents **°. Aquesta dada
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suggereixen que el lligand de L-selectina no s’expressa constitutivament en la
superficie endotelial i que la seva expressio requereix l'activacié d’aquestes cel.lules
per part de diferents estimuls proinflamatoris. Contrariament al que succeeix amb la
P- i la E-selectina, l'activacio dels leucocits per mitja de citocines o altres agents
proinflamatoris s'acompanya d'una disminucio en I'expressio de L-selectina, com a

resultat del seu alliberament de la membrana dels leucocits 1261%7,

52



Joaquim Segui Montaner. Tesi Doctoral

Figura 3: Estructura molecular de les selectines. Totes les selectines contenen un

domini lectina, un domini "epidermal growth factor (EGF)-like" i diferents dominis de

unié al complement.
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2.3.2.- Lligands de les selectines:

Es tracta d'una familia de CAMs que es localitza en la superficie de les cel.lules
endotelials i dels leucocits i que pertany a la familia de les mucines. Aquestes CAMs
sbn proteines riques en serina i treonina, posseeixen un alt grau de glicosilacié de la
seva molécula per carbohidrats sulfatats que possibiliten la interaccié amb altres
CAMs 8. Aquestes proteines contenen, entre d'altres, els tetrasacarids sLex, sLea,
0 bé les seves formes sulfatades, que tenen activitat de lligand per a les tres
selectines . A més, s’han descrit lligands especifics per a L-selectina en la
superficie de les cél.lules endotelials ¥, i altres lligands especifics per a la P-

130;131

selectina o la E-selectina ** en la superficie leucocitaria.

2.3.3.- Immunoglobulines:

La caracteristica comuna d’aquest conjunt de CAMs és l'existencia de multiples
dominis tipus immunoglobulina en la seva estructura. Cinc d'aquestes molécules
intervenen en les interaccions leucocit-endoteli: ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1,
MAdCAM-1 i la molécula d’adhesi6 cel.lular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1).

ICAM-1 s'expressa de forma constitutiva en la superficie de les cél.lules endotelials,
cél.lules epitelials, leucocits i fibroblasts *%2%, L'activacié de I'endoteli mitjancant
estimuls proinflamatoris com citocines, lipopolisacarid (LPS) i MRO indueix un
increment en I'expressio de ICAM-1 la magnitud del qual varia de forma molt

marcada d'un territori vascular a un altre 3.

ICAM-2 és una forma truncada de la molecula ICAM-1 que s'expressa de forma
basal en la superficie de les cél.lules endotelials. La seva expressid, a diferéncia de

ICAM-1, no es modifica en resposta a I'estimulacié de I'endoteli **°.

VCAM-1 és una CAM amb una expressio constitutiva minima o inexistent. En canuvi,

la seva expressié esta marcadament incrementada en resposta a estimuls

proinflamatoris, com citocines, LPS i MRO, amb una cinética similar a la de ICAM-1.
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VCAM-1 és el lligand de les integrines auf1 (VLA-4) i, en menor mesura, aup7 =47,

té un paper important en el reclutament de limfocits i monocits.

MAdCAM-1 s'expressa fonamentalment en la superficie de I'endoteli de les vénules
de les plaques de Peyer, aixi com en altres vénules del budell prim i gruixut 3.

Aquesta molecula pot actuar com a lligand tant de la L-selectina com de la integrina
asf7. Aquestes interaccions estan implicades en la recirculacio fisiologica de limfocits
cap a les plaques de Peyer, aixi com en el reclutament de limfocits cap al teixit

intestinal en condicions de inflamacié *94°,

PECAM-1 és un mediador de l'adhesi6 de leucocits i plaquetes a cel.lules
endotelials. A més, s’ha postulat que pot intervenir també en I'emigracié dels
leucocits a través de les unions entre les cél.lules endotelials 42, Aquesta CAM
s'expressa en la superficie de les plaquetes, leucocits, i cél.lules endotelials. A l'igual
gue ICAM-2, no modifica de forma significativa el seu grau d'expressié en resposta a
estimuls inflamatoris. Per aquest motiu, I'expressio de ICAM-2 i de PECAM-1 s’ha
utilitzat com a indicador de la magnitud de la superficie endotelial d'un determinat

organ .
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Figura 4: Estructura molecular de les molécules d'adhesié pertanyents a la familia
de les immunoglobulines. Es tracta de glicoproteines, amb un domini citoplasmatic
(representat per COOH) i un nombre variable de dominis tipus immunoglobulina

(representats per cercles), units a cadenes laterals glicosilades.
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2.3.4.- Integrines:

Les integrines son proteines amb una estructura heterodimerica, resultant de la unio
d'una subunitat o i una subunitat . Els leucocits poden expressar a la seva
superficie 25 integrines diferents que es poden classificar en dos grups que

difereixen en la seva afinitat per les diferents inmunoglobulines:

Les integrines de la familia §, estan formades per una subunitat f comu (CD18 o 3,),

que pot estar associada amb diferents subunitats a, com CD11a, CD11b o CD11c.
Els limfocits periferics expressen fonamentalment CD11a/CD18 (LFA-1), mentre que

els neutrofils, monocits i cél.lules “natural killer” poden expressar qualsevol de les
tres subunitats o associada amb la subunitat B, ***. Aquesta familia de integrines

interacciona amb ICAM-1 i constitueix un important mecanisme d’adhesio

leucocitaria en la superficie de I'endoteli.

La segona familia de integrines presenta la subunitat comu o4 associada a la

subunitat 1 0 B7. VLA-4 0 a4f1 constitueix el contrarreceptor de VCAM-1, s’expressa
en la superficie de limfocits i monaocits i intervé en I'adhesio ferma en la superficie de

145;146

les cel.lules endotelials activades . ayP7 s'expressa selectivament en una

subpoblacié de leucocits que colonitza el teixit limfoid associat a la mucosa del
budell, reconeix el lligand endotelial MAdJCAM-1. Aquesta interaccié és essencial per

la recirculacié dels limfocits al budell, en condicions fisioldgiques **"**8. A més de
MAdCAM-1, a4P7 pot també interaccionar amb VCAM-1, si bé presenta una menor
afinitat per aquesta darrera CAM. En funcio de I'estat d’activacio de les integrines de
la familia a4, aquestes CAMs poden intervenir en el rodament leucocitari o en

I'adhesio ferma dels leucocits a les cél.lules de I'endoteli vascular mitjancant la seva
interaccio amb VCAM-1 i MAACAM-1.
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Figura 5: Estructura molecular de les integrines. Aquestes resulten de la uni6é no
covalent de dues subunitats o i B. L'esquema mostra la contribucié d'ambdues

subunitats per a constituir el lloc d'unio al seu lligand.
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2.3.5.- Evidéncies existents de la participacio de les CAMs en la fisiopatologia
de la Ml

Les CAMs en la MIl humana

La informacio que disposem en l'actualitat sobre I'expressio de CAMs en la Ml prové

149-152

d'estudis de immunohistoquimica i d'estudis de quantificacaci6 dels nivells

plasmatics de determinades formes solubles d'aquestes CAMs 49153,

Diversos estudis de immunohistoquimica efectuats a partir de biopsies
endoscopiques o peces de resseccio han mostrat una notable expressioé constitutiva
de ICAM-1 tant en pacients amb MIl inactiva com en controls sans, i un significatiu
increment en l'expressio d'aquesta molécula en les mostres provinents de pacients
amb MIl activa **%1°%1%* S'ha demostrat que MAdCAM-1 s’expressa constitutivament
en la lamina propia de I'intesti prim i gruixut . Diversos estudis de
immunohistoquimica han descrit que I'expressio de MAACAM-1 esta marcadament
incrementada en la mucosa del colon inflamat en humans amb MC i CU **°®_ En
canvi, hi ha una escassa o nul.la expressio constitutiva de VCAM-1 en controls sans

150;157

i en pacients amb MIl inactiva , mentre que els pacients amb Mil en la fase

activa presenten un marcat increment de VCAM-1 soluble comparat amb controls

sans o pacients en fase inactiva *°.

Pel que fa a les selectines, els estudis de immunohistoquimica també coincideixen

que existeix un major grau d'expressié endotelial de P-selectina *** i de E-selectina

150157 an les mostres de colon procedents de pacients amb MIl activa comparat amb

pacients amb MIl inactiva o controls sans. En canvi, els estudis en els quals es

quantifica els nivells circulants de L-selectina mostren resultats contradictoris 1493,
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Pel que fa a les CAMs leucocitaries s’ha trobat que I'expressio de B, esta
marcadament incrementada en monocits de sang periférica de pacients amb MC
perd no amb CU 8. Un estudi de immunohistoquimica en bidpsies de mucosa
intestinal ha demostrat un notable augment en I'expressié de les integrines 3, amb

CD11a/CD18 majoritariament expressades en les cél.lules mononuclears i

CD11b/CD18 en neutrofils, i un increment de ICAM-1 en els limfocits °°.

Les CAMs en la colitis experimental

Les CAMs gue van mereéixer l'atencio dels primers estudis en el camp de la Mll van

ser MAdDCAM-1 i el seu contrarreceptor leucocitari asf37. Diversos estudis van

161

demostrar que el bloqueig selectiu de MAdCAM-1 **°, |a integrina osf7 *%*, 0 les

integrines amb subunitat o4 *° mitjancant I'administracié d’anticossos monoclonals

atenua de forma significativa la colitis experimental. Un altre estudi va demostrar que

el bloqueig de ICAM-1 millora la colitis induida per acid acétic a la rata *®°.

Estudis més recents incorporen informacio sobre I'expressio de les CAMs en
diferents models experimentals de colitis. Alguns d'aquests estudis han utilitzat la
técnica del doble anticos marcat per a quantificar I'expressié de les CAMs. Aixi, s’ha
demostrat que les expressions de P-selectina i E-selectina estan marcadament
incrementades en la colitis experimental per TNBS i que el tractament
d'immunobloqueig amb anticossos anti-P-selectina atenua significativament el
rodament leucocitari 1**. Per altra banda, s’ha determinat que hi ha un marcat
increment en I'expressio endotelial de ICAM-1, VCAM-1 i MAACAM-1 al colon en la

colitis experimental en ratolins IL-10~"~ % j el model induit per la transferéncia de

high

limfocits CD45RB™?" a ratolins immunodeficients SCID *°°. Els animals genéticament

deficients en ICAM-1 i en P-selectina també desenvolupen colitis després de
I'administracié de TNBS i, de fet, la seva mortalitat €s superior a la dels ratolins de la
soca salvatge sense aquestes deficiéncies genétiques *°"®. Un estudi posterior va
posar de manifest la implicacié de VCAM-1 i ICAM-1 en I'adhesio dels leucocits a
I'endoteli vascular en el model experimental de colitis induida per TNBS en rata .
Paral.lelament, un estudi comparatiu d'immunobloqueig de les diferents molecules

d’adhesi6 va determinar que el bloqueig de VCAM-1, pero no de ICAM-1 o
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MAdCAM-1 millora la severitat clinica i les lesions macroscopiqgues en la colitis
experimental induida per DSS en ratoli **°. La disminucié en I'expressié de CAMs

s’ha postulat com un dels mecanismes d’accié de la ciclosporina en la Mil *7°.

2.3.6.- Regulacio de I'expressié de les CAMs

La inducci6 de I'expressio genica és un mecanisme regulador clau que requereix de
I'activacio de proteines activadores de la transcripcio que s’uneixen a I’ADN en
resposta a un estimul proinflamatori especific. De tots els factors de transcripcio
descrits, NF-xB i AP-1 semblen ser els més rellevants en la regulacié dels gens
implicats en la resposta inflamatoria. S’han identificat llocs de unio per NF-«B en les
regions promotores dels gens de E-selectina, VCAM-1 i ICAM-1 *"*, en aquesta
altima CAM també s’ha identificat un lloc d’'unié a AP-1. La regulaci6 de I'expressio
de MAdCAM in vivo no es coneix en profunditat. El factor NF-«B juga un paper molt
important en la induccio d’aquests gens en resposta a diferents estimuls com
citocines proinflamatories, LPS i MRO °*%172 (Figura 6). NF-xB s’ha trobat activat

173;174 174,175

tant en diversos models experimentals de colitis com en la MIl humana

Aquesta activacio es restringeix a les arees amb inflamacié activa tant en MC com
en CU, i té lloc tant en les cel.lules mononuclears de la lamina propia com en les

cél.lules epitelials intestinals *"4*7®.
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Figura 6. Esquema d’activacié de NF-kB en les céel.lules endotelials i estimulacio de

la sintesi de CAMs en resposta a estimuls proinflamatoris.
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Les CAMs com a diana terapeutica

La intervencid en els passos inicials de la inflamacio, quan els leucocits s’adhereixen
a I'endoteli vascular i migren cap a l'interior del teixit, representa una nova estrategia
terapéutica en el tractament de la Mll. En aquest sentit, la modulacié de la funcio de

les CAMs que participen en el reclutament leucocitari per tal d’atenuar I'adhesio dels
leucocits a I'endoteli i inhibir la inflamacié és un dels objectius d’algunes de les noves

terapies en estudi.

La familia de les integrines leucocitaries amb subunitat a4, que es combina amb la
subunitat 1 0 B7, constitueixen els contrarreceptors leucocitaris que interaccionen

principalmet amb VCAM-1 i MAACAM-1 respectivament. Un estudi en pacients amb
MIl va posar de manifest que les cél.lules endotelials obtingudes de la mucosa de

I'intesti inflamat presenten un increment de I'adhesioé a leucocits que és depenent de
as 1’7, Per altra banda, I'increment en I'expressié de ICAM-1 contribueix a I'adhesio i
migracio leucocitaria al colon en resposta a diferents estimuls inflamatoris 978,
Considerant la importancia de les integrines amb subunitat o4 i ICAM-1 en la
patogenesi de la MIl s’han desenvolupat diferents estrategies biologiques front a
aguestes dianes terapeutiqgues com I'immunoloqueig de les integrines amb subunitat

o4 1 la inhibicio de I'expressié de ICAM-1.

Natalizumab és un anticos recombinant humanitzat obtingut a partir d’'un anticos
monoclonal muri dirigit contra la subunitat de la inegrina humana oy4. La
immunoneutralitzacio de la integrina a4 utilitzant I'anticos natalizumab, es eficag per
induir, i sobretot per mantenir la remissié en pacients amb MC *"°, mentre que el
bloqueig de la integrina a7 s’ha demostrat altament efectiu en el tractament de la
CU *®. per altra banda, alicaforsen, o ISIS 2302, és un oligonucleoid antisentit per a
ICAM-1 que inhibeix la sintesi d’aquesta CAM. Diferents estudis han avaluat
I'eficacia de I'estrategia terapeutica de 'administracié d’alicaforsen en la terapia de la
MII humana i els resultats obtinguts fins al moment han sigut contradictoris. Per una
banda, un estudi pilot en pacients amb MC lleu o moderada tractats amb alicaforsen

ha posat de manifest que I'administracié d’aquest antisentit en la terapia de la MC
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activa cronicament causa una atenuaci6 de a resposta inflamatoria **!. De manera
similar, 'administracio d’alicaforsen en enemes en pacients amb CU distal amb
activitat de la malaltia lleu 0 moderada va demostrar una millora clinica de I'activitat
de la malaltia i la remissié endoscopica *®2. Un altre estudi, en canvi, va avaluar
I'efecte del tractament amb alicaforsen en pacients amb MC refractaria a esteroids i
els resultats obtinguts van demostrar que aquesta terapia no genera un efecte

beneficids en el curs de la malaltia 83,

Els MRO tenen un paper essencial en la regulaci6 de diferents gens implicats en la
resposta immune i inflamatoria. Entre aquests gens es troben aquells que codifiquen
les CAMs, com VCAM-1, MAdCAM-1, ICAM-1 i E-selectina. En la present Tesi
Doctoral ens vam proposar investigar si la reduccio de I'estres oxidatiu en resposta a
I'administracio de suplements de SOD proporciona una millora en el curs de la colitis
en diferents models experimentals i, si €s aixi, determinar els possibles mecanismes
a traves dels quals SOD cofereix proteccio, especialment, determinar I'impacte de
I'atenuacio de I'estres oxidatiu sobre la modulacio de I'expressio de CAMs i el
reclutament leucocitari en la colitis experimental. El fet que no existeixi un model
animal de MII que reprodueixi exactament la malaltia humana fa necessari que la
mateixa estrategia sigui provada en diferents models per tal d’analitzar les
divergéncies i poder predir amb més certesa el que pot passar en la malaltia

humana.
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3.- METODOLOGIA
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3.1.- Models experimentals de colitis

Existeix un gran nombre de models experimentals de colitis, la majoria dels quals
han estat desenvolupats en rata o ratoli i presenten caracteristiques cliniques i
morfologiques similars, fins a cert punt, a les propies dels pacients amb MC i CU. En
I'actualitat no existeix un consens sobre quin és, globalment, el millor model de colitis
experimental. Aixi, en funcio de quin sigui I'aspecte concret de la MIl que es vol
estudiar un model de colitis sera més o menys adequat. A continuacio es descriuen
breument els models de colitis experimental que s’han utilitzat en els diferents

treballs de recerca que conformen la present Tesi Doctoral.

3.1.- Colitis induida per TNBS en rata

El model de colitis induida per I'administracio intracolonica de TNBS va ser descrit
I'any 1989 per Morris 2% i ha estat un dels més freqiientment utilitzats des

d'aleshores. Si bé aquest model es va descriure inicialment en rata, la colitis també

174 ; | 185

es pot induir en altres espécies, com ratoli =" i conill =, per l'administracié

intracolonica de TNBS.

La colitis per TNBS en rata es caracteritza, macroscopicament, per l'aparicio de
grans ulceres, la preséncia d’estenosi al colon i adheréncies entre el colon i les
nances del budell prim i I'engruiximent de la paret de la meitat distal del colon. Els
animals presenten diarrea, en ocasions sanguinolenta, i experimenten una important
pérdua de pes corporal que pot arribar al 30% 8418187 | 3 mortalitat en les 2
setmanes que segueix a la induccio de la colitis sol ser del 15-20%. Histologicament
es caracteritza per un marcat increment d’infiltracié leucocitaria, I'alteracio de
I'arquitectura, destruccié glandular, disminucio de la poblacié de cél.lules caliciformes
I, en ocasions, granulomes. Globalment, la intensitat de les lesions €s maxima 7 dies
despres de I'administracio de TNBS, s'ha descrit la persisténcia de les mateixes amb

lenta tendéncia a la curacié en els 2-3 mesos segiients 109184185

En aguest model experimental de colitis s’ha descrit un increment significatiu del
reclutament leucocitari, que esta modulat per la sobreexpressio de CAMs, i un

marcat increment en la concentraciéo de MRO al teixit colonic 164199178 ghg
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demostrat que l'increment en la concentraciéo de MRO, com a resultat del
metabolisme del TNBS en el colon, esta implicat en la fisiopatogénia de la colitis en

aquest model experimental 28,
3.1.2.- Colitis espontania en ratolins deficients en IL-10

L'eliminacio de diferents gens implicats en la resposta immune constitueix una
estrategia important per al desenvolupament de models experimentals de colitis i per
al coneiximent de la importancia d’aquests gens en la patogénia de la malaltia *%%.
Un d'aquests models experimentals és la colitis espontania desenvolpada per
ratolins IL-107/". IL-10 és una citocina produida per limfocits T *°, limfocits B 1% i

197

monocits ~°' amb una potent activitat immunoreguladora i antiinflamatoria. Actua

reduint la proliferacio de limfocits T per la disminucié de la capacitat presentadora

198

d’antigen dels monocits ~*°, inhibieix la produccié de citocines proinflamatories com

IL-1a, IL-6 | TNF-o. 1992% j les funcions fagocitica i bactericida dels neutrdfils aixi com

la capacitat productora de MRO en macrofags, neutrofils i monocits 2°22%,

Aquest model animal va ser descrit 'any 1993 per Kuhn %

, €S caracteritza per ser
un model de colitis cronic que es desenvolupa espontaniament i presenta
caracteristiques semblants a la MC a les 16 setmanes de vida en condicions
convencionals d'estabulacié 2°*?°’. En canvi, aquells animals mantinguts en

condicions lliures de patdgens no desenvolupen inflamacio intestinal 2°2%°,

El desenvolupament de la colitis en aquest model animal esta associat a
I'escurcament i engruiximent del colon sense que s'apreciin ulceracions
macroscopiques en la mucosa del colon 2%*. Histoldgicament, es caracteritza per un
increment en el gruix de la mucosa, la preséncia d’Ulceres i abscesssos a la cripta, la
infiltracid de cél.lules inflamatories al teixit i la disminuciod de la poblacié de cél.lules
caliciformes **. La colitis es desenvolupa tant al cec com al colon proximal i esta
associada a la infiltracié d'un gran nombre de leucocits, com els limfocits, monaocits i
cél.lules plasmatigues. En aquest model experimental de colitis s’ha descrit la
sobreexpressio de MRO, MRN, citocines proinflamatories i diferents CAMs com
ICAM-1, VCAM-1 i MAACAM-1 al colon i cec **°.
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3.1.3.- Colitis induida per DSS en ratoli

El model de colitis induit per I'administracié de DSS va ser descrit I'any 1990 per
Okayasu ?*°. En aquest model experimental s'indueix colitis a ratolins mitjancant
I'administracié de DSS dissolt en aigua de beguda. En la literatura trobem que
I'administracié de DSS s’ha fet a diferents dosis, durant diferents periodes de temps i
administrat de manera continuada o a cicles per tal d’obtenir diferents graus de
severitat de colitis. En la colitis aguda per DSS s’administra DSS al 3-5% durant 6-10
dies, i es caracteritza, clinicament, per la preséncia de diarrea, sang a la femta i
pérdua de pes corporal. El colon d'aquests animals esta escurcat i engruixit, sense
que s'apreciin habitualment ulceracions macroscopiques en la mucosa del colon #*.
Histologicament, existeix una afectacié difusa, limitada a la mucosa, amb infiltrat
leucocitari i alteracié de l'arquitectura glandular #%%*, En aquest model experimental
de colitis s’ha descrit la implicacio en el desenvolupament de la colitis de la
sobreexpressio de ICAM-1, VCAM-1 i MAdCAM-1 en el colon i el cec que s’associa

a un marcat increment en les interaccions leucocit-endoteli al colon 3.

