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ARTICULO

RESUMEN

Las seiales de daiio molecular atraen a los neutrdfilos hasta los lugares donde hay infeccion o inflamacion.
El receptor acoplado a la proteina G (GPR43) y el receptor para los compuestos avanzados de glicosilacion
(RAGE) reconocen a dcidos grasos de cadena corta (propionato y butirato) y AGEs (compuestos avanzados
de glicosilacion) respectivamente, estando ambos receptores abundantemente expresados en los neutréfilos
y las células del epitelio intestinal. EI papel funcional que juega la activacion de estos receptores en la or-
questacion in vivo de la respuesta inmune no estd claro. Nuestro trabajo examina el efecto de la ingesta de
AGEs sobre la respuesta inmune, tanto en ratones sanos como en ratones a los que se les indujo una colitis,
utilizando ratones transgénicos deficientes en los receptores GPR43 o RAGE. Uno de los principales hallazgos
es que fanto el receptor GPR43 como el RAGE son necesarios para el reclutamiento de los neutrdfilos en un
modelo de inflamacion intestinal por lesion de la barrera mucosa. Asi mismo hemos comprobado que los
AGEs ingeridos con la dieta promueven la aparicion de un desequilibrio en el balance inflamatorio a nivel
intestinal, dando lugar a un status proinflamatorio. Igualmente hemos demostrado que la carboximetillisina
(CML), un tipo de AGE concreto, es capaz de estimular el receptor GPR43 y actuar como un factor quimioa-
tractor de los neutrdfilos. Finalmente, hemos ensayado el tratamiento con sRAGE, proteina capaz de captar
AGEs libres. Este procedimiento podria ser una terapia prometedora para el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal.

ABSTRACT

Molecular damage signals attract neutrophils to sites of infection or inflammation. The G-protein coupled
receptor (GPR43) and the receptor for advanced glicosilation compounds (RAGE) recognize short-chain fatty
acids (propionate and butyrate) and AGEs (advanced glycosylation compounds) respectively, both receptors
being abundantly expressed in neutrophils and intestinal epithelial cells. The functional role that activation
of these receptors plays in the in vivo orchestration of the immune response is unclear. Our work examines
the effect of the ingestion of AGEs on the immune response, both in healthy mice and in mice that were in-
duced to colitis, using transgenic mice deficient in GPR43 or RAGE receptors. One of the main findings is
that both the GPR43 receptor and RAGE are necessary for the recruitment of neutrophils in a model of in-
testinal inflammation due to mucosal barrier injury. We have also verified that the AGEs ingested with the
diet promote the appearance of an imbalance in the inflammatory balance at the intestinal level, giving
rise to a pro-inflammatory status. We have also show that carboxymethylisine (CML), a specific type of AGE,
is capable of stimulating the GPR43 receptor and acting as a neutrophil chemoattraction factor. Finally, we
have tested the treatment with SRAGE, a protein capable of capturing free AGEs. This procedure could be a
promising therapy for the treatment of inflammatory bowel disease.
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1. INTRODUCCION

El término enfermedad inflamatoria infestinal (EIl) recoge
una serie de trastornos multisistémicos de etiologia desconocida,
caracterizados por la inflamacion cronica y recurrente del tracto di-
gestivo y cuyos cuadros clinicos mds representativos son la enfer-
medad de Crohn y la colitis ulcerosa (1). La colitis ulcerosa afecta
solo a la mucosa del intestino delgado mientras que el sindrome
de Crohn afecta a toda la pared infestinal en su conjunto, tanto del
intestino grueso como delgado, dando lugar a la formacion de fis-
tulas y abscesos.

La etiologia precisa de la Ell es desconocida e incluye di-
versos factores genéticos, medioambientales, nutricionales, micro-
biolégicos e inmunolégicos (2). De esta forma una respuesta
inflamatoria exacerbada del intestino aparece como consecuencia
de la reaccion inapropiada a distintos agentes luminales, impulsada
posiblemente por la microbiota intestinal (3) que sobrerregula la
sintesis y liberacion de distintos mediadores proinflamatorios como
metabolitos reactivos del oxigeno (ROS) y nitrégeno (NOS), eico-
sanoides y citoquinas proinflamatorias (4). Todos estos mediadores
contribuyen a la cascada patogénica que inicia y perpetia la res-
puesta inflamatoria infestinal. El andlisis de la flora entérica luminal
ha revelado sin embargo diferencias de la composicion de esta flora
comparada a los controles sanos (5). Las concentraciones de bacte-
roides, eubacterias, peptostreptococos estdn incrementadas, mien-
tras que el nomero de bifidobacterias estd significativamente
reducido. Una mejora en la integridad de la mucosa intestinal po-
dria contribuir a reducir la inflamacion intestinal (6) ya que evitaria
la traslocacion de endotoxinas y antigenos que sobrerregula la res-
puesta inmunitaria (7). Debido a esto ello se cree que los dcidos
grasos de cadena corta (SCFA) provenientes de la fermentacion en
el intestino delgado de la fibra dietética podria mejorar la mucosa
intestinal, ya que dichos dcidos grasos participan en el manteni-
miento de la homeostasis colénica (8). Recientemente se ha descu-
bierto que existe un receptor especifico para los SCFA denominado
GPR43, que se localiza en la mucosa del ileon (9). La activacion de
dicho receptor da lugar al reclutamiento de los neutrdfilos, que ac-
tian como un factor protector frente a la traslocacion bacteriana,
pero también como factor perjudicial en la respuesta a una infla-
macion cronica (10). De esta forma los SCFA actuarian in vivo como
el interruptor principal para poder alcanzar el umbral critico de
otros estimulos, que dan lugar finalmente a la migracion de los
neutrdfilos. Por todo ello, los SCFA promoverian la activacion del
sistema inmune de la mucosa en presencia de una barrera mucosa
dafiada, contribuyendo al desarrollo de la EIl (11).
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Diversas evidencias cientificas parecen indicar que la dieta
es uno de los factores medioambientales que mds efecto pueden
ejercer sobre el desarrollo de la Ell (12) y las posteriores recaidas
(13). Respecto a los alimentos individuales, los estudios epidemio-
|dgicos (12) indican que un bajo consumo de frutas y vegetales en
combinacion con un alto consumo de azdcares refinados, y grasa
favorecen la aparicion de Ell. En otros estudios (13) se ha exami-
nado el consumo de margarinas, café y alcohol y las dietas ricas en
carnes rojas, obteniendo correlaciones positivas entre las recidivas
de la enfermedad y la ingesta de alcohol y carnes rojas, especial-
mente cuando estas estdn tratadas térmicamente. En ambos estudios
se sugiere la necesidad de realizar mds estudios de investigacion
para aclarar la posible asociacion entre la dieta y la Ell. En los dl-
timos 25 aiios la dieta de la poblacion espaiola, especialmente en
la poblacion infantil y juvenil, estd cambiando el perfil mediterrdneo
por una alimentacion mds similar a la estadounidense, rica en gra-
sas saturadas y carnes, con disminucion en la ingesta de verduras y
legumbres (14) y mayor consumo de snacks y productos de bolleria
(15). Dichos cambios dietéticos se estdn produciendo en la misma
ventana temporal que el incremento en los casos de Ell, lo que po-
dria indicar que el mayor consumo de ciertos alimentos podria pre-
disponer a la aparicion de dicha enfermedad. Tanto las carnes como
los snacks, bolleria y productos precocinados tienen en comin que
sufren una serie de trafamientos térmicos que favorecen su diges-
tion, conservacion y aceptacion por parte de los consumidores. Sin
embargo, el calentamiento da lugar a la aparicion de la reaccion
de Maillard (RM), que estd constituida por una serie de reacciones
entre proteinas y carbohidratos. Los productos de Maillard estdn
presentes en cantidades considerables en la dieta diaria, debido
fundamentalmente a que la mayor parte de los alimentos contienen
proteinas y carbohidratos (16).

