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El tracto intestinal de los mamiferos se divide morfoldgica y funcionalmente en dos
regiones bien diferenciadas: intestino delgado e intestino grueso. El primero de ellos esta
formado por el duodeno, yeyuno e ileon y el segundo por el ciego, colon y recto.

El intestino delgado esta especializado en la absorcién de los nutrientes gracias a sus
abundantes células absortivas y a la presencia de numerosas vellosidades que incrementan
la superficie de absorcion. Alrededor de la base de estas vellosidades se encuentran unas
invaginaciones llamadas criptas de Lieberkiihn. El intestino grueso, por el contrario,
carece de vellosidades y en su lugar presenta profundas criptas de Lieberkiihn que
penetran hasta la submucosa y una superficie epitelial. Su epitelio esta especializado

principalmente en absorber agua y sales inorganicas (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia de la mucosa del intestino delgado y del colon en un raton adulto
(esquema adaptado de Pinto y Clevers, 2005). Fotografia representativa de un ensayo
inmunohistoquimico para el marcaje de células madre.
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El epitelio intestinal de mamiferos se renueva totalmente cada 3-4 dias mediante una
secuencia bien organizada de proliferacion, diferenciacién, muerte y descamacion celular.
La continua renovacion celular se abastece de células madres multipotentes localizadas en
la base de las criptas, que generan principalmente cuatro tipos de células: las células
absortivas (llamadas enterocitos en el intestino delgado y colonocitos en el colon), las
células caliciformes o Goblet (mas abundantes en el colon), las enteroendocrinas y las
células de Paneth (ausentes en el colon). Las células de Paneth descienden y se concentran
en la parte mas profunda de las criptas, mientras que las células absortivas, las caliciformes
y las enteroendocrinas se diferencian, adquiriendo una polaridad morfolégica y funcional,
a medida que migran a lo largo del eje cripta-vellosidad o cripta-superficie epitelial. Una
vez alcanzada la punta de la vellosidad o la superficie epitelial, las células entran en
apoptosis y se exfolian a la luz del intestino (ver revisiones van der Flier y Clevers, 2009;
Sellers y Morton, 2014).Se han descrito otros tres tipos celulares: las células Brush
llamadas asi por su borde en cepillo con largas microvellosidades que presentan analogia
estructural con las células receptoras de los botones gustativos (ver revision Sbarbati y
Osculati, 2005); las células M, que poseen microvellosidades cortas e irregulares, se
localizan en las placas de Peyer y desempefian funciones de defensa frente a agentes
patogenos (ver revision Miller y cols., 2007); y las células cup, caracterizadas por sus cortas
microvellosidades (ver revision Gerbe y cols., 2012).

Los procesos de proliferacion, migracion y apoptosis celular del epitelio intestinal
estan regulados a fin de mantener la homeostasis epitelial. Las interacciones célula-célula
y célula-matriz extracelular regulan dichos procesos. También afectan a dichos procesos
celulares sustancias liberadas a la matriz extracelular por las células subyacentes tales
como los fibroblastos, miofibroblastos, macréfagos, linfocitos y células dendriticas (ver
revisiones Berrier y Yamada, 2007; Mifflin y cols., 2011). La alteracion de estas vias de
regulacion puede alterar la homeostasis intestinal y producir patologias tales como las

enfermedades inflamatorias intestinales.
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MORFOLOGIA DEL COLON

La pared del colon de mamiferos est4 organizada en 4 capas: mucosa, submucosa,
muscular y serosa. La mucosa a su vez esta constituida por: 1) un epitelio cilindrico simple,
2) la lamina propia, formada por tejido conectivo y 3) una capa de musculo liso
denominada muscular de la mucosa, que separa la mucosa de la submucosa (Figura 2). La
submucosa esta formada por tejido conectivo denso, presenta gran cantidad de vasos
sanguineos y el plexo nervioso de Meissner. La capa muscular, formada por dos subcapas
de musculo liso, la circular interna y la longitudinal externa, es mas gruesa que la del
intestino delgado. Entre las dos subcapas musculares se encuentra el plexo mientérico de
Auerbach. La serosa esta formada por un epitelio que recubre una capa de tejido conectivo

laxo, envuelve todo el tubo digestivo excepto el colon distal y el recto.

Intestino
grueso

M .’ 2
S Célula Goblet
Cripta de Lieberkithn— N\ Célula Madre

Lamina propia
Muscular de la mucosa -
Submucosa

Célula Enteroendocrina

Muscular

Figura 2. Representacion esquematica de la pared del intestino grueso y de los
principales tipos de células del epitelio del colon (esquema adaptado de Gartner y cols.,
1997).

Epitelio
Es un epitelio cilindrico simple que recubre la superficie y las criptas de Lieberkiihn.
Realiza dos funciones principales: i) actuar como una barrera para impedir el paso de

sustancias nocivas como antigenos, microorganismos o toxinas y, ii) actuar como un filtro
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selectivo, que permite el paso de sustancias desde el lumen a la circulaciéon. Se pensaba que
las células de la superficie estaban especializadas en la absorcion y las de las criptas en la
secrecion, sin embargo, se ha demostrado que ambas realizan funciones absortivas y
secretoras y presentan una amplia cantidad de canales e intercambiadores i6nicos (Geibel,

2005). Las células presentes en el epitelio del colon son:

Colonocitos

Son las células mas abundantes en el epitelio del colon, junto con las células
caliciformes. Los colonocitos estan especializados en la absorcion de agua y sales minerales
y ademas pueden absorber algunos nutrientes como vitaminas hidrosolubles (ver revision
Said, 2011). Son células morfologica y funcionalmente polarizadas. En su dominio apical
presentan microvellosidades mientras que la membrana basolateral es lisa (ver revision
Noah y cols., 2011). Las proteinas transportadoras y canales presentes en la membrana
apical difieren de los presentes en la basolateral, lo que permite el transporte vectorial
transepitelial de agua y solutos. Los colonocitos maduros expresan la enzima anhidrasa
carbonica 1 (AC-1), responsable de catalizar la conversion del acido carboénico en

bicarbonato y protén y que se utiliza como marcador de los colonocitos (Sowden y cols.,

1993).

Células caliciformes o Goblet

Estan situadas entre los colonocitos y son las células secretoras mas abundantes en
el epitelio del colon. Constituyen aproximadamente el 50% del total de células del epitelio.
Su funcidn es sintetizar y secretar moco, el cual forma un gel continuo en la superficie
intestinal, constituyendo uno de los componentes clave de la primera linea de defensa
frente a patdgenos (ver revision de Noah y cols., 2011). El moco esta formado por mucinas,
que son glicoproteinas hidrosolubles de alto peso molecular, agua, electrolitos,
inmunoglobulinas y péptidos “trefoil” (Schmitz y cols., 2013). En el colon, esta capa de
moco esta subdividida en dos: una interna, en contacto directo con las células caliciformes,
que acttia como barrera frente a la entrada de patogenos, y otra externa, donde habita la
microflora bacteriana. El componente fundamental del moco en el colon es la mucina de
tipo 2 (Muc2), siendo un marcador de células caliciformes maduras (ver revision
Johansson y Hansson, 2013). Recientemente se ha demostrado que esta mucina regula la

expresion por las células epiteliales de la f-defensina 2, importante en la defensa frente a
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las bacterias (Cobo y cols., 2015). La produccién y secrecion del moco asi como la
proliferacion de las células caliciformes es inducida en parte por la presencia y tipo de
microflora en el colon. El moco desempena funciones diversas: i) actiia como barrera
fisico-quimica entre el lumen y el epitelio protegiendo a éste de danos fisicos producidos
por el contenido intraluminal e impidiendo el contacto directo de agregados
macromoleculares y particulas con las microvellosidades, ii) regula la hidratacion del
epitelio, iii) protege de la invasion de bacterias y virus y iv) colabora en el proceso de
recuperacion del epitelio tras una lesion. Se ha demostrado ademas que las células
caliciformes participan en la respuesta inmunolégica ya que son capaces de internalizar
sustancias y presentarlas a las células dendriticas de la ldmina propia (ver revision Sellers

y Morton, 2014).

