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1 INTRODUCCION

1.1 Enfermedad Inflamatoria del Intestino

La enfermedad inflamatoria del intestino, IBD por sus siglas en inglés (/nflammatory Bowel
Disease), se refiere a condiciones inflamatorias cronicas recurrentes y progresivas que pueden
afectar el tracto gastrointestinal completo. La colitis ulcerativa cronica idiopatica (CUCI) y la

enfermedad de Crohn (EC) son las dos formas principales, clinicamente descritas de la IBD (1).

La mayor incidencia y prevalencia de la IBD corresponde al norte de Europa, Reino Unido,
Estados Unidos de América y Australia, que son las regiones geograficas a las cuales se ha
ligado histéricamente. Sin embargo, en los ultimos afios se ha informado un aumento en la
incidencia y prevalencia en otras areas del mundo como lo son Europa central, Europa del sur,

Asia, Africa y Latinoamérica (2, 3).

Se ha observado que la incidencia y prevalencia de la IBD aumenta con el desarrollo y la
modernizacion de las poblaciones. Durante la infancia, la exposicion temprana a microbios,
protege a los individuos de desarrollar CUCI en etapas posteriores de su vida. Esto concuerda
con la nocién de que el mejoramiento de la sanidad en paises desarrollados puede conducir a
que el sistema inmune de un individuo no madure durante su nifiez y que se incremente la

susceptibilidad a la colitis ulcerativa cuando crezca (4).

En México se han realizado estudios retrospectivos que muestran un aumento en la incidencia

de casos de IBD en la ultima década, con una frecuencia mayor de la CUCI sobre la EC (5-7).

En la CUCI, la inflamacién generalmente se limita a la mucosa del colon y aparece como una
lesién continua, lo que ayuda a diferenciarle de la EC (Figura 1.) (8). Los pacientes tipicamente
presentan diarrea con sangre (a menudo nocturna y postpandrial), salida de pus, moco 0 ambas
y colico abdominal durante los movimientos intestinales (1). La Fundacién Americana para la
Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerativa, clasifica a la CUCI en proctitis, cuando la
inflamacién involucra solo la parte mas distal del intestino y al recto; colitis distal o limitada,
cuando involucra al colon descendente y en pancolitis cuando la inflamacién involucra al colon

completo (9).

En la EC la inflamacion se caracteriza por ser transmural, es decir, se presenta en todas las
capas funcionales del tracto gastrointestinal y puede presentarse en cualquier parte del tubo

digestivo, pero generalmente afecta el intestino delgado distal y al colon (8, 10). La inflamacién
1



transmural algunas veces conduce al desarrollo de fistulas, abscesos y constricciones
intestinales. La mucosa adquiere el aspecto de un “empedrado”, porque la inflamacion es
discontinua con parches de tejido sano rodeado de lesiones (8). Frecuentemente los pacientes
presentan dolor abdominal, fiebre, signos clinicos de obstruccién intestinal o diarrea con sangre,
moco o ambas (11). La enfermedad de Crohn parece ser el resultado de una pobre interaccién
de la microbiota comensal del intestino, que normalmente se encuentra en un estado de
mutualismo simbionte, con el sistema inmune del hospedero. A pesar del gran progreso que se
ha hecho por entender las facetas de esta relacién ancestral, distinguir entre los eventos que lo

provocan y los que aparecen en segundo término es todo un reto (11).

1 Colitis ulcerativa Enfermedad de Crohn

Figura 1 Colitis Ulcerativa.

La colitis ulcerativa crénica idiopatica (CUCI) comienza en el recto y se puede extender poco a poco hasta afectar al
colon completo. La enfermedad de Crohn (EC) afecta principalmente el final del intestino delgado, el inicio del colon y
puede afectar cualquier parte del tracto gastrointestinal siguiendo un patrén de “parches” (1). La CUCI afecta sélo la
pared interior del colon mientras que la EC afecta desde la mucosa hasta el musculo externo (2). El colon normal
tiene una fina vasculatura que se pierde al inflamarse, en la CUCI pueden observarse hemorragias ocasionales y
Ulceras; en la EC se observan zonas de inflamacién, también conocidos como “parches” que le dan al colon,

apariencia de “empedrado” (3).



Aunque la patogénesis precisa aun se desconoce, se piensa que la etologia de la IBD involucra
un mal funcionamiento del sistema inmune de la mucosa, el cual se desarrolla a partir de
interacciones complejas entre el sistema inmune de un hospedero genéticamente susceptible y
los factores ambientales (3). Existen numerosos factores ambientales que pueden ser
importantes en el desarrollo de esta enfermedad. Fumar reduce el riesgo de padecer CUCI pero
duplica el riesgo de padecer EC (8). La dieta, los anticonceptivos orales, y los antiinflamatorios
no esteroideos también han demostrado afectar a la IBD (12). La predisposicion genética se ha
demostrado en estudios con gemelos y es mayor en la EC que en la CUCI (8). La inflamacién
crénica es un factor de riesgo para la tumorigénesis, aunque el mecanismo preciso de esta

asociacion es desconocido (Tabla 1) (13).

Signo/Sintoma

Lesién continua de la mucosa

Area afectada
del colon.

Lesion comOnmente en el ileon mas
distal. pero puede afectar cualquier
parte del tracto gastrointestinal,
parches de tejido normal rodeados
por tejido inflamado, lesion
transmural.

Frecuente en pequeiias
cantidades,. con sangre. Se
presenta tenesmo e
incontinencia fecal.

Diarrea

4 episodios por dia. mayor
cantidad, con sangre. sin presencia
de tenesmo.

Dolor /

calambres Dolor y sensibilidad media,

. calambres en abdomen bajo.
abdominales

Dolor moderado a severo y
sensibilidad en el cuadrante
inferior derecho.

Resultado de la pérdida de

Fatiga .
sangre y anemida.

[Resultado de la pérdida de sangre.
anemia y malabsorcidn.

Fiebre Presente en casos graves.

Presenta en casos graves

Irritaciéon perianal. llagas.
hemorroides, fistulas y
abscesos en el recto.

Examen fisico

Irritacion peritoneal. abdominal y
masa palpable. Fistulas y abscesos
abdominales.

Pérdida de |:-LPérdida de peso en casos
/ anorexia

Pérdida de peso y anorexia debido
a un decremento en la digestion y
en la absorcién intestinal.

Riesgo de

desarrollar
cancer de colon

|[Aumenta.

Tabla 1. Comparacién de caracteristicas clinicas y patologicas de la colitis ulcerativa crénica inespecifica (CUCI) y la
enfermedad de Crohn (EC). Modificado de Head y Jurenka (9).



1.2 Anatomiay fisiologia del colon

El tubo digestivo que comprende el tracto gastrointestinal esta hecho a base de capas
funcionales que tienen tipos celulares especializados. La mayoria del epitelio gastrointestinal es
columnar, donde una sola capa de células cilindricas alargadas, separa el lumen de la viscera

de las capas mas profundas de la pared de la misma (14).

El epitelio intestinal en su totalidad esta sujeto a una constante renovacién, algo que no es
comun en los tejidos del cuerpo humano adulto. Se piensa que esta caracteristica puede tener
la finalidad de prevenir la acumulacion de mutaciones genéticas en los compartimientos
epiteliales, producidos por toxinas que entran al lumen, aunque esta “proteccion” puede también

conferir un riesgo incrementado de malignidad (14).

Las células epiteliales gastrointestinales humanas, cambian cada 3 dias, llevando a cabo un
ciclo de division y diferenciacion antes de entrar en apoptosis y ser descamadas hacia el lumen.
Estas células surgen de células troncales localizadas permanentemente casi en la base de las
criptas del intestino delgado, algunas de ellas migran hacia el fondo de la cripta para convertirse
en células de Paneth, las cuales secretan péptidos antimicrobianos que son componentes

importantes en el sistema de defensa del hospedero (14).

En el colon, las células troncales se encuentran en la base de las criptas y la mayoria de las
células hijas diferenciadas que migran hacia el epitelio superficial, se diferencian en células
epiteliales de absorcion; sin embargo algunas otras se diferencian en células “goblet’, en
células secretoras de moco o en células enteroenddcrinas que responden a condiciones
luminales y regulan las funciones de los otros tipos celulares tanto en el epitelio como en

organos mas distantes (14).