En la present Tesi Doctoral hem fet servir una concentracié de DSS del 3% en aigua
de beguda durant 6 dies per a la induccid de colitis. La dosi escollida ha sigut
calculada empiricament per a induir colitis i minimitzar la mortalitat dels ratolins tenint

en compte la sensibilitat de la soca de ratolins en la induccié de la colitis per DSS #*.
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3.2.- Avaluacio6 de les interaccions leucocit-endoteli en la microcirculacio

colonica mitjancant microscopia intravital

La técnica de la microscopia intravital permet I'estudi de les interaccions que els
leucocits estableixen amb I'endoteli en un segment venular. Els leucocits que
interaccionen amb la superficie endotelial es poden visualitzar directament ja que
presenten una marcada reduccio de la seva velocitat en relaci6 a la velocitat mitja
del flux sanguini de la venula (Figura 7). Per realitzar un estudi acurat de les
interaccions leucocit-endoteli s’efectua l'enregistrament de la vénula durant un minut
mitjancant una videocamera i posteriorment es realitza una analisi detallada. Els
parametres de major interés son el “nombre de leucocits adherits a I'endoteli”
(nombre de leucocits immobils durant més de 30 segons en una porcié de 100 um
de vénula) i el “flux de leucocits amb interaccions de rodament” (nombre de leucocits

que exhibeixen fenomens de rodament travessant un punt determinat de la venula).

Per I'estudi del messenteri s'utilitza un microscopi convencional, sense tincié dels
leucocits amb un fluorocrom ni Us de fluorescéncia, ja que els leucocits es poden
visualitzar per transil.luminacio (Figura 8). Aquesta técnica permet I'estudi de la
permeabilitat vascular mitjancant 'administracié endovenosa d’albumina marcada
amb fluoresceina. A més del messenteri, aquesta tecnica ha estat utilitzada per a
I'estudi de la microcirculacié d'altres drgans com el cervell 23, fetge %4, muscle #*°,
pell °, estémac #'° i plaques de Peyer de l'intesti prim %',

En la present Tesi Doctoral vam utilitzar aquesta técnica per avaluar els canvis en
les interaccions leucocit-endoteli en la microcirculacié del colon. Donat que el gruix
de la paret d’aquest organ no permet I'estudi de la microcirculacié colonica per
transil.luminacio es van marcar els leucocits mitjancant 'administracié subcutania del
fluorocrom rodamina-6G i es va utilitzar un microscopi de fluorescéncia. La
microscopia intravital en aquest organ no permet visualitzar els leucocits que han

emigrat a l'interstici ni tampoc estudiar la permeabilitat vascular.
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Figura 7. Imatge de microscopia intravital on es mostra la seqiéncia d’interaccions

leucocit-endoteli.
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Figura 8. Grafic representatiu de la técnica de microscopia intravital del colon.
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3.3.- Quantificaci6 de I'expressid endotelial de CAMs in vivo mitjancant la

tecnica del doble anticos marcat

L'estudi del grau d'expressio de les CAMs a nivell de la superficie endotelial s’ha
basat , classicament,en la realitzacié d'estudis d'immunohistoquimica **°**. No
obstant, aguesta metodologia té diversos desavantatges. En primer lloc, no permet
realitzar una quantificacié acurada del grau d'expressio de les CAMs i, en segon lloc,
pot resultar poc util per apreciar variacions en l'expressié d'aquelles molecules que ja
s'expressen basalment a I'endoteli, o bé de molécules I'expressié de les quals és
petita. En aquest darrer cas un increment percentual important en l'expressio
d'aquestes molecules pot comportar una expressio encara escassa en valor absolut

que es traduira en una tincié ténue de I'endoteli en fer I'estudi immunohistoquimic.

Amb l'objectiu de quantificar in vivo i de forma precisa I'expressio de les CAMs el
grup de recerca en el que s'ha realitzat aquesta Tesi Doctoral va desenvolupar la

técnica que del doble anticos marcat *3*

(Figura 9). Aquesta tecnica consisteix en
I'administracié endovenosa (vena jugular esquerra) d'una barreja d’anicossos
constituida per un anticos monoclonal, anticos enllagant, marcat amb **° dirigit
contra la molécula d’estudi i un segon anticos monoclonal inert, anticos no enllagant,
marcat amb **!| que permetra compensar el possible actimul inespecific de I'anticos
enllacant per altres causes que no sigui la unié especifica a la molecula d'interées.
Cinc minuts despres de I'administracio de la barreja d’anticossos es pren una mostra
de sang a través de l'arteria carotida dreta que es centrifuga per obtenir 100 pl de
plasma. Posteriorment, s’exanguina l'animal a través de l'arteria carotida dreta amb
reposicié simultania de volum mitjancant la injeccié de tampo sali fostat (PBS) a
través de la vena jugular esquerra. A continuacio es recullen els diferents organs, es
pesen i es quantifica la radiactivitat acumulada dels isotops de iode en els diferents

organs mitjancant una gammacamera.
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Figura 9. Grafic representatiu de la metodologia de la técnica del doble anticos

marcat.
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L'expressio de la CAM es calcula a partir de la seglient férmula. El resultat
s’expressa en ng d'anticos per gram de teixit (ng Ac/g teixit).

Expressioé d'una molécula d'adhesio (en ng Ac / g teixit) =

cpm 251 drgan / g cpm 1 organ / g cpm [ plasma 0 Ac
— X X injectat

cpm [ injectat cpm 1 injectat cpm 31 plasma

De forma que:

-cpm 2| drgan: Activitat del **°1 acumulat en un organ quantificada en comptes per

minut i mesurada mitjangcant una gammacamera.

-cpm 232 drgan: Activitat del *3'1 acumulat en un drgan quantificada en comptes per

minut i mesurada mitjangant una gammacamera.

-cpm 22 injectat: Activitat total del **°I que es troba unit a I'anticos especific que

s'injecta per via endovenosa quantificada en comptes per minut i mesurada
mitjancant una gammacamera. Es calcula a partir d’'una aliquota de 5 ul de la barreja

d'anticossos abans de ser injectada.

-cpm 23 injectat: Activitat total del ***I que es troba unit a 'anticos inespecific o no

enllacant que s'injecta per via endovenosa quantificada en comptes per minut i
mesurada mitjancant una gammacamera. Es calcula a partir d’'una aliquota de 5 pl

de la barreja d'anticossos abans de ser injectada.

-cpm 23| en plasma: Activitat **°I residual que conté el plasma 5 minuts després de

I'administracié endovenosa de la barreja d’anticossos, quantificada en comptes per
minut i mesurada mitjancant una gammacamera. Es calcula a partir d’'una mostra de

100 pl de plasma.
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-cpm £} en plasma: Activitat **! residual que conté el plasma 5 minuts després de

I'administracié endovenosa de la barreja d’anticossos, quantificada en comptes per
minut i mesurada mitjancant una gammacamera. Es calcula a partir d’'una mostra de

100 p de plasma.

-ng Ac injectat: ng d'anticos especific que s'injecten per via endovenosa

Aquesta técnica s’ha utilitzat per quantificar I'expressié de diferents CAMs en
diversos teixits tant en condicions basals com en diferents condicions experimentals

de inﬂam aCié 124;143;218-221
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4.- JUSTIFICACIO
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4.1.- Justificacié general

La MII és una patologia relativament frequent que afecta sovint a pacients joves
condicionant de forma molt important la seva qualitat de vida donat el seu curs cronic
i evolucié en brots. Classicament, el tractament d'aquesta malaltia ha tingut com a
objectiu la induccié i manteniment de la remissio basant-se en I'Us d’antiinflamatoris
0 immunosupressors com els corticoesteroids, els aminossalicilats, I'azatioprina i la
ciclosporina. No obstant, I'Us d’aquests farmacs s’associa a efectes adversos
importants i un nombre considerable de pacients és refractari a les terapies

tradicionals requerint cirurgia pel control de la seva malaltia.

El fet que la majoria de les terapies antiinflamatories usades a la Mll s’hagin adoptat
d’altres disciplines com I'oncologia i la immunologia del trasplantament explica la
incapacitat que tenen de modificar la historia natural d’aquesta malaltia. Els
mecanismes d’accio d’aquests farmacs son sovint desconeguts cosa que ha

dificultat el desenvolupament de noves terapies.

En els dltims anys, el coneixement dels mecanismes immunologics implicats en la
patogenesi de la MIl ha millorat considerablement la qual cosa ha portat a la
identificacio de potencials dianes terapeutiques. Gracies a aquest aveng cientific
s’estan estudiant nous tipus de farmacs designats biologics que bloquegen
especificament un procés molecular que es considera clau en la patogénesi de la
MII. En aquest sentit, I'eficacia clinica que s’esta obtenint en la utilitzacio de I'anticos
anti-TNF-a, o infliximab, que és I'lnica terapia biologica provada fins al moment en la
MC %22 | CU ?® en humans, i els resultats prometedors d'altres terapies biologiques
en estudi, com immunobloqueig dels contrarreceptors de les CAMs membres de la

familia a4, natalizumab, obren les noves portes en la investigacio sobre el tractament

d’aquesta malaltia en aquesta direccio.

Els treballs que integren la present Tesi Doctoral tenen com a objetiu avaluar I'efecte
d’'una estrategia biologica en la Mll, com és la reduccié de I'estrés oxidatiu en el curs
de la malaltia, i investigar els mecanismes d’accié mitjancant els quals aquesta

estrategia terapéeutica confereix proteccio. Paral.lelament, també s’ha tingut com a
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objectiu aprofundir en el coneixement d’aspectes mecanistics d’aquesta aproximacio
terapéutica. En aquest sentit, en ambdoés estudis s’han comparat els resultats
obtinguts en resposta al tractament amb antioxidants en tres models experimentals
de colitis. En el primer treball vam avaluar I'impacte de I'administracio de suplements
de SOD en el model experimental de colitis induit per TNBS des del punt de vista
d’alteracions cliniques, morfologiques, bioquimiques i enzimatiques, aixi mateix vam
estudiar els possibles mecanismes d’'accié de la SOD en la modulacié de VCAM-1 i
el reclutament leucocitari. En el segon estudi vam aprofundir en la investigacio
mecanistica de I'accié terapéeutica de I'admisnistracié de SOD sobre la modulacié de
les CAMs, en concret sobre MAACAM-1 i VCAM-1, en ratolins IL-107" i el seu
impacte sobre el reclutament leucocitari, aixi com I'efecte preventiu de la SOD front
al desenvolupament de la inflamacié colonica quan s’administra profilacticament en

el model de colitis agut induit per DSS.

Els diferents estudis que comprenen la present Tesi Doctoral mostren una gran
varietat metodologica que ens ha permeés explorar diferents aspectes de la Mll des
de diferents punts de vista. Dels resultats obtinguts en aquests estudis vam tenir en
compte els punts febles de cada métode i vam considerar que I'efecte beneficios del
tractament en diferents models animals constitueix la base per al desenvolupament

clinic d’aquesta aproximacio terapeutica en humans.
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4.2 .- Justificacio de I'estudi 1:

S’han caracteritzat diferents factors implicats en la fisiopatologia de la MIl humana,
un d’ells és la sobreexpressio de MRO com O, HCIO, OH’, H,O, i ONOO™ que no
s6n merament metabolitis del procés inflamatori sind que estan directament implicats
en la patologia de la MIl 1931%° Entre aquestes espécies, O, té un paper essencial
en el desenvolupament del procés inflamatori ja que I'estres oxidatiu s’inicia i
propaga per la sobreexpressié d’aquesta especie radicalaria. Els sistemes biologics
posseeixen un conjunt de mecanismes defensius enzimatics antioxidants per regular
la sobreexpressio dels MRO, entre els que es troba la SOD que és I'enzim que inicia
el procés de detoxificacio transformant el O,” en O, i H,O,. S’ha demostrat que
I'activitat i els nivells de SOD en la mucosa intestinal de pacients amb MIl activa es
troben alterats **°. Tenint en compte aquestes consideracions, I'atenuacié de I'estrés
oxidatiu com a resultat 'administracié de SOD pot constituir una important diana

terapeutica en el tractament de la MII.

Estudis previs han fet servir diferents estratégies experimentals per determinar
I'eficacia de l'increment de la produccié d’aquest enzim en la patogenesi de la Mll
pero els resultats obtinguts han sigut contradictoris i no han resolt el seu objetiu. En
aguest sentit, s’ha descrit que tractament amb SOD causa un efecte beneficiés en la
prevenci6 de la colitis experimental 1°#?** i que I'administracié d’un mimétic de SOD,
anomenat M40403, és una terapia efectiva en el tractament de la colitis establerta
223 Altres estudis, en canvi, han suggerit que la sobreexpressié de SOD per ratolins
transgénics origina una colitis més severa %*® o una reduccié de la infiltracié de
neutrofils sense afectar la severitat clinica i la severitat de la valoracio de la
histologia de la colitis ?*’. Per tant, I'avaluaci6 dels efectes de la SOD en la MIl esta
justificada, especialmet per a dilucidar el possible valor terapéutic d’aguesta
estrategia en la colitis establerta.

Un aspecte clau en la patogenesi del proceés inflamatori és el reclutament leucocitari,
en el que participen coordinadament la sobreexpressio de CAMs juntament amb
I'activacio dels contrarreceptors leucocitaris d’aquestes molécules. Estudis previs en
el nostre grup de treball han demostrat la importancia de la sobreexpressio de

VCAM-1 en el curs de la colitis. En particular, el reclutament leucocitari i el dany en
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la mucosa estan significativament atenuats en resposta a 'immunoloqueig d’aquesta
CAM en diferents models experimentals de colitis ***%°. La comparacié directa de
I'eficacia relativa de la immunoneutralitzacié de ICAM-1, MAACAM-1 i VCAM-1 en el
tractament de la colitis experimental mostra que 'immunobloqueig de la darrera CAM

és l'estratégia més efectiva 1**. Paral.lelament, s’ha descrit que la

immunoneutralitzacio de la integrina a4, el contrarreceptor leucocitari de VCAM-1 i

C 179,228

MAdCAM-1, és una estrategia efectiva en el tractament de la M i que la seva

eficacia és similar a les estratégies d'immunobloqueig de TNF-o %%,

S’ha demostrat la implicacié dels MRO en la induccio6 de la sobreexpressié de
VCAM-1 per sintesi de novo. L’analisi funcional del promotor huma de VCAM-1 ha
domostrat que diferents factors de transcripcio sensibles a estres oxidatiu estan
associats a l'activacio de I'expressié del gen VCAM-1 en resposta a IL-1B i TNF-a
374 Paral.lelament, un estudi in vitro ha suggerit que I'expressié de SOD, perd no

catalasa, per adenovirus suprimeix I'acimul d’ARNm de VCAM-1 induit per TNF-a 3.

Tenint en compte aquestes consideracions es va dissenyar un estudi per avaluar si
el tractament amb SOD confereix proteccié en la colitis experimental establerta
induida per I'administracioé intracolonica de TNBS, i si és aixi, determinar els
possibles mecanismes a través dels quals SOD pot exercir proteccid, en particular
els seus efectes sobre I'expressio de VCAM-1 i el reclutament leucocitari.

82



Joaquim Segui Montaner. Tesi Doctoral

4.3.- Justificacio de I'estudi 2:

Tot i que la resposta immune de la MIl no esta totalment caracteritzada es coneix
que la resposta inflamatoria es deu a una rapida i prolonga infiltracié de leucocits al
teixit juntament amb el lliurament de diferents mediadors que presenten un paper
clau en la resposta inflamatoria com els MRO, metabolits de I'acid araquidonic,
citocines i proteases. Un factor essencial en la patologenia de la Ml és la
sobreexpressio de les CAMs que s’expressen en la superficie de les cel.lules
endotelials vasculars i que modulen el reclutament leucocitari. Tant els leucocits com
aguestes molécules participen en el procés de transmigracié dels leucocits des del
compartiment vascular a l'interior del teixit on causen la resposta immune i

inflamatoria.

VCAM-1 i MAdCAM-1 s6n CAMs de la familia de les immunoglobulines amb un
paper critic en la mediacio de I'adhesi6 ferma dels leucocits sobre les cél.lules
endotelials en diferents malalties inflamatories croniques i agudes °"?*°. Ambdues
CAMs estan sobreexpressades tant en models experimentals com en la MIl humana
i la rellevancia funcional de l'increment en I'expressio de les CAMs s’ha determinat
mitjancant estudis d'immunobloqueig que han demostrat un efecte beneficios en el
tractament de la colitis ****®°. Tot i que I'efectivitat d’aquesta estratégia terapéutica
no ha estat assajada en la Mll en humans, la immunoneutralitzacio dels

contrarreceptors leucocitaris corresponents a VCAM-1 i MAdJCAM-1, les integrines
membres de la familia a4, ha demostrat que és altament efectiva en el tractament de

la CU 231,232 i MC 179;228

Els MRO tenen un paper important en I'activacié de gens implicats en la regulacio de
la resposta immune i inflamatoria. S’ha demostart que l'activacio del promotor huma
de VCAM-1 és sensible a diferents factors dependents d’estrés oxidatiu ">, En
canvi, la regulacio de I'expressio de MAdCAM-1 en el teixit de la mucosa in vivo no
es coneix en profunditat. Diferents estudis in vitro fent servir cél.lules de venula
umbilical han demostrat que la sobreexpressié de MAdJCAM-1 en resposta a
I'estimulacio amb TNF-a €s dependent d’estrés oxidatiu ja que el tractament amb

antioxidants prevé la sobreexpressié de MAdCAM-1 induida per TNF-o "*7°.
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En el primer estudi que forma part d’aquesta Tesi Doctoral vam demostrar que el
tractament amb SOD disminueix I'expressio de VCAM-1 i el reclutament leucocitari,
cosa gue va causar una millora clinica i histologica en el curs de la colitis, en el
model experimenal induit per TNBS. Tot i que aquest estudi es va realitzar en un
model experimental de colitis establerta, I'assaig de I'eficacia d'aquesta estratégia
terapeutica en un model de colitis immune sembla convenient ja que cap model
experimental de MIl reprodueix completament la patologia d’aquesta malaltia en
humans. Aixi doncs, I'obtencio de conclusions consistents en diferents models
experimentals incrementa la probabilitat de que la utilitzacié d’aquesta estratégia
terapeutica sigui efectiva en la MIl humana. Per tant, I'objectiu d’aquest estudi és
caracteritzar els efectes de I'administracié de suplements de SOD en un model
experimental de colitis immune i cronic com el model muri IL-10~'~. En aquest estudi
ens vam proposar, a més, aprofundir en el coneiximent dels mecanismes d'accié de
I'impacte de la reducci6 de l'estres oxidatiu en la modulacio de I'expressio de CAMSs,
en concret, VCAM-1 i MAdACAM-1, el reclutament leucocitari, els nivells de LPO al
teixit colonic i els nivells de biomarcadors de la gravetat de la colitis en en ratolins IL-
107" i ratolins de la soca salvatge, i determinar si el tractament amb suplements de
SOD té capacitat de prevenir el desenvolupament de la inflamacié colonica quan

s’administra profilacticament en un model de colitis induit per DSS.
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5.- MATERIALS | METODES
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5.1.- Materials i métodes de I’estudi 1:

La inducci6 de colitis es va realitzar mitjancant I'administracio intracolonica de 30 mg
de TNBS en 0.25 ml 50% etanol (vol/vol) a rates Sprague-Dawley *#*. El grup control
va rebre 0.25 ml de 50% etanol (vol/vol) sense TNBS. Els animals colitics es van
separar en diferents grups de tractament que van rebre injeccions subcutanies de 1
mg/kg/dia de SOD, 4 mg/kg/dia de SOD, 13 mg/kg/dia de SOD o placebo (vehicle).
El grup control es va tractar amb vehicle durant 7 dies. Les dosis administrades es
basen en estudis previs que demostren que I'administracié de 4 mg/kg/dia de SOD
durant 3 dies redueix el reclutament leucocitari en la inflamacio intestinal induida per
radiacié 2> i que I'administracié de 13 mg/kg/dia de SOD atenua la inflamacié
pulmonar associada a pancreatitis aguda 2**. La primera injeccié de SOD es va
administrar 4 hores despres de la induccié de colitis. El punt d’inici del tractament es
basa en un estudi previ del nostre grup de treball en el que vam demostrar que
I'administracio de TNBS indueix la depleccié progressiva de GSH entre els 30 minuts
i les 4 hores posteriors a I'administracio del TNBS i que aquesta depleccio pot
contribuir a la iniciacié de la inflamacié inestinal en aquest model experimental *. El

tractament amb SOD es va administrar un cop al dia fins al final de I'estudi a dia 7.

