Lainhibicion dela p38 MAPK mejora las
alteracionesintestinalesy el estrés oxidativo

Inducidos en un modelo de endotoxemia en congjo
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RESUMEN

Introduccion: El lipopolisac&rido (LPS) disminuye la contractilidad intestinal e induce
un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, que juegan un papel importante
en |la patogénesis de la sepsis. La proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) p38 puede
ser activada por diversos estimulos como € LPS. Los objetivos ddl presente estudio fueron: (1)
investigar €l papel delap38 MAPK en los efectos del LPS sobre (a) las contracciones inducidas
por la acetilcoling, la prostaglandina E, y € KCl en & duodeno de congjo y (b) & estrés
oxidativo; (2) estudiar la expresion de la p-p38 y p38 en € intestino; (3) localizar la forma
activade lap38 en € intestino.

M étodos: Se establecieron 4 grupos de congjos y se les inyectd de forma intravenosa: (1)
solucién saling, (2) LPS, (3) SB203580, un inhibidor especifico de lap38 o (4) SB203580 + LPS.
La contractilidad intestinal se estudi6é en un bafio de 6rganos. La expresion de las proteinas p-
p38 y p38 tota se estudiaron mediante western blotting y la p-p38 se localizé6 mediante
inmunohistoquimica. Los productos formados a consecuencia del dafio oxidativo en lipidos como
el malondialdehido y 4-hidroxialquenales (MDA+4-HDA) y proteinas (carbonilos) se cuantifico
en plasma e intestino.

Resultados: Las contracciones inducidas por la acetilcolina, la prostaglandina E;, y el
KCl disminuyeron con e LPS. El LPS incrementd la expresion de la p-p38 y los niveles de
MDA+4-HDA vy de carbonilos tanto en & plasma como en e intestino. El tratamiento con
SB203580 bloqued el efecto del LPS sobre las contracciones inducidas por la acetilcolinay los
niveles de MDA+4-HDA y carbonilos. La p-p38 se localiz6 en |las neuronas del plexo mientérico
y enlas células del masculo liso del duodeno.

Conclusiones: El LPS disminuye la contractilidad duodenal en conejos e incrementa la
produccion de radicales libres. Lap38 MAPK estéinvolucrada en estos efectos.

ABSTRACT
Background: Lipopolysaccharide (LPS) decreases intestinal contractility and induces the
release of reactive oxygen species (ROS), which play an important role in the pathogenesis of
sepsis. p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) can be activated by a variety of stimuli
such as LPS. The aims of this study were: (1) to investigate the role of p38 MAPK in the effect
of LPS on (a) the acetylcholine, prostaglandin E2 and KCl-induced contractions of rabbit
duodenum and (b) the oxidative stress status; (2) to localize the active form of p38 in the
intestine.
Methods: Rabbits were injected with (1) saline, (2) LPS, (3) SB203580, a specific p38 MAPK
inhibitor, or (4) SB203580 + LPS. Duodenal contractility was studied in an organ bath.
SB203580 was also tested in vitro. The protein expression of p-p38 and total p38 was measured
by Western blot and p-p38 was localized by inmunohistochemistry. The formation of products of
oxidative damage to proteins (carbonyls) and lipids (MDA+4-HDA) was quantified in intestine
and plasma.
Key Results: ACh, PGE2 and KClI-induced contractions decreased with LPS. LPS increased
phospho-p38 expression and the levels of carbonyls and MDA+4-HDA. SB203580 blocked the
effect of LPS on the ACh, PGE2 and KCI -induced contractions in vivo and in vitro and the
levels of carbonyls and MDA+4-HDA. P-p38 was detected in neurons of the myenteric plexus
and smooth muscle cells of duodenum.
Conclusions & References: LPS decreases the duodenal contractility in rabbits and increases the
production of free radicals. p38 MAPK is a mediator of these effects.



INTRODUCCION

El lipopolisacérido (LPS) es una endotoxina presente en la pared celular de las
bacterias Gram negativas. Numerosas alteraciones asociadas a las infecciones
bacterianas como fiebre, cambios circulatorios y dafios a numerosos érganos, que
incluyen e sistema nervioso central, corazon, rifiones, pulmones, higado y € tracto
gastrointestinal, son atribuidas al LPS. La administracion sistémica de la endotoxina
provoca alteraciones en la motilidad gastrointestinal (Weisbrodt et al., 1996; Plaza et
al., 1997; Eskandari et a., 1999; Rebollar et al., 2002; Hussain y Delovitch, 2005).
Estudios previos de nuestro grupo han mostrado un efecto inhibitorio del LPS sobre las
contracciones inducidas por la acetilcolina en dos condiciones: en conejos tratados con
LPSy en segmentos intestinales incubados con LPS in vitro (Rebollar et a., 2002). Los
efectos del LPS sobre la motilidad se han atribuido a diferentes sustancias como las
prostaglandinas y el éxido nitrico (Hori et a., 2001; Rebollar et al., 2002; Rebollar et

al., 2003; Grasa et a., 2008).

