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RESUMEN

Las uniones estrechas estan formadas principalmente por dos proteinas, claudina y ocludina. Son
fundamentales para mantener la integridad y la funcion de barrera del epitelio intestinal, a través
del cual se realiza la absorcion de nutrientes principalmente por transcitosis, sin embargo en aves
el 90 % de las sustancias son absorbidas por via paracelular; un problema que se presenta al
aumentar este transporte, es el riesgo de una mayor absorcion de toxinas y patogenos, lo cual
podria ser controlado por mecanismos de remodelacion de las uniones estrechas. En la actualidad
estos mecanismos no se conocen adecuadamente, de ahi la necesidad de determinar en principio
las proteinas que forman las uniones estrechas de animales adultos, ya que realizan de manera
diferencial la doble funcion de barrera y permeabilidad, siendo el objetivo de este trabajo
determinar la expresion del mRNA de las proteinas claudinas 1, 2, 3, 5, 10, 12, 16 y ocludina, en
las diferentes regiones del intestino (duodeno, yeyuno, ileon, ciego y recto) del pollo (Gallus
gallus domesticus) de 6-8 semanas de edad por medio de la técnica RT-PCR. Para cumplir con el
objetivo del trabajo se planted un disefio experimental que consistié en adquirir pollos machos,
de 6-8 semanas de edad, con un peso promedio de 4kg, destinados para abasto y embriones de
pollo con 16 dias de incubacion (como control positivo). En todos los casos se realizo la toma de
muestras de las diferentes regiones del tracto intestinal; extraccion de RNA y realizacion de la
técnica de RT-PCR; finalmente la visualizacion de los amplificados de acuerdo a los iniciadores
empleados.

Los resultados mostraron un amplificado de 196 pares de bases (pb) para claudina 1 en el control
positivo y un amplificado de 350 pb en las muestras de pollos de 6 a 8 semanas de edad, ello
utilizando iniciadores reportados en la literatura; un nuevo par de iniciadores disefiados por
nosotros, detectd un amplificado de 662pb en todos los segmentos intestinales, tanto en muestras
de embrion como en las aves empleadas en este trabajo.

Claudina 2 (162pb), 5 (224pb), 10 (687pb), 12 (738pb), 16 (191pb) y ocludina (430pb), se
encontraron en todos los segmentos del intestino en etapa embrionaria, coincidiendo con lo
reportado en la literatura. Evidenciando por primera vez su presencia en los segmentos ciego y
recto.

En este trabajo se reporta por primera vez la expresion del mRNA de ocludina y claudinas en
estudio, en los cinco segmentos intestinales.

A partir de los resultados obtenidos se concluye que se logro evidenciar la expresion del mRNA
para las principales proteinas involucradas en la formacion de las uniones estrechas en todo el
tracto intestinal de la gallina doméstica de 6 a 8 semanas de edad.

Palabras clave: Gallina doméstica, mRNA, claudina, ocludina, uniones estrechas y RT-PCR.



ABSTRACT

Tight junctions are mainly formed by two proteins, claudin and occludin. They are essential for
maintaining the integrity and barrier function of the intestinal epithelium, through which nutrient
absorption takes place mainly by transcytosis, however in birds 90% of the substances are
absorbed through paracellular transport; a problem that occurs when you increase this transport is
the risk of increased absorption of toxins and pathogens, which could be controlled by
mechanisms remodeling of the tight junctions. At present, these mechanisms do not in principle
need to identify the proteins that form tight junctions in animals 6 to 8 weeks old as they perform
differentially dual permeability barrier function properly described. Therefore, the aim of this
study was to determine mRNA expression of claudins 1, 2, 3, 5, 10, 12, 16 and occludin in
different regions of the intestine (duodenum, jejunum, ileum, cecum and rectum) mature chicken
(Gallus gallus domesticus) by via RT-PCR. To meet the objective of this study an experimental
design that was to acquire male chickens, 6-8 weeks of age, with an average weight of 4kg,
destined for slaughter and chicken embryos with 16 days of incubation (as a positive control was
raised ). In all cases the sampling of the different regions of the intestinal tract were then
collected; RNA extraction and realization of the RT-PCR were performed using specific
iniciadores.

The results showed an amplified product of 196 base pairs (bp) to claudin 1 in the positive
control and an amplified 350 bp in samples of chickens 6 to 8 weeks old, thereby using
iniciadores reported in the literature; a new pair of iniciadores designed by us, 662bp detected an
amplified across the intestinal segments, both samples embryo and chickens 6 to 8 weeks old.

Claudina 2 (162bp), 5 (224bp), 10 (687bp), 12 (738bp), 16 (191bp) and occludin (430bp), were
found in all segments of the intestine in an embryonic stage, coinciding with those reported in the
literature. Demonstrating for the first time it is presence in cecum and rectum.

We reported for the first time in this study, the mRNA expression of occludin and claudins study
in the five intestinal segments.

From the results obtained it concluded that evidence is obtained of mRNA expression for the
major proteins involved in the formation of tight junctions in the intestinal tract of domestic fowl,
6-8 weeks of age.

Keywords: chicken, mRNA, claudin, occludin, tight junctions and RT-PCR.
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I. INTRODUCCION

1.1. Importancia de la produccion avicola en México

La avicultura es una actividad econdomica sumamente importante en nuestro pais ya que es una de
las ramas de la ganaderia mexicana con mayor tradicion, también lo es a nivel mundial ocupando
el quinto lugar en producciéon de huevo y el séptimo en produccion de carne de pollo. Dentro de
la produccion pecuaria la avicultura representa el 63% (huevo 29%; pollo 34.1% y pavo 0.1%),
en comparacion a la porcicultura (14.5%) y a la produccion bovina (20.6%). En 2014, en México
se produjeron un total de 5, 605,295 toneladas de huevo, carne de pollo y pavo, con un valor de
133,543 millones de pesos. Asimismo, es una industria altamente dinamica que ha logrado no
solo sostener sino incrementar su crecimiento, de tal manera, que por ejemplo, en la década
pasada la produccion de huevo mostré un aumento de 76%, mientras que en la produccion de

pollo fue de 119%, y los empleos en el sector aumentaron un 73%. En el mismo sentido se prevé
que crecera un 2.5% para el 2015 (UNA, 2014).

Las aves son destinadas de manera primordial para la produccién de carne y huevo, por lo cual es
de suma importancia mantener la salud del tracto gastrointestinal, lo cual conlleva a una buena
absorcion de nutrientes y finalmente a una mayor productividad (Gregus, 2014).

1.2. Anatomia e Histologia del tracto intestinal de las aves

En las aves el aparato digestivo presenta algunas diferencias a nivel anatomico e histologico en
comparacion con el de los mamiferos, lo cual hace interesante su estudio dada la mayor eficiencia
productiva de estos animales.

El aparato digestivo estd constituido por organos encargados de la recepcion, reduccion
mecanica, digestion quimica y absorcion del alimento sdlido y liquido; asi como de la
eliminacion de los residuos no absorbidos. En las aves el aparato digestivo consta de: cavidad
oral, faringe, esofago, ingluvia, estdmago (proventriculo y ventriculo), intestino delgado
(duodeno, yeyuno e ileon) y el intestino grueso (2 ciegos y el recto); este Gltimo termina en la
cloaca, 6rgano en el que desembocan los 6rganos urinarios y genitales (Figura 1). La diferencia
principal con respecto a los mamiferos es que en las aves el ileon es mas largo y el intestino
grueso en mamiferos esta formado por ciego, colon y recto que termina en el canal anal en
comparacion con las aves que solo consta de 2 segmentos. (Dyce et al., 2012; Clara, 2008).

Figura 1. Anatomia del aparato digestivo de la gallina doméstica (Gallus gallus domesticus) (EAG, 2015).



Las glandulas anexas poseen conductos que se abren hacia la cavidad oral (glandulas salivares) o
al intestino delgado (higado y pancreas) (Dyce et al., 2012; Whittow, 2000; Guadarrama, 1991).
El vestigio del saco vitelino (diverticulo de Meckel) se puede encontrar aproximadamente en la
mitad del intestino delgado y se toma como punto de division entre yeyuno e ileon (asa axial). En
las aves adultas la longitud del tracto digestivo entero puede alcanzar los 210 cm o mas. En
general los intestinos son relativamente mas cortos que en los mamiferos (Reece, 2004).

Histologicamente el intestino se conforma de 4 tinicas: mucosa, submucosa, muscular y serosa.
La primera es la tunica mucosa, la cual estd formada por un epitelio que presenta células de
revestimiento (epiteliocitos absorbentes) de forma columnar cuyo borde apical presenta
microvellosidades, nucleo ovoide y en posicidon basal, los exocrinocitos caliciformes son otras
células tipicas y tienden a aumentar en nimero conforme se aproximan al recto, también se
encuentran células enteroenddcrinas, exocrinocitos con granulos acidofilos (células de Paneth) y
células M que realizan la endocitosis y el transporte de macromoléculas en vesiculas a través de
su citoplasma hacia la membrana basolateral, donde son liberados al espacio extracelular. La
membrana basolateral de las células M presenta una profunda invaginacioén que alberga linfocitos
y macrofagos, encargados de procesar los antigenos para la posterior presentacion antigénica
(Campos, 2014; Dyce et al., 2012; Alberts et al., 2015; Diaz, 2008; Ramiro-Puig et al., 2008). La
ldmina propia de la mucosa esta compuesta por tejido conectivo colageno laxo con muchas fibras
reticulares, granulocitos y agranulocitos. La tela submucosa es de tejido conectivo colageno laxo
con glandulas submucosas simples, ramificadas y tubuloacinares, se abren hacia las criptas;
presenta gran cantidad de tejido linfatico nodular. La tinica muscular es de musculo liso el cual
se divide en 2 estratos, el circular interno y el longitudinal externo. Por tltimo, la tinica serosa se
encuentra compuesta por tejido conectivo colageno laxo y un mesotelio (Figura 2), (Garthner et
al., 2002; Young et al., 2000; Banks, 1996).

Figura 2. Histologia del intestino. 1) Corte transversal del intestino delgado (A: Tunica mucosa, B: Tela submucosa, C: Tunica
muscular y D: Tunica serosa) Tincion H-E. Objetivo 4x. 2) Mayor aumento del recuadro en 1) observa el epitelio intestinal en el cual se

aprecian dos tipos celulares epiteliocitos absorbentes con microvillosidades y exocrinocitos caliciformes. Tincion H-E. Objetivo 100x

(EAG, 2012)

Ademas, la tunica mucosa del intestino delgado presenta una serie de pliegues o vellosidades
(con forma de elipse) que le sirven para crear un area de contacto enfocada a optimizar los
procesos de secrecion y absorcion de nutrientes (Morales, 2007), se vuelve progresivamente mas

delgada desde el duodeno hasta el ileon, mientras que las vellosidades se vuelven més cortas y la
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profundidad de las criptas disminuye. El intestino delgado es el principal lugar donde se produce
la digestion quimica mediante la accion de las enzimas digestivas. En cuanto al potencial de
hidrogeniones (pH) del tracto intestinal se encuentra entre los rangos de aproximadamente 5.6 y
7.2. El tiempo necesario para que el alimento pase a través de todo el tracto digestivo es

generalmente mas largo en los herbivoros y mas corto en los carnivoros, frugivoros y aves
(Reece, 2004).

1.3. Procesos de absorcion intestinal en aves

Como se ha mencionado, el tracto digestivo del ave se considera corto y simple en comparacion
con el del mamifero; sin embargo, es sabido que es altamente eficiente para los procesos de
digestion y absorcion de los nutrientes (Morales, 2007).

Las células que conforman el epitelio intestinal forman una ldmina que actia como una barrera
que separa el lumen intestinal del fluido intersticial subepitelial que permea al tejido conectivo de
la lamina basal. Para lograr la funcion de absorcion del intestino; el paso de moléculas puede ser
mediante un proceso de transcitosis (a través de la célula) o bien transito paracelular (entre las
células). La transcitosis implica la endocitosis de moléculas desde el polo apical de los
enterocitos absorbentes. En el transito paracelular las moléculas absorbidas principalmente
aminoacidos y azlcares, pasan entre las células a través de los complejos de union, los cuales

estan constituidos por uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas (Alberts et al., 2015;
Wang et al., 2012; Anderson et al., 1995).

1.4. Uniones intercelulares

En general las uniones celulares especializadas pueden estar en regiones de contacto célula-célula
y célula-matriz de todos los tejidos y mayoritariamente en los epitelios; se clasifican en tres
grupos funcionales:

1. Uniones oclusivas: proporcionan un sellado de la region situada entre las células
epiteliales, el cual limita el paso incluso de pequefias moléculas entre las dos caras del
epitelio. Incluye las uniones estrechas (TJs).

2. Uniones de anclaje: unen mecéanicamente las células a sus vecinas o a la matriz
extracelular. En este grupo estan las zonas de anclaje de filamentos de actina: a) uniones
adherentes (célula —célula) y b) adhesiones focales (célula-matriz) y zonas de anclaje de
filamentos intermedios: a) desmosomas (célula-célula) y b) hemidesmosomas (célula-
matriz).



3. Uniones comunicantes: median el paso de sefiales eléctricas entre las células adyacentes.
Incluye: uniones de tipo gap.

4. Uniones de relevo de sefial: sinapsis quimicas y sinapsis inmunologicas (Alberts et al.,
2015).

1.5, Uniones estrechas (TJs)

Las uniones estrechas son un elemento del complejo de union en células epiteliales y
endoteliales, forman un cinturén entre la membrana plasmatica del dominio lateral cerca del polo
apical, lo cual sirve como barrera primaria a la difusion de solutos, regulando el transito
paracelular y creando la polarizacion de dichas células (Furuse et al., 1993).

Las uniones estrechas son fundamentales para mantener la integridad y funcion de la barrera de
las células del epitelio y del endotelio (Furuse, 2010); desempefiando dos roles, el primero,
restringir el movimiento de proteinas entre el compartimiento basolateral y apical; el segundo,
regular el paso de iones y moléculas pequenas en el espacio paracelular (Collins et al., 2013).