Entre los productos avanzados que se forman en la RM
destacan los compuestos avanzados de glicosilacion (Advanced
Glycation End produdtS; AGEs) que pueden daiiar los tejidos de di-
versas formas (17): Modificando la funcionalidad proteica mediante
la glicosilacion, formando enlaces cruzados que dan lugar a rigidez
profeica y fisular o incluso inferaccionando con células a través de
la activacion de receptores especificos (RAGE) iniciando una disfun-
cion celular por liberacion de sustancias proinflamatorias (18). El
RAGE (Receptor for Advanveed Glycation End producis) es una pro-
teina transmembrana correspondiente a la superfamilia de las in-
munoglobulinas y estd presente en distintos tipos celulares como
células endoteliales, monocitos, microglia e incluso neuronas. La
union AGE-RAGE da lugar a la formacion de ROS, los cuales inducen
procesos relacionados con la activacion celular e inflamacion (19).
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La principal via proinflamatoria consiste en la expresion del NFkg,
el cual da lugar a la formacion de citoquinas inflamatorias como
IL-6 0 TNFo.. A nivel intestinal, se ha comprobado que la union
AGE-RAGE da lugar a un aumento de la permeabilidad de la mu-
cosa (20). Asi mismo, diversos autores han encontrado que la unidn
AGE-RAGE también incrementa el reclutamiento de células infla-
matorias como los neutrdfilos (21, 22).

Ante las evidencias cientificas presentes en la literatura,
el presente trabajo ofrece resultados a cerca de la influencia que
una ingesta elevada de AGEs tiene sobre la inflamacion intestinal,
repercutiendo finalmente en el desarrollo de la enfermedad infla-
matoria intestinal. En este sentido, se evalia el efecto que ejerce
una proteina glicosilada sobre el epitelio intestinal y la subyacente
red inmunitaria, investigando si existe algin tipo de relacion entre
los receptores RAGE y GPR43.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Preparacion de las muestras

Para obtener una proteina glicosilada rica en carboxime-
til-lisina (CML), uno de los AGEs que estimula al receptor RAGE, se
sigui6 la técnica descrita por Valencia et al (23). De forma breve, se
disuelve albomina sérica bovina (BSA) en tampén fosfato 150 mM
pH 7.4 que contiene dcido glioxilico y NaBH4CN en concentraciones
25y 75 mM respectivamente. Esta solucion se filtra de forma estéril
y se incuba a 50 °C durante 48 horas para dar lugar a la BSA glico-
silada (BSA-G). De igual forma, la BSA calentada sin dcido glioxilico
ni NaBH,CN se utiliz6 como muestra control (BSA-C). Tras la incu-
bacion, la BSA se dializa frente a agua para eliminar los restos de
glucosa que no reaccionaron y las sales del tampdn y finalmente se
liofiliza. La cuantificacion del contenido total de CML en la proteina
glicosilada se realizo mediante GC-MS, utilizando 2Hg-CML como
estdndar interno (24). De forma resumida, la muestra se reduce con
NaBH, y posteriormente se hidroliza con dcido clorhidrico. Los ami-
nodcidos se transforman en sus trifluorometilésteres y se analizan
por GC-MS en modo SIM.

2.2. Diseio experimental para los ensayos con anima-
les
Los estudios con animales se realizaron de acuerdo con
las directivas de la Convencion para la proteccion de los animales
vertebrados usados en experimentacion y con otros fines cientificos
establecidas por la Union Europea (85/ETS123; 86/609/EEC) y fue-
ron aprobados por el comité de bioética de la Universidad de Gra-
nada. Se emplearon cuatro grupos de animales que cubrian la
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expresion de los dos receptores a estudiar: ratones homocigotos con-
trol Gprd3+/+ (129SvEvBrd, Deltagen) y RAGE*/* (C57BI/6, Lexicon
Genetics Inc.) y ratones transgénicos que sufren la deleccion del gen
que codifica dichos receptores, ratones Gprd3”- (129SvEvBrd, Del-
tagen) y ratones RAGE* C57BI/6 (Lexicon Genefics Inc.). Los ani-
males se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas y
tuvieron acceso libre a una dieta standard de laboratorio y agua.
El sacrificio se realizo mediante sobredosis con halotano.