El LPS provoca laliberacién de especies reactivas del oxigeno (EROs) (Giralt et
al., 1993; Nowak et al., 1993). El estrés oxidativo esta involucrado en un amplio rango
de patologias, incluyendo el cancer, laisquemialreperfusion, la enfermedad inflamatoria
intestinal, las enfermedades neurodegenerativas y la sepsis (van der Vliet y Bast, 1992;
Goode y Webster, 1993; Bergeron, 1995; Lih-Brody et al., 1996; McKenzie et a., 1996;
Kooreman et al., 1998). La acumulacion de cantidades elevadas de radicales libres
tienen efectos perjudiciales en e hospedador, produciendo diversos efectos
fisopatologicos. El estrés oxidativo también se ha descrito como una causa de las
alteraciones en lamotilidad intestinal inducidas por el LPS (Pons et al., 1991; de Winter

et al., 2005).



El LPS activa las siguientes MAPKs: |a p38, la cinasa activada por sefides
extracelulares (ERK) y la cinasa c-Jun-N- terminal (JNK) (Kyriakis y Avruch, 2001).
Las MAPKs se han conservado en todos los organimos eucariotas y participan en
muchos procesos celulares como la embriogénesis, la diferenciacion ceular, la
proliferacion celular y la muerte celular (Pearson et a., 2001). La p38 MAPK es una
proteina miembro de esta familia. Las consecuencias funcionales de la activacion de la
p38 MAPK son complgas y no se conocen con exactitud. Se ha observado una
activacion anormal de la p38 MAPK en circunstancias patolégicas como e cancer
(Bradham y McClay, 2006), la enfermedad inflamatoriaintestinal (Waetzig et al., 2002)
o las enfermedades neurodegenerativas que incluyen la esclerosis lateral amiotréfica
(Bendotti et al., 2004) o e Parkinson (Onyango et al., 2005). Se piensa que la p38
MAPK tiene un papel importante en la inflamacion y esta siendo estudiada como una

diana terapéutica paralas enfermedades inflamatorias (Kyriakis y Avruch, 2001).

Los objetivos del presente estudio fueron investigar €l papel de lap38 MAPK en
los efectos del LPS sobre las contracciones inducidas por la acetilcolina, la
prostaglandina E, y e KCl en e duodeno de congo, examinar e nivel de estrés
oxidativo por medio de la cuantificacion de carbonilos y de malondiadehido y 4-
hidroxialquenales en plasma y duodeno y locaizar la forma activa de la p38 (p38

fosforilada, p-p38) en € intestino.



MATERIAL Y METODOS
Disolucionesy productos

La composicion de la solucion Krebs en mM fue la siguiente: NaCl 120, KCl

4.7, CaCl, 2.4, MgSO, 1.2, NaHCO, 24.5, KH_PO, 1.0, y glucosa 5.6, pH 7.4. La

acetilcolina (ACh), la prostaglandina E, y €l lipopolisacarido (LPS, de Escherichia coli
serotipo 0111:B4) se obtuvo de Sigma (Madrid, Espaiia). El KCl se obtuvo de Merck
(Madrid, Espania). 4-[5-(4-Fluorofenil)-2-[4-(metilsulfonil)fenil]- 1H-imidazol -4-
yl]piridine hidrocloride (SB203580) se obtuvo de Tocris (Madrid, Espafia). Las

disoluciones se prepararon en solucién salina.
Animales

El manejo, equipamiento y sacrificio de los animales se realiz6 de acuerdo con la
legidacion europea del Consgjo 86/609/EEC sobre la proteccion de los animales de
experimentacion. Todos los protocolos se aprobaron por e Comité de Etica de la

Universidad de Zaragoza (Espana).

Se utilizaron congjos machos de la raza neozelandesa, de 2-2.5 kg, mantenidos
con pienso esténdar y libre acceso a agua. Después de 24 h de ayuno, se dividié a los
congjos en 4 grupos 'y se les inyect6 intravenosamente: (1) solucién saling, (2) LPS (0.2
Ha/kg), (3) SB203580 (30 pg/kg) o (4) SB203580 + LPS. El SB203580 se administrd 15
minutos antes del LPS o la soluciéon salina. Los animales se sacrificaron de forma
humanitaria mediante un golpe en la cabeza 90 minutos después de la inyeccion de LPS

0 solucién salina.



Estudios de contractilidad intestinal

Se tomaron fragmentos de duodeno que se lavaron y cortaron en segmentos mas
pequerios. Los segmentos completos (10 mm de largo y 5 mm de ancho) se suspendieron
en ladireccién de las fibras musculares longitudinales o circulares en un bafio de 6rganos
(10 ml capacidad), a una temperatura controlada (37 °C), conteniendo solucién de Ringer
Krebs y siendo continuamente gaseado con 95% O, y 5% CO,. Cada segmento se
conect6 a un transductor isométrico (Pioden UF1, Graham Bell House, Canterbury, UK)
y se sometié a una tension inicial de 20 mN. La sefid de la actividad mecénica fue
amplificada (The Mac Lab Bridge Amp, AD Instruments Inc., Milford, MA, U.S.A.) con
un rango de 2 mV, registrada en un ordenador para su posterior andlisis usando el
programa the Mac Lab System/8e (AD Instruments Inc., Milford, MA, U.SA.) y
digitalizada a dos muestras por segundo y por canal. Antes de comenzar €l registro, se
dej6 alos segmentos estabilizarse durante 45 minutos. Durante este tiempo se cambié la

solucién Krebs cada 20 min.