1.6. Proteinas que forman a las uniones estrechas

Las principales proteinas que integran las uniones estrechas en mamiferos son claudina, ocludina,
tricelulina, molécula de adhesion a la union (JAM) y Marvel D3; que son proteinas de adhesion
transmembranal que se unen homotipicamente a su contraparte de las células vecinas ocluyendo
el espacio existente entre ellas, estas proteinas se unen a filamentos de actina mediante proteinas
de la familia zonula ocludens (ZO). (Elkouby-Naor et al., 2010; Karcher et al., 2008; Alberts et
al., 2015; Fanning et al., 1999; Anderson et al., 1995).

Principalmente se reporta la presencia de ocludina y claudina como miembros de las uniones
estrechas, ambas cruzan la membrana celular cuatro veces, creando asi dos bucles extracelulares
y uno intracelular, ademas de los dominios amino y carboxi terminal (Cording et al., 2013;
Assimakopoulos, 2011; Raleigh et al., 2010).

1.7. Ocludinas

El nombre proviene del verbo latino "occludere", lo que significa restringir el paso, estas son
proteinas altamente conservadas entre mamiferos y aves. Recientemente se ha reportado s6lo una
isoforma de ocludina resultante de un splicing alternativo (Muresan et al., 2000). Ocludina so6lo
se expresa en condiciones normales en las células que forman uniones estrechas. El tamafio de
ocludina varia con la especie, por ejemplo ocludina de pollo es de 55.9—62 kilodaltones (kDa),



mientras que ocludina humana es 82 kDa. Ocludina de cerdos se compone de 504 aminoacidos
(Assimakopoulos, 2011; Yakey et al., 2010; Lapierre L, 2000; Furuse et al., 1993).

Los cuatro dominios transmembrana que contiene consisten de 21-24 residuos de aminoacidos,
en su mayoria hidréfobos. Los dos bucles extracelulares son de 43 aminoécidos de longitud cada
uno y el bucle intracelular cuenta con 10 aminoacidos de longitud. Ambos bucles extracelulares
son ricos en tirosina y glicina (entre 20-30%) (Figura 3).

En la secuencia de aminoacidos de ocludina no parece existir alguna secuencia sefal tipica en el
extremo amino terminal, el cual es intracelular y contiene 57 aminodcidos, y no hay sitio de
enlace de N-glicosilacion (Figura 3); el contenido de residuos de alanina, tirosina, serina y glicina
es altamente caracteristico (9.3, 9.1, 8.9 y 8.9%, respectivamente). Esta porciéon contiene un
dominio WW (PPYP), que esta participando en el motivo de interaccion con otras proteinas de
sefializacion y reguladoras (Furuse et al., 1993).

La parte carboxilo terminal intracelular es muy larga (50% de la secuencia) tiene varios sitios
potenciales de interaccion con otras macromoléculas y sitios de fosforilacion (Figura 3). Se trata
de una secuencia altamente hidréfila, que contiene tramos de aminoacidos cargados, como
EEEEE (aa 347-351) y RRGRRRRR (aa 363-370). Se ha propuesto que el sitio y el grado de
fosforilacion de ocludina son parametros importantes en la definicion de la localizacién y la
funcion de la molécula (Assimakopoulos, 2011).

Por ejemplo, ocludina altamente fosforilada, especialmente en residuos serina/treonina, se detecta
principalmente en la zona de unién y se correlaciona con la permeabilidad transcelular
restringida. Por el contrario, ocludina no fosforilada se detecta intracelularmente, en el
compartimento vesicular, y se considera que contribuye menos a la permeabilidad transcelular.
Estas son un grupo de macromoléculas facilmente sometidas a estimulos reguladores, donde el
sitio de fosforilacion es importante; sugiriéndose que el alto grado de fosforilacion en residuos de
tirosina se correlaciona con la pérdida de la funcion y una mayor permeabilidad transcelular
(Cording et al., 2013; Cummins, 2012; Assimakopoulos, 2011; Shufeng Liu et al., 2009;
Gonzalez-Mariscal et al., 2007; Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Lapierre, 2000; Furuse et al.,
1993).

1.8. Claudinas

El nombre claudina proviene del verbo latino "claudere", que significa "cerca". Es una familia de
proteinas multigénica que consta de aproximadamente 24 miembros en humanos y ratones
(Assimakopoulos, 2011; Furuse, 2010; Angelow et al., 2008; Fujita et al., 2006); en embriones
de pollo se ha observado su presencia en diferentes 6rganos (Collins et al., 2013). Son proteinas
transmembranales con un peso molecular que va de 20 a 27 kDa, siendo componentes
estructurales y funcionales (Furuse, 2010) extremadamente cruciales para la formacion de las
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uniones estrechas; conforman una red transmembrana y transcelular que sirve a la permeabilidad
paracelular, la polarizacion epitelial y la conservacion de la resistencia transepitelial (TER), asi
como la permeacion selectiva de moléculas y de iones con carga. Poseen un extremo amino-
terminal intracelular, cuatro segmentos transmembrana que forman dos bucles extracelulares, un
bucle intracelular y una cola carboxi terminal corta intracelular (Figura 4). La primera y la cuarta
parte transmembrana, asi como el primer y segundo bucle extracelular estdn muy conservados,
mientras que la cola C-terminal tiene la mayor variabilidad entre los miembros de la familia de
las claudinas (Assimakopoulos, 2011; Gonzalez-Mariscal et al., 2007).

El primer bucle extracelular, compuesto por aproximadamente 50 aminoacidos, es mas largo e
hidrofébico que el segundo, también contiene aminoacidos cargados cuyo, nimero y distribucion
depende del subtipo de claudina, lo que determina la selectividad de carga y la conductancia en el
transporte paracelular. El segundo bucle extracelular contiene aproximadamente 20 aminoacidos,
se tiene la hipotesis que se pliega en hélice-giro-hélice y forman dimeros, por lo que es
posiblemente responsable del contacto célula a célula. Contiene muchos residuos cargados, que
regulan la afinidad para los iones y, posiblemente, forma canales paracelulares selectivos de
iones. La cola C-terminal contiene un dominio de union PDZ el cual une a las proteinas ZO1, 2 y
3, MUPP-1, PATJ e influye en la estabilidad de las claudinas y su focalizacion en las uniones
estrechas. Casi todas los claudinas tienen una secuencia Tyr-Val C-terminal, que actlia como un
motivo de interaccidon del dominio PDZ. (Assimakopoulos, 2011; Furuse, 2010; Shufeng Liu et
al., 2009; Angelow et al., 2008; Gonzalez-Mariscal et al., 2003).

Actina-f
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Figura 3. Modelo de la proteina ocludina. EL1, EL2, primera y segunda asa extracelular; TM1 a TM4, dominio transmembrana 1 a 4;
IL, asa intracelular; GUK, dominio guanilato quinasa; SH3, dominio homdlogo Src3 (Modificado de Cummins, 2012).
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Figura 4. Modelo de la proteina claudina. Se muestra la topologia y la estructura secundaria y los dominios funcionales propios. Los
dominios transmembrana o helicoidal propios estan sefialados con niimeros romanos (Modificado de Giinzel et al., 2013).

La region C-terminal citoplasmatica de varias claudinas tienen residuos de serina o treonina
fosforilados, esta modificacion parece regular la localizacion de las claudinas y las propiedades

de barrera en las uniones estrechas, pero los mecanismos moleculares son desconocidos (Furuse,
2010).

Las claudinas juegan un papel importante en la funcion de barrera epitelial, ya que se sabe que las
diferencias en la densidad y/o tortuosidad de las hebras y/o combinacioén en el radio de mezcla de
los miembros de la familia de estas proteinas podria determinar las propiedades de barrera de las
uniones estrechas (Angelow et al., 2008; Gonzalez-Mariscal et al., 2003).

Investigaciones realizadas en pollos durante el desarrollo embrionario, indican que la
diferenciacion del epitelio intestinal se produce entre los dias 14 y 21, los cambios morfoldgicos
incluyen formacion de vellosidades, microvellosidades, cambios en la forma celular, y aumento
en la cantidad de exocrinocitos caliciformes; también se sefiala que existe el aumento en la
capacidad del epitelio para transportar glucosa y de su preparacion para la absorciéon que se
requiere después de la eclosion. Existiendo ademas reportes de la expresion diferencial de
claudinas 3, 5 y 16 dependiendo del sitio de localizacion; claudina 3 solo se identifico en las
vellosidades, claudina 5 en las criptas y parte baja de las vellosidades y claudina 16 en los
exocrinocitos caliciformes de la parte alta de las vellosidades, por lo que pudieran tener una
funcion durante la diferenciacion (Ozden et al., 2010).

Por otro lado, estudios realizados empleando células MDCK han reportado que dominios
especificos de las ocludinas son importantes en regular el transito paracelular, asi como también
que la distribucion diferencial de claudinas en los tejidos conduce a la gran variedad de
resistencia eléctrica y de permeabilidad observada entre laminas epiteliales y endoteliales
(Karasov, 2011; Haworth et al., 2005; Balda et al., 2000).
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Diversas claudinas son expresadas tanto en mamiferos como en embriones de pollos durante
diversos estadios de desarrollo; pero también en otros organos de las gallinas adultas, por
ejemplo en oviducto (Bambang et al., 2013). En el cuadro 1 se resumen las principales claudinas
y ocludina participantes en uniones estrechas de diferentes endotelios y epitelios.

Cabe destacar que no se tienen reportes que indiquen diferencias en la conformacion estructural
de las proteinas que integran las uniones estrechas en intestinos delgado y grueso.

1.9. Formacion de hebras de uniones estrechas

En la gran mayoria de tipos de células epiteliales, diferentes subtipos de claudinas se coexpresan;
las combinaciones y proporciones dependen de los tipos de células, creando asi la diversidad
bioquimica de las uniones estrechas. Varios estudios indican que las hebras de las uniones
estrechas estdn constituidas por mosaicos de multiples subtipos de claudinas. Asi también en la
misma union estrecha se pueden observar diferencias de los subtipos de claudinas expresadas en
las hebras que las forman; por ejemplo, en los contactos entre células ciliadas externas y células
Dieter en el oido interno claudina-14 se concentra en hebras de la parte apical mientras que
claudinas 6 y 9 se localizan en hebras laterales, lo que sugiere que la compatibilidad heteromérica
depende de la combinacion (Nunes et al, 2006). Algunas claudinas no pueden formar hebras de
uniones estrechas por si mismas (Furuse, 2010).

Las uniones estrechas in vivo generalmente expresan 2 tipos de claudinas, con dos excepciones
notables, los oligodendrocitos y los endocrinocitos sustentaculares (células de Sertoli), que
expresan solo claudina 11. Las claudinas también se caracterizan por un patrén de expresion
tisular diferencial y una selectividad de desarrollo. Algunos miembros de la familia de claudinas
son receptores para ligandos extracelulares, como la enterotoxina de Clostridium perfringens, que
se une directamente a claudina 4 (alta afinidad) y claudina 3 (baja afinidad) (Assimakopoulos,
2011; Sakai et al., 2007).

Al comparar la secuencia de aminoacidos de las claudinas con las proteinas conocidas se
encontraron similitudes con al menos tres proteinas asociadas a la membrana, las obtenidas de la
prostata ventral de rata-1, del receptor de la enterotoxina de Clostridium perfringens y la proteina
especifica de oligodendrocitos.

Por otro lado las uniones estrechas son estructuras dinamicas que pueden ensamblarse y
desensamblarse dependiendo de los requerimientos funcionales de las células (Takahashi et al.,
2008). Existen mecanismos que permiten la internalizacion de claudinas que puede conducir a la
reestructuracion de las uniones estrechas a partir de sefiales extra o intracelulares que induzcan su
modificacion, incluyendo aquellas relacionadas con el movimiento de células a través de células
adyacentes (Matsuda et al., 2004). Asi mismo se ha reportado que las células dendriticas, median
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un nuevo mecanismo de absorcién bacteriana, envian dendritas que expresan proteinas de
uniones estrechas (ocludina, claudina 1, zénula ocludens 1) a través de los espacios entre las
células epiteliales, que disocian las interacciones intercelulares y producen la creacion de otras
nuevas, de esta manera, pasan sus dendritas a la superficie de los epitelios sin perturbar la
integridad de la barrera epitelial (Blank et al., 2011; Assimakopoulos, 2011; Rescigno et al.,
2001).

Cuadro 1. Claudinas y ocludina expresadas en mamiferos y aves.

CLAUDINA ESPECIE FUNCION REFERENCIA

Collins et al., 2013; Zhe Lu et

Embrion de pollo (intestino) y mamifero al.,2013; Amasheh et al.,2011;
Claudina (Cldn) 1 (intestino: duodeno, yeyuno e ileon) Propiedades de barrera Ozden, 2009
Embrion de pollo (endodermo/ intestino) Se cree son formadoras de poros
y mamifero (intestino: duodeno, yeyuno e  /Permeabilidad paracelular: canal Collins et al., 2013; Zhe Lu et
Cldn 2 ileon) paracelular para cationes pequefios al.,2013; Amasheh et al.,2011
Embrion de pollo (endodermo/intestino) y
mamifero (intestino: duodeno, yeyuno e Zhe Lu et al.,2013; Amasheh et
Cldn 3 ileon) Transporte paracelular al.,2011; Ozden et al., 2010
Collins et al., 2013; Zhe Lu et
Cldn 4 Embrion de pollo y mamifero Propiedades de barrera al.,2013; Amasheh et al.,2011
Zhe Lu et al.,2013; Collins et al.,
Embrion de pollo (intestino) y mamifero 2013; Amasheh et al.,2011; Ozden et
Cldn 5 (intestino: duodeno, yeyuno e ileon) Propiedades de barrera al., 2010
Cldn 6 Embrion de pollo y mamifero Propiedades de barrera Collins et al., 2013
Permeabilidad paracelular para cationes y Zhe Lu et al.,2013; Amasheh et
Cldn 7 Mamiferos aniones pequenos al.,2011
Collins et al., 2013; Zhe Lu et
Cldn 8 Embrion de pollo y mamifero Propiedades de barrera al.,2013; Amasheh et al.,2011
Cldn 9 Embrion de pollo y mamifero Propiedades de barrera Collins et al., 2013; Zhe Lu et al.,2013
Se cree son formadoras de
Embrion de pollo (endodermo) y poros/Permeabilidad paracelular:
mamifero (intestino: duodeno, yeyuno e canal paracelular para aniones Collins et al., 2013; Zhe Lu et
Cldn 10 ileon) pequeiios al.,2013; Amasheh et al.,2011
Collins etal., 2013; Zhe Lu et
Cldn 11 Embrion de pollo y mamifero Propiedades de barrera al.,2013; Amasheh et al.,2011
Embrion de pollo (endodermo) y Zhe Lu et al.,2013; Amasheh et
mamifero (intestino: duodeno, yeyuno e Permeabilidad paracelular transporte al.,2011
Cldn 12 ileon) de Ca
Zhe Lu et al.,2013; Amasheh et
Cldn 13 Mamiferos No determinada al.,2011
Zhe Lu et al.,2013; Amasheh et
Cldn 14 MDCK II; intestino de raton Propiedades de barrera al.,2011
Se cree son formadoras de poros/ Collins et al., 2013; Zhe Lu et
Cldn 15 Embrion de pollo (endodermo) y mamifero ~ Formacion de TJs en intestino delgado al.,2013; Amasheh et al.,2011
Embrion de pollo (endodermo/ intestino)  Transporte paracelular de cationes
y mamifero (intestino: duodeno, yeyuno e bivalentes / iones calcio (Ca) en Collins et al.,2013; Ozden et al.,
Cldn16 ileon) diferentes epitelios e intestino de pollo 2010
Cldn 17 y 18 Mamiferos No determinada Zhe Luetal., 2013
Embrion pollo, neurilemnocitos (células de Collins et al., 2013; Amasheh et al.,
Cldn 19 Schwann) Propiedades de barrera 2011
Cldn 22y 23 Endodermo de embrion de pollo No determinada Collins et al., 2013
Se expresa en células que forman Cummins, 2012; Felman et al.,
Ocludina Mamiferos uniones estrechas 2005; Muresan et al., 2000
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De hecho se postula que las uniones estrechas se remodelan repetidamente y cubren dos aspectos
aparentemente contradictorios: rearreglos celulares dentro de las laminas epiteliales y
mantenimiento de la funcion de barrera (Takahashi et al., 2008), lo cual seria de gran importancia
para favorecer la absorcion de nutrientes por la via paracelular.