Células enteroendocrinas

Constituyen una poblacion compleja de células secretoras distribuidas a lo largo de
las criptas del colon. Son reconocidas por numerosos marcadores entre los que destaca la
cromogranina A, proteina secretora neuroendocrina (ver revisiéon Rindi y cols., 2004), que
es almacenada y liberada junto con catecolaminas y que, ademés, puede funcionar como
una pro-hormona capaz de generar varios péptidos bioldgicamente activos (D" amico y
cols., 2014). Aunque representan menos del 1% de las células del epitelio, producen gran
variedad de péptidos y hormonas que regulan la motilidad, el apetito y el metabolismo de
la glucosa. En el colon existen, al menos, dos tipos de células enteroendrocrinas: las células
L que producen, entre otros, GLP-1 (glucagon-like peptide-1) y el péptido tirosina-tirosina
y las células enterocromafines, que segregan principalmente serotonina (ver revision May

y cols., 2010).

Células brush o caveoladas

Estas células fueron descritas por primera vez en el tracto gastrointestinal de raton
por Jarvi y Keyrilainen (1956). En el epitelio del colon se encuentran aisladas a lo largo de
toda la cripta y en la superficie epitelial.

Han recibido diferentes nombres, todos relacionados con su morfologia, asi se
denominan células tuft, caveoladas, fibrilovesiculares y brush. Son células polarizadas que
presentan un gran numero de invaginaciones del tipo de las caveolas y largas

microvellosidades en su borde apical, microfilamentos citos6licos y un sistema
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tibulovesicular abundante. Las células brush presentan analogia estructural con las
células receptoras de los botones gustativos ya que en sus microvellosidades expresan
proteinas receptoras del gusto y también presentan proteinas efectoras de la transduccion,
como la proteina G, a-gustducina (ver revision Gerbe y cols., 2012). Ademas secretan
eicosanoides como la prostaglandina D2 (PGD2), son la principal fuente de opioides y las
unicas células que expresan enzimas ciclooxigenasas 1y 2 (COX 1y 2) (Schiitz y cols.,

2015).

Células M

Las células M también llamadas células membranosas se encuentran en el tejido
linfoide asociado al intestino, revistiendo los foliculos linfoides y las placas de Peyer. La
morfologia y abundancia de estas células varia segin la especie animal y el 6rgano donde
se localizan. Las células M estan especializadas en captar antigenos (proteinas, bacterias,
virus) de la luz intestinal y transportarlos por transcitosis hacia la submucosa, donde son
presentados a los linfocitos, macrofagos y células dendriticas para iniciar la respuesta
inmune. Las células M internalizan los antigenos por fagocitosis, endocitosis dependiente
de clatrina o pinocitosis y mantienen la antigenicidad de los mismos gracias a que poseen
escaso numero de lisosomas. En el hombre las células M del colon presentan una
membrana basolateral con invaginaciones, siendo esta zona donde se sitaan las células

inmunitarias infiltradas (ver revision Miller y cols., 2007).

Uniones intercelulares

Las uniones entre las células del epitelio intestinal son de conexién y de
comunicaciéon. Las uniones de conexién presentes en la membrana lateral de las células
son: las uniones estrechas, las adherentes y los desmosomas. Todas estas uniones estan
formadas por proteinas transmembrana, que por su extremo extracelular contactan con
las proteinas de células contiguas y por el extremo citosdlico se unen al citoesqueleto. Las
uniones estrechas y adherentes contactan con los filamentos de actina del citoesqueleto,
mientras que los desmosomas se unen a los filamentos intermedios (Figura 3). El
ensamblaje de estas uniones es esencial para la integridad estructural del epitelio
intestinal. La alteraci6on de las uniones puede tener graves consecuencias tales como
diarrea, edema e infeccidon y contribuyen al desarrollo de enfermedades inflamatorias

intestinales. Las uniones intercelulares no son estructuras estaticas, sino que representan
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micro-dominios altamente dindmicos, los cuales responden a sefales tanto intra- como
extra-celulares modificando su composiciéon y funcién (revisiones Gassler y cols., 2001;

Capaldo. y cols., 2014).

,
S

\ @
u‘l';j.'

Uniones
estrechas

4
L
W

Anillo de actina- .
miosina -\ o

T e % | Uniones
adherentes

Filamentos

intermedios ::::D =¥ D

t

— Desmosomas

"SOcludi‘:%}laudina VUL E-cadherinacy™ Catenina

E
“UVUUUUDemosgleina
Proteinas JAM
’I...UE ~SVVV 1 Desmocolina Plaquina

Figura 3. Esquema de las uniones intercelulares de la membrana latera del epitelio
intestinal (esquema adaptado por Laukoetter y cols. 2008).UE: union estrecha; JAM: moléculas
de adhesion intercelular.

Uniones estrechas: se localizan en la zona mas apical del epitelio. Sus funciones
mejor estudiadas son el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular y la
regulacion de la permeabilidad paracelular, actuando como primera linea de defensa al
controlar selectivamente el paso de sustancias. Estan formadas por proteinas
transmembrana entre las que se incluyen: ocludinas, claudinas, moléculas de adhesion
intercelular (JAM)y tricelulinas. Las claudinas parecen ser las responsables de determinar
y regular la permeabilidad paracelular. El extremo citosélico de las proteinas
transmembrana se une al citoesqueleto de actina a través de las proteinas ZO (zonula

occludens) 1, 2y 3, entre otras. A su vez los filamentos de actina estan unidos a filamentos
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de miosina que cuando se activan desencadenan la contraccion y apertura de la via
paracelular. En el intestino las proteinas de la unién estan reguladas por diversos factores
que pueden afectar a su integridad y funcionamiento, entre ellos las citoquinas
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1B), y
los factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante § (TGF[3) y factor
de crecimiento epidérmico (EGF) (ver revision Lee, 2015). Participan también en la
regulacion de los procesos de proliferacion y diferenciacion celular (Shin y cols., 2006).
Uniones adherentes: se sitian por debajo de las uniones estrechas, fijan
mecanicamente las células vecinas mediante la union del citoesqueleto. Participan en el
mantenimiento de la integridad del epitelio, de la permeabilidad paracelular y de la forma
y polaridad celular. En este tipo de uniones las proteinas transmembrana son las
cadherinas, glicoproteinas cuya adhesion extracelular depende de calcio. El extremo
intracelular de las cadherinas se une a proteinas citoplasmaéticas de la familia de las
cateninas (p120, a-catenina y B-catenina), las cuales se unen al citoesqueleto de actina. La
E-cadherina y la [-catenina estan implicadas en la regulacién de la proliferacion y
diferenciacion celular y sus niveles citosolicos estan regulados por la via de senalizacion

Wnt (ver revision Rudini y Dejana, 2008).

