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1.RESUMEN 

El ambiente enriquecido (AE), se define como condiciones habitacionales que 
promueven una estimulación sensorial, visual, cognitiva, motora y social. Individuos 
sanos sometidos al AE muestran efectos benéficos a nivel celular y funcional. EL 
AE promueve la neurogénesis y sinaptogénesis en el hipotálamo, además de 
prevenir la pérdida de memoria relacionada al envejecimiento y mejora de las 
capacidades motrices. La influencia del AE se ha estudiado en modelos murinos de 
distintas neuropatologías, entre las cuales se incluyen: lesiones en el cerebro, 
síndrome de Down, enfermedad de Huntington, Parkinson y Alzheimer, 
observándose una mejoría en los síntomas de estas enfermedades. De igual modo, 
se ha evaluado la influencia del ambiente enriquecido en el desarrollo de 
enfermedades de la periferia, mostrándose que el AE previene el desarrollo de 
obesidad y cáncer. Estas patologías poseen un componente en común, el desarrollo 
de un proceso inflamatorio; proceso característico de otras enfermedades de la 
periferia corporal, tal es el caso de las enfermedades inflamatorias del intestino, 
(IBD, por sus siglas en inglés). Las IBD están conformadas por la Enfermedad de 
Crohn (EC) y la Colitis Ulcerativa (CU), trastornos caracterizados por la pérdida de 
peso, dolor abdominal, sangrado, diarrea, causadas por el desarrollo de un 
exacerbado proceso inflamatorio en el tracto gastrointestinal, caracterizado por 
incremento desregulado de citocinas inflamatorias como IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-18. 
Datos de nuestro grupo de investigación sugieren el AE es capaz de revertir las 
alteraciones metabólicas asociadas a la obesidad a través de la reducción del 
proceso inflamatorio en el tejido adiposo y en el hipotálamo. Asimismo, mostramos 
que el AE disminuye el daño al epitelio intestinal y reduce la expresión de IL-1β y 
TNFα en dos modelos murinos de colitis. En el presente trabajo mostramos que el 
AE previene el incremento de IL-18, resultado de la inducción de colitis con DSS 
(Sulfato de Dextrano Sódico) o TNBS (ácido trinitrobenceno sulfónico), que simulan 
la CU o la EC, respectivamente. Adicionalmente, la exposición al AE previene el 
incremento del nivel de caspasa 1 activa, enzima que promueve la activación de IL-
18 en ratones con colitis. Por otra parte, el AE reduce la pérdida de células 
caliciformes en el colon proximal en ambos modelos de colitis. Congruente con eso, 
encontramos que el AE modifica la expresión de KLF4, uno de los principales 
factores transcripcionales asociados a la maduración de células caliciformes, 
involucradas en el mantenimiento de la homeostasis intestinal. En conjunto estos 
datos indican que la exposición al AE atenúa el proceso inflamatorio en el colon 
mediante la modulacion en el nivel de activación de caspasa 1 previniendo el 
incremento en el nivel de IL-18 y de esta manera disminuir la pérdida de células 
caliciformes relacionada a elevados niveles de IL-18, en dos modelos murinos de 
colitis. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Ambiente enriquecido 

El cerebro de los mamíferos se genera mediante complejos programas genéticos 
los cuales aseguran que las células y áreas estructurales se desarrollen 
adecuadamente en el embrión. Sin embargo, la estimulación sensorial, cognitiva, 
motora y la interacción con el medio ambiente desde el nacimiento hasta la vejez 
desempeñan un papel clave en el desarrollo de los circuitos neuronales necesarios 
para el funcionamiento normal del cerebro. Del mismo modo en que se sumaron 
esfuerzos para explorar la influencia de factores genéticos y farmacológicos en la 
anatomía y fisiología cerebral, ha comenzado la búsqueda de modelos de estudio 
que permitan evaluar los efectos del medio ambiente sobre la función y la disfunción 
cerebral, ejemplo de esto es el paradigma del ambiente enriquecido. 

El paradigma experimental del Ambiente Enriquecido (AE) fue descrito por primera 
vez por Donald Hebb en 1947. Hebb comparó dos grupos de ratas: ratas a las que 
se les permitió deambular libremente en el interior de su casa (sometidas a cambios 
ambientales), contrastándolas con ratas que habían permanecido en jaulas de 
laboratorio. Hebb, observó que las ratas que habían sido sometidas a cambios 
ambientales desarrollaron una mejora en la memoria y una mejor capacidad para 
resolver problemas, en comparación con el grupo que permaneció en jaulas (Hebb, 
1947). Posteriormente, Rosenzweig y colaboradores sugirieron que cambios en la 
complejidad del entorno y la interacción en ese entorno ambiental tienen un impacto 
en el sistema nervioso central, aumentando el peso y el tamaño del cerebro de 
ratones expuestos al enriquecimiento ambiental (Rosenzweig, 1962).     

El AE se define como las condiciones físicas de un determinado entorno, las cuales 
promueven en el individuo una estimulación sensorial, visual, cognitiva, motora y 
social a diferencia de las condiciones de una habitación normal, la cual carece de 
estos estímulos (Nithianantharajah et al., 2006). El AE involucra cambios en las 
cajas habitacionales proporcionando oportunidad para la interacción social, 
percepción de estímulos, ejercicio voluntario y el desarrollo de capacidades 
cognitivas (Shono et al., 2011) mediante la introducción de objetos que varían en 
forma, tamaño, textura, olor y color. Ejemplo de los objetos utilizados son: pelotas, 
ruedas para ejercicio, plataformas de equilibrio y aparatos para escalar. El arreglo 
de estos objetos se cambia continuamente para mantener el concepto de novedad 
y complejidad (Reynolds et al., 2010) (Fig. 1). Dado que los elementos que integran 
el AE promueven una amplia variedad de estímulos en comparación con las 
condiciones de habitación estándar, se ha tratado de dilucidar si la novedad 
ambiental: lograda al cambiar periódicamente la ubicación de los objetos 
introducidos al medio; complejidad ambiental: generada por los objetos que 
permiten la estimulación visual, olfativa y somatosensorial o la estimulación motora: 
inducida por un aumento en de las dimensiones de la caja habitacional del AE, es 
responsable de mediar los efectos beneficos del AE. Debido a que el efecto de cada 
elemento no se puede aislar fácilmente, se piensa que la interacción de los factores 
en conjunto es lo que produce los efectos del AE sobre el individuo y no un elemento 
individual en específico (van Praag et al., 2000; Nithianantharajah et al., 2006). 



 
3 

 

 

Visual

Motora Cognitiva

Somatosensorial

Figura 1. Condiciones habitacionales del Ambiente Enriquecido (AE) vs Ambiente normal (AN).                                             
A) Representación esquemática del AE con introducción de objetos que varían en forma, tamaño, textura, olor 
y color (cuyo ordenamiento se cambia continuamente para mantener el concepto de novedad y complejidad) 
que promueven una estimulación sensorial, visual, cognitiva, motora y social. B) Condiciones de habitación 
normal. Tomado y modificado de van Praag et al., 2000 y Nithianantharajah et al., 2006 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Efectos del AE sobre el sistema nervioso central y la periferia  

La evidencia experimental sugiere que el AE induce diversos efectos en ratones 
silvestres a nivel del sistema nervioso, desde el nivel celular hasta el nivel 
conductual (van Praag et al., 2000). A nivel celular, la exposición al AE aumenta la 
ramificación y la longitud de las dendritas (Connor et al., 1982; Faherty et al.,2003; 
Leggio et al., 2005), el número de espinas dendríticas y el tamaño de las sinapsis 
en algunas poblaciones neuronales (Rampon et al.,2000), además de aumentar la 
neurogénesis del hipocampo y la integración de las células recién formadas a 
circuitos funcionales (Kempermann et al., 1997 and 2002; Bruel-Jungerman et al., 
2005). Adicionalmente, se ha observado que ratones expuestos al AE tienen un 
aumento en el peso y tamaño del cerebro (Rosenzweig et al.,1962). Respecto al 
comportamiento conductual, el AE mejora la capacidad de aprendizaje y la memoria 
(Tang et al., 2001; Lee et al., 2003), reduce la pérdida de memoria en animales de 
edad avanzada (Bennett et al., 2006), además de disminuir la ansiedad e 
incrementar la actividad exploratoria de ratones expuestos al AE (Schrijver et al., 
2002). 
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Diferentes grupos de investigación han evaluado si la influencia del AE está 
restringida únicamente a ratones sanos, estudiando los efectos del AE en ratas y en 
modelos murinos de patologías asociadas al sistema nervioso. Por ejemplo, en un 
modelo murino de isquemia cerebral, la exposición de ratas con isquemia al AE 
induce una mayor recuperación de las habilidades motoras en comparación con las 
ratas con isquemia que habitaron el AN (Ohlsson et al.,1995). De igual modo, ratas 
a las que se les indujo convulsiones y habitaron en condiciones de enriquecimiento 
tienen una disminución del nivel de apoptosis en el hipotálamo, un aumento del 
comportamiento exploratorio y un incremento en la capacidad de aprendizaje 
(Young et al.,1999). Por otra parte, la exposición al AE reduce la pérdida del 
volumen cerebral y el número de neuronas así como retrasar el inicio y progresión 
de la enfermedad de Huntington en modelos murinos de dicha enfermedad (van 
Dellen et al., 2000). Además, ratones con la enfermedad de Alzheimer sometidos al 
AE tienen una disminución en los niveles de péptidos β amiloide y un incremento en 
la actividad de presinilina así como una mejora en la capacidad de aprendizaje y 
memoria (Jankowsky et al., 2005; Lazarov et al., 2005). 

Se ha propuesto que los efectos benéficos del AE sobre el funcionamiento del 
sistema nervioso central tanto en animales sanos como en animales afectados por 
patologías asociadas al componente neuronal es mediado por factores 
neurotróficos. El AE promueve un incremento en los niveles de neurotrofinas como 
el Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (BDNF) y el Factor de Crecimiento 
Nervioso (NGF) encargados de regular genes relacionados con la proliferación, 
diferenciación, mantenimiento, plasticidad, supervivencia y función de las neuronas 
en el sistema nervioso central (Praag et al., 2000; Rampon et al., 2000). Por 
ejemplo, ratones transgénicos que recapitulan la enfermedad de Huntington y que 
habitaron en condiciones estándar, los niveles de BDNF disminuyen 
(aproximadamente un 30%) en comparación con ratones silvestres que también 
habitaron en condiciones de habitación normal. Sin embargo, la exposición al AE 
tanto de ratones control como de ratones transgénicos, no solo previene la 
disminución del nivel de BDNF, sino que aumenta el nivel de BDNF en ratones 
transgénicos como en ratones control, en comparación con el nivel de BDNF de 
ratones expuestos a un ambiente estándar (Spires et al., 2004). Por otra parte, 
Bezard et al., 2003, utilizando un modelo murino de la enfermedad de Parkinson, 
mediante la administración de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 
demostraron que el AE previene la pérdida de neuronas inducida por la 
administración de MPTP lo cual correlacionaba con un aumento del RNAm de 
BDNF, en contraste con ratones tratados con MPTP sometidos a condiciones 
estándar. Adicionalmente, Nahagara et al., 2013, sugieren la importancia de BDNF 
en el desarrollo de enfermedades asociadas al sistema nervioso. Mediante la 
administración en la corteza cerebral de un lentivirus que sobreexpresa BDNF en 
ratones que recapitulan la enfermedad de Alzheimer, observaron una reducción en 
la pérdida de neuronas además de mejorar la capacidad de aprendizaje y memoria 
en ratones tratados con el lentivurus en contraste con ratones control, sugiriendo a 
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BDNF como un candidato para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer 
(Nagahara et al., 2013).  

Tomando en cuenta que el AE tiene un impacto benéfico sobre ratones sanos o 
ratones con enfermedades relacionadas al sistema nervioso central, actualmente la 
atención se ha centrado en dilucidar si el AE es capaz de ejercer efectos benéficos 
en otros órganos o sistemas de la periferia corporal. La influencia del AE ha sido 
evaluada en distintas patologías como cáncer, diabetes y obesidad, reportándose 
que el AE previene el crecimiento de tumores en modelos murinos de cáncer de 
colon y melanoma (Cao et al., 2010), así como cáncer de páncreas en donde actúa 
disminuyendo la expresión de genes involucrados en el funcionamiento de la 
mitocondria de células tumorales de ratones sometidos al AE (Li et al., 2015). Por 
otra parte, ratones sometidos al AE aumentan la expresión de genes característicos 
del tejido adiposo pardo que promueven el cambio de tejido adiposo blanco a tejido 
pardo el cual disipa el exceso de energía, generando calor, previniendo así la 
formación y acumulación de tejido adiposo blanco (Cao et al., 2011). 
Adicionalmente, ratones obesos que presentaban alteraciones en el metabolismo 
de glucosa y eran sometidos a condiciones de enriquecimiento, la exposición al AE 
revertía las alteraciones en el metabolismo de la glucosa disminuyendo los niveles 
de glucosa basal, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina además de 
disminuir el proceso inflamatorio dependiente de las vías de JNK e IKK en el tejido 
adiposo visceral y en el hipotálamo (Díaz de León et al., 2013) 

  

2.3 Influencia del AE sobre el sistema inmunológico 

La evidencia sugiere que el sistema nervioso se comunica y regula el sistema 
inmune a través de la inervación de los órganos linfoides. Así mismo, las células del 
sistema inmune cuentan con receptores para un amplio conjunto de 
neurotransmisores producidos por el sistema nervioso. A través de estas moléculas, 
el sistema nervioso central puede influenciar la respuesta inmune y el proceso 
inflamatorio (Steinman et al.,2004; Sternberg et al., 2006; de Jonge, 2013; Matteoli 
et al.,2013). Dado que la influencia del AE promueve diversos cambios en el sistema 
nervioso y que el sistema nervioso puede modular el sistema inmune, se ha 
evaluado si la influencia benéfica del AE está restringida únicamente al sistema 
nervioso o, de igual forma, genera efectos benéficos sobre el sistema inmunológico. 

Manteniendo un enfoque inmunológico-neuronal, se evaluó el impacto del AE sobre 
la microglía (células del sistema inmune localizadas en el cerebro) presente en el 
hipocampo de ratas, al inducir inflamación mediante la inyección intraperitoneal de 
LPS. Los resultados sugieren que el grupo de ratas expuestas al AE mostraban una 
reducción del proceso inflamatorio en respuesta a LPS, específicamente, la 
expresión de quimiocinas y citocinas (CCL2, CCL3, CXCL2, TNF e IL1β) disminuyó 
significativamente en comparación con el grupo de ratas sometidas a condiciones 
de habitación normal (Williamson et al., 2012). Adicionalmente, Xu et al., 2016, 
utilizando un modelo murino de la enfermedad de Alzheimer, mostraron el impacto 
del AE sobre la neuroinflamación generada por la microglía en respuesta a la 
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inyección intracerebroventricular de péptido amiloide β (principal componente de las 
placas amiloideas en la enfermedad de Alzheimer), sugiriendo que el AE modifica 
la respuesta de la microglía en el giro dentado del hipocampo disminuyendo la 
expresión de CCL3, CCL4 y TNF.  

Los efectos del AE sobre el sistema inmunológico no están restringidos a células 
inmunes presentes en el cerebro. Estudios recientes señalan que el AE es capaz 
de estimular en leucocitos de la periferia la producción de exosomas con elevadas 
cantidades de miRNAs, en particular el miR-219. La exposición de cultivos celulares 
de hipocampo a exosomas con elevados niveles de miR-219 generaron un aumento 
en la concentración de MBP (Myelin Basic Protein), proteína componente de la 
mielina, importante en la trasmisión de los impulsos nerviosos. Lo anterior sugiere 
que la influencia del AE no está restringida a células inmunes localizadas dentro del 
sistema nervioso, sino que su influencia puede extenderse más allá del cerebro 
(Pusic et al., 2016). Por otra parte, Benaroya et al., 2004 demostraron que el AE 
potencia significativamente la actividad citotóxica de células asesinas naturales (NK, 
del inglés Natural Killer) fundamentales en la erradicación de células tumorales o 
infectadas por virus. Consistente con lo anterior, Cao et al., 2010, evidenciaron un 
incremento en la capacidad citotóxica de células NK y linfocitos T CD8+ de ratones 
sometidos al AE contra células de cáncer de melanoma y cáncer de colon, lo que 
correlaciona con una disminución del volumen del tumor en contraste con ratones 
expuestos a condiciones de habitación estándar. Lo anterior indica el efecto del AE 
sobre dos de los sistemas más importantes que conforman al organismo, el sistema 
nervioso y el sistema inmune, observándose que el efecto del AE no esta restringido 
al componente neuronal, sino que el AE también influencía a nivel celular el sistema 
inmunológico. 