Karcher et al. (2008) reportan que en el epitelio intestinal de las aves el 90 % de las sustancias
(iones, nutrientes, etcétera) son absorbidas por esta via a través de poros con radios de 0,003 a
0,004 micrometros (um) los cuales estan presentes en las uniones estrechas, estos podrian
depender de los componentes estructurales de las uniones estrechas en un momento determinado
y podria explicar porque las aves tienen una mayor capacidad de absorcion de metabolitos
solubles en agua en comparacion con los mamiferos (Karasov et al., 2012). Ahora bien, para
entender la dinamica de las uniones estrechas un aspecto importante es comprender su
ensamblaje y funcionalidad, para lo cual es necesario conocer la naturaleza precisa de las
asociaciones entre los bucles extracelulares de ocludina y claudina, la duracioén de cada ciclo y la
composicion especifica de aminoacidos, los cuales son factores importantes en la formacion de la
barrera (Assimakopoulos, 2011).

1.10. Serializacion que participa en la regulacion de las uniones estrechas

Diversas moléculas estan implicadas en la regulacion de las uniones estrechas (TJs), estas son:
Proteina Quinasa C (PKC), Proteina Quinasa A (PKA), Miosina Quinasa de cadena ligera;
Proteinas Quinasas activada por mitégeno, Fosfoinositol 3 Quinasa y via de sefalizacion Rho.

« PKC. Proteina quinasa C participa en el desmontaje de la union, mientras que las nuevas
isoformas regulan la formacion de la unién aunque varia de acuerdo al modelo celular.

¥« PKA. Proteina quinasa A, regula el ensamble y la apertura de la ruta paracelular en células
epiteliales y endoteliales. La activacion de PKA hace que las proteinas de TJs se bloqueen
y no formen la barrera. Una GTPasa denominada Rab13 actiia como vinculo entre la PKA
de sefializacion y el montaje de las TJs. Esta GTPasa recluta a los contactos entre célula-
célula en una etapa temprana de montaje de la union. Rab13 se une a PKA inhibiendo su
actividad y retrasando la llegada de claudina 1 y ZO-1 en la union estrecha; en el caso de
células endoteliales cerebrales la activacion de PKA promueve la funcion de barrera, pero
esto no se puede generalizar para otros endotelios y epitelios ya que varia segun la célula.

« Fosfatasas PP1, PP2A Y PP2B. La fosforilacion en los residuos serina/treonina de varias
proteinas de uniones estrechas promueve la funcion de barrera de las TJs; por lo que la
reduccion de la fosforilacion afecta negativamente la integridad de la union estrecha. La
mayor actividad de la proteina fosfatasa 2 A (PP2A) induce desfosforilacion de ZO-1,
ocludina y claudina 1 y un aumento de la permeabilidad paracelular, mientras que la

inhibicion de la PP2A con acido okadaico promueve la fosforilacion de estas proteinas y
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acelera el montaje de la unién. Tanto PP2A y PP1 interactiian con el extremo carboxilo
terminal de la cola de ocludina, la primera desfosforila a ocludina en residuos treonina
(Thr) mientras que PP1 lo hace en residuos serina (Ser).

« Sefalizacion Rho. Rho pertenece a la superfamilia Ras de pequefias proteinas GTPasas.
A su vez Rho es una familia de GTPasas que incluye RhoA, Rac y Cdc42. La
intervencion de Rho en la sefalizacion de las TJs es interrumpir la funcion de barrera de
dichas estructuras; estas proteinas logran esto ya que, ayudadas por ROCK, son proteinas
que puede inducir la contractibilidad actina-miosina pues interactuan directamente con
ellas, proporcionandoles asi, la fuerza para la interrupcion de las uniones intercelulares.
La via de sefializacion Rho/ROCK participa tanto en el montaje como en el desmontaje de
las uniones estrechas. En células intestinales T-84, la activacion de RhoA para la apertura
de la union incluye varios factores, como la presencia de citoquinas proinflamatorias,
mientras que en cultivos dispersos y en monocapa, Rho es importante en la formacion de
novo de uniones estrechas. Dentro del mecanismo por el cual se desmontan las uniones
estrechas se encuentra la fosforilacion de serina 19 en MLC2, contraccion de fibras de
actina-miosina y reduccion de la concentracion de calcio.

« Sefializacion MAP. Tiene una fase membranosa y citoplasmatica, la primera se produce en
receptores para factores del crecimiento e implica la activacion de proteinas GTP seguido
por la activacion de varias quinasas citoplasmaticas conocidas como MAPK. La
activacion de MAPK también participa en la apertura de uniones estrechas desencadenada
por Ras. Aunque también la fosforilacion de claudina 1 en treonina 203 por MAPK es
crucial para la funcion de barrera de las uniones estrechas. Si se realiza una mutacion en
este aminoacido se observa que se altera la barrera aumentando asi la permeabilidad
paracelular. En el caso de claudina 1 se conoce que Thr se conserva en ratas y ratones, no
asi en bovinos, pollos y humanos (Ulluwishewa et al., 2011; Gonzalez-Mariscal et al.,
2007).

En cuanto a la regulacion de las claudinas y de las propiedades de las uniones estrechas se da
mediante varios procesos tales como: regulacion de la transcripcion, modificacion
postraduccional, interaccion con proteinas de andamiaje citoplasmatico e interacciones con las
claudinas de la misma membrana (interaccion cis) o de células vecinas (interaccion trans). Todos
estos procesos determinan el ensamble, remodelacion, modelacion y degradacion de las uniones
estrechas. Los principales reguladores de la expresion de claudinas son: TNF-o/NF-KB y TGF-§-
Smad/Snail, PPARy, SP1, HNF-1a, HNF-4a, CDX1, CDX2, GATA-4 y Grhl2 (Giinzel et al.,
2013).
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1.11. Importancia de la barrera epitelial como sistema de defensa inmunologica del
intestino delgado y grueso en mamiferos y aves.

Dentro de los mecanismos de defensa innata podemos mencionar diferentes factores que la
regulan tales como, los fisicos o estructurales conformados por el epitelio y la mucosa
intestinal en donde las células forman una barrera epitelial por efecto de las uniones estrechas
que sellan el espacio entre el dominio lateral cerca del borde apical para evitar la entrada o
establecimiento de agentes patogenos y toxinas, esta barrera es de gran importancia y
colabora con otros mecanismos de defensa como las vellosidades intestinales, los
movimientos peristalticos y la produccién de moco que poseen la capacidad de captar y
desplazar particulas extrafias hacia el exterior. Aunado a esto tenemos a los factores quimicos
como el grado de acidez o alcalinidad (pH), péptidos antimicrobianos, proteinas y finalmente
la barrera celular donde participan los heteréfilos, eosinofilos, baséfilos, macrofagos y células
dendriticas, haciendo posible el paso del complemento, de anticuerpos y otras moléculas
presentes en el plasma, por ejemplo presencia de citosinas proinflamatorias como la IL-1 en
los enterocitos de pollo. Las células mencionadas, en particular macrofagos y neutrofilos, lo
realizan reconociendo moléculas especificas de superficie que son comunes y constantes
presentes en los microrganismos y que en general se denominan patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP, por sus siglas en inglés) y que son reconocidos por receptores
localizados en la superficie de las células del sistema inmune innato, llamados receptores de
reconocimiento de un patron (PRR, por sus siglas en inglés), la interaccion entre el receptor y
su ligando desencadena diferentes tipos de respuestas. Las células dendriticas juegan un papel
muy importante en el reconocimiento de patdégenos y la activacion de la respuesta inmune
adaptativa mediante la presentacion de antigenos. Como anteriormente se menciond las
células dendriticas, tienen mecanismos que les permiten enviar dendritas a través de los
espacios entre las células epiteliales, reconociendo patdégenos que se encuentren en la luz
intestinal, reestructurando las uniones estrechas para evitar que se rompa la barrera intestinal.
(Blank et al., 2011; Assimakopoulos, 2011; Gomez et al., 2010; Rescigno et al., 2001).
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II. JUSTIFICACION

El intestino de las aves es mas corto que el de los mamiferos, disminuyendo asi la superficie de
contacto, sin embargo, las aves tienen una mayor capacidad de absorcion con respecto a los
mamiferos a partir de una adaptacion evolutiva de las aves para compensar la menor superficie de
absorcion, esto es, un mayor transito paracelular para hacer mas eficiente la absorcion de
nutrientes. Este aumento en el transporte paracelular puede deberse a la modificacion de las
proteinas constituyentes de las uniones estrechas que sellan la hendidura paracelular y regulan la
absorcion de nutrientes por medio de este mecanismo, dependiendo de las claudinas que se
expresen en determinado momento fisiologico, ya que las diferentes claudinas son expresadas de
acuerdo a la funcidén que este desempenando la unioén estrecha; por ejemplo claudina 1 y 5
participa en formacion de barrera mientras que claudinas 2, 3, 10, 12 y 16 realizan la
permeabilidad y finalmente ocludina que se encuentra siempre que se formen las uniones
estrechas. Sin embargo, un problema que se presenta al aumentar el transporte paracelular es el
riesgo de una mayor absorcion de toxinas y permitir el paso de patdégenos, a lo que las aves deben
enfrentarse mediante mecanismos de remodelacion de uniones estrechas y de defensa eficientes.

A pesar de la importancia que presentan las uniones estrechas en la absorcioén de nutrientes, en
aves existe poca informacion de la morfologia, biologia celular y molecular, que proporcione
informacion que ayude a comprender los procesos fisiologicos, inmunoldgicos, nutricionales y
patolégicos.

En principio, se hace necesario estudiar las proteinas que conforman a las uniones estrechas y a
partir de estos conocimientos comenzar a armar un modelo que nos permita conocer la forma en
que se estructuran, remodelan y regulan las uniones estrechas en el epitelio intestinal de las aves,
relacionandolo con el estado fisiologico en el que se encuentren (Mac Donald et al., 2008; Balda
etal., 2000; Haworth et al., 2005; Ozden et al., 2010).

Para poder conocer lo anterior fue necesario comenzar determinando los mensajeros de las
proteinas mas importantes en la formacion de las uniones estrechas de la mucosa intestinal de los
diversos segmentos estudiados en gallina doméstica (Gallus gallus domesticus) de 6 a 8 semanas
de edad. Debido al recambio que existe en la conformacion de las uniones estrechas en cuanto a
las proteinas que las integran y a que no se tienen antecedentes de las claudinas presentes salvo
en embriones, consideramos estudiar en principio los RNA mensajeros para tener una vision
general de todas las proteinas (en particular claudinas y ocludinas) que pudieran expresarse en
gallinas. Una vez determinado esto, lograr identificar de cuales proteinas debemos realizar
estudios que nos permitan evidenciar aquellas que se expresan en diferentes momentos
fisiologicos. Por ejemplo conocer las claudinas presentes en las uniones estrechas durante el
proceso de absorcion intestinal comparado con las expresadas cuando este proceso no se esta
realizando.
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III. HIPOTESIS

La expresion de las proteinas de uniones estrechas ocludina y claudina (1, 2, 3, 5, 10, 12 y 16) se
expresan a nivel de la tinica mucosa del tracto intestinal en pollos de engorda (Gallus gallus
domesticus) de 6 a 8 semanas de edad, tal como sucede en la etapa embrionaria de estos animales,
por lo que sera posible identificarlas a través del aislamiento de sus mRNA y amplificacion.
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IV.  OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar la expresion del mRNA de ocludina y claudina 1, 2, 3, 5, 10, 12 y 16, en la tinica
mucosa de diferentes regiones del intestino de Gallus gallus domesticus de 6 a 8 semanas de
edad, por medio de la técnica RT-PCR.

4.2. Objetivos Particulares

¥ Colectar muestras de la tinica mucosa de las diferentes regiones del intestino de las aves
empleadas en este trabajo (duodeno, yeyuno, ileon, ciego y recto).

¥ Determinar la expresion del mRNA de ocludina y claudina 1, 2, 3, 5, 10, 12 y 16 en la
tunica mucosa de diversos segmentos del intestino de los pollos de engorda (Gallus gallus
domesticus), mediante RT-PCR.

¥ Comparar la expresion del mRNA para las proteinas ocludina y claudina 1, 2, 3, 5, 10, 12
y 16 en muestras de diferentes regiones del intestino de embriones de pollo y animales de
6—8 semanas de edad.
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V. METODOLOGIA

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio 4 “Morfologia Veterinaria y Biologia Celular”
de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan-UNAM.