Desmosomas: Proporcionan una fuerte union entre células contiguas, ya que
actian como un nexo entre ellas y los filamentos intermedios del citoesqueleto. Las
proteinas transmembrana que participan son la desmogleina y la desmocolina, ambas
pertenecientes a la familia de las cadherinas. Los extremos citosolicos se unen a una placa
citoplasmatica, compuesta por un complejo de proteinas de anclaje intracelular, que se
unen al citoesqueleto. Ademas participan en la regulacion de los procesos de proliferacion

y migracion celular (ver revision Garrod y Chidgey, 2008).

Lamina propia

Es un tejido conectivo laxo, que se extiende entre las criptas. La ldmina propia
proporciona un soporte para el epitelio y contiene los vasos sanguineos y linfaticos, las
fibras nerviosas y musculares lisas, y células mesenquimales como pericitos, fibroblastos

y miofibroblastos y otros tipos celulares como linfocitos y células dendriticas (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica del epitelio y de las células mesenquimales de
la lamina propia en la mucosa de colon (esquema adaptado de Mifflin y cols., 2011). Corte
transversal de las criptas. MB: Membrana basal; CE: célula endotelial; Epi: epitelio; FB: fibroblasto;
L: vaso linfatico; MF: miofibroblasto; P: pericitos; VS: vaso sanguineo.

Los miofibroblastos subepiteliales se localizan justo por debajo de la membrana basal
que separa las células epiteliales de la lamina propia. Forman un sincitio tridimensional
bajo el epitelio superficial o rodeando las criptas, por lo que estos dltimos son llamados
fibroblastos pericripticos. Poseen caracteristicas morfoldgicas y funcionales de
fibroblastos y de células de misculo liso. Asi, por ejemplo, expresan proteinas como la a-
actina del musculo liso (a-SMA), considerada el mejor marcador de los miofibroblastos
subepiteliales. Secretan proteinas de la matriz extracelular ademas de diferentes
citoquinas, quimoquinas, hormonas, neurotransmisores, proteinas de adhesién, factores
de crecimiento y mediadores de la inflamaciéon. Los miofibroblastos también expresan
receptores para muchos de esos ligandos, lo que les permite mediar informacién paracrina
en ambas direcciones: hacia y desde las células epiteliales, el sistema inmune y otras
células mesenquimales de la lamina propia. De esta manera controlan la homeostasis del
epitelio intestinal e intervienen en procesos inflamatorios e inmunologicos, asi como en la
proteccion, remodelacion, regeneracion y reparacion de lesiones de la mucosa intestinal

(Andoh y cols., 2005; ver revisiones de Powell y cols., 2005; Mifflin y cols., 2011).
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Nuestro grupo de investigacién demostr6é por primera vez que los miofibroblastos
subepiteliales del intestino delgado del raton y rata también producen la proteina Reelina
(Garcia-Miranda y cols., 2010 y 2012) y que ésta regula la homeostasis cripta-vellosidad

(Garcia-Miranda y cols., 2013).

PRINCIPALES VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA
HOMEOSTASIS DEL EPITELIO DEL COLON

Se han identificado y estudiado numerosas moléculas y vias de sefializacion que
afectan a los procesos de proliferaciéon, migracion, diferenciaciéon y apoptosis del epitelio
del colon. Entre las vias de sefializacién podemos destacar las via de Wnt, Notch, Hedgehog
y la del factor de crecimiento transformante 3 (TGFf) /proteina morfogenética del hueso
(Bmp) (Figura 5). Los mecanismos moleculares por los que ocurren estos procesos no son
bien conocidos y atin menos los implicados en los procesos de inflamacion, regeneracion y
cancer de colon. Estas rutas de sefalizacion no son independientes unas de las otras sino
que interaccionan entre si lo que permite una completa regulacion de la homeostasis

epitelial (ver revisiones Bertrand y cols., 2012; Jeon y cols., 2013).
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Figura 5. Representacion esquematica de las principales vias de senalizacion
implicadas en la homeostasis de la cripta del colon. Las flechas indican los gradientes de
actuacion de las vias. (Esquema adaptado de Betrand y cols., 2012).
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Via Wnt

La via de sefalizacion Wnt es la principal via de activacion de la proliferacion y
diferenciacion de las células madre de la cripta en el colon adulto.

La via de senalizacion Wnt incluye dos posibles rutas, la candnica y la no canoénica.
La ruta no candnica es independiente de [-catenina y utiliza diferentes mecanismos de
senalizacion como respuesta a la senal Wnt. La ruta canodnica es dependiente de [3-
catenina, siendo la ruta esencial en la regulacion de la proliferacion celular intestinal. En
ella, el ligando Wnt se une al complejo formado por los receptor de membrana, Frizzled, y
los receptores de lipoproteinas de baja densidad. La activaciéon del complejo receptor
conduce a la inhibicion del complejo APC (Adenomatosis Polyposis Coli) y a la
acumulacion de -catenina en el citoplasma. La [-catenina viaja al nticleo, donde activa
factores de transcripcion celular de los genes diana de Wnt, como por ejemplo, c-Myc,
ciclina D, Efrina B, receptores de efrina B, SOX9 (“SRY-box containing gene 9”) y Cdx-2
(“caudal type homeobox 27).

En ausencia del ligando Wnt, las B-cateninas citoplasmaticas son degradadas por el
complejo multiproteico formado por APC y cinasas, cuya funcion es marcar, mediante
fosforilacion, a las B-cateninas para su ubiquitinacion y rapida degradacion mediante
proteosomas.

También se ha descrito que Wnt participa en la diferenciacion de los colonocitos a
través de la fosforilacion e inhibicion del factor de transcripcion Atoh-1 (“Protein atonal
homolog 1”) (perteneciente a la via Notch), y junto con la via TGF3/Bmp esta implicada en
la formacidn de las criptas (ver revision Noah y cols., 2011). Estudios recientes demuestran
que esta via estd involucrada también en los procesos de regeneracion tisular (ver

revisiones Yang y cols., 2014; Sebio y cols., 2014; Krausova y Korinek, 2014).
Via Notch

La via de senalizacion Notch es la principal via de regulacion de la diferenciacion de
las células de la cripta en el colon adulto. Notch1, Notch2, Dll1 y Dll4 son los receptores y
ligandos que se expresan en el epitelio intestinal. La uniéon ligando-receptor resulta en una

cascada proteolitica que libera el dominio intracelular de Notch, el cual se transporta al
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nucleo activando la expresion de genes como Hes-1 (“Hairy and enhancer of Split 1”) y
Olfmg4 (Olfactomedina 4).

La activacion de Hes-1 produce una disminucion de Atoh1 y que las células no
diferenciadas se diferencien hacia células absortivas o colonocitos. Una represion de Hes-
1 aumenta la actividad de Atohi, y el destino celular es hacia el desarrollo de células
secretoras como las caliciformes, enteroendocrinas y tufts.

La via Notch participa también en la proliferaciéon y supervivencia de las células
madre a través de la activacion del gen Olfm4. Esta via esta implicada en la mayoria de los
canceres de colon y en las enfermedades inflamatorias (ver revisiones Bertrand y cols.,

2012; Jeon y cols., 2013; Noah y Shroyer, 2013).
Via Hedgehog

La via de Hedgehog es fundamental en la formacion del sistema nervioso entérico y
de la capa muscular durante el desarrollo embrionario del colon. Su funcion principal es la
diferenciacion de las células mesenquimales en células musculares, miofibroblastos y
pericitos, regulando la homeostasis del mesénquima.