 

 2.4 Enfermedades inflamatorias del intestino 

El tracto gastrointestinal de los mamíferos está continuamente expuesto a la 
microbiota comensal y a microorganismos patógenos siendo vulnerable a diversas 
enfermedades, entre las que se encuentran las Enfermedades Inflamatorias del 
Intestino, por sus siglas en inglés (IBD). Las IBD son enfermedades que comienzan 
entre los 20 y 40 años y se mantienen durante toda la vida, caracterizándose por 
períodos de remisión y recaída, progresión de la enfermedad, hospitalizaciones y 
cirugía (Langholz et al., 1997; Abraham et al., 2009; Rigoli et al., 2014). Las IBD 
están conformadas por dos patologías, la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis 
Ulcerativa (CU) las cuales afectan el tracto gastrointestinal y la mucosa del colon.  

Durante el desarrollo de las IBD hay una respuesta inmune exacerbada a la 
microbiota presente en la mucosa intestinal y a componentes estructurales de las 
células que forman el intestino del hospedero. La EC y CU poseen características 
similares, comparten una respuesta inmune híperactiva, sangrado gastrointestinal, 
pérdida de peso, dolor abdominal y diarrea, pero difieren en el sitio de la patología 
inflamatoria. La EC se caracteriza por una inflamación discontinua, una inflamación 
superficial que se extiende a la profundidad de la submucosa intestinal y puede 
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localizarse en cualquier zona del tracto gastrointestinal. En contraste, la CU se 
distingue por desarrollar una inflamación continua en la mucosa del intestino grueso 
en regiones del intestino densamente colonizadas por bacterias, y se localiza sobre 
la superficie de la mucosa sin afectar la submucosa intestinal (Podolsky., 2002).  

La EC y CU son enfermedades de una sociedad moderna, su frecuencia en los 
países subdesarrollados y desarrollados ha ido en aumento debido a cambios en la 
dieta y el estilo de vida asociados con la modernización. La incidencia y prevalencia 
de la CU y EC varía de acuerdo a la región estudiada, observándose de forma 
general una mayor incidencia y prevalencia de CU que la EC. Reportes recientes 
han indicando un incremento a nivel global en el número de casos de IBD donde la 
mayor incidencia y prevalencia se registra en Europa y América del Norte, en 
contraste, la menor incidencia y prevalencia se registra en el continente asiático 
(Figura 2) (Rubin et al., 2000; Loftus, 2004; Bernstein et al., 2006; Kappelman et al., 
2007; Thia et al., 2008; Molodecky et al., 2012). En el caso de Latinoamérica, se ha 
registrado un aumento de la incidencia y prevalencia de las IBD en países como 
Brasil, Uruguay, Puerto Rico y México. En México, un estudio que abarco del año 
1987-2006 demostró un aumento en el número de pacientes con CU en la última 
década, con 76 pacientes diagnosticados por año comparada con la década 
anterior, con promedio de 28 pacientes por año (Loftus et al., 2004; Yamamoto et 
al.,2009; Bosques et al.,2011; Farrukh et al.,2014). 
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Figura 2. Incidencia de las IBD alrededor del mundo.                                                                             .         
Las barras de color presentan la frecuencia de las IBD a nivel mundial. Tomado y modificado de Cosnes et al., 
2011. 



 
8 

 

2.5 Etiología de las IBD 

A pesar de que la EC y la CU poseen una amplia distribución, poco se conoce 
acerca de los factores que predisponen a la susceptibilidad de dichas 
enfermedades. Las IBD son consideradas como enfermedades multifactoriales en 
las que participan factores ambientales, variaciones genéticas relacionadas a la 
respuesta inmune, factores inmunológicos y recientemente factores microbianos. 

 

2.5.1 Factores ambientales asociados al desarrollo de IBD  

Los factores ambientales están involucrados en el desarrollo de IBD y su creciente 
incidencia alrededor del mundo. Estudios epidemiológicos, experimentales y 
clínicos sugieren una asociación entre las IBD y factores ambientales que incluyen 
el tabaquismo, la dieta y el estrés (Danese et al., 2004). Diversos estudios sugieren 
al tabaquismo como el factor de riesgo más fuertemente vinculado al desarrollo de 
IBD (Rubin et al., 2000; Thomas et al., 2000). Curiosamente, el tabaquismo ejerce 
un efecto opuesto en la EC y CU. El hábito de fumar aumenta la susceptibilidad a la 
EC, sin embargo, la interrupción en la frecuencia de fumar mejora el curso de la 
enfermedad. En contraste, las personas que desarrollan CU suelen ser no 
fumadores y abandonar el hábito de fumar aumenta el riesgo de desarrollar CU 
(Parkes et al., 2014). Diversos estudios sugieren que el tabaquismo modifica la 
síntesis de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias (Hagiwara et al., 2001; 
Meuronen et al., 2008, Gonçalves et al., 2011). Estudios en modelos murinos han 
revelado que la nicotina puede agravar la colitis en un modelo de inducción de colitis 
con TNBS (ácido trinitrobenceno sulfónico) con un aumento del porcentaje de 
células Th17 (Galitovskiy et al., 2011). En contraste, la exposición al humo de 
cigarro en dos modelos de inducción de CU (Sulfato de Dextrano Sódico, DSS, y 
oxazolona) disminuye la inflamación en el colon, asociado a la reducción en la 
expresión de citocinas tipo Th1 y Th17, entre las cuales encuentran TNF, IFN-γ e 
IL-17 (Montbarbon et al., 2013). 

Otro factor relacionado con la susceptibilidad a las IBD son los hábitos alimenticios 
(Hou et al., 2011). Una elevada ingesta de azúcar refinada, carnes rojas (Jantchou 
et al., 2010; Le Leu et al., 2013) y grasas (Ananthakrishnan et al., 2013) (conocida 
como dieta occidental) se asocia con la susceptibilidad a la EC o CU. En cambio, el 
consumo de frutas, fibra y verduras disminuyen el riesgo de padecer IBD 
(Sonnenberg., 1988; Reif et al., 1997). La dieta occidental promueve un aumento de 
la inflamación intestinal al causar disbiosis (alteraciones del microbioma intestinal) 
(Devkota et al., 2012) acompañada de una disfunción de la barrera intestinal 
(Martínez-Medina et al., 2013). Por ejemplo, una dieta basada en proteínas de 
origen animal y ácidos grasos poliinsaturados promueve el desarrollo de CU al 
favorecer un aumento en las poblaciones de Bacteroides sp. y una reducción de las 
poblaciones de Prevotella sp, sugiriendo la importancia de la dieta en la 
configuración de la microbiota intestinal y su influencia en el desarrollo de 
enfermedades asociadas al tracto gastrointestinal (Tjonneland et al., 2009; Wu et 
al. 2011; De Silva et al., 2014).  



 
9 

 

Adicionalmente, la exposición durante un periodo prolongado de tiempo al estrés 
induce el desarrollo y exacerbación de CU al inducir alteraciones en el eje 
Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) promoviendo una supresión de la respuesta 
inmune. Asimismo, otras afectaciones debido al estrés crónico y su impacto en la 
respuesta inmune ha sido el desarrollo de cáncer. La exposición a estrés crónico 
reduce la actividad inmunológica de células de origen mieloide e incrementa la 
expresión de catecolaminas que estimulan un microambiente favorable para el 
desarrollo de tumores (Levenstein et al., 2000; Zhao et al., 2015). A pesar de que 
los factores mencionados anteriormente tienen poca relación entre sí, un factor se 
encuentra presente en todos ellos: el establecimiento de un ambiente inflamatorio, 
sugiriendo que se requiere una fina modulación del sistema inmunológico para 
lograr una homeostasis e impedir el desarrollo de diferentes patologías a nivel del 
sistema gastrointestinal. 

 

2.5.2 Variaciones genéticas en el sistema inmunológico relacionadas al 
desarrollo de IBD 

La primera observación de un componente genético involucrado en el desarrollo de 
IBD proviene del estudio de una familia con IBD, los hijos de madres afectadas por 
IBD tienen mayor probabilidad a desarrollar la enfermedad, lo que indica que 
factores de herencia genética están relacionados con las IBD (Akolkar et al., 1997). 
Los estudios de asociación de genoma (GWAS) han sido útiles para identificar 
variantes genéticas asociadas a la EC o CU. Por ejemplo, un estudio de GWAS que 
evalúo aproximadamente 75,000 pacientes con EC y UC identificó loci de riesgo 
para el desarrollo de ambas enfermedades, de los cuales específicamente 23 están 
relacionados con CU y 30 para la EC (Jostins et al., 2012). Los loci de riesgo 
participan en el mantenimiento de la función de la barrera intestinal, la detección de 
patógenos, la respuesta al estrés oxidativo, la apoptosis, la autofagia, la vía de 
señalización de IL-23 y la diferenciación de células T helper 1 y 17 (Th1 y Th17) 
(McGovern et al., 2010; Anderson et al., 2011). 

Desde el punto de vista inmunológico, las asociaciones genéticas involucradas en 
la susceptibilidad a las IBD se pueden dividir en genes que contribuyen a la 
respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa. En la inmunidad innata, se 
ha asociado a la EC con polimorfismos en NOD2 y los genes ATG16L1 y IRGM, 
relacionados con el proceso de autofagia. Las alteraciones en el gen NOD2 (que 
codifica la proteína 2 del dominio de oligomerización de unión a nucleótidos o 
también conocida como CARD15) fue de los primeros factores de riesgo 
identificados para la EC (Cho., 2008). Esto fue gracias a múltiples estudios que 
analizaron poblaciones de ascendencia europea con elevada incidencia y 
prevalencia de IBD, observándose que modificaciones de NOD2 en la población 
europea están ausentes en la población africana o asiática, sugieriendo que algunos 
genes de susceptibilidad a las IBD se comparten entre las poblaciones mientras que 
otros no (Croucher et al., 2003; Leong et al., 2003; Kugathasan et al., 2005). 
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NOD2 es un receptor de reconocimiento de patrones moleculares asociados a 
patógenos que funciona como un sensor intracelular para peptidoglicano bacteriano 
y muramil dipéptido (MDP) que culmina en la activación del factor nuclear κB (NF-
κB) (Inohara et al., 2003; Kobayashi et al., 2005). Se han descrito tres polimorfismos 
en NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg y Leu1007fsinsC) asociados con la susceptibilidad 
a la EC, estos polimorfismos se encuentran dentro o cerca de la zona de 
repeticiones ricas en leucina de la proteína NOD2, dominio encargado de detectar 
ligandos bacterianos (Hugot et al., 2001; Leong et al., 2003). Los polimorfismos en 
NOD2 y su asociación con la EC han sugerido que el desarrollo de la EC se debe a 
que el hospedero tiene una respuesta inmune desregulada a las bacterias presentes 
en el intestino. El mecanismo preciso generado por las variaciones de NOD2 y la 
susceptibilidad a la EC sigue bajo investigación. Sin embargo, se han postulado 
diversos mecanismos, por ejemplo, alteraciones en la tolerancia hacia la 
estimulación bacteriana. En individuos sanos el intestino está expuesto 
constantemente a bacterias, a pesar de esta exposición no se genera una 
hiperactivación de la vía de señalización de NOD2. En contraste, en individuos con 
mutaciones en NOD2 hay un aumento en la señalización mediada por NF-kB lo que 
promueve un entorno inflamatorio mediado por células Th1, propiciando 
condiciones para el desarrollo de colitis (Hedl et al., 2007). Otro mecanismo 
sugerido es la deficiencia de NOD2 para controlar el incremento en la población de 
patógenos, ya que la inoculación de bacterias vía oral a ratones NOD2 -/- (por 
ejemplo, Listeria monocytogenes) resultó en un aumento en la carga bacteriana en 
el bazo e hígado en ratones NOD2 -/- con respecto a la carga bacteriana en ratones 
silvestres (Kobayashi et al., 2005). De la misma manera estudios in vitro con células 
Caco2 transfectadas con un plásmido que codifica para una variante no funcional 
de NOD2 muestran un aumento en la carga bacteriana, en contraste con células 
Caco2 transfectadas con el plásmido que contiene el gen NOD2 funcional, lo que 
demuestra la importancia de NOD2 en la eliminación de bacterias intracelulares 
(Hisamatsu et al., 2003; Kim et al., 2008). Finalmente, estudios en ratones NOD2 -/- 
sugieren que NOD2 es necesario para mantener un nivel basal en la síntesis de α-
defensinas por las células de Paneth y así prevenir el desarrollo de la EC, ya que 
pacientes con la EC presentan un aumento en la abundancia de E. coli 
enteroadherente debido a la disminución en las concentraciones de α-defensinas, 
principalmente α-defensina 5 y 6 (Ogura et al., 2003; Darfeuille-Michaud  et al., 
2004; Wehkamp et al., 2004; Wehkamp et al., 2005; Simms et al., 2008; Zelinkova 
et al., 2008). 

A demás de NOD2 se han identificado genes relacionados con el proceso de 
autofagia como ATG16L1 (autophagy related 16-like 1) e IRGM (immunity-related 
GTPase family M), relacionados a la susceptibilidad de la EC. La presencia de 
polimorfismos identificados mediante GWAS en ATG16L1 e IRGM se asocian a 
susceptibilidad a la EC. ATG16L se expresa ampliamente en células del epitelio 
intestinal, células presentadoras de antígenos y células T CD4+ y CD8+, 
asociándose a funciones relacionadas al procesamiento de antígenos y 
degradación de patógenos intracelulares (Hampe et al., 2006; Parkes et al., 2007). 
La autofagia participa en el reciclaje de orgánulos, proteínas dañadas y en la 
restricción del crecimiento de microorganismos patógenos. Mutaciones en 
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ATG16L1 e IRGM reducen el nivel de eliminación y promueven condiciones para el 
crecimiento intracelular de patógenos bacterianos (Amano et al., 2006). Por 
ejemplo, estudios en células epiteliales del intestino indican que la desactivación de 
ATG16L1 o IRGM anula la capacidad de eliminar patógenos intracelulares como 
Salmonella typhimurium (Rioux et al., 2007) o Mycobacterium tuberculosis (Singh et 
al., 2006), respectivamente. La presencia de mutaciones en NOD2, ATG16L1 e 
IRGM indican que alteraciones en el procesamiento intracelular de bacterias 
promueven el establecimiento de la EC. 

Por otro lado, el proceso de autofagia puede regular la activación del inflamasoma 
(complejo multiproteico encargado de la activación de procaspasa 1, enzima 
involucrada en la activación de IL-1β e IL-18), dando inicio a una respuesta 
inflamatoria a patógenos y/o activadores endógenos, induciendo una forma 
proinflamatoria de muerte celular llamada piroptosis (Miao et al., 2011). Saitoh et 
al., sugieren que la autofagia regula negativamente la activación del inflamasoma. 
Experimentos en ratones Atg16L1-/- indican que la ausencia de ATG16L1 
incrementa la activación de procaspasa 1, induciendo una mayor producción de IL-
1β e IL-18 en macrófagos posterior a la exposición de LPS. De igual forma, haciendo 
uso de 3MA (3-methyladenine) inhibidor químico de la autofagia, la síntesis de IL-1 
β es significativamente mayor en macrófagos expuestos a LPS/3MA en 
comparación con el nivel de IL-1 β de macrófagos expuestos únicamente a LPS; 
indicando que la autofagia limita la activación del inflamasoma y a su vez la 
producción de IL-1β (Saitoh et al.,2008). Otro mecanismo relacionado el control de 
la activación del inflamasoma por la autofagia es la eliminación de componentes del 
inflamasoma mediante la ubiquitinación. La biquitinacióm de ASC (Inflammasome 
Adaptor Protein Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing CARD) 
mediada por p62, moviliza a ASC al proteosoma para su degradación (Shi et al., 
2012). Asimismo, Zhou et al., proponen que la eliminación de mitocondrias dañadas 
y por ende la liberación de ROS (ReactiveOxygen Species) y ADN mitocondrial al 
citoplasma disminuye la activación del inflamasoma NLRP3 y la producción de IL-
1β e IL-18, con ello previniendo el inicio de un proceso inflamatorio (Zhou et al., 
2010). 