5.1. Diseiio experimental

El trabajo se desarroll6 de acuerdo al siguiente disefio experimental.

Gallina domeéstica Embrién de pollo de 16
(Gallus gallus dias (Control positivo)
domesticus) de 6-8
semanas de edad
l Iniciadores para Ocludinay
Claudinas
Toma de muestra de las diversas

regiones del intestino (duodeno,
yeyuno, ileon, ciego y recto)

Extraccion de RNA total
empleando un Mini Kit Ambién

l

| Identificacion de mRNA expresados |

5.2, Diserio y alineamiento de iniciadores

Para este trabajo se utilizaron iniciadores (iniciadores) referidos en la literatura, asi como otros
que fueron disefiados en programas bioinformaticos. Los detalles de los iniciadores empleados se
describen en el Cuadro 2.

Los criterios para la inclusion de las proteinas seleccionadas en esta investigacion fueron dos, el
primero fue su identificacion previa en muestras de embriones de la especie animal en estudio y
segundo la funcion que desempenan ya sea de permeabilidad o de barrera, pues ambas involucran
a las uniones estrechas, estructuras objeto de esta investigacion.

5.2.1. Diseiio de iniciadores para el gen de ocludina y claudina 1, 5y 16
Para detectar el gen de ocludina y claudina 1, 5 y 16 se disefiaron los iniciadores, haciendo uso
del programa bioinformatico PRIMER-BLAST y PRIMER3, primeramente se realizd la
busqueda del gen para dichas proteinas y especie a trabajar, una vez encontrada se procedié a
disefar los iniciadores tomando en cuenta los siguientes parametros: 40 a 60% de CG, diferencia
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de Tm entre pares de iniciadores de 2°C y el delta G (8G) que indica la formacion de dimeros y
orquillas debe estar por arriba de -5 finalmente se seleccioné el par de iniciadores a utilizar; el
procedimiento se ilustra en la Figura 5.

Figura 5. Procedimiento para el disefio de los iniciadores (iniciadores)

Después se us6 el Analizador de oligos (Oligo Calc), determinando las propiedades de formacion
de dimeros y formacion de estructuras secundarias.

5.2.2. Iniciadores para el gen de claudina 2, 3, 10y 12

En cuanto a los iniciadores para el gen de claudina 2 y 3 se utilizaron los reportados por Ozden et
al. (2010) quienes reportan su expresion en intestino de embriones de pollo; mientras que los
iniciadores para el gen de claudina 10 y 12, reportados por Collins et al. (2013), fueron escogidas
de acuerdo a su expresion en embriones de pollo y principalmente por la participacion de las
proteinas en propiedades de barrera y permeabilidad paracelular.
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Cuadro 2. Iniciadores empleados para la identificacion del gen de ocludina, claudinas y B-actina.

Gen y nimero de Proteina Secuencia del iniciador (5'a 3") Tamaiio del Referencia
acceso Amplificado
(pb)
Cldn 1 Sentido
NM_001013611.2 GTCTGGTTGGTGTGTTTG
Claudina 1 196 Ozden, 2009
Antisentido
TTAACGGGTGTGAAAGGG
Cldn 1 Sentido TGCCACTCCCTGATGTTTCC
NM_001013611.2 Claudina 1 Antisentido AGGTCTCATAAGGCCCCACT 662 Este trabajo
Cldn 2 Sentido CTCAGCCCTCCATCAAAC
XM 420271 Claudina 2 Antisentido TGCGTCTTCTCCTCTTAC 162 Ozden, 2009
Cldn 3 Sentido AGCCCTCCATCTCAGCAG
NM_204202 Claudina 3 Antisentido TTCTCCGCCAGACTCTCC 185 Ozden, 2010
Cldn 5 Sentido ATCTACATCCTCTGCGGGGT
Claudina 5 224 Este trabajo
NM_204201.1 Antisentido TACTTGACGGGGAAGGAGGT
cClaudin-10 Sentido CATGGCGAGCACGTCGGCGGAG
GI:118084678
Claudina *GATGGCGAGCACGTCGGCGGAG 687 Collins €t
10
— al., 2013
Antisentido TTAAACGTAAGCGTTCTTGTC
cClaudin-12 Sentido ATGGGCTGCAGGGATGTTCAT
GL:118085731 Claudina Antisentido CTTAAGATGTGTGTGTCACAACA 738 Collins et
12
*TTTAAGATGTGTGTGTCACAACA al. 2013
Cldn 16 Sentido CTGGCTTAACTCAGGGTGCA
Claudina 16 191 Este trabajo
XM_426702.2 Antisentido GGGCTGCTGTGACCTTTACT
Occludin Sentido GAGCTACAGCTACGGCTACG
Ocludina 430 Este trabajo
D21837.1 Antisentido CTTCTGGGCGAAGAAGCAGA
NM 205518 B-actina Sentido TCTTGGGTATGGAGTCCTG
(Control
positivo) Antisentido TAGAAGCATTTGCGGTGG 331 zhang €t al.,
2013

*Secuencia empleada de acuerdo a lo descrito en metodologia (apartado 5.2.3).
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Como control positivo interno, se incluyo a la B-actina de pollo, los iniciadores empleados fueron
los reportados por Zhang et al. (2013).

5.2.3. Alineamiento de iniciadores para los genes a estudiar

Cada iniciador fue analizado con el programa SEQUENCHER 5.2.4, esto con la finalidad de
verificar que las bases contenidas correspondieran con el gen que codifica para la proteina de
interés y que se alinean correctamente. Asi, se pudo identificar que los iniciadores reportados
para el gen de claudina 10 y 12 presentaban una base errénea en la secuencia, teniendo que ser
reemplazada, utilizdndose la secuencia sefialada en el cuadro 2 con un asterisco.

5.3. Animales

Se utilizaron 3 pollos de la linea genética pesada de engorda (Gallus gallus domesticus), machos,
peso aproximado de 2-4 kilogramos (kg), de 6—8 semanas debido a que es la edad a la cual se
envian a rastro, asi también los trabajos previos han sido enfocados en etapas embrionarias de los
pollos y no hay reportes en la etapa adulta del ave. Los animales utilizados en este trabajo fueron
donados por una granja comercial.

Para el control positivo se emplearon embriones de pollo con 16 dias de incubacion a una
temperatura de 38.5°C, los cuales fueron donados por la empresa AVIMEX.

5.4. Coleccion de muestras

Se obtuvieron muestras del aparato digestivo de los pollos de 6—8 semanas de edad, sacrificados
humanitariamente introduciendo al ave en un contenedor hermético al cual se hizo llegar
monoxido de carbono hasta que el ave perdié la conciencia y murié aproximadamente en 10
minutos; este procedimiento se realizd en la sala de necropsias de la Unidad de Aislamiento
Animal de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FES-Cuautitlan. De acuerdo con lo
estipulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-033-Z0O0-1995 para el sacrificio humanitario de
los animales domésticos y silvestres. La solicitud para utilizar esta técnica en este trabajo fue
aprobada por el CICUAE-FESC con nimero de registro C14-08.

Se realizé la obtencion de la tinica mucosa mediante la técnica de raspado, para su posterior
examen histologico con tinciéon Hematoxilina Eosina (H-E) (Anexo 10.1—10.3) para evidenciar
que la muestra obtenida solo contenia a la mucosa intestinal.
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5.5. Preparacion de la muestra

La muestra se manejo siempre en condiciones de cadena fria, desde la extraccion del tracto
digestivo del pollo, posterior a su sacrificio humanitario. Se realizé un lavado general del tracto
digestivo completo con buffer salino de fosfatos (PBS), seguido de la diseccion empleando para
ello bisturi, pinzas de diseccion planas y tijeras de Mayo, efectuando un corte transversal de cada
segmento del intestino, duodeno (porcion media), yeyuno (porcion media), ileon (porcion media),
ciego (porcion media) y recto (porcion caudal); cada uno de estos segmentos fueron nuevamente
lavados con PBS, después se realizd un corte longitudinal a cada segmento obtenido, para
exponer el lumen y asi la tinica mucosa, se retir6 el exceso de contenido o moco con un ligero
raspado usando una espatula; posterior a esto se realizd la obtencion de la tlinica mucosa
mediante la técnica de raspado con hoja de bisturi, una vez obtenido el tejido se colocd en un
tubo eppendorf de 2 ml el cual contenia buffer de lisis (BL) con 2-mercaptoetanol y se procedio a
la homogenizacion del tejido, con un sonicador (marca Ultrasonic processor modelo Gex 130)
previa limpieza empleando agua con dietilpirocarbonato (DEPC) bajo las siguientes condiciones:
10 pulsaciones, 10 segundos con una amplitud de 90%, logrando asi el homogenizado de la
muestra, se almacend en hielo para la subsecuente extraccion del RNA. El procedimiento anterior
se ilustra en la Figura 6.

v

Lavado Interfor con T TS Lavado de la region
1

intestino

Figura 6. Imagenes mostrando la obtencion de la muestra en estudio.

Las muestras para el control positivo fueron obtenidas de embriones de pollo de 16 dias de
incubacion, los cuales fueron sacrificados de acuerdo a los lineamientos aprobados por el
CICUAE. El método empleado para el sacrificio fue exponerlos a una temperatura inferior a los
4°C durante cuatro horas (Close et al., 1996).

Enseguida se recolecto el tracto intestinal del embridn, se realizé un lavado con PBS, se obtuvo
una pequefia muestra de cada segmento intestinal (duodeno, yeyuno, ileon, ciego y recto), fueron
colocadas en tubos eppendorf de 2 mililitros (ml) con buffer de lisis con 2-mercaptoetanol y se
procedio a la homogenizacion del tejido con el sonicador empleando las siguientes condiciones:
10 pulsaciones, 10 segundos con una amplitud de 90%, logrando asi el homogenizado de la
muestra, se almacend en hielo para la posterior extraccion del RNA.
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5.6. Extraccion de RNA total
La extraccion del RNA de la tinica mucosa provenientes de los diversos segmentos del tracto

intestinal de la gallina doméstica, asi como, del tracto digestivo de un embrién de 16 dias de
incubacion se realizd empleando el Mini Kit Pure Link TM (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA) siguiendo las instrucciones del proveedor; el procedimiento se describe en el Anexo 10.4.

Al RNA obtenido se le realizaron 2 pruebas, espectrofotometria para verificar su concentracion y
pureza empleando un espectrofotometro Accesolab Nano Drop ND-1000 A113 (Anexo 10.5.) y

la electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5%, 65 volts durante 1 hora 30 minutos
(Anexo 10.6.), para evaluar la integridad del RNA total en cada una de las muestras (Luna, 2012;
Quintero et al., 2012).

5.7. Técnica RT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa
reversa)

5.7.1. Sintesis de cDNA

Para cada una de las proteinas de interés se sintetizd el cDNA (Anexo 10.7.), empleando la
enzima M-MLV RT (Enzima Transcriptasa Reversa de laboratorio Invitrogen). Se realizd la
estimacion de la pureza y cantidad del cDNA (Anexo 10.8.) mismo que se utilizé como templado
para la realizacion de la técnica de PCR punto final.

5.7.2. PCR punto final

Para lograr determinar la temperatura a la cual se alinearian cada uno de los iniciadores se calculo
el valor de la temperatura de fusion (Tm), ello mediante el uso de la formula Tm= 2°C (A+T) +
4°C (G+C), la cual oscilé entre 54 a 62 grados centigrados (°C). La estandarizacion de las
condiciones de cada una de las etapas de la técnica PCR punto final se realiz6 empleando un
termociclador (Techgene TC-3000), se esquematizan en la Figura 7, esto para las diferentes
claudinas y ocludina en estudio, teniendo como base lo reportado por Ozden et al. (2010) y las
condiciones de estandarizacion de cada proteina se presentan en el Cuadro 3.

Etapa de repeticiones ciclicas 50 clclos

| |
| I
| I
«——F—> < ! >\
I |
| |
| |
j 1

DESNATURALIZACION ALINEAMIENTO EXTENSION EXTENSION CONSERVACION DEL
PRODUCTO

Figura 7. Fases de la PCR.
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Cuadro 3. Condiciones de la PCR para las diferentes proteinas.

PROTEINA REACTIVOS CANTIDAD ETAPA TEMPERATURA TIEMPO
ul en °C
Claudina 1 Agua 13 Iniciacion 95°C 7minutos(min)
Utilizando inyectable 50ciclos
los Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30segundos(seg)
iniciadores MgCI2 1,2 . Alineamiento 55°C 30 seg
reportados dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
por Ozden, Iniciador F 0,5 Finalizacion 72°C 5 min
2009 Iniciador R 0,5
Taq P 04
Muestra 2
Claudina 1 Agua 13 Iniciacion 95°C 7 min
Diseflados inyectable 50ciclos
para este Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
trabajo MgCl12 1,2 . Alineamiento 62°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 0,5 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 0,5
Taq P 0,4
Muestra 2
Claudina 2 Agua 13 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCl12 1,2 . Alineamiento 55°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 0,5 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 0,5
Taq P 04
Muestra 2
Claudina 3 Agua 12 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCl2 1,2 . Alineamiento 55°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 1 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 1
Taq P 0,4
Muestra 2
Claudina 5 Agua 13.6 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCI2 1,2 . Alineamiento 60°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 0,2 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 0,2
Taq P 0,4
Muestra 2
Claudina 10 Agua 12 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCl12 1,2 . Alineamiento 59°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 1 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 1
Taq P 0,4
Muestra 2
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PROTEINA REACTIVOS CANTIDAD ETAPA TEMPERATURA TIEMPO
ul en °C

Claudina 12 Agua 12 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCl12 1,2 . Alineamiento 56°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 1 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 1
Taq P 0,4
Muestra 2

Claudina 16 Agua 13.6 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCI2 1,2 . Alineamiento 60°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 0,2 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 0,2
Taq P 0,4
Muestra 2

Ocludina Agua 13,75 Iniciacion 95°C 7 min
inyectable 50ciclos
Buffer 10x 2 . Desnaturalizacion 95°C 30 seg
MgCl12 1,2 . Alineamiento 61°C 30 seg
dNTP’s 0,4 . Extension 72°C 30 seg
Iniciador F 0,12 Finalizacion 72°C 5 min
Iniciador R 0,12
Taq P 0,4
Muestra 2

B-actina Agua 17 Iniciacion 94°C 5 min

(pollo) inyectable 30ciclos
Buffer 10x 2,5 . Desnaturalizacion 94°C 30 seg
MgCl12 1,5 . Alineamiento 58°C 30 seg
dNTP’s 0,5 . Extension 72°C 1 min 30 seg
Iniciador F 1 Finalizacion 72°C 7 min
Iniciador R 1
Taq P 0,5
Muestra 2

En todos los casos se empled B-actina como control positivo interno.