En el experimento A, a cuatro grupos de ratones
(n = 10) se les indujo una colitis aguda con dextrano sulfato sddico
(DSS) tras haber ingerido durante 28 dias una dieta enriquecida al
3% con la BSA-G o BSA-C (25). Tras este periodo, a los ratones se
les administrd el DSS al 4% por medio del agua de bebida durante
7 dias y se les monitorizd diariamente el tipo de deposiciones y el
sangrado presente en ellas. El dia 7 se sacrificaron los animales, se
extrajo el colon y se analizd histologicamente siguiendo procedi-
mientos estdndar. Como control se utilizaron 3 animales de cada
grupo a los que no se les indujo la colitis mediante DSS.

En el experimentoB, a los cuatro grupos de ratones (n =
10) se les indujo una colitis crénica con DSS (10) tras haber ingerido
durante 28 dias una dieta enriquecida al 3% con la BSA-G o BSA-
C. Tras este periodo, a los ratones se les administrd DSS al 2% (ex-
cepto a los grupos control) durante 5 dias, seguidos de 5 dias donde
se les suministraba agua normal. Este ciclo se repitio dos veces mds
y los animales fueron sacrificados en el dia 30. El avance de la colitis
se monitorizé de igual forma que en el caso de la colitis aguda.
Como control se utilizaron 3 animales de cada grupo a los que no
se les indujo la colitis mediante DSS.

En el experimento C se estudio el efecto de la ingesta de
AGEs durante un periodo largo (90 dias), usando los cuatro grupos
de ratones comentados anteriormente y suministrdndoles una dieta
enriquecida al 3% con BSA-G o BSA-C.

Para evaluar el efecto de un tratamiento anti-AGEs sobre
la colitis inducida por DSS, en el experimento B tres animales de
cada grupo se trataron durante 7 dias con 100 p1g/dosis de exRAGE
(R&D Systems Inc.) tal y como se detalla en la bibliografia (20). El
exRAGE es una proteina quimérica obtenida mediante recombina-
cion del dominio extracelular del RAGE murino (GIn 24-ALA 342,
homologo al sRAGE.

2.3. Ensayos histolégicos y hioguimicos
Para evaluar el efecto de la ingesta de los AGEs sobre la
orquestacion de la respuesta inmune mediada por los receptores
GPR43 y RAGE, estudiamos diversos signos clinicos, cambios histo-
logicos y produccion de citoquinas.
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Signos clinicos: Se midio de forma diaria el peso de los
animales, la consistencia de las heces y el contenido de sangre fecal.
Las deposiciones de los animales se puntuaron de 0 a 4, siendo 0
las deposiciones normales y 4 las diarreicas. En cuanto al contenido
de sangre fecal se analizé mediante el test Hemoccult (Beckman
Coulter). El indice de actividad diaria (DAI) se calcul6 teniendo en
cwenta de forma combinada los pardmetros anteriormente descritos
(26).

Estudios histoldgicos: E| daio en la mucosa coldnica se
puntud de la siguiente forma: 0, sin dafio; 1, dafio en la mucosa
solo; 2, dafio en la mucosa y en la submucosa; 3, dafio transmural.
Una seccion del colon distal, obtenido tras el sacrificio del animal,
se fijo en formaldehido al 4% y se insertd en parafina. Secciones
de 5 um se tifieron con hematoxilina-eosina, tomando microfoto-
grafias con un microscopio equipado con cdmara a 600 aumentos.
El grado de infiltracion de los neutrdfilos se obtuvo contando todos
los neutrofilos extrabasales por microfotografia. La puntuacion ob-
tenida representa la media del contenido de neutréfilos en 4 zonas
aleatorias de mucosa y submucosa que proceden de tres secciones
diferentes del colon descendente.

Permeabilidad de la mucosa intestinal- Se estudio el in-
cremento de la permeabilidad en la mucosa intestinal de los distin-
tos grupos de animales usando como sonda fluorescente la
fluoresceina isotiocianato-dextrano (FD-4). Brevemente, se tomaron
muestras de colon de tres animales de cada grupo (n=3), se cerra-
ron mediante sutura y se llenaron con tampon bicarbonato de Krebs-
Henseleit (KHBB, pH 7.4). Posteriormente cada saco se suspendi6
en KHBB que contenia FD-4 y se incubo durante 30 minutos a 37°C
bajo una atmésfera de 0,:C0, (95:5). Finalmente, se tomé una
muestra de la solucion serosa (donde se suspendid el saco) y mucosa
(contenido del saco), se centrifugaron y se midio la intensidad de
la fluorescencia. De esta forma, la permeabilidad se expresé como
la capacidad de aclaramiento de la FD-4 de la capa mucosa a la se-
rosa (27).

Mieloperoxidasa (MPO)- Esta enzima se utiliza como mar-
cador de la infiltracion de neutrdfilos, aunque no es una enzima es-
triccamente especifica de estos fagocitos. El andlisis de la MPO se
analizd en tres segmentos coldnicos de cada animal (28). Los tejidos
se homogeneizaron y centrifugaron, realizando el ensayo de la MPO
usando un kit comercial (Hbt. Biotechnology).

Determinaciones de cifoquinas: El contenido de TNFo co-
lonico y de IL-6 e IL-10 plasmdticos se realizd mediante ELISA,
usando kits comerciales para cuantificar citoquinas murinas (Cytoset
kit, Biosource Internacional).
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Ensayos quimiotdcticos: La quimiotaxis de los neutrofilos
se estudio usando cdmaras transwell mediante la técnica descrita
por Kawohl et al. (29). Los neutréfilos se aislaron a partir de un lo-
vado peritoneal con suero salino estéril de ratones control,
Gpr43™ y RAGE™ (n = 3) 4 horas tras la administracion de una
solucion de tioglicolato 3%. Los neutréfilos se enumeraron tras fin-
cion de Meyer-Hemalaun. Para evaluar la accion de los AGEs (se
utilizo CML como AGE patrdn) sobre el receptor GPR43 se utiliz6 un
anticuerpo monoclonal antiRAGE murino (R&D Systems Inc) para
bloquear la interaccion AGE-RAGE.