Cada protocolo se realizo sisteméticamente sobre ocho segmentos de duodeno (4
en el sentido de las fibras longitudinales y 4 en el de las circulares) tomadas del mismo
congo, y repetidas en tres o cuatro animales diferentes. Los segmentos que no

presentaban actividad espontanea se descartaron.
Después del periodo de estabilizacion, se afiadio acetilcolina (107 a 10° mol/l),
prostaglandina E, (107" mol/l) y KCI (80 mol/l) al bafio durante 3 minutos de forma no

acumulativa. Las concentraciones se incrementaban en interval os de 20 minutos.

Ademés, se afiadié € SB203580 (107 mol/l) in vitro para estudiar su posible

efecto local en los segmentos de duodeno de |os conejos tratados con LPS.



Cuantificacion de la peroxidacion lipidica

L as concentraciones de malondialdehido y 4-hidroxialquenaes en plasmay tejido
se utilizaron como un indice de peroxidacion lipidica (Esterbauer y Cheeseman, 1990).
Las muestras de sangre se tomaron en tubos que contenian EDTA y fueron centrifugadas
a 3000 g en una centrifuga refrigerada a 4 °C durante 10 min. Se tomaron segmentos del
duodeno de congjo, se lavaron con 0.9% NaCl (4 °C) y se amacenaron a-80 °C hasta su
homogeneizado. L os tejidos se homogeneizaron en buffer Trisfrio (50 mM, pH 7.4) y se
centrifugaron a 3000 g a4 °C durante 10 min. En latécnica, e MDA+4-HDA reacciona
con & N-metil-2-fenilindol, dando lugar a un croméforo estable con maxima absorbancia
a 586 nm; se utilizd6 & 1,1,3,3-tetrametoxipropano como solucion estandar. Los
resultados se expresaron en nmol MDA+4-HDA/mg de proteina. Las concentraciones

protel cas se determinaron mediante latécnica de Bradford (Biorad, Alemania).
Cuantificacion de los niveles de carbonilos en las proteinas

El contenido en carbonilos de las proteinas se determind en base a método
descrito por Leviney col (Levine et a., 1994). Brevemente, 100 pl de buffer Tris 50
mmol/l y 200 pl de dinitrofenilhidracina 10 mmol/l se afiadieron a las aicuotas de la
muestra (muestras de plasma u homogeneizados de tegjido) y la mezcla se incub6 a 37
°C durante 1 h. Se afiadi6 &cido tricloroacético frio (325 ul) ala mezcla. El sedimento
obtenido después de la centrifugacion a 11000 g a4 °C durante 3 min se lavo tres veces
con 1 ml de etanol/etil acetato (1:1, v:v). El tltimo sedimento se disolvié en guanidina 6
mol/l (700 pl) y fue incubado a 37 °C durante 15 min. Después de la centrifugacion a
12000 g a 4 °C durante 10 min, la absorbancia del sobrenadante se midié mediante

espectrofotometria a 375 nm para cuantificar los carbonilos proteicos, y su



concentracion se expresd en nmol de grupos carbonilo por mg de proteina. La guanidina

se utilizé como blanco.
Andlisisde western blot

El LPS se inyect6 a los congjos intravenosamente a las dosis de 0.2, 2 y 20
po/kg y se sacrificaron los animales 90 minutos después. Otros conejos se trataron con
LPS 0.2 pg/kg y fueron sacrificados a los 30 min, 60 min, 90 min, 4 h u 8 h. Estos
protocolos se han utilizado previamente en nuestro laboratorio para los estudios
funcionales (Rebollar et a., 2002). Se rediz6 e andisis de western blot sobre la
proteina extraida de segmentos de duodeno tomados inmediatamente después del
sacrificio de los animales. Se tomaron segmentos de duodeno de 3 congjos diferentes y
se redizaron a menos dos western blots por cada conego. Las muestras se
homogenizaron con un Polytron (DI 25 Basic, IKA-WERKE, Alemania) en buffer
RIPA frio con 0.1% PMSF (100 mM), 0.3% aprotininay 0.1% ortovanadato sodico (1
M). Los homogeneizados se centrifugaron a 14000 g a 4 °C durante 20 min. El
sobrenadante que contenia las proteinas se ailmacen6 a —80 °C hasta su andlisis. La
concentracion proteica se determind mediante e méodo de Bradford (Biorad,
Alemania). Las muestras se solubilizaron en € tampdn 2x sulfato dodecil sodico (SDS)

y se hirvieron a 100 °C durante 5 min.