El colon tiene seis segmentos (ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente,
colon sigmoideo y recto) y el apéndice. La histologia de los 6 segmentos es casi idéntica. Su
funcion es la absorcion de agua y vitaminas, compactaciéon y almacenamiento de materia fecal
(15). La pared del colon esta dividida en varias capas funcionales. La capa mas interna es la
mucosa que cumple las funciones de absorcién, proteccion y lubricacion. La capa celular mas
interna de la mucosa es el epitelio cilindrico simple que esta en contacto con la luz y cuya

funcion es absorber principalmente agua (15).

Debajo del epitelio hay una membrana basal que cubre a una capa de tejido conectivo laxo

conocido como lamina propia. Esta contiene terminaciones nerviosas, vasos sanguineos asi



como ceélulas del sistema inmune que contribuyen a la defensa del hospedero y al control de la

fisiologia normal del colon (14).

La capa mas externa de la mucosa consiste en una fina capa de musculo liso conocida como
muscularis mucosae, que es importante para proveer movimientos aislados a la mucosa.
Debajo de esta capa se encuentra la submucosa compuesta de tejido conectivo denso irregular
encargada de proveer sostén estructural. También existe un plexus de cuerpos celulares
nerviosos llamados plexo submucoso o plexo mientérico, disefiado para transmitir informacion

hacia y desde la mucosa, incluyendo a las células epiteliales (15).

La capa que se encuentra debajo de la submucosa se llama Muscularis propia y se divide en
dos: la primera es una capa de musculo liso que presenta un arreglo circular, se encarga de
reducir el diametro del lumen del colon cuando se contrae. En la segunda capa muscular las
fibras estan arregladas de manera longitudinal y proveen el acortamiento intestinal. Ambas

capas son las responsables del peristaltismo (Figura 2) (14).

La capa mas externa de la pared colénica es la serosa; compuesta de tejido conectivo

encargada de proteccion, aislamiento y aporte de neurovasculatura.

Lumen del colon

Apertura de las

glandulas intestinales \ - : _—
oA ,:/’-’{"-. N "'“__; o3, SBrAREs va 5 & ol
h s ! Epitelio columnar simple 95 B P # FANT R
X \
& A Gléandula intestinal
> L EF
o - MUCOSA

\L&mina propria
A

Nédulo linfético
Muscularis mu

Vaso linfético
Arteriola
Vénula b

Capa circular de mosculo ¢

Plexo mientérico =

~1 SUBMUCOSA
- MUSCULAR PROPIA

Figura 2 Corte transversal de colon.

Se visualizan y se sefialan las capas funcionales y los tejidos que las componen.



1.3 UNIONES ESTRECHAS

Las UE estan implicadas de manera importante en la regulacion de 3 de las principales

funciones de los epitelios: la funcién de barrera, de poro y de valla.

Las funciones de “barrera” y de “poro” estan estrechamente relacionadas y se refieren al
transporte selectivo de cationes, aniones y moléculas de agua regulando la difusién de
moléculas cargadas a través del espacio intercelular. La funcion de “valla” se refiere a la
habilidad que tienen las UE de restringir la difusién lateral de proteinas membranales a los
compartimentos apical o basolateral de la célula, lo cual es determinante para establecer la

polaridad celular y el transporte transcelular dirigido a través de los epitelios (Figura 3). (16, 17).
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Figura 3 Funcion de las Uniones Estrechas

En los epitelios. 1) Funcién de barrera: Evita que macromoléculas y sustancias dafiinas pasen de un lado a otro del
epitelio a través del espacio paracelular. 2) Funcién de Poro: Crea canales selectivos para aniones, cationes y agua.
3) Funcién de valla: Evita que las proteinas integrales de membrana se difundan lateralmente a los compartimentos,
apical y basolateral para mantener la polaridad celular. (Modificado de Gunzel & Fromm, 2012)



Las UE estan compuestas de un complejo multiprotéico que incluye: proteinas
transmembranales, proteinas reguladoras y proteinas adaptadoras, también llamadas de

andamiaje, que se unen al citoesqueleto (Figura 4), (16, 17).

Existen 3 grupos de proteinas integrales de membrana que se clasifican de acuerdo al niumero
de regiones transmembranales (TM) que poseen. El primer grupo corresponde a las proteinas
de 1 solo dominio TM: JAM (Junctional Adhesion Molecule), Crb3 (Crumbs protein homologue
3) y CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor)(18). El segundo grupo incluye a la proteina
Bves (Blood Vessel Epicardial Substance) que posee 3 dominios TM (19). El tercer grupo,
donde se encuentran las proteinas de 4 dominios TM, incluye a la familia de las claudinas y a la
familia de las proteinas TAMP (Tight juntion Associated MARVEL Protein) de la cual son parte
la ocludina también llamada MARVEL D1, la tricelulina o MARVEL D2 y la MARVEL D3 (MAL

and Related proteins for Vesicle trafficking and membrane Link) (20).

RalA
Ocludina Ra";
CDK4 CDK4
> Z0NAB 702 \ /,, 702 ZONABT <™~
Zo-1 Claudina 701
/ 203 «—y — (EO8 \
Citoesqueleto S Cingulin JAM Cingulin —
de actina
MUPP1 MUPP1
PATJ CRB3 S
PALS1 PALS1
T pars <> para Pard) <> (Pars) 4
Proteina transmembranal N ' \ / N 7
Proteina de andamiaje 4PKC Tiamd s aPKC
Proteina G o reguladora MAGI , \ MAGI
Cinasa o fosfatasa \ G /
Proteina reguladora PTEN 8ac

PTEN

Figura 4. Uniones estrechas y proteinas asociadas

Las proteinas transmembranales como Claudina, Ocludina, JAM y Crb3 interaccionan con las proteinas de
andamiaje ZO-1, -2 o -3 a través de un motivo de uniéon PDZ, y con MUPP-1 y PATJ a través del extremo carboxilo
terminal. Las proteinas de andamiaje a su vez, interaccionan con el citoesqueleto de actina para estabilizar la
estructura de las UE. Las proteinas reguladoras como ZONAB, aPKA, CDK4, GA12, GEF-H1, Rab3b, Rab13 y
WNK4 interaccionan con las proteinas de andamiaje para mantener la polaridad celular. (Gunzel & Yu, 2013).



Casi todas las proteinas de 4 dominios TM son capaces de interaccionar con el citoesqueleto
de actina a través de al menos una de las principales proteinas de andamiaje como son: ZO-1
(Zonula Occludens), -2 y -3, MAGI-1(Membrane-Associated Guanylate kinase with Inverted
domain structure), MUPP-1 (Multi-PDZ domain Protein 1), Par3 (Partitioning defective 3), Par6
(Partitioning defective 6), PALS1 (Protein Associated with Lin Seven 1) y PATJ (PALST-
Associated Tight Junction protein) (21). Las claudinas, con algunas excepciones, poseen un
motivo de union PDZ (Post synaptic Density ZO Protein) en la region carboxilo terminal, a través
del cual interaccionan con las proteinas de andamiaje, principalmente ZO, la cual a su vez
interacciona con el citoesqueleto de actina (16, 17). La cingulina no posee dominio PDZ pero
interactua con ZO-1 a través de un motivo ZIM (N-terminal ZO-1 interaction motif) conservado,
esta se une a actina y a miosina no muscular, las cuales anclan a todo el complejo proteico

dentro del citoesqueleto (17).

Las proteinas reguladoras, como son, los factores de transcripcion ZONAB (ZO-1-associated
Nucleic Acid Binding protein)(22) y AP-1 (Activating Protein 1)(23), el factor regulador de la
poliadenilacion de la simplequina y las proteinas de sefializacion aPKA (atypical Protein Kinase
A)(21), CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4)(24), GA12 (G protein 12)(25), GEF-H1 (Guanine
Nucleotide Exchange Factor-H1)(22), Rab3b y Rab13 (Ras Related Proteins)(26), y WNK4
(Serine/threonine-Protein Kinase 4) (27) estan asociados a las UE por medio de la interaccion
con las regiones transmembranales y/o las proteinas de andamiaje y son las responsables de
mantener la polaridad celular asi como el ensamble y control de las UE, pero también estan

involucradas en procesos que regulan la proliferacion y migracién celular (17).

1.3.1 Alteracién de las uniones estrechas

Se han identificado alteraciones en genes responsables del mantenimiento del fenotipo epitelial
normal, como la principal causa de desregulacion de la fisiologia normal de los epitelios y se ha
establecido que las mutaciones genéticas estan correlacionadas con estimulos ambientales,
como la exposicion directa a carcindgenos, la cual se considera como la fuente mas plausible
para inducir neoplasia. La regulacion de la activacion de factores de crecimiento debido a la
distribucion diferencial de los receptores y sus respectivos ligandos se puede ver comprometida

por las UE irregulares.