Els animals es van pesar diariament. Els diferents grups d’animals es van estudiar 7
dies despés de la induccio de colitis per avaluar els canvis macroscopics, histologics
i bioquimics al colon. Es van fer servir grups animals addicionals per determinar els
efectes del tractament amb 13 mg/kg/dia de SOD i vehicle 24 h desprées de la
induccio de colitis. En el moment de I'estudi, els animals es van anestessiar
mitjancant I'administracié intraperitoneal de tiobarbital. A continuacio es van prendre
mostres de sang per puncié cardiaca i es van centrifugar, el séerum del sobrenadant
es va recollir i es va enmagatzemar en tubs Eppendorf préviament autoclavats. Les
mostres de plasma es van congelar a —80°C per posterior determinacio dels nivells
de IL-6. Posteriorment es van sacrificar els animals, es va extraure el colon, es va
obrir longitudinalment, es va rentar amb PBS i es va pesar. A continuacio es va
avaluar el dany macroscopic al colon mitjangant I's d’una escala previament

3¢ que té en compte la preséncia d’adhesions i estenosi, I'extensioé de les

descrita
Ulceres i el gruix de la paret del colon. Es van recollir tres mostres de teixit colonic de

200 mg dues de les quals es van congelar a —80°C per ser homogeneitzades
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posteriorment i determinar els nivells de LPO i I'activitat de 'enzim MPO al teixit.
L’altra mostra de teixit es va conservar en formalina 10%, per ser fixada
posteriorment en parafina, tallada i tenyida amb hematoxilina i eosina per determinar

el dany histoldgic al teixit mitjancant I'ts d’una escala préviament descrita >’

Es van fer servir grups addicionals de rates colitiques tractades amb les diferents
dosis de SOD o vehicle i rates control tractades amb vehicle per determinar les
interaccions leucocit-endoteli en venules de la lamina propia i la submucosa colonica
mitjancant microscopia intravital. Els diferents grups es van estudiar 7 dies despres
de la induccié de colitis. En el moment de I'estudi, es van anestessiar els animals
amb tiobarbital, posteriorment es va obrir la cavitat abdominal mitjancant la
realitzacio d’'una incisio longitudinal. Per I'analisi al microscopi es va exterioritzar un
segment de colon i es va cobrir amb una gassa humida amb PBS. A continuacio, es
va colocar I'animal sobre una platina que permet la visualitzacié d’un segment de
colon d’aproximadament 2 cm?. Poseriorment, es van marcar els leucocits mitjancant
I'administracio subcutania del fruorocrom rodamina-6-G. Per a la determinacié de les
interaccions leucocit-endoteli es va utilitzar un microscopi de fluorescencia invertit
connectat a una camera gue transfereix les imatges a un monitor. Les imatges es
van enregistrar per ser analitzades posteriorment i determinar el nombre de leucocits
en rodament, el flux de leucocits en rodament i el nombre de leucocis adherits. En
cada animal es van estudiar entre 4 i 6 vasos no ramificats amb un diametre

comprés entre 20 i 40 uym.

Per determinar I'expressio endotelial de VCAM-1 al colon i cec es van utilitzar grups
animals addicionals colitics tractats amb les diferents dosis de SOD o vehicle i
animals control tractats amb vehicle. Els animals es van tractar diariament i es van
estudiar 7 dies despres de la induccio de colitis. Es va fer servir els anticossos
monoclonals 5F10, anti-VCAM-1 de rata, que es va marcar amb %I, i UPC10 que és

b 1. En el moment de I'estudi, es van

un anticos no enllagcant que es va marcar am
anestessiar els animals mitjancant I'administracio de tiobarbital. A continuaci6 es va
canular l'artéria carotida dreta i la vena jugular esquerra, es va injectar una barreja
20 pg de **1-5F10 i 5 pg de **'1-UPC10 a través de la vena jugular esquerra. Un
estudi previ va demostrar que la dosi administrada d’anticos 5F10 és saturant front a

VCAM-1 *®°, Cinc minuts després de I'administraci6 de la barreja d’anticossos es va
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prendre una mostra de sang per determinar I'activitat dels isotops de iode al plasma.
A continuaci6 es van exanguinar els animals, es van recollir els organs, es van rentar
amb PBS, es van pesar i posteriorment es va mesurar I'activitat dels isotops de iode
en els organs. L’expressio de VCAM-1 es va calcular a partir de I'activiat acumulada
dels isotops de iode unit als anticossos en un organ determinat d’acord amb la

formula descrita previament, el resultat s’expressa en ng d’Ac/mg de teixit.
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5.2.- Material i metodes de I'estudi 2:

Per avaluar I'efecte de I'administracio de SOD en el curs de la colitis establerta es
van utilitzar ratolins IL-10~'~ i ratolins de la soca salvatge, C57BL10, que van créixer
en condicions d’estabulacié convencional. Els animals es van estudiar a les 16
setmanes de vida. Els ratolins IL-10~'~ es van separar en diferents grups de
tractament que van rebre diariament una injeccié subcutania de 13 mg/kg/dia de
SOD durant 7 o 14 dies, o placebo (vehicle) durant 14 dies. Els ratolins de la soca
salvatge es van tractar diariament amb una injeccié subcutania de vehicle durant 14

dies.

Per determinar I'efecte preventiu de I'administracié de SOD en el tractament
profilactic de la colitis induida per DSS es van fer servir ratolins C57BL6J de 12
setmanes de vida. La colitis es va induir mitjangant I'administracié de DSS dissolt en
aigua de beguda al 3% durant 6 dies. El grup control va rebre aigua de beguda
sense DSS. Els ratolins colitics es van tractar diariament amb una injeccié
subcutania de 13 mg/kg/dia de SOD o placebo (vehicle) durant 7 dies. La primera
injeccid del tractament es va administrar 24 hores abans de I'administracio de DSS.

Els animals control es van tractar amb vehicle durant 7 dies.

Colitis en IL-10 ~/~: Els diferents grups de ratolins es van estudiar després del
tractament durant 7 o 14 dies. En el moment de I'estudi, els animals es van
anestessiar mitjancant I'administracio subcutania de 0.2 ml de ketamina i xilacina
50% (vol/vol). Es van prendre mostres de sang per puncio cardiaca, es va
centrifugar la sang, es va recollir serum del sobrenadant i es va congelar a —80°C per
valorar els nivells de proteina sérica amiloid A (SAA). Posteriorment, els animals es
van sacrificar, es va extreure el colon, es va rentar amb PBS i es va mesurar la
longitud i el pes. El colon es va dividir en dues tires longitudinals una de les quals es
va congelar a —80°C per ser homogeneitzada posteriorment i determinar els nivells
de LPO i I'activitat de I'enzim MPO al teixit. L’altra tira es va conservar en formalina
10% per ser fixada posteriorment en parafina, tallada i tenyida amb hematoxilina i
eosina per determinar el dany histologic amb una escala préviament descrita que té

en compte la preséncia de cel.lules inflamatories infiltrades al teixit, la poblacié de

91



Joaquim Segui Montaner. Tesi Doctoral

cél.lules caliciformes, el gruix de la mucosa, preséncia d’Ulceres i abscessos a la

cripta 2%,

Es van fer servir grups animals addicionals IL-10 ~/~ tractats amb SOD durant 7 o 14
dies, o vehicle durant 14 dies i ratolins de la soca salvatge tractats amb vehicle
durant 14 dies per determinar les interaccions leucocit-endoteli en les vénules
coloniques de la lamina propia i la submucosa mitjangant microscopia intravital. En el
moment de I'estudi, es van anestessiar els animals amb 0.2 ml de ketamina i xilacina
50% (vol/vol). El procediment quirlrgic i I'avaluacio de les interaccions leucocit-
endoteli van ser idéntics als descrits en I'apartat anterior.

Es va determinar I'expressié endotelial de VCAM-1 i MAdACAM-1 en grups de
tractament addicional. Es van fer servir els anticossos enllagcants monoclonals 429,
anti-VCAM-1 de ratoli, MECA-367, anti-MAdCAM-1 de ratoli, i UPC10, anticos no
enllacant. Es va marcar els anticossos enllacants amb *?°| mentre que per al
marcatge del no enllacant i es va fer servir **'I. En el moment de 'estudi, es van
anestessiar els animals amb 0.2 ml de ketamina i xilacina 50% (vol/vol), es va
canular l'artéria carotida dreta i la vena jugular esquerra. Per a la determinacio de
I'expressié de VCAM-1 es va injectar una barreja de 30 pg de *#°1-429 i 3 ug de -
UPC10 a traves de la vena jugular. Per a la determinacio de I'expressio de
MAdCAM-1 es va injectar una barreja de 10 pg ***I-MECA-367 i 3 ug de *'I-UPC10
a través de la vena jugular. S’ha demostrat en estudis previs que la dosis
d’anticossos enllacants administrades sén saturants front a VCAM-1 i MAdCAM-1
134239240 F| procediment metodologic de la técnica, el calcul de I'expressié de iode i
la determinaci6 de la expressio de les CAMs van ser identics als descrits en I'apartat

anterior.

Colitis induida amb DSS: La manipulacié de les mostres de teixit i serum van ser
idéntiques a les descrites en la colitis per IL-107". Es van determinar parametres
clinics que comprenen: la variacié de pes corporal, la consistencia de la femta i la
preséencia de sang en femta. A partir d'aquestes dades es va determinar lI'index
d’activitat de la malaltia (DAI) per combinacio dels tres parametres clinics d’acord

amb una escala préviament descrita **. La severitat del dany hisoldgic es va
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determinar mitjancant I'is d’'una escala que té en compte el percentatge del dany de

la mucosa, I'extensio de la longitud del colon i la profunditat de la lesié #**.

Es van fer servir grups animals colitics tractats amb SOD o vehicle durant 7 dies i
ratolins control tractats amb vehicle durant 7 dies per determinar les interaccions
leucocit-endoteli en les venules coloniques de la lamina propia i la submucosa
mitjancant microscopia intravital. En el moment de I'estudi, es van anestessiar els
animals amb 0.2 ml de ketamina i xilacina 50% (vol/vol). El procediment quirurgic i
I'avaluacio de les interaccions leucocit-endoteli van ser identics als descrits en

I'apartat anterior.
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6.- RESULTATS
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6.1.- Resultats de I'estudi 1:

La simptomatologia clinica de la colitis induida per TNBS es va associar a una
marcada disminuci6 del pes corporal del grup colitic tractat amb vehicle comparat
amb el grup control des del dia 3 de tractament fins al final de I'estudi. Aquesta
tendencia es va atenuar significativament en resposta a I'administracié de 13
mg/kg/dia de SOD que va reduir significativament la perdua de pes corporal respecte
al grup colitic tractat amb vehicle a partir del dia 3 de tractament fins al final de
I'estudi. El grup tractat amb 13 mg/kg/dia de SOD, a més, va recuperar rapidament el

pes corporal mentre que cap dels altres grups colitics va seguir aquesta tendéncia.

El desenvolupament de la colitis es va associar a un marcat augment en la valoracio
del dany macroscopic al colon respecte al grup control. Paral.lelament, la valoracio
del dany histologic en aguest organ va presentar valors significativament
incrementats en el grup colitic tractat amb vehicle comparat amb grup control.
Aquestes dades soOn concordants amb evidencies previes en aguest model
experimental de colitis ***'®°, La instauraci6 de la colitis va causar un marcat
augment del pes del colon comparat amb el grup control. Diferents estudis
demostren que aquesta dada és indicadora de la gravetat de la colitis en aquest
model experimental de colitis *°4*°°. El tractament amb 13 mg/kg/dia de SOD es va
associar a una disminucio en la valoracié del dany macroscopic al colon comparat
amb el grup colitic tractat amb vehicle. El pes del colon es va atenuar
significativament respecte al grup colitic tractat amb vehicle en resposta al
tractament amb la major dosi de SOD. Paral.lelament, aguest tractament va
disminuir significativament el dany histologic al teixit colonic respecte al grup colitic
tractat amb vehicle. En particular, aquest tractament va originar una marcada
reduccio de linfiltrat inflamatori que es va limitar a la mucosa, sense afectar la
lamina propria, les arees amb ulceracio extensa caracerisiques del grup colitic no es

van observar en el grup que va rebre el tractament de la major dosi de SOD.

Es van utilitzar grups addicionals d’animals colitics tractats amb vehicle o 13
mg/kg/dia de SOD 24 hores després de la induccio de colitis per descartar que
I'efecte beneficios del tractament amb SOD es degui a la prevencio, o la interferencia

de 'administracio d’aquest farmac, en els mecanismes d’accio de la inducci6 de
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colitis per TNBS. En aquest punt de tractament, I'administracié de SOD no va alterar
la pérdua de pes corporal comparat amb el tractament amb vehicle. El pes del colon,
la valoracio del dany macroscopic i la determinacio de la gravetat del dany histologic

al teixit colonic van presentar valors semblants en ambdos grups de tractament.

Tenint en compte que tant en la MIl humana ?® com en diferents models

experimentals de colitis 243164169

es produeix un fenomen de infiltracid de neutrofils
periferics al teixit intestinal i que aguestes cél.lules tenen una important activitat
generadora de MRO '® es va avaluar la infiltracié de neutrdfils al colon mitjancant la
determinacié de l'activitat de I'enzim MPO al teixit colonic. El desenvolupament de
colitis es va associar a un marcat augment de l'activitat MPO al colon en aquest
model experimental de colitis. El tractament amb 4 mg/kg/dia i 13 mg/kg/dia de SOD

va atenuar significativament I'activitat MPO al teixit colonic en la colitis experimental.

Classicament s’ha utilitzat la valoracié dels nivells plasmatics de IL-6 com a
marcador d’activitat de la malaltia 2. Diferents estudis han demostrat que els nivells
plasmatics d’aquesta citocina estan marcadament augmentats en el serum i en el
teixit colonic de pacients amb Ml ?**2%®_ En el nostre estudi la determinacié dels
nivells plasmatics de IL-6 van presentar valors marcadament incrementats en el grup
colitic tractat amb vehicle comparat amb el grup control. El tractament amb 4
mg/kg/dia i 13 mg/kg/dia de SOD va atenuar significativament els nivells plasmatics
d’aquesta citocina respecte al grup colitic tractat amb vehicle.

La instauracio de la colitis es va associar a un marcat increment de l'estrés oxidatiu
al teixit colonic mesurat pels nivells de LPO al colon. El tractament amb 4 mg/kg/dia i
13 mg/kg/dia de SOD va atenuar significativament els nivells de LPO al colon
respecte al grup colitic. Un dels mecanismes mitjancant el qual SOD confereix
proteccio i redueix la severitat del dany inflamatori intestinal pot estar relacionat amb

I'atenuacio de I'estres oxidatiu en aquest organ.

El grup control va presentar nivells d’expressiéo de VCAM-1 molt baixos al colon. El
desenvolupament de la colitis es va associar a un marcat augment en I'expressioé de
VCAM-1 al colon que va ser 3 vegades superior al nivell presentat pel grup control.

Aquesta dada és concordant amb evidencies prévies en el nostre grup de treball en
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aquest model experimental de colitis *°°. El tractament de la colitis amb SOD va
atenuar I'expressio de VCAM-1 de manera dosi-dependent. L’administracio de 1
mg/kg/dia de SOD no va modificar I'expressio de VCAM-1, el tractament amb 4
mg/kg/dia de SOD va originar una disminucié dels nivells de VCAM-1 pero no va
assolir la significacio estadistica, 'administracié de 13 mg/kg/dia de SOD, en canvi,
va atenuar significativament I'expressio d’aquesta CAM al colon. L’expressio de

VCAM-1 al cec va presentar el mateix patré d’expressié que en el colon.

Un cop es va determinar que I'expressié de VCAM-1 al colon estava atenuada en
resposta a I'administracié de SOD es va avaluar I'efecte del tractament de SOD
sobre el reclutament leucocitari in vivo en venules coloniques de la lamina propia i
submucosa en grups animals addicionals mitjancant microscopia intravital. El grup
colitic tractat un vehicle va presentar un marcat increment de les interaccions
leucocit-endoteli respecte al grup control. En concret, el flux de leucocits en
rodament en el grup colitic va presentar valors 12 vegades superiors respecte al
grup control. El nombre de leucocits en rodament en el grup colitic va ser 15
vegades superior al del grup control. L'adhesid leucocitaria ferma en el grup colitic va
presentar valors 16 vegades superiors en el grup colitic comparat amb els animals
control. Aquestes dades estan d’acord amb evidéencies previes en el nostre grup de
treball en aquest model experimental de colitis **®°. El tractament de la colitis amb
SOD va atenuar el reclutament leucocitari de manera dosi-dependent.
L’administracié de 1 mg/kg/dia de SOD no va alterar el reclutament leucocitari al
colon. El tractament amb 4 mg/kg/dia de SOD va atenuar significativament el nombre
de leucocits en rodament i va reduir un 30% l'adhesio leucocitaria al colon, aquest
darrer parametre, pero, no va assolir la significacio estadistica. Aquesta dada
suggereix que I'atenuacio del rodament leucocitari en resposta al tractament amb
antioxidants és un parametre més sensible a I'estrés oxidatiu que la modulacié de
I'adhesio ferma leucocitaria en aquest model experimental de colitis. L’administracio
de 13 mg/kg/dia de SOD va atenuar significativament tant el rodament com I'adhesié
leucocitaria al colon, la qual cosa suggereix que aquest podria ser un dels
mecanismes implicats en la seva activitat antiinflamatoria en el context de la colitis.
El tractament amb SOD no va modificar el nombre de leucocits circulants en sang

periferica en cap dels grups de tractament.
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6.2.- Resutats de I'estudi 2:

Efectes del tractament amb SOD en la colitis de IL-107"~

L'expressié endotelial de MAACAM-1 en el colon de ratolins de la soca salvatge va
ser relativament baixa. Els ratolins IL-10~'" tractats amb vehicle van presentar un
valor d'expressio d’aquesta CAM 5 vegades incrementat respecte a la soca salvatge.
Aquesta dada és concordant amb evidéncies previes en aquest model experimental
de colitis *°°. El tractament amb SOD durant 14 dies va atenuar significativament, en
un 50%, I'expressio de MAdCAM-1 al colon. A més del colon es va determinar
I'efecte de I'administracié de SOD sobre I'expressio endotelial de MAJCAM-1 en
altres organs. L'expressio d’aguesta CAM es va marcadament incrementar en tots
els organs del tracte digestiu en ratolins IL-10~'~ tractats amb vehicle comparat amb
els ratolins de la soca salvatge. El tractament amb SOD durant 14 dies va disminuir
significativament I'expressio de MAdCAM-1 en tots els segments del tracte digestiu
que va arribar a ser, en alguns organs, inferior als valors expressats pels ratolins de
la soca salvatge. En concret, I'expressio basal de MAdACAM-1 al fetge es va inhibir

completament en resposta al tractament amb SOD.

L'expressio endotelial de VCAM-1 al colon de ratolins de la soca salvatge va ser
baixa. Els ratolins IL-10~"~ tractats amb vehicle van presentar valors d’expressié
d’aquesta CAM 5 vegades superiors als nivells expressats pels animals de la soca
salvatge. Un estudi previ va demostrar que VCAM-1 es sobreexpressa en el colon en
aquest model experimental de colitis 1. El tractament amb SOD durant 14 dies va
atenuar significativament I'expressio de VCAM-1 al colon. L'expressié d’aquesta
CAM es va incrementar en alguns dels drgans del tracte digestiu en ratolins IL-10~/~
tractats amb vehicle, en concret, al fetge, messenteri i ili. El tractament amb SOD
durant 14 dies va atenuar significativament I'expressié de VCAM-1 en aquests

organs.
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Els ratolins IL-10~'" tractats amb vehicle van presentar un increment en les
interaccions leucocit-endoteli en les venules del colon comparat amb el grup
d’animals de la soca salvatge. En concret, el grup de ratolins IL-10~"~ tractat amb
vehicle va presentar valors de flux de leucocits en rodament 5 vegades superiors
respecte als ratolins de la soca salvatge. El nombre de leucocits en rodament en el
grup IL-10~'~ tractat amb vehicle es va incrementar 9 vegades respecte al grup de
ratolins de la soca salvatge. L’adhesio leucocitaria ferma va ser relativament baixa al
grup de ratolins de la soca salvatge. Aquest valor va presentar valors 7 vegades
superiors en el grup de ratolins IL-10~' tractat amb vehicle respecte al grup de
ratolins de la soca salvatge. La sobreexpressié de MAdDCAM-1 i VCAM-1 al colon en
ratolins IL-10~'~ tractats amb vehicle es va correlacionar amb un marcat augment en
el reclutament leucocitari en aguest organ. El tractament amb SOD durant 7 dies va
disminuir significativament el nombre de leucocits en rodament pero no va afectar el
flux de leucotics en rodament. L'adhesi6 leucocitaria ferma no es va atenuar en
resposta al tractament amb SOD durant 7 dies. El tractament amb SOD durant 14
dies, en canvi, va atenuar significativament el flux de leucocits en rodament, en un
50%, i el nombre de leucocits en rodament, en un 80%, aquest darrer parametre va
assolir valors similars als presentats pels ratolins de la soca salvatge. L’adhesio
leucocitaria ferma al colon de ratolins IL-10~'~ va disminuir significativament en
resposta I'administracié de SOD durant 14 dies. El tractament amb SOD no va
modificar el nombre de leucdcits circulants en sang periférica en cap dels grups de
tractament. La disminucié del rodament i adhesio leucocitaria al colon en resposta al
tractament amb SOD es va correlacionar amb I'atenuacié significativa de I'expressio
endotelial de MAACAM-1 i VCAM-1.

El desenvolupament de la colitis en ratolins IL-10~'~ tractats amb vehicle es va
associar a una disminucio en la longitud del colon comparat amb els animals de la
soca salvatge. El tractament amb SOD durant 14 dies va atenuar significativament la
variacio en la longitud del colon. A més, el cocient pes del colon/longitud del colon es
va incrementar marcadament en el grup IL-10~' tractat amb vehicle respecte als
ratolins de la soca salvatge. La relacié pes/longitud del colon es va atenuar
significativament en resposta al tractament amb SOD durant 14 dies. En canvi, el
tractament amb SOD durant 7 dies no va alterar aquests parametres morfologics.

Les dades obtingudes en el nostre estudi de les modificacions longitud de colon i de
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la relaci6 pes/longitud del colon en ratolins IL-10~'" tractats amb vehicle sén

concordants amb evidéncies prévies en aquest model experimental de colitis *°°.

La valoraci6 del dany histoldgic al colon en el grup de ratolins IL-10~'~ tractat amb
vehicle va ser 5 vegades superior respecte als ratolins de la soca salvatge. Diversos
estudis demostren que el dany histologic esta marcadament incrementat en aquest
model experimental de colitis 1°°?%>?*’_E| tractament amb SOD durant 7 dies no va
alterar la gravetat en la valoracio del dany histologic. El tractament durant 14 dies, en
canvi, va atenuar significativament el dany histologic al teixit colonic. Tot i que la
disminucié de la gravetat histologica en resposta al tractament amb SOD durant 14
dies va assolir la significacio estadistica, la variacié va ser molt modesta i es va
associar a la recuperacio de la poblacié de cel.lules caliciformes i la reduccio en el
nombre de cél.lules inflamatories infiltrades al teixit colonic. Aquesta dada es
correlaciona amb la disminucié del reclutament leucocitari observada en resposta al

tractament amb SOD durant 14 dies.