2.4. Andlisis estadistico

Para realizar el estudio estadistico se utilizd el programa
SPSS ver. 15. Las medidas se realizaron al menos en triplicado y la
normalidad de los datos se comprobd utilizando el test de Kolmo-
gorov-Smirnov. Los resultados se expresan como media + desvia-
cion estdndar. Los valores P se calcularon utilizando un test de
ANOVA multifactorial y el test de la t de student. Los valores de
P <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

3. RESULTADOS

La regulacion de la respuesta inmune a nivel intestinal es
muy compleja y dentro de ella juegan un papel importante los re-
ceptores RAGE y GPR43. Desde hace 5 afios se estd estudiando el
papel que juega el RAGE sobre la permeabilidad de la mucosa in-
testinal, asi como sobre el reclutamiento de los neutrofilos. De igual
forma, recientemente se estd evidenciando el papel fundamental
que juega el receptor GPR43 para regular el reclutamiento de las
células del sistema inmune hasta la mucosa intestinal ante deter-
minados estimulos microbianos. Sin embargo, hasta ahora no se
conoce si existe algun tipo de relacion entre la actividad de ambos
receptores. En este sentido, en el presente trabajo se evalia cdmo
se activan dichos receptores mediante la administracion de una pro-
teina rica en AGEs y se estudia qué papel juegan en el desarrollo
de la inflamacion intestinal. Para ello, se utiliza un modelo murino
de enfermedad inflamatoria intestinal, ya que se disponen de ra-
tones transgénicos comerciales que carecen de los receptores GPR43
y RAGE donde se puede inducir una colitis aguda o cronica. Asi
mismo, tras estudiar el efecto de los AGEs ante una situacion pato-
lgica, es evalta su efecto durante una ingesta prolongada, eva-
luando si dicha ingesta puede incrementar el riesgo de desarrollar
|la enfermedad. Finalmente, para reforzar los hallazgos encontrados
se estudian los efectos de una terapia con exRAGE y propionato
sobre la inflamacion intestinal inducida con DSS.
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3.1. Glicosilacién de la BSA los animales mostraron unos signos clinicos idénticos (peso, consis-
Para evaluar el efecto de un consumo elevado de AGEs  tencia de las heces y sangrado rectal) lo que dio lugar a un indice

sobre la inflamacion intestinal decidimos utilizar una BSA glicosi-  de actividad diaria (DAI) similar (Figuras 1Ay 1B). A partir del ter-
lada. Mediante el método de glicosilacion utilizado por nosotros ob- cer dia fodos los ratones deficientes en los recetores GPR43 y RAGE
tuvimos unos valores de CML de 69 mg/g proteina, que sonsimilares ~ (Gprd3- y RAGE") perdieron peso de forma mds significativa que
a los encontrados por otros autores (30). Como se adiciona un 3% los ratones control (Gprd3+/+ y RAGE+/+) mientras que estos tuvie-
de BSA a la diefa estandar de los ratones y teniendo en cuenta el ron menos diarrea y sangrado rectal (P <0,05). De igual forma se

consumo de éstos, se estimd la ingesta diaria de CML en 10 mg/dia, puede observar que la utilizacion de una dieta enriquecida en AGEs
aunque expresada en peso corporal llegamos 100 mg/Kg/dia. La (1B) no dio lugar a unos peores signos clinicos en ratones que ca-
ingesta diaria de CML en humanos ha sido estimada en unos 75 recian del receptor RAGE, mientras que el indice de actividad diaria
mg/dia (31) dando lugar a una ingesta de 1 mg/Kg/dia., lo quees  fue superior (P<0,01) en ratones Gprd3. Estos resultados con-
100 inferior a la ingesta que realizaron nuestros ratones. De esta ~ cuerdan con la longitud del colon de los animales alimentados con
forma, podemos evaluar con certeza el efecto de una ingesta elevada BSA-C (1A) y BSA-G (1B), mostrando una mayor inflamacion en

de CML sobre la inflamacion intestinal. Otros autores (21) han de- ratones deficientes en los receptores RAGE y GPR43.

mostrado que la BSA glicosilada interacciona con el receptor RAGE El examen histoldgico de las muestras obtenidas del colon
mediante la CML, lo que refuerza la utilizacion de esta proteina  descendente mostr6 (Figura 1E) un dafio tisular reducido y una
para realizar el estudio. menor infiltracion de los neutréfilos (P<0,001) en los ratones que

carecen de los receptores RAGE y GRP43 y son alimentados con un

3.2. Relacion de los receptores RAGE y GPR43 con la in-  dieta rica en AGEs. Sin embargo, estas diferencias no son tan apre-
gesta elevada de AGEs en un modelo de colitis aguda ciables en el caso de los animales alimentados con BSA-C, no sig-
Para estudiar la relevancia de la deficiencia de los recep- nificativas en el caso del receptor RAGE y P<<0,05 en el caso del

tores RAGE y GPR43 en condiciones de inflamacion aguda, asi como GPR43. Para cuantificar la cantidad de neutrdfilos, realizamos tam-
el efecto de la ingesta elevada de AGEs, indujimos una colitis aguda bién un ensayo ELISA para determinar los niveles de MPO en tejido
mediante la administracion de DSS al 4% en el agua de bebida de colonico homogeneizado. Como se muestra en la figura 2B, los ni-
ratones Gprd3+/+, RAGE*/+, Gprd3 y RAGE”. Hasta el dia 2todos ~ veles de MPO estaban significativamente reducidos en los ratones

A) BSA- B) BSA-
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Figura 1. Signos clinicos y estudios histolégicos obtenidos en animales con colitis aguda inducida. A) indice de actividad patolégica (DAI) en ratones alimentados con
BSA control. B) DAI en ratones alimentados con BSA glicosilada. C) Longitud del colon en ratones alimentados con BSA control. D) Longitud del colon en ratones ali-
mentados con BSA glicosilada. E) Infiltracion de neutréfilos. F) Permeabilidad intestinal. E y F) Las diferencias para el mismo tipo de ratén alimentados con BSA control
o glicosilada son estadisticamente significativas (P <<0,001) excepto en los ratones RAGE-/- para permeabilidad intestinal (P <0,05).
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Figura 2. Pardmetros bioquimicos obtenidos en animales con colitis aguda inducida. A) Niveles de TNFou colénico. B) MPO. C) Niveles de IL-6 plasmdticos. D) Niveles

de IL-10 plasmaticos. A, B, Cy D) Las diferencias para el mismo tipo de raton alimentados con BSA control o glicosilada son estadisticamente significativas (P<0,05)
excepto en los rafones Gprd3+/*+ para MPO y RAGE para IL-6 (diferencias no significativas).