En general, los mamiferos tienen un comportamiento de absorcion altamente selectivo que esta
regulado por el tamafio y carga de las moléculas a las que el cuerpo esta expuesto. Las UE son
las responsables de esta seleccidén y cualquier desregulacion cualitativa o cuantitativa en sus
caracteristicas pueden cambiar el equilibrio del epitelio, resultando en una fisiologia celular

anormal (28).

La alteracion de la funcion de barrera y cambios en la permeabilidad estan asociados con
muchas condiciones patoldégicas como desordenes renales, IBD, edema pulmonar, diarrea e
ictericia (29) asi como en el desarrollo de neoplasia epitelial, pues las funciones que estan
profundamente involucradas en la biologia celular del cancer son la permeabilidad paracelular y

la pérdida de polaridad de las células.

La falla en la barrera epitelial involucra la participacion de los 3 elementos relacionados entre si,
que se consideran clave en el crecimiento neoplasico y su desarrollo: (1) Debido a la polaridad
celular, los receptores funcionales del factor de crecimiento normalmente se encuentran en la
superficie basolateral de la célula orientado al fluido intersticial y al torrente sanguineo; (2) las
proteinas del factor de crecimiento (los ligandos de estos receptores) estan frecuentemente
compartimentados en altas concentraciones en el fluido luminal dentro de los tejidos epiteliales;
y (3) en los procesos tempranos de la neoplasia, ocurren distorsiones en las UE, como que
solutos relativamente grandes puedan pasar a través de las barreras epiteliales que

normalmente restringirian su movimiento (28).

El concepto que ahora se ha desarrollado es, que la alteracién de las UE en tejido neoplasico
premaligno puede incrementar la probabilidad de que se desarrolle un carcinoma por el
continuo estimulo de divisién celular que reciben las células iniciadas (premalignas) una vez

que la barrera natural entre factores de crecimiento y sus receptores se rompe (28).

1.4 Claudinas

Las claudinas son proteinas que pertenecen a una familia multigénica constituida por 24
isoformas reportadas a la fecha en mamiferos. Poseen entre 207 y 305 aminoacidos y se les
han calculado masas moleculares entre 21 y 34 kDa. Estas proteinas constituyen las barreras
paracelulares y juegan un papel clave en la determinacién de las propiedades de permeabilidad

de células epiteliales y endoteliales (16, 17, 30, 31).



Las claudinas (Figura 5) tienen 4 dominios transmembranales, una secuencia amino terminal
(NH2) de 2 a 6 residuos de aminoacidos y una secuencia carboxilo terminal (COOH) que es
mas variable en longitud (entre 21 y 63 residuos de aminoacidos), ambas localizadas en el
citosol (31, 32). Presentan dos asas extracelulares separadas por un dominio intracelular de 15

aminoacidos.

La primer asa extracelular, que tiene de 49 a 52 residuos, es quien determina el flujo de iones y
pequefias moléculas a través de la via paracelular (16). Presenta una region altamente
conservada (Gly-Leu-Trp-x-x-Cys-(8—10 aminoacidos)-Cys) que podria tener un papel
importante, comun a todas las claudinas, en estabilizar la estructura del asa extracelular y
estabilizar las interacciones en trans, es decir, interacciones entre las proteinas membranales
de una célula con otra(17). Ademas, se ha demostrado que sirve como correceptor para la
entrada del virus de la Hepatitis C en el caso de las claudinas -1, -6 y -9 (16). También presenta
2 cisteinas conservadas, las cuales se cree que pueden formar un puente disulfuro entre si que
funcionaria como barrera a iones pequenos y una arginina altamente conservada, antes de la
segunda hélice transmembranal que se cree que es importante para el correcto plegamiento

global de la claudina (17).

La segunda asa extracelular consta de 16 a 33 aminoacidos, es importante para las
interacciones en frans porque media la interaccion claudina-claudina y se ha reportado que en
las claudinas -3 y -4 funciona como receptor de la enterotoxina de Clostridium perfringens, un

agente causal del envenenamiento por comida en humanos (32).

El extremo carboxilo terminal de las claudinas es altamente divergente en secuencia y funciona
como anclaje para proteinas citoplasmicas tales como ZO-1,-2 y -3, MUPP-1 (18) y PATJ (32-
34). En algunos experimentos con claudina-1, -5 y -6, se ha observado que el extremo carboxilo
terminal es necesario para el transporte de dichas proteinas del reticulo endoplasmico a la

membrana.

Es también en el extremo carboxilo terminal es donde se encuentra la regién PDZ en las
claudinas. Esta region es el blanco para varias vias de senalizacion que inducen modificaciones
post-traduccionales, incluyendo la fosforilacion (adicion de un grupo fosfato), palmitoilacion
(adicion de acido palmitico a un residuo de cisteina), ubiquitinacion (adicion de la proteina
ubiquitina), nitrosilacion (adiciéon de un grupo nitroxilo) y nedilacién (conjugacién de Nedd8 con
su sustrato via una ligasa sustrato-especifica) (35). Las modificaciones post-traduccionales

influyen en la actividad, localizacién e interaccion de las proteinas (36).
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Las claudinas pueden ser palmitoiladas y fosforiladas. La fosforilacién causa alosterismo,
endocitosis y cambios en la polaridad del epitelio, afectando la funcion de barrera. La
palmitoilacion es la modificacién lipidica covalente de la cadena lateral de los residuos de
cisteina, es la acilacibn mas comun en las proteinas eucariontes. Esta modificacion provee un
importante mecanismo para regular la localizacion subcelular, estabilidad, trafico, traslocacion
hacia las balsas lipidicas, agregacion, interaccion con efectores y otros aspectos de la funcién

de las proteinas (37).

Las UE también pueden ser remodeladas por medio de un proceso llamado endocitosis
mediada por clatrina. Las claudinas son internalizadas por este mecanismo unico, donde las
membranas opuestas en una UE son endocitadas junto con una de las células adyacentes.
Durante la internalizacion, las claudinas se separan de la ocludina, las JAM, la ZO-1 y se
generan vesiculas ricas en claudina, las cuales tienen el potencial de regular la composicién de

claudinas en las UE (37).
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Figura 5 Estructura de las claudinas
Se muestran los cuatro cruces transmembranales (TM1-TM4), las asas extracelulares 1 y 2, las regiones

citoplasmicas (amino y carboxilo terminal), los sitios de fosforilacion, palmitoilacion y de interaccion con diferentes
patégenos. (Morin P. J. y Lal-Nang M., 2009) ECP: Enterotoxina de Clostridium perfringens; VHC: Virus de Hepatitis
C.
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2 MODELO EXPERIMENTAL

Existen muchos cambios ambientales como consecuencia de la industrializacion, pero el que
tiene un impacto inmunolégico inmediato es la pérdida de exposicibn a gusanos parasitos
(helmintos). Los inodoros en casa, los drenajes, caminos pavimentados y la regulacién sanitaria
de la industria de la comida influyen para prevenir la adquisicion y transmision de helmintos
(38).

Los helmintos producen productos inmunoregulatorios e inducen circuitos regulatorios para
ayudar a mantener su nicho. La pérdida de infecciones crénicas por helmintos elimina un
“‘gobernador inmune externo” y esto deriva en respuestas inflamatorias excesivas y patologias

autoinmunes (38).

Probablemente la actividad que realizan los helmintos para controlar la IBD es la induccion de
varias vias de sefializacion independientes. Ellos promueven circuitos regulatorios involucrando
componentes celulares tanto de inmunidad adaptativa como innata y estimulando Ila liberacion

de diferentes citocinas regulatorias (38).

Los helmintos promueven, en sistema inmune del hospedero, la produccién de interleucina (IL-
10) y citocinas Th2 como IL-4 e IL-5, las cuales activan a macréfagos en forma diferente que los
expuestos a citocinas Th1. Estos macrofagos llamados “macréfagos activados alternativamente”
despliegan receptores de manosa e IL-4Ra en sus membranas externas y forman algunas
moléculas unicas como arginasa-1, RELMa, Ym11, y algunas quitinasas (39). Los helmintos
han desarrollado estrategias para inducir respuestas inmunes llamadas “Respuestas inmunes
Th2 estereotipicas”, caracterizadas por la secrecion de altos niveles de citocinas anti
inflamatorias como IL-6, IL-9, IL-10, IL-25, IL-33, y el Factor de crecimiento transformante-gp
(TGF-BB), para limitar la inflamacién tipo Th1, pero las citocinas mas importantes son IL-4 e IL-
13 (40). Es asi como los helmintos pueden ayudar a proteger contra la IBD a través de la

induccién de macréfagos activados alternativamente.