 

2.5.3 Factores inmunológicos involucrados en el desarrollo de IBD 

Alteraciones de la respuesta inmune, específicamente una desregulación en la 
producción de citocinas por células Th1, Th2 y Th17 como TNF, IFN, IL-12; IL-4, IL-
10, IL-13; IL-17 e IL-23 respectivamente, intervienen en la susceptibilidad a las IBD 
(Neurath et al., 2002; Yen et al., 2006; Neuman etal., 2007). En condiciones 
normales, la mucosa intestinal se encuentra en un estado de inflamación controlada. 
Sin embargo, durante el desarrollo de un proceso inflamatorio hay un aumento en 
los niveles de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, IL-17 e IL-18, que de no ser controlado, 
aumenta el nivel de infiltración de neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, 
células NK, células B y células T las cuales producen quimiocinas y citocinas que 
perpetúan la respuesta inflamatoria (Jump et al., 2004; Strober et al., 2007).  
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Estudios clínicos indican la participación de TNF en el desarrollo de IBD (Olesen et 
al., 2016). TNF es producido por monocitos y macrófagos activados, mastocitos, 
células NK, linfocitos T, neutrófilos y células del endotelio (Bradley et al., 2008). TNF 
ejerce efectos proinflamatorios mediante la interacción con los receptores TNFR1 y 
TNFR2, promoviendo el aumento de IL-1, IL-6 e IFN-γ, debilitamiento de la barrera 
del intestino e induciendo apoptosis en células epiteliales del intestino en pacientes 
con IBD (Spoettl et al., 2007; Koch et al., 2012). Pacientes con EC tratados con 
infliximab (anticuerpos anti-TNF) tienen una disminución en la patología de la 
enfermedad, relacionado al aumento en la actividad de células Treg y una reducción 
en los niveles de citocinas inflamatorias (Rutgeerts et al., 2005; Ford et al., 2011; 
Guide et al., 2013). Adicionalmente, estudios en ratones Tnf △ARE (generan un 
exceso de TNF) desarrollan inflamación intestinal transmural característica de la EC 
(Kontoyiannis et al., 1999), indicando que ratones que albergan un transgen de TNF 
desarrollan una exacerbación de la patología asociada a colitis (Armaka et al., 
2008). 

Otra citocina reportada con elevadas concentraciones en pacientes con IBD es IL-
6. La IL-6 regula la respuesta de fase aguda, diferenciación de monocitos a 
macrófagos, proliferación y resistencia a apoptosis de células T (Kishimoto, 2005). 
En modelos animales de colitis experimental, la IL-6 es principalmente producida 
por macrófagos y células T CD4+ de la lámina propia, participando en la inducción 
de células Th17 e inhibición en la diferenciación de células Treg (Diehl et al., 2002; 
Naugler et al., 2008). Estudios en modelos murinos de la EC en donde utilizaron 
anticuerpos anti-IL-6R (receptor de IL-6) para bloquear la señalización de IL-6, 
reducen el proceso inflamatorio en el intestino inducido por la administración de 
TNBS. El efecto antiinflamatorio asociado al uso de anti-TNF se relaciona con el 
incremento del nivel de apoptosis de células mononucleares y células T de la lámina 
propia productoras de IFN-γ, TNF e IL 1β que contribuyen a la perpetuación de la 
inflamación intestinal (Atreya et al., 2000; Yamamoto et al., 2000; Yu et al., 2009; 
Yamamoto et al., 2012). 

La participación de IL-12 también ha sido relacionada en la fisiopatología de la EC. 
Diversos estudios reportan un incremento de IL-12 en la mucosa de pacientes con 
EC, asimismo macrófagos aislados de pacientes con la EC producen mayores 
cantidades de IL-12 ex vivo, sugiriendo la participación de IL-12 en la perpetuación 
de la inflamación intestinal en la EC (Monteleone et al., 1997). El incremento en el 
nivel de IL-12 no solo ha sido reportado en estudios clínicos, en modelos murinos 
de inducción de colitis se ha mostrado un incremento en el nivel de IL-12 en ratones 
administrados con TNBS en comparación con los ratones control. Consistente con 
lo anterior, en este modelo, el uso de anticuerpos anti-IL-12p40 reduce la respuesta 
inflamatoria intestinal debido a la disminución en la respuesta mediada por células 
T, generando menores niveles de citocinas Th1, principalmente IFN-γ (Grohmann et 
al., 2001). Aunado a lo anterior, estudios clínicos que emplearon anticuerpos anti-
IL-12 p40 mostraron una reducción de la patología en la EC, debido a la disminución 
en la síntesis de TNF e IFN-γ en células T CD4+ de lámina propia (Neurath et al., 
1995; Mannon et al., 2004).  
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Por otro lado, la participación de IL-23 e IL-23R ha sido sugerida en la patogénesis 
de enfermedades mediadas por el sistema inmunitario, incluidas las IBD (Duerr et 
al., 2006; Rivas et al., 2011). IL-23 se compone de las subunidades p19 (IL23A) y 
p40 (IL12B), es secretada por células dendríticas intestinales y promueve la 
expansión de células TH17 (Tang et al., 2012; Eken et al., 2014). Estudios clínicos 
muestran un aumento de IL-23 e IL-17 en pacientes con la EC en contraste con 
pacientes control. En modelos murinos la sobreexpresión de IL-23A resulta en la 
inflamación intestinal (Wiekowski et al.,2001; Hue et al., 2006). Otro ejemplo de la 
participación de IL-23 se observa en ratones deficientes en IL-10 que desarrollan 
inflamación intestinal espontánea la cual disminuye al administrar anticuerpos ant-
IL-23 (Elson et al., 2007). 

Adicionalmente se ha mostrado que la IL-17 juega un papel importante en la 
patogénesis de las IBD. La detección de IL-17 no es frecuente en el colon de 
personas sanas, en contraste, pacientes con la EC tienen un nivel significativamente 
más elevado de IL-17 (Fujino et al., 2003). En adición, la ausencia del receptor de 
IL-17, la neutralización de IL-17 o la eliminación de los factores de transcripción que 
promueven la generación de células Th17 (como RORγt y Stat3) genera resistencia 
al desarrollo de CU o EC en modelos murinos de colitis (Zhang et al., 2006; Durant 
et al, 2010). Finalmente, estudios de GWAS han demostrado que polimorfismos en 
genes implicados en la regulación de células Th17, por ejemplo, IL6, STAT3, RORγt 
e IL23R promueven el desarrollo de IBD (Song et al., 2016; Kuwabara et al., 2017). 

 

2.6 Familia de IL-1 

A pesar de que las citocinas mencionadas previamente han sido relacionadas con 
el establecimiento de un proceso inflamatorio característico de las IBD, diversos 
reportes señalan la contribución de miembros de la familia de IL-1, particularmente 
IL-18 e IL-1, involucradas en el desarrollo de la patogénesis de la EC y CU. IL-1 
pertenece a una super familia de citocinas, que lleva su nombre, estas citocinas 
ejercen efectos biológicos asociados con infección, inflamación y autoinmunidad. La 
super familia IL-1 está integrada por IL-1 (IL-1α, IL-1β), IL-18, IL-33, IL-36 e IL-37. 
Estas citocinas están relacionadas entre sí por su origen, la estructura del receptor 
y transducción de señales (Arend et al., 2008; Dinarello et al., 2010). Los receptores 
de esta familia comparten una arquitectura similar, compuesta por tres dominios 
similares a inmunoglobulina en sus dominios externos y un dominio intracelular 
Toll/IL-1R (TIR). El inicio de la vía de señalización de estas citocinas requiere dos 
receptores, un receptor específico primario y un receptor accesorio. El receptor 
primario es responsable de la unión específica a la citocina mientras que el receptor 
accesorio, no se une a la citocina, sino que se asocia con los complejos binarios 
preensamblados (la citocina y el receptor primario) (O´Neill et al., 2008). La unión 
de las citocinas a sus respectivos receptores da como resultado un complejo 
ternario de señalización que conduce a la dimerización de los dominios TIR de los 
dos receptores, iniciando la señalización intracelular, activando las proteínas 
quinasas activadas por mitógeno (MAPK) y NF-κB lo cual induce la expresión de 
otras citocinas inflamatorias (Dinarello et al., 2009). 
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Para que las citocinas de la familia IL-1 puedan unirse a sus receptores e iniciar sus 
vías de señalización deben de pasar por un proceso de activación para ser 
biológicamente funcionales, tal es el caso de IL-1 e IL-18, las cuales son activadas 
por el complejo multiproteíco conocido como inflamasoma. Los inflamasomas son 
complejos citosólicos conformados por una molécula receptora, un receptor NOD 
(NLR), también puede ser un receptor de AIM2, ALR (AIM-Like Receptor, AIM: 
Absent in Melanoma); una molécula adaptadora conocida como proteína asociada 
a la apoptosis (Apoptotic-Associated Speck-like Protein, ASC) la cual contiene un 
dominio de activación y reclutamiento de caspasas (CARD); y una molécula 
efectora, procaspasa 1 que se procesa autocatalíticamente a caspasa 1 que actúa 
como molécula efectora (Martinon et al., 2002; Rathinam et al., 2012). 

La activación de la inflamación es desencadenada por diversas señales las cuales 
inducen la escisión autocatalítica de procaspasa 1 en su forma activa, caspasa 1, 
responsable de la activación y secreción de IL-1β e IL-18 (Schroder et al., 2010). 
Los productos generados por la actividad de la caspasa 1 son potentes citocinas 
proinflamatorias con diversas actividades en células inmunes y no inmunes. Por 
ejemplo, inducen la expresión de moléculas de adhesión celular, la síntesis de óxido 
nítrico y la producción de quimiocinas que reclutan y activan a células fagocíticas. 
De este modo, los inflamasomas activados desencadenan un inicio rápido de la 
respuesta inflamatoria (Strowig et al., 2012). Adicionalmente, caspasa 1 induce una 
forma de muerte celular denominada piropoptosis, proceso que limita la replicación 
de patógenos intracelulares e induce la liberación de IL-1β e IL-18 atrayendo a 
células fagociticas para atacar a los patógenos liberados (Miao et al., 2011). 

La IL-1α y la IL-1β son codificadas por diferentes genes, pero son funcionalmente 
similares. Ambas citocinas se unen al receptor de IL-1 tipo I (IL-1RI), lo que coduce 
al reclutamiento de la proteína accesoria IL-1R (IL-1RAcP) y la formación del 
complejo IL-1/ IL-1R1/ IL-1RAcP. Enseguida se agrega la proteína adaptadora 
MyD88 al dominio TIR para culminar en la activación de NF-κB, el cual trasloca al 
núcleo activando diversos genes con actividad inflamatoria (Sims et al., 2010). 
Aunque IL1α e IL-1β exhiben actividades biológicas similares, difieren en algunas 
características como: IL-1α se localiza generalmente en el citosol, pudiendo también 
secretarse al medio extracelular. En contraste, IL-1β primero necesita ser activada 
y posteriormente se secreta al medio extracelular (Keller et al., 2008). Una vez 
secretada IL-1β regula las respuestas sistémicas y locales a las infecciones, 
generando fiebre, activando linfocitos y promoviendo la transmigración de leucocitos 
a los sitios de lesión o infección, induciendo la proliferación y supervivencia de 
células T y B, así como inducir en macrófagos, neutrófilos, fibroblastos y células de 
músculo liso la síntesis de prostaglandinas, proteasas y otras citocinas inflamatorias 
(Ben- Sasson et al.,2009; Dinarello et al., 2009).  

Los efectos biológicos de la IL-1 están regulados por inhibidores, entre los cuales 
se encuentra el receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra) que se une al IL-1RI y previene 
la actividad de IL-1α e IL-1β (Arend et al., 1994; Burger et al., 1995). Otro receptor 
antagonista de la actividad de IL-1β es el receptor de IL-1 tipo II (IL-1RII), el cual 
funciona como un receptor señuelo atrapando a IL-1β previniendo la señalización 
generada por IL-1β. debido a la ausencia de un dominio citoplásmico por lo que el 
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reclutamiento de MyD88 no se produce (Symons et al., 1991 y 1995). 
Adicionalmente, existe el receptor accesorio de IL-1 (IL-1RAc) que tiene la 
capacidad de asociarse a IL-1α e IL-1β, actuando como un potente inhibidor de IL-
1 (Smiith et al., 2003). Por lo tanto, es necesario mantener un equilibrio entre el nivel 
de producción de IL-1α e IL-1β y la cantidad de antagonistas para prevenir 
enfermedades asociadas al componente inflamatorio (Ligumsky et al., 1990). 
Diversos reportes sugieren que IL-1α e IL-1β participan activamente en la 
generación de inflamación intestinal, observándose un aumento en la producción de 
IL-1 por células mononucleares aisladas de la lámina propia, principalmente 
macrófagos, de pacientes con IBD correlacionando un elevado nivel de IL-1 con un 
mayor grado de inflamación y necrosis de la mucosa intestinal (Mahida et al., 1989). 

Por otra parte, estudios enfocados en la influencia del IL-1Ra en las IBD muestran 
un desbalance en la proporción IL-1Ra/IL-1 en pacientes con EC y CU en 
comparación con los sujetos control, sugiriendo que una disminución en la 
producción de IL-1Ra puede contribuir con la gravedad de la enfermedad (Casini-
Raggi et al., 1995). Asimismo, se ha demostrado la influencia de IL-1 en la 
generación de colitis en modelos animales. Cominelli et al., 1990 indican que niveles 
elevados de IL-1α e IL-1β correlacionaban con el grado de inflamación en la mucosa 
intestinal de conejos a los cuales se les había inducido colitis y que el bloqueo de 
los receptores de IL-1 reducen la respuesta inflamatoria asociada a colitis 
experimental. Adicionalmente, Cominelli et al., 1992 señalan la importancia de los 
antagonistas de IL-1 en la reducción de inflamación intestinal al administrar de forma 
exógena IL-1R, resultando en la disminución de la patología asociada a colitis. 
Finalmente, la eliminación genética de caspasa 1, enzima involucrada en el 
procesamiento de IL-1β, disminuye el daño generado por la administración de DSS, 
señalando la participación de IL-1 en la inflamación intestinal. 

 

2.7 IL-18 

La IL-18, fue inicialmente conocida como el factor inductor de IFN-γ en modelos de 
infección con Propionibacterium acnes al observar su influencia sobre los niveles de 
IFNγ (Okamura et al., 1995). Esta interleucina se expresa en todos los linajes 
celulares, tanto hematopoyéticos como no hematopoyéticos (células de la microglía 
(Prinz et al., 1999), células dendríticas (Stoll et al., 1998) células de Kupffer, células 
de la corteza suprarrenal (Conti et al., 1997), células sinoviales, macrófagos, 
queratinocitos (Stoll et al., 1997), osteoblastos (Udagawa et al., 1997), y 
fibroblastos); en el intestino IL-18 es producida principalmente por el epitelio 
intestinal, macrófagos y células dendríticas (Gracie et al., 2003). 

La IL-18 se une al complejo IL-18R (expresado en macrófagos, neutrófilos, linfocitos 
T y B, células NK y células endoteliales) (BoLeung et al, 2001), heterodímero 
conformado por una cadena α (IL-18Rα) responsable de la unión extracelular de IL 
-18; y una cadena β (IL-18Rβ) encargada de transducción de señales (Torigoe et 
al., 1997; Born et al., 1998; Hoshino et al., 1999), finalizando en la activación de NF-
κB induciendo la producción de IFNγ en células T y NK, y activación de la actividad 
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microbicida en macrófagos debido a la producción de óxido nítrico (Nakanishi et al., 
2001). Aunado a esto, IL-18 promueve la secreción de perforinas, TNF, IL-1β, IL-8 
y GM-CS, induciendo un incremento en la expansión, migración y activación de 
neutrófilos durante las infecciones (Hyodo et al., 1999; Hoshino et al., 2001). 

Similar a IL-1, los efectos biológicos de IL-18 están regulados por inhibidores, 
principalmente por la proteína de unión a IL-18 (IL-18BP), previniendo la interacción 
de IL-18 con su receptor (Novick et al., 1999). IL-18BP humana es producida por 
macrófagos y células endoteliales del intestino en 4 isoformas distintas (IL-18BPa, 
IL-18BPb, IL-18BPc e IL-18BPd) derivadas de splicing alternativo, siendo las 
isoformas IL18BPa e IL18BPc las únicas con capacidad de neutralizar la actividad 
biológica de IL-18, previniendo la interacción con su receptor, inhibiendo la 
señalización mediada por IL-18 (Kim et al., 2000; Corbaz et al., 2002). 