Finalmente para corroborar la amplificacion de la secuencia blanco, se realiz6 la electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con Bromuro de Etidio (BrE) con una corrida de
70 volts durante 1 hora y 30 minutos; posteriormente se visualizaron en un transiluminador, el
cual utiliza luz ultravioleta de onda larga (300 nanometros (nm)) evidenciando asi un amplificado
en donde el bromuro de etidio haya reaccionado (Tamay de Dios et al., 2013; Nolan et al., 2013;
Mc Pherson et al, 2006; Sambrook et al., 2001; Herrington et al, 1998; Henry, 1992; Burdon R.,

1978).
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VI. RESULTADOS

6.1. Diseiio del iniciador frontal y reverso para los genes de ocludina y claudinas 1, 5
y16

Aunque inicialmente se buscé trabajar con iniciadores reportados en la literatura, nos
encontramos que no los habia para todos los genes de las proteinas en estudio, por lo que los
iniciadores utilizados para la identificacion del gen de ocludina, claudina 1, 5 y 16 fueron
disefiados con el programa bioinformatico Primer BLAST y Primer3 respectivamente. De manera
especifica, en el caso de los iniciadores para el gen de claudina, si bien existia su reporte por
parte de Ozden (2009), estos tuvieron que ser disefiados ya que al ser empleados presentaron
diferencias en el amplificado identificado en muestras de embrion y de los animales en estudio.
Los iniciadores para el gen de claudina 5 y 16 fueron disefiados ya que los reportados al ser
analizados en el programa Primer3 presentaron alto grado de formacion de dimeros y los
amplificados obtenidos eran pequeios. Los iniciadores obtenidos se presentan a continuacion.

¢« Gen de ocludina:

Iniciador F: 5'-GAGCTACAGCTACGGCTACG-3’
Iniciador R: 5"-CTTCTGGGCGAAGAAGCAGA-3’
Amplificado: 430pb

¢« Gen de claudina 1

Iniciador F: 5'-TGCCACTCCCTGATGTTTCC-3"
Iniciador R: 5'-AGGTCTCATAAGGCCCCACT-3’
Amplificado: 662pb

¢« Gen de claudina 5

Iniciador F: 5"-ATCTACATCCTCTGCGGGGT-3’
Iniciador R: 5"-TACTTGACGGGGAAGGAGGT-3"
Amplificado: 224pb

¢« Gen de claudina 16

Iniciador F: 5'-CTGGCTTAACTCAGGGTGCA-3’
Iniciador R: 5'-GGGCTGCTGTGACCTTTACT-3"
Amplificado: 191pb
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6.2. Alineamiento de iniciadores con Sequencher

Mediante el alineamiento de todos los iniciadores empleados en el presente trabajo con el gen
correspondiente, utilizando el programa Sequencher 5.2.4, fue posible verificar que las
secuencias alineaban correctamente; asi mismo, se pudieron identificar algunos errores en la
secuencia del iniciador frontal para claudina 10 y en el iniciador reverso para claudina 12, los
cuales fueron corregidos previo a su sintesis. En la Figura 8, panel A, se observa el cromosoma
donde se ubica el gen codificante para claudina 1; en el panel B se presenta la imagen donde se
observa el area de alineamiento de ambos iniciadores; finalmente en los paneles C y D se puede
visualizar el alineamiento correcto de los iniciadores frontal y reverso. En el Anexo 10.9., se
presentan el resto de los alineamientos para los genes de claudinas y ocludina.

Claudina 1 662pb

- Genomic context = ALINEAMIENTO_CLDN1blast =2 =R =

Location: chromosome: 9 See CLONT in MapV/ 4| Bases | Summay| sot | opiions | Fing | Getinto

gi162177138)fNM_001013611.2] =

CbjastF

Exon count: 4

Annotation release  Status  Assembly Chr  Location ClblpstR

102 current  Gallus_gallus-4 0 (GCE_D00002315 3) 9 NC_006096 3 (13417605. 13428086) 3 1745 2578

Chromosome 9 - NC_006096.3

Ly [y
oy iy it

A e i

f

= ALINEAMIENTO_CLON1blast w45 ] =] ALINEAMIENTO_CLDN1blast =R

1B + | aveniew| unmany | curmiap | Fing || Helplnsen | Help Reposiion
B giszrrzsier|  [[CCCETECAC] CTTA c
C . | | D

Figura 8. Alineamiento de los iniciadores en el gen de Claudina 1mediante el empleo del programa Sequencher
5.2.4. El panel A muestra el cromosoma que contiene el gen codificante para claudina 1; el panel B presenta el area
donde se ubican ambos iniciadores; los paneles C y D muestran el alineamiento para el iniciador frontal y reverso
respectivamente.
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6.3. Aislamiento de la tunica mucosa de las diferentes regiones del intestino

En el presente estudio logramos obtener la tinica mucosa de los segmentos del intestino mediante
la técnica de raspado con hoja de bisturi, garantizando asi que se trabajé Uinicamente con la
mucosa (Figura 9).

D o -
Figura 9. Tunica mucosa del segmento ileon intestinal de la gallina doméstica. En el panel 1 se puede observar un

segmento de ileon completo, identificando todas las tinicas que conforman el intestino: tinica mucosa (A), tela
submucosa (B), tunica muscular (C) y tanica serosa (D); tincion H—E, 4x. En el panel 2 se observa la tunica

mucosa aislada (A) integrada por las vellosidades y criptas intestinales, no observandose las tinicas restantes;
tincion H—E, 20x (EAG, 2015).

6.4. Analisis espectrofotométrico y electroforético del RNA en muestras de mucosa
de la gallina doméstica con 6 a 8 semanas de edad

Todas las muestras de RNA obtenidas posterior a la extraccion se sometieron a analisis
espectrofotométrico y electroforético. El primero permitié conocer que la cantidad de RNA era
adecuada para realizar la subsecuente amplificacion; ya que la cantidad minima requerida es de

1 nanogramo (ng); en la relacion 260/280 los valores obtenidos estuvieron dentro del rango de
2—2.2 lo cual evidencia una alta pureza en el caso de RNA. En los Cuadros 4 y 5 se muestran los
resultados obtenidos de la valoraciéon de los parametros mencionados para cada una de las
muestras analizadas, tanto del control positivo como de las muestras de los pollos de engorda de
6 a 8 semanas de edad (3 repeticiones). Se trabajé con segmento completo (SC) que incluye todas
las tunicas que conforman la pared del 6rgano o bien con una muestra de la tinica mucosa (M).
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Cuadro 4. Cantidad de RNA obtenido de las muestras en estudio.

Embrioén con 16 dias Ave 1 Ave 2 Ave 3
de incubacion
Promedio aves
Muestra de mucosa Nanodrop Nanodrop Nanodrop Nanodrop adultas ng/ pl
intestinal de ave adulta
ng/pl ng/pl ng/pl ng/pl
Duodeno 1853,1 297,6 225,1 421 314.5
Yeyuno 1519,2 274,2 120,2 77,9 157.4
Ileon 1137,9 118,5 1283,4 633,1 678.3
Ciego 2002,4 264,6 1398,7 1340 1001.1
Recto 1996,6 70,9 269,2 844 394.7

Cuadro 5. Determinacion de la pureza del RNA (relacion de lecturas 260/280 nm) obtenido.

Embrion con 16 dias Ave 1 Ave 2 Ave 3
de incubacion
Promedio aves

Muestra de mucosa Nanodrop Nanodrop Nanodrop Nanodrop adultas
intestinal de ave adulta Ratio Ratio Ratio Ratio relacion
260/280 260/280 260/280 260/280 260/280

Duodeno 2,09 2,12 2,16 2,06 2.11

Yeyuno 2,11 2,09 2,26 2,50 2.28

Ileon 2,12 2,18 2,10 2,08 2.12

Ciego 2,10 2,12 2,10 2,12 2.11

Recto 2,11 2,24 2,00 2,12 2.12
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En los geles de agarosa se pudo observar que el RNA obtenido se mantuvo integro, observandose
las bandas, 18s y 28s del RNA ribosomal (Figura 10).

123456 738
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Ve e e e j€28s |t <€—28s
| ‘ | HH‘ 6185
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Extraccion de RNA en gallina doméstica adulta 1. Tinica

Extraccién de RNA en embrion de pollo de 16 dias.
Deteccion de la banda de rRNA 18s y la banda de rRNA
28s en 1. Duodeno, 2. Yeyuno, 3. lleon, 4. Ciego y

mucosa (M) de 1. M. Duodeno, 2. M. Yeyuno, 3. M. lleon, 4.
M. Ciego, 5. M. Recto, 6. Segmento completo de duodeno,
7. Duodeno embri6n de pollo, 8. Yeyuno embrién de pollo.

5. Recto. Gel de agarosaal 1.5% a 65 volts.

B Gel de agarosaal 1.5% a 65 volts.

€28

i<_18s

Extraccién de RNA en gallina doméstica adulta 2. Tunica

mucosa (M) de 1. M. Duodeno, 2. M. Yeyuno, 3. M. ileon, 4. Extraccion de RNA en gallina doméstica adulta 3. Tanica

mucosa (M) de 1. M. Duodeno, 2. M. Yeyuno, 3. M. ileon, 4.

M. Ciego, 5. M. Recto, 6. Segmento completo de duodeno,
7. Duodeno embrién de pollo, 8. Yeyuno embrién de pollo.
Gel de agarosa al 1.5% a 65 volts.

M. Ciego, 5. M. Recto, 6. Segmento completo de duodeno,
7. Duodeno embrién de pollo, 8. Yeyuno embrién de pollo.
Gel de agarosa al 1.5% a 65 volts.

c D
Figura 10. Analisis electroforético en gel de agarosa al 1.5% de los extractos de RNA, donde se indican las bandas

correspondientes al IRNA 18s y rRNA 28s.
A) Muestra de SC de embrion de pollo de 16 dias de desarrollo. B) Extracto de RNA de la mucosa intestinal del ave 1. C) Extracto

de RNA de la mucosa intestinal del ave 2. D) Extracto de RNA de la mucosa intestinal del ave 3. Carril 1: Duodeno; carril 2:
Yeyuno; carril 3: fleon; carril 4: Ciego; carril 5: Recto; carril 6: SC duodeno de ave de 6 a 8 semanas de edad; carril 7: SC duodeno

embrién de pollo y carril 8: SC yeyuno embrioén de pollo.
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6.5. Amplificacion de los fragmentos mediante RT-PCR

Para la obtencion de estos resultados, primero se realizé la sintesis de DNA complementario
(cDNA) posteriormente se efectio la técnica de PCR punto final utilizando agua inyectable,
buffer 10X (200mM Tris-HCl pH 8.4, 500mM KCl), cloruro de magnesio (MgCI2), dNTP’s,
cDNA de la muestra problema, enzima Taq polimerasa e iniciadores especificos en funcion del
fragmento a estudiar; lo anterior bajo condiciones previamente estandarizadas y programadas en
el termociclador. En el Cuadro 3 (ver método, apartado 5.7.2) se describe el programa
estandarizado en el termociclador asi como los reactivos y cantidades utilizadas para cada una de
las muestras amplificadas.

En las Figuras 11 a la 18 se presentan las fotografias del andlisis electroforético en geles de
agarosa al 1.5% de los productos obtenidos por RT-PCR para cada una de las proteinas en
estudio; ello tanto del control positivo (diferentes regiones de embrion de pollo) como de
muestras problema (diferentes regiones de la mucosa intestinal de las aves objeto de este estudio),
mientras que en la parte inferior de cada figura se muestra el control interno de amplificacion
correspondiente a B-actina.

Claudina 1

El amplificado del gen codificante para claudina 1, empleando para ello los iniciadores
reportados por Ozden (2009), se presenta en la Figura 11; en el panel A se visualiza el analisis
electroforético de los productos obtenidos por RT-PCR para muestras del control positivo (SC de
embrion con 16 dias de incubacion); como se puede observar todos los productos resultantes de
la amplificacion de las muestras de las diferentes regiones del intestino correspondieron a una
banda de 196 pb de acuerdo a lo esperado para el par de iniciadores utilizados. Los paneles B, C
y D corresponden a los productos obtenidos en las muestras de tunica mucosa en las diferentes
regiones del intestino para las aves de 6 a 8 semanas de edad 1, 2 y 3, respectivamente; en las
muestras se observo un amplificado correspondiente a 350 pb que no coincide con lo esperado
para los iniciadores utilizados (196 pb, carril 7 control positivo).

Debido a esta diferencia, fue que se considerd disefiar un nuevo par de iniciadores para este
trabajo con el programa PrimerBlast (ver Cuadro 2).

La RT-PCR para claudina 1 con los iniciadores disefados y bajo las condiciones adecuadas (ver
Cuadro 3), se muestra en la figura 11a, en donde en todas las muestras analizadas se obtuvo el
producto amplificado con el tamafio esperado para el par de iniciadores utilizados, 662 pb. Es
decir, los iniciadores disefiados en este trabajo para claudina 1 amplificaron un fragmento mayor
del gen codificante para dicha proteina comparado con los iniciadores utilizados en un inicio.
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de embrion de 16 dias, 1. Marcador pares de bases (pb),
2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon, 5. Ciego y 6. Recto.

Presencia de mRNA de Claudina 1 (196 pb) en muestras de
Gel de agarosa al 1.5% a 70 volts.

mucosa (M) de pollo adulto 1; 1, Marcador pares de bases
(pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon, 5. Ciego , 6. Recto y 7.
Control positivo. Gel de agarosa al 1.5% a 70 volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 1 (196 pb) en muestras de

mucosa (M) de pollo adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb),

2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon, 5. Ciego , 6. Recto y 7. Control
C positivo. Gel de agarosa al 1.5% a 70 volts.

Presencia de mRNA de Claudina 1 (196 pb) en muestras de
mucosa (M) de pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases
(pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon, 5. Ciego , 6. Recto , 7.

Control positivo y 8. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5%
a 70 volts.