Es comunmente aceptado que la inhibicién de la respuesta pro inflamatoria y la induccion de la
respuesta Th2 durante la infeccién, es dependiente de la habilidad de los parasitos para
excretar/secretar antigenos con propiedades inmunoreguladoras, que tienen un efecto
importante en las células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs), en el reclutamiento de

eosindfilos y basdfilos, en la disminucién en la maduracion de células dendriticas (DC), la
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activacion alternativa de macrdéfagos, en la disminucion de la respuesta proliferativa de linfocitos

y en algunos casos, induccion de células T reguladoras (Treg) (40).

La inyeccién in vivo de algunos antigenos derivados de los helmintos, es capaz de imitar
algunas de las caracteristicas inmunes inducidas por estas infecciones parasitarias, pero los
mecanismos, receptores y vias de sefializacion involucradas, no estan completamente
reconocidas. La inyeccion del antigeno excretado/secretado de los metacéstodos de Taenia
crassiceps (TcES) reclutan rapidamente a células MDSCs (CD11b+ F4/80+ Gr1+) las cuales
poseen la capacidad de inhibir la respuesta proliferativa de los linfocitos activados y puede tener

un papel importante en inhibir la respuesta Th1 inicial a este parasito (40).

2.1 Taenia crassiceps.

Taenia crassiceps es un helminto parasito de la clase Cestoda. En vida libre infecta a zorros,
lobos y perros como hospederos definitivos y a pequefios roedores incluido el raton como

hospederos intermediarios(41).

Su ciclo de vida comienza con la etapa adulta que se encuentra en el intestino delgado de
dichos caninos, el parasito sale al ambiente con las heces fecales en etapa de proglétide
gravida que contiene a los huevos o embriéforos (Figura 6). Estos son ingeridos por los
roedores, que fungen como hospederos intermediarios y dentro del intestino, el material
cementante que cubre al huevo se degrada con las sales biliares y enzimas proteoliticas
propias del intestino, liberando a la oncésfera o embrion hexacanto (nombrado asi porque

presenta 3 pares de ganchos de anclaje).

La oncosfera penetra en la sangre y en la linfa y se aloja en diferentes tejidos como la
hipodermis, en musculo, en el cerebelo, la cavidad peritoneal y la cavidad pleural de los
hospederos intermediarios. Ya en el tejido la oncésfera madura y se desarrolla la etapa larval
intermedia llamada cisticerco o metacéstodo, que en esta especie tiene la capacidad de gemar

asexualmente.

Cuando los caninos consumen roedores infectados, los metacéstodos evaginan el escoélex, que
es la porcion cefalica del parasito y con ayuda de la corona de ganchos y de las 4 ventosas que
posee, se ancla al intestino de los caninos y empieza a alimentarse de los nutrientes que el
hospedero digiere. El escélex comienza a desarrollar proglétides, una tras otra hasta alcanzar la

etapa de gusano adulto (42).
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Por la cercania actual del humano con los caninos, también es probable contraer la infeccion,
fungiendo como hospedero intermediario (40). Actualmente se han reportado varios casos de
infeccion por T. crassiceps en humanos tanto inmunocompetentes como

inmunocomprometidos(43).

T. crassiceps se ha utilizado como modelo de estudio para cisticercosis, debido a la facilidad
para mantenerlo en condiciones de laboratorio, a través de pasajes intraperitoneales de ratones
infectados a ratones naive (44). Existen 3 cepas de T. crassiceps que se han mantenido bajo
condiciones de laboratorio: HYG y WFU las cuales son capaces de desarrollarse
completamente hasta le etapa de adulto y la cepa ORF que crece mas rapido pero no forma el
escolex por lo que es incapaz de llegar a la etapa adulta (45-47). Debido a su rapida
reproduccion, los metacéstodos de la cepa ORF son los mas utilizados en trabajos

experimentales (47).

Los ratones mas utilizados para el estudio de la infeccién por parasitos es la cepa BALB/c, que
ha demostrado ser la mas susceptible a la infeccion y la mas permisiva en cuanto al crecimiento

del parasito (47).

El modelo de estudio para la IBD utilizado con mayor frecuencia es la administraciéon por via
oral de dextran sulfato de sodio (DSS) a ratones. El DSS dana el epitelio intestinal, causando
defectos en la integridad de la barrera epitelial, por lo tanto aumenta la permeabilidad de la
mucosa del colon. Como la barrera fisica e inmunoldgica desaparece, se facilita el contacto
directo de las células del sistema inmune del colon con los antigenos luminales. Esto promueve

un aumento en la sintesis de citocinas inflamatorias como TNF-alfa, IL-1beta e IFN-gamma (38).

El epitelio intestinal juega un rol critico en el transporte de nutrientes y macromoléculas, al
mismo tiempo que provee de una barrera para sustancias dafiinas y microorganismos. En los
epitelios, incluido en intestinal, las Uniones Estrechas (UE) conforman, junto con los
Desmosomas, Uniones Adherentes y Uniones Comunicantes, uno de los complejos de union
intercelular determinantes para la regulacién de la barrera epitelial que separa y evita el

contacto del contenido intestinal con la cavidad abdominal.
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Figura 6 Ciclo de vida de Taenia crassiceps

1) Las proglétides gravidas y los embriéforos salen al ambiente con las heces fecales del hospedero definitivo
(canino). Esta es etapa de infeccién y de diagnostico. 2) Ingesta de los embriéforos por el hospedero intermediario
(roedor). 3) La oncosfera eclosiona, se infiltra en la sangre y la linfa, se aloja en musculo, cerebro, cavidad pleural y/o
cavidad peritoneal. 4) La oncésfera se desarrolla en metacéstodo (cisticerco). 5) El hospedero definitivo adquiere al
metacéstodo al ingerir al hospedero intermediario. El cisticerco evagina el escélex para anclarse al intestino del
hospedero definitivo. Esta etapa es de infeccion. 6) El parasito forma estrobilos compuestos de proglétides. Las
proglétides mas distales, maduran, se autofecundan y se liberan al ambiente con las heces. 7) El humano adquiere la
infeccion a través de las proglétides o de los embridforos de las heces de sus mascotas, o de alimentos

contaminados con heces de caninos, fungiendo como hospedero intermediario.
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3 ANTECEDENTES

En colon de ratén se ha detectado la expresion de las claudinas 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 12, 13, 15
(48).

La claudina 1 es una proteina selladora da las UE. Su regulacion ha sido examinada por varios
grupos de investigacion y los resultados han sido contrastantes. El grupo de Oshima y
colaboradores, encontré una expresion constante de claudina 1 en biopsias de recto en
pacientes con CU activa (49), mientras que el grupo de Poritz y colaboradores demostraron un
incremento de la expresion de claudina 1 en tejido afectado de colon en pacientes con CU (50).
Weber concluyd que la expresiéon de claudina 1 y 2 depende de la severidad del dafio, pues se
observa un incremento en su expresion en tejido sumamente inflamado pero no cuando el tejido
tiene una ligera inflamacion y se especula que este incremento pueda estar ligado al desarrollo

de neoplasia durante la colitis ulcerativa (51).

La claudina 2 se expresa en tejidos de baja resistencia epitelial como el tubulo proximal del
rindn y las criptas intestinales, forma poros selectivos e incrementa la permeabilidad paracelular
a cationes organicos e inorganicos pero no a aniones o a moléculas sin carga mas grandes

como el manitol, la lactosa o el dextran de 4kDa (16, 52-54).

En los estudios que se han hecho sobre claudina 2 sucede lo mismo que con claudina 1; Weber
menciona que es casi indetectable en tejido sano del colon humano pero su expresion aumenta
significativamente en la CU (51), mientras que Lameris y su grupo observaron que esta claudina
se expresa tanto en células de las microvellosidades como en las criptas del intestino delgado,
mostrando una disminucion en su expresion conforme se acercan al lumen y que en el colon se

restringe a las células indiferenciadas de las criptas en tejido sano (48).