Diversos estudios señalan la participación de IL-18 en la patogénesis de la EC y CU 
(Monteleone et al., 1999). La evidencia sugiere que polimorfismos en los promotores 
de IL-18 (Takagawa et al., 2005) e IL-18R o un desequilibrio entre los niveles IL-18 
e IL 18BP están fuertemente asociados con la susceptibilidad a IBD (Tamura et al., 
2002; Zhernakova et al., 2008). Estudios clínicos reportan elevados niveles de IL-
18 en el suero de pacientes con EC (Leach et al., 2008). Asimismo, estudios 
inmunohistoquímicos en biopsias del colon de pacientes sanos y con IBD exhiben 
un contrastante cambio en la expresión de IL-18, observándose mayor expresión de 
IL-18 en la mucosa intestinal de pacientes con EC (Pizarro et al., 1999). Los 
modelos animales que recapitulan la patología de las IBD han sugerido la 
participación de IL-18 en la patogénesis de estas enfermedades, exhibiendo el 
efecto deletéreo asociado a IL-18 (Maerten et al., 2004). Estudios en ratones en los 
cuales se genera colitis al administrar agentes químicos como TNBS o DSS tienen 
un incremento significativo en los niveles de IL-18 en contraste con los ratones 
control (Pizarro et al., 1999; Sivakumar et al., 20002; Nowarsky et al., 2015). Por otra 
parte, en ratones transgénicos en los que se induce la sobreexpresión de IL-18 
desarrollan una exacerbada inflamación, acompañado de un aumento en la 
infiltración de macrófagos a la mucosa intestinal (Ishikura et al., 2003). Debido a que 
el desarrollo de colitis está relacionado con la sobreexpresión de IL-18, se han 
generado modelos en los cuales se pretende regular negativamente la producción 
de esta citocina. Por ejemplo, en ratones Balb/C deficientes de caspasa 1 disminuye 
la susceptibilidad a colitis inducida por DSS así como el deterioro del epitelio 
intestinal, en comparación con ratones silvestres (Siegmund et al., 2001; Ten Hove 
et al., 20001). Adicionalmente, en un modelo de transferencia de linfocitos T a 
ratones inmunodeficientes a los cuales se les había administrado un adenovirus que 
expresaba un ARNm anti sentido para IL-18, se detectó una resistencia al desarrollo 
de inflamación exacerbada, en contraste con los ratones control (Wirtz et al., 2002), 
sugiriendo que la neutralización o la eliminación génica de IL-18 contribuye a una 
disminución en la gravedad de la enfermedad. 

A pesar de que la evidencia señala a IL-18 como un factor importante en la 
patogénesis asociada a colitis, estudios recientes sugieren la posibilidad de un 
efecto dual para IL18, ya que IL-18 ejerce un papel protector, facilitando la 
reparación del tejido y promoviendo la homeostasis intestinal en condiciones 
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normales (Siegmund et al., 2010). El efecto benéfico generado por IL-18 en la 
mucosa intestinal se demostró usando ratones deficientes de IL-18 o IL-18R, los 
cuales exhiben mayor susceptibilidad a colitis inducida por DSS comparado con los 
ratones WT. Estudios adicionales refuerzan la función benéfica de IL-18, ratones 
deficientes en los componentes del inflamasoma, Nlrp3 -/-, Nlrp6 -/- Pycard -/- y Casp1 
-/- mostraron niveles bajos de IL-18 en el colon, asociándose con un incremento a la 
susceptibilidad a la enfermedad en contraste con ratones silvestres (Zaki et al., 
2010; Elinav et al., 2011; Hirota et al.,2011). Aunque la ausencia de los 
componentes del inflamasoma impacta en la producción de IL-1β como de IL-18, el 
mecanismo asociado al incremento en la inflamación se relaciona con la 
disminución en la producción de IL-18, debido a que la administración exógena de 
IL-18 recombinante fue suficiente para disminuir el proceso inflamatorio generado 
por la colitis (Dupaul-Chicoine et al., 2010). Por otra parte, Levy et al., 2015 sugieren 
que IL-18 participa en la protección de la mucosa intestinal, al actuar como un factor 
involucrado en la síntesis de péptidos antimicrobianos, elementos del sistema 
inmune innato encargados de la protección frente a un infiltrado masivo de 
microbiota hacia la lámina propia. En conjunto estos datos resaltan la importancia 
de IL-18, desempeñando funciones diferentes durante un proceso inflamatorio, así 
como su influencia en condiciones normales promoviendo la homeostasis intestinal. 
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3. ANTECEDENTES/JUSTIFICACIÓN 

Como se mencionó anteriormente, el AE genera efectos benéficos a nivel celular 
(Connor et al., 1982; Kempermann et al., 1997; Kempermann et al., 2002; Faherty 
et al.,2003; Bruel-Jungerman et al., 2005; Leggio et al., 2005) y conductual en el 
sistema nervioso de ratones (Rosenzweig et al.,1962; Tang et al., 2001; Lee et al., 
2003; Bennett et al., 2006). Los efectos del AE no están restringidos a ratones sanos 
ya que modelos murinos que recapitulan patologías del sistema nervioso como 
enfermedad de Huntington (van Dellen et al., 2000; Spires et al., 2004), Parkinson 
(Bezard et al., 2003), Alzheimer (Jankowsky et al., 2005; Lazarov et al., 2005; 
Nagahara et al., 2013) y lesiones en el cerebro (Onlsson et al.,1995; Young et 
al.,1999) exhiben mejoría en animales expuestos al AE. Adicionalmente, la 
exposición al AE ejerce efectos benéficos en los órganos o sistemas de la periferia 
corporal al disminuir el crecimiento de tumores en modelos murinos de cáncer de 
colon, melanoma (Cao et al., 2010) y páncreas (Li et al., 2015). Asimismo, el AE 
induce la expresión de genes relacionados al cambio de tejido adiposo blanco a 
tejido adiposo pardo, evitando la acumulación de grasa y con ello generando 
resistencia al desarrollo de obesidad (Cao et al., 2011). 

Tomando en cuenta los efectos benéficos del AE, nuestro grupo de investigación 
evaluó la influencia del AE en un modelo murino de la enfermedad de diabetes 
mellitus, mostrando que el AE reduce el proceso inflamatorio en el tejido adiposo 
visceral e hipotálamo, así como revertir las alteraciones relacionadas al 
metabolismo de glucosa (Díaz de León et al., 2013). Del mismo modo, Villaseñor y 
colaboradores (en preparación), evaluaron la influencia del AE en dos modelos 
murinos de colitis experimental (DSS y TNBS), mostrando que el AE reduce la 
pérdida de peso, disminuye la reducción de la longitud del colon, aminora el daño al 
epitelio intestinal y disminuye los niveles de TNF e IL-1β, importantes en el 
establecimiento de un proceso inflamatorio.  

Diversos estudios han investigado la participación de IL-18 en el desarrollo de las 
IBD. En condiciones de homeostasis IL-18 tiene un efecto protector, sin embargo, 
durante la presencia de inflamación IL-18 ejerce un papel deletéreo (Siegmund et 
al., 2010). La ausencia de IL-18 o ratones deficientes en algún componente del 
inflamasoma (Nlrp3 -/-, Nlrp6 -/-, Pycard -/- y Casp1 -/-) desarrollan un incremento en 
la susceptibilidad a las IBD (Zaki et al., 2010; Elinav et al., 2011; Hirota et al.,2011) 
Así mismo, la administración exógena de IL-18 recombinante es suficiente para 
disminuir el proceso inflamatorio asociado a colitis (Dupaul-Chicoine et al., 2010). 
Finalmente, Levy et al., 2015 señalan que IL-18 promueve la síntesis de péptidos 
antimicrobianos contribuyendo al reforzamiento de la barrera intestinal, reduciendo 
el infiltrado de microbiota a la lámina propia con ello disminuyendo el inicio de un 
proceso inflamatorio.  

El papel nocivo de IL-18 ha sido demostrado en modelos murinos de colitis con DSS 
(Sivakumar et al., 2002; Nowarsky et al., 2015), ratones KO de caspasa 1 
(Siegmund et al., 2001), ratones que sobreexpresan IL-18 (Ishikura et al., 2003) o 
ratones que expresan un ARNm anti sentido para IL-18 (Wirtz et al., 2002), 
mostrando que elevados niveles de IL-18 inducen una exacerbación de la 
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inflamación intestinal. Finalmente, modelos en los que se neutraliza o elimina IL-18 
indican que la disminución de IL-18 promueve una mejora de la enfermedad 
(Siegmund et al., 2001; Ten Hove et al., 2001) indicando la participación de IL-18 
en el desarrollo de la enfermedad.  

Tomando en cuenta que, a) la exposición al AE tiene efectos benéficos a nivel del 
sistema nervioso en individuos sanos e induce una mejoría en modelos murinos de 
patologías asociadas al cerebro; b) el habitar condiciones de enriquecimiento 
reduce el desarrollo de cáncer, obesidad, reversión de las complicaciones 
asociadas a diabetes y reducción de la inflamación en tejido visceral; así como 
aminorar el daño relacionado a colitis en 2 modelos murinos de IBD al prevenir el 
incremento en el nivel de IL-1, TNF e IFN-γ y reducir el daño al epitelio intestinal; el 
mecanismo mediante el cual el AE regula el proceso inflamatorio en la mucosa 
intestinal aún se desconoce; y c) dado que IL-18 tiene efectos benéficos en la 
mucosa intestinal en condiciones de homeostasis pero durante un proceso 
inflamatorio actúa como un promotor de daño. Proponemos que el AE mediante, la 
regulación de la producción de IL-18 atenuará el proceso inflamatorio y el daño al 
epitelio intestinal, contribuyendo al restablecimiento de la homeostasis intestinal.  
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4. HIPÓTESIS 

 

El ambiente enriquecido mediante la regulación del nivel de IL-18 atenuará el daño 
al epitelio intestinal en dos murinos de colitis experimental, DSS y TNBS. 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 
Demostrar que la exposición al ambiente enriquecido modifica el nivel de IL-18 y 
con ello reduce el daño en la mucosa intestinal, resultante de la inducción de colitis 
con DSS y TNBS. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1) Evaluar si el AE modula los niveles de IL-18 durante el desarrollo de colitis. 

 
2) Determinar si el AE atenúa el daño al epitelio intestinal asociado al 

desarrollo de colitis. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

Condiciones de alojamiento, ambiente estándar (AN) y ambiente enriquecido 
(AE). 

Los animales se alojaron durante dos meses en jaulas estándar [(AN), jaulas de 
policarbonato de 31.0 cm de largo x 23.0 cm de ancho x 16.0 cm de altura], alojando 
5 ratones por caja (2 grupos de 5 animales cada uno); o jaulas de ambiente 
enriquecido [(AE), jaulas de plástico de 87.9 cm de largo x 47.6 m de ancho x 32.1 
cm de altura], alojando a 12 animales por jaula. Al principio de cada semana los 
ratones fueron colocados en jaulas limpias, ya sea en condiciones estándar o 
condiciones de enriquecimiento. En el caso del AE al iniciar cada semana, diferentes 
objetos fueron agregados para generar las condiciones de enriquecimiento, 
incluyendo ruedas para hacer ejercicio, túneles, juguetes de plástico con diversas 
formas y tamaño ubicados en posiciones totalmente diferentes para mantener el 
componente de novedad y complejidad. En cambio, a las cajas del AN no se agregó 
ningún objeto. 

Cepas de ratón utilizadas en este trabajo. 

Se utilizaron 44 ratones machos, 22 ratones de la cepa C57BL/6N y 22 ratones de 
la cepa Balb/C, de ocho semanas de edad. Los animales tenían acceso a alimentos 
y agua ad libitum, así mismo se alojaron en condiciones controladas de temperatura 
y humedad, manteniendo un ciclo luz-oscuridad de doce horas. Los ratones se 
mantuvieron en el bioterio siguiendo las reglas establecidas por el Comité de 
Bioética del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

Inducción de colitis. 

Se generó colitis añadiendo DSS al agua para beber, a una concentración de 2.5% 
para animales del AN y una concentración de 0.83% para animales del AE, debido 
a que estos animales ingieren tres veces más líquidos que los animales del AN 
(Villaseñor et al., en preparación), durante siete días. Los animales control del AE o 
AN bebieron agua sin DSS. En el caso de la cepa Balb/C, la inducción de colitis se 
efectuó mediante la administración intrarectal de 2 mg de TNBS disueltos en 100 μl 
de etanol al 40% (v/v), a los ratones del grupo control se les administró PBS diluido 
en 100 μl de etanol al 40%. Una vez administrado el TNBS o PBS, cada grupo de 
animales fue devuelto a sus respectivas condiciones de alojamiento, ya sea AN o 
AE. Después de siete días, se realizó el sacrificio de los animales a través de la 
exposición a CO2. Se extrajo el intestino grueso, el cual se lavó tres veces con PBS 
suplementado con antibiótico y antimicótico. Una vez eliminada la materia fecal se 
realizaron tres lavados adicionales y finalmente se colectó la región correspondiente 
al colon proximal, depositándola en tubos Eppendorf (1 mL) los cuales fueron 
almacenados a una temperatura de -70°C hasta el día del procesamiento. 
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Puntuación de actividad de la enfermedad (Disease Activity Score, DAS). 

Posterior a la inducción de colitis, durante siete días se monitorearon diferentes 
parámetros que reflejan la progresión de la enfermedad. Entre los parámetros 
analizados se encuentran el peso corporal, apariencia del pelaje (0: normal, 1: 
alterada), consistencia de heces (0: normal, 1: heces blandas con forma, 2: heces 
sin consistencia y presencia de sangre) y presencia de sangre en la zona perianal 
(0: sin rastro de sangre, 1: trazas de sangre en la región perianal, 2: abundante 
sangre en la región perianal). El DAS y los cambios en el peso corporal se calcularon 
al final de los 7 días de tratamiento. 

 Extracción de proteína total. 

Para la extracción de proteína total del colon proximal de ratones expuestos a las 
distintas condiciones experimentales; los fragmentos de intestino previamente 
colectados se colocaron en hielo y se agregó 350 µl de buffer de lisis TLB (20 mM 
Tris pH 7.4, 137 mM NaCl, 25 mM β-glicerofosfato, 2 mM PPiNa, 2 mM EDTA pH 
7.4, 1% Triton X-100, 10% glicerol) o RIPA (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, 0.5 mM 
EGTA, 1% Triton X-100, 0.1% Deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 140 mM NaCl) 
suplementados con inhibidores de proteasas (Antipaína 5 µg/µl, Leupeptina 5 µg/µl, 
Pepstatina 5 µg/µl, PMSF 1 mM), inhibidor de fosfatasas (Na3VO4 1 mM) y un 
agente reductor (DTT 0.5 mM) y se incubaron 10 min a 4° C. Posterior a los 10 min 
de incubación las muestras se sonicaron usando ciclos de 10 seg-ON y 30 seg-OFF 
con una amplitud de onda del 80%, repitiendo el proceso tres veces. Posterior al 
lisado las muestras se centrifugaron a 14 500 rpm/10 min/ 4°C, finalizado el tiempo 
de centrifugación se colectó el sobrenadante, se colocó en tubos Eppendorf (1 mL) 
y se almacenaron a -70°C hasta el día del procesamiento. 

Western Blot.  

La concentración de proteína se determinó por el método de Bradford. Se tomaron 
30 µg de proteína de los extractos totales para cada condición experimental, se 
agregó 5 µl de buffer de carga (4x Tris/SDS, pH: 6.8, glicerol, SDS, DTT, Azul de 
bromofenol) y se aforó a un volumen final de 30 µl agregando H2O destilada, 
finalmente se desnaturalizaron las proteínas por ebullición durante 5 min. Los 30 µg 
de proteína desnaturalizada fueron resueltos en geles de acrilamida (SDS-PAGE) 
al 12.5% o 15% usando 30 mA por gel. Una vez separadas las proteínas por peso 
molecular se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL 
Nitrocellulose Membrane- GE Healtcare) usando el buffer de transferencia (200mM 
glicina, 25 mM Tris, 0.1% SDS, 20% MeOH) durante 45 minutos usando 100 V por 
membrana. AL finalizar la transferencia de proteínas a la membrana de 
nitrocelulosa, las membranas se tiñeron con rojo de Ponceau (Sigma) para 
visualizar el patrón de bandeo proteíco, se lavó la membrana con H2O destilada 
para eliminar el exceso de colorante. La membrana se bloqueó con leche 
descremada al 5% o 1.2 % diluida en TBS/Tween 20 (TBS/T-0.1%) (TBS 10 mM 
Tris pH: 7.5, 150 mM NaCl y Tween 20 al 0.1 %) durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Finalmente se agregó el anticuerpo primario (AcP) diluido en TBS/T-0.1% 
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de acuerdo con las especificaciones del proveedor (Tabla 1) y se incubó una noche 
en agitación constante a 4 °C.  

Transcurrido el tiempo de incubación con el AcP, se eliminó el exceso de AcP y se 
procedió a realizar una serie de lavados, 2 lavados de 10 min con TBS/T-0.1%, 1 
lavado de 5 min con TBS/T-0.1% alto en NaCl (500 mM) y 1 lavado de 5 min con en 
TBS/T-0.1%. Posteriormente se agregó el anticuerpo secundario (AcS) (el cual 
depende del AcP utilizado) diluido en TBS/T-0.1% y se incubó 1 hora a temperatura 
ambiente con agitación constante. Finalizado el tiempo de incubación, se inició una 
serie de lavados semejantes a los descritos para el AcP. 

Para detectar la presencia de la proteína blanco, las membranas se revelaron 
utilizando el sustrato Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer Inc.) que genera 
quimioluminiscencia al interactuar con el AcS, dicha señal fue detectada por el 
equipo C-DiGit® Blot Scanner de LI-COR biosciences con el software Image Studio 
Lite Software. El mismo software fue utilizado para obtener los valores 
densitométricos de cada Western Blot generado. 