La uniéon de los ligandos Hedgehog a los receptores Patched libera la proteina
Smoothened, que se inserta en la membrana y activa la translocacion al nacleo de los
factores de transcripcion Gli, los cuales promueven la proliferacién y diferenciacion
celular. En ausencia de ligandos, los receptores Patched inhiben la sefial traducida por el
receptor Smoothened.

La via Hedgehog inhibe de forma paracrina la via Wnt en las células de la cripta,
regulando la formacion de la cripta.

Se ha demostrado que la sefializacion de esta via disminuye cuando se produce dano
tisular y aumenta durante la fase de reparacion, lo que indica que la via Hedgehog tiene
una funcion importante en la regeneracion del epitelio intestinal. (ver revisiones Biiller y

cols., 2012; Betrand y cols., 2012; Jeon y cols., 2013).

Via TGFB/BMP

La senalizacion de la superfamilia de factores de crecimiento transformantes tipo 3

(TGFp) regula el desarrollo embrionario, la cicatrizaciéon de heridas, la proliferacion y la
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diferenciacion celular. La superfamilia TGFf3 consta de citoquinas, como la isoforma TGFf3,
de la proteina morfogenética del hueso (BMP) y de activinas.

La union de los ligandos a sus receptores serina/treonina quinasa fosforila a los
factores de trascripcion Smad (BMP fosforila principalmente a Smad 1,5 y 8 y TGF[3 a Smad
2y 3), los cuales forman un complejo con Smad -4 que se traslada al nicleo y regula la
trascripcion y la expresion de sus genes diana, controlando asi el desarrollo intestinal.

La via Bmp antagoniza a la via Wnt/p-catenina, por lo que participa junto a ésta en
la regulacion de la formacion de la cripta y de la proliferacion celular. Mutaciones en la via
Bmp favorece la progresion del cancer y de enfermedades como la poliposis intestinal
juvenil, demostrando su papel inhibitorio en la proliferacion celular (ver revisiones Noah

y cols., 2011; Betrand y cols., 2012; Jeon y cols., 2013).

ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES

Las enfermedades inflamatorias intestinales constituyen un problema sanitario cuya
incidencia ha ido incrementandose en los ultimos afios. Principalmente incluye dos
patologias: la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. La enfermedad de Crohn puede
cursar con una inflamacién transmural y afectar a cualquier parte del tracto
gastrointestinal, aunque suele ser mas comun en el ileon o en la region perianal. Por otro
lado, la colitis ulcerosa cursa con una inflamacioén de la mucosa limitada a la region del
colon. Aunque la etiologia de las enfermedades inflamatorias intestinales esta todavia por
determinar, estudios recientes indican que se debe a la integracion de distintos factores,
tales como la susceptibilidad genética, las condiciones ambientales externas, la flora
microbiana intestinal y la respuesta inmune (ver revision Zhang y Li, 2014). Estudios
recientes han identificado una gran variedad de genes asociados a las enfermedades
inflamatorias intestinales (Jostins y cols., 2012).

Durante las dos ultimas décadas la mayoria de los estudios sobre la respuesta
inmunitaria en las enfermedades inflamatorias intestinales se han centrado en la respuesta
inmune adaptativa, sin embargo, las investigaciones més recientes lo hacen en la respuesta
inmune innata de la mucosa durante la inflamaciéon aguda o en la primera fase de la
inflamacién croénica. En este tipo de respuesta desempena una funcién fundamental la
barrera intestinal que forma el epitelio, el moco que recubre el epitelio, los
enterocitos/colonocitos y las células especializadas en la defensa e inflamacion como las

células de Paneth y los neutrofilos (ver revision Zhang y Li, 2014).
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La enfermedad inflamatoria intestinal se caracteriza por una desregulacion de la
homeostasis epitelial. Las células epiteliales se comunican con las células mesenquimales
que las rodean a través de cascadas de senalizacion de citoquinas inflamatorias u otras
moléculas, y alteraciones en estas vias pueden producir patologias intestinales. Las células
mesenquimales promueven la proliferacion de las células epiteliales e intervienen en los
procesos de reparacion, directamente mediante comunicacién con las células madre
epiteliales, o indirectamente regulando la actividad de leucocitos inflamatorios. Entre las
citoquinas mejor estudiadas que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria intestinal destacan el interferon y (IFNy), la interleucina-1p (IL-1p) y el factor
de necrosis tumoral a (TNF-a). Por otro lado, citoquinas antiinflamatorias sobre la
homeostasis intestinal son la interleucina-10 (IL-10) y el factor de crecimiento
transformante-f31 (TGF-f31), las cuales protegen la mucosa intestinal al inhibir la expresion
de citoquinas inflamatorias. Ademas de las citoquinas antiinflamatorias se producen otras
moléculas que intervienen en la resolucion de la inflamacién intestinal, afectando a los

procesos que mantienen la homeostasis intestinal (ver revisiéon Koch y Nusrat, 2012).

SISTEMA DE SENALIZACION DE LA REELINA

En 1951, Falconer describi6 por primera vez un tipo de ratones mutantes
espontaneos a los que les denominé reeler. Este tipo de ratones presentaban una mutacion
autosdmica recesiva que les provocaba anormalidades arquitectonicas severas en la
corteza cerebral. Las neuronas no eran capaces de alcanzar su posicion correcta durante el
desarrollo del cerebro. El resultado era la desaparicion de la estructura laminar de la
corteza cerebral, cerebelar y del hipocampo. Los ratones reeler presentan ataxia al
desplazarse, distonia postural y temblores a partir de la segunda semana de vida. Son
incapaces de mantenerse sobre sus patas traseras, y frecuentemente se caen hacia los lados
cuando se estan desplazando. La viabilidad y fertilidad de estos ratones mutantes es
reducida (D’Arcangelo y cols., 1995).

En 1995 se clono el gen que codifica la Reelina y se descubri6 que el raton “reeler”
no expresaba Reelina (D’Arcangelo y cols., 1995; Bar y cols., 1995; Hirotsune y cols., 1995).

La Reelina es una glicoproteina de la matriz extracelular de gran tamano (420
KDalton). Contiene un extremo amino-terminal glicosilado necesario para la
multimerizacion de la proteina y la consiguiente actividad biologica, una region central que

contiene 8 secuencias de aminoacidos que se repiten, necesaria para la union de la Reelina
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a sus receptores y un extremo carboxilo-terminal fundamental para la activacion de la
senalizacion intracelular. Una vez en el espacio extracelular la Reelina puede sufrir rotura
proteolitica produciéndose tres fragmentos: extremo amino, extremo carboxilo y
fragmento central. La proteasa que acttaa hidrolizando a la Reelina no ha sido descrita atn,
aunque se sabe que pertenece a la familia de las metaloproteinasas. Tanto la Reelina
completa, como el fragmento central son capaces de unirse a los receptores, si bien parece
que sus efectos principales los realiza en su forma completa (ver revisiones D’Arcangelo,
2006).

La proteina Reelina es fundamental para la regulacion de la migracion y
posicionamiento de las neuronas, células de la glia y astrocitos durante el desarrollo
embrionario, regulando la laminacién de la corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. En el
cerebro adulto participa en el mantenimiento de la conectividad y plasticidad sinaptica,
responsables del desarrollo cognitivo (ver revision Folsom y Fatemi, 2013).