RAGE" (P<0,01) y Gprd3 (P<0,001). Ademas, la reduccion de
los niveles de TNFor colénicos (2A) fue mds marcada en los ratones
Gprd3 (P<0,001) que en los RAGE* (P <0,01). Los mismos des-
censos se encontraron para los niveles de IL-6 plasmdtica (2C) mien-
tras que los niveles de IL-10 (2D) estaban mas elevados en los
ratones Gpr43” (P<0,001). Teniendo en cuenta que la IL-10 es
una citoquina antiinflamatoria, mientras que la IL-6 y TNFou son
proinflamatorias, se puede establecer que la induccion de una colitis
aguda con DSS origina un estado proinflamatorio que da lugar a

una infiltracion de neutrdfilos. La utilizacion de una dieta rica en
AGEs promueve el desarrollo de una patologia mds grave. Dicha
infiltracion e inflamacion resultante es menor en los ratones que
carecen del receptor GPR43, lo que indica que dicho receptor es cru-
cial en el desarrollo de una respuesta inflamatoria temprana ante
un agente externo. En este sentido, la figura 1E muestra el efecto
que dicha inflamacion provoca en la permeabilidad al FD4, que se
considera un indice de la funcion barrera que ejerce el epitelio in-
testinal. Como se puede observar, en incremento en la permeabili-
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Figura 3. Signos clinicos y estudios histolégicos obtenidos en animales con colifis cronica inducida. A) indice de actividad patolégica (DAI) en ratones alimentados con
BSA control. B) DAI en ratones alimentados con BSA glicosilada. C) Longitud del colon en ratones alimentados con BSA control. D) Longitud del colon en ratones
alimentados con BSA glicosilada. E) Infiliracién de neutrdfilos. F) Permeabilidad intestinal. E y F) Las diferencias para el mismo tipo de ratén alimentados con BSA
control o glicosilada son estadisticamente significativas (P<0,01) excepto en los ratones RAGE para infiltracion de neutrdfilos.
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dad originada por la colitis no se experimentd en los ratones ca-
rentes del receptor GPR43, debido fundamentalmente al desarrollo
de una menor inflamacién, como se ha comentado anteriormente.

3.3. Relacion entre los receptores RAGE y GPR43 con la
ingesta elevada de AGEs en un modelo de colitis cronica
Para profundizar en el efecto de los receptores RAGE y
GPR43 y la exposicion continuada a concentraciones elevadas de
AGEs sobre el proceso inflamatorio a nivel intestinal, realizamos un
ensayo en el que administramos DSS al 2% durante 30 dias a los
distintos grupos de ratones estudiados. Como puede observarse en
|a figuras 3A y 3B, el indice de actividad diaria mostraba picos que
coinciden con el cese de la administracion del DSS. Asi mismo, es
evidente que la ausencia de los receptores RAGE y GPR43 protege
frente a la induccion de dafio infestinal, resultando en unos DAI
menos elevados. Sin embargo, en el caso de la suplementacion de
la dieta con BSA glicosilada (Figura 3B) mostré que los ratones
Gprd3 desarrollaban una diarrea, pérdida de peso y sangrado rec-
tales mas parecidos al de los ratones control (que expresaban dicho
receptor), lo que sugiere que el receptor RAGE juega un papel fun-
damental en el desarrollo de la inflamacion de tipo cronico. El es-
tudio microscapico de diferentes secciones del colon descendente
mostrd menos signos de inflamacion de la mucosa intestinal en ra-
tones con deficiencia en la expresion de alguno de los receptores
(Figura 4). Estos resultados también se apoyan en la mayor longitud
colénica en los animales transgénicos (P<0,01) comparados con
sus homélogos salvajes (Figuras 3Cy 3D).

Como se ha comentado previamente, las preparaciones
microscopicas revelaron una lesion mucosa menor en rafones
Gprd3" y RAGE- (Figura 4) y especialmente una menor infiltracion
de neutrdfilos (Figura 4E). Este hecho se demostr6 cuantitativamente
por los menores valores de TNFou (5A) y MPO (5B) e IL-6 (5C) asi
como por un mayor nivel plasmdtico de IL-10 (5D). De esta forma,
la funcion de barrera epitelial se vio mds protegida en dichos ratones
(Figura 3E), especialmente en los RAGE. En resumen, estos resul-
tados demuestran que la deficiencia en los receptores GPR43 y RAGE
dan lugar a una menor inflamacion coldnica en el modelo de colitis
cronica inducida por DSS, dando un mayor protagonismo al receptor
RAGE en el mantenimiento de la inflamacion intestinal de tipo cro-
nico. Asi mismo, estos resultados apoyan la hipétesis de que los
AGEs procedentes de la dieta pueden dar lugar al desarrollo y/o
perpetuacion de una patologia inflamatoria intestinal mds severa
que cuando se administra una dieta normal.

3.4. Repercusion de la ingesta prolongada de AGEs sobre
los receptores RAGE y GPR43
Como se ha comentado en los dos apartados precedentes,
el consumo elevado de AGEs origina un cuadro inflamatorio mds
severo en distintos modelos de inflamacion intestinal. De esta forma,
nos propusimos evaluar el efecto que tiene una ingesta elevada de
AGEs en animales a los que no se les induce ningdn tipo de colitis.
Como se puede observar en la figura 6, se obtuvo una mayor infil-
tracion de neutrdfilos (P<0,001) en todos los ratones que se ali-
mentaron durante tres meses con BSA-G, excepto en el caso de los

RAGE**

RAGE”

Figura 4. Microfotografias coldnicas obtenidas en animales con colitis crénica inducida. Los ratones RAGE” y GPR43 presentan una inflamacién cronica menos severa.
Las flechas indican la presencia de una cantidad diferente de neutréfilos en la zona submucosa.
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excepto en los ratones RAGE”- para MPO e IL-10 (diferencias no significativas).

ratones Gprd3- donde no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas. Este hecho se verificd a partir del contenido co-
lonico de MPO, que mostrd una infiltracion mayor en ratones
alimentados con la protfeina glicosilada, exceptuando a los ratones
con deficiencia de los receptores RAGE y GPR43 (no significativas).
Asi mismo, se encontraron mayores niveles (P<0,01) de TNFa co-
lonico e IL-6 plasmdtica en ratones con dieta enriquecida en
BSA-G (Figura 7), siendo los valores de IL-10 plasmdtica inferiores
en estos grupos. Asi, estos resultados apuntan a que la ingesta pro-
longada de cantidades sustanciales de AGEs da lugar a la elevacion
de marcadores inflamatorios.