 

 Tabla 1. Anticuerpos usados en este trabajo. 

Anticuerpo Marca # catálogo Diluyente 
IL-18 (H-173) Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-7954 TBS/T-0.1% + leche 5% 

ERK2 (C-14) Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-154 TBS/T-0.1% 

GKLF (T-16) Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-12538 TBS/T-0.1% + BSA 5% 

Caspase-1 p-10 (M-20) Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-514 TBS/T-0.1% + leche 1.2% 

 

Los anticuerpos utilizados se diluyeron en leche al 1.2% o 5% o BSA (Bovine Serum 
Albumin) 5% en TBS/T-0.1%. Se emplearon AcS acoplados a peroxidasa de rábano 
(HRP) anti-goat, anti-rabbit y anti-chicken (el AcS usado depende del AcP utilizado). 

Análisis histológico. 

Después de la eutanasia, se colectaron piezas de 1.0 cm de longitud del colon 
proximal, se lavaron con PBS 1x y después se fijaron en paraformaldehído al 4%. 
Los tejidos fijados en paraformaldehído se embebieron en parafina, con ayuda de 
un micrótomo se cortaron en secciones transversales de 5 µm de grosor y se tiñeron 
con PAS (Periodic Acid Schiff)/Alcian azul. Posteriormente se obtuvieron 
aproximadamente 45 fotografías (en un microscopio Invertido NIKON ECLIPSE TE 
300), correspondientes a 45 zonas de cada condición evaluada en dos 
experimentos independientes, con un aumento de 40x para ratones de la cepa 
C57BL/6N. Para el caso de los ratones Balb/C se obtuvieron aproximadamente 4-
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10 fotografías, correspondientes a zonas de cada condición evaluada en un único 
experimento, con un aumento de 40x. Las fotografías fueron analizadas con el 
programa FIJI, calculando el área correspondiente a células caliciformes (zonas 
azules) dividiendo el valor anterior entre al área total de la zona fotografiada. Las 
imágenes representativas de cada condición se generaron con el microscopio Nikon 
ECLIPSE E600 con el objetivo 20x, utilizando la cámara digital Nikon DXM1200. 

Análisis estadístico. 

Los valores obtenidos de los diferentes experimentos fueron reportados como 
medias ± Error Estándar de la Media (SEM). Para determinar si los datos tenían 
significancia estadística se realizaron análisis de ANOVA de una vía seguida por 
prueba de Tukey, con el programa GraphPad Prism Software versión 6.0 (GraphPad 
Software). Los valores fueron normalizados con respecto a las condiciones control 
de cada experimento, se considera estadísticamente significativas aquellas pruebas 
con un valor de *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001 
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6.RESULTADOS 

6.1 La exposición al AE previene un incremento en el nivel de activación de IL-
18 en ratones C57BL/6 y Balb/C durante la inducción de colitis.  

Estudios previos del laboratorio mostraron que la exposición a condiciones de 
enriquecimiento atenúa el daño producido al epitelio intestinal, así como la 
producción de TNF e IL-1β en dos modelos murinos de colitis (Villaseñor et al., en 
preparación). Debido a que el AE reduce los niveles de TNF e IL-1β en animales 
con colitis, evaluamos el efecto del AE sobre el nivel de otras citocinas inflamatorias 
y/o poblaciones de células caliciformes en el intestino grueso de ratones con colitis. 
Para ello, ratones de la cepa C57BL/6 y Balb/C fueron sometidos al paradigma del 
AE o AN durante un periodo de dos meses, posteriormente se indujo colitis a través 
de la administración de DSS a ratones C56BL/6 o TNBS a ratones Balb/C y se 
evaluaron los niveles de IL-18, procaspasa 1, caspasa 1 y KLF4 mediante análisis 
de Western Blot. Asimismo, se obtuvieron cortes histológicos del intestino grueso 
para evaluar el daño en el intestino causado por la colitis (Fig. 3A y Fig. 3B). 

La IL-18 juega un papel importante en el desarrollo de colitis, reportándose un 
aumento de IL-18 en estudios clínicos (Monteleone et al., 1999; Pizarro et al., 1999; 
Kanai et al., 2000; Leach et al., 2008) como en modelos animales de las IBD (Kanai 
et al., 20001; Siegmund et al., 2001; Ten Hove et al., 20001; Sivakumar et al., 20002; 
Wirtz et al., 2002; Ishikura et al., 2003; Nowarsky et al., 2015), indicando que un 
exceso en el nivel de IL-18 está relacionado a un mayor daño en el intestino. Como 
se había reportado previamente (Sivakumar et al., 2002; Nowarsky et al., 2015), 
observamos un incremento significativo en el nivel de IL-18, aproximadamente de 
0.5 veces, en el colon de animales que habitaron al AN y se les administró DSS 
(AN/DSS) al compararse con los niveles de IL-18 de ratones control (AN/H2O) (Fig. 
4). En cambio, el AE no modifica los niveles de IL-18 en ausencia de un insulto ya 
que los niveles de IL-18 fueron similares entre los animales expuestos al AN o al AE 
que bebieron únicamente H2O (Fig. 4). Sin embargo, la exposición al EA previno el 
aumento en el nivel de IL-18, inducidos por la administración de DSS. De hecho, los 
niveles de IL-18 en los animales sometidos al AE con administración de DSS 
(AE/DSS) fueron significativamente menores en comparación con animales del AE 
que bebieron H2O (AE/H2O) (Fig 4). Así mismo, el nivel de lL-18 en animales 
expuestos al AE con DSS (AE/DSS) disminuyó significativamente al contrastarse 
con el nivel de IL-18 de ratones expuestos al AN con DSS (AN/DSS) (Fig 4). Estos 
resultados indican que el AE es capaz de modular la producción de IL-18 inducida 
durante la inflamación causada por la administración de DSS en ratones C57BL/6. 
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Figura 3. Diseño experimental para estudiar el efecto del ambiente enriquecido sobre dos modelos 
murinos de colitis. A) Representación esquemática del modelo murino de inducción de colitis con DSS. 
Ratones machos C57BL/6 se alojaron dos semanas en condiciones estándar, durante ese tiempo las heces 
fecales se mezclaron entre ellos para homogenizar la microbiota entre los ratones. Posteriormente, los animales 
se alojaron dos meses en condiciones de enriquecimiento ambiental (AE) o condiciones de habitación estándar 
(AN). Al final de los dos meses se indujo colitis a los ratones del AE y AN mediante la administración de DSS 
en el agua que bebían los ratones (durante 7 días), generándose los grupos de ratones con inducción de colitis 
(AN/DSS y AE/DSS) y los grupos control (AN/H2O y AE/H2O). En el octavo día, posterior al último día de 
administración de DSS, los ratones se sacrificaron y se colectó la región proximal del intestino grueso, a partir 
del intestino se obtuvieron cortes histológicos o se extrajo proteína total para la elaboración de western blot. B) 
Representación esquemática del modelo murino de inducción de colitis con TNBS. En el caso de los ratones 
Balb/C, el protocolo de homogenización de heces fecales y el alojamiento en el AN o AE fue similar a lo descrito 
para ratones C57BL/6. Sin embargo, la inducción de colitis se realizó mediante la administración de una dosis 
única de TNBS o PBS vía intrarectal, generándose los grupos de ratones con inducción de colitis (AN/TNBS y 
AE/TNBS) y los grupos control (AN/PBS y AE/PBS). Similar a ratones C57BL/6, en el octavo día, siete días 
después de la inyección de TNBS o PBS, los ratones se sacrificaron, se colectó la región proximal del intestino 
grueso y se obtuvieron cortes histológicos o proteína total para la elaboración de western blot. 
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Para confirmar el efecto modulador del AE sobre el nivel de IL-18, utilizamos un 
segundo modelo murino de inducción de colitis, el cual recapitula la patología 
asociada a la EC. Consistente con lo reportado por Ten Hove et al., 2001, los valores 
de IL-18 en el colon de animales expuestos al AN tratados con TNBS (AN/TNBS) 
incrementaron significativamente, alrededor de dos veces con respecto a los niveles 
de IL-18 observados en los animales control (AN/PBS) (Fig. 5). En contraste, la 
exposición al AE previno el incremento en los niveles de IL-18 inducidos por TNBS 
(AE/TNBS), no significativo, en relación con el nivel de IL-18 de ratones expuestos 
al AN con inducción de colitis (AN/TNBS) (Fig. 5). De igual forma que en ratones 
C57BL/6 (AE/H2O), el AE no ejerce algún efecto sobre el nivel de IL-18 en ratones 
Balb/C en ausencia de insulto (AE/PBS) (Fig. 5). Esto indica que el AE puede 
prevenir el incremento de IL-18 durante el desarrollo de colitis generada por la 
administración de TNBS en ratones Balb/C.  

 

 

Figura 4. La exposición al AE modula los niveles de IL-18 en ratones de la cepa C57BL/6.                                         
Se obtuvieron extractos proteicos totales de segmentos del colon proximal de ratones C57BL/6 expuestos a 
condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante dos meses y sometidos a la inducción 
de colitis con DSS. Se utilizaron 30 microgramos de extracto proteico para análisis de Western Blot, empleando 
anticuerpos específicos contra IL-18 o ERK2. Los niveles de ERK2 se utilizaron como control de carga. En la 
gráfica se muestran los valores de densitometría correspondientes al nivel de IL-18 (Dividiendo el valor de IL-
18 entre el valor de ERK2) así como el SEM (Error Estándar de la Media) de dos experimentos independientes, 
con una N total de 5 animales. Para el análisis estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida 
por prueba de Tukey. *p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001. 
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En conjunto estos resultados indican que el AE puede modular la producción de IL-
18 en dos modelos de colitis experimental. Por lo cual, el siguiente paso fue 
determinar si la modulación de los niveles de IL-18 se lleva a cabo mediante el 
control en la activación de caspasa 1, principal enzima involucrada en el 
procesamiento y activación de IL-18. 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. La exposición al AE modula los niveles de IL-18 en ratones de la cepa Balb/C.                                         
Se obtuvieron extractos proteicos totales de segmentos del colon proximal de ratones Balb/C expuestos a 
condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante dos meses y sometidos a la inducción 
de colitis con TNBS. Se utilizaron 30 microgramos de extracto proteico para análisis de Western Blot, empleando 
anticuerpos específicos contra IL-18 o ERK2. Los niveles de ERK2 se utilizaron como control de carga. En la 
gráfica se muestran los valores de densitometría correspondientes al nivel de IL-18 (Dividiendo el valor de IL-
18 entre el valor de ERK2) así como el SEM (Error Estándar de la Media) de un experimento, con una N total 
de 3 animales. Para el análisis estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida por prueba de 
Tukey. *p<0.05. 
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6.2 La exposición a condiciones de enriquecimiento modifica los niveles 
proteicos de procaspasa 1 y caspasa 1 en ratones C57BL/6 y Balb/C. 

La evidencia anterior sugiere que el AE promueve una reducción en los niveles de 
IL-18 en ratones a los que se les indujo colitis, con DSS o TNBS, sometidos al AE 
en comparación con ratones expuestos al AN con colitis. Para determinar si el 
impacto del AE sobre el nivel de IL-18 se relaciona con la regulación de su 
procesamiento, evaluamos el efecto del AE sobre los niveles (a nivel de proteína) 
de procaspasa 1 y caspasa 1, enzima encargada de la activación de IL-18, mediante 
análisis de Western Blot. 

Consistente con el incremento en el nivel de IL-18 de animales sometidos al AN con 
inducción de colitis (AN/DSS) comparados con el nivel de IL-18 de ratones control 
(AN/H2O) (Fig. 4), observamos que ratones C57BL/6 expuestos al AN con colitis 
(AN/DSS) el nivel de procaspasa 1 aumenta significativamente, aproximadamente 
más de 0.5 veces, en relación con el valor de procaspasa 1 en la condición AN/H2O 
(Fig. 6A). Así mismo, los niveles de caspasa 1 madura son significativamente más 
elevados en ratones sometidos al AN con colitis (AN/DSS) en comparación con los 
animales control (AN/H2O) (Fig. 6B). En el caso de animales expuestos al AE que 
bebieron H2O (AE/H2O) se aprecia un ligero incremento (no significativo) en los 
niveles de procaspasa 1 en comparación con los animales que habitaron en 
condiciones normales (AN/H2O) (Fig. 6A). Similar a lo anterior, el nivel de caspasa 
1 madura de ratones sometidos al AE y que bebieron H2O (AE/H2O) incrementa 
significativamente, aproximadamente dos veces, en comparación con el nivel de 
caspasa 1 madura observada en los animales que habitaron el AN y bebieron H2O 
(AN/H2O) (Fig. 6B). De hecho, los niveles de caspasa 1 madura en la condición 
AE/H2O fueron similares a los observados en los animales del AN con colitis 
(AN/DSS) (Fig. 6B). Sin embargo, al comparar el nivel de procaspasa 1 y caspasa 
1 madura de ratones expuestos al AE con colitis (AE/DSS) con los niveles 
procaspasa 1 y caspasa 1 de ratones expuestos al AN con colitis (AN/DSS), 
observamos que la exposición al AE disminuye significativamente la activación de 
caspasa 1 asi como reducir la síntesis de procaspasa 1 (dato no significativo) 
durante el desarrollo de un proceso inflamatorio (Fig. 6A y 6B). En conjunto, los 
datos anteriores sugieren que la exposición al AE modifica los niveles de 
procaspasa 1 y caspasa 1 en ausencia o en presencia de un insulto. Observandose 
que el AE disminuye los niveles de expresión de procaspasa 1 y caspasa 1 
inducidos por la administración de DSS (AE/DSS) en comparacion con ratones 
sometidos al AN/DSS, correlacionando con la disminución del nivel de IL-18 en 
ratones C57BL/6 expuestos a las mismas condiciones. 
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Similar a lo que acurre en ratones C57BL/6, la inducción de colitis en ratones Balb/C 
que habitaron en condiciones estándar (AN/TNBS), mostraron un incremento no 
significativo en los niveles de procaspasa 1 y caspasa 1 en el colon, comparándolos 
con los niveles de estas proteínas en los animales control (AN/PBS) (Fig. 7A y 7B). 
En cambio, ratones expuestos al AE con administración de PBS (AE/PBS) exhiben 
una disminución, no significativa, en el nivel de procaspasa 1; en contraste, en la 
misma condición, se observa una tendencia hacia el incremento en el nivel de 
caspasa 1 en comparación con los niveles observados en ratones que habitaron el 
AN sin inducción de colitis (AN/PBS) (Fig. 7A y 7B). Finalmente, ratones expuestos 
al AE con colitis (AE/TNBS) muestran una tendencia hacia el incremento en el nivel 
de procaspasa 1 y caspasa 1 en comparación con ratones sometidos al AE/PBS 
(Fig. 7A y 7B). 

                                                         
                

                
                  

               
               
                 

                     
                   

  

 

Figura 6. La exposición al AE modifica los niveles de procaspasa 1 y casasa 1 en ratones C57BL/6.                                         
Se obtuvieron extractos proteicos totales de segmentos del colon proximal de ratones C57BL/6 expuestos a 
condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante dos meses y sometidos a la inducción 
de colitis con DSS. Se utilizaron 30 microgramos de extracto proteico para análisis de Western Blot, empleando 
anticuerpos específicos contra caspasa 1 y ERK2. Los niveles de ERK2 se utilizaron como control de carga. En 
la gráfica se muestran los valores de densitometría correspondientes al nivel de procaspasa 1 (6A) o caspasa 
1 (6B) (dividiendo el valor de procaspasa 1 o caspasa 1 entre el valor de ERK2) así como el SEM (Error Estándar 
de la Media) de dos experimentos independientes, con una N total de 5 animales. Para el análisis estadístico 
se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida por prueba de Tukey. **p <0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001. 
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Por otra parte, los niveles de caspasa 1 de ratones que habitaron en el AE y que se 
les administró TNBS (AE/TNBS) presentan una disminución en el nivel de caspasa 
1 comparado con los niveles de caspasa 1 en ratones expuestos al AN con colitis 
(AN/TNBS) (Fig. 7B). Por el contrario, el nivel de procaspasa 1 de ratones sometidos 
al AE con colitis (AE/TNBS) exhibe un ligero incremento en relación con el nivel de 
procaspasa 1 de ratones que habitaron el AN con inducción de colitis (AN/TNBS) 
(Fig. 7A). Sin embargo, ninguno de estos cambios fue estadísticamente significativo. 
No obstante, las tendencias mostradas sugieren que semejante a lo que ocurre en 
ratones C57BL/6, la exposición de ratones Balb/C al AE puede disminuir la 
activación de caspasa 1 y subsecuentemente el nivel de IL-18 durante el desarrollo 
de colitis inducida por TNBS. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 7. La exposición al AE modifica los niveles de procaspasa 1 y casasa 1 en ratones Balb/C.                                         
Se obtuvieron extractos proteicos totales de segmentos del colon proximal de ratones Balb/C expuestos a 
condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante dos meses y sometidos a la inducción 
de colitis con TBNS. Se utilizaron 30 microgramos de extracto proteico para análisis de Western Blot, empleando 
anticuerpos específicos contra caspasa 1 y ERK2. Los niveles de ERK2 se utilizaron como control de carga. En 
la gráfica se muestran los valores de densitometría correspondientes al nivel de procaspasa 1 (7A) o caspasa 
1 (7B) (dividiendo el valor de procaspasa 1 o caspasa 1 entre el valor de ERK2) así como el SEM (Error Estándar 
de la Media) de un experimento, con una N total de 3 animales. Para el análisis estadístico se realizaron pruebas 
de ANOVA de una vía seguida por prueba de Tukey. 
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En conjunto, los resultados anteriores sugieren que mediante la regulación de la 
expresión de procaspasa 1 y caspasa 1, el AE previene el incremento del nivel de 
IL-18 en dos modelos murinos de colitis, y probablemente el daño ocasionado al 
intestino durante un proceso inflamatorio. Debido a lo anterior, el siguiente paso fue 
determinar si el decremento en el nivel de IL-18 reduce el daño en la mucosa 
asociado al proceso inflamatorio en el intestino. 