Se cargaron cantidades equivalentes de proteina (40 pg/pocillo) y se separaron
por electroforesis en geles de 10% SDS-poliacrilamida. Las membranas se bloquearon
con leche en polvo desnatada al 5% en 0.1% Tween 20/buffer fosfato (TPBS) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se utilizaron anticuerpos de rat6n anti-p-p38
(2:500), anti-p38 (1:500) o anti-actina (1:5000) que se incubaron a 4°C toda la noche. A

continuacién, los anticuerpos anti-ratdbn conjugados con peroxidasa (1:1000) se



anadieron a temperatura ambiente durante 1 hora. Todos los anticuerpos se obtuvieron
de Santa Cruz Biotechnology (CA, U.SA.; SC-7973, SC-7972 y SC-2005,
respectivamente). La visuadlizacion se llev6 a cabo mediante la técnica de
quimiluminiscencia (Amersham Biosciences, Reino Unido). En los experimentos
control, los anticuerpos primarios se omitieron como un control negativo y un lisado de
celulas NIH/3T3 sometidas a un choque de calor (Santa Cruz Biotechnology, SC-2217)

e utiliz6 como control positivo.
Inmunohistoquimica

El protocolo se realizo de acuerdo con las instrucciones del kit Vectastain ABC
(Cat. No. PK-4000, Vector Laboratories, CA, U.S.A.). Sefijaron segmentos de duodeno
en formalinaa 10% y se incluyeron en parafina. Secciones desparafinadas de 4 pm se
incubaron con 0.9% H,O,/metanol durante 30 min y luego se calentaron en el
microondas sumergidas en un buffer de citrato sddico durante 5 min. Después del
bloqueo con suero normal de caballo 30%, |os cortes se incubaron a4 °C toda la noche
con un anticuerpo de ratén anti-p-p38 (1:100), diluido en suero norma de caballo
(10%). Este anticuerpo fue el mismo que el empleado en la técnica de western blot. Los
cortes se incubaron con anticuerpo anti-ratdn conjugado con biotina (proporcionado en
el kit) a temperatura ambiente durante 30 min. Se empled e método de la avidina
biotinatal como esta descrito en el kit ABC €lite. Lalocalizacién de los anticuerpos se
visualizd con un kit de diaminobencidina (Vector Laboratories, CA, U.S.A.). Los cortes
se tifieron con hematoxilina de Mayer y se montaron en DPX. En los experimentos

control, €l anticuerpo primario se omitio.
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Analissdelosdatosy estadistica

Todos los segmentos intestinales incluidos en e andlisis para € estudio de la
contractilidad intestinal presentaron contracciones espontaneas. La respuesta motora
(MR) a la acetilcolina, la prostaglandina E, y el KCl se midié6 como la actividad
mecéanica integrada (IMA) por segundo, expresado en mN/s (Rebollar et a., 2002) y
normalizado por milimetro cuadrado se superficie (CSA, mm?) segiin la férmula: MR=
A, — A, donde A es € &rea integrada por segundo y por mm? durante los primeros 3
min de la respuesta a la acetilcolina, prostaglandina E, o el KCI (A;) o la motilidad
espontanea, 3 min antes de afladir acetilcolina, prostaglandina E, o el KCI (A,). El area
integrada se calculé usando una linea base de 0 mN. La CSA se determiné para cada
fibra muscular usando la ecuacién CSA (mm?) = masa (mg)/[longitud (mm)-densidad
(mg/mm?)], donde la densidad del musculo intestina se asumié como 1.05 mg/mm?®; y

lalongitud y masa (peso himedo) de cada segmento se anot6 en todos |os experimentos.

La expresion proteica de la p38 MAPK se midi6 mediante densitometria
utilizando el software apropiado y los datos se expresaron como unidades arbitrarias

con respecto alas muestras de |os congjos tratados con solucion salina (100%).

Los resultados se expresaron como media + error estandar (es.). Las
comparaciones entre las medias se redizaron utilizando € andisis de varianza (test
ANOVA) y los vaores de P se determinaron con € test de Scheffé. Las diferencias con

valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente significativas.



11

RESULTADOS

En este estudio la tasa de mortalidad de los congjos fue del 0% durante el
tratamiento con e LPS. La temperatura rectal de los conejos control fue de 38.2 + 0.2
°C (n=8). La temperatura rectal se increment6 después del tratamiento de 90 minutos
con el LPS (0.2 pg/kg) (40.4 + 0.1 °C, n=8). El tratamiento con el SB203580 (30 pg/kg)
bloqueb en parte este incremento (39.1 + 0.4 °C, (n=8). El SB203580 no tuvo efecto per

se en latemperaturarectal.
Efecto del SB203580 sobre la contractilidad duodenal alterada por e LPS

La Fig. 1 muestra las curvas dosis respuesta no acumulativas de la acetilcolina
(107 a 10° mol/l), la prostaglandina E, (10" mol/l) y e KCI (80 mol/l) después de 90
min de tratamiento con solucion salina o LPS (0.2 pg/kg) respectivamente. EI LPS (0.2
pa/kg, 90 min) redujo las contracciones inducidas por la acetilcolina, la prostaglandina
E, y e KCl y no modifico la amplitud ni la frecuencia de las contracciones espontaneas
tanto en el musculo longitudinal como circular del duodeno de congjo, tal y como fue

previamente descrito en nuestro laboratorio (Rebollar et a., 2002).