D

Figura 11. Analisis electroforético de los productos obtenidos por RT-PCR de claudina 1 al emplear los iniciadores
reportados por Ozden (2009). A. Muestras de SC de embrion de pollo (control positivo). B, C y D muestras de mucosa
intestinal de aves 1, 2 y 3, respectivamente. En la parte de la derecha se indica el tamafio de los productos amplificados.
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Presencia de mRNA de Claudina 1 (662 pb) en muestras de

mucosa (M) de pollo adulto 1; 1. Marcador pares de bases (pb),
Presencia de mRNA de Claudina 1 (662 pb) en muestras de embrion de 16 2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. leon, 5. M. Ciego , 6. M.
dias; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. lleon, 5.

Recto, 7. Control positivo Y 8. Control negativo. Gel de agarosa al
Ciego, 6. Recto , 7. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts. 1.5% a 70 volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 1 (662 pb) en muestras de

mucosa (M) de pollo adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb),

2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M.

Recto, 7. Control positivo y 8. Control negativo. Gel de agarosa al
C 1.5% a 70 volts.

Presencia de mRNA de Claudina 1 (662 pb) en muestras de

mucosa (M) de pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb),

2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M.

Recto, 7. Control positivo y 8. Control negativo. Gel de agarosa al
D 1.5% a 70 volts.

Figura 11 a. Andlisis electroforético de los productos obtenidos por RT-PCR de claudina 1 utilizando los
iniciadores disefiados en este trabajo. A. Muestras de SC de embridn (control positivo) y muestras de mucosa
intestinal de los animales empleados en B. Ave 1; C. Ave 2; D. Ave 3.
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Claudina 2

En la Figura 12 se presenta los productos obtenidos por RT-PCR para claudina 2 al emplear las
muestras de embrion de 16 dias de incubacion (Panel A, control positivo) y de mucosa intestinal
correspondientes a las aves de 6 a 8 semanas de edad 1, 2 y 3, respectivamente (paneles B, C y
D), encontrandose un amplificado de 162pb en todas las muestras, lo cual corresponde a lo
esperado.

Claudina 3

En la Figura 13 se presenta la imagen de los productos recuperados en la RT-PCR para claudina 3
de las muestras SC (control positivo, panel A) y de las muestras de mucosa intestinal
provenientes de las aves 1, 2 y 3, respectivamente (paneles B, C y D). Un amplificado de 185 pb
se observo en todas las muestras analizadas coincidiendo con lo reportado por Ozden et al.
(2010); cabe destacar que en el panel D correspondiente a muestras del ave namero 3 se presentd
una segunda banda menor a 100pb.

Claudina 5

El andlisis electroforético de los productos de RT-PCR para el gen de claudina 5, mostro el
amplificado esperado de 224 pb en todas las muestras en estudio (Figura 14). En el panel A se
observa el gel correspondiente a las muestras de SC de embrion de pollo con 16 dias de
incubacion (control positivo) y en los paneles B, C y D se presentan los geles de las muestras de
mucosa intestinal en los diferentes segmentos de las aves 1, 2 y 3, respectivamente.

Claudina 10

Analisis electroforético de la RT-PCR de claudina 10 mostr6é un producto de 687 pb en todas las
muestras (Figura 15), coincidiendo con lo esperado. Las muestras del control positivo se
muestran en el panel A y las muestras de tinica mucosa de las aves 1, 2 y 3 se muestran en los
paneles B, C y D, respectivamente. Especificamente en el panel D (ave 3) en los carriles 2,3 y 5
las bandas son menos intensas en comparacion con las otras dos aves, asi como, en los otros
carriles del mismo gel (carriles 4, 6 y 7).
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Presencia de mRNA de Claudina 2 (162 pb) en muestras de mucosa (M) de pollo Presencia de mRNA de Claudina 2 (162 pb) en muestras de mucosa (M) de pollo
adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M.
fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo (duodeno de embrién) y 8. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo (duodeno de embrién) y 8.
Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts,

300

C

Figura 12. Analisis electroforético de los productos obtenidos por RT-PCR de claudina 2. En A se observan
las muestras de SC de embrion (control positivo) y en B, C y D las muestras de M. de los especimenes 1,2 y
3, respectivamente. El tamafio del amplificado se sefiala al lado derecho de cada imagen.
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Presencia de mRNA de Claudina 3 (185 pb) en muestras de mucosa (M) de
pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. duodeno, 3. M.
Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto, 7. Control positivo (duodeno
de embrion) y 8. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70 volts.

Figura 13. Analisis electroforético de RT-PCR de claudina 3. En el panel A se observan el gel con las
muestras de embrion (control positivo) y en B, C y D se observan los geles con las muestras de mucosa
intestinal de pollos de engorda 1, 2 y 3 respectivamente. El amplicon es sefialado al lado derecho.
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Presencia de mRNA de Claudina 5(224 pb) en muestras de embrion de 16
dias; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon,

5. Ciego , 6. Recto y 7. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70
volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 5 (224 pb) en muestras de mucosa (M) de
pollo adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno,
3. M. Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo
(duodeno de embridn) y 8. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70
volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 5 (224 pb) en muestras de mucosa (M) de
pollo adulto 1; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno,
3. M. Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto, 7. Control positivo
(duodeno de embrién) y 8) Control negativo. Gel de agarosa al 1.5%a 70 volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 5 (224 pb) en muestras de mucosa (M) de
pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno,
3. M. Yeyuno, 4. M. {leon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo
(duodeno de embrion) y 8. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70
volts.

Figura 14. Analisis electroforético de RT-PCR de claudina 5. En el panel A muestras de SC de embrion (control
positivo) y en los paneles B, C 'y D muestras de mucosa intestinal de las aves empleadas. El amplificado obtenido se
indica del lado derecho en cada imagen.
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Presencia de mRNA de Claudina 10 (687 pb) en muestras de embrion de
16 dfas; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon,
5. Ciego, 6. Recto , 7. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70
volts.

Presencia de mRNA de Claudina 10 (687 pb) en muestras de mucosa (M) de pollo
adulto 1; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. fleon,
5. M. Ciego, 6. M. Recto, 7. Control positivo (dudeno de embrién) y 8. Control
negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 10 (687 pb) en muestras de mucosa (M)

de pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M.

Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego, 6. M. Recto, 7. Control positivo (dudeno
D de embrion) y 8. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts.

Presencia de mRNA de Claudina 10 (687 pb) en muestras de mucosa (M)

de pollo adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M.

Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego, 6. M. Recto, 7. Control positivo (dudeno
C de embrion) y 8. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts.

Figura 15. Analisis electroforético de RT-PCR de claudina 10. El panel A presenta las muestras de embrion
(control positivo) y los paneles B, C, y D presentan las muestras de M. intestinal de pollos 1, 2 y 3,
respectivamente. Del lado derecho se sefiala el amplificado observado.
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Claudina 12

El analisis electroforético de la RT-PCR para claudina 12, evidencié un amplificado
correspondiente a 738 pb (Figura 16) en todas las muestras en estudio. En el panel A las muestras
de SC de embrion de pollo que fue el control positivo; en el panel B, C y D se presentan las
muestras de mucosa de las gallinas domésticas 1, 2 y 3, respectivamente.

Claudina 16

En todas las muestras en estudio se presentd el amplificado esperado de 191 pb para claudina 16
(Figura 17). En el panel A se presentan las muestras del control positivo. En el panel B, C y D se
presentan las muestras para ave 1, 2 y 3 respectivamente.

Ocludina

En el presente trabajo en cada uno de los segmentos analizados se observo el amplificado de 430
pb correspondiente para ocludina (Figura 18). En el panel A se corrieron las muestras de SC de
embrion de 16 dias de incubacion; en el panel B, C y D se presentan las muestras de M. intestinal
de pollo de engorda 1, 2 y 3 respectivamente.
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Presencia de mRNA de Claudina 12 (738 pb) en muestras de mucosa (M)
de pollo adulto 1; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M.
Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo
(duodeno embridn) y 8. Control negativo . Gel de agarosa al 1.5% a 70
volts.

Presencia de mRNA de Claudina 12 (738 pb) en muestras de embrién de
16 dias; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. ileon,
5. Ciego, 6. Recto , 7. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70
volts.

12 3 4 5 6 7 8

B-actina

B-actina

= 331pb

400

300 I Wy e €= 331pb
Presencia de mRNA de Claudina 12 (738 pb) en muestras de mucosa :
(M) de pollo adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M.
Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. lleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7.
Control positivo (duodeno embrion) y 8. Control negativo . Gel de Control positivo (duodeno embrién) y 8. Control negativo . Gel de

C agarosa al 1.5% a 70 volts. D agarosa al 1.5% a 70 volts.

Presencia de mRNA de Claudina 12 (738 pb) en muestras de mucosa
(M) de pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M.

Figura 16. Analisis electroforético de RT-PCR de claudina 12. Panel A. Muestras de SC de embrion (control
positivo) y en B, C y D muestras de mucosa intestinal de pollos de engorda 1, 2 y 3, correspondientemente. Del
lado derecho se sefala el amplificado detectado.
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Presencia de mRNA de Claudina 16 (191 pb) en muestras de embrion de 16 ol o .1; L Marcad_or (e e Llaes (o 22 (0 d\_n?deno, =
dias; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon, 5. Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo (duodeno
Ciego , 6. Recto , 7. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70 volts. de embrion) y 8. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70 volts.
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Presencia de mRNA de Claudina 16 (191 pb) en muestras de mucosa (M) de pollo Presencia de mRNA de Claudina 16 (191 pb) en muestras de mucosa (M) de
adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. duodeno, 3. M. Yeyuno, pollo a’dulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. duodeno, 3. M. Yeyuno,
4. M. ileon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto , 7. Control positivo (duodeno de embrién) y 4. M'_ ’Ileon, 5. M. Ciego 23 6. M. Recto , 7. Control positivo (duodeno de
C 8. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts. embrion)y 8. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts.

Figura 17. Analisis electroforético de RT-PCR de claudina 16. En el panel A. Muestras de SC de embrién (control
positivo) y en los paneles B, C y D se presentan las muestras de mucosa intestinal de pollos de 6 a 8 semanas de edad
1, 2 y 3, respectivamente. Del lado derecho de cada panel se sefiala el amplificado observado.
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Presencia de mRNA de Ocludina (430 pb) en muestras de embrion de 16 dias;

1. Marcador pares de bases (pb), 2. Duodeno, 3. Yeyuno, 4. fleon, 5. Ciego ,
A 6. Recto, 7. Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts.
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Presencia de mRNA de Ocludina (430 pb) en muestras de mucosa (M) de
pollo adulto 2; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M.
Yeyuno, 4. M. fleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto, 7. Control positivo
(duodeno de embri6n) y 8. Control negativo. Gel de agarosa al 1.5% a 70

C volts.

Figura 18. Analisis electroforético de RT-PCR de ocludina en el panel A. Muestras de control positivo y en
los paneles B; C y D se exhiben las muestras de mucosa intestinal de aves 1, 2 y 3. Del lado derecho se sefiala

el amplificado observado.
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Presencia de mRNA de Ocludina (430 pb) en muestras de mucosa (M) de pollo
adulto 1; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M. Yeyuno, 4. M.
ileon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto, 7. Control positivo (duodeno de embridn) y 8.
Control negativo. Gel de agarosaal 1.5% a 70 volts.

Presencia de mRNA de Ocludina (430 pb) en muestras de mucosa (M) de
pollo adulto 3; 1. Marcador pares de bases (pb), 2. M. Duodeno, 3. M.
Yeyuno, 4. M. lleon, 5. M. Ciego , 6. M. Recto, 7. Control positivo
(duodeno de embrion) y 8. Control negativo, Gel de agarosa al 1.5% a 70

D volts.
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En los Cuadros 6 y 7 se resume la presencia de los productos amplificados por RT-PCR en las
muestras de las diferentes regiones de intestino de embrion de pollo y aves de 6 a 8 semanas de
edad, del mRNA codificante para las proteinas incluidas en el estudio.

Cuadro 6. Presencia del producto amplificado en embrion de pollo con el tamafio esperado para
cada una de las muestras.

RT-PCR Embrion de pollo de 16 dias de incubacion.

Control positivo

0o s 5008 Duodeno  Yeyuno fleon Ciego Recto
intestinal

Claudina 1
Claudina 2
Claudina 3
Claudina 5
Claudina 10
Claudina 12
Claudina 16

NN N VRN VRN
NN N VRN VRN
A N N N N N NN
LR AR SRR
NN N VRN VRN

B-actina

Cuadro 7. Presencia del producto amplificado en gallina doméstica (Gallus gallus domesticus)
con el tamafio esperado para cada una de las muestras.

RT-PCR Mucosa intestinal de Gallus gallus domesticus de 6 a 8 semanas.

Proteina/Segmento Duodeno Yeyuno fleon Ciego Recto
intestinal

Claudina 1
Claudina 2
Claudina 3
Claudina 5
Claudina 10
Claudina 12
Claudina 16

Ocludina

N BN | By B
B < ‘BB B <
N IBNEN | BY B
B < BB B <
N BN | By B

p-actina

45



VII. DISCUSION

El conocimiento de las proteinas que forman las uniones estrechas que regulan el transito
paracelular en aves es indispensable para comprender el proceso de absorcion intestinal, por lo
que en el presente trabajo, mediante RT-PCR, se determind la expresion de los mRNAs
correspondientes a las proteinas que estan involucradas en la formacion de las uniones estrechas
en la tinica mucosa de los diferentes segmentos del tracto intestinal en gallina doméstica de 6 a 8
semanas de edad.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que en la tinica mucosa de los cinco
segmentos intestinales (duodeno, yeyuno, ileon, ciego y recto) de las aves utilizadas se presentd
un amplificado para los genes de las proteinas que participan de manera primordial en la
formacion de las uniones estrechas; las cuales fueron seleccionadas por la funcidon que
desempefian, ya sea, propiedades de barrera (claudina 1 y 5), propiedades de permeabilidad
paracelular ( claudina 2, 3, 10, 12 y 16) y formacion estructural de las uniones estrechas
(ocludina) (Ozden, 2009; Collins et al., 2013; Furuse et al., 1993). Cabe sefialar que dicha
expresion fue similar a la presentada en las muestras provenientes de embriones de pollo de 16
dias de desarrollo, lo cual permite apoyar la hipdtesis de que la expresion de dichas proteinas de
la mucosa del tracto gastrointestinal se sigue conservando en los animales de mayor edad.