La claudina-3 se expresa en un amplio numero de epitelios, como el respiratorio, urinario y
gastrointestinal y en glandulas mamarias y salivales. También es un constituyente de la barrera
hematoencefalica y hematotesticular. Se considera que esta claudina es una proteina
formadora de barreras en las uniones estrechas y que es capaz de interactuar con claudina 2
de manera heterofilica, por lo tanto, se piensa que la claudina 3 generalmente tensa el espacio
paracelular (17). En el tracto gastrointestinal, se expresa principalmente en la parte distal, es

decir en el colon, el sigmoides y el recto, se localiza tanto en las uniones estrechas como en la
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membrana lateral de las células epiteliales y se puede observar mayor expresion en las células

luminales que en las criptas del colon (48).

La claudina 4 se expresa en todo el intestino, en la membrana lateral de las células epiteliales
de la superficie de las vellosidades. En el colon de raton existe evidencia indirecta de que actua
para sellar el espacio paracelular, ya que su expresion se ha visto disminuida en condiciones

que causan un aumento en la permeabilidad (16).

La claudina 5 es una de las 3 unicas claudinas que tienen un extremo amino terminal largo. Es
la claudina predominante en las uniones estrechas endoteliales (54, 55). Rahner vy
colaboradores observaron una expresion de claudina 5 localizada estrictamente en las uniones
estrechas de las células endoteliales y epiteliales en el intestino de rata (53), mientras que
Menningen y su grupo, la encontraron tanto en la membrana lateral como en las uniones
estrechas de las células epiteliales del colon con un gradiente de expresion de mayor a menor

intensidad del lumen hacia las criptas (56).

La claudina 6 es una de las primeras moléculas que se expresan en el desarrollo temprano,
durante la diferenciacion de los epitelios y su expresion esta confinada esencialmente a la vida
embrionaria y fetal (17, 57). En ratones se ha visto expresada como un marcador global del
endodermo, y en células troncales pluripotentes importantes en el desarrollo endodermal y la
epitelizacién. Se encuentra ausente en la mayoria de los tejidos adultos pero es altamente
expresada en células indiferenciadas donde es importante para la sobrevivencia y
autorenovacion de las células troncales pluripotentes (31). Jing y colaboradores observaron a
claudina 6 fosforilada, localizada en el colon en la zona lateral de las criptas y en el epitelio
luminal, en ratas. Utilizaron el modelo de induccidn de colitis con DSS y observaron que esta
claudina aumenta su expresion en el dia 4 y en el dia 8 posteriores al inicio del DSS.
Posteriormente dieron tratamiento con LPS, encontrando que la claudina 6 aumenta 72 horas

después del tratamiento (58).

En ratones, la claudina 7 se expresa en la membrana apical y basolateral de las células
epiteliales en el intestino delgado, mientras que claudina 8 se distribuye en la membrana

basolateral de las células epiteliales en el ileon y el colon (36, 59).

La claudina 9 se expresa principalmente durante el desarrollo embrionario. Se expresa
selectivamente en las uniones estrechas de la céclea donde separa la endolinfa, alta en
potasio, de la perilinfa, baja en potasio (16). En ratones se han detectado mRNAs de las

claudina 9 expresadas débilmente a lo largo del tracto gastrointestinal (4).
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La claudina 12 se localiza en la parte mas apical de la membrana basolateral de las células
epiteliales en el yeyuno, ileon y colon pero no en el duodeno. La claudina 13 en la membrana
apical de los colonocitos y la claudina 15 se localiza también en la membrana apical de las

células epiteliales tanto en el intestino delgado como en el colon (36).

4  JUSTIFICACION

El conocimiento acerca de la funcion de las claudinas se ha incrementado en la ultima década,
sin embargo aun existen preguntas sin resolver en cuestion de interaccion y de expresion
proteica en diversas patologias. Este trabajo pretende analizar los cambios en la expresion de
claudinas en un modelo murino de colitis aguda, asi como identificar las modificaciones que
ocurren al utilizar el antigeno excretado/secretado de T. crassiceps, ya que se ha descrito que
el epitelio sufre modificaciones y esto involucra directamente a las uniones estrechas y por

consiguiente a las claudinas.
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5 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de las claudinas -2, -3, -5, -6 y -9 en un modelo murino de colitis aguda.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

- Analizar la expresion a nivel de proteina, de las claudinas: -2, -3, -5, -6, y -9 en colon de

ratones BALB/c divididos en los siguientes grupos:

1 Control 2 TcES
Ratones sanos Ratones sanos
inoculados con el
antigeno
secretado/excretado de

T. crassiceps (200mg)

3 DSS 4 DSS + TcES
Con colitis aguda Con colitis aguda inducida
inducida con DSS conDSS al4% y
al 4% posteriormente inoculados

con el antigeno
excretado/secretado de T.

crassiceps (200mg)

- Determinar cuantitativamente la expresion a nivel de proteina, de las claudinas -2, -3, -5, -6 y -

9 de los 4 grupos de estudio.
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6 METODOLOGIA

Para cumplir los objetivos antes mencionados se utilizaron 320 cortes de colon de ratones
BALB/c hembras de entre 8 y 9 semanas de edad, divididos en los cuatro grupos antes
mencionados. El disefio experimental estuvo a cargo del Dr. Luis Ignacio Terrazas y se llevo a
cabo por sus estudiantes en el Laboratorio #8 de la UBIMED en la Facultad de Estudios

Superiores lztacala. Se menciona brevemente su metodologia.

6.1 Obtencion del antigeno excretado/secretado de Taenia crassiceps.

Los metacéstodos de T. crassiceps fueron recolectados de la cavidad peritoneal de ratones
BALB/c hembras, 2 meses después haber sido infectados. Se lavaron con solucion salina
estéril. Se incubaron en solucién salina estéril a 37°C durante 24 horas. Se recupero el antigeno
secretado/excretado (TcES) del sobrenadante y se filtré en tubos de corte Merck Millipore de

50 kDa, se le agreg6 inhibidor de proteasas y se paso6 a través de un filtro de 0,22 micras.

6.2 Grupos experimentales.

1. Grupo Control. Los ratones tomaron agua estéril ad. lib. durante el experimento.

2. Grupo TcES. Los ratones fueron inyectados via intra peritoneal con 200 ug de TcES
diariamente durante un periodo de 10 dias.

3. Grupo DSS. Se indujo colitis a los ratones, con la administracion via oral del compuesto
quimico Dextran Sulfato de Sodio (DSS) (P.M. 35000-50000 kD, MP Biomedicals), el
cual se coloco al 4% en los bebederos con agua estéril durante un periodo de 10 dias.

4. Grupo DSS+TcES. La colitis se indujo con la administracion via oral del DSS al 4% en
los bebederos con agua estéril durante un periodo de 10 dias, mismos en los que fueron

inyectados via intra peritoneal con 200 ug diarios de TcES.

6.3 Obtencion del colon.

Los ratones se sacrificaron utilizando una camara de CO2 y se hicieron todos los esfuerzos
para minimizar el dolor. Posteriormente, se extrajo quirirgicamente el colon completo de los

ratones, se fij6 en paraformaldehido al 4% y se incluy6 en parafina.
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6.4 Cortes histoldgicos.

A partir de estos bloques de parafina, se realizaron, en nuestro laboratorio, cortes histolégicos
de 4 uym de grosor para observar la expresion y localizacion de las claudinas -2, -3, -5, -6, -9
mediante inmunohistoquimica, la cual se describe a continuacion: Se desparafinaron y

rehidrataron los cortes de tejido con las siguientes soluciones:

a) Xilol por 10 minutos

b) Xilol por 5 minutos

C) Xilol/alcohol (100% 0 96% y 1:1) por 5 minutos

d) Alcohol 100% por 5 minutos

e) Alcohol 100% por 5 minutos

f) Alcohol 96% por 5 minutos

g) Alcohol 96% por 5 minutos

h) PBS 1X por 5 minutos

Se realizé la recuperacion antigénica con buffer de citratos pH6, en bafo maria durante 5
minutos en microondas y se dejé enfriar por 30 minutos. Después de lavar con PBS 1x, se
agrego a los tejidos, solucion de tritdn al 0.2% durante 10 minutos en cadmara humeda para

permeabilizar.

Se agrego el bloqueador de peroxidasa endégena (Kit de Dako) y se incubé durante 15
minutos, después se realizaron 3 lavados con PBS 1x. Posteriormente se agregé el bloqueador
de proteinas (BioCare) para bloquear los sitios de unién inespecifica, durante 15 minutos. Se
lavaron los tejidos con PBS-Tween al 0.2%, 3 veces durante 5 minutos. Se incubd con los
anticuerpos primarios correspondientes, diluidos en soluciéon Verde Da Vinci (Biocare), durante
1 hora a 37°C.