Con €l fin de estudiar e papel de la p38 MAPK en e efecto del LPS sobre las
contracciones inducidas por la acetilcolina, la prostaglandina E,y el KCI en e musculo
longitudinal y circular de duodeno de congjo, se probd el SB203580 de dos maneras
diferentes: (1) para examinar €l efecto sistémico, € SB203580 (30 pg/kg, un inhibidor
de lap38 MAPK) seinyectd i.v. 15 min antes del LPS (0.2 pg/kg). Los efectos del LPS
sobre |as contracciones inducidas por la acetilcoling, la prostaglandina E, y e KCl en €l
duodeno fueron antagonizadas por el SB203580 (30 pug/kg) (Fig. 1); (2) para estudiar €
efecto local en los conejos tratados con LPS, se afiadié € SB203580 (107 mol/l) in vitro

a los segmentos duodenales 15 minutos antes de la acetilcolina (10 moal/l), la
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prostaglandina E, (10" mol/l) y € KCl (80 mmol/l). En este caso, € SB203580 también
bloqued los efectos del LPS sobre las contracciones inducidas por la acetilcoling, la
prostaglandina E, y €l KCI (Fig. 2). El SB203580 afiadido in vitro sobre |os segmentos
duodenales de los conejos tratados con solucion salina no tuvo efecto per sé sobre las

contracciones esponténeas ni sobre las contracciones inducidas por agonistas.
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Fig. 1. Estudio de las contracciones inducidas en €l duodeno de congo por la
acetilcolina (107 210 mol/l), la prostaglandina E, (10" mol/l) y el KCI (80 mol/I) en €l
musculo liso longitudina y circular expresados como respuesta motora. EI SB203580
(30 pg/kg) inyectado i.v. 15 min antes del LPS (0.2 pg/kg) bloqueo el efecto del LPS
sobre las contracciones inducidas por la acetilcoling, la prostaglandina E, y € KCI.
Cada punto representa los valores medios de la respuesta motora (mN/s'/mn?’) y las
barras verticalesindican € error estandar. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 respecto ala

solucion saling; #P<0.05, ##P<0.01, ##P<0.001 respecto al LPS.
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Fig. 2. Estudio de las contracciones inducidas en el duodeno de congo por la
acetilcolina (10 mol/l), la prostaglandina E, (107 mol/l) y & KCI (80 mol/l) en €
musculo liso longitudinal y circular de duodeno de congjo. EI SB203580 (107 mol/l)
anadido in vitro 15 minutos antes de la acetilcoling, la prostaglandina E, y € KCl
bloqued e efecto del LPS sobre las contracciones inducidas por la acetilcoling, la
prostaglandina E, y & KCI. Cada punto representa los valores medios de la respuesta
motora (MN/'mn?) y las barras verticales indican € error estandar. **P<0.01,
***P<(.001 respecto a la solucion saling; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 respecto a

LPS.

Efecto del L PS sobrela oxidacién delipidosy proteinas

Los niveles de oxidaciéon lipidica y proteica se midieron en plasma y
homogenei zados de duodeno después de 90 minutos de tratamiento de los conejos con
solucion sdina o LPS (0.2 pg/kg). El  tratamiento con LPS incremento

significativamente los niveles de MDA + 4-HDA en un 79% en plasma (Fig. 28) y en un
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70% en € tgiido duodenal (Fig. 3a); los contenidos en carbonilos en un 31% en plasma

(Fig. 2b) y en un 53% en € tgido (Fig. 3b). Cuando los conejos se trataron con

SB203580 (30 ng/kg) inyectado antes del LPS, estos incrementos fueron bloqueados

(Fig. 2y 3). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de MDA + 4-

HDA ni carbonilos entre |os conejos tratados con SB203580 o solucion salina

A MDA + 4-HDA
0.12-
\
©
=
© 0.084
o
a
£ FE A I -l
©°
E 0.041
Saline LPS SB SB+LPS
c MDA + 4-HDA
1.6
12 *ax
- [
c
@ #
o
5 0.8 — T
o
g ;
©
E 04
0 ; | [ | | I .
Saline LPS SB SB+LPS

nmol/mg proteina

nmol/mg proteina

Carbonilos
B
#Hi#
.
Saline LPS SB SB+LPS
Carbonilos
i
- S
- N EL
Saline LPS SB SB+LPS

Fig. 3. Concentraciones de MDA + HDA en € plasma (A) y & duodeno (C) de conegjos

y e contenido en carbonilos en las proteinas en € plasma (B) y en € duodeno (D) de

congjo. El LPS (0.2 pg/kg) increment6 las concentraciones de MDA + HDA y de

carbonilos, y € SB203580 (30 pg/kg) abolio este incremento. Las columnas representan

valores medios (mmol/mg de proteina) y las barras verticales indican €l error estandar.

***P<(.001 respecto ala solucién salina; #P<0.05, ##P<0.001 respecto a LPS
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Andlisisde western blot

Laexpresion de lap38 MAPK se analizdé mediante western blot con anticuerpos
anti-p38 fosforilada. Los niveles de p38 MAPK total se determinaron para medir latasa
de activacion (p-p38/total p38). Los niveles de actina se determinaron para verificar que
los cambios en la p38 fosforilada eran debidos a los niveles de fosforilacion y no a

diferentes cargas de proteina.