Los resultados obtenidos en este estudio, mediante los ensayos de RT-PCR, en las muestras
provenientes del tracto intestinal de embriones de pollo con 16 dias de incubacion, coinciden con
lo reportado por Collins et al. (2013) quienes detectan productos codificantes para claudina 1, 2,
3,5, 10, 12 y 16 en etapas de gastrulacion hasta neurulacién en embriones de pollo. Que de
manera especifica las encuentran en endodermo (capa embrionaria que origina al tracto
intestinal); a partir de la etapa de neurulacion claudina 3 y 12 fue expresada en el endodermo
anterior del embrion mientras que claudina 16 se expreso en el endodermo subyacente a cabeza y
pliegues, finalmente claudina 2 y 10 se expreso en endodermo a nivel del eje antero-posterior.

Ademas, la expresion del mRNA para claudina 1, 2, 3, 5 y 16 en duodeno, yeyuno e ileon
provenientes de embridn, encontrada en este estudio, también concuerda con lo descrito por
Ozden (2009), quien reporta la presencia y expresion de mRNA para las mismas proteinas en
embriones con 18 y 20 dias de incubacion, asi como 2 dias posteriores a la eclosion. Al igual que
concuerda con lo reportado por Simard et al. (2005), quienes evidencian los patrones de
expresion de claudina 1 en tejidos embrionarios, entre los que destacan endodermo, duodeno y
epitelio intestinal.

Encontramos también que en la mucosa intestinal de la gallina doméstica estudiada en este
trabajo, los segmentos de duodeno, yeyuno, ileon, ciego y recto del tracto intestinal expresan un
amplificado correspondiente al mRNA de claudina 1, 2, 3, 5, 10, 12, 16 y ocludina. Por lo que
este es el primer trabajo que evidencia la presencia de mRNA para ocludina en mucosa intestinal
proveniente de la gallina doméstica (Gallus gallus domesticus) de 6 a 8 semanas de desarrollo, en
cada uno de los segmentos intestinales. Claudina 1 es una proteina importante en la selectividad y
permeabilidad de la union estrecha, participa en la funcion de barrera en la mayoria de los tejidos
epiteliales (Simard et al, 2005; Giinzel et al, 2013).
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Furuse et al. (1993), reportan por primera vez la expresion de mRNA para ocludina en tejido de
higado proveniente de embriones de pollo, la describe como una proteina transmembranal siendo
el principal componente de las uniones estrechas de células endoteliales y epiteliales. Estudios
previos reportan la expresion de dicha proteina en diferentes muestras provenientes de mamiferos
y embriones de pollo. En mamiferos, especificamente en ratones, también se cuenta con los
perfiles de expresion de la proteina claudina 1 en los diferentes segmentos del tracto intestinal
(Zhe Lu et al., 2013; Amasheh et al., 2011; Holmes et al., 2006); lo cual nos sugiere que los
resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con lo expresado en mamiferos y
relacionado a la funcion que desempefia dicha proteina es fundamental su presencia en las
uniones estrechas de diferentes especies animales.

La deteccion del mRNA para la claudina 1 utilizando los iniciadores reportados por Ozden
(2009) logroé evidenciar un amplificado en las muestras de embriones (las cuales fungieron como
el control positivo para el presente trabajo) correspondiente con lo reportado en la literatura, sin
embargo su utilizacién en las muestras de la tinica mucosa de cada uno de los segmentos
intestinales de aves de mayor edad el amplificado obtenido no coincidioé con el tamafio esperado
para el par de iniciadores utilizados. Lo anterior pudo haber sido debido a inespecificidad de los
iniciadores con respecto al RNA mensajero amplificado o bien que se tratara de una isoforma
presente en animales de 6 a 8 semanas de edad y que no se expresa en embriones; por lo que en el
presente trabajo fue necesario el disefio de un par de iniciadores exclusivos, con el cual se detectd
un amplificado esperado de 662 pb, tanto en las muestras provenientes de embriones como de las
gallinas adultas.

La claudina 2 es altamente expresada en tejidos epiteliales y criptas intestinales de embriones de
pollo y de mamiferos. En este trabajo se evidencio la presencia del amplificado correspondiente a
162pb en los segmentos intestinales de embriones de pollo coincidiendo con lo reportado por
diversos autores (Ozden, 2009; Collins et al., 2013 y Holmes et al., 2006). En mamiferos Zhe Lu
et al. (2013) han reportado los diferentes patrones de expresion en el tracto intestinal tanto de
humanos como de ratones. En humanos claudina 2 fue predominantemente expresada en la parte
proximal del tracto gastrointestinal detectandose en vellosidades y criptas del intestino delgado
(duodeno e ileon) y a nivel del colon solamente se identifico en células de las criptas no
diferenciadas. En ratones, Zhe Lu et al. (2013), reportan que se expresa altamente en todo el
tracto gastrointestinal (duodeno, yeyuno, ileon e intestino grueso), donde se localiza
especificamente en la profundidad de la cripta, expresandose débilmente del lado cercano al
epitelio asociado a tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) en comparacion con el lado de la
cripta en contacto con las células epiteliales de las vellosidades.

Claudina 3 es una proteina que es expresada en una gran variedad de epitelios actuando como
formadora de barrera. El amplificado obtenido en este trabajo fue de 185pb; la expresion de esta
claudina se da a lo largo del tracto gastrointestinal, principalmente en duodeno, yeyuno e ileon
del raton, rata, peces y embriones en diferentes etapas de desarrollo de acuerdo con lo reportado
por Zhe Lu et al. (2013), Collins et al. (2013), Ozden et al. (2010) y Ozden (2009). Lo anterior
concuerda con nuestros resultados en muestras de embriones de pollo y de ave de 6 a 8 semanas
de edad. Ademas, también se logr6 evidenciar el amplificado en ciego y recto.
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En relacion a claudina 5, ésta se expresa predominantemente en uniones estrechas endoteliales y
ha sido reportada en epitelio intestinal de ratas y ratones adultos por Zhe Lu et al (2013),
Amasheh et al. (2011) y Holmes et al. (2006); como también en diferentes periodos de desarrollo
embrionario del pollo (Ozden et al., 2010) quienes reportan la expresion de dicha claudina en el
epitelio de duodeno, yeyuno e ileon. En este trabajo se encontr6 la expresion del mRNA para
claudina 5 en todos los segmentos intestinales estudiados (embridon y pollo adulto incluyendo
ciego y recto), lo cual sugiere que no existe variacion en la posible presencia de la proteina,
aunque sea diferente el tipo de alimento y la especie.

Giinzel y colaboradores (2013) han reportado que claudina 10 es expresada en diversas
estructuras, como los tibulos renales, médula de rifidn e intestinos. Como se sabe, existen dos
isoformas de esta proteina, claudina 10 a que se expresa Unicamente en rifion y, la claudina 10 b
que es expresada en otros tejidos; ambas tienen como funcidon permear fuertemente el paso de
cationes. En el presente trabajo se observo la expresion del mRNA para claudina 10, en duodeno,
yeyuno e ileon de embridn, coincidiendo con Collins et al. (2013), reportan su expresion en
dichos segmentos en diferentes etapas de desarrollo embrionario; en este trabajo también se
identificé la presencia del mRNA en los Gltimos segmentos del tracto intestinal (ciego y recto), lo
cual no estaba reportado hasta nuestro conocimiento anteriormente.

Asi mismo, cabe destacar que tanto en muestras de embriones como en muestras de animales de 6
a 8 semanas de edad se detecto el mRNA en todos los segmentos intestinales estudiados y
solamente se evidencio una banda coincidiendo con lo mencionado por Giinzel et al. (2013) ya
que las muestras analizadas fueron solamente de tracto intestinal donde se expresa una de las
isoformas de la proteina y la otra isoforma se expresa exclusivamente en rifién, es por €so que no
se evidencio en este trabajo.

Otra proteina que es expresada principalmente en epitelio intestinal es la claudina 12, la cual
desempefia la funcion de aumentar la permeabilidad de calcio sobrerregulado por la vitamina D,
sugiriendo un papel en la absorcion paracelular de calcio dependiente de vitamina D. En este
trabajo se encontr6 la expresion del mRNA en todos los segmentos intestinales tanto en
embriones de 16 dias de edad como en animales de 6 a 8 semanas de edad y solo se hizo evidente
la presencia de una banda uniforme en todas las muestras analizadas. Collins y colaboradores
(2013) reportan la presencia de 2 bandas en el analisis electroforético de amplificados obtenidos
por RT-PCR en muestras provenientes de embriones de pollo en distintas etapas de desarrollo, las
cuales fueron sometidas a un analisis de secuenciacion determinando que solo una de las bandas
era la correcta (738 pb), por lo que nuestros resultados coinciden con el amplificado obtenido por
dichos autores confirmando la presencia de una sola banda.

La claudina 16 es una proteina que puede estar presente en dos versiones, una corta y una larga,
ya que cuenta con dos codones de inicio; algunos mamiferos solo poseen la version corta (rata,
raton o cerdo) o la version larga (caballo y rata topo desnuda) y algunas otras especies como
elefante, perro y primates poseen ambas versiones. Su presencia ha sido reportada en el epitelio
renal, donde participa en el transporte paracelular de cationes bivalentes (Giinzel et al., 2013).

Ozden et al. (2010) reportan su presencia en epitelio intestinal de embriones con 20 dias de

incubacidn, principalmente en exocrinocitos caliciformes cercanos al apice de las vellosidades y
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también relaciona su presencia con la maduracion del tejido. La expresion de esta proteina se ha
demostrado en duodeno, yeyuno ¢ ileon, coincidiendo con lo encontrado en el presente trabajo,
ademas, en nuestro estudio también se encontr6 el amplificado en ciego y recto. Por la funcién
que desempeia se considera coherente la presencia de su mensajero en estos segmentos ya que a
nivel de ellos se da la absorcion de agua y minerales. En embriones de pollo, Collins et al. (2013)
reportan la deteccion de 2 bandas, pero sefialan que solo una correspondié al mRNA en estudio lo
cual confirmaron mediante la secuenciacion de ambas bandas. En el presente trabajo solo fue
detectado un amplificado de 191 pb, de esta manera se puede decir que a pesar de haber utilizado
unos iniciadores disefiados en este trabajo también logrd detectar inicamente una banda como lo
confirmado por Collins et al. (2013) anteriormente.

En muchas células y tejidos de vertebrados, ocludina es una proteina considerada un componente
importante de uniones estrechas (TJs), tanto in vitro como in vivo, ya que participa en la
formacion de dichas estructuras, en la funcion de barrera y contribuye a su estabilizacion. En el
presente trabajo se logré determinar por vez primera la expresion del mRNA para ocludina en
todo el tracto intestinal de la gallina doméstica de 6 a 8 semanas de edad; lo que indica que hay
alta probabilidad de que esté presente la proteina, la cual es indispensable para el desarrollo y
estabilidad de las uniones estrechas.

En investigaciones anteriores se ha determinado que a nivel histologico el tracto intestinal aviar, a
diferencia del tracto intestinal de mamiferos, presenta vellosidades atn en recto (Campos, 2014),
por lo que, es posible que tanto el ciego como el recto presenten la funcion de absorcion de
nutrientes mediante el transito paracelular, el cual estaria regulado por las uniones estrechas;
Karcher et al., (2008) reportan que a nivel del epitelio intestinal de duodeno, yeyuno e ileon de
las aves, el 90% de las sustancias son absorbidas mediante el transito paracelular mediante poros
que se ubican en las uniones estrechas. En comparacion con los mamiferos, en los ciegos de aves
se lleva a cabo la digestion de celulosa y en recto la absorcion de proteinas y agua. Debido a lo
anterior se considerd de suma importancia incluir el andlisis de estos ultimos segmentos (ciego y
recto) en este trabajo; logrando evidenciar la expresion de los mRNAs de las diversas claudinas y
ocludina, tanto en muestras de segmento completo de embriones como en la tinica mucosa de
pollos de 6 a 8 semanas de edad. De esta forma es factible que estas porciones del intestino
grueso, al tener semejanza histologica con el intestino delgado también pudieran tenerla a nivel
fisiologico durante los procesos de absorcion.

Karcher et al. (2008) también sefialan que las especies aviares son las Unicas que tienen que
cambiar la funcién del tracto gastrointestinal, pasando de aprovechar una yema de huevo rica en
lipidos como fuente de nutrientes durante el periodo embrionario a obtenerlos de las dietas
compuestas de carbohidratos y proteinas después de la eclosion. Asi, la maduracion del intestino
delgado implica cambios morfoldgicos y fisiologicos, siendo esto la principal limitacion para el
crecimiento inicial éptimo de las aves, por lo que es muy probable la participacion de las uniones
estrechas en dichos cambios ya que su composicion estructural puede ser remodelada.

Las funciones del intestino no solo influyen en el proceso de crecimiento, sino también llevan a
cabo una funcidon de proteccion al formar una barrera entre el entorno externo e interno del
organismo, teniendo como su principal componente el epitelio intestinal, este contiene una
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barrera terminal en el dominio lateral de la célula, cerca del dominio apical, lo cual depende de la
formacion o la presencia de las uniones estrechas. La funcion de barrera sirve principalmente
para regular el paso de moléculas a nivel intercelular y mantener una valla entre los dominios
apical y basolateral de la membrana plasmatica de la célula (Anderson, 2001). A nivel
intercelular, las uniones estrechas juegan una doble funcion, barrera y permeabilidad.

Considerando esto ultimo, pudieran presentarse diferencias en los tipos de proteinas, en particular
las claudinas, que se expresen en determinadas etapas de desarrollo y estado fisiologico en los
diferentes segmentos intestinales del ave. La variedad de claudinas incluirdn aquellas
relacionadas con la funcion de barrera y las que lo estan con la de permeabilidad, pudiendo
regularse los componentes de las uniones estrechas dependiendo si se requiere la absorcion por la
via paracelular o bien mantener la funcidon de barrera como mecanismo de defensa, el remodelaje
de la arquitectura de las uniones estrechas permite que dichas funciones pueda realizarse.
Estudios previos afirman que algunas claudinas expresadas en epitelio han sido implicadas en
diversas funciones, incluyendo morfogénesis, reciclado en la membrana y alteracion de la
permeabilidad paracelular (Assimakopoulos, 2011; Ozden, 2009; Matsuda et al., 2004; Rescigno
etal., 2001).