L’activitat MPO al teixit colonic en el grup de ratolins IL-10~'~ tractats amb vehicle va
ser 3 vegades superior al valor presentat pels ratolins de la soca salvatge. El
tractament amb SOD durant 14 dies va originar una marcada disminucio de I'activitat
MPO al colon que va assolir els nivells presentats en els ratolins de la soca salvatge.
En canvi, el tractament amb SOD durant 7 no va alterar el l'activitat MPO al teixit

colonic.

Els ratolins de la soca salvatge van presentar nivells plasmatics de SAA
indetectables per la técnica utilitzada. El desenvolupament de la colitis en ratolins IL-
107'~ tractats amb vehicle es va associar a un marcat increment d’aquest
biomarcador d’activitat de la malaltia en plasma. Diferents estudis demostren que els
nivells plasmatics de SAA estan marcadament incrementats en resposta al

165248 com en la malaltia

desenvolupament de la colitis tant en models experimentals
humana 2*9?*°, E| tractament amb SOD durant 14 dies va atenuar significativament
els nivells plasmatics de SAA, en un 50%, respecte al grup de ratolins IL-10~"~
tractat amb vehicle. L’administracio de SOD durant 7 dies no va modificar els nivells

plasmatics d’aguesta proteina.
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La valoracié de I'estrés oxidatiu al colon es va avaluar per determinacié de la
concentracio de LPO al teixit. El nivell de LPO en I’homogeneitzat de teixit colonic de
ratolins de la soca salvatge va presentar una valor molt baix. El desenvolupament de
la colitis en ratolins IL-10~'~ es va associar a un marcat increment en concentracio
de LPO al colon que va presentar un valor 27 vegades superior respecte als ratolins
soca salvatge. L'administracié de SOD durant 7 i 14 dies va atenuar en un 50% la

concentracio de LPO en el teixit colonic.
Valor terapeutic de la SOD com a terapia preventiva

La inducci6 de colitis mitjancant 'administracio de DSS al 3% en aigua de beguda
durant 6 dies va causar una marcada disminucié en el pes corporal respecte al grup
control, que va comencar el dia 4 i es va mantenir fins al final de I'estudi.
L’administracié preventiva de SOD va atenuar significativament la perdua de pes
corporal respecte al grup colitic tractat amb vehicle a partir del dia 4 fins al final de
I'estudi. Tots els animals del grup colitic van presentar test positiu de sang oculta en
femta i disminucié de la consistencia de la femta respecte al grup control.
L’administracio de SOD va atenuar significativament ambdés parametres. L'escala
DAI és un index per quantificar I'activitat de la malaltia per combinacio de perdua de
pes corporal, consisténcia de la femta i preséncia de sang oculta en femta *°. La
valoracio del DAI es va incrementar marcadament en ratolins colitics tractats amb
vehicle comparat amb el grup control. Un estudi previ en el nostre grup va mostrar
valors concordants en la valoracio del DAI en aquest model experimental de colitis
143 El tractament amb SOD va atenuar significativament, en un 40%, la valoracié del

DAI respecte al grup colitic tractat amb vehicle.

L’activitat MPO a I'homogeneitzat del teixit colonic va presentar valors 4 vegades
superiors en el grup colitic tractat amb vehicle comparat amb el grup control. El
tractament amb SOD va reduir significativament I'activitat MPO al teixit colonic
respecte al grup colitic tractat amb vehicle. La valoracié de la severitat del dany
histologic al colon va ser 4 vegades superior en el grup colitic tractat amb vehicle
comparat amb el grup control. L’administracié de SOD no va alterar el dany

histologic al colon.
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El desenvolupament de la colitis es va associar a un marcat increment en les
interaccions leucocit-endoteli en les venules coloniques. En concret, el flux de
leucocits i el nombre de leucocits en rodament es van incrementar 6 vegades en el
grup colitic tractat amb vehicle comparat amb el grup control. El tractament amb
SOD va atenuar significativament ambdés parametres de rodament leucocitari que
van assolir valors similars als presentats pel grup control. L'adhesié leucocitaria
ferma va ser 13 vegades superior en el grup colitic tractat amb vehicle respecte al
grup control. L’'administracié de SOD va atenuar significativament, un 65%, el
nombre de leucocits adherits a les vénules coloniques. El tractament amb SOD no

va modificar el nombre de leucocits circulants en sang periferica.
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Superoxide dismutase ameliorates TNBS-induced colitis by
reducing oxidative stress, adhesion molecule expression,
and leukocyte recruitment into the inflamed intestine

Joaquim Segui,* Meritxell Gironella,* Miquel Sans,* Susana Granell,” Félix Gil,*
Mercedes Gimeno,* Pilar Coronel,* Josep M. Piqué,* and Julian Panés*"’

*Department of Gastroenterology, Hospital Clinic, Institut de Investigacions biomediques August Pi i Sunyer
(IDIBAPS), University of Barcelona, Spain; "IIBB, CSIC, IDIBAPS, Barcelona, Spain; and *Tedec-Meiji Farma

Laboratories, Madrid, Spain

Abstract: Oxidant stress has been implicated in
the pathogenesis of inflammatory bowel disease.
Antioxidant enzymes, such as superoxide dis-
mutase (SOD), are candidate drugs for modulat-
ing this pathogenic factor. This study was de-
signed to determine the therapeutic value of
SOD in an experimental model of colitis and to
study the mechanisms underlying its effects on
intestinal inflammation. For that purpose, colitic
(trinitrobenzene sulfonic acid-induced) and con-
trol rats were studied. Groups of colitic animals
were treated with different doses of SOD (1, 4,
or 13 mg/kg/day) or vehicle, starting after induc-
tion of colitis and during 7 days. Clinical and
pathological markers of colitis severity and lipid
peroxidation in colonic tissue were measured.
Leukocyte-endothelial cell interactions in co-
lonic venules and expression of vascular cell ad-
hesion molecule 1 (VCAM-1) were determined.
Development of colitis was associated with a sig-
nificant loss in body weight, an increase in mac-
roscopic and microscopic damage scores, and
colonic myeloperoxidase activity. Administra-
tion of SOD significantly attenuated these
changes in a dose-dependent manner and re-
duced lipid peroxidation in colonic tissue. The
increase in leukocyte rolling and adhesion in co-
lonic venules of colitic rats were significantly
reduced by administration of SOD, 13 mg/kg/
day. Development of colitis was associated with a
marked increase in endothelial VCAM-1 expres-
sion, which was significantly reduced by treat-
ment with SOD. In conclusion, treatment with
SOD significantly reduces peroxidation reactions
in the inflamed colon and affords significant ame-
lioration of colonic inflammatory changes in ex-
perimental colitis. This effect is related to a re-
duction in VCAM-1 expression and leukocyte re-
cruitment into the inflamed intestine. J. Leukoc.

Biol. 76: 537-544; 2004.

Key Words: inflammatory bowel disease - reactive oxygen species
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INTRODUCTION

Several factors are recognized to contribute to the pathogenesis
of inflammatory bowel disease (IBD) including an overgenera-
tion of reactive oxygen species (ROS) [1, 2]. Previous studies
demonstrated that peripheral blood monocytes [3] and isolated
intestinal macrophages from patients with IBD produce free
radicals [4]. Also, high numbers of peripheral neutrophils,
which are capable of producing large amounts of superoxide,
migrate into the intestinal wall in active IBD [1]. A growing
body of evidence indicates that ROS, such as peroxide anion,
hydrogen peroxide (H,0,), and hypochlorus acid, are not
merely byproducts of the inflammatory process, but they are
actually involved in its pathogenesis. To regulate overall ROS
levels, the intestinal mucosa possesses a complex of antioxi-
dant systems, of which the superoxide dismutases (SOD) are
the initial enzymes, converting superoxide anion to Hy,0,. SOD
expression in patients with active IBD seems to be altered. In
particular, decreased protein activity and levels of cytoplasmic
Cu/Zn-SOD have been reported consistently [5-7].

Several experimental strategies have been used to address
the importance of the enhanced production of superoxide in the
pathogenesis or IBD, but inconsistent findings have left this
issue largely unresolved. For example, some reports have de-
scribed a beneficial effect of SOD treatment in the prevention
of experimental colitis [8, 9] and of a SOD mimetic in the
treatment of established colitis [10], whereas in studies using
transgenic mice overexpressing SOD, a more severe colitis [11]
or a reduction in neutrophil infiltration without affecting the
clinical or histological severity of colitis has been reported
[12]. Therefore, further investigation about the effects of SOD
on IBD seems warranted, especially elucidating the value of
this therapeutic approach in established colitis.

One of the key aspects in the pathogenesis of IBD that
contributes to perpetuate and amplify the inflammatory damage
is the recruitment of inflammatory cells into the inflamed
intestine. Adhesion of circulating leukocytes to intestinal en-
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dothelium depends on the coordinated expression of adhesion
molecules on endothelial cells, including vascular cell adhe-
sion molecule 1 (VCAM-1), mucosal addressin cell adhesion
molecule 1 (MAdJCAM-1), and intercellular adhesion molecule
1 (ICAM-1), along with their respective integrin counter-re-
ceptors expressed on the surface of circulating leukocytes [13].
The fundamental importance of increased VCAM-1 expression
in IBD in particular is supported by reports demonstrating that
leukocyte recruitment and mucosal damage in experimental
models of colitis are blocked by immunoneutralization of this
adhesion molecule [14, 15]. Direct comparison of the relative
efficacy of ICAM-1, MAdCAM-1, and VCAM-1 immunoneu-
tralization in the treatment of experimental colitis showed that
the latter was the most effective strategy [15]. It has been
shown recently that immunoneutralization of a4 integrins, the
receptors for VCAM-1 and MAdACAM-1, is effective in the
treatment of human Crohn’s disease, as its efficacy is similar to
that of anti-tumor necrosis factor (TNF)-blocking strategies
[16, 17].

ROS induce a quantitative up-regulation of VCAM-1 by de
novo synthesis. Functional analysis of the human VCAM-1
promoter demonstrated that several oxidant-sensitive tran-
scription factors are associated with activation of VCAM-1
gene expression in response to interleukin (IL)-13 and TNF-a
[18, 19]. Furthermore, in vitro studies have shown that expres-
sion of SOD but not catalase by adenovirus suppressed TNF-
a-induced VCAM-1 mRNA accumulation [18].

Based on these observations, the present study was designed
to evaluate whether treatment with SOD exerts protection on
established experimental colitis induced by trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS) and if so, highlight possible mechanisms
through which SOD may confer protection, specifically its
effects on adhesion molecule expression and leukocyte recruit-
ment.

MATERIALS AND METHODS

Induction of colitis

Male Sprague-Dawley rats weighing 300-350 g were obtained from CRIFFA,
S.A. (Santa Perpetua de la Mogoda, Spain). Colitis was induced by intracolonic
administration of 30 mg TNBS (Sigma Quimica, Madrid, Spain) in 0.25 mL
50% (vol/vol) ethanol (Merck, Darmstadt, Germany) [20]. Control rats received
0.25 mL saline. Principles of laboratory animal care (National Institutes of
Health, publication no. 86-23, revised 1985) and the guidelines of procedures
for animal experiments from the Generalitat de Catalunya were followed.

Treatment groups

Groups of colitic animals were treated with different daily subcutaneous (s.c.)
doses of Cu/Zn SOD: 1 mg/kg/day, 4 mg/kg/day, or 13 mg/kg/day or vehicle
(saline). For the current study, a preparation of SOD commercially available
(Ontosein”, Tedec-Meiji Farma Laboratories, Alcald de Henares, Spain) was
used. The doses of SOD used are based on previous evidence showing that
treatment with SOD, 4 mg/kg for 3 days, is effective in reducing leukocyte
recruitment in irradiation-induced, intestinal inflammation [21] and a benefi-
cial effect of treatment with 13 mg/kg SOD in reducing pulmonary inflamma-
tion associated with severe acute pancreatitis [22]. The first injection of SOD
was administered 4 h after the induction of colitis. This time-point was chosen
based on previous data from our group showing that intracolonic TNBS induces
a progressive depletion of reduced glutathione from 0.5 h to 4 h, and this early
depletion may contribute to the initiation of intestinal inflammation in this
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model [23]. Treatment was administered once daily up to the end of the study
at day 7.

Assessment of colonic inflammatory changes

Animals were weighed daily. Animal groups were studied 7 days after induc-
tion of colitis to assess macroscopic, histological, and biochemical colonic
changes; the number of animals studied in each experimental group was as
follows: controls, n = 6; colitis treated with vehicle, n = 6; colitis treated with
SOD, 1 mg/kg/day, n = 6; colitis treated with SOD, 4 mg/kg/day, n = 7; colitis
treated with SOD, 13 mg/kg/day, n = 8. To determine the early effects of SOD,
additional groups of colitic rats treated with vehicle (n=6) or SOD 13 mg/kg/
day (n=6) were studied 24 h after induction of colitis. Anesthesia was induced
by administration of thiobutabarbital (Inactin”, Research Biochemicals Inter-
national, Natick, MA), 100 mg/kg body weight intraperitoneally (i.p.). Samples
of blood were collected by open cardiac puncture under aseptic conditions
using a 1-ml syringe and placed in Eppendorf vials; blood was spun at 1500 g
for 10 min at 4°C; the supernatant serum was then pipetted into autoclaved
Eppendorf vials and frozen at —80°C for later assay of IL-6 levels using a
quantitative, colorimetric commercial kit (R&D Systems, Barcelona, Spain).
Thereafter, the colon was excised, opened by a longitudinal incision, rinsed
with saline, and weighed (8 c¢m distal colon). Macroscopic damage was as-
sessed by a single observer blinded to characteristics or treatment of the
animal being studied, according to a previously established score that takes
into account presence of adhesions (score 0-2), strictures (score 0-3), ulcers
(score 0-3), and wall thickness (score 0—2) [24]. Two colon samples (150-200
mg) were then excised, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C for
later assay of myeloperoxidase (MPO) activity and lipid hydroperoxide (LPO)
concentration. Additional samples were preserved in 10% formalin for histo-
logic studies. For assessment of microscopic damage, formalin-fixed colonic
samples were embedded in paraffin, and sections (5-pum thick) were stained
with hematoxilin-eosin (H&E). The degree of inflammation of the colon was
graded semiquantitatively from 0 to 11 according to previously defined criteria

[25].

MPO assay

MPO activity was measured photometrically by using 3,3".5,5'-tetramethyl-
benzidine as a substrate [26]. Samples were homogenized with 0.5% hexade-
cyltrimethylammonium bromide in 50 mM phosphate buffer, pH 6.0. Homog-
enates were then disrupted for 30 s by using a Labsonic (Braun Biotech,
Melsungen, Germany) sonicator and subsequently snap-frozen in dry ice and
thawed on three consecutive occasions before a final 30-s sonication. Samples
were incubated at 60°C for 2 h and then spun down at 4000 g for 12 min.
Supernatants were collected for MPO assay. Enzyme activity was assessed
photometrically at 630 nm. The assay mixture consisted of 20 mL supernatant,
10 mL tetramethylbenzidine (final concentration, 1.6 mM) dissolved in di-
methyl sulfoxide, and 70 mL H,0, (final concentration, 3.0 mM) diluted in 80
mM phosphate buffer, pH 5.4. An enzyme unit is defined as the amount of
enzyme that produces an increase of 1 absorbance unit per minute.

Measurement of lipid peroxidation

Quantification of lipid peroxidation was performed in colon tissue samples
(150-200 mg) by direct measurement of LPO according to a previously
described technique [27], based on the property of hydroperoxides to readily
react with ferrous ions to produce ferric ions, which are detected using
thiocyanate ions as the chromogen. In brief, after tissue samples were homog-
enized, LPO were extracted into chloroform and stored at —80°C until the time
of the assay. For performing the assay, the commercially available kit from
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) was used following the manufacturer’s
instructions. Results are expressed in nmols LPO/g tissue.

Endothelial VCAM-1 expression

Thirty rats were used to characterize endothelial expression of VCAM-1. Six
control (saline-treated) rats and 24 animals with TNBS colitis treated with
vehicle or SOD, 1 mg/kg, 4 mg/kg, or 13 mg/kg (n=6 per group) were studied.

The monoclonal antibodies (mAb) used were 5F10, a murine immunoglob-
ulin G,, (IgG,,) against rat VCAM-1 [28], and UPC-10, a nonbonding, murine
IgG,,. 5F10 was obtained from Biogen Inc. (Cambridge, MA) and UPC-10,
from Sigma Qufmica.The binding mAb 5F10 directed against VCAM-1 was
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Fig. 1. Effect of treatment with various doses of SOD (1, 4, or 13 mg/kg) or
vehicle on daily changes in body weight loss in colitic animals. #, P < 0.05,
versus SOD, 1 mg/kg; SOD, 4 mg/kg; and vehicle.

labeled with '#°I, whereas the nonbinding mAb UPC-10 was labeled with '
(Amersham Ibérica, Madrid, Spain). Radioiodination of the mAb was per-
formed by using the iodogen method as described previously [29].

Animals were anesthetized with thiobutabarbital (100 mg/kg body weight
i.p.), and the right carotid artery and right jugular vein were cannulated. For
assessment of endothelial VCAM-1 expression, 20 pg '*’I-5F10 was used. In
all cases, 5 wg "*'[-UPC-10 was added to the mixture. Doses of anti-VCAM-1
mAb proved to be saturating in previous assays [14]. The mixture of binding
and nonbinding mAb was administered through the jugular catheter. The
injected activity in each experiment was calculated by counting a 5-pL sample

of the mixture containing the radiolabeled mAb. The accumulated activity of

each mAb in an organ was expressed as nanograms of binding antibody per
gram of tissue. The formula used to calculate VCAM-1 expression was as
follows: endothelial expression = [(cpm '*°I organ-g'-cpm '*’I-injected™")—
(cpm ' organ-g™'-cpm *'I-injected ™)X (cpm '*°I in plasma)/(cpm "'l in
plasma)|-ng-injected mAb. This formula was modified from the original method
[30] to correct the tissue accumulation of nonbinding mAb for the relative
plasma levels of binding and nonbinding mAb [31].

In vivo assessment of leukocyte-endothelial cell
interactions in colonic venules

Leukocyte-endothelial cell interactions in colonic submucosal (s.m.) and lam-
ina propria venules were characterized by using intravital microscopic tech-
niques in additional groups of control animals and in rats with TNBS-induced
colitis treated with vehicle; SOD, 1 mg/kg; SOD, 4 mg/kg; or SOD, 13 mg/kg
(n=5-7 animals per group). These studies were also performed at day 7 after
induction of colitis. Rats were anesthetized with thiobutabarbital (100 mg/kg
body weight i.p.), the right carotid artery was cannulated, and the abdomen was
opened via a midline incision. A segment of the distal colon was chosen for
microscopic examination, gently exteriorized, and covered with a cotton gauze
soaked with bicarbonate buffer. Rats were then placed on an adjustable
microscope stage, and the colon was extended over a nonautofluorescent
coverslip that allowed observation of a 2-cm? segment of tissue. An inverted
microscope (Diaphot 300, Nikon, Tokyo, Japan) with a CF Fluor 40X objective
lens (Nikon) was used. A charge-coupled device (CCD) camera (model XC-77,

Hamamatsu Photonics, Japan) with a C2400 CCD camera control unit and a
(C2400-68 intensifier head mounted on the microscope projected the image
onto a monitor (Trinitron KX-14CP1, Sony, Tokyo, Japan). The images were
recorded using a videocassette recorder (SR-S368E, JVC, Tokyo, Japan).
Leukocytes were in vivo-labeled by s.c. injection of rhodamine 6G (Molecular
Probes, Leiden, The Netherlands). The route of administration was changed
relative to previous methodology [14] after observing that the s.c. route
produces a more even and sustained leukocyte fluorescence. Rhodamine
6G-associated fluorescence was visualized by epi-illumination at 510-560 nm,
using a 590-nm emission filter. Single unbranched, s.m. and lamina propria
venules ranging between 15 and 25 pm in diameter (D) were studied. The flux
of rolling leukocytes, number of rolling leukocytes, and number of adherent
leukocytes in 100 wm venule were determined off-line after playback of
videotapes, as described previously [14]. Venular blood flow (Vbf) was esti-
mated from the mean of the velocity of three free-flowing leukocytes (ffv), using
the empirical relationship of Vbf = ffv/1.6 [32]. Venular wall shear rate (y) was
calculated, assuming cylindrical geometry, using the Newtonian definition,
v = 8 (Vb{/D) [33]. In each animal, three to six venules were examined, and
values for number of rolling and adherent leukocytes, leukocyte rolling veloc-
ity, and venular wall shear rate were calculated as the mean of each parameter
in all venules examined.

Statistical methods

Data were analyzed using analysis of variance with Bonferroni (post-hoc) test
or the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test when appro-
priate. Values are expressed as mean = SE. Statistical significance was set at

P < 0.05.

RESULTS

Effects of treatment with SOD on TNBS-induced
colitis

Treatment with SOD at the dose 13 mg/kg per day significantly
attenuated the decrease in body weight from 3 days after
initiation of treatment up to the end of the study relative to
animals receiving vehicle or treatment with 1 or 4 mg/kg/day
SOD. In addition, animals treated with SOD, 13/mg/kg/day,
rapidly regained weight, whereas in those receiving vehicle or
SOD at lower doses, the decrease in body weight persisted for
the 7 days of the study (Fig. 1).