 

6.3 La exposición al AE previene la disminución de células caliciformes en 
ratones C57BL/6 y Balb/C. 

El AE previene el incremento de citocinas como TNF e IL-1β (Villaseñor et al., en 
preparación), reduce la síntesis y activación de procaspasa 1 y caspasa 1, y con 
ello, disminuye el nivel de activación de IL-18. Asimismo, los reportes indican que 
un incremento de IL-18 contribuye con la exacerbación del daño en la estructura del 
epitelio intestinal (Siegmund et al., 2001; Ten Hove et al., 2001; Sivakumar et al., 
2002; Wirtz et al., 2002; Ishikura et al., 2003) promoviendo la disminución del 
número de células caliciformes (Nowarsky et al., 2015) (principales productoras del 
moco que recubre el interior del intestino). Debido a lo anterior, nos preguntamos si 
la disminución del nivel de IL-18 en animales con colitis expuestos al AE reduciría 
el daño causado al epitelio intestinal, específicamente, previniendo la disminución 
de células caliciformes. 

Para contestar esta pregunta, ratones C57BL/6 o Balb/C fueron expuestos al AN o 
AE durante dos meses y posteriormente se indujo colitis mediante la administración 
de DSS o TNBS, respectivamente. Después de siete días los animales se 
sacrificaron, se colectó la región proximal del intestino grueso y se realizaron cortes 
histológicos los cuales fueron teñidos con la tinción PAS (Periodic Acid Schiff)/Alcian 
azul, específica para la detección de mucinas, principal producto generado por 
células caliciformes. Posteriormente se obtuvieron fotografías de diferentes 
regiones de los cortes histológicos, se estableció una escala y se determinó el área 
correspondiente a células caliciformes (áreas teñidas) y el valor resultante se dividió 
entre el área total, que comprende el área de la zona fotografiada. 

En concordancia a lo reportado por Nowarsky et al., 2015, la administración de DSS 
a ratones que habitaron el AN (AN/DSS) genera un incremento de IL-18 que 
correlaciona con la disminución significativa del área de células caliciformes, en 
comparación con ratones expuestos al AN que no recibieron DSS (AN/H2O), 
determinada como una reducción en el área ocupada por las células caliciformes 
(Fig. 8). Similar a los niveles de IL-18 madura observados en el colon de ratones 
que habitaron en el AN o en el AE y bebieron H2O (Fig. 4), el área ocupada por 
células caliciformes en el colon de ratones expuestos al AE (AE/H2O), fue similar a 
la de ratones expuestos al AN con H2O (AN/H2O) (Fig. 8). Finalmente, el AE previno 
la pérdida de células caliciformes debido a la inducción de colitis con DSS, ya que 
el área del colon ocupada por células caliciformes en los animales del AE que 
bebieron DSS (AE/DSS) fue similar al área de los animales que solo bebieron H2O 
(AN/H2O y AE/H2O) y significativamente mayor al área ocupada por células 



 
33 

 

caliciformes en el colon de ratones sometidos al AN con colitis (AN/DSS) (Fig. 8). 
Lo anterior correlaciona con Blazejewski et al., 2017, quien observa que la 
disminución del nivel de activación de caspasa 1 (similar a lo mostrado en los niveles 
de procaspasa 1 y caspasa1 en ratones C57BL/6, Fig. 6A y 6B) disminuye la pérdida 
de células caliciformes en el intestino, debido a la reducción en el nivel de IL-18 en 
ratones Caspasa 1 -/- a los cuales se les indujó colitis con DSS. Los datos anteriores 
indican que ratones C57BL/6 con un proceso inflamatorio expuestos al AE (AE/DSS) 
exhiben una resistencia a la pérdida de células caliciformes en relación con ratones 
sometidos al ambiente estándar con administración de DSS (AN/DSS). 

Consistente con los resultados de células caliciformes en ratones C57BL/6 (Fig. 8), 
ratones Balb/C a los que se les indujo colitis y habitaron el AN (AN/TNBS) muestran 
una disminución significativa del área de células caliciformes en comparación con 
ratones que habitaron en el AN sin inducción de colitis (AN/PBS) (Fig. 9). De la 
misma manera, el área correspondiente a células caliciformes de ratones con colitis 
que habitaron en condiciones estándar (AN/TNBS) disminuye significativamente 
con respecto al valor del área de células caliciformes de ratones que habitaron el 
AE con colitis (AE/TNBS) (Fig. 9). Por otra parte, los valores para el área de células 
caliciformes de ratones sometidos al AE con administración de PBS (AE/PBS) o el 
AE con colitis (AE/TNBS) son semejantes entre sí (Fig. 9). En cambio, se observa 
una tendencia en la disminución del valor de células caliciformes en ratones 
expuestos al AE con PBS (AE/PBS) en comparación con ratones sometidos al AN 
(AN/PBS) (Fig. 9). Lo anterior sugiere que el AE es capaz de prevenir la disminución 
de células caliciformes en un modelo murino de inducción de colitis con TNBS.  

En conjunto, los datos generados en dos modelos murino de colitis sugieren que el 
AE es capaz de disminuir el daño en el intestino ocasionado por la inducción de 
colitis al prevenir la perdida de células caliciformes; lo anterior correlaciona con la 
disminución del nivel de IL-18 y a su vez, la disminución de IL-18 se asocia a la 
reducción en la expresión de caspasa 1, de esta forma disminuyendo el daño 
asociado a elevados niveles de IL-18 durante un proceso inflamatorio en el intestino. 
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Figura 8. La exposición a condiciones de enriquecimiento disminuye la pérdida de células caliciformes 
en ratones C57BL/6. Se obtuvieron cortes histológicos de segmentos del colon proximal de ratones C57BL/6 
expuestos a condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante dos meses y sometidos 
a la inducción de colitis con DSS. Los cortes histológicos fueron teñidos con la tinción PAS (Periodic Acid 
Schiff)/Alcian azul, específica para la detección de mucinas. En la gráfica se muestran los valores del área 
correspondientes a células caliciformes (dividiendo el valor de área correspondiente a células caliciformes de 
“x” condición entre el valor de área total) así como el SEM (Error Estándar de la Media) de dos experimentos 
independientes, con una N total de 45 zonas evaluadas por cada condición. Las fotografías fueron tomadas con 
el microscopio NIKON ECLIPSE E600 con el objetivo 20x, usando la cámara digital Nikon DXM 1200. Barra de 
escala: 25 µm. Para el análisis estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida por prueba de 
Tukey., ****p<0.0001. 
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Figura 9. La exposición a condiciones de enriquecimiento disminuye la pérdida de células caliciformes 
en ratones Balb/C. Se obtuvieron cortes histológicos de segmentos del colon proximal de ratones Balb/C 
expuestos a condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante un lapso de dos meses 
y sometidos a la inducción de colitis con TNBS. Los cortes histológicos fueron teñidos con la tinción PAS 
(Periodic Acid Schiff)/Alcian azul, específica  para la detección de mucinas. En la gráfica se muestran los valores 
del área correspondientes a células caliciformes (dividiendo el valor de área correspondiente a células 
caliciformes de “x” condición entre el valor de área total) así como el SEM (Error Estándar de la Media) de un 
solo experimento, con una N total de 4-10 zonas evaluadas por cada condición. Las fotografías fueron tomadas 
con el microscopio NIKON ECLIPSE TE 300 con el objetivo 40x. Barra de escala: 25 µm. Para el análisis 
estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida por prueba de Tukey.,***p<0.001, ****p<0.0001. 
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6.4 La exposición al AE induce un incremento en el nivel de proteína de KLF4 
en ratones C57BL/6 y Balb/C. 

Finalmente, evaluamos los niveles de KLF4 (Kruppel like factor 4), factor 
transcripcional involucrado en la maduración de células caliciformes el cual 
disminuye debido a un incremento en los niveles de IL-18 (Nowarski et al., 2015), 
mediante análisis de Westerm blot. 

Contrario a lo reportado por Nowarski et al., 2015, no encontramos diferencia 
significativa en los niveles de KLF4 entre ratones C57BL/6 que habitaron el AN con 
o sin administración de DSS; a pesar de ello se observa una ligera reducción, no 
significativa, en el nivel de KLF4 en animales tratados con DSS (AN/DSS) en 
relación con ratones sin inducción de colitis (AN/H2O) (Fig.10). Sorprendentemente, 
similar a lo que sucede con los niveles de procaspasa 1 y caspasa 1 (Fig. 6A y 6B), 
la exposición al AE en ausencia de colitis (AE/H2O) incrementa significativamente, 
aproximadamente dos veces, los niveles de KLF4 en comparación con los niveles 
observados en animales que habitaron el AN/H2O (Fig. 10). En cambio, la inducción 
de colitis a ratones sometidos al AE (AE/DSS) exhibe una tendencia hacia disminuir 
el nivel de KLF4 en comparación con el nivel de KLF4 mostrado en ratones 
expuestos al AE que bebieron H2O (AE/H2O) (Fig. 10). Finalmente, el nivel de KLF4 
de ratones expuestos al AE con colitis (AE/DSS) muestra una tendencia hacia el 
incremento, aproximadamente 0.5 veces, en comparación con ratones expuestos al 
AN con colitis (AN/DSS) (Fig. 10). 

De acuerdo con lo anterior, la inducción de colitis en ratones Balb/C no generó 
cambios significativos en los niveles de KLF4 en ratones que habitaron en el AN 
(AN/TNBS) respecto al grupo de ratones control (AN/PBS). Sin embargo, se observa 
una reducción (no significativa) en el nivel de KLF4 de animales tratados con TNBS 
(AN/TNBS) con respecto a ratones sin inducción de colitis (PBS) (Fig. 11). 
Asimismo, la exposición al AE promovió un aumento, no significativo, en los niveles 
de KLF4 (AE/PBS) en comparación con el nivel KLF4 de ratones que habitaron el 
AN con administración de PBS (AN/PBS) (Fig. 11). Por otra parte, la inducción de 
colitis en animales expuestos al AE (AE/TNBS) muestra una tendencia hacia la 
disminución de los niveles de KLF4 en comparación con animales expuestos al AE 
que recibieron PBS (AE/PBS) (Fig. 11). Finalmente, los ratones sometidos al AE 
con colitis (AE/TNBS) presentan una tendencia hacia el incremento de KLF4 en 
relación con el nivel de KLF4 de ratones expuestos al AN con colitis (AN/TNBS) 
(Fig. 11). A pesar de que ninguno de estos cambios haya sido estadísticamente 
diferente, estos datos sugieren que en nuestras condiciones la colitis no afecta los 
niveles de KLF4 en ninguno de los dos modelos evaluados. En cambio, los datos 
muestran que en nuestras condiciones la exposición al AE incrementa los niveles 
de KLF4 en comparación con las condiciones de habitación estándar.  

 

 

 



 
37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. La exposición al AE modifica los niveles de KLF4 en ratones C57BL/6.                                                               
Se obtuvieron extractos proteicos totales de segmentos del colon proximal de ratones C57BL/6 expuestos a 
condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante dos meses y sometidos a la inducción 
de colitis con DSS. Se utilizaron 30 microgramos de extracto proteico para análisis de Western Blot, empleando 
anticuerpos específicos contra KLF4 o ERK2. Los niveles de ERK2 se utilizaron como control de carga. En la 
gráfica se muestran los valores de densitometría correspondientes al nivel de KLF4 (dividiendo el valor de KLF4 
entre el valor de ERK2) así como el SEM (Error Estándar de la Media) de dos experimentos independientes, 
con una N total de 5 animales. Para el análisis estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida 
por prueba de Tukey. *p <0.05. 
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Figura 11. La exposición al AE modifica los niveles de KLF4 en ratones Balb/C.                                                             
Se obtuvieron extractos proteicos totales de segmentos del colon proximal de ratones Balb/C expuestos a 
condiciones de enriquecimiento (AE) o condiciones estándar (AN) durante un lapso de dos meses y sometidos 
a la inducción de colitis con DSS. Se utilizaron 30 microgramos de extracto proteico para análisis de Western 
Blot, empleando anticuerpos específicos contra KLF4 o ERK2. Los niveles de ERK2 se utilizaron como control 
de carga. En la gráfica se muestran los valores de densitometría correspondientes al nivel de KLF4 (dividiendo 
el valor de KLF4 entre el valor de ERK2) así como el SEM (Error Estándar de la Media) de un experimento, con 
una N total de 3 animales. Para el análisis estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía seguida por 
prueba de Tukey. 
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7. DISCUSIÓN 
EL modelo de estudio conocido como ambiente enriquecido (condiciones 
habitacionales que promueven estimulación sensorial, visual, cognitiva, motora y 
social) (Nithianantharajah et al., 2006; Reynolds et al., 2010; Shono et al., 2011), 
modula el funcionamiento del sistema nervioso y el sistema inmunológico. 

Diversos estudios indican que el AE induce efectos benéficos en ratones en el 
sistema nervioso (van Praag et al., 2000. A nivel celular, el AE aumenta la 
ramificación y la longitud de las dendritas (Connor et al., 1982; Faherty et al.,2003; 
Leggio et al., 2005), el número de espinas dendríticas y el tamaño de las sinapsis 
en poblaciones neuronales (Rampon et al.,2000) además de aumentar la 
neurogénesis del hipocampo (Kempermann et al., 1997 and 2002; Bruel-Jungerman 
et al., 2005). Asimismo, se ha observado un aumento en el peso y el tamaño del 
cerebro de ratones expuestos a condiciones de enriquecimiento (Rosenzweig et 
al.,1962). A nivel conductual el AE mejora la capacidad de aprendizaje y la memoria 
en ratones jóvenes (Tang et al., 2001; Lee et al., 2003), reduce la pérdida de 
memoria en animales de edad avanzada (Bennett et al., 2006), disminuye la 
ansiedad y aumenta la actividad exploratoria (Schrijver et al., 2002). 

Tomando en cuenta los efectos positivos del AE, se ha explorado su impacto sobre 
diversas enfermedades. En modelos murinos de patologías del sistema nervioso, 
se observa una recuperación de habilidades motoras en ratas con lesiones en el 
cerebro expuestas al AE (Oh lsson et al.,1995). En un modelo murino de la 
enfermedad de Huntington, la exposición al AE reduce la pérdida del número de 
neuronas en contraste con ratones sometidos al AN (van Dellen et al., 2000). 
Además, el AE disminuye los niveles de péptidos β amiloide e incrementa la 
actividad neprisilina en ratones expuestos al AE, en modelos murinos de la 
enfermedad de Alzheimer (Jankowsky et al., 2005; Lazarov et al., 2005). Así 
también, la influencia del AE ha sido evaluada en enfermedades como cáncer, 
reportándose que el AE reduce del crecimiento de tumores en modelos de cáncer 
de colon, melanoma y páncreas (Cao et al., 2010; Li et al., 2015). En modelos de 
obesidad, el AE aumenta la expresión de genes del tejido adiposo pardo al igual 
que induce un cambio de tejido adiposo blanco a tejido pardo, encargado de disipar 
el exceso de energía y acumulación de tejido adiposo blanco (Cao et al., 2011). En 
modelos de diabetes, el AE revierte las alteraciones relacionadas con el 
metabolismo de glucosa, disminuyendo los niveles de glucosa basal, intolerancia a 
la glucosa y resistencia a la insulina, así también disminuir el proceso inflamatorio 
en tejido adiposo visceral (Díaz de León et al., 2013). 