3.5. Efecto del tratamiento con exRAGE sobre los recep-
tores RAGE y GPR43 en un modelo de colitis cronica

Tras evidenciar que los receptores RAGE y GPR43 juegan

un papel fundamental en la respuesta inmunoldgica ante una si-

tuacion de inflamacion sostenida, decidimos estudiar el efecto que

puede fener una terapia de secuestro de AGEs mediante la utiliza-

cion de exRAGE, que es una proteina quimérica homologa al sSRAGE

humano y que es capaz de captar AGEs libres en el medio. Para
ello, se repitio el experimento de induccion de colitis cronica a rato-
nes suplementados como BSA-G.

Como se observa en la figura 8A, el grado de infiltracion
de los neutrdfilos en el colon descendid significativamente
(P<0,001) cuando se trataron ratones Gprd3++, RAGE*',
Gprd3 y RAGE; en este Gltimo también se observo un descenso
significativo (P <0,05). Teniendo en cuenta que estos ratones care-
cen del receptor RAGE, el efecto beneficioso derivado de retirar un
exceso de AGEs podria indicar que otros receptores como el GPR43,
que estdn implicados en el redutamiento de los neutréfilos, también
se activan por los AGEs. De igual forma, la permeabilidad del epi-
telio intestinal (Figura 8B) mejord de forma considerable
(P<0,001) con el tratamiento mediante exRAGE. De forma cuan-
titativa, la infiliracién neutrofilica, medida como actividad de la
MPO, disminuyé significativamente (P <0,001) mediante el trata-
miento con exRAGE en fodos los grupos excepto en el RAGE” donde
no se encontraron diferencias (Figura 9B). En cuanto a los marca-
dores proinflamatorios, las citoquinas TNFou (9A) e IL-6 (9C) se com-

Infiltracion neutréfilos
o

o

P <0,001

P < 0,001
T
OBSAC
T T T HBSA-G
|_I i

RAGE** RAGE*

Gprd3+"* Gpr43” Control

Figura 6. Infiltracion de los neutréfilos en animales con una ingesta prolongada de AGEs. Las diferencias para el mismo tipo de ratén alimentados con BSA control o gli-

cosilada son estadisticamente significativas (P<0,001) excepto en los ratones Gprd3-/-(NS).
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para MPO y GPR43 para IL-6 (diferencias no significativas).

portaron de igual forma a los signos histoldgicos resefiados ante-
riormente. Finalmente, la concentracion de IL-10 plasmatica se in-
crementd de forma significativa (P<0,001) con el tratamiento,
indicando que la inflamacion subsiguiente a la induccion de la colitis
era menor (Figura 9D).

3.6. Efecto de la CML y propionato sobre la migracién
de los neutréfilos y su relacion con los receptores RAGE
y GPR43

Los resultados obtenidos en los apartados anteriores in-
dican que el receptor GPR43 podria ser estimulado por los AGEs,
principalmente la CML, que es el AGE mayoritario formado en la
BSA glicosilada. De esta forma, para caracterizar la respuesta qui-
miofdctica de los neutréfilos ante los AGEs, aislamos neutréfilos a
partir del lavado peritoneal de ratones de los cuatro grupos tratados
previamente con tioglicolato. Para realizar el experimento utiliza-

mos una solucion de CML 10-2 M, ya que ha mostrado previamente
su actividad quimiotdctica sobre los neutréfilos en ratones salvajes.
Tras 45 minutos de estimulacion, se observd un incremento signifi-
cativo (P<0,001 excepto en RAGE", P<0,01) de la migracion qui-
miotdctica en todos los grupos (Figura 10A). Es de sealar que en
el RAGE la migracion quimiotdctica debe de estar mediada por
otros receptores distintos al RAGE, que no se expresa en esos neu-
tréfilos. Para determinar si el receptor GPR43 podia activarse me-
diante la estimulacion con CML, se utilizd un anticuerpo murino
antiRAGE, que es capaz de bloquear la sefial AGE-RAGE. Asi, se
pudo observar que en los ratones RAGE+/+, Gpr43+/+ y Gprd3™ la
migracion de los neutrofilos descendio de forma significativa un
60% (P <0,001) mientras que en el grupo RAGE" no se encontra-
ron diferencias significativas, ya que estos neutrofilos carecian del
receptor RAGE. De igual forma, los valores a los que descendi6 la
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Figura 8. Signos clinicos y estudios histol6gicos obtenidos en animales con colitis crénica inducida y tratados con exRAGE. Las diferencias para el mismo tipo de raton
alimentados con BSA control o glicosilada son estadisticamente significativas (P<0,001) excepto en los ratones Gprd3--.
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Figura 9. Pardmetros bioquimicos obfenidos en animales con colitis cronica inducida y tratados con exRAGE. A) Niveles de TNFo. colénico. B) MPO. C) Niveles de IL-6 plasmdticos. D)
Niveles de IL-10 plasmaticos. A, B, Cy D) Se tratd a los ratones con BSA glicosilada. De igual forma los ratones se trataron con exRAGE para captar los AGEs libres con o sin adicién de pro-

pionato, para estimular al receptor GPR43.

migracion quimiotdctica fueron significativamente mayores
(P<0,01) en los grupos Gprd3+/+, RAGE++ y RAGE"" que la qui-
miotaxis del grupo control. Sin embargo, en el grupo Gpr43” no
se encontraron diferencias significativas entre el control y los neu-
trofilos tratados con CML y antiCML. Habida cuenta de que estos
neutrdfilos carecen de receptor GPR43, la quimiotaxis debia deberse
al receptor RAGE, que resulta bloqueado por su anticuerpo. Asi, las
diferencias de actividad encontradas con los neutrdfilos de los demds
grupos cuando se aiiade CML y antiRAGE indican que en estos gru-
pos la migracion quimiotdctica se debia al receptor GPR43.