Nuestros resultados apoyan la posible presencia del mRNA de todas las claudinas y ocludina en
estudio; unas llevan a cabo funciones de barrera (claudina 1, 5) otras participan en la de
permeabilidad (claudina 2, 3, 10, 12 y 16) y de estructura como ocludina. Sugestivo de que si
esta presente el mRNA para todas estas proteinas siendo factible que en las aves de mayor edad
se desarrollen ambas funciones, ya que las uniones estrechas presentes en el epitelio intestinal son
estructuras dindmicas, cuyos componentes pueden ser intercambiados a través de un remodelado
de su estructura en funcién de la etapa fisiologica del animal y sus requerimientos. Con los
resultados obtenidos estamos marcando el inicio para tratar de comprender la fisiologia intestinal
a nivel estructural, ultraestructural y molecular, lo cual en un futuro nos podria ayudar a
comprender mejor los procesos patologicos que se desarrollan durante las enfermedades que
afectan al intestino, que tanto merman la produccion avicola y a partir de esto, poder proponer
posibles estrategias terapéuticas eficaces para prevenir o revertir tales enfermedades.

El conocimiento de las proteinas que integran a las uniones estrechas sentardn las bases para
comprender los mecanismos que regulan su modificacion en los diferentes estados fisioldgicos
del intestino, particularmente en los procesos de absorcion en donde las aves utilizan
preferentemente la via paracelular. Por otro lado, también permitird comprender como estas
uniones son afectadas por diferentes patdgenos que infectan al intestino ya sea a través de la
interaccion directa de los mismos con las células intestinales o por medio de toxinas que secretan.

Se tienen reportes de patdégenos que afectan la uniones estrechas en mamiferos y aves, por

ejemplo EPEC induce modificaciones a nivel intracelular que provocan alteraciones en el

citoesqueleto que conllevan a la formacion de los pedestales y ocasiona alteraciones que

repercuten con la actividad fisioldgica normal de la célula intestinal, como es el aumento de

secrecion de electrolitos, cambios en la permeabilidad de las uniones estrechas y remodelacion
50



del dominio apical del enterocito, se sabe que redistribuye ZO1 y desfosforila ocludina todo esto
lleva a la alteracion de la union estrecha (Vidal, 2003; Oliver et al., 2008; Peralta et al., 2008;
Ruetz et al., 2012). Otro ejemplo es Clostridium difficile el cual produce toxina A y B que
participan en la alteracion de las uniones estrechas, Clostridium perfringens produce una
enterotoxina que estimula la redistribucion de claudina 3 y 4. Bacteroides fragilis realiza la
protedlisis de E-cadherina terminando en alteracion de las uniones, asi mismo se conoce que
Vibrio cholera degrada ocludina y participa en la redistribucion de las proteinas de uniones
estrechas finalmente Salmonella entérica serovar Typhimurium ocasiona un decremento en la
expresion de mRNA de ocludina y de claudinas 1 y 4 en el yeyuno de aves (Shao et al., 2013).

Por lo anterior es importante conocer las proteinas que conforman a las uniones estrechas para
poder identificar las alteraciones ocasionadas por los diferentes patogenos en ellas y asi poder
crear estrategias terapéuticas que permitan tratar este tipo de enfermedades, en particular en la
produccion avicola que es tan importante en nuestro pais (Berkes et al., 2003; Vidal et al., 2003;
Uzzau et al., 2000; Sears et al., 2000).
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VIII.

CONCLUSIONES

Se observo la presencia del amplificado correspondiente al mRNA para las proteinas de
uniones estrechas claudina 1, 2, 3, 5, 10, 12 y 16; involucradas en la regulacion del
transito paracelular y las funciones de barrera que desempefian en los segmentos
intestinales duodeno, yeyuno e ileon; tanto en embridon como en animales de 6 a 8
semanas de edad (Gallus gallus domesticus) destinados para abasto.

Se observo por primera vez la presencia del amplificado correspondiente al mRNA para
las proteinas de uniones estrechas claudina 1, 2, 3, 5, 10, 12 y 16; involucradas en la
regulacion del transito paracelular y las funciones de barrera en los segmentos intestinales
ciego y recto; tanto en embrion como en pollos de engorda de 6 a 8 semanas de edad
(Gallus gallus domesticus) destinada para abasto.

Se reporta por vez primera la expresion del mRNA codificante para ocludina en la gallina
doméstica de 6 a 8 semanas de edad en todos los segmentos intestinales.

52



IX.

PERSPECTIVAS

Realizar la secuenciacion de los productos obtenidos para confirmar totalmente que lo
amplificado corresponde al segmento del gen para cada una de las claudinas y ocludina de
interés.

Realizar la técnica de RT-PCR cuantitativa que nos permita evidenciar diferencias en los
niveles de expresion del RNA mensajero para las multiples claudinas y ocludina de
acuerdo al segmento intestinal en el intestino del ave de 6 a 8 semanas de edad.

Determinar la localizacion tisular y celular del mRNA en cada uno de los segmentos
intestinales en estudio, mediante el uso de la Técnica Hibridacién in situ.

Identificar mediante ensayos de inmunfluorescencia la presencia de las proteinas en cortes
histologicos de los diferentes segmentos intestinales.

Establecer un modelo que nos permita reconocer el momento en el que se realizan las
funciones de barrera y permeabilidad para desarrollar experimentos en los que se
identifiquen las proteinas presentes en las uniones estrechas y confirmar el remodelaje de
las uniones dependiendo la funcion que estén realizando.
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X.

ANEXOS

10.1. Técnica de parafinado
Los tejidos utilizados para esta técnica fueron previamente fijados en Paraformaldehido al 4% en
PBS, en relacion 1:10 durante 24 horas, posteriormente se realizo el procedimiento de parafinado.

v

LR RS

ASAN

~
S
N

N N N N N NN

30 min a 1 hora en Etanol al 70%

30 min a 1 hora en Etanol al 95%

30 min a 1 hora en Etanol al 100% I

30 min a 1 hora en Etanol al 100% II

30 min a 1 hora en Xileno absoluto I

30 min a 1 hora en Xileno absoluto II

Colocar el tejido en parafina liquida durante 2 a 3 horas

Colocar el tejido en parafina liquida nueva, dejar a temperatura ambiente durante toda la
noche

Colocar los bloques en el horno para que se licue la parafina

Colocar el tejido en parafina liquida nueva cuidando la direccion correcta para el corte de
4um, colectados en portaobjetos y sometidos al siguiente procesamiento.

Técnica de desparafinado
10 minutos en Xileno I

10 minutos en Xileno II

5 minutos en alcohol absoluto I

5 minutos en alcohol absoluto I1

5 minutos en alcohol al 90% I

5 minutos en alcohol 90% II

5 minutos en alcohol 80%

5 minutos en alcohol 70%
Enjuague en agua destilada
Aplicar la tincion correspondiente

10.3. Tincion Hematoxilina—Eosina
v' Aplicacion de la técnica de desparafinado
v 10 minutos en Hematoxilina de Ehrlich
v Enjuagar con agua potable

v Sumergir 1 minuto en carbonato de litio
v" Enjuagar con agua potable

v" Enjuagar con agua destilada

v 15 minutos en Eosina
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D N N NI N N N N NI

Enjuagar con agua potable

Sumergir brevemente en alcohol 96% I
Sumergir brevemente en alcohol 96% 11
Sumergir brevemente en alcohol absoluto
5 minutos en Xileno I

5 minutos en Xileno II

Agregar resina

Colocar cubreobjetos

Observar al microscopio

10.4. Extraccion de RNA con mini kit Ambion

v

v

Preparar Buffer de Lisis (BL) con 1% de 2 -Mercaptoetanol, Iml de BL por cada 10 ul de
2-Mercaptoetanol
10—30 mg de tejido. Agregar 0.6 ml

PREPARAR LA MUESTRA

v

ANERN

AN

<\

AN NI N NN N Y N N N

Colocar un tubo de fondo redondo libre RN Asa en hielo y transferir muestra dentro del
tubo

Usando pipetas libre de RNAsas. Adicionar 600 pl de Buffer de Lisis en la muestra
Homogenizar la muestra usando Sonicador con las condiciones de 10 pulsaciones, 10
segundos con una amplitud de 90%

Centrifugar a 2600 rpm a 5 minutos a temperatura ambiente

Cuidadosamente transferir sobrenadante a un nuevo tubo libre de RNAsa

Anadir 500—600 pl de Etanol 70% en el tejido homogenizado

Mezclar cuidadosamente por agitacion o en vortex, para dispersar cualquier precipitado
visible que se tome

Transferir aproximadamente 600 pl de la muestra incluyendo cualquier remanente del
precipitado al Spin Cartridge

Centrifugar a 12,000 rpm durante 15 segundos a temperatura ambiente

Eliminar el flujo y reinsertar el Spin Cartridge en el mismo Collection Tube

Repetir pasos 3—4 hasta que toda la muestra sea procesada

Afadir 700 pl Buffer de Lavado 1 al Spin Cartridge

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 segundos a temperatura ambiente

Eliminar el flujo y el Collection Tube

Colocar Spin Cartridge dentro de un nuevo Collection Tube

Anadir 500 pl Buffer de lavado 2 con Etanol al Spin Cartridge

Centrifugar 12,000 rpm por 15 segundos

Eliminar el flujo y reinsertar el Spin Cartridge en el mismo tu Collection Tube
Repetir pasos 7—-8 una vez
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Centrifugar el Spin Cartridge a 12,000 rpm por 1 minuto para secar la membrana con
RNA unido

Desechar el Collection Tube e insertar el Spin Cartridge dentro de un Recovery Tube
Anadir 30—100 pl de Agua libre de RNAsa al centro del Spin Cartridge

Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto

Centrifugar x 2 minutos a > 12,000 rpm a temperatura ambiente

Almacenar el purificado RNA a -21°C

0.5. Espectofotometria de la muestra de RNA obtenida

Calibrar el equipo con 2 pl de agua libre de RN Asas en el brazo del equipo
Abrir el software Nanodrop y seleccionar la opcion de acidos nucleicos
Colocar 2 ul de agua libre de RN Asas y registrarlo como blanco

Correr el programa

Colocar 2 pl de la muestra de RNA a cuantificar y correr el programa
Registrar la concentracion de RN A proporcionada por la relacion 260/280
Limpiar con papel limpia lentes el equipo

10.6. Electroforesis horizontal de la muestra de RNA

v

AN N NN

N N N N N N

Enjuagar todo el instrumental con agua DEPC (Dietil pirocarbonato) para evitar la
presencia de RN Asas

Pesar 0.45 gramos (g) de Agarosa

Agregar 30 ml de TBE 1X (Solucion buffer que contiene Tris base, acido borico y EDTA)
Calentar en microondas hasta que la agarosa se disuelva

Agregar 4 pl de bromuro de etidio 1000X

Verter en el recipiente para permitir la gelificacion de la agarosa, colocando el peine para
formar los pozos

Colocar el gel en la cdmara de electroforesis

Agregar TBE 1X para correr la muestra

Enun trozo de parafilm, colocar 2 pl de Buffer de carga

Colocar 8 ul de la muestra de RNA y mezclar

Colocar en un pozo del gel

Encender la cdmara y correr el gel a 65 volts durante 1 hora 30 minutos aproximadamente
Observar el gel en un transiluminador de luz UV

Realizar la fotografia

Limpiar el aparato
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10.7.

v’ Agregar los reactivos en un tubo libre de nucleasas
Mezcla 1

v" Calentar la mezcla a 65°C durante 5 minutos

1 ul Oligo dT

2 ul RNA total Ing—5 pg (muestra)

1 ul Mix dNTP’s 10mM

12 pl agua inyectable estéril

Pausar el termociclador
Sacar y enfriar en hielo

Sintesis de cDNA (Acido desoxirribonucleico de cadena complementaria)

Mezcla 2
4 ul de Buffer de primera hebra al 5X
2ulDTT 0.1M
v Mezclar por pipeteo
v’ Agitar por vortex para mezclar los reactivos
v" Incubar a 37°C durante 2 minutos en el termociclador
v" Pausar la reaccion y poner en hielo
v Agregar 1 pl de M-MLV RT y mezclar suavemente por pipeteo
v" Incubar a 37°C durante 50 minutos
v" Inactivar la reaccion por calentamiento 70°C durante 15 minutos
v Almacenar el cDNA a -21°C hasta su posterior uso
10.8. Cuantificacion de cDNA con Nanodrop
ANIMAL | CARACTERISTICA | DUODENO | YEYUNO | iLEON | CIEGO | RECTO
EMBRION Relacion 260/280 1,65 1,64 1,66 1,65 1,64
Cantidad ng/ul 1140,4 721.,5 6472 738,6 756,5
AVE 1 Relacion 260/280 1,77 1,76 1,80 1,80 1,80
Cantidad ng/pl 625,1 616,5 586,3 617,7 603,7
AVE 2 Relacion 260/280 1,57 1,57 1,63 1,63 1,58
Cantidad ng/pl 536 5674 660,4 569,5 541,1
AVE 3 Relacion 260/280 1,72 1,66 1,69 1,71 1,72
Cantidad ng/pl 706,3 638,7 705 784.,5 842
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Alineamiento de iniciadores en el gen de claudina 10; panel A muestra el cromosoma que contiene el gen
codificante para claudina 10; panel B se observa el area donde se ubican ambos iniciadores; panel C y D se observa
el alineamiento para el iniciador frontal y reverso respectivamente.
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Alineamiento de iniciadores en el gen de claudina 12; panel A muestra el cromosoma que contiene el gen
codificante para claudina 12; panel B se observa el area donde se ubican ambos iniciadores; panel C y D se observa

el alineamiento para el iniciador frontal y reverso respectivamente.
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Alineamiento de iniciadores en el gen de claudina 16; panel A muestra el cromosoma que contiene el gen
codificante para claudina 16; panel B se observa el area donde se ubican ambos iniciadores; panel C y D se observa

el alineamiento para el iniciador frontal y reverso respectivamente.
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Alineamiento de iniciadores en el gen de ocludina; panel A muestra el cromosoma que contiene el gen codificante
para ocludina; panel B se observa el area donde se ubican ambos iniciadores; panel C y D se observa el
alineamiento para el iniciador frontal y reverso respectivamente.
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