A continuacién se enlistan los anticuerpos primarios utilizados:

Anticuerpo Concentracién ‘ Proveedor y lote ‘
Rabbit Anti-claudina 2 0.2 mg/ml Gene Tex. Lot: 54535
Rabbit Anti-claudina 3 0.2 mg/ml Gene Tex. Lot: 32404
Mouse Anti-claudina 5 0.2 mg/ml Gene Tex. Lot: 14846
Goat Anti-claudina 6 0.2 ug/ml Santa Cruz. Lot: H2112
Goat Anti-claudina 9 0.2 ug/ml Santa Cruz. Lot: A1112

Con mucho cuidado para no mezclar los anticuerpos, se lavaron los tejidos con PBS-Tween al
0.2% y se incubd con la solucidon universal biotinilada (DAKO) que contiene anticuerpo

secundario anti-ratén, anti-conejo y anti-cabra, durante 30 minutos a temperatura ambiente en
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camara humeda; posteriormente se lavaron e incubaron con estreptavidina acoplada a

peroxidasa de rabano (HRP), durante 30 minutos.

Posterior a 3 lavados, se revelaron los tejidos con diaminobenzidina (DAB) y se enjuagaron con
PBS-Tween 0.2%, con cuidado de verter los desechos en solucién de hipoclorito para
desactivarla. Se realizé la tincion de nucleos con hematoxilina de Harris durante 10 segundos y
se enjuago con agua destilada. Se deshidrataron los tejidos con el tren de alcoholes / xiloles y

se montaron con resina hidrofébica.

Los tejidos se revisaron con un microscopio Nikon Optiphot 2 y se tomaron entre 6 y 10
fotografias para posteriormente realizar la reconstruccion del tejido completo y no perder
definicion al analizar las fotografias. Posteriormente se tomaron fotografias de 6 campos
aleatorios por cada corte, se obtuvo el porcentaje de marca positiva de cada claudina y se
observd su localizacién en el epitelio. Las imagenes fueron analizadas con el software libre

Imaged para PC.
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7 RESULTADOS

7.1 Cambios histolégicos observados en los grupos de estudio

La morfologia del colon en ratones inoculados con TcES, no mostré diferencias respecto al
grupo control.

En la figura 7 se muestra la reconstruccion fotografica de la estructura de colon sano de
ratones BALB/c. Se puede observar la estructura normal de la capa serosa, de las capas
longitudinal y circular de musculo liso, submucosa y la presencia de criptas. La figura 8 muestra
la reconstruccién fotografica de la estructura de colon de ratones BALB/c que fueron inoculados
con el TcES. Como se puede observar, la estructura de cada una de las capas que componen

el intestino no muestra cambios aparentes producto de la presencia del TcES.

Los cambios morfolégicos en el colon de los ratones tratados con el DSS son diversos (Figura
9). Como puede observarse hay pérdida de continuidad en la capa de células epiteliales,
identificado por pérdida de la estructura en el tejido, pérdida en la formacion de las criptas,
presencia importante de vacuolas en la mucosa, engrosamiento de la mucosa y separacion de

la mucosa de la capa muscular debido al desprendimiento de la submucosa.

En los ratones en los que se inoculd el TcES posterior a la induccién de colitis (Figura 10) se
observo una recuperacion en la continuidad del epitelio, disminucion en el nimero de vacuolas,
recuperacion en la estructura de las criptas, la submucosa se observd integra en algunos
puntos y la mucosa restablecié el contacto con la capa muscular. Aunque se observaron
diferencias notables respecto a la morfologia del tejido sano, existe una gran mejoria respecto

a los tejidos danados por el DSS.
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Figura 7 Reconstruccién fotografica de

colon sano

Mucosa (M), Submucosa (SM), Lumen (L),
Capa circular de musculo liso (C), Capa
longitudinal de musculo liso (I) y Serosa (S).Las
criptas se indican con puntas de flecha Tincién
con H&E.

Figura 8 Figura 8. Reconstruccion
fotografica de colon inoculado con TcES.
Mucosa (M), Submucosa (SM), Lumen (L)
Capa circular de musculo liso (C), Capa
longitudinal de musculo liso (I) y Serosa
(S). Se indican las criptas normales con
puntas de flecha. Tincién con H&E.
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Figura 9 Reconstruccion fotografica de
colon con inflamacién inducida por DSS.

La mucosa (M) presenta un dafio severo
(flechas en rojo), las criptas se acortan
(punta de flecha roja) y se observan
vacuolas (punta de flecha negra). La
submucosa (SM) se desprende de la capa
circular de musculo liso (C), la separacion
se indica con flecha negra. Lumen (L).
Capa longitudinal de mdusculo liso (I) y

Serosa (S). Tinciéon con H&E.

Figura 10 Reconstruccion fotografica de
colon con inflamacién inducida con DSS
inoculado posteriorente con el antigeno
TcES.

La mucosa (M) recupera su estructura
normal en varias zonas, aunque todavia
existen vacuolas (puntas de flecha). Se
observan zonas de la submucosa (SM)
nuevamente adheridas a la capa circular de
musculo liso (C) (flechas). Lumen (L), Capa
longitudinal de musculo liso (l) y Serosa(S).

Tincién con H&E.
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7.2 Cambios en la expresion a nivel de proteina de claudinas.

La expresion y localizacién de claudinas fue analizada utilizando anticuerpos especificos. Se
utilizaron 3 ratones para el grupo control y 4 ratones para cada grupo de estudio; a cada raton
se le midieron 5 claudinas por triplicado. Se seleccionaron 15 tejidos por cada claudina para
realizar el anadlisis estadistico. Posteriormente se realizaron 6 microfotografias por tejido
obteniendo un total de 450 fotografias las cuales se analizaron con el programa Image J. Se
generd una base de datos con el porcentaje promedio de expresién de cada claudina en todos
los grupos de estudio. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para datos no paramétricos para

analizar los datos.

En los ratones control y en los inoculados con el antigeno no se observo sefial de claudina 2.
En el grupo de ratones con colitis (DSS) y en el de ratones con colitis inoculados con el
antigeno (DSS + TcES) se observd un maximo de 2% de células positivas en la mucosa (Fig.
11).

La claudina 3 presenté una localizacidon exclusivamente luminal en el colon normal de ratén, con
un promedio de 11.91% de células positivas (Fig. 12). Al inocular a los ratones con el TcES, la
expresion se inhibe. En los ratones con colitis el porcentaje de células positivas disminuyd un
60% respecto al control, con un promedio de 4.66% de células positivas. En los ratones que
tuvieron colitis y luego fueron inoculados con el antigeno, se observé un 7.38% de células
positivas en el epitelio luminal y lateral de las criptas, lo que representa un aumento del 58%

respecto al tejido con colitis.

La expresion de claudina 5 estuvo restringida al epitelio luminal con un promedio de 22.25% de
células positivas (Fig. 13). Los ratones que fueron inoculados, presentaron una disminucién del
50% en la expresion de la proteina con un promedio de 11.23% células positivas en el epitelio
luminal. Los ratones con colitis mostraron en promedio, un 18% de células positivas en la
mucosa. En los ratones con colitis que tuvieron tratamiento con TcES, tuvieron en promedio
6% de células positivas en el epitelio luminal, esto corresponde a una disminucion del 67% con

respecto al tejido inflamado.

En los ratones control, la claudina 6 mostré en promedio un 23% de células positivas en la base
de las criptas (Fig. 14). En los ratones inoculados con TcES también se observé la marca en la
base de las criptas con un promedio de 28.6% de células positivas. En el tejido del ratén con

colitis la expresion de la claudina 6 se observo tanto en la base como en la parte media de las
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criptas y corresponde, en promedio, al 8.07% de las células positivas. Esto corresponde a una
disminucion del 65% respecto al control. En los ratones tratados con TcES después de la colitis,
la claudina 6 se encontré en vesiculas y un poco en la lamina propia, con un promedio de
7.33% de las células; esto corresponde a una disminucion del 9% con respecto al tejido con

colitis.