Treatment with SOD, 13 mg/kg, also resulted in a significant
reduction of the macroscopic damage score at day 7 compared
with animals receiving vehicle or SOD at doses of 1 or 4
mg/kg/day (Table 1). Concurrent with these findings, colon
weight was also significantly reduced in colitic animals treated
with the highest dose of SOD (Table 1). Histological damage
score was also significantly reduced by treatment with 13
mg/kg/day of SOD (Table 1). In particular, animals treated with
13 mg/mg SOD had a marked reduction of the inflammatory
infiltrate that was mostly limited to the mucosa, without sur-
passing the lamina propria, and extensive areas of ulcerations

TABLE 1. Effects of SOD Treatment on Clinical, Pathologic, and Biochemical Markers of Colitis Severity
Control n = 6 Vehicle n = 6 SOD, 1 mg/kgn = 6 SOD, 4 mg/kgn = 7 SOD, 13 mg/kgn = 8
Macroscopic score 0.0 £ 0.0 7.3 £0.8*% 7.7 £0.6* 7.5+ 0.8*% 4.1 = 0.7%7
Histologic score 0.0 = 0.0 8.6 * 0.5% 7.3+ 0.3% 8.3 £ 0.7* 5.6 + 0.6%"
Distal colon weight (g) 0.6 £0.1 4.3 = 0.4%* 4.8 = 0.6* 4.1 £ 0.7* 2.1 +0.37
IL-6 (pg/ml) 51.9 = 27.2 210.8 = 64.5* 204.8 = 20.1* 94.2 * 14.6" 108.6 = 14.47

* P < 0.05 versus control; T P < 0.05 versus vehicle.

Segui et al. SOD treatment in experimental colitis 539



Fig. 2. Representative histologic lesions of colitic rats treated with vehicle (A) or SOD, 13 mg/kg/day (B), for 7 days. An intense, inflammatory infiltrate in the
mucosa and s.m. with extensive areas of ulceration was seen uniformely in vehicle-treated, colitic rats. By contrast, SOD-treated rats and a marked reduction of

the inflammatory infiltrate, mostly limited to the lamina propria, and minimal ulceration. A distortion of crypt architecture is still evident in the latter group. H&E,

100X.

characteristic of the vehicle-treated animals were not observed
in the SOD-treated group (Fig. 2). Neutrophil infiltration into
the inflamed intestine, measured as MPO activity, was signif-
icantly reduced by treatment with SOD. Of note, treatments
with 4 and 13 mg/kg/day SOD were followed by significant
reductions of MPO activity (Fig. 3).

To rule-out the possibility that treatment with SOD, started
at 4 h after induction of colitis, was exerting its beneficial effect
by preventing the inducing action of TNBS, additional groups
of animals were studied at 24 h. At this time-point, in which no
differences in body weight were detected as shown in Figure 1,
animals treated with vehicle or with SOD, 13 mg/kg/day, had a
similar macroscopic colitis score (4.3+0.3 vs. 4.020.0), his-
tological colitis score (7.3%+0.3 vs. 6.8%0.6), and distal colon
weight (2.120.2 g vs. 2.4%0.3 g).

Development of TNBS-induced colitis was associated with a
significant increase of IL-6 levels in plasma. As shown in Table
1, treatment with SOD at doses of 4 and 13 mg/kg/day signif-
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Fig. 3. Effect of treatment with vehicle or different doses of SOD (1, 4, or 13
mg/kg) on colonic MPO activity in animals studied 7 days after induction of
colitis. +, P < 0.05, versus control animals; *, P < 0.05, versus vehicle-

treated, colitic animals.
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icantly reduced the increase in IL-6 concentrations in plasma
relative to colitic animals receiving vehicle or 1 mg/kg/day

SOD.

Effects of treatment with SOD on colonic lipid
oxidation

Levels of LPO in colonic tissue from different experimental
groups are shown in Figure 4. In comparison with control
animals, development of colitis was associated with a signifi-
cant increase in LPO in colonic tissue (0.5*0.4 nmol/g vs.
9.2+2.8 nmol/g, P<<0.05). Treatment with SOD, 1 mg/kg/day,
for 1 week, which did not alter the severity of colitis, did not
induce any significant changes in the levels of LPO in colon
(8.1=1.4 nmol/g) when compared with vehicle-treated ani-
mals. The levels of LPO were significantly lower in colitic
animals treated with 4 mg/kg (3.4%=1.6 nmol/g) or 13 mg/kg
(2.7%£1.6 nmol/g) of SOD; these levels were not significantly
different from the noncolitic group.

14 -
124

10

nmol LPO/g tissue

Control Vehicle SOD1 SOD4 SOD 13

Fig. 4. Effects of treatment with vehicle or different doses of SOD (1, 4, or 13
mg/kg) on concentration of lipid peroxides in colitic animals studied 7 days
after induction of colitis. +, P < 0.05, versus controls; *, P < 0.05, versus
vehicle-treated, colitic animals.
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Fig. 5. Expression of endothelial VCAM-1 in (A) colon, (B) cecum relative to tissue weight in animals studied 7 days after induction of colitis. Effects of treatment
with SOD. +, P < 0.05, versus controls; *, P < 0.05, versus vehicle-treated, colitic animals. Ab, Antibody.

Effects of treatment with SOD on VCAM-1
expression

In control animals, expression of VCAM-1 in colonic endothe-
lium was very low. Appearance of colitis was associated with a
marked up-regulation of VCAM-1 expression. This increment
was dose-dependently attenuated by treatment with SOD, the
dose of 1 mg/kg/day had no effect, a moderate but nonsignif-
icant reduction in response to treatment with 4 mg/kg/day, and
a significant reduction following treatment with the highest
dose (Fig. 5A). The pattern of VCAM-1 expression in the more
proximal colon (cecum) followed a similar pattern (Fig. 5B).

Leukocyte-endothelial cell interactions in colonic
venules

Colitic rats showed a pronounced increase in leukocyte-endo-
thelial cell interactions compared with control animals. There
was a 12-fold increase in the flux of rolling leukocytes 7 days
after induction of colitis. Treatment with SOD, 13 mg/kg/day,
significantly reduced the flux of rolling leukocytes in colonic
venules (Fig. 6A). Similar findings were found when the

707
607
507
407
307
207
107

Cells/min
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Control

number of rolling leukocytes (rolling cells/100 wm venule) was
analyzed (Fig. 6B).

Very few adherent leukocytes were present in venules of
control rats. A 16-fold increase in leukocyte adhesion was
observed 7 days after induction of colitis in vehicle-treated
rats. Treatment with SOD at the doses of 4 mg/kg/day and 13
mg/kg/day for 7 days resulted in a significant reduction in the
number of adherent leukocytes, whereas the lower dose, 1
mg/kg/day, of SOD did not significantly modify the number of
adherent leukocytes in colonic postcapillary venules (Fig. 7).

No differences in venular shear rate were observed between
groups of control and colitic rats treated with SOD or vehicle
(data not shown). Treatment with SOD did not result in changes
in the number of peripheral blood circulating leukocytes (data
not shown).

DISCUSSION

Cu/Zn SOD is an enzyme widely distributed in the cytoplasm
of all mammalian cells and has been shown to exert anti-

Cells/100pm

0-
Control Vehicle SOD1 SOD4 SOD 13

Fig. 6. Effects of treatment with vehicle or different doses of SOD on flux of rolling leukocytes (A) and number of rolling leukocytes (B) in colonic venules in

animals studied 7 days after induction of colitis. +, P < 0.05, versus controls;

* P < 0.05, versus vehicle-treated, colitic animals.
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Fig. 7. Effects of treatment with vehicle or different doses of SOD on firm
leukocyte adhesion in colonic venules in animals studied 7 days after induc-
tion of colitis. +, P < 0.05, versus controls; *, P < 0.05, versus vehicle-

treated, colitic animals.

inflammatory effects in a variety of experimental models [9, 22,
34]. Human studies have reported decreased intestinal tissue
levels of Cu/Zn SOD in patients with IBD [35], and pilot
studies, including a very limited number of patients with
ulcerative colitis or Crohn’s disease, have reported a clinical
response to treatment with Cu/Zn SOD [36], although this
treatment is not currently used in the clinical setting. [37]
The current study demonstrates that treatment with Cu/Zn
SOD effectively ameliorates TNBS-induced colitis in a dose-
dependent manner. The beneficial effects of treatment with
SOD, 13 mg/kg/day, are of similar magnitude to those previ-
ously reported by our group for dexamethasone in the same
model of experimental colitis [38]. In keeping with the current
observations, a previous study documented a significant reduc-
tion in macroscopic and microscopic scores in TNBS-induced
colitis after 7 days of treatment with SOD [39]. However, in this
study, the authors noted a significant amelioration in the
treated group as early as 24 h after the induction of colitis,
which may be related to the initiation of SOD treatment before
colitis induction. In the current study, we chose to start treat-
ment after colitis was established based on two main reasons:
One is the superior clinical relevance of this strategy, as in the
clinical setting, we treat patients with active disease, and a
significant proportion of treatments that are useful when used
prophylactically proves to be ineffective in established colitis.
The second important reason to start treatment after induction
of colitis by TNBS is that administering an antioxidant before
TNBS might interfere with the process of colitis induction by
this agent. Evidence has indicated that some of the inflamma-
tion produced by intrarectal administration of TNBS may be
mediated by a burst of ROS produced from its metabolism
within the mucosal interstitium [40]. Previous studies charac-
terizing these effects over time indicate that most of the toxic
effects of TBNS occur within 30 min of administration of this
substance, and in a previous study, we observed that there is no
further depletion of antioxidant systems in the colon after 4 h
of TNBS administration [23]. The group of animals studied
24 h after induction of colitis treated with the highest dose of

542 Journal of Leukocyte Biology Volume 76, September 2004

SOD had inflammatory lesions of similar severity to those of
colitic animals treated with vehicle, which excludes a direct
effect of SOD hampering the development of colitis in our
experimental setting.

Measurements of lipid peroxidation confirm previous evi-
dence, indicating that development of colitis is associated with
a significant burst in ROS, and we show that treatment with
SOD dose-dependently inhibits peroxidation of lipids in the
inflamed intestine. There is an apparent discrepancy between
the relatively mild, beneficial effect of treatment with 4 mg/kg/
day SOD on parameters of colitis severity and the robust effect
of this treatment on lipid peroxidation, decreasing lipid perox-
ides in the inflamed intestine to levels similar to those observed
after treatment with 13 mg/kg/day SOD and not different from
controls. This may be related to the fact that peroxidation of
lipids is only one of the effects of ROS, and a dose of SOD that
significantly affects this process may have weaker effects on
other factors more sensitive to oxidative stress such as activa-
tion of adhesion molecule expression and the process of leu-
kocyte recruitment.

Recruitment of leukocytes from the circulation to the ex-
travascular space is a critical event in inflammation. Two key
factors regulating these complex processes are oxidant stress
and specific adhesion molecules. It has previously been shown
that modulation of oxidant stress in conditions such as isch-
emia-reperfusion or irradiation markedly reduces leukocyte
trafficking into the affected organ [21, 41]. Our results now
extend these observations to the field of IBD. Leukocyte-
endothelial cell interactions were attenuated in response to
treatment with 4 mg/kg SOD, with a significant reduction of the
number of rolling leukocytes and a 30% reduction in the
number of firmly adherent leukocytes, although the latter
change did not reach statistical significance. This dose of SOD
also induced a significant reduction (50%) in MPO activity,
which has been shown by others to be proportional to the
number of neutrophils in the inflamed tissue [42]. Therefore,
recruitment of neutrophils seems to be particularly influenced
by antioxidants. This contention is supported by a recent work
showing that overexpression of Cu/Zn SOD in transgenic mice
significantly reduced MPO activity in the colon without affect-
ing the clinical or histological severity of colitis [12]. The
highest dose of SOD tested in the current study (13 mg/kg/day)
produced a significant reduction in leukocyte rolling and firm
adhesion, and this was associated with a marked amelioration
of all parameters of colitis severity.

The initial rolling interactions are mediated by the selectins,
whereas firm adhesion and diapedesis are mediated by the
interaction of integrins on the surface of leukocytes with endo-
thelial adhesion molecules or the Ig superfamily. In a recent
and elegant study, Cuzzocrea et al. [10] demonstrated that
treatment with a low molecular weight SOD mimetic signifi-
cantly reduced expression of P-selectin and ICAM-1 in colonic
tissue. Our observation of reduced leukocyte rolling interac-
tions in colonic postcapillary venules of colitic rats in response
to treatment with SOD is in line with the notion that this
treatment may affect expression of selectins. Nevertheless, the
reduced rolling interaction between leukocytes and endothelial
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cells in response to treatment with SOD probably is not a key
factor in affording a clinical benefit in this model of colitis. We
have previously demonstrated that TNBS-induced colitis
blockade of E-, P-, or L-selectin, in spite of resulting in
significant reductions in rolling interactions in colonic venules,
does not alter the course of the disease [38].

Therefore, to further explore the mechanistic basis for the
effects of SOD on intestinal inflammation, we concentrated on
endothelial cell adhesion molecules involved in firm adhesion.
Among these, VCAM-1 seems to play a crucial role, as immu-
noblockade of this adhesion molecule has the highest impact
on leukocyte adhesion in TNBS-induced colitis [14] and is
more potent than [CAM-1 or MAdCAM-1 immunoblockade in
reducing inflammatory lesions in experimental colitis [15].
Previous in vitro studies using antioxidants support the idea
that ROS are obligate intermediates in endothelial cell adhe-
sion molecule induction, and these treatments also signifi-
cantly block leukocyte infiltration into tissues, which depend
on the expression of these molecules [43, 44]. Two recent in
vivo studies using SOD gene transfer demonstrate that SOD
overexpression results in a reduced VCAM-1 up-regulation in
response to irradiation [34] or hypertension [45] by decreasing
superoxide levels. Paralleling these observations, in the cur-
rent study, we demonstrate that treatment with the highest dose
of SOD markedly attenuated VCAM-1 expression in the colon
of colitic rats, and this was followed by a significant reduction
in the number of firmly adherent leukocytes and amelioration
of colitis. The potential effect of SOD treatment preventing
ICAM-1 up-regulation in TNBS colitis, demonstrated by Cuz-
zocrea et al. [10], may also contribute to limit leukocyte re-
cruitment, as immunoneutralization of this adhesion molecule
also reduces firm leukocyte adhesion in colonic venules, al-
though to a lesser extent than VCAM-1 immunoneutralization
[14]. Taken together, these observations indicate that modula-
tion of the expression of endothelial adhesion molecules of the
Ig superfamily is important in regulating vascular inflammatory
processes in response to treatment with antioxidants such
as SOD.

Reduction in oxidant stress in the course of intestinal in-
flammation may have effects, which contribute to the beneficial
action observed in the TNBS model of colitis, on many com-
ponents of the inflammatory cascade, in addition to adhesion
molecule expression. In that regard, a decreased production of
the highly cytotoxic oxidant peroxynitrite, which results from
the interaction between nitric oxide and superoxide in the
inflamed colon [46], may be one of the factors contributing to
the beneficial effects of SOD in intestinal inflammation.

In conclusion, the protective effects of SOD demonstrated in
this study shed new light on our understanding of the role of
oxidative stress, adhesion molecule expression, and leukocyte
recruitment in the pathogenesis of colonic inflammation. Our
data suggest that SOD treatment decreases ROS generation and
oxidative stress and thus, inhibits endothelial activation and
indicate that modulation of factors that govern adhesion mol-
ecule expression and leukocyte-endothelial interactions, such
as antioxidants, may be important, new tools for the treatment

of IBD.
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Down-regulation of Endothelial Adhesion Molecules
and Leukocyte Adhesion by Treatment with
Superoxide Dismutase Is Beneficial in Chronic
Immune Experimental Colitis
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Abstract: Modulation of adhesion molecule expression that govern
trafficking of leukocytes into the inflamed intestine is envisioned as
a new strategy for treatment of inflammatory bowel disease (IBD).
This study was designed to determine the impact of reducing
oxidative stress on adhesion molecules expression and leukocyte
recruitment in experimental chronic colitis. For that purpose, colitic
interleukin-10 knockout and wild-type mice were studied. Groups of
animals were treated with Cu/Zn superoxide dismutase (SODI1)
13 mg/kg/d or vehicle for either 7 or 14 days. Expression of vascular
cell adhesion molecule-1 and mucosal addressin cell adhesion
molecule-1 were determined; leukocyte-endothelial cell interactions
in colonic venules were studied with intravital microscopy; and
changes in colon pathology and biomarkers of colitis severity were
determined. Development of colitis was associated with a marked
increase in endothelial vascular cell adhesion molecule-1 and
mucosal addressin cell adhesion molecule-1 expression, which were
significantly reduced by treatment with SOD1. The increase in
leukocyte rolling and adhesion in colonic venules of colitic mice were
significantly reduced by administration of SODI1. This treatment
markedly reduced colonic lipid hydroperoxidation, myeoloperox-
idase activity, and plasma levels of serum amyloid A protein and
resulted in significant, although modest, reductions in histologic
damage score. The therapeutic value of SOD1 when administered
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prophylactically was assessed in the dextran sulfate sodium model of
colitis with similar positive results. These results indicate that SOD1
affords significant amelioration of colonic inflammatory changes in
experimental colitis. Down-regulation of adhesion molecule expres-
sion, reduction of lipid hydroperoxidation, and recruitment of leuko-
cytes into the inflamed intestine contribute to this beneficial effect.

Key Words: inflammatory bowel diseases, mucosal addressin cell
adhesion molecule-1, oxidative stress, superoxide dismutase,
vascular cell adhesion molecule-1

(Inflamm Bowel Dis 2005;11:872—882)

he immune responses that mediate local inflammation in

inflammatory bowel disease (IBD) are not fully charac-
terized. Nevertheless, there is little doubt that many cardinal
signs of this inflammation are caused by the rapid and
prolonged infiltration of leukocytes together with the release of
inflammatory mediators such as proteases, cytokines, arach-
idonic acid metabolites, and reactive oxygen species (ROS).
Thus, central to the pathology of IBD is the role of molecules
that regulate the recruitment of leukocytes such as cell
adhesion molecules (CAMs).! Both leukocyte and endothe-
lial CAMs participate in transmigration of leukocytes from
the vascular compartment to tissue sites of inflammation or
immune reactions. This is a multistep process involving roll-
ing, activation, firm adhesion, and subsequent migration of
leukocytes across the vascular endothelium.

Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), and
mucosal addressin cell adhesion molecule 1 (MAdCAM-1) are
endothelial CAMs of the immunoglobulin superfamily with
a critical role in mediating the firm adhesion of leukocytes to
endothelial cells in a variety of acute and chronic inflammatory
diseases.? Up-regulation of these CAMs has been shown in
clinical and experimental IBD, and the functional relevance
of this increased expression has been documented by
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experimental studies using blocking antibodies against
VCAM-1 or MAdCAM-1 showing a robust beneficial effect
on the course of colitis.*> Although the effectiveness of this
strategies has not been directly assessed in human IBD,
immunoneutralization of the corresponding leukocyte counter
receptors, members of the a4 family of integrins, has proved
highly effective in the treatment of ulcerative colitis (UC)>’
and Crohn’s disease (CD).%’

ROS have an important role in the regulation of several
genes involved in immune and inflammatory responses.
Functional analysis of the human VCAM-1 promoter showed
that several oxidant-sensitive transcription factors are associ-
ated with activation of VCAM-1 gene expression in response to
interleukin (IL)-18 and tumor necrosis factor (TNF)-a.'%!!
Furthermore, in vitro studies have shown that expression of
superoxide dismutase (SOD), but not catalase, by adenovirus,
suppressed TNF-a—induced VCAM-1 mRNA accumulation. '
Relatively little is known about the modulation and expression
of MAdCAM-1 in mucosal tissue in vivo. In vitro studies
using endothelial venular cells have shown that up-regulation
of this adhesion molecule in response to stimulation by
TNF-a is oxidant dependent, because treatment with various
antioxidants prevents cytokine-induced up-regulation of
MAdCAM-1.">"

In a previous study, we showed that in the trinitroben-
zene sulfonic acid (TNBS) model of colitis, treatment with
Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) down-regulates VCAM-1
expression and leukocyte recruitment in a dose-dependent
manner, resulting in clinical and histologic amelioration of
colitis.'* However, free radical production is a key mechanism
for the appearance of colonic inflammation in the TNBS
model."> Although in the aforementioned study we treated
animals with established colitis, testing the efficacy of this
therapeutic strategy on an immune model of colitis seems
appropriate. Furthermore, because no experimental model of
IBD reproduces completely the alterations in human disease,
consistent findings in different models of IBD increase the
likelihood that a particular therapeutic strategy is effective in
human IBD. Therefore, the aim of this study was to char-
acterize the effects of SODI in a well characterized immune
chronic model of spontaneous colitis such as IL-10—deficient
mice (IL-107/7).'

In this study, we investigated whether treatment with
SOD1 affects expression of CAMs, leukocyte recruitment,
lipid hydroperoxidation (LPO) levels in colonic tissue, and
biomarkers of disease severity in colitic IL-10~~ and wild-
type (WT) mice. Using the dual radiolabeled monoclonal
antibody (MADb) technique, an accurate method to quantify
expression of adhesion molecules in vivo,'”?° we have eval-
uated the changes of MAdCAM-1 and VCAM-1 associated
with development of colitis and how these are affected by
treatment with SOD1. To assess the functional significance of
changes in CAM expression, we have used intravital video-
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microscopy to measure leukocyte—endothelial cell interac-
tions in colonic venules and determined the therapeutic ef-
ficacy of SOD1 in chronic immune colitis in terms of clinical,
biochemical, and pathologic alterations. Finally, we assessed
whether SOD1 has also the ability to prevent the devel-
opment of colonic inflammation when administered pro-
phylactically in the dextran sulfate sodium (DSS) model of
colitis.

MATERIALS AND METHODS

Animals

IL-107~ mice on a CS57BL/10 background were
obtained from Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). After
breeding and weaning in specific pathogen-free conditions,
IL-10~"~ mice were grown in conventional housing condi-
tions. Animals were used at 16 weeks of age to test the efficacy
of antioxidant therapeutic strategy in established colitis.
WT C57BL/10 mice were used as controls at 16 weeks of
age and were obtained also from Jackson Laboratory.