En los western blots se observé una banda de aproximadamente 38 kDa
correspondiente ala p38 y p-p38. El tratamiento con LPS no modifico la cantidad de la
p38 total. Sin embargo e LPS (0.2, 2 and 20 pg/kg) incremento el nivel de activacion
de la p38 MAPK en todas las dosis ensayadas, aunque no hubo diferencias entre las

dosis (Fig. 4).
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Fig. 4. Efecto delas diferentes dosis de LPS (0.2, 2 y 20 ug/kg) sobre la activacion de la
p38 MAPK en tgjido duodenal obtenido de conegjos. (A) La fosforilacion de la p38 se
utiliz6 como un indicador del estado de activacion de la p38 en € andlisis de western
blot. EI LPS increment6 la cantidad de p-p38 MAPK a todas las dosis. (B) Andlisis
densitométrico de p-p38/total p38. Los datos estédn expresados como unidades
arbitrarias = error estandar, con respecto a tratamiento con solucion salina (100%).
Iméagenes representativas de al menos tres animales diferentes. *** P<0.001 respecto ala

solucion salina.

A ladosis de LPS 0.2 pg/kg, la activacion de la p38 MAPK comenzé a los 30
minutos tras la administracion del LPS'y la cantidad de p-p38 incrementé con el tiempo
hasta los 90 min-4 h después del LPS. A las 8 horas se acanzaron los valores control

(Fig. 5).
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Fig. 5. Efectos del LPS sobre la expresion de la p38 MAPK en € tegido duodenal
obtenido de conejos tratados a diferentes tiempos. (A) La fosforilaciéon de la p38 se
utiliz6 como un indicador del estado de activacion de la p38 en los andlisis de western
blot. EI LPS (0.2 pg/kg) increment6 la fosforilacion de la p38 MAPK de una forma
tiempo dependiente con una activacion maxima entre 90 minutosy 4 horas. (B) Andlisis
densitométrico de p-p38/total p38. Los datos estédn expresados como unidades
arbitrarias + error estandar con respecto al tratamiento con solucién salina (100%).
Imégenes representativas de a menos tres animales diferentes. *P<0.05, ***P<0.001

respecto ala solucion salina
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Ladosis 0.2 pg/kg de LPS durante 90 minutos se empled para estudiar el efecto
del SB203580. El tratamiento con € SB203580 (30 pg/kg) antes de la administracion
del LPS inhibi6 significativamente la activacion de la p38 inducida por € LPS en €l

duodeno de congjo (Fig. 6).

SSF LPS SB SB +LPS

p-p38 e QD —— —

. D G TS T

500 1
* ok k

400 4

300 A9

200 4 o

100 41

unidades arbitrarias p-p38/p38

SSF LPS SB SB + LPS

Fig. 6. Efecto del SB203580 sobre la activacion de la p38 MAPK inducida por € LPS
en el tgido duodenal de congjo. (A) La fosforilacion de la p38 se utilizO como un
indicador del estado de activacion de la p38 en los andlisis de western blot. (B) Andlisis
densitométrico de p-p38/total p38. El tratamiento con SB203580 (30 ug/kg) redujo
significativamente el incremento en la fosforilacion de la p38 por e LPS (0.2 pg/kg).
Los datos estén expresados como unidades arbitrarias + error estandar con respecto a
tratamiento con solucion salina (100%). Imagenes representativas de al menos tres
animales diferentes. ***P<0.001 respecto a la solucion salina; ##P<0.001 respecto al

LPS.
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Inmunohistoquimica

Se examind la expresion de la p-p38 en segmentos de duodeno de conejos
tratados con LPS (0.2 pg/kg) (7b 'y 7d) o con solucion salina (7¢) durante 90 minutos.
La expresion de la p-p38 se encontro tanto en los conejos tratados con solucion salina
como con LPS. Una elevada expresion de la p-p38 se encontrd en las neuronas de los
ganglios mientéricos y submucosos y en las glandulas de Brunner de la mucosa, asi
como un moderado marcagje en las células epiteliaes de las vellosidades intestinales y
en el muasculo liso (Fig.s 7b, 7cy 7d). La especificidad del marcaje obtenido se control6
omitiendo el anticuerpo primario en algunos cortes, con una clara supresion de la sefial

observada (Fig. 7a).
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Fig. 7. Locdizacion de la p-p38 en e duodeno de congjos tratados con LPS (b 'y d) o
solucién salina (c) utilizando el método de la avidina-biotinay la diaminobenzidina. La
fotografia‘a@ muestra un corte de duodeno en el que el anticuerpo primario se suprimié
para controlar la especificidad del marcgje obtenido. Cortes representativos de 3
animales diferentes. Barrasen ay b = 100 um. Barras en ¢ y d = 50 um. Aumentos
x100 (a, b), x400 (c, d). V: células epitelides de las vellosidades intestinales, SM:
submucosa; L y C: capas de musculo liso longitudinal (L) y circular (C); flechas:

neuronas de |os ganglios mientéricos.
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DISCUSION