Para ejercer su accion la Reelina se une a los receptores de membrana VIdIR
(receptores de lipoproteinas de muy baja densidad), ApoER2 (receptor 2 de la
apolipoproteina E), o a3fp1 integrina. Algunos autores también consideran como receptor
a la proteina CNR1 (receptor 1 neuronal relacionado con la cadherina) y el receptor de la
Efrina (Ephb). Sin embargo, se ha descrito que los receptores que median la senal de la
Reelina in vivo son el VIdIR y el ApoER2 ya que sdlo los ratones doble-mutantes en ambos
genes (VIdIR y ApoER2) presentan un fenotipo igual al del raton reeler (ver revision
Knuesel, 2010; Bouché y cols. 2013).

El ARNm de ambos receptores se ha detectado en cerebro, testiculo y ovarios. VIdIR
también se ha observado en corazon, rifion, masculo, pulmén, tejido adiposo e higado (ver
revision Reddy y cols., 2011). Nuestro grupo de investigacion detect6 la presencia de ambos
receptores en el epitelio del intestino delgado de rata y raton (Garcia-Miranday cols., 2010,
2012).

La uniéon de la Reelina a sus receptores induce la fosforilacion de la proteina
citosblica Dab1 (Disabled 1) mediante cinasas de la familia Src. La funcién mejor estudiada
y descrita de la Dab1 es la de traducir la sefial iniciada por la Reelina regulando la
migracion neuronal durante el desarrollo del cerebro. Ratones mutantes espontaneos para
el gen de la Dab1 presentan un fenotipo muy parecido al de los ratones mutantes para el

gen de la Reelina (Gonzalez y cols., 1997; Howell y cols., 1997).
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La Dab1 fosforilada traduce la senal a otras vias de senalizaciéon, que regulan la
dinamica microtubular de la célula, promoviendo la migracion neuronal y la laminacién
cerebral. Por otro lado, activa a los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) que permiten
la entrada de Ca2* en la célula contribuyendo asi en la formacion y modulacion de la
transmision y plasticidad de la sinapsis neuronal (ver revision Folsom y Fatemi, 2013)
(Figura 6).

El ARNm de Dab1 se ha detectado en el sistema nervioso, en células hematopoyéticas
(Howell y cols., 1997), en prostata, endometrio, cérvix, ovario y glandulas mamarias
(McAvoy y cols., 2008) y mas recientemente en tejido adiposo, testiculo y bazo (Long y
cols., 2011), entre otros. Nuestro grupo de investigacion lo ha detectado en la mucosa del
intestino delgado y grueso (Garcia-Miranda y cols., 2010) y hemos sugerido una funcion

ligada a la Reelina en la homeostasis de la unidad cripta-vellosidad (Vazquez-Carretero y

cols., 2014).
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Figura 6. Sistema de seiializaciéon de la Reelina-Dab1 en el sistema nervioso (esquema
adaptado de Folsom y Fatemi, 2013).

En el sistema nervioso central, la Reelina es secretada fundamentalmente por las

células de Cajal-Retzius durante el desarrollo embrionario, mientras que en el cerebro
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adulto es secretada fundamentalmente por interneuronas GABAérgicas de la neocorteza e
hipocampo, las células granulosas glutamatérgicas del cerebelo, las células piramidales de
la corteza entorrinal y células de la glia (Knuesel, 2010).

La Reelina también se expresa en otros tejidos adultos periféricos aunque en menor
cantidad que en cerebro. Se ha detectado en: los tiibulos seminiferos del testiculo, la region
intersticial del ovario y las células endoteliales de los vasos sanguineos de rifién, higado y
bazo (Ikeda y Terashima, 1997); las células cromafines de la glandula adrenal, la glandula
pituitaria y el plasma sanguineo (Smalheiser y cols., 2000); odontoblastos (Maurin y cols.,
2004); las células estrelladas del higado (Kobold y cols., 2002; Samama y Boehm, 2005);
el pancreas (Sato y cols., 2006); la retina y la cérnea (Pulido y cols., 2007); el tejido
mamario (Stein y cols., 2010; Khialeeva y cols., 2011); el epitelio gastrico (Dohi y cols.,
2010) y tejido mesodérmico (Diaz-Mendoza y cols., 2013), entre otros. Nuestro grupo de
investigacion describi6é por primera vez la presencia de Reelina en el epitelio del intestino
delgado (Garcia-Miranda y cols., 2010), y su funcion en la regulacion de la dindmica de la
cripta-vellosidad (Garcia-Miranda y cols., 2013). Posteriormente otros autores han
corroborado la expresion de Reelina en el tejido intestinal (Saaed y cols., 2012; Xiong y
cols., 2013). La funcidén de la Reelina en los tejidos periféricos es desconocida, aunque hay
datos que parecen indicar que la Reelina est4 implicada en el desarrollo de los tejidos y en
la reparacion tras dano tisular (Pulido y cols., 2007; Lorenzetto y cols., 2008; Won y cols.,

2006; Courtes y cols., 2011; Rebustini y cols., 2012).

Regulacién de la transceripeién de la Reelina

Se han descrito dos mecanismos de regulacion transcripcional de la Reelina en el
sistema nervioso: regulacion a través de factores de transcripcidon que se unen a secuencias
especificas del promotor, y regulacion epigenética, mediante metilacion de sitios CpG del
promotor y acetilacion de histonas.

La Reelina es un gen largo compuesto por 65 exones que ocupa 450 kb del ADN
genodmico. Su promotor contiene sitios de union a factores de trascripcion y una isla CpG
con residuos de citosinas susceptibles de metilacion (Figura 7). Los factores de
transcripcion Sp1, Pax6 (Paired Homeobox 6), Tbri (T brain 1), CREB (elemento de union
dependiente de AMPc), NF-xB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas) y Cask (serina cinasa dependiente de calcio/calmodulina) actian

como reguladores positivos de la expresion de Reelina. Cask puede ejercer su accion
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uniéndose directamente al promotor o bien formando un complejo con la proteina Tbri1
(Bredt, 2000). La union del factor de transcripcion Snail inhibe la expresion de la Reelina
y es mediador de la sefial producida por la proteina TGFp1 (Yuan y cols., 2012). De igual
forma el fragmento intracelular del receptor ApoER2 de la Reelina (ApoER2-ICD), que
surge tras union de la Reelina con ApoER2, se une al promotor regulando negativamente
la transcripcion (Balmaceda y cols., 2014).

La proteina DNMT1 (ADN metiltransferasa 1) es la principal proteina encargada de
metilar los sitios CpG del promotor de la Reelina, silenciando su expresion. Inicialmente
se pensaba que la DNMT1 sélo actuaba en el mantenimiento del patron de metilacion de
las células mitoticas, sin embargo se ha demostrado que también regula la metilacion de
los genes en células que no estan en divisién (Inano y cols., 2000). La metilacion del
promotor por la DNMT1 recluta proteinas desacetilasas de las histonas (HDCAs),
produciéndose un alto grado de condensamiento de la cromatina que dificulta el acceso de
los factores de transcripcion al promotor. La suma de todos estos procesos provoca el
silenciamiento de la expresion del gen de la Reelina. Para que la transcripcion de la Reelina
se active es necesario que las histonas se acetilen y se desmetilen los sitios CpG, para que
el promotor quede accesible a los factores de transcripcion (ver revisiones Grayson y cols.,

2006; Levenson y cols., 2008).