To determine the preventive effect of SOD1 on the
development of colitis, C57BL/6] mice were used. The an-
imals were obtained from CRIFFA S.A. (Santa Perpétua de
Mogoda, Spain) and maintained on conventional housing con-
ditions. Animals were used at 12 weeks of age. Experimental
colitis was induced in mice by giving 3% (wt/vol) DSS (mol wt,
40 kd; INC Biomedicals, Aurora, Ohio) in drinking water
ad libitum for 6 days. The volume of drinking water was
monitored in control and colitic mice in all treatment groups.
C57BL/6J animals that received drinking water without DSS
were used as controls. Principles of laboratory animal care and
use (NIH publication 86-23) and the guidelines of procedures
for animal experiments from the Generalitat de Catalunya were
followed.

Treatment Groups

Groups of IL-10~"~ mice with established colitis were
treated daily with subcutaneous doses of SOD1 (13 mg/kg/d)
for a period of 7 or 14 days or vehicle (saline) for a period of
14 days. Additional groups of WT vehicle-treated mice were
also studied. To determine the preventive effect of SODI
groups of C57BL/6J mice with DSS-induced colitis were
treated daily with a subcutaneous dose of SOD1 (13 mg/kg/d)
or vehicle starting treatment 24 hours before the administra-
tion of DSS in drinking water. Additional groups of C57BL/6J
control vehicle-treated mice were also studied.

For this study, a preparation of SOD1 commercially
available (Ontosein) from Tedec-Meiji Farma Laboratories
(Alcala de Henares, Spain) was used. The dose of SODI is
based on previous data showing that treatment with SOD1
produces a beneficial effect in reducing pulmonary inflam-
mation associated with severe acute pancreatitis’' and
ameliorates TNBS-induced colitis in rats.'
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Assessment of Colonic Inflammatory Changes
Colitis in IL-10"'~ mice

Animal groups were studied after 7 or 14 days of
treatment (6—7 mice/group) to assess histologic and bio-
chemical colonic changes. At the time of the study, animals
were anesthetized by subcutaneous injection of 0.2 mL of a
combination 50% (vol/vol) of ketamine HCI (Ketolar; Parke-
Davis, Morris Klein, N.J.) and xylacine (Sigma Chemical,
St. Louis, Mo.). Samples of blood were collected by open
cardiac puncture under aseptic conditions using a 1-mL sy-
ringe and placed in Eppendorf vials; blood was spun at 1500g
for 10 minutes at 4°C, and the supernatant serum was pipetted
into autoclaved Eppendorf vials and frozen at —80°C for later
assay of SAA protein using a quantitative colorimetric
commercial kit (Biosource International, Nivelles, Belgium).
Thereafter, the colon was removed, opened by longitudinal
incision, rinsed with saline, weighed, and its length measured.
The colon was longitudinally cut into 2 strips, 1 of the strips
was snap frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C for
later assay of myeloperoxidase (MPO) activity and LPO
concentration. The other strip was fixed in 10% formalin for
histologic studies of microscopic damage, for which fixed
colonic samples were embedded in paraffin, and sections
(5 pm thick) were stained with hematoxylin and eosin. The
degree of inflammation of the colon was graded using a
previously described histologic score that takes into account
the presence of inflammatory cells and goblet cells, mucosal
thickening, cell infiltration in the submucosa, destruction of
architecture, presence of ulcers, and crypt abscess.*

DSS-induced colitis

Basic maneuvers for animal and samples handling were
identical to those described for IL-10"'~ animals. Clinical
parameters, including body weight, stool consistency (score: 0,
normal stools; 1, soft stools; and 2, liquid stools), and rectal
bleeding (score: 0, negative fecal occult blood test, HemoFEC;
Boehringer Mannheim, Barcelona, Spain; 1, positive fecal
occult blood test; 2, visible rectal bleeding) were determined.
The disease activity index (DAI) was determined as a
combination of the above parameters according to a scoring
criteria previously described.” In this model, the severity of
histologic damage was determined using a previously estab-
lished score that takes into account the percentage of mucosal
injury, extension of total colon length, and lesion depth.**

Measurement of Lipid Hydroperoxidation
Quantification of LPO was performed in colon tissue
samples (100-150 mg) by direct measurement of LPO
concentration according to a previously described technique,®®
based on the property of hydroperoxides to readily react with
ferrous ions to produce ferric ions, which are detected using
thiocyanate ions as the chromogen. In brief, after tissue
samples were homogenized in 1000 L of high-performance
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liquid chromatography (HPLC)-grade water, 600 wL of the
homogenate was used for measurement of LPO concentration;
the rest of this homogenate was snap frozen to be used in
a later MPO assay. LPO were extracted into chloroform and
stored at —80°C until the time of the assay. For performing the
assay, the commercially available kit from Cayman Chemical
(Ann Arbor, Mich.) was used following the manufacturer’s
instructions. Results are expressed in nanomoles lipid
hydroperoxide per gram tissue.

Myeloperoxidase Assay

MPO activity was measured photometrically by employ-
ing 3,3',5,5 -tetramethylbenzidine as a substrate.>® Samples
of 400 pL of HPLC-grade water colon homogenate were
disrupted for 30 seconds using a Labsonic sonicator (B. Braun,
Melsongen, Germany) and subsequently snap-frozen in dry ice
and thawed on 3 consecutive occasions before a final 30-second
sonication. Samples were incubated at 60°C for 2 hours and
spun down at 4000g for 12 minutes. Supernatants were col-
lected for MPO assay. Enzyme activity was assessed photo-
metrically at 630 nm. The assay mixture consisted of 20 mL
of supernatant, 10 mL of tetramethylbenzidine (final concen-
tration, 1.6 mmol/L) dissolved in dimethyl sulfoxide, and 70 mL
of H,0, (final concentration, 3.0 mmol/L) diluted in 80 mmol/L.
phosphate buffer, pH 5.4. An enzyme unit is defined as the
amount of enzyme that produces an increase of 1 absorbance
unit per minute.

Endothelial MAdACAM-1 and
VCAM-1 Expression

Thirty-six mice were used to characterize expression of
CAMs. Twelve WT mice and 24 IL-10~'" mice treated with
either saline or SOD1 for 14 days (n = 12/group) were studied
to assesses CAMs expression. The MADb’s used were 429 BD
(Pharmingen, Heidelberg, Germany), an IgG,, against mouse
VCAM-1, and MECA-367 (Pharminger, San Diego, Calif.),
an IgG,, against mouse MAdCAM-1, and UPC-10 (Sigma
Quimica, Madrid, Spain), a nonbinding murine 1gG,,. The
binding MAbs 429, MECA-367 were labeled with '*°1
(Amersham Ibérica, Madrid, Spain), whereas the nonbinding
MAb UPC-10 was labeled with '*'I (Amersham Ibérica).
Radioiodination of the MAbs was performed by using the
ionogen method as described previously.?” Animals were
anesthetized with ketamine HCI and xylacine as described
above, and the right carotid artery and right jugular vein were
cannulated. For assessment of endothelial VCAM-1 expres-
sion, 30 wg '*°1-429 was used; for assessment of endothelial
MAdCAM-1 expression, 10 pg '*°I-367 was used. In all cases,
3 pg P'I-UPC-10 was added to the mixture. Doses of anti-
VCAM-1 and anti-MAdCAM-1 MAD’ proved to be satu-
rating in previous studies.'®?** The mixture of binding and
nonbinding MAb’s was administered through the jugular
catheter. The injected activity in each experiment was
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calculated by counting a 5-pL sample of the mixture
containing the radiolabeled MAb’s. The accumulated activity
of each MAD in an organ was expressed as ng of antibody per
gram of tissue. The formula used to calculate CAM expression
was as follows: endothelial expression = [(cpm '*I Organ
(g ")- cpm '*I Injected™!) — (cpm "*'I Organ (g~ ') cpm 3'I
Injected ") X (cpm '#I in Plasma)/(cpm "*'I in Plasma)] ng
injected MAD. This formula was modified from the original
method'® to correct the tissue accumulation of nonbinding
MAD for the relative plasma levels of both binding and
nonbinding MAb’s.*

In Vivo Assessment of Leukocyte-Endothelial
Cell Interactions in Colonic Venules
Leukocyte—endothelial cell interactions in colonic sub-
mucosal and lamina propria venules were characterized using
intravital microscopy techniques in the colitis models and
treatment groups described above. For each model, each group
was comprised of 5 to 7 animals. For intravital microscopy,
experiments mice were anesthetized by subcutaneous injection
of a combination of ketamine HCI and xylacine as described
above, the right carotid artery was cannulated, and the
abdomen was opened through a midline incision. A segment
of the distal colon was chosen for microscopic examination,
gently exteriorized, and covered with a cotton gauze soaked
with bicarbonate buffer. Mice were placed on an adjustable
microscope stage, and the colon was extended over a non-
autofluorescent coverslip that allowed observation of a segment
of tissue. An inverted microscope (Diaphot 300; Nikon,
Tokyo, Japan) with a CF Fluor X40 objective lens (Nikon) was
used. A charge-coupled device (CCD) camera (model XC-77;
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) with a C2400
CCD camera control unit and a C2400-68 intensifier head,
mounted on the microscope, projected the image onto
a monitor (Trinitron KX-14CP1; Sony, Tokyo, Japan). The
images were recorded using a videocassette recorder (SR-
S368E; JVC, Tokyo, Japan). Leukocytes were in vivo labeled
by subcutaneous injection of rhodamine 6G (Molecular
Probes, Leiden, The Netherlands). Rhodamine 6G—associated
fluorescence was visualized by epi-illumination at 510-560 nm,
using a 590-nm emission filter. Single unbranched submucosal
and lamina propria venules ranging between 20 and 35 pm in
diameter (D) were studied. The flux of rolling leukocytes,
leukocyte rolling velocity, and number of adherent leukocytes
in 100 pm of venule were determined off-line after playback
of videotapes, as described previously.*® Venular blood flow
(Vbf) was estimated from the mean of the velocity of 3 free-
flowing leukocytes (ffv), using the empirical relationship of
Vbf = ffv/1.6.>' Venular wall shear rate (y) was calculated,
assuming cylindrical geometry, using the Newtonian definition
v = 8 (Vb{/D).*? In each animal, 4 to 6 venules were examined,
and values for number of rolling and adherent leukocytes,
leukocyte rolling velocity, and venular wall shear rate were
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calculated as the mean of each parameter in all venules
examined in each animal.

Statistical Methods

Data were analyzed using analysis of variance with
Bonferroni (post hoc) test or the Kruskal-Wallis test with
Dunn multiple comparison test when appropriate. Values are
expressed as mean * SE. Statistical significance was set at
P < 0.05.

RESULTS

Effects of Treatment with SOD on MAdCAM-1
and VCAM-1 Expression

In WT animals, expression of MAdCAM-1 in colonic
endothelium was low. MAdCAM-1 expression was 5-fold
increased in colitic animals compared with WT mice, and this
increment was significantly attenuated by treatment with
SOD1 for 14 days (Fig. 1A). Endothelial MAdCAM-1
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FIGURE 1. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
on expression of endothelial MAACAM-1 (A) and VCAM-1 (B)
in colon, expressed as specific antibody accumulation per gram
tissue weight. *, P < 0.05 versus WT animals; #, P < 0.05 versus
IL-107/~ vehicle-treated animals.
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expression in organs other than the colon is summarized in
Table 1; this expression was significantly increased compared
with WT animals throughout digestive tract, and treatment
with SOD1 significantly reduced MAdCAM-1 expression in
all segments of the gut. An interesting observation is that
SODI1 treatment reduced MAdCAM-1 expression to levels
below those of control animals in some of these organs (Table
1). Particularly in the liver, MAdCAM-1 expression was
abrogated by treatment with SOD1.

In WT animals, expression of VCAM-1 in colonic
endothelium was very low, VCAM-1 expression increased
5-fold in colitic animals compared with WT mice, and this
increment was significantly attenuated by treatment with
SOD1 for 14 days (Fig. 1B). The pattern of VCAM-1
expression in organs other than the colon is summarized in
Table 2; this expression was significantly increased compared
with WT animals in liver, mesentery, and ileum. Treatment
with SOD1 significantly down-regulated VCAM-1 expression
in IL-107"~ colitic mice in most of these organs (Table 2).

Leukocyte-Endothelial Cell Interactions in
Colonic Venules

Colitic mice showed a pronounced increase in leukocyte—
endothelial cell interactions compared with control animals.
The flux of rolling leukocytes (cells rolling per minute in
a fixed point) was 5-fold increased in IL-10~'~ colitic mice
compared with WT mice. Treatment with SODI1 for 7 days did
not modify the flux of rolling leukocytes, but when this
treatment was prolonged for 14 days, a significantly reduction
in the flux of rolling leukocytes in colonic venules was
observed (Fig. 2A). The number of rolling leukocytes (rolling
cells/100 wm venule; Fig. 2B) was 9-fold increased in IL-10~"~
colitic mice compared with WT mice. Treatment with SOD1
resulted in significant reductions of these interactions at both

time-points studied, i.e., 7 and 14 days after initiation of
treatment.

Very few adherent leukocytes were present in venules
of WT mice. A 7-fold increase in the number of adherent
leukocytes was observed in IL-10~'" colitic animals. Treat-
ment with SODI1 for a period of 14 days resulted in a signif-
icant reduction in the number of adherent leukocytes, whereas
in the group of animals treated only for 7 days, leukocyte
adhesion in colonic postcapillary venules was not significantly
modified (Fig. 3).

Shear rate, a measure of dispersal forces in the
microvasculature that tend to oppose leukocyte adhesion, were
marginally but significantly increased in IL-10~"~ colitic mice
(447.2 + 28.3 s~ ') compared with WT healthy mice (354.4 *
23.5 57 "), probably reflecting an increase in blood flow in the
venules of colitic animals. Treatment with SOD1 partially
reversed this changes, because shear rate values for the groups
of animals treated with SODI1 for 7 (405.1 = 28.9 s ') or
14 days (401.2 * 40.6 s—') were not significantly different
from those observed in WT mice, although the reduction in
shear rate was also not significant compared with IL-10""~
vehicle-treated mice.

Effects of Treatment with SOD on
Colitis Severity

IL-10~'~ vehicle-treated mice had a decrease in colon
length compared with WT mice. The reduction in colon length
was significantly attenuated in the group of animals treated
with SOD1 for 14 days (Table 3). In addition, an increase in
the colon weight to length ratio was also observed in IL-10~/~
vehicle-treated mice compared with WT mice, which was
significantly attenuated by treatment with SOD1 for 14 days
(Table 3). Treatment with SOD1 for only 7 days did not
influence these gross pathology changes.

TABLE 1. Endothelial MAACAM-1 Expression in Different Vascular Beds in WT and
IL-107/~ Mice Treated with Either Vehicle or SOD1 for 14 Days
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WT (ng/g) IL-10 '~ Vehicle (ng/g)  IL-10"'~ SOD1 (ng/g)
Lung 28.73 + 3.92 20.84 + 3.82 24.32 + 5.20
Heart 4.61 = 0.72 533 = 1.17 6.61 = 1.50
Liver 32.59 + 5.88 37.45 * 4.86 0.00 = 0.00%#
Spleen 306.00 * 52.24 222.86 * 26.98 56.10 = 10.56*#
Pancreas 20.71 * 1.97 158.19 * 42.72% 70.04 + 32.17
Mesentery 69.97 = 14.06 139.11 = 41.13 150.26 = 40.45
Stomach 68.13 * 3.17 119.69 = 16.71* 53.81 = 7.85#
Jejunum 306.32 = 31.71 388.96 * 31.93* 183.55 = 8.74*#
Teum 260.31 = 8.69 437.88 *+ 36.25% 243.77 * 10.78#
Kidney 56.65 + 6.01 48.67 * 5.89 58.32 + 10.53
Muscle 2.00 = 0.36 1.58 + 0.48 547 = 2.82

* P < 0.05, versus WT animals; #, P < 0.05, versus IL-10™'" vehicle-treated animals.
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TABLE 2. Endothelial VCAM-1 Expression in Different Vascular Beds in WT and

IL-107/~ Mice Treated with Either Saline or SOD1 for 14 Days

WT (ng/g) IL-10'" Vehicle (ng/g)  IL-10"'~ SOD1 (ng/g)

Lung 207.94 + 41.22 252.83 + 26.83 212.53 + 10.75
Heart 168.35 + 31.48 247.32 + 11.50% 217.83 * 30.48
Liver 1025.63 + 56.37 1434.20 + 99.74* 1112.51 + 95.56%
Spleen 5148.99 * 842.31 8585.48 + 284.35% 8349.17 = 1112.76*
Pancreas 47.14 = 5.00 60.34 = 2.75 59.22 + 22.27
Mesentery 82.95 + 9.52 146.45 * 12.36* 103.99 = 11.39%
Stomach 55.07 + 9.49 80.60 + 9.87 62.14 + 11.11
Jejunum 62.19 + 5.19 70.18 + 4.03 52.54 + 2.25%
Tleum 34.61 + 422 66.58 + 14.20% 3491 + 5.01%
Kidney 691.09 + 49.12 730.87 * 33.96 588.98 + 81.14
Muscle 16.54 + 4.09 34.00 * 6.22% 17.68 = 4.98%

regulation of Endothelial Adhesion Molecules

* P < 0.05 versus WT animals; f, P < 0.05 versus IL-10"/" vehicle-treated animals.

Colonic histologic damage score was 5-fold higher in
IL-10~"" vehicle-treated mice compared with WT mice (Table 3).
The severity of histologic damage was significantly attenuated
in animals treated with SOD]1 for a period of 14 days, although
the reduction in histologic score in response to this treatment
was very modest (Table 3). Histologic improvement in re-
sponse to treatment with SOD1 was mainly related to a
reduction in the number of inflammatory cells infiltrating the
intestine and the restoration of goblet cell population (Table 3).
Histologic analysis confirmed that treatment of 7 days did
not influence significantly the severity of colitis.

Values of MPO activity in colonic homogenates were
3-fold higher in IL-10~"~ vehicle-treated mice compared with
the WT group. MPO activity was significantly reduced by
treatment with SOD1 for 14 days (Fig. 4), but not when this
treatment was administered for 7 days. Development of colitis
in IL-10~'~ was associated with a significant increase of
plasma SAA levels, as shown in Figure 5; WT mice had no
detectable SAA in plasma. Treatment with SOD1 for 14 days
significantly reduced SAA protein concentration in plasma
compared with IL-10~"~ vehicle-treated mice.

Effects of Treatment with SOD on Colonic
Lipid Hydroperoxidation

Levels of LPO in colonic tissue from different
experimental groups are shown in Figure 6. WT mice had
a low concentration of LPO in colonic tissue. Levels of LPO
were markedly increased in IL-10~"~ mice treated with vehicle
compared with WT mice. The concentration of LPO in colonic
tissue was significantly reduced in response to treatment with
SODI1 for either 7 or 14 days.

Value of SOD1 as a Preventive Therapy
Administration of 3% DSS in drinking water caused
a significant loss of body weight starting on day 4 and lasting
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up to the end of the study in comparison with the control
group. Preventive administration with SODI1 resulted in
a significant attenuation of the decrease of body weight
starting on day 4 and lasting up to the end of the study
compared with colitic animals treated with vehicle (Fig. 7). All
animals with DSS-induced colitis treated with vehicle had
a positive fecal occult blood test and diminished stool
consistency compared with control noncolitic animals. Both
parameters were significantly attenuated by administration of
SOD1 (Table 4). The DAI, combining weight loss, stool
consistency, and rectal bleeding, was increased in colitic mice
treated with vehicle compared with noncolitic mice. The DAI
score was significantly reduced in colitic mice in response
to treatment with SOD1 (Table 4). Values of MPO activity in
colonic homogenates were 4-fold higher in DSS vehicle-
treated mice compared with the control group. MPO activity
was significantly reduced by treatment with SOD1 (Table 4).
Colonic histologic damage score was 4-fold higher in DSS
vehicle-treated mice compared with control group, but the
severity of histologic damage was not modified in animals
treated with SOD1 (Table 4).

DSS colitic mice treated with vehicle showed a pro-
nounced increase in leukocyte—endothelial cell interactions
compared with control animals. The flux of rolling leukocytes
(rolling cells per minute) was increased 6-fold compared with
control noncolitic mice. Treatment with SOD1 significantly
reduced the flux of rolling leukocytes in colonic venules
to levels similar to those of control animals (Table 4). The
number of rolling leukocytes (rolling cells per 100 wm of
venule) was also markedly (6-fold) increased in DSS-vehicle
treated mice compared with the control group. Treatment with
SODI1 resulted in significant reductions in the number of
rolling leukocytes, also bringing this value to the low levels
observed in noncolitic mice.
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FIGURE 2. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
on flux of rolling leukocytes (A) and number of rolling
leukocytes (B) in colonic venules in animals treated for a period
of 7 or 14 days. *, P < 0.05 versus WT animals; #, P < 0.05
versus IL-107/ vehicle-treated animals.

Few firmly adherent leukocytes were present in venules
of control mice. In DSS colitic mice treated with vehicle, a
13-fold increase in the number of adherent leukocytes
compared with control animals was observed. Treatment with
SOD1 resulted in a significant reduction in the number of
adherent leukocytes of about 60% (Table 4).

DISCUSSION

In this study, we provide evidence that modulation of
oxidative stress in the inflamed intestine of colitic mice by
means of treatment with SOD1 results in down-regulation of
CAM expression, reduced leukocyte recruitment into the
intestine, and amelioration of the severity of the intestinal
inflammation in established colitis in the IL-10~/~ model, and
that it is also effective as a preventive treatment in DSS-
induced colitis.
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FIGURE 3. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
on firm leukocyte adhesion in colonic venules in animals
treated for a period of 7 or 14 days. *, P < 0.05 versus WT
animals; #, P < 0.05 versus IL-107/~ vehicle-treated animals.