El tratamiento de los conegjos con LPS disminuy6 las contracciones inducidas
por la acetilcolina tanto en e musculo longitudina como en € circular del duodeno e
incrementd los niveles de MDA+4-HDA y de carbonilos en e plasmay en € tegjido
duodenal. Las ateraciones de la motilidad intestinal inducidas por € LPS han sido
previamente estudiadas por medio de técnicas in vitro ein vivo (Weisbrodt et a., 1996;
Plaza et a., 1997; Eskandari et al., 1999; Rebollar et a., 2002; Guerrero-Lindner et al.,
2003; Grasa et al., 2008). En ratas tratadas con LPS, la amplitud de las contracciones
espontaneas se redujo y la frecuencia de las ondas lentas no cambi6 en las células
musculares lisas de yeyuno (Eskandari et al., 1999). Sin embargo, € LPS no modific
las contracciones esponténeas de tiras musculares longitudinales de yeyuno en rata
(Eskandari et a., 1999). En conegjos tratados con LPS, bgjas dosis de L PS no afectaron a
la frecuenciay amplitud de las contracciones espontaneas del musculo longitudinal del
intestino delgado, mientras que altas dosis de endotoxina redujeron la frecuencia de las
contracciones (Rebollar et al., 2002). Nuestros resultados concuerdan, en parte, con un
estudio en el cual las contracciones fésicas espontaneas y las contracciones gigantes no
fueron afectadas por la inflamacion, pero las respuestas a la acetilcolina fueron

suprimidas en ratas tratadas con sulfato sddico de dextrano (Gonzalez y Sarna, 2001).

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio entre las especies reactivas
del oxigeno, especies reactivas del nitrégeno y los sistemas de defensa antioxidantes
(Goode y Webster, 1993; Victor et al., 2004). Ademés, se ha demostrado laimplicacién
de las especies reactivas del oxigeno en la patogénesis de las ateraciones motoras
gastrointestinales inducidas por e LPS (Pons et a., 1991; de Winter et a., 2005). El

LPS incrementala formacion de las especies reactivas del oxigeno y de los productos de
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la peroxidacion lipidica como los aniones superdxido y peréxido y sus productos
secundarios, MDA o sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS), en diferentes
tejidos como € higado o pulmén (Girdt et d., 1993). La endotoxina incrementa los
niveles de peroxidacién lipidica en la sangre de congjos y de ratones (Lavicky y
Raskova, 1991); los niveles de TBARSs en € suero de rata y en higado (Giralt et al.,
1993) y en € tejido ileal de ratén (De Filippis et al., 2008). Se ha puesto de manifiesto
la presencia de estrés oxidativo mediante los niveles elevados de MDA en miocitos
después de una situacién de hipoxiay en € suero tras quemaduras (Zhang et al., 2008).
En otros estudios, se ha demostrado € estrés oxidativo mediante la presencia de
nitrotirosinay de 4-hidroxi-2-nonena en la mucosa gastrica e ilea de ratones tratados
con LPS (de Winter et al., 2005). La presencia de grupos carbonilos se ha usado como
un marcador de la oxidacion proteica mediada por radicales libres (Levine et al., 1994).
En ratas tratadas con LPS, la peroxidacion lipidica y los carbonilos proteicos se
elevaron en los homogeneizados de higado (Lu et a., 2005) y en homogeneizados de

mitocondrias cardiacas (Supinski y Callahan, 2006).

Un elevado nimero de articulos describen que un estado proinflamatorio y
oxidativo esta relacionado con la patogénesis y la progresiéon del shock séptico inducido
por la endotoxina. Esto es confirmado por € hecho de que los antioxidantes tienen
efectos terapéuticos en la sepsis inducida por €l LPS y sus consiguientes alteraciones
gastrointestinales (Goode y Webster, 1993; De Filippis et a., 2008; Fagundes et al.,
2010). El efecto beneficioso de la melatonina en las alteraciones motoras inducidas por
el LPS estd asociado con una reduccién en la peroxidacion lipidicay en la activacion de

lasMAPK (De Filippis et a., 2008). El papel del estrés oxidativo en nuestro modelo de
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LPS se confirm6 mediante los datos del incremento de los niveles de MDA + 4-HDA y

de carbonilos tanto en &l plasma como en & duodeno.

Los mediadores inflamatorios liberados durante las enfermedades agudas y
cronicas activan multiples cascadas intracelulares incluyendo la via de transduccion de
las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Herlaar y Brown, 1999; Ono y
Han, 2000). Nuestros resultados muestran que la inhibicion del LPS sobre las
contracciones inducidas por la acetilcoling, la prostaglandina E, y el KCI en e musculo
liso duodenal fue antagonizada por € SB203580, un inhibidor de la p38 MAPK.
Ademés, €l incremento de los niveles de MDA+4HDA y de carbonilos en e plasmay €l
tejido provocados por e LPS fue atenuado por € SB203580, mostrando la participacion
de la p38 en laformacion de radicales libres y € consiguiente dafio en los érganos. En
el estrésy lainflamacion, el LPS activa las tres MAPKS:. la p38, la cinasa regulada por
sefales extracelulares (ERK) y la cinasa c-Jun-N- termina (JNK) (Kyriakis y Avruch,
2001). Un tipo de inhibidores especificos de la p38, los piridin imidazoles, estén hoy en
diadisponiblesy son el objetivo de las investigaciones antiinflamatorias actualmente. El
SB203580, estd siendo ampliamente utilizado por ser reconocido como un producto
especifico frente a la p38 MAPK (Cuenda et al., 1995). Ademés, e SB203580 es €
inhibidor de la p38 més utilizado y actlia bloqueando la actividad catalitica de la enzima
en el sitio deunion del ATP (Young et a., 1997). Existe cierta controversia en cuanto al
mecanismo de accion de este inhibidor. Algunos autores sugieren que este inhibidor
actUa sin afectar ala capacidad de lap38 de ser fosforilada por sus cinasas anteriores en
la cascada (Young et a., 1997; Hollenbach et al., 2004), mientras que otros argumentan
que el SB203580 si que reduce el nivel de fosforilacion de la p38 MAPK (Frantz et al.,