CREB
SP1
CpG

Figura 7. Promotor de la Reelina en el ratén. Se muestran algunos de los sitios CpG y de
union especifica a factores de transcripcion. (Esquema adaptado de Levenson y cols., 2008)
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Implicacion de la Reelina en procesos patoldgicos y en la regeneracion tisular

En el hombre existen multiples enfermedades neuroldgicas que se han relacionado
con el gen de la Reelina o con los componentes de la via de senalizacion, como la
esquizofrenia, el autismo, el Alzheimer, la lisencefalia, el trastorno bipolar, el desorden
depresivo mayor (ver revision Folsom y Fatemi, 2013) y la epilepsia (Haas y Frotscher,
2010; Dazzo y cols., 2015). En casi todas ellas la expresion de la Reelina se encuentra
reducida. En el Alzheimer ademas se considera que la disminucién de la proteina Reelina
precede a la formacion de las placas beta amiloides.

También ha sido relacionada con procesos patoldgicos periféricos, como la
enfermedad de Hirschprung, donde la Reelina se encuentra aumentada (Saeed y cols.,
2012). La expresion de Reelina también se encuentra alterada en el desarrollo de algunos
canceres. En el cancer de mama (Stein y cols., 2010), en el gastrico (Dohi y cols., 2010), en
el pancreatico (Satoy cols., 2006) y en el carcinoma hepatocelular (Okamura y cols., 2011)
la Reelina se encuentra disminuida, en cambio los niveles aumentan en el cancer de
prostata (Perrone y cols., 2007) y en el retinoblastoma (Seigel y cols., 2007). Wang y cols.
(2002) observaron un aumento en la expresion de Cask y Reelina en el cancer de es6fago
mientras que Yuan y sus cols. (2012) describieron una disminucion de la Reelina por
accion del TGFp1 en este mismo tipo de cancer. También ha sido relacionada con procesos
inflamatorios asi, en la artritis reumatoide la Reelina esta aumentada (Magnani y cols.,
2010) y disminuye en el cerebro de embriones de ratones gestantes cuyas madres han sido
sometidas previamente a inflamacion cerebral (Harvey y Boksa, 2012). La infeccién por
rotavirus de las células Caco-2 induce un aumento de la expresion del ARNm de Reelina
(Cuadrasy cols., 2002).

Se han observado aumentos en la expresion de la Reelina tras lesién de distintos
tejidos, sugiriendo la participacion de la Reelina en la reparacion/regeneracion de los
tejidos danados. Es el caso de lesiones en la cornea y la retina (Pulido y cols., 2007), en la
mielina del nervio periférico (Lorenzatto y cols., 2008), tras isquemia y dafio cerebral
(Won y cols.,, 2006; Courtes y cols., 2011) y en la regeneracion de la glandula

submandibular (Rebustini y cols., 2012).
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Nuestro grupo de investigacion identificO por primera vez los componentes del
sistema de senalizacién de la Reelina (Reelina, VIdIR, ApoER2 y Dab1) en el intestino
delgado de rata y raton y demostro que las proteinas Reelina y Dab1 estan implicadas en
la dindmica del eje cripta-vellosidad. Otros resultados observados en los ratones reeler
(deficientes en Reelina) mostraban: i) alteraciones en la morfologia de la mucosa del
intestino delgado observandose mayor anchura de las uniones adherentes, lo que podria
permitir el acceso de antigenos de la luz intestinal; ii) una disminucion en el nimero de
células Paneth, que reduciria la defensa antimicrobiana intestinal; y iii) variaciones en la
expresion de genes implicados en la respuesta inmune e inflamacion. Todo ello nos hizo

pensar que la Reelina podria tener una funcion en las patologias intestinales.

Por lo anteriormente expuesto, el objeto del presente trabajo es estudiar la expresion,
funcion y regulacion del sistema de senalizacion de la Reelina en la mucosa del colon

normal e inflamado de raton, de acuerdo con el siguiente plan de trabajo:

1. Expresion de los genes Reelina, Dabi, VIdIR y ApoER2 en la mucosa del colon de

raton, y el efecto de la edad en dicha expresion.

2. Localizacion de las proteinas Reelina, VIdIR, ApoER2 y Dab1 en las células de la

mucosa del colon de raton.

3. Anadlisis de la morfologia y homeostasis de la mucosa del colon de raton en

presencia y ausencia de la Reelina.

4. Efecto de la ausencia de la Reelina en la expresion de los genes SOX9, Ciclina D1,

Cdx-2, Smads, Hes-1 y Atoh-1 en el colon de raton.

5. Efecto del tratamiento con un agente inflamatorio en la expresién de Reelina, Dab1,
VIdIR y ApoER2.

6. Andlisis del grado de inflamacion en el colon de ratones control y reeler.

7. Efecto de la inflamacién en la expresion de los genes SOX9, Ciclina D1, Cdx-2,

Smads, Hes-1y Atoh-1 en el colon de ratones control y reeler.

8. Regulacion dela expresion de la Reelina en el colon de raton durante la inflamacion.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado ratones de la cepa C57BL/6J y ratones control (tipo salvaje) y reeler
(mutante) de la cepa B6C3Fe/J.

Los ratones de la cepa C57BL/6J procedian del Centro de Produccion y
Experimentacion animal de la Universidad de Sevilla (Espartinas) y las parejas de ratones
heterocigoticos para el gen de la Reelina (rl*/rl-) (cepa B6C3Fe/J) de los Laboratorios
Jackson (Estados Unidos), a través de los Laboratorios Charles River (Espafia). Los
ratones homocigoticos para la mutacion (rl-/rl-) se obtuvieron mediante el cruce de
parejas de heterocigbticos en el animalario de la Facultad de Farmacia de la Universidad
de Sevilla. La cepa de ratones mutantes para el gen de la Reelina utilizada fue la
“Edinburgh”, que posee una deleciéon de 150 kb, de manera que al transcribirse el gen de
la Reelina se origina un ARN mensajero que posee una delecion de 8 kb en el extremo 3’
de las 12 kb delas que consta, no pudiendo ser detectado ni el ARN mensajero ni la proteina
(D’Arcangelo y cols., 1996, Royaux y cols., 1997).

Los animales se mantuvieron con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, en condiciones
adecuadas de temperatura y humedad en el animalario de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Sevilla, con libre acceso al agua y al pienso. El pienso utilizado fue Global
Rodent Diet para los ratones C57BL/6J y pienso extrusionado Global 2019 para los ratones
transgénicos, ambos de Harlan Iberica S.L.

Las edades de los ratones fue de 16 dias, 1, y 3 meses.

El sacrificio de éstos se realizo de acuerdo a las normas éticas de experimentacion

con animales 86/609/EEC del Consejo Europeo, mediante dislocacion cervical.

APARATOS

Para la realizacion del presente trabajo se han empleado los siguientes aparatos:
e Agitador de balanceo (Heidolph, Duomax 1030)

e Autoclave (Selecta, Autester-E)
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Bafo termorregulable (Selecta, Precisdig)

Cabina de flujo laminar (Microflow, 25674)

Camara de fotos digital (SPOT Insight V 3.5)

Camara de fotos manual (POLAROID, DS34)

Campana extractora (CRUMA, 870)

Centrifuga refrigerada (Beckman, J2-21) con rotor JA-17

Criostato (Leica, CM 1510 S)

Cubeta de electroforesis para geles de acrilamida (Bio-Rad, Mini Trans-Blot
Cell)

Cubeta de electroforesis para geles de agarosa (Sigma-Aldrich, SHU6)
Espectrofotometro (Hitachi, U-2001)

Estufa digital (Selecta, Digitheat, 2001242)

Fuentes de alimentacion Power-Pac 200, Power-Pac 300 y Power-Pac 3000
(Bio-Rad)

Homogeneizador Politron (Ystral, T-1500)

Incubadora con agitacién orbital (Innova 4000, 152)

Lampara de luz ultravioleta (CE, TFX-20M)

Lector de placas (ASYS, UVM 340)

Microcentrifuga (Eppendorf, 5415C)

Microscopio electronico (Philips, CM-10)

Microscopio 6ptico (Axioskop 40, Carl Zeiss)

Microtomo (Histo-line Laboratories, MR 2258)

pHmetro (HANNA, HI 221)

Sonicador (Sonic&Materials Inc.Danbury, Vibra Cell)

Termociclador (Techne, Progenie)

Termociclador para tiempo real (Bio-Rad, MJ MiniOpticom)

REACTIVOS

Los productos quimicos utilizados se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Espana), salvo

que se indique otra procedencia.