Oxidative stress has been implicated in IBD pathogen-
esis; several studies have reported the presence of high
concentration of ROS in chronic inflamed bowel both in
humans and in animal models.!>33*3¢ Moreover, in vitro
studies support the concept that endothelial cell adhesion
molecules are modulated by ROS and that treatment with
antioxidants significantly block leukocyte adhesion to endo-
thelial cells, which depends on these molecules.'**” VCAM-1
is 1 of the CAMs whose expression is modulated by ROS.
Using SOD gene transfer, it was shown that SOD over-
expression results in reduced VCAM-1 expression in response
to irradiation®® or hypertension®® by decreasing superoxide
levels. Paralleling these observations, it has been shown that
treatment with SOD1 markedly attenuates VCAM-1 expres-
sion in TNBS-induced colitis rats,'* and this was followed by
a significant reduction in the number of firmly adherent
leukocytes and amelioration of colitis. In this study, we
confirmed that modulation of oxidative stress in the context of
colitis results in a significant reduction of VCAM-1 expression
in colonic endothelium in a chronic immune-mediated model
of colitis.

In this study, we further explored the possible effects of
oxidative stress modulation on expression of other endothelial
adhesion molecules of the immunoglobulin superfamily,
namely MAdCAM-1, which has been suggested to play also
a key role in leukocyte recruitment to the intestine. This anal-
ysis was based on previous evidence showing that treatment
with antioxidants such as N-acetyl-L-cysteine or pyrrolidine-
dithiocarbamate results in significant down-regulation of
TNF-a—induced MAdCAM-1 expression.'?

MAdJCAM-1 is up-regulated in the IL-10~'~ model of
colitis*® as well as in human IBD.*' Furthermore, immuno-
neutralization of MAdCAM-1 or its leukocyte counter-receptor,
the integrin a437, has been shown to afford significant clinical
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TABLE 3. Macroscopic and Histological Changes in WT and IL-10~/~ Mice Treated with Either Saline or SOD1

for Either 7 or 14 Days

WT IL-10""~ Vehicle IL-10~'~ SOD1 7 days IL-10~'~ SOD1 14 days
Colon length 9.08 £ 0.13 821 = 0.15% 8.36 £ 0.29% 8.74 + 0.207
Colon weight to length ratio 28.00 = 1.02 61.59 * 4.04* 58.51 = 1.47* 48.76 = 5.93*F
Global histological score 0.66 = 0.06 2.76 = 0.08* 2.56 = 0.21* 2.30 = 0.10*7
Inflammatory cell score 0.64 = 0.04 2.23 = 0.10% 2.16 = 0.26* 1.80 £ 0.20*+
Goblet cell score 0.42 = 0.06 2.36 = 0.11* 2.10 = 0.24* 1.86 £ 0.22*%

* P < (.05 versus WT animals; T, P < 0.05 versus IL-10~"" vehicle-treated animals.

benefit in experimental and human IBD.**° Here we provide
evidence that treatment with SODI1 markedly reduced
MAdCAM-1 expression throughout the gastrointestinal tract
including stomach, jejunum, ileum, and colon. Of note, treat-
ment with SOD1 reduced MAdCAM-1 expression to levels
significantly lower than those observed in noncolitic WT mice
in various segments of the gastrointestinal tract and particularly
in the liver. These results suggest that oxidative stress is also
involved in regulation of MAdCAM-1 expression under basal
conditions.

The combined effects of SOD1 treatment on VCAM-1
and MAdCAM-1 expression in the inflamed intestine may be
particularly relevant for its potential therapeutic effect. In that
regard, a previous study showed that selective blockade of
ICAM-1, VCAM-1, or o, integrins had no significant
beneficial effect in a murine model of CD, but combined
blockade of ICAM-1 and «4 integrins, or ICAM-1 and
VCAM-1, confers a beneficial effect.*?

We examined the effects that changes in expression of
these 2 key adhesion molecules have on leukocyte recruitment
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FIGURE 4. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
on colonic MPO activity in animals treated for a period of 7
or 14 days. *, P < 0.05 versus WT animals; #, P < 0.05 versus
IL-107/~ vehicle-treated animals.
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into the intestine. VCAM-1 and MAdCAM-1 may be involved
in the initial rolling interactions of leukocytes along the
venular endothelium, as well as in firm adhesion of these cells,
which subsequently migrate to the interstitium of the inflamed
tissue. Interestingly, in coincidence with down-regulation of
VCAM-1 and MAACAM-1 expression in response to
treatment with SOD1, we observed a significant reduction
in rolling interactions and in the number of leukocytes firmly
adhered to the colonic venular endothelium in IL-10~"~ mice.
Down-regulation of VCAM-1 expression may also affect the
final process of leukocyte extravasation, because engagement
of leukocyte a,-integrin to endothelial cell VCAM-1 activates
signals for the stimulation of the endothelial cell NADPH
oxidase,** which generates extracellular ROS**; those species
activate local matrix metalloproteases,*> which open an endo-
thelial cell gate so that leukocytes can migrate between the
endothelial cells. The reduction of leukocyte adhesion in
response to SOD1 treatment in IL-10~'~ in mice was of lesser
magnitude than that we obtained in previous studies using
blocking antibodies against VCAM-1>*° or MAdCAM-1,’
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FIGURE 5. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
on plasma levels of SAA in animals treated for a period of 7 or
14 days. *, P < 0.05 versus WT animals; #, P < 0.05 versus
IL-107/~ vehicle-treated animals.
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FIGURE 6. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
on concentration of LPOs in animals treated for a period of 7

or 14 days. *, P < 0.05 versus WT animals; #, P < 0.05 versus
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because immunoneutralization of these adhesion molecules in
murine experimental colitis brought the number of adherent
leukocytes in colonic venules to levels similar to those of
noncolitic animals, whereas in response to treatment with
SOD1, leukocyte adhesion remained at levels still higher than
those of noncolitic animals.

An interesting observation of this study is the effect of
SOD treatment reducing plasma SAA levels. Levels of SAA
increase and correlate with disease activity in both animal
models*® and human disease*’” and has been used as a bio-
marker of disease severity. However, SAA may have a modu-
latory effect on the immune response. In that regard, it has
been shown that SAA promotes leukocyte chemotaxis and
cellular adhesion,*®° activates proinflammatory gene expres-
sion in human and murine intestinal epithelial cells,”" and
increases metalloprotease secretion in various cell types.>
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FIGURE 7. Effect of treatment with vehicle or SOD1 (13 mg/kg/d)
as a preventive therapy on daily changes in body weight in
colitic animals treated for a period of 7 days. *, P < 0.05 versus
control noncolitic animals; #, P < 0.05 versus colitic vehicle-
treated animals.
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Therefore, reduction of circulating SAA in response to
treatment with SOD1 may have an additive effect to down-
regulation of VCAM-1 and MAdCAM-1 expression in
reducing leukocyte recruitment into the inflamed intestine.

Measurements of LPO in colonic tissue confirm
previous evidence, indicating that development of colitis is
associated with a significant burst in ROS,'*!>%7¢ and we
show that treatment with SOD1 inhibits LPO in the inflamed
intestine. This effect was already present 7 days after starting
treatment with SOD1 and preceded the appearance of effects
of treatment on clinical and histologic parameters of colitis
severity. This may be related to the fact that hydroperoxidation
of lipids is only one the effects of ROS, and SOD1 may have
more delayed effects on other factors also sensitive to oxi-
dative stress such as activation of adhesion molecule expres-
sion and the process of leukocyte recruitment. Beside the
effects of ROS on CAM modulation and enhanced recruitment
of leukocyte, treatment with antioxidants may also affect other
components of the inflammatory response, such as production
of inflammatory cytokines,'*> apoptosis,”® cell necrosis,”
and endothelium-dependent vasodilation.’® Moreover, ROS
unbalance the equilibrium protease/antiprotease, present in
physiological conditions in the gut interstitium, which pro-
duces cellular damage in intestinal epithelium.>’

The beneficial effects of SOD treatment on the clinical
course of colitis was clear cut. A significant amelioration was
observed both on macroscopic changes in the colon, in
a biochemical measurement of neutrophil infiltration such as
MPO, and in serum biomarkers of inflammatory activity such
as SAA. However, changes in histologic severity of colitis, al-
though significant, were of a modest magnitude in the IL-10~"~
model and absent in the DSS-induced model. Amelioration of
the histology score of colitis is probably the most demanding
parameter of treatment effectiveness. Several human and
experimental studies have shown amelioration of clinical and
sometimes also endoscopic parameters, with minor or no impact
on histology scores.>® However, this study has a limitation
for assessment of the true value of SOD in curing histology
changes, which is the limited duration of the treatment period. It
is conceivable that maintenance of treatment of longer than 14
days may afford additional benefit in terms of histology
changes, and this aspect should be conveniently explored in
future chronic studies.

The coincidence of amelioration of all parameters of
colitis severity measured in response to treatment with SOD1
in 2 different models of experimental colitis in which this
treatment was applied either in established chronic colitis or as
a preventive therapeutic strategy, as well as previous evidence
form our group showing also a beneficial effect of this
treatment in a third experimental model of colitis, constitute
a solid basis for the clinical development of this therapeutic
approach. In our opinion, replication of therapeutic observa-
tions using SOD1 in different experimental models of colitis is
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TABLE 4. Effects of Preventive Treatment with SOD1 on Parameters of Disease Severity and
Leukocyte—Endothelial Cell Interactions in DSS-induced Colitis

Control DSS-Saline DSS-SOD1

A Body weight (g) 1.16 £ 0.39 —5.28 = 0.40*% —3.71 = 0.44*%%
Diarrhea score 0.00 = 0.00 2.00 = 0.00* 1.14 £ 0.26*}
Rectal bleeding 0.00 = 0.00 2.00 = 0.00* 1.00 = 0.22*f
Disease activity index 0.00 = 0.00 275 £ 0.11% 1.64 = 0.21*%
Microscopic score 342 = 0.72 13.79 + 2.02* 16.92 + 1.43*

Colonic MPO activity (mU/mg protein) 0.40 = 0.13 1.80 = 0.26* 1.12 £ 0.25%F
Flux of rolling leukocytes (cells/min) 10.00 = 2.58 57.40 = 8.09% 15.88 £ 4.53*%
Number of rolling leukocytes (cells/100 wm) 0.46 = 0.12 3.12 = 0.44% 0.25 = 0.09*%
Firm adherent leukocytes (cells/100 pwm) 0.13 £0.13 1.67 = 0.31* 0.61 = 0.24%%

* P < 0.05 versus control animals; T, P < 0.05 versus DSS-vehicle-treated animals.

an indication that we are affecting a key step of the intestinal
inflammatory response, common to the pathophysiology of
different types of inflammation, and therefore more likely to
be also effective in intestinal inflammation affecting other
spices. According to these results, SOD might be therapeu-
tically effective in human IBD both for the induction of
remission and for maintenance of remission, if a suitable
pharmacologic preparation of the drug is made available for
chronic treatment.
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En els estudis que conformen la present Tesi Doctoral hem demostrat que la
modulacié de 'estrés oxidatiu en resposta a I'administracié exogena de SOD causa
una marcada atenuacio, de manera dosi dependent, en la concentracié de LPO en la
colitis experimental, que s’associa a la disminucio en I'expressio de CAMs en
diferents organs del tracte digestiu, I'atenuacio del reclutament leucocitari en les
vénules de l'intesti inflamat i la millora de la gravetat de la inflamacié intestinal
establerta en el model de colitis induit per I'administacio de TNBS i en la colitis en
ratolins IL-107'", i que, a més, també és efectiu en el tractament preventiu del
desenvolupament de la colitis induida per 'administracié de DSS. Per tant, els
resultats obtinguts en els estudis que conformen la present Tesi Doctoral, juntament
amb evidencies previes que avaluen I'efecte de I'administracié exogena o la
sobreexpressié de SOD en diferents models inflamatoris 92:24:225:234:251:252.
demostren que I'administracid de suplements de SOD és una estratégia terapeutica
efectiva per atenuar I'estres oxidatiu i la gravetat de les lesions associades a la

inflamacio del colon en la colitis experimental.

L’estres oxidatiu s’ha implicat en la patogénesi de la MIl, nombrosos estudis han
demostrat la preséncia de concentracions marcadament elevades de MRO en el
colon cronicament inflamat tant en la malaltia en humans com en diferents models
experimentals >31%%197 | 3 mesura dels nivells de LPO al teixit coldnic confirma que
el desenvolupament de la colitis esta associat a un marcat increment de I'estres
oxidatiu al colon en els estudis que conformen la present Tesi Doctoral. En concret,
els nivells de LPO al colon van ser 20 vegades superiors als presentats pel grup
control en la colitis experimental induida per TNBS i 27 vegades superiors als
presentats pels ratolins de la soca salvatge en ratolins IL-107'". El tractament amb
SOD va atenuar significativament els nivells de LPO en el teixit intestinal de manera
dosi dependent en ambdds models experimentals de colitis. En el primer estudi,
I'administracio de 4 mg/kg/dia i 13 mg/kg/dia de SOD va reduir significativament els
nivells de LPO al colon, en un 70%, respecte al grup colitic tractat amb vehicle. En el
segon estudi, el tractament amb 13 mg/kg/dia de SOD durant 7 i 14 dies va originar
una marcada atenuacio en els nivells de LPO al teixit colonic, en un 50%, respecte al

valor presentat pel grup colitic tractat amb vehicle.
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L'aparent discrepancia entre la millora dels nivells de LPO al teixit colonic en
resposta al tractament amb 4 mg/kg/dia de SOD en el primer estudi i I'administracio
de 13 mg/kg/dia durant 7 dies en el segon estudi i el seu efecte lleu sobre altres
parametres de gravetat de la colitis pot ser degut a que l'increment en els nivells de
LPO al colon és només un dels efectes dels MRO i que la dosi de SOD que afecta
aguest procés pot ser menor, o pot precedir en el temps, els efectes sobre altres
factors que son menys sensibles a I'estrés oxidatiu com el reclutament leucocitari i

I'expressio de CAMs en la superficie de I'endoteli vascular.

En el primer estudi vam demostrar que I'administracié de 4 mg/kg/dia de SOD va
causar una marcada atenuacio en el nombre de leucocits en rodament en les
venules coloniques, mentre que I'adhesié leucocitaria ferma es va reduir en un 30%,
pero no va assolir la significacio estadistica. En aquest estudi, a més, I'administracio
de 4 mg/kg/dia de SOD va atenuar significativament els nivells plasmatics de IL-6 i
I'activitat MPO al colon, que es correlaciona amb la infiltracié de neutrofils al teixit 23,
respecte al grup colitic tractat amb vehicle. En el segon estudi, I'administracié de 13
mg/kg/dia de SOD durant 7 dies va reduir significativament el nombre de leucocits en
rodament pero no va afectar 'adhesio leucocitaria ferma en les venules coloniques.
Aquest tractament, a meés, va atenuar I'activitat MPO al colon en un 30%, aquest
darrer parametre, pero, no va assolir la significacio estadistica. Aquestes dades
suggereixen que el rodament leucocitari és un parametre particularment sensible al
tractament amb antioxidants en ambd6s models experimentals de colitis i que
I'estrés oxidatiu pot jugar un paper determinant en el procés de reclutament de
neutrofils al colon en el model exprimental colitis induit per 'administracié de TNBS.
L’estres oxidatiu, a més, pot ser un factor determinant en la modulacio de I'expressio
dels nivells plasmatics de citocines, com IL-6, en la colitis experimental per TNBS.
L’administracio de 13 mg/kg/dia de SOD en el model experimental de colitis per
TNBS i el tractament amb aquesta dosi de SOD durant 14 dies en el model
experimental de ratolins IL-10~'~ va originar una atenuacié significativa en el
rodament i I'adhesié leucocitaria en les venules coldnigues que es va associar a una
marcada disminucio en I'expressié de CAMs i una millora significativa de tots els

parametres clinics i histologics de gravetat de la colitis.
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Dels resultats obtinguts en el primer estudi es despren que el tractament amb SOD
millora la colitis establerta induida per I'administraciéo de TNBS d’una manera dosi
dependent. Un estudi previ en aquest model experimental de colitis va demostrar
que el tractament amb SOD redueix significativament les lesions macroscopiques i la
gravetat del dany histologic en el colon 2°*. Tanmateix, aquest estudi va descriure
gue la millora de la gravetat de la colitis es produeix en la fase inicial del tractament,
en concret, 24 hores després de comencar el tractament. Aquest fet pot ser degut a
que l'inici de I'administracio de SOD va ser previ a la induccio de la colitis. En el
nostre estudi, en canvi, vam escollir comencar I'administraciéo de SOD en la colitis
establerta per dues raons: una és la major rellevancia clinica d’aquesta estratégia
degut a que el tractament de pacients és en la fase de malaltia activa i que una
proporcio important de tractaments utils en profilaxi de la colitis son ineficacos quan
s’administren en la malaltia establerta. La segona rao és que el tractament amb un
antioxidant abans de I'administracié del TNBS podria interferir en els mecanismes
d’accio de la inducci6 de colitis per part d’'aquest agent. Un estudi previ va demostrar
que la inflamacio produida per 'administracio intracolonica de TNBS esta mitjancada
per un marcat increment en la concentracié de MRO produit pel metabolisme de les
cél.lules de la mucosa intestinal **®. En un estudi posterior en el nostre grup de
treball vam caracteritzar els efectes de I'increment de la concentracié d’aquestes
espeécies en funcio del temps en el model experimental de colitis per TNBS i vam
determinar que la major part dels efectes toxics del TNBS s’originen entre els 30
minuts i les 4 hores posteriors a la seva administracié i que no hi ha depleccié dels
sistemes defensius enzimatics antioxidants al colon 4 hores després de
I'administracié de TNBS 2. Tenint en compte aquestes dades, per evitar la
interferéncia de I'accié de la SOD en el desenvolupament de la colitis en el nostre
estudi, el tractament va comencar 4 hores després de I'administracio de TNBS. Tot i
aixo, per descartar que I'administracié d’aquest farmac pugui interfererir en la
induccio de colitis vam estudiar els efectes del tractament amb SOD 24 hores
despres de I'administracio de TNBS i vam determinar que el grup d’animals colitics
tractats amb SOD va presentar el mateix grau de gravetat de les lesions
inflamatories al colon que el grup colitic tractat amb vehicle.
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Els resultats del segon estudi van confirmar que la reduccié de I'estrés oxidatiu en
resposta a I'administracié de SOD és una estratégia efectiva en el tractament de la
colitis establerta en el model experimental de ratolins IL-10~"". Tot i que en el primer
estudi vam determinar 'impacte de la reduccio de I'estres oxidatiu en resposta a
I'administracié de SOD en la colitis experimental establerta, I'avaluacié d’aquesta
estratégia terapeutica en un model experimental immune de colitis establerta sembla
convenient. Donat que cap model experimenal de MIl reprodueix completament les
alteracions de la malaltia en humans, I'obtencio de resultats consistents en diferents
models experimentals en resposta a una determinada estratégia terapéutica
incrementa la probabilitat que aquesta estrategia sigui efectiva en la terapia en

humans.

Diferents treballs de caracteritzacio del desenvolupament de la inflamacié del colon
en funcié del temps en el model experimental de ratolins IL-10~"~ en condicions
d’estabulacié convencionals van determinar que aquests ratolins presenten una
inflamacio cronica establerta al colon a les 16 setmanes de vida amb
caracteristiques semblants a la MC en humans ?°*?%, per tant, en el segon estudi
gue forma part de la present Tesi Doctoral, el tractament amb SOD es va iniciar en la
colitis establerta i no va interfererir en el desenvolupament del procés inflamatori. En
aguest treball, a més, vam aprofundit en I'estudi mecanistic de la terapia antioxidant
en el tractament de la colitis establerta, en concret, I'expressié de CAMs i el
reclutament leucocitari, i vam determinat que I'atenuacio de I'estrés oxidatiu en
resposta a 'administracio de SOD és una estratégia efectiva en el tractament

preventiu de la colitis induida per DSS.

El reclutament leucocitari des del torrent circulatori a I'espai extravascular és un
event essencial en la fisiopatogénia del procés inflamatori. Hi ha dos factors clau
implicats en la regulacié d’aquest procés: I'estres oxidatiu i I'expressié de CAMs. En
I'actualitat, el mecanisme mitjancant el qual els MRO modulen el reclutament
leucocitari no es coneix en profunditat. La hipotesi més ampliament acceptada és
gue els MRO actuen com a missatgers intracel.lulars en les cascades de transducci6
de senyal que modulen l'activitat dels factors de transcripcié nuclears i promouen
I'expressio de les CAMs. L'observacioé que els MRO poden activar diferents

cascades de transduccié de senyal, com la del Ca** *°, les proteinquinases *°, la de
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les proteinfosfatases ', i diferents factors de transcripcié nuclear, com NF-«B i AP-1
919 que estan implicats en I'activacié de I'expressi6 de diferents gens que modulen
la resposta immune i inflamatoria com citocines, proteases i CAMs, son concordants
amb aquesta hipotesi. En els estudis que formen part d’aquesta Tesi Doctoral no
vam avaluar I'efecte de I'administracié de SOD sobre I'activacio de les cascades de
transduccio de senyal i I'activacio de factors de transcripcié nuclear. Tanmateix, vam
demostrar que la disminucié de la concentracio de MRO en resposta a
I'administracio exogena de SOD atenua marcadament I'expressio endotelial de les
CAMs al colon i disminueix significativament I'adhesioé leucocitaria en el teixit
inflamat. Els resultats dels nostres estudis suggereixen, per tant, que els MRO poden
actuar com a mediadors en I'activacié de les diferents cascades de transduccio de
senyal i en I'activacié dels factors de transcripcié nuclear que originen I'increment de
I'expressio de les CAMs en la colitis experimental. La inhibicié d’aquestes vies en
resposta al tractament amb SOD, a mes, podria ser el mecanisme que modula
I'atenuacio de diferents factors implicats en la respota immune i inflamatoria, com els

nivells plasmatics IL-6 i SAA, en els estudis que formen part d’aquesta Tesi Doctoral.