Dado que el AE parece modular el ambiente inflamatorio y por tanto atenuar las 
alteraciones patológicas de diferentes enfermedades en las que la inflamación es 
un factor central, nuestro grupo de investigación evaluó el impacto del AE en dos 
modelos murinos de colitis experimental. Los resultados generados indican que el 
AE reduce el daño asociado a la colitis, previene la pérdida de peso, disminuye el 
acortamiento de la longitud del colon, aminora el daño al epitelio intestinal, reduce 
el infiltrado celular en la lámina propia acompañado del descenso en los niveles de 
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TNF e IL-1β en comparación con ratones expuestos a un AN (Villaseñor et al., en 
preparación). 

Diversos reportes indican que el nivel de IL-18 incrementa significativamente en el 
suero y biopsias del colon de pacientes con EC y CU (Monteleone et al., 1999; 
Pizarro et al., 1999; Leach et al., 2008) así como en modelos animales de IBD 
(Maerten et al., 2004). Elevados niveles de IL-18 incrementan la exacerbación del 
daño al epitelio intestinal (Ten Hove et al., 2001; Siegmund et al., 2001; Sivakumar 
et al., 2002; Ishikura et al., 2003; Nowarsky et al., 2015) y el bloqueo de la actividad 
de IL-18 disminuye la gravedad de la enfermedad. Tomando en cuenta lo anterior, 
evaluamos el impacto del AE sobre el nivel de IL-18 procesada (es decir, IL-18 
activa). Para esto, ratones de la cepa C57BL/6 y Balb/C fueron expuestos al AE o 
AN, posteriormente se indujo colitis al administrar DSS o TNBS, respectivamente, y 
se determinaron los niveles proteicos de IL-18 activa mediante análisis de Western 
Blot.  

Similar a lo mostrado por Siegmund et al., 2001; Ten Hove et al., 2001; Sivakumar 
et al., 2002; Ishikura et al., 2003; Nowarsky et al., 2015, nuestros datos indican que 
en condiciones de habitación estandar la administración de DSS o TNBS genera 
inflamación en el intestino e incrementa significativamente el nivel de IL-18 (AN/DSS 
o AN/TNBS) en comparación con los niveles de esta citocina en ratones con 
ausencia de daño (AN/H2O o AN/PBS). Adicionalmente, el incremento significativo 
de IL-18 bajo nuestras condiciones y en lo reportado por Ten Hove et al., 2001; 
Sivakumar et al., 2002; Nowarsky et al., 2015, correlaciona con el aumento del 
índice de la enfermedad, el incremento del daño a la estructura del epitelio, la 
disminución de peso, la reducción de la longitud del colon, así como el aumento del 
nivel de IL-1β y TNF observados por Villaseñor et al., en preparación. 

A pesar de que en nuestras condiciones de inducción de colitis observamos un 
incremento de IL-18 en ratones C57BL/6 y Balb/C que habitaron en el AN (AN/DSS 
o AN/TNBS, respectivamente), no evaluamos si el incremento de IL-18 resulta en 
un aumento en la activación de IFN-γ (potente inductor de óxido nítrico, molécula 
tóxica en modelos de colitis con DSS) (Guslandi et al., 1998; Obermeier et al.,1999) 
(Novick et al., 1999). A pesar de esto, suponemos que observaríamos un efecto 
similar a lo reportado por Sivakumar et al., 2002 (quien observa un incremento a 
nivel de RNAm y proteína de INF-γ dependiente del nivel de IL-18) debido a que en 
nuestras condiciones de inducción de colitis la mayor parte de parámetros 
evaluados asociados al daño en IBD se cumplen, lo que sugiere que los métodos 
utilizados para la generación de colitis son adecuados.  

Cuando se evalúa la influencia del AE en condiciones de ausencia de insulto 
(AE/H2O o AE/PBS) es claro que el AE no modifica los niveles de IL-18, ya que el 
nivel de IL-18 es semejante a las condiciones control (AN/H2O o AN/PBS), lo cual 
es consistente para ratones de la cepa C57BL/6 como para ratones Balb/C. Lo 
descrito anteriormente es consistente con estudios que evalúan el impacto del AE 
sobre otros parámetros inmunológicos. Por ejemplo, el nivel de IL-1β, TNF o 
actividad mieloperoxidasa (medición indirecta del nivel de infiltrado celular, Krawisz 
et al., 1984) son semejantes entre ratones expuestos al AE (AE/H2O o AE/PBS) o 
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al AN en ausencia de insulto (AN/H2O o AN/PBS) (Villaseñor et al., en 
preparación).Asimismo, en ausencia de daño el AE no altera el número total de 
leucocitos o poblaciones de leucocitos (linfocitos, monocitos o neutrófilos) en sangre 
periférica en comparación con el AN sin insulto (Brod et al., 2017). De la misma 
forma, no hay diferencia significativa en el número de células T provenientes de timo 
o ganglios linfáticos de ratones expuestos al AE o al AN. Además, los niveles de IL-
2, IL-4, IL-10, IL-17 y GM-CSF son similares entre las condiciones AN vs AE en 
ausencia de algún insulto (Rattazzi et al., 2016). Lo anterior indica que la exposición 
al AE no modifica los valores de algunas citocinas o poblaciones de células inmunes 
en ausencia de insulto a nivel del intestino. 

Adicionalmente, observamos que el AE disminuye del nivel de IL-18 madura en el 
colon resultante de la administración de DSS o TNBS (AE/DSS o AE/TNBS), 
indicando que el AE puede prevenir el incremento de IL-18 activa en dos modelos 
diferentes de colitis. Consistente con lo anterior, datos generados en nuestro grupo 
de investigación indican que el AE no solo modula el nivel de IL-18 sino que también 
puede influenciar la expresión de IL-1β y TNF, observándose que ratones con colitis 
inducida con DSS o TNBS y expuestos al AE tienen un decremento en el nivel de 
IL-1β y TNF en comparación con ratones con colitis que habitaron en condiciones 
estándar. En conjunto lo anterior sugiere que el AE puede reducir la expresión de 
citocinas importantes en el desarrollo de un proceso inflamatorio en la mucosa del 
intestino.  

Caspasa 1 es una cisteína proteasa producida en forma de zimógeno (procaspasa 
1). Una vez activada participa en la activación de pro IL-1β y pro IL-18, promoviendo 
la liberación al espacio extracelular en sus formas funcionalmente activas (Gu et al., 
1997; Fantuzzi et al., 1999). Debido a que la activación de IL-18 es resultado de la 
actividad de ICE (IL-1β Converting Enzyme, por sus siglas en inglés) o caspasa 1, 
se podría pensar que la disminución del nivel de IL-18 en ratones administrados con 
DSS o TNBS expuestos al AE podría relacionarse con la regulación en la actividad 
de caspasa 1 (Gu et al., 1997). La inducción de colitis con DSS o TNBS a ratones 
sometidos al AN (AN/DSS o AN/TNBS) incrementa la producción de procaspasa 1 
y activación de caspasa 1 en ambos modelos de colitis en comparación con ratones 
que habitaron en el AN (AN/H2O o AN/PBS). El incremento de procaspasa 1 y 
caspasa 1 en ratones C57BL/6 o Balb/C sometidos al AN con colitis correlaciona 
con el incremento significativo de IL-18 de ratones sometidos a las mismas 
condiciones (AN/DSS o AN/TNBS) en nuestros modelos de inducción de colitis. 

 El incremento de procaspasa 1 y caspasa 1 no solo ha sido reportado en modelos 
murinos de las IBD. Estudios clínicos han mostrado un incremento significativo en 
los niveles de procaspasa 1 y caspasa 1 en biopsias de pacientes con EC o CU, 
observándose un incremento de IL-1β e IL-18 asociando el aumento de estas 
citocinas con el incremento del daño al epitelio intestinal, en comparación con 
biopsias de pacientes control (McAlindon et al., 1998; Monteleone et al., 1999). Lo 
anterior resalta la participación de caspasa 1 en el desarrollo de inflamación 
intestinal generada en modelos murinos de colitis por la administración de DSS o 
TNBS. 
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Diversos reportes señalan a caspasa 1 como la principal caspasa encargada de la 
activación de pro IL-18 (Gu et al., 1997; Fantuzzi et al., 1999). Sin embargo, se han 
reportado otras caspasas involucradas en la activación de IL-18, por ejemplo, 
caspasa 8 (Uchimaya et al., 2013). Caspasa 8 participa en la activación de pro IL-
1β y pro IL-18, siendo activada por dectin-1 y el ligando de Fas (Strasser et al. 2009; 
Gringhuis et al. 2012; Latz et al. 2013). En modelos murinos de infección sistémica, 
caspasa 8 participa en la defensa contra infecciones bacterianas, observándose que 
ratones caspasa 8 -/- son más susceptibles a infección por L. monocytogenes, 
debido a la disminución del nivel de IL-18, indicando la participación de IL-18 en la 
eliminación de patógenos intracelulares (Bossaller et al., 2013; Uchiyama et al. 
2013). Adicionalmente, se ha señalado la participación de caspasa 4 y caspasa 11 
en la activación de IL-18. La caspasa 4 participa en la activación de IL-18 en células 
epiteliales y células de origen mieloide humanas infectadas con E. coli o Salmonella 
sp. reduciendo los nichos bacterianos de estas bacterias durante la infección 
(Knodler et al., 2014; Schmid-Burgk et al., 2015). En el caso de caspasa 11, en 
modelos murinos de infección con E. coli y C. rodentium, se ha indicado que 
caspasa 11 interviene en la activación de IL-1β e IL-18 en macrófagos infectados 
con estos patógenos promoviendo su eliminación, ya que ratones deficientes de 
caspasa 11, IL-1β o IL-18 tienen una mayor carga bacteriana y un incremento en la 
patología intestinal en comparación con ratones control (Liu et al., 2012; Rathinam 
et al., 2012; Aachoui et al., 2013). Por otra parte, distintas proteasas a caspasas 
pueden activar a pro-IL-18. Por ejemplo, proteinasa 3, una serina proteasa 
producida principalmente por neutrófilos, promueve la activación y liberación de IL-
18 aun en presencia del inhibidor de caspasa 1 en celulas epiteliales (Sugawara et 
al., 2001). Otra proteasa distinta a caspasa 1 relacionada a la activación de IL-18 
es granzima B una serina proteasa sintetizada por células NK y linfocitos T CD8+, 
que induce la liberación de IL 18 al espacio extracelular (Omoto et al., 2010). 
Asimismo, se ha reportado a la quimasa, enzima producida por mastocitos en la 
activación de pro IL-18 (Omoto et al., 2006). A pesar de que se ha reportado la 
participación de caspasa 4, caspasa 8, caspasa 11 u otras proteasas distintas de 
caspasa 1, poco se sabe acerca de si estas caspasas o proteasas partipan en el 
incremento del nivel de IL-18 durante la inflamación intestinal inducida por DSS o 
TNBS, contribuyendo a la exacerbación del daño al epitelio intestinal.  

Por otra parte, animales C57BL/6 expuestos al AE y que bebieron H2O (AE/H2O) 
observamos un incremento del nivel procaspasa 1 y caspasa 1 madura en 
comparación con animales sometidos al AN/H2O. En cambio, en ratones Balb/C hay 
una ligera disminución del nivel de procaspasa 1, sin embargo, el incremento de 
caspasa 1 es consistente con lo observado en ratones C57BL/6, en animales 
sometidos al AE/PBS. La exposición de animales al AE en ausencia de insultó no 
genera modificaciones en los valores de algunas citocinas o poblaciones de células 
inmunológicas (Rattazzi et al., 2016; Brod et al., 2017; Villaseñor et al., en 
preparación). Curiosamente, nosotros no observamos el mismo efecto sobre los 
niveles de procaspasa 1 y caspasa 1 en animales sometidos al AE en ausencia de 
colitis. Tomando en cuenta que el AE incrementa la actividad motora 
(Nithianantharajah et al., 2006), el incremento en los niveles de procaspasa 1 y 
caspasa 1 posiblemente esté relacionado con un aumento en la actividad física lo 
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cual recapitularía lo reportado por Shirato et al., 2017, quienes sugieren que un 
incremento en la actividad física induce un aumento de procaspasa 1 y caspasa 1.  

Los niveles de procaspasa 1 y caspasa 1 de ratones C57BL/6 que habitaron en el 
AE sin insulto (AE/H2O), son más elevados en comparación con ratones que 
habitaron el AE con colitis (AE/DSS). En cambio, en ratones Balb/C hay un 
incremento en el nivel de procaspasa 1 y caspasa 1 de ratones sometidos el AE con 
colitis (AE/TNBS) en comparación con ratones expuestos al AE/PBS. Por otra parte, 
ratones C57BL/6 o Balc/C expuestos al AE con colitis (AE/DSS o AE/TNBS, 
respectivamente) exhiben una disminución del nivel de procaspasa 1 y caspasa 1 
(únicamente caspasa 1 en ratones Balb/C) en comparación con los ratones de estas 
cepas que habitaron en el AN con inducción de colitis (AN/DSS o AN/TNBS). Lo 
anterior sugiere que el AE mediante la regulación de la expresión de procaspasa 1 
y caspasa 1 y con ello la disminución del nivel de IL-18 puede reducir el proceso 
inflamatorio en el colon en dos modelos distintos de colitis. En conjunto, la 
exposición al AE modifica los niveles de expresión de procaspasa 1 y caspasa 1 en 
ratones C57BL/6 y Balb/C (promoviendo un incremento) en ausencia de insulto. En 
cambio, cuando se genera daño con la administración de DSS o TNBS el AE reduce 
el nivel de procaspasa 1 y caspasa 1 en ratones C57BL/6 pero únicamente caspasa 
1 en ratones Balb/C, a nivel del intestino. Debido a la alta variabilidad en los valores 
de procaspasa 1 y caspasa 1 de animales Balb/C no observamos un efecto similar 
como en ratones C57BL/6, por ello es necesario incrementar el número de ratones 
evaluados para la obtención de resultados más robustos. 

Finalmente, ratones con colitis expuestos al AE (AE/DSS o AE/TNBS) muestran una 
disminución del nivel de caspasa 1 en comparación con ratones con colitis 
expuestos al AN (AN/DSS o AN/TNBS). Lo anterior podría asociarse con la 
disminución del nivel de IL-1β (Villaseñor et al., en preparación) e IL-18, que se 
refleja en la disminución del índice de la enfermedad, la reducción del daño al 
epitelio intestinal, la resistencia a la pérdida de peso observado por Villaseñor et al., 
en preparación, en las mismas condiciones de tratamiento. Dado que caspasa 1 
contribuye con la activación de pro IL-1β y pro IL-18 (Gu et al., 1997; Fantuzzi et al., 
1999), se ha estudiado el efecto relacionado con la eliminación o el uso de 
inhibidores de caspasa 1 (Pralnasacan) en modelos murinos de colitis. Los reportes 
muestran una reducción en la patología de la enfermedad, reflejado en la 
disminución del índice de la enfermedad, menor pérdida de peso, disminución en la 
pérdida de longitud del colon y un decremento en los niveles de IFN- γ, IL-1β e IL-
18 (Siegmund et al., 2001; Loher et al., 2004; Bauer et al., 2010; Blazejewski et al., 
2017). Inclusive, la inhibición de caspasa 1 (Siegmund et al., 2001) tiene un efecto 
más significativo en la reducción del daño asociado a colitis en comparación con la 
neutralización de IL-1β e lL-18 (Siegmund et al., 2001; Ten Hove et al., 2001; 
Sivakumar et al., 2002) indicando que caspasa 1 es un factor importante en el 
establecimiento de inflamación en modelos murinos de colitis. En conjunto, el AE 
induce un aumento en el nivel de procaspasa 1 y caspasa 1 en ausencia de insulto. 
Sin embargo, la generación colitis en ratones sometidos al AE (AE/DSS o AE/TNBS) 
reduce la expresión de procaspasa 1 y caspasa 1 y probablemente esto correlacione 
con la disminución de la patología de la enfermedad. 
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Las células caliciformes son el linaje de células secretoras más abundante del 
intestino. Estas células producen y secretan mucinas que conforman la capa de 
moco que recubre el intestino, el cual promueve la eliminación del contenido 
intestinal y constituye la primera línea de defensa contra el infiltrado microbiano en 
la lámina propia del intestino. Durante el desarrollo de IBD hay una reducción del 
grosor en la barrera de moco, acompañado de una disminución del número de 
células caliciformes y secreciones antimicrobianas, un aumento de la permeabilidad 
intestinal y una pérdida del epitelio donde se produce la ulceración 
(Andrianifahanana et al., 2006; Johansson et al., 2008; Kim et al., 2010; Johansson 
et al., 2013). Debido a que el incremento de IL-18 contribuye a la exacerbación del 
daño en el colon (Siegmund et al., 2001; Ten Hove et al., 2001; Sivakumar et al., 
2002; Wirtz et al., 2002; Ishikura et al., 2003) disminuyendo el número de células 
caliciformes (Nowarsky et al., 2015) durante el desarrollo de colitis; y que el AE 
previene el incremento de IL-1β (Villaseñor et al., en preparación), IL-18, asi como 
reducir el nivel de expresión de procaspasa 1 y caspasa 1, nos preguntamos si la 
exposición de animales con colitis al AE reduciría la pérdida de células caliciformes, 
previniendo el daño al epitelio intestinal. 