Para comparar la capacidad migratoria de los neutrdfilos
debida a los SCFA y la CML, se realizé un ensayo con neutrdfilos
procedentes de rafones RAGE", donde se ha demostrado previa-
mente que la quimiotaxis se debia exclusivamente a la interaccion
con el receptor GPR43. Asi, se ensayaron dos concentraciones dis-

tintas de CML y propionato (10-2 My 10-4 M) que fue seleccionado
como SCFA de referencia por su marcada actividad quimiotdctica
(10). Como puede observarse en la figura 10B, el incremento en la
concentracion de CML o propionato indujo una mayor respuesta qui-
miotdctica, que fue aproximadamente el doble en el caso del pro-
pionato comparado con la CML. Asi mismo, la co-estimulacion con
CML y propionato dio lugar a un incremento cooperativo en la mi-
gracion de los neutrdfilos.

4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
extraer diversas conclusiones. Uno de los principales hallazgos es
que tanto el receptor GPR43 como el RAGE son necesarios para el
reclutamiento de los neutréfilos en un modelo de inflamacion in-
testinal por lesion de la barrera mucosa. Los datos obtenidos per-
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Figura 10. Efectos de CML y propionato sobre la migracion de los neutréfilos. A) Efecto de la CML (10-4 M) sobre la migracion de los neutréfilos procedentes de ratones RAGE+/+, RAGE”-
GPR43+/+y GPR43". Se utilizd el anticuerpo monoclonal murino antiRAGE para evaluar del efecto de la CML sobre el receptor GPR43. B) Efecto de la CML y propionato sobre la migracion
de los neutrdfilos aislados de ratones RAGE™".
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miten demostrar que la activacion de ambos receptores juega un
papel contradictorio en la fisiopatologia inflamatoria a nivel intes-
tinal: por un lado, la activacion de estos receptores ejerce un factor
profector frente a la traslocacion bacteriana en un modelo agudo
de colitis. Sin embargo, dicha activacion es perjudicial en el caso de
una inflamacion de tipo cronico.

Hemos demostrado claramente el papel protector que
ejerce la presencia de los receptores GPR43 y RAGE frente las lesio-
nes agudas que se producen tras la exposicion a una dosis elevada
de DSS. La activacion del receptor GPR43 permite el reclutamiento
de los neutrdfilos, con la consiguiente elevacion de la citoquinas
proinflamatorias TNFou e IL-6 y la disminucion de la IL-10 (citoquina
antiinflamatoria). Un comportamiento similar, pero menos potente
se ha observado con el receptor RAGE. La ausencia de este receptor
da lugar al desarrollo de una patologia ligeramente mas severa
que en los ratones control, pero la ausencia del receptor GPR43 dio
lugar a una evolucion clinica peor, lo que estd en consonancia con
estudios realizados por otros investigadores (10, 25). Esto parece
indicar que el receptor RAGE no puede compensar la ausencia del
GPR43 y que este es estrictamente necesario para iniciar el proceso
inflamatorio. Por un lado, Sina et al. (10) han demostrado que las
sefiales inducidas por los SCFA a través del receptor GPR43 actian
in vivo como el interruptor maestro para poder alcanzar el umbral
critico ante otros estimulos. Asi, la ausencia de este receptor retar-
daria el desarrollo del proceso inflamatorio mediado por otros re-
ceptores como el RAGE. Por otro lado, el receptor RAGE podria
actuar a mds largo plazo, como se demuestra en los problemas a
largo plazo derivados de la diabetes (32).

En cuanto al modelo de colitis cronica, hemos podido de-
mostrar claramente el papel protector que juega la deficiencia de
los receptores GPR43 y RAGE frente a las lesiones cronicas genera-

das tras varios ciclos de administracion de una dosis baja de DSS.
Los ratones transgénicos deficientes en estos receptores exhibieron
una inflamacion menor de la mucosa, tal y como indicaban los sig-
nos clinicos, histologia y niveles de citoquinas anti- y proinflamato-
rias. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Sina et al. (10)
mientras que otros autores (25) defienden que la presencia del re-
ceptor GPR43 protege del desarrollo de una inflamacion cronica.
Nuestros resultados, junto con los de otros grupos apuntan a que
estos receptores juegan un papel perjudicial en la inflamacion cro-
nica. La activacion de estos receptores provocaria la migracion hacia
el infestino de cantidades crecientes de neutréfilos. Por un lado, uno
de los efectos fundamentales que ejercen los neutréfilos en la infla-
macion intestinal es la regulacion a la baja de las proteinas de union
intercelular en el epitelio intestinal. Asi, una infiltracion sostenida
de los neutrdfilos podria contribuir a la disminucion de la funcion
barrera de dicho epitelio (33). Por otro lado, diversos autores han
encontrado tanto en células Caco-2 (22) como en el colon (20) la
permeabilidad de la mucosa se altera por activacion del receptor
RAGE. Esta hiptesis explicaria porqué aumenta la permeabilidad
intestinal en los ratones RAGE+/+ y Gpr43+/+ en el modelo de in-
flamacion cronica, a la vez que aumenta el nimero de neutrdfilos
infiltrados en la mucosa infestinal.

Es importante sefialar que, i bien la actividad del receptor
RAGE no parece ser fundamental en el inicio de la actividad infla-
matoria, su papel en el posterior mantenimiento de este status pa-
rece ser importante. La union AGE-RAGE daria lugar a la aparicion
de diversos efectos mediados por la activacion celular (22):
1) Atraccion quimiotdctica de los neutrdfilos por regulacion al alza
de receptores de adhesion endotelial y su union al mismo receptor
RAGE, que también actia como receptor de adhesion.
2) Produccion elevada de citoquinas proinflamatorias.