Les interaccions de rodament leucocitari estan mitjancades per les selectines i els
Seus contrareceptors corresponents, les mucines, mentre que I'adhesio ferma dels
leucocits en la superficie de I'endoteli vascular esta mitjancada per I'expresio de
diferents molecules de la familia de les immunoglobulines en la superficie endotelial i
la interaccio d’aquestes molecules amb les integrines, que son els contrarreceptors
leucocitaris corresponents. En un estudi previ en el nostre grup de treball vam
avaluar 'immunobloqueig de les selectines en el tractament de la colitis experimental
I vam demostrar que aquesta estrateégia terapeutica origina una marcada disminucio
en el rodament leucocitari sense afectar el curs de la colitis ***. De manera similar,
els resultats obtinguts en els estudis clinics de bloqueig de I'activitat de les selectines
com a estrategia terapeutica en el tractament de diferents patologies inflamatories en
humans son concordats amb els nostres resultats. Per exemple, un estudi clinic de
tractament amb un agonista de les selectines, que va mostrar resultats positius en
un model experimental de isquémia i reperfussid, no va originar benefici clinic en la
terapia en humans 2. Per tant, I'estudi mecanistic de la millora dels parametres de

severitat de la inflamacio intestinal en resposta al tractament amb SOD la vam
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enfocar en la modulacié de I'expressié de les molecules que intervenen en I'adhesio

leucocitaria.

VCAM-1 i MAdCAM s6n CAMs de la familia de les immunoglobulines amb un paper
essencial en la mediacié de I'adhesio leucocitaria ferma a I'endoteli vascular en
multitud de malalties inflamatories agudes i croniques *°%°*. S’ha demostrat que

I 143;169

ambdues CAMs es sobreexpressen tant en la colitis experimenta comen la

MII humana 14915239262 | 5 rellevancia funcional de I'increment de I'expressi6
d’aquestes CAMs s’ha determinat mijancant estudis d’immunobloqueig ****%°. Un
estudi en el nostre grup de treball va demostrar que I'immunobloqueig de VCAM-1 té
un important efecte beneficios en la reduccio del reclutament leucocitari en el model
experimental de colitis induit per TNBS **° i que I'efecte beneficiés d’aquesta
estratégia és superior a 'immunobloqueig de ICAM-1. A més, en un estudi
comparatiu d'immunobloqueig de les diferents CAMs vam demostrar que el bloqueig
de VCAM-1 té un efecte més potent que el de ICAM-1 i MAACAM-1 en la reduccio
de les lesions inflamatories en la colitis experimenal **3. Tot i que I'efectiviat
d’aquesta estratégia terapeutica no ha estat avaluada directament en la MIl humana,
s’ha demostrat que 'immunobloqueig del contrarreceptor de VCAM-1 i MAACAM-1,

les integrines que contenen la subunitat o4, €S una estratégia altament efectiva en el

tractament de la MC i la CU 160179228231

L’analisi funcional del promotor huma de VCAM-1 va demostrar que diferents factors
de transcripcio sensibles a estrés oxidatiu estan relacionats amb l'activacio de
I'expressié del gen VCAM-1 en resposta a IL-1p i TNF-a ">, Estudis in vitro van
demostrar que I'expressio de SOD, pero no de catalasa, per adenovirus disminueix
I'acimul d’ARNm de VCAM-1 induit per TNF-a. 3. La regulacié de I'expressié de
MAdCAM-1 in vivo no es coneix en profunditat. Tanmateix, diferents estudis in vitro
van demostrar que MAdCAM-1 es sobreexpressa en resposta a I'estimulacié amb
TNF-a , i que la modulacio d’aquest mediador és dependent dels MRO ja que el
tractament amb antioxidants prevé la sobreexpressié de MAACAM-1 induida per
TNF-a 707,
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En el primer estudi que forma part de la present Tesi Doctoral vam avaluar 'impacte
de I'atenuacio6 de I'estrés oxidatiu en resposta a I'administracié de SOD sobre
I'expressio de VCAM-1 al cec i al colon en el model experimenal de colitis per TNBS.
L’expressié d’aquesta CAM en el grup colitic tractat amb vehicle va ser 4 vegades
superior respecte al grup control. Aquestes dades estan d’acord amb evidéncies
prévies del nostre grup de treball en aquest model experimental de colitis *°°. El
tractament amb 13 mg/kg/dia de SOD es va associar a una marcada atenuacioé en
I'expressio de VCAM-1 en el colon en aquest model experimenal de colitis. La
dismunucio de I'expressié de VCAM-1 en resposta al tractament amb 13 mg/kg/dia
de SOD es va correlacionar amb una marcada reduccio en les lesions inflamatories i
una atenuacio significativa en el rodament i 'adhesio leucocitaria ferma en les
venules coloniques. Un estudi previ va demostrar que I'expressio de ICAM-1 i P-
selectina al colon estan significativament atenuades en resposta al tractament amb
M40403, un mimétic de SOD, en el model experimental de colitis per TNBS %%
L’observacio en el nostre treball que el tractament amb SOD va generar una
marcada atenuacié en el rodament leucocitari és concordant amb la possible
reduccio de I'expressié de P-selectina en resposta al tractament amb SOD en el
nostre estudi. Tanmateix, la reduccio de les interaccions de rodament leucocitari,
probablement, no és el mecanisme responsable de I'efecte beneficids del tractament
amb SOD sobre la gravetat de la colitis ja que 'immnobloqueig de les selectines, i
consgluentment de les interaccions de rodament, no proporciona efecte beneficids en
la millora de les lesions inflamatories en la colitis experimental induida per TNBS .
El possible efecte beneficiés del tractament amb SOD sobre la disminucié en
I'expressio de ICAM-1 pot contribuir, en menor mesura que VCAM-1, a la reduccié
en I'adhesio leucocitaria al colon en el nostre estudi ja que I'atenuacio de I'adhesi6
leucocitaria ferma en resposta al immunobloqueix de VCAM-1 és molt superior a la
reduccio observada en resposta a I'administracié d’un anticos anti-ICAM-1 en la

colitis experimental 2%,

Diferents estudis in vivo amb antioxidants van demostrar que els MRO s6n
mediadors necessaris en la induccid de I'expressioé de les CAMs i que aquests
tractaments bloquegen també la infiltracié dels leucocits en els teixits **"°. Dos
estudis recents in vivo que utilitzen transferéncia de gen SOD van demostrar que la

sobreexpressio de SOD causa una reduccio en I'expressio de VCAM-1 mitjangada
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per I'atenuacié de I'estrés oxidatiu en dos models inflamatoris induits per hipertensio
i radiacié 2°*%**. De manera similar, en el nostre estudi vam demostrar que
I'administracio de suplements de SOD va atenuar la sobreexpressio de VCAM-1 al
colon i es va associar a una marcada disminucié del reclutament leucocitari en el
model experimental de colitis per TNBS. En conjunt, aguestes observacions indiquen
gue la modulacié de I'expressio de les CAMs de la familia de les immunoglobulines
en resposta al tractament amb antioxidants, com la SOD, és una estratégia efectiva

en la regulacio del procés inflamatori.

L’'immunobloqueig de les CAMs que modulen I'adhesié ferma dels leucocits a
I'endoteli vascular sembla ser una estratégia efectiva en el tractament de malalties
inflamatories en humans. Tanmateix, els resultats obtinguts en els estudis clinics han
demostrat que I'immunobloqueig de les selectines i les integrines leucocitaries que
contenen la subunitat B, que media la interaccio dels leucocits a ICAM-1, han tingut
un efecte limitat en el tractament de diferents patologies inflamatories **3%°>, Tenint
en compte les funcions solapades de les CAMs que estan implicades en
I'extravassacio leucocitaria poden haver rutes alternatives que modulen I'adhesio
leucocitaria i la migracié a l'interior del teixit 2. Per tant, la inhibicié selectiva d’una
CAM pot no ser suficient en la prevencié del reclutamen leucocitari, mentre que
'immunobloqueig combinat de més d’'una CAM pot constituir una estratégia efectiva
en el tractament de la MII. Diferents estudis in vivo corroboren aquesta hipotesi. Per

exemple, s’ha demostrat que el bloqueig selectiu de VCAM-1, ICAM-1 o la integrina
a4 NO té un efecte beneficids en un model experimental de la MC. En canvi, el
tractament de bloqueig combinat de ICAM-1 i la integrina a4, 0 ICAM-1 i VCAM-1,
origina un efecte beneficiés ?°’. Diferents estudis han demostrat que
'immunobloqueig de la integrina amb subunitat a4, que media la interaccio dels

leucocits a VCAM-1 i MADCAM-1, és una estrategia efectiva en el tractament de la
M| 100:179:228:231 * A partir d’aquestes dades ens vam proposar aprofundir en I'estudi

de I'efecte combinat del tractament amb SOD sobre la modulacié de I'expressio les
CAMs en l'intesti inflamat. Aquesta estrategia pot ser particularment rellevant pel

seu potencial efecte terapeutic.
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En el segon estudi que forma part de la present Tesi Doctoral vam avaluar els
possibles efectes de la modulacio de I'estres oxidatiu sobre la disminucié de
I'expressio de VCAM-1 i una altra CAM de la familia de les immunoglobulines,
MAdCAM-1, que s’ha suggerit que pot desenvolupar un paper important en el
reclutament leucocitari a l'intesti. MAdJCAM-1 es sobreespressa tant en la Ml
humana *> com en el model experimental de colitis IL-107~ 1*°. A més, la
immunoneutralitzaci6 de MAdCAM-1 o el seu contrarreceptor leucocitari, la integrina
auf7, proporciona una millora significativa clinica tan en colitis experimental com en
la MIl humana 10179228231 'En gquest estudi vam demostrar que MAdCAM-1 es
sobreexpressa en tot el tracte digestiu en ratolins IL-10™"~ i que el tractament amb
SOD redueix marcadament I'expressio d’aquesta CAM en tots els seus segments.
En alguns casos, I'administracio de SOD va reduir I'expressio endotelial de
MAdCAM-1 a nivells significativament més baixos que els observats en ratolins no
colitics de la soca salvatge en alguns segments del tracte digestiu. En particular al
fetge on SOD inhibeix completament I'expressio basal de MADCAM-1. Aquesta dada
suggereix que l'estrés oxidatiu esta implicat en la regulaci6 de l'expressioé de
MAdCAM-1 en condicions basals. En aquest treball, a més, vam confirmar que
I'expressié de VCAM-1 esta incrementada en el tracte digestiu de ratolins IL-107/" i
que el tractament amb SOD atenua significativament I'expressié de VCAM-1 en el

colon en el model experimental de colitis IL-107"".

La sobreexpressio de VCAM-1 i MAACAM-1 pot estar implicada tant en les
interaccions de rodament com en I'adhesioé ferma dels leucocits a I'endoteli vascular
que posteriorment migren a l'interstici del teixit inflamat. L'atenuacié significativa de
I'expressio endotelial d’ambdues CAMs en resposta al tractament amb SOD va
coincidir amb una marcada reduccio del rodament i 'adhesié ferma dels leucocits a
I'entoteli de les vénules del colon de ratolins IL-10~"~. Tanmateix, la reduccié de
I'adhesio leucocitaria en resposta al tractament amb SOD en aquest model
experimental va ser de menor magnitud que l'obtinguda en estudis previs
d'immunobloqueig de VCAM-1 #31%° i MAdCAM-1 **3 en la colitis experimenal, que
va originar una reduccio en I'adhesio leucocitaria ferma en les venules coloniques a

nivells similars als valors que presenten els ratolins control. En canvi, I'atenuacio
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I'adhesio leucocitaria ferma en resposta al tractament amb SOD és significativament
superior a la presentada per animals no colitics de la soca salvatge.

La disminucio de I'expressio de VCAM-1 en resposta al tractament amb SOD en

ambdés estudis pot afectar el procés final d’extravasacio leucocitaria. Un estudi previ
va demostrar que I'acoblament de la integrina leucocitaria a4 a VCAM-1 activa

senyals per a I'estimulacié de NADPHox de les cél.lules endotelials ® que lliuren
MRO al medi extracel.lular ®°, que actuen com a espécies activadores de les

metaloproteases de la matriu local

gue degraden la matriu extracel.lular i obren
“portes” intercel.lulars que possibiliten la migracio leucocitaria entre les cel.lules

endotelials.

En la present Tesi Doctoral ens hem centrat en I'avaluacié de I'impacte de
I'atenuacio de I'estres oxidatiu sobre I'expressio de CAMs i el reclutament leucocitari.
Tanmateix, hi ha altres mecanismes mitjancant els quals els MRO poden influenciar
I'adhesio leucocitaria ferma a través de mecanismes que no alteren I'expressié de
CAMs en la superficie endotelial. Per exemple, hi ha evidéncies que suggereixen
que els MRO promouen I'adhesio leucocitaria mitjangant la induccié de canvis
estructurals en les cel.lules endotelials i la redistribucio de les CAMs en la superficie
endotelial. S’ha demostrat que I'exposicio de cel.lules endotelials a concentracions
elevades de MRO i condicions oxidants, com TNF-a, origina la formacié de

» 268269 § |5 redistribuci6 de les

microfilaments d’actina denominats “fibres d’estres
CAMSs en les unions intracel.lulars en la superficie endotelial >”°. L'adhesi6
leucocitaria es produeix preferentment en la superficie de la membrana cel.lular on
es localitzen les terminacions de les fibres d’estres i on les CAMs es troben
agrupades *’* suggerint la importancia d’aquest fenomen en resposta a I'estrés

oxidatiu.

Un factor addicional que pot contribuir als efectes beneficiossos de I'administracio de
SOD sobre el reclutament leucocitari en la inflamacio intestinal sense alterar la
produccié de CAMs pot estar relacionat amb la disminucié de la concentracié de
ONOO" a I'espai extracel.lular que es produeix en resposta a I'administracio d’'un

mimeétic de SOD ?2. ONOO' es genera en condicions de inflamacié com a resultat de
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la reacci6 entre O, i NO *?"3. S’ha demostrat que la biodisponibilitat de NO és
prolonga en resposta I'administracié exdgena de SOD, perd no de catalasa **°. NO
promou la vasodilatacié *? i s’ha suggerit que atenua el reclutament leucocitari a
través de mecanismes que no alteren I'expressié de CAMs 2. Per exemple, s’ha
demostrat que la inhibicié de la sintesi de NO per L-NAME incrementa I'expressio de
les integrines leucocitaries B, i que 'immunobloqueig d’aquesta integrina inhibeix el
reclutament leucocitari induit per L-NAME 2"°?’®. De manera similar, els ratolins
deficients en iINOS presenten un increment en les interaccions leucocit-endoteli en
resposta a endotoxémia sense alterar I'expressio de les CAMs 2">?7®_ Per altra
banda, s’ha demostrat que ONOOQO™ actua com a precursor de la espécie radicalaria
OH 2! i que I'administracié de scavengers de OH" origina un efecte beneficiés en
I'atenuacio del reclutament de neutrofils induida per estimuls oxidatius en les

cél.lules endotelials de la vena umbilical humana 2"".

En conjunt, la possible atenuacio de I'adhesio6 leucocitaria ferma a través de
mecanismes que no alteren I'expressio de CAMs, com la inducci6 de canvis
estructurals en les cel.lules endotelials i la redistribucio de les CAMs en la superficie
de les cél.lules endotelials en resposta I'increment de I'estrés oxidatiu, i I'efecte
beneficids de I'atenuacio dels nivells de ONOO™ i OH" sobre el reclutament leucocitari
en resposta a I'atenuacio de I'estrés oxidatiu poden constituir un efecte additiu en la
reduccio de les interaccions leucocit-endoteli en la colitis experimental en resposta a

I'administracio de SOD en els estudis que conformen la present Tesi Doctoral.

Una observacio interessant dels resultats del segon estudi que forma part de la
present Tesi Doctoral és I'efecte del tractament amb SOD sobre I'atenuacio dels
nivells plasmatics de SAA. La concentracio plasmatica d’aquesta proteina sérica es

correlaciona amb l'activitat de la malaltia tant en la colitis experimental com en la

165;248

malaltia humana , 1 S’ha utilitzat com a biomarcador de I'activitat de la malaltia.

Tanmateix, s’ha demostrat que SAA pot tenir un efecte modulador de la resposta

immune i inflamatoria. En concret, s’ha suggerit que SAA indueix la quimiotaxi

278-283

leucocitaria i I'adhesi6 leucocitaria , activa el factor de transcripcié NF-«B i

I'expressio de gens proinflamatoris en cél.lules epitelials intestinals en humans i en

284

ratoli =7, i incrementa la secrecié de metaloproteases per part de diferents tipus
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cel.lulars 22428 per tant, la disminucié significativa dels nivells d’aquesta proteina
sérica en resposta al tractament amb SOD pot tenir un efecte additiu en la modulacié
de la resposta immune i pot contribuir a la reduccié del reclutament leucocitari i

I'atenuacio de I'expressié endotelial de MAACAM-1 i VCAM-1 en lintesti inflamat.

A més dels efectes del tractament amb antioxidants sobre la modulacio de
I'expressio de CAMs i el reclutament leucocitari, aquesta estrategia terapeutica
també pot afectar altres components de la resposta inflamatoria i immune com la
producci6 de citocines proinflamatories °*, la vasodilatacié 2%, I'equilibri de la relacié
proteasa/antiproteasa present a l'intestici de la mucosa intestinal en condicions
fisiologiques **, I'apoptosi ®8 i la necrosi cel.lular ', entre altres. La inhibici6 de la
resposta immune i inflamatoria en resposta a I'administracié de SOD pot contribuir a

I'atenuacio de la severitat del dany inflamatori en la colitis experimental.

En conjunt, en els estudis que conformen la present Tesi Doctoral vam determinar
els efectes beneficiosos del tractament amb SOD en el curs clinic de la colitis
experimental. L’administracié de SOD va causar una millora significativa dels
parametres macroscopics al colon, de marcadors bioquimics de infiltracié de
neutrofils al colon inflamat mesurats per 'activitat MPO al teixit, de biomarcadors
plasmatics d’activitat de la malaltia, com els nivells serics de SAA i IL-6, i de la
valoracio de la gravetat del dany histologic al teixit en resposta al tractament amb
SOD. Tanmateix, els canvis observats en la gravetat del dany histologic en resposta
a 'administracié de SOD en el model experimental de colitis IL-107'", tot i ser
significatius, van ser modestos en magnitud i absents en el model de induccio de
colitis per DSS. La millora de la gravetat del dany histologic en la colitis és,
probablement, el parametre més exigent d’efectivitat de tractament. Diferents estudis
experimentals i en humans han descrit una millora en parametres clinics i de
vegades endoscopics en resposta al tractament sense afectar o afectant
minimament la valoraci6 de la severitat histoldgica **?%’. Tanmateix, aquest estudi
té una limitacio per la valoracié de I'impacte real de 'administracié de suplements de
SOD en la curacié del dany histologic, que és la duracié limitada del periode de
tractament. Es esperable que la resposta al manteniment del tractament amb SOD

durant periodes de temps superiors a 14 dies produeixi una millora més marcada en
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la valoracio de la gravetat del dany histologic, parametre que sera convenientment

estudiat en futurs tractaments cronics de la malaltia.

La coincidéncia en la millora dels parametres de severitat de la colitis mesurats en
resposta al tractament amb SOD en dos models experimentals de colitis establerta i
en el tractament preventiu del desenvolupament de la colitis en un tercer model
experimental de la malaltia, constitueix una base solida per al desenvolupament
clinic d’aquesta aproximacio terapeutica en la MIl humana. En la nostra opinio, la
replicacid de les observacions terapeutiques de I'administracié de SOD en diferents
models experimentals de colitis és un indicador de que afectem un procés clau en la
resposta inflamatoria intestinal que és comu en la fisiopatologia dels diferents
models inflamatoris i, per tant, és probable que també sigui efectiu en el tractament
de la inflamacid intestinal en altres especies. Segons aquests resultats,
I'administracié de SOD pot ser una estratégia terapeuticament efectiva en el
tractament de la MIl humana tant en la induccié com en el manteniment de la
remissio si es desenvolupa una nova preparacio farmacéutica adequada per al

tractament cronic.

En resum, I'efecte protector de SOD demostrat en aquests estudis aporten noves
evidencies per al coneiximent del paper que desenvolupa l'estrés oxidatiu,
I'expressio de CAMs i el reclutament leucocitari en la patogenia de la inflamacio
intestinal. Les nostres dades suggereixen que el tractament amb SOD redueix la
generacio de MRO i I'estres oxidatiu i, per tant, inhibeix I'activacio endotelial i
demostra que la modulacio de factors que intervenen en la sobreexpressio de CAMs
i el reclutament leucocitari, com els antioxidants, poden constituir noves estrategies

per al tractament de la MIl en humans.
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9.- CONCLUSIONS
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El tractament amb SOD és eficag en el tractament de la inflamacio6 intestinal

en models experimentals de colitis establerta.

L’efecte beneficids de la SOD en el tractament de la colitis experimental és

dosi-depenent

L’administracié de SOD indueix una significativa disminucio de I'estrés
oxidatiu associat a la preséncia d’inflamacio intestinal, mesurat com a

peroxidacio lipidica.

El tractament amb SOD disminueix I'expressio de molécules d’adhesio
implicades en el reclutament de leucocits cap a I'intesti inflamat, incloent
VCAM-1 i MAACAM-1

La disminucio de I'estrés oxidatiu i de I'expressié de molécules d’adhesio
resulta en una marcada disminucio de les interaccions leucocit endoteli, tant

de rodament com d’adhesio.

La dismunucio de la infiltracié de lintesti per cel-lules inflamatories resulta en
una significativa milloria de la colitis en quant a simptomes, biomarcadors

d’activitat inflamatoria, lesions macroscopiques i lesions histologiques.
El tractament amb SOD administrat de manera profilactica és també eficac

per prevenir el desenvolupament de lesions inflamatories en un model

experimental de colitis.
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