1998; Fatimaet al., 2001; Iharaet a., 2007).
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Nuestros datos sobre el SB203580 concuerdan con todos ellos: |a p38 regula la
transcripcién de varios mediadores proinflamatorios como laiNOS, la COX-2, e TNF-
o o lalL-1p (Waetzig et a., 2002; Eckert et a., 2007; Gan et a., 2007; Zhang et 4.,
2008), que, a su vez, incrementan la liberacion de radicales libres. Estos efectos
concuerdan con nuestros resultados, donde el LPS incrementa la activacion de la p38 y
la formacién de productos del dafio oxidativo. Por otra parte, se ha descrito que los
radicales libres activan la p38 (McCubrey et al., 2006). Por tanto, se propone que podria
existir un mecanismo de retroalimentacion o “feedback” positivo, ya que la activacion
de la p38 incrementa la liberacién de radicales libres y los radicales libres activan la
p38. Por tanto, mediante e bloqueo de la p38 con e SB203580, se disminuye la
produccién de radicales libres y la activacion de la via de la p38 y finamente, la

fosforilacion de lap38.

Nuestros datos muestran como € tratamiento con LPS aumento la expresion de
la p-p38 en homogeneizados de duodeno de una forma dosis dependiente pero no
modifico la expresién de la p38 total. La expresion de la p-p38 MAPK se increment6 a
diferentes tiempos de tratamiento con la endotoxina (a la dosis de 0.2 pg/kg) con una
maxima activacion entre 90 min y 4 horas. Estos datos concuerdan con resultados
previos de nuestro grupo en los que e tratamiento con e LPS tuvo un efecto maximo
sobre la contractilidad intestinal a los 90 minutos, mientras que a las 12 horas la

contractilidad erasimilar alos niveles control (Rebollar et a., 2002).

Se observo que e LPS incrementd la expresion de la p-p38 MAPK en
homogeneizados de duodeno y que e SB203580 redujo este incremento. Estos efectos
concuerdan, en parte, con un estudio de leucocitos equinos en €l cual la expresiéon de la

p-p38 incrementd con e LPS de forma dosis dependiente con una maxima activacion
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después de 30 minutos (Eckert et al., 2007). Por otro lado, los niveles més elevados de
fosforilacion de la p38 MAPK se detectaron entre los 30-60 min de la estimulacién con
LPS, seguidos de una répida recuperacion a los niveles basales de expresion en
miofibroblastos de intestino de raton (Walton et al., 2009). Ademas, la expresion de la
p-p38 MAPK increment6 de forma notable entre las 2-8 horas en € tejido intestinal de

ratas sometidas a quemaduras (Gan et al., 2007).

En nuestro estudio se ha encontrado una expresion elevada de la p-p38 MAPK
en las neuronas de los ganglios mientéricos y en las glandulas de Brunner de la mucosa
del duodeno de congjo. Hasta la fecha, este es e primer estudio en e que se ha descrito
lalocalizacion dela p-p38 MAPK en las neuronas de |os ganglios mientéricos. En otros
estudios, la expresion de la p-p38 se halocalizado principalmente en los nlcleos de las
células de las criptas, con una peguefia cantidad en las células de las vellosidades en
intestino de rata después de lesiones por isquemialreperfusion (Fu et al., 2003). Un
marcaje més leve se encontrd en e musculo liso. El dafio producido por los radicales
libres liberados por la activacion de lap38 en el sistema nervioso entérico, en las células
del musculo liso y en los tegjidos préximos podria ser responsable de las ateraciones
motoras intestinales. Aungue la méxima expresion de la p-p38 se encontrd en €l plexo
mientérico, se podria pensar también que los radicales libres producidos alli puedan
afectar alos tejidos més proximos comos las células del musculo liso. De este modo, la
capacidad de las células musculares lisas para responder a sustancias exégenas en el

bafio de 6rganos podria verse afectada por estos efectos.

Se ha descrito que la p38 MAPK esta activada en motoneuronas degenerativas,
por giemplo, la activacion de la p38 MAPK podria contribuir en la patologia de las

motoneuronas en la esclerosis lateral amiotréfica (Bendotti et al., 2004). De cuaquier
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forma, se ha observado una elevada prevalencia de alteraciones funcional es en pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal y se ha observado que la p38 esta activada en

esta enfermedad (Waetzig et al., 2002).

Este estudio indica que e LPS reduce las contracciones inducidas por la
acetilcoling, la prostaglandina E, y € KCl e incrementa los niveles de MDA y
carbonilos y la expresion de la p-p38 MAPK. Estos efectos se redujeron por el
inhibidor de la p38 MAPK, SB203580. La p-p38 MAPK se localizd principalmente en
las neuronas de los ganglios mientéricos, con una moderada expresion en € musculo

liso.

En conclusién, nuestros resultados indican que e LPS disminuye la
contractilidad duodenal e incrementa la produccion de radicales libres y que la p38

puede ser clave de estos efectos.
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