Grupo carboxilo

(responsable unién a GPR43)

(responsable potencia accién)

Cadena alifatica

Acido propiénico

Figura 11. Posible explicacion de la afinidad de la CML por el receptor GPR43 teniendo en cuenta las semejanzas en la estructura quimica con el dcido propidnico.
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De forma general se especula que los AGEs puedan ser
un “factor de riesgo” para la salud humana (34, 35). Estos autores
indican que la absorcion de los AGEs procedentes de los alimentos
es de un 10% y de acuerdo con estudios cinéticos un tercio de los
mismos se eliminan por via renal. Por tanto, una alta proporcion
es retenida, aunque no esta claro cual de los compuestos de Maillard
de la dieta activan la via proinflamatoria después de su absorcion
y si los organismos sanos compensan el efecto fisiopatolagico. En
este sentido, ofra de las conclusiones que se derivan del presente
trabajo es que los AGEs ingeridos con la dieta promueven la apari-
cién de un desequilibrio en el balance inflamatorio a nivel intestinal,
originando un status proinflamatorio que podria dar lugar a la apo-
ricion de la enfermedad inflamatoria intestinal en aquellos indivi-
duos con susceptibilidad genética o sometidos a otro tipo de
estimulos ambientales o microbianos. Por un lado, hemos demos-
trado que el consumo elevado de AGEs promueve la activacion del
sistema inmune de la mucosa en presencia de una barrera mucosa
daiiada, contribuyendo al desarrollo de la Ell. Por otro lado, hemos
observado que la ingesta elevada de AGEs durante un tiempo pro-
longado da lugar a una serie de cambios, como infiltracion de neu-
trofilos en la mucosa intestinal o elevacion de los niveles de
citoquinas proinflamatorias, que podria predisponer al desarrollo
de una patologia posterior.

Otro descubrimiento importante del presente trabajo es
la demostracion de que la CML es capaz de estimular el receptor
GPR43. De esta forma los AGEs, en concreto la CML, no solo actua-
rian como quimioatractores de los neutrdfilos de una forma indirecta
mediante su interaccion con el receptor RAGE, sino que podrian ac-
tuar de forma directa tal y como los SCFA hacen. Los agonistas na-
turales del receptor GPR43 son los dcidos grasos de cadena corta
como el acetato, propionato o butirato (36), aunque recientemente
se han sintetizado diversos compuestos artificiales, fenilacetamidas,
con una mayor actividad sobre este receptor (37). En este sentido,
mediante la utilizacion de neutrdfilos obtenidos a partir de ratones
transgénicos, hemos demostrado por primera vez que la CML es
capaz de unirse al receptor GPR43 y activarlo, promoviendo la mi-
gracion quimiotdctica de los neutrdfilos. Los SCFA interactGan con
el GPR43 por medio de grupo carboxilato tal y como muestra la fi-
gura 11 (39). Este grupo con carga negativa se uniria a los grupos
cationicos de la arginina 5.39 y 7.35 (40). Asi, la CML podria unirse
al GPR 43 mediante el grupo carboxilico en la posicion €, ya que el
que estd presente en la posicion < es el que se utiliza para realizar
el enlace peptidico en la proteinas (Figura 11). Respecto a la po-
tencia de la CML, se observo que es aproximadamente del 30 al
40% de la que ejerce el propionato. En los SCFA la potencia de ac-
cion depende de la longitud de la cadena alifdtica, pero en el caso
de la CML no hemos realizado experimentos para determinar si su

ANALES
RANF

www.analesranf.com

actividad depende de las cadenas sefialadas en la figura 10, aunque
posiblemente, debido a la homologia estructural con las fenilace-
tamidas, el grupo N¢ y el carboxilo anexo podrian ser los responsa-
bles. También es de destacar la actividad cooperativa que existe
entre la CML y el propionato, que dieron lugar a un incremento no-
table en la migracion de los neutrofilos. Un comportamiento similar
se ha encontrado entre el propionato y el quimioatractante de los
queratinocitos (10) y el propionato y las fenilacetamidas (38).

Finalmente, habida cuenta del papel que juegan los AGEs
en crear las condiciones propicias para el desarrollo de un brote
agudo de la Ell o de la perpetuacion de una inflamacion cronica, el
tratamiento con sRAGE podria ser una terapia prometedora para
el tratamiento de esta patologia. La administracion de sSRAGE en el
modelo de colitis cronica mejoro tanto los signos clinicos de la en-
fermedad como los pardmetros bioquimicos e histoldgicos. Unos re-
sultados similares se han obtenido al utilizar sSRAGE para prevenir
las alteraciones que se producen en la barrera epitelial en experi-
mentos de isquemia-reperfusion (20). Como se ha comentado antes,
una ingesta elevada de AGEs produce una patologia mds grave y
podria facilitar el desarrollo de la Ell si se ingieren en cantidades
elevadas durante un tiempo prolongado. De igual forma hemos co-
mentado la actividad agonista de la CML sobre el receptor GPR43.
Asi, quelacion de los AGEs podria ser una forma prometedora de
inhibir la migracion de los PMN o la sobreproduccion de citoquinas
proinflamatorias.
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Abreviaturas

AGEs: Compuestos avanzados de glicosilacion
BSA-C: Albumina sérica bovina conirol.
BSA-G: Albumina sérica bovina glicosilada.
BSA: Albumina sérica bovina.

(ML: carboximetillisina

DAI: indice de actividad diaria.

DSS: dextrano sulfato sodico.

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal
GC-MS: Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masas.
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GPR43: Receptor acoplado a la proteina G43

IL-10: Interleukina 10. 12.

IL-6: Interleukina 6.

MPO: Mieloperoxidasa. 13.

NFi(3: Factor nuclear de transcripcion kappa-beta.
NOS: Radicales del nitrogeno
RAGE: Receptor para los compuestos avanzados de glicosilacion

ROS: Radicales del oxigenos 4.
SCFA: Acidos grasos de cadena corta
SIM: Single lon Monitoring.
SRAGE: Fraccion soluble del receptor RAGE
TNFou: Factor de necrosis tumoral alfa.
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