La administración de DSS o TNBS a ratones que habitaron el AN (AN/DSS o 
AN/TNBS) disminuye significativamente el área ocupada por las células caliciformes 
en comparación con ratones expuestos al AN con administración de H2O o PBS 
(AN/H2O o AN/PBS). Lo anterior es consistente con lo reportado por Nowarsky et 
al., 2015, mostrando una reducción del número de células caliciformes en el colon 
de ratones a los que se les administró DSS, relacionado al incremento en el nivel 
de IL-18. Por otra parte, la disminución del grosor en la capa de moco debido al 
decremento de células caliciformes correlaciona con lo observado por Villaseñor et 
al., en preparación, quienes observan un incremento del daño a la estructura del 
epitelio, disminución de peso y reducción de la longitud del colon en el mismo 
modelo murino de colitis. Adicionalmente, otros reportes indican la participación de 
IL-18 en la gravedad causada por las IBD. La administración IL-18BP (regulador 
negativo de IL-18) a modelos murinos de inducción de colitis con DSS o TNBS, 
indica que IL-18BP bloquea la biodisponibilidad de IL-18 reduciendo la pérdida de 
peso, la infiltración celular, destrucción de la cripta y ulceración del intestino grueso, 
sugiriendo que la disminución en la gravedad de la enfermedad es dependiente de 
la concentración de IL-18BP utilizada (Ten Hove et al., 2001; Sivakumar et al., 
2002). En conjunto, esto sugiere que la administración de DSS o TNBS induce un 
incremento en el nivel de IL-18 que promueve mayor daño al intestino debido a la 
perdida de células caliciformes en ambas cepas de ratón. 

A nivel del sistema nervioso el AE promueve la neurogénesis en el hipocampo 
aumentando la proliferación y supervivencia de células progenitoras neurales 
(Kempermann et al., 1997 and 2002; Bruel-Jungerman et al., 2005; Salmaso et al., 
2012). A pesar de lo anterior, poco se conoce sobre si el AE impulsa el aumento de 
células progenitoras en otros sitios del cuerpo, por ejemplo, el colon. Bajo nuestras 
condiciones, la exposición de ratones C57BL/6 al AE/H2O no modifica el área 
ocupada por células caliciformes, siendo similar a ratones expuestos al AN/H2O. En 
cambio, en ratones Balb/C hay una ligera disminución del área ocupada por células 
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caliciformes de ratones expuestos al AE/PBS en comparación con ratones del 
AN/PBS, pero suponemos que es debido a un menor número de zonas del colon 
evaluadas debiendo aumentar las zonas evaluadas para obtener resultados más 
robustos. En conjunto, lo anterior sugiere que similar a lo observado en los niveles 
de enzimas (mieloperoxidasa), citocinas y/o poblaciones de leucocitos (Rattazzi et 
al., 2016; Brod et al., 2017; Villaseñor et al., en preparación) la exposición de 
animales al AE en ausencia de insultó no modifica sus niveles, siendo similares a 
ratones expuestos al AN (AN/H2O o AN/PBS). Tomando en cuenta lo anterior, no 
debe descartarse un aumento de progenitores celulares en el colon inducidos por el 
AE, hasta evaluar marcadores celulares específicos para células progenitoras o 
inclusive la presencia de factores transcripcionales como Notch1 y Hes1, que 
determinan la diferenciación de estos progenitores (McCauley et al.,2015) hacia 
enterocitos (Jensen et al., 2000; Fre et al., 2005; van Es et al., 2005); o factores 
como Math1, Gfi1, Spdef y Klf4 relacionados con la diferenciación de células 
progenitoras hacia células de Paneth, células neuroendocrinas y células 
caliciformes (Yang et al., 2001; Katz et al., 2002; Shroyer et al., 2005; Gregorieff et 
al., 2009; Noah et al., 2010). Lo anterior sugiere que someter ratones al AE no 
modifica el número de células caliciformes (valor representado por el área ocupada 
por células caliciformes) en ausencia de insulto a nivel del intestino. 

Por otra parte, el AE previno la perdida de células caliciformes en ambos modelos 
de colitis, ya que el área ocupada por células caliciformes en el colon de animales 
sometidos al AE/DSS o AE/TNBS tienen un área más elevada en relación con 
ratones que habitaron el AN/DSS o AN/TNBS, respectivamente. Inclusive, animales 
sometidos al AE/DSS o AE/TNBS muestran un área similar al área ocupa por células 
caliciformes en animales que habitaron el AE/H2O o el AE/PBS, respectivamente. 
El efecto benéfico del AE en la reducción del daño relacionado a colitis no se limita 
a prevenir la perdida de células caliciformes, resultados en nuestro laboratorio 
indican que además el AE previene la perdida de longitud del colon y daño al epitelio 
intestinal (Villaseñor et al., en preparación). Similar a lo que observamos en nuestros 
modelos murinos de inducción de colitis y su exposición al AE; estudios en modelos 
murinos de la Enfermedad de Parkinson (Bezard et al., 2003) y Enfermedad de 
Hountintong (Glass et al., 2004) muestran que el AE previene la disminución del 
número de células nerviosas, inclusive el AE promueve un aumento en los 
precursores neuronales en comparación con ratones sometidos al AN. Asimismo, 
ratones con isquemia cerebral sometidos al AE muestran un incremento en las 
poblaciones de astrocitos y olidendrocitos, sugiriendo que el AE promueve un 
incremento de progenitores neuronales, así como poblaciones de células con mayor 
grado de diferenciación (Komitova et al., 2002; 2005; 2006). En conjunto, lo anterior 
sugiere que la exposición a condiciones de enriquecimiento previene la pérdida de 
células, ya sean células del colon o del cerebro, en respuesta a distintos promotores 
de daño. En nuestro modelo, la disminución en la perdida de células caliciformes a 
nivel del intestino correlaciona con una reducción en activación de caspasa 1 y la 
disminución de IL-18 en ratones con inducción de colitis expuestos al AE. 

Por último, evaluamos los niveles de KLF4, un factor transcripcional involucrado en 
la maduración de células caliciformes. Reportes previos en modelos murinos de 



 
46 

 

colitis indican que un incremento del nivel de IL-18 incrementa el daño al epitelio 
intestinal (Ten Hove et al., 2001; Sivakumar et al., 2002) y disminuye el número de 
células caliciformes maduras en el colon relacionado al decremento del nivel de 
KLF4 (Nowarski et al., 2015). Contrario a lo reportado por Nowarski et al., 2015, bajo 
nuestras condiciones, la administración de DSS o TNBS a ratones expuestos al AN 
(AN/DSS o AN/TNBS) no reduce de forma significativa los niveles de KLF4 en 
comparación con ratones sometidos al AN/H2O o AN/PBS, respectivamente. 

Tomando en cuenta que Nowarski et al., 2015 empleó ratones deficientes del 
regulador negativo de IL-18 (IL-18bp -/-) en la inducción de colitis y determinación 
de los niveles de KLF4, probablemente estos animales (IL-18bp -/-) tenían un sobre 
exceso en el nivel de IL-18 (un mayor nivel de IL-18 en relación al nivel de IL-18 de 
animales WT con inducción de colitis en nuestras condiciones) y por lo tanto hay 
una reducción del nivel de KLF4, relacionado al incremento en el nivel de IL-18. 
Estos datos indican que, bajo nuestras condiciones en dos modelos de inducción 
de colitis, el incremento en el nivel de IL-18 no influye en la expresión de KLF4 y 
probablemente se requiera de la administración exógena de IL-18 a los animales 
que se les indujo colitis para recapitular lo mostrado por Nowarski et al., 2015.  

KLF4 es un factor trasncripcional que controla la diferenciación del linaje celular y 
mantenimiento de la homeostasis epitelial en el intestino, expresándose en células 
epiteliales diferenciadas (Ghaleb et al., 2011). Ratones deficientes de KLF4 
muestran una reducción en el número de células caliciformes en el colon (Katz et 
al., 2002). Sin embargo, estudios adicionales sugieren que KLF4 no solo participa 
en la maduración de células caliciformes, sino que también controla el número de 
células caliciformes regulando la proliferación celular en el intestino inhibiendo un 
exceso en la proliferación celular del intestino (Yu et al., 2012). Ratones C57BL/6 y 
Balb/C sometidos al AE en ausencia de colitis (AE/H2O o AE/PBS, respectivamente) 
incrementan el nivel de KLF4 en comparación con animales expuestos al AN en 
ausencia de insulto (AN/H2O o AN/PBS). Estos datos sugieren que la exposición al 
AE promueve un incremento en los niveles de KLF4, sin embargo, el aumento de 
KLF4 probablemente sea en respuesta a un incremento en la división de células 
poco diferenciadas localizadas en la base de las Criptas de Lieberkühn, con ello el 
incremento de KLF4 actuaría como inhibidor del ciclo celular en células que se 
dividen además de promover la maduración de las células inmaduras y en cierto 
grado promover un incremento en la secreción de moco por parte de las células 
caliciformes.  

Similar a lo observado con los niveles de KLF4 en animales que habitaron el AE sin 
insulto (AE/H2O o AE/PBS), el nivel de KLF4 es ligeramente más elevado en 
animales expuestos al AE con inducción de daño (AE/DSS o AE/TNBS) en relación 
con sus contrapartes (AN/DSS o AN/TNBS), posiblemente debido a la exposición a 
condiciones de enriquecimiento. Sin embargo, el nivel de KLF4 tiene una ligera 
disminución en animales C57BL/6 o Balb/C expuestos al AE/DSS o AE/TNBS, 
respectivamente, en comparación con ratones expuestos al AE sin insulto (AE/H2O 
o AE/PBS), pudiendo ser resultado de la administración de DSS o TBNS, agentes 
químicos que promueven daño a la integridad del intestino, disminuyendo el número 
de células maduras en el intestino y de esta manera inducir una ligera reducción en 
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los niveles de KLF4. Estos datos ponen de manifiesto que en nuestras condiciones 
la exposición al AE induce un incremento en los niveles de KLF4, a nivel de proteína, 
incluso en animales con inducción de colitis y que habitaron las condiciones de 
enriquecimiento (AE/DSS o AE/TNBS) en contraste con las condiciones de 
habitación estándar.  
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8. CONCLUSIONES 
 

1) La exposición al AE previene el incremento de IL-18 en ratones C57BL/6 y 
Balb/C en respuesta al daño causado por la administración de DSS o TNBS, 
respectivamente. 

 
2) El AE modula los niveles de procaspasa 1 y caspasa 1 en ausencia o en 

presencia de colitis. Sin embargo, la inducción de colitis con DSS y 
exposición al AE reduce la expresión de procaspasa 1 así como disminuir el 
procesamiento y/o activación de caspasa 1 en ratones C57BL/6. 
 

3) El alojamiento en habitaciones con enriquecimiento ambiental reduce la 
pérdida de células caliciformes en el intestino grueso, generada por la 
administración de DSS o TNBS a ratones C57BL/6 o Balb/C, 
respectivamente. 
 

4) Bajo nuestras condiciones la administración de DSS o TNBS a ratones 
C57BL/6 o Balb/C, respectivamente, reduce (de forma no significativa) el 
nivel de KLF4 en condiciones de habitación estándar. Asimismo, el someter 
ratones al enriquecimiento ambiental incrementa el nivel de KLF4 en 
presencia o ausencia de insulto en ambos modelos murinos de colitis. 
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9. PERSPECTIVAS 
En este trabajo de investigación se determinó que el alojamiento en condiciones de 
enriquecimiento reduce el nivel de IL-18 en dos modelos murinos de colitis, lo cual 
correlaciona con una disminución del daño asociado al epitelio intestinal. La 
disminución del nivel de IL-18 durante el desarrollo de colitis ya ha sido estudiado 
por otros grupos de investigación mediante aproximaciones diferentes al 
enriquecimiento ambiental. Por ejemplo, ratones deficientes de IL-18 (IL-18 -/-) 
(Kanai et al., 2001), mediante el uso de anticuerpos anti-IL-18 (Kanai et al., 2001; 
Siegmund et al., 2001) o administrando IL-18BP (regulador negativo de IL-18) (Ten 
Hove et al., 200; Sivakumar et al., 2002), indicando que la disminución en los niveles 
de IL-18 durante un proceso inflamatorio intestinal conlleva a una mejora en la 
enfermedad y demás parámetros relacionados a esta patología.  

Debido a que el AE puede modular la expresión de IL -1β y TNF (Villaseñor et al., 
en preparación) e IL-18, surge la posibilidad de que el AE pueda impactar la 
expresión de otras citocinas, tales como IL-12, citocina relacionada con el 
incremento del receptor de IL-18, IL-18R, en células T, células B y células NK (Kim 
et al., 2001; Nakahira et al., 2001). Asimismo, IL-12 e IL-18 entablan una sinergia 
incrementando la síntesis de IFN-γ, a diferencia de su efecto individual (Ahn et al., 
1997; Yoshimoto et al., 1998) potente inductor de óxido nítrico (molécula tóxica en 
modelos murinos de colitis) (Guslandi et al., 1998; Obermeier et al.,1999) (Novick et 
al., 1999). Por otra parte, se ha reportado que IL-12 presenta elevadas 
concentraciones en biopsias de pacientes con EC o CU, y el uso de anticuerpos 
contra IL-12 en modelos murinos de colitis con TNBS reduce del daño al epitelio 
intestinal (Neurath et al., 1995), lo que sugiere la participación de IL-12 en la 
patología de las IBD (Parronchi et al.,1997). Debido a lo anterior, resulta interesante 
dilucidar si la influencia del AE puede modificar la expresión de IL-12 u otras 
citocinas o moléculas efectoras con acciones biológicas importantes, como el óxido 
nítrico. Adicionalmente, evaluar si la exposición de animales con colitis al 
enriquecimiento ambiental favorece el incremento de IL-18BP, o inclusive promover 
una reducción en el nivel del receptor para IL-18. Además, determinar si estos 
efectos son independientes o actúan sinérgicamente para mermar el proceso 
inflamatorio y daño al epitelio intestinal.  

Por otra parte, ratones sometidos al AE con un proceso inflamatorio tienen una 
reducción en la síntesis de procaspasa 1 y activación de caspasa 1 en ratones 
C57BL/6 y Balb/C (solo caspasa 1), por lo que se requiere un aumento del número 
de ratones Balb/C evaluados para generar resultados más veraces. Así también, 
considerar que la activación de caspasa 1 requiere la participación del inflamasoma 
(Martinon et al., 2002; Rathinam et al., 2012) por lo que es interesante analizar si el 
alojamiento en el AE puede influenciar los sistemas encargados del control de la 
respuesta inflamatoria, como la autofagia. La autofagia regula el nivel de algunos 
componentes del inflamasoma; por ejemplo, ubiquitina e induce la degradación en 
el proteosoma de ASC (Inflammasome Adaptor Protein Apoptosis-Associated 
Speck-Like Protein Containing CARD), proteína requerida para la activación de 
caspasa 1 (Shi et al., 2012). Inclusive, se ha mostrado que en modelos de inducción 
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de colitis con DSS, ratones deficientes de Atg16L1 tienen una mayor activación de 
procaspasa 1 generando un incremento de IL-1β e IL-18, sugiriendo la participación 
de Atg16L1 en el control de la inflamación intestinal (Saitoh et al.,2008). Debido a lo 
anterior, evaluar estas posibilidades nos daría pauta sobre el mecanismo de acción 
del AE para contender contra el proceso inflamatorio en la mucosa del intestino. 

Por otra parte, el enriquecimiento ambiental reduce la pérdida de células 
caliciformes en el intestino grueso en ambos modelos de colitis. Sin embargo, este 
efecto al parecer no está relacionado con el incremento en el número de células 
caliciformes por lo que la medición de factores transcripcionales como Math1, Gfi1, 
Spdef asociados a la diferenciación y mantenimiento de células progenitoras hacia 
células caliciformes (Yang et al., 2001; Katz et al., 2002; Shroyer et al., 2005; 
Gregorieff et al., 2009; Noah et al., 2010) es necesario para ratificar esta idea. Otra 
opción seria que el efecto protector del AE no este asociado al incremento en la 
población de células caliciformes sino este encaminado a incrementar el principal 
componente del moco que recubre el intestino grueso, las mucinas, principalmente 
MUC2 (Audie et al., 1993; Weiss et al., 1996) con esto disminuyendo la formación 
de zonas con daño asociado al decremento en la cantidad de moco en el colon de 
ratones con colitis. 
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