La claudina 9 en ratones control presentd una localizacion parecida a la claudina 6, justo en la
base de las criptas, con un promedio de 27.64% de células positivas (Fig. 15). Los ratones
inoculados con antigeno presentaron 28.05% de células positivas en la base de las criptas. En
los ratones con colitis se observé un 12.53% de células positivas localizadas en todo lo largo de
las criptas, esto representd una disminucion del 55% respecto al control. Los ratones con colitis
que fueron inoculados con el antigeno, presentaron un 9.13% de células positivas localizadas
en la lamina propia, que corresponde a una disminucién del 27% con respecto al tejido

inflamado.

En resumen, (Tabla 2) se observé que en el grupo TcES, la expresién de las claudinas 3y 5
disminuyd, claudina-6 aumento y claudinas 2 y 9 no se modificaron respecto al colon sano. La
localizacién de claudina 3 fue la Unica que se vio alterada. En el grupo DSS, la expresién de las
claudinas analizadas disminuye significativamente excepto para claudina 2, la localizacion se
modificé en todas menos claudina 3. En el grupo DSS + TcES, la expresién de claudina 2
aumento y todas las demas disminuyeron La localizaciéon de claudina 2, 6 y 9 se alterd, la de

claudina 3 permanecio6 igual y claudina 5 recuperé su localizacion respecto al control.

Se comparé la expresion y localizacién de claudinas en el grupo DSS + TcES respecto al grupo
DSS (Tabla 3). Claudina 2 aumento su expresién y cambio su localizacion. Claudina 3 aumento
su expresion pero se localizé en el mismo lugar que en el grupo DSS y el grupo control.
Claudina 5 disminuy6 su expresion pero recupero su localizacién respecto al control. Claudina 6
mantuvo la misma expresion pero cambio su localizacion. Claudina 9 disminuy6 su expresion y

cambid su localizacion.
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Figura 11 Claudina 2

A) Expresion diferencial de claudina 2 en colon de
raton control (a), raton inoculado con antigeno de
T. crassiceps (b), raton con colitis inducida por
DSS (c), ratén inoculado con el antigeno de T.
crassiceps después de la induccién de colitis (d).
Imagenes obtenidas de la reconstruccion de
microfotografias tomadas a 40X.

Las imagenes a’, b", ¢” y d” se observaron a 40X.
En (c’) se observa expresion en diferentes partes
de la mucosa y en (d") la expresion se localiza en
la submucosa.

B) Representacion cuantitativa de la expresiéon de

claudina 2 en los diferentes grupos de estudio.
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Figura 12 Claudina 3

A) Expresion diferencial de claudina 3 en colon de
ratén control (a), ratén inoculado con antigeno de
T. crassiceps (b), raton con colitis inducida por
DSS (c), ratén inoculado con el antigeno de T.
crassiceps después de la induccion de colitis (d).
Imagenes obtenidas de la reconstruccion de
microfotografias tomadas a 40X.

Las imagenes a’, b", ¢” y d” se observaron a 40X.
En (a’) se observa la expresion en el epitelio
luminal. En (b’) no se expresa la proteina. En (c’) y
en (d’) se observa expresion en el epitelio luminal.
B) Representacion cuantitativa de la expresion de
claudina 3 en los diferentes grupos de estudio
(****P<0.0001).
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CIaUdina 5 Figura 13 Claudina 5

A) Expresion diferencial de claudina 5 en colon de

W
o
1

ratén control (a), ratén inoculado con antigeno de
T. crassiceps (b), raton con colitis inducida por

40+ L DSS (c), ratén inoculado con el antigeno de T.

sk crassiceps después de la induccién de colitis (d).

304 I Iméagenes obtenidas de la reconstruccién de
microfotografias tomadas a 40X.

Las imagenes a’, b", ¢” y d” se observaron a 40X.

no
o
L

En (a’) se observa la expresion en el epitelio

luminal. En (b’) la expresion disminuye pero sigue

—
o
i

T apareciendo en el epitelio luminal. En (¢’) se

observa la expresién en la mucosa y en (d’) se

observa en el epitelio luminal.

0-

Porcentaje de células positivas

\ ) B) Representacion cuantitativa de la expresion de
o\(o ,\8’ claudina 5 en los diferentes grupos de estudio.
0 (***P<0.0001) (**P<0.0010).
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A )

Claudina 6 Figura 14 Claudina 6

A) Expresion diferencial de claudina 6 en colon de
raton control (a), ratén inoculado con antigeno de

T. crassiceps (b), ratén con colitis inducida por

2
i

DSS (c), ratén inoculado con el antigeno de T.

crassiceps después de la induccion de colitis (d).

«
o
A

Imagenes obtenidas de la reconstruccion de

microfotografias tomadas a 40X.

Las imagenes a’, b", ¢" y d” se observaron a 40X.

[
=

En (a’) y (b’) se observa la expresion en la base

de las criptas. En (c’) se observa la expresion en

Porcentaje de células positivas oo

10- T toda la extension de las criptas y en (d’) se
observa en vacuolas y en el epitelio.
0- B) Representacion cuantitativa de la expresion de
\50\ OQ‘:O ’99 &9 claudina 5 en los diferentes grupos de estudio.
& A ) A (****P<0.0001)
0 X
0 6‘"
Q
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CIaUdina 9 Figura 15 Claudina 9

A) Expresion diferencial de claudina 9 en colon de

o
S
i

ratén control (a), ratén inoculado con antigeno de
T. crassiceps (b), ratén con colitis inducida por

DSS (c), raton inoculado con el antigeno de T.
crassiceps después de la induccion de colitis (d).

8 &

Imagenes obtenidas de la reconstruccion de

microfotografias tomadas a 40X.
Las imagenes a’, b’, ¢" y d” se observaron a 40X.

no
o
1

En (a’) y (b’) se observa la expresion en la base

de las criptas. En (c’) se observa la expresion en
l toda la extension de las criptas y en (d’) se

—
o
1

observa en la lamina propia.

B. Representacién cuantitativa de la expresion de

0-

Porcentaje de células positivas ®

claudina 9 en los diferentes grupos de estudio.

9
‘99 ,\é" (***P<0.0001) (**P<0.0010).
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Tabla comparativa de expresion y localizacion de claudinas en los 4 grupos

experimentales.

Claudina 2 T 0
Claudina 3 + EL ¥ - J J
Claudina 5 + EL v EL 3 !
Claudina 6 + BC ) BC { 1)
Claudina 9 + BC = BC L ¥

Tabla 2. En el grupo control se indica presencia (+) o ausencia (-) de la proteina correspondiente. En los demas
grupos, se indica si el nivel de expresién de la proteina aumenta (1), permanece (=) o disminuye () respecto al
control. La localizacién de la proteina se indica con siglas; Epitelio Luminal (EL), Base de las Criptas (BC), Criptas en
general (C), Mucosa (M), Sub Mucosa (SM), Lamina Propia (LP). El color rojo indica alteracion en la localizacién de

la proteina respecto al control, el color verde indica que la proteina recupera su localizacion respecto al control.

Tabla comparativa de expresion y localizacidn de claudinas, entre los grupos DSS y DSS

+ TcES.

Claudina 2 T M i _
Claudina 3 2 EL T EL
Claudina 5 3 M d EL
Claudina 6 y c - -

Claudinad9 ¢ C ¢ TR

Tabla 3. En el grupo DSS, se indica si el nivel de expresién de la proteina aumenta (1), permanece (=) o disminuye

() respecto al control. En el grupo DSS + TcES, se indica si el nivel de expresion de la proteina aumenta (1),
permanece (=) o disminuye () respecto al grupo anterior. La localizacion de la proteina se indica con siglas; Epitelio
Luminal (EL), Criptas en general (C), Mucosa (M), Sub Mucosa (SM), Lamina Propia (LP). El color rojo indica
alteracion en la localizacion de la proteina respecto al control, el color verde indica que la proteina recupera su
localizacién respecto al control.
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8 DISCUSION

Se ha estudiado la funcién de las uniones estrechas en diversas patologias que involucran
inflamacion sobre todo en enfermedades intestinales, donde se ha visto que la principal
afeccién es la pérdida de la funcién de barrera del epitelio (29, 56, 58, 60). Los cambios en
abundancia y estructura molecular de las claudinas tienen tres efectos principales, sin que
forzosamente sucedan simultaneamente: 1.-Disminucion en la absorcién de agua y pequefios
solutos, 2.-Incremento en la secrecion de agua y pequefios solutos y 3.-Incremento en la

absorcion de macromoléculas que pueden inducir inflamacion (61).