Anticuerpos secundarios

Tabla 1. Anticuerpos empleados
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Los anticuerpos para las distintas técnicas inmunologicas realizadas se resumen en
la Tabla 1.

ANTICUERPO PROCEDENCIA LABORATORIO DILUCION
a Actina de musculo liso Clon1A4 (A2547) Raton Sigma-Aldrich 1:100
ApoER2 (H-135): sc-20746 Conejo Santa Cruz Biotechnology, INC. 1:25
BrdU (Clon BU 33) (B2531) Raton Sigma-Aldrich 1:300
g CA I (H48):s¢-134853 Conejo Santa Cruz Biotechnology, INC. 1:50
:g Caspasa 3 activa (Asp175) Conejo Cell Signaling 1:200
§" Cromogranina A (NB120-15160) Conejo Novus Biologicals 1:100
% Dab1 (AB5840) Conejo Chemicon 1:200
g Mucina 2 (H-300):sc-15334 Conejo Santa Cruz Biotechnology, INC. 1:50
g Reelina (G10) (NB600-1081) Raton Novus Biologicals 1:500
E Reelina (H-221): sc-5578 Conejo Santa Cruz Biotechnology, INC. 1:50
Sox9 (H-90):s¢-20095 Conejo Santa Cruz Biotechnology, INC. 1:50
Vilina Ab-1(Clone CWWB1) Rat6n Thermo Scientific 1:100
VIdIR (6A6):sc-18824 Raton Santa Cruz Biotechnology, INC. 1:25
"5 a Actina de musculo liso (A5228) Raton Sigma-Aldrich 1:10.000
E B-Actina (AC-74) (A5316) Rat6n Sigma-Aldrich 1:4000
E.) DNMT1 (D4692) Conejo Sigma-Aldrich 1:4000
§ GAPDH Clon71.1 (G8795) Raton Sigma-Aldrich 1:15.000
IgG de conejo conjugado con biotina Cerdo Dako 1:300
IgG de ratén conjugado con biotina Conejo Dako 1:300
E IgG de cabra conjugado con biotina Conejo Dako 1:300
IgG de conejo conjugado con biotina Cabra Vector Laboratories 1:200
IgG de ratén conjugado con biotina Cabra Vector Laboratories 1:200
IgG de ratén conjugado con peroxidasa de ) .
“9 Libano Cabra Sigma-Aldich 1:8000
3 IgG de ratén conjugado con peroxidasa de
Oveja Sigma-Aldich 1:8000

rabano
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GENOTIPADO DE RATONES

El genotipado de los ratones se realiza siguiendo el protocolo descrito por
D’Arcangelo y cols., (1996). Primero se extrae el ADN gendémico procedente de alguno de
los dedos de los ratones siguiendo un codigo para su identificacion y utilizando la solucion
de extraccion QuickExtrac™ (EPICENTRE), conforme a las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, con 5 ul del ADN genémico extraido se realiza una reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) usando tres cebadores especificos del gen de l1a Reelina, de
los cuales, uno es sentido (TAATCTGTCCTCACTCTGCC) y dos son anti-sentido
(CAGTTGACATACCTTAAT; TGCATTAATGTGCAGTGT). La polimerasa de ADN usada
para esta reaccion fue la MyTaq (Bioline), y las condiciones de reaccion fueron: una
primera etapa de desnaturalizacion del ADN de 2 min a 95°C, posteriormente, cuarenta
ciclos que comprendian: 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 55°Cy 15 segundos a 72°C, y
por ultimo, una etapa de elongacion de 2 min a 72°C.

El producto de esta reaccion se analiza mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Los tres posibles genotipos se identifican en funcion del tamafio de las bandas
obtenidas: 266 pb para el genotipo normal (+/+), 266 y 363 pb para el heterocigotico
(+/-) y 363 pb para el reeler (-/-).

MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO

Tras el sacrificio de los ratones los tejidos se extraen rapidamente del animal y se
lavan con solucidn salina fisiologica fria (4°C). Se miden, pesan y se cortan en trozos que
se procesan segin para lo que van a ser utilizados. Asi se procede a su congelacion en
nitrogeno liquido, fijacion en p-formaldehido al 4% o incubaciéon en 1mM ditiotreitol
(DTT) en PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,1 mM Na.HPO, y 1,8 mM KH.PO,), segin
la finalidad del mismo.

Las preparaciones biolégicas empleadas fueron: tejido cerebral, tejido intestinal y

mucosa, muscular, células aisladas y extractos proteicos de colon.

Obtencion de la capa mucosa v muscular del colon de ratéon

Para obtener la capa mucosa del colon proximal y distal, una vez extraidos los tejidos

se abren longitudinalmente y, sobre una placa de vidrio y en bafno de hielo, se raspa la
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mucosa con un portaobjetos y se guarda en tubos de 1,5 ml, congelandose en nitrégeno
liquido y conservandose a -80°C hasta su utilizacién. Luego se continiia raspando para
asegurar la retirada de posibles restos de la capa mucosa y submucosa y se termina
recogiendo el tejido restante que corresponde a la capa muscular. Al igual que con la
mucosa, el tejido se guarda en tubos de 1,5 ml, se congela en nitrégeno liquido y se conserva
a -80°C. Para asegurar que la obtencion de las dos capas ha sido correcta se fija un trozo
del tejido muscular aislado en un portaobjeto con adhesivo y se procede luego a su tincion

con hematoxilina para su observacion al microscopio optico.
Aislamiento de fracciones celulares del colon de ratén

El aislamiento secuencial de fracciones enriquecidas en colonocitos y
miofibroblastos de la mucosa del colon se realiza siguiendo el protocolo descrito por Leeb
y cols. (2002) con algunas modificaciones. Para ello, los tejidos del colon proximal y distal
del animal, una vez extraidos y lavados, se abren longitudinalmente y se cortan en
segmentos de aproximadamente 2 cm. Las piezas se incuban a temperatura ambiente
durante 15 min en PBS con 1 mM DTT. A continuacién se incuban durante 30 min en un
bafio a 37°C con agitacion en PBS que contiene 1 mM EDTA y 2 mM glucosa. Los
segmentos de intestino se agitan manualmente con una varilla, durante 30 segundos, para
favorecer el desprendimiento de los colonocitos y, la suspension celular resultante se filtra
a través de una malla de nylon de 60 um de poro. Se recogen los colonocitos por
centrifugacion a 900 g durante 2 min a 4°C. A continuaciéon se repite el proceso
(incubacion, agitacion y filtracion) para favorecer el desprendimiento de los colonocitos y
criptas restantes que son desechados.

Para el aislamiento de los miofibroblastos se contintia con el tejido no descartado.
Para ello se lava con PBS y se incuba a 37°C con agitacién durante 30 min en PBS que
contiene 1 mg/ml de colagenasay 2 mg/ml de hialuronidasa. Finalmente se agita mediante
vortex durante 30 segundos y se recogen los miofibroblastos subepiteliales por
centrifugacion a 900 g durante 2 min a 4°C.