El objetivo del presente trabajo estuvo enfocado en analizar los cambios en la expresion de
claudinas en un modelo murino de colitis aguda, asi como analizar si el tratamiento con el
antigeno secretado/excretado de T. crassiceps, el cual se sabe que recupera la estructura del

tejido, permite la expresién normal de dichas claudinas.

Los resultados obtenidos mostraron que la claudina 2 no fue detectada en los ratones sanos ni
en los inoculados con el antigeno TcES; en el tejido inflamado y en el que tuvo tratamiento con
antigeno después de la colitis, se detectdé marca positiva pero soélo en el 2% de las células por
lo que no se considera significativo. Esto concuerda parcialmente con las observaciones hechas
por Weber, donde en tejido sano es indetectable la claudina 2 pero se sobre expresa en
biopsias de colitis ulcerativa (51). La baja expresion de claudina 2 en nuestras biopsias de
colitis, puede deberse al tiempo de exposicion al detergente y al momento en el que se
sacrificaron los ratones, pues existen estudios en ratas donde la expresién de diferentes
claudinas fluctua durante el tiempo de la exposicion al DSS (58, 62). También hay estudios
donde se considera que el aumento en la expresidon de claudina 2 en la mucosa del intestino,
representa un mecanismo de proteccion a antigenos extraios, pues con el aumento de claudina
2 aumenta la permeabilidad del agua hacia el lumen y el antigeno puede ser “lavado” fuera del
intestino(60), partiendo de que en nuestro estudio el antigeno es administrado via
intraperitoneal y que por lo tanto no llega al lumen del intestino, no habria porqué aumentar la

permeabilidad al agua.

Se observé que la claudina 3, en tejido sano se encuentra en el epitelio luminal del colon y al
inocular el antigeno TcES la expresion se inhibe, el antigeno induce la produccion de citocinas
que le indican al sistema inmune que hay una infeccion por parasitos (40, 63), cuando esto

ocurre la barrera aumenta para evitar que el antigeno atraviese el epitelio. En este caso el
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antigeno no esta en el lumen pero la respuesta no se esta dando por una accién local sino
sistémica debido a las citocinas. En el tejido inflamado también disminuye la expresion
significativamente respecto al control, esta disminucion se ha reportado anteriormente tanto en
colitis ulcerativa como en enfermedad de Chron (58, 61), pues la permeabilidad del epitelio
aumenta debido a la inflamacion. Los ratones con colitis que recibieron tratamiento con TcES
presentan un aumento significativo en la expresion de claudina 3 respecto al tejido con colitis,
aunqgue no alcanza los niveles basales del control. Lo interesante de este ultimo grupo es que la
expresion de claudina 3 no disminuye como lo hace cuando tiene cada estimulo (TCES o DSS)
por separado. Esto puede deberse a que si el tejido se encuentra sumamente afectado por el
detergente y se ha perdido continuidad del epitelio, al inocular el antigeno se activa la respuesta
inmune Th2 y esto contribuye a que el epitelio deje de estar bajo la influencia de citocinas pro

inflamatorias y pueda regenerarse la mucosa(40).

La claudina 5 es el marcador por excelencia de los endotelios, también se encarga de sellar el
espacio paracelular (17). Cuando se sobre expresa en epitelios de baja resistencia como en
células Caco-2 (células de cancer de colon) provoca un incremento en la TER (Transepithelial
Electrical Resistence) haciendo menos permeable al intestino. En nuestras muestras de colon
normal de raton, se expresa en todo el epitelio luminal. Durante la colitis la expresion disminuye
respecto al control pero al inocular el antigeno, tanto en tejido sano como después de la colitis
inducida, la expresion baja aun mas. Aun no se conoce por completo como los helmintos logran
evadir la barrera intestinal para interactuar con el sistema inmune de la mucosa, pero existen
algunos mecanismos posibles. Uno de ellos refiere que las células dendriticas extienden sus
dendritas y atraviesan la barrera epitelial para “muestrear” las moléculas del helminto que se
encuentra en el lumen intestinal (38), aunque en nuestro estudio el parasito no tiene una accion
local en la mucosa del intestino, la inoculaciéon del antigeno TcES promueve la respuesta
inmune contra el helminto y los mecanismos de deteccion se activen, esto responderia por qué
la claudina 5 disminuye en presencia del antigeno haciendo mas permeable el epitelio en
funcién de dar paso a las células dendriticas. En el caso de la colitis inducida, el DSS provoca
dano fisico en el epitelio y apoptosis (60) y por lo tanto una disminucion en el numero de células

del epitelio y por esto disminuye nuestro porcentaje de area marcada.

La funcién del epitelio del colon es principalmente absorcion de agua, esto se debe a que los
colonocitos estan disenados para tal funcién. En las criptas del colon, las células de la base son
células madre (60). Estas células forman una zona de proliferacion a partir de la cual las células
hijas diferenciadas migran hacia la superficie donde reemplazan a las células exfoliadas.

Durante la migracién hacia la luz, las células epiteliales, modifican su expresion de
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transportadores de membrana y cambian de ser células predominantemente secretoras a ser
absortivas, manteniendo asi la funcion del colon. Existen estudios en donde se observd que
durante el desarrollo de carcinoma en el colon, la zona proliferativa se recorre hacia arriba y las
células epiteliales cambian su expresién de proteinas transportadoras de iones y pueden
expresar canales atipicos de calcio y cloro, por lo que cambia la funcion del epitelio y se
convierte en un epitelio secretor mas que de absorcién (64). En este trabajo se observd que las
claudinas 6 y 9, las cuales han sido previamente descritas como marcadores de células madre,
se encuentran normalmente en la base de las criptas pero en el tejido inflamado ambas
claudinas se observan no solo en la base sino hasta la mitad de las criptas y en el caso de
claudina 9 la marca se observa incluso en la punta de las criptas, o que podria considerarse un
marcador temprano de malignidad (Fig. 142 ¢’ y 15A ¢’). Se ha estudiado que durante los
procesos inflamatorios las células pluripotenciales sufren cambios en las uniones estrechas y
en la expresion de claudinas, pues también se ha demostrado que claudina 6 y 9 estan
implicadas en procesos de desdiferenciacion y migracion celular en algunos tipos de cancer
gastrico (65).

El tejido inflamado que recibié tratamiento con TcES muestra el mismo porcentaje de células
positivas a claudina 6 que el grupo de colitis, esto puede deberse a que el tejido todavia
muestra signos de inflamacion y la mucosa aun no recupera su arquitectura normal. Cuando
existe un incremento en el trasporte transcelular con una entrada persistente de antigenos al
epitelio, se puede conducir a una actividad inflamatoria residual a pesar de tener una barrera
intacta. Esto se ha demostrado en pacientes con IBD que muestran un aumento de antigenos
en los colonocitos a pesar de que el tejido no muestre signos de inflamacion (56). Respecto a
su localizacion, podriamos pensar que se trata de células no diferenciadas que migran hacia el
epitelio danado para diferenciarse en células epiteliales, ya que las criptas no se han
recuperado y la funcion principal del tejido no depende de las criptas sino de un epitelio sano

que funciones como barrera fisica e inmunoldgica.

La localizacién de la claudina 9 en el grupo DSS + TcES se localiza en la lamina propia. La
lamina propia es el tejido que se encuentra alrededor de las criptas, se compone de tejido
conectivo laxo y contiene gran cantidad de células redondas, en su mayoria linfocitos y células
T reguladoras, por lo que se le ha designado el nombre de tejido linfatico difuso (66). No se ha
reportado que claudina 9 se exprese en este tejido, pero se ha encontrado marca de claudina 2
en lamina propia en un modelo de infeccidn por parasitos en intestino de rata, sin que se haya

investigado acerca del tema (62).
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9 CONCLUSION

En resumen, las claudinas 2 y 3 que estan involucradas en el transporte de iones, aumentan su
expresion en los tejidos con colitis que tuvieron tratamiento con el TcES, lo que sugiere que la
reestructuracion del tejido inducida por el TcES promueve la recuperacién de funcion fisioldgica
del colon. Por otra parte las claudinas 6 y 9, reportadas como marcadores de células madre, no
solo no restablecen los niveles de expresion observados en los tejidos control sino que también
cambia su localizacién, sugiriendo que el dafio en el tejido promueve la migracion de esta

poblacion celular.

La administracién de TcES en tejido con colitis, promueve la reestructuracién del tejido. Sin
embargo, las poblaciones celulares no recuperan el nivel de expresion de claudinas. El cambio

en la localizacion de claudina 6 y 9 podria indicar el inicio de una neoplasia de colon.
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