Las distintas fracciones celulares se montan sobre portaobjetos con adhesivoy se
almacenan a -20°C hasta su uso en inmunohistoquimica o bien se congelan en nitrégeno

liquido y se conservan a -80°C hasta su utilizacién para extraccion de ARN.

27



28

Materiales y Métodos

El enriquecimiento celular de cada una de las fracciones se evalia midiendo ,
mediante PCR en tiempo real, el ARNm de marcadores especificos de cada tipo celular:
Vilina para colonocitos (West y cols., 1998) y la a-actina del muasculo liso (a-SMA) para los

miofibroblastos (Mahida y cols., 1997).

Obtencién de los extractos proteicos

Se obtienen del colon intacto mediante su homogeneizacion con Polytron (Ystral) a
alta velocidad en “solucion de lisis” (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1% NP40, 0,1% Na
deoxicolato, 150mM NaCl, 2 mM EDTA, itomM EGTA) que contienen inhibidores de
proteasas: aprotinina (20 ug/ml), leupeptina (10 pg/ml) y fenilmetilsulfonilfluoruro
(PMSF) (1 mM). El homogenado se incuba a 4°C durante 10 min y se clarifica mediante

centrifugacion a 14.000 g durante 30 min.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La concentracién de proteinas presente en los extractos se determina mediante el

meétodo descrito por Bradford (1976) empleando la y-Globulina como proteina estandar.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS PARA SU OBSERVACION
AL MICROSCOPIO

Microscopio 6ptico

Los tejidos extraidos del colon proximal y distal se fijan con p-formaldehido al 4%
durante toda la noche a 4°Cy con agitacion orbital. Dependiendo de si se quiere incluir en
parafina o en resina el tejido a observar, se realiza uno u otro de los siguientes
procedimientos:

En el primero de los casos, los tejidos ya fijados se someten a un proceso de
deshidratacion utilizando alcoholes de concentraciones crecientes (70%, 80%, 90% y
100%) y por ultimo xilol, a temperatura ambiente y con agitacion orbital. A continuaciéon
se pasan por una mezcla de xilol: parafina (1:1) a 60°C y se incluyen en parafina
previamente calentada a 60°C, donde se mantienen toda la noche. Por altimo, los bloques

de parafina con los tejidos correctamente orientados se dejan solidificar a temperatura
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ambiente. Se realizan secciones de 5 um con un microtomo, se montan en portaobjetos con
adhesivo (StarFrost® adhesive slides, Knittel Glaser, Alemania) y se conservan a
temperatura ambiente hasta su utilizacion.

Cuando se quiere incluir el tejido en resina, los tejidos ya fijados se sumergen en
soluciones con concentraciones crecientes de sacarosa (20 y 30%) y se congelan en
isopentano a -15°C. Se realizan cortes histol6gicos de 10 um con un criostato y, tras ser
montados en portaobjetos con adhesivo (StarFrost® adhesive slides, Knittel Glaser,
Alemania), se conservan a —20°C hasta su utilizacion.

En el caso de las preparaciones con células aisladas (ver Aislamiento de fracciones
celulares), el volumen del pellet obtenido de colonocitos y miofibroblastos es diluido en
PBS y se montan alicuotas de 20 ul sobre portaobjetos con adhesivo, extendiéndolas
aproximadamente en 1 cm2. Las preparaciones se secan durante 10 min a 37°C y se

almacenan a -20°C.

Microscopio electréonico de transmision

Los tejidos extraidos del colon distal se fijan en Glutaraldehido al 4% en tampoén
Cacodilato 0,1 M (pH 7,4) durante 3 horas a 4°C. Posteriormente se lavan en tampoén
Cacolidato 0,1 M y se vuelven a fijar a 4°C durante 1-2 horas con Tetréxido de Osmio
(0s0,) al 1%. Tras un nuevo lavado en tampén Cacolidato con Sacarosa al 7,5%, los tejidos
son sometidos a un proceso de deshidratacion a 4°C pasandolos por cantidades crecientes
de Acetona (30, 50 y 70%) y se tifien con una solucion al 2% de acetato de uranilo en
acetona al 70%. Finalmente los tejidos son incluidos en resina SPURR y se realizan
secciones ultrafinas (80-100nm) con micrétomo (Reichert-Jung, Ultracut E.) que son
recogidas en rejillas de cobre (Electron Microscopy Science, G200-Cu). Tanto la inclusion
en resina como la preparacion del corte del tejido se realizan en el CITIUS (Centro de

Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad de Sevilla).

ANALISIS MORFOMETRICO

Se realizan medidas morfologicas de la mucosa y muscular de la pared del colon y de

las microvellosidades y uniones intercelulares del epitelio del colon.

29



30

Materiales y Métodos

Las medidas morfologicas de la pared del colon se hacen en secciones de parafina de
5 um, obtenidas del colon proximal y distal de ratones control y reeler de 1 y 3 meses. Para
unificar el estudio, se realizan las medidas en cortes de la misma porcién de colon, para lo
cual se cort6 un segmento de un centimetro de longitud de la zona mas proximal del colon
proximal y mas distal del colon distal. Para estas medidas se utiliza el microscopio optico
y el programa de tratamiento de imagenes SPOT Advance. Las preparaciones utilizadas
fueron previamente tenidas con hematoxilina-eosina, de acuerdo a métodos rutinarios.

Las medidas morfoldgicas del epitelio del colon se hacen en secciones ultrafinas de
resina de 80-100 nm, obtenidas del colon distal de ratones control y reeler de 3 meses. Las
secciones son examinadas y fotografiadas en el CITIUS mediante microscopio electrénico
de transmision (Philips CM-10) equipado con camara (Olympus Veleta).

Las medidas son realizadas por tres observadores.

INMUNOHISTOQUIMICA

Los ensayos de inmunohistoquimica se han realizado en preparaciones de células
aisladas y en secciones de tejido del colon proximal y distal de raton. Los anticuerpos
empleados en el presente estudio, asi como las diluciones de los mismos, se detallan en la
Tabla 1.

Inmunohistoquimica en células aisladas

Las preparaciones de fracciones celulares se descongelan y se fijan durante 10 min
con p-formaldehido al 2% en PBS a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se lavan
con PBS y se permeabilizan con triton X-100 al 0,1% en PBS durante 20 min a temperatura
ambiente. Tras lavar con PBS, se incuban durante 30 min con H,O- al 0,3% en metanol,
para inhibir la actividad peroxidasa endogena. Las uniones inespecificas del anticuerpo se
bloquean incubando las muestras en solucion de bloqueo (1% suero de cabra, 1% albimina
bovina sérica, 0,1% triton en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente, en camara
hameda y con agitacion. Seguidamente, se incuban con el anticuerpo primario en solucion
de bloqueo o tnicamente con solucion de bloqueo, sin anticuerpo primario (para el

control), a 4°C durante toda la noche.
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Tras lavado con PBS, las muestras se incuban con el anticuerpo secundario
conjugado con biotina, diluido en solucion de bloqueo, a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 90 min. Se lavan extensivamente con PBS y se incuban durante una
hora a temperatura ambiente con el complejo avidina-biotina (ABC, Vector), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras varios lavados con PBS, se incuban durante 15 min con
diaminobenzidina (DAB) en cAmara hiimeda y oscuridad y a continuacion con DABy H.O,
al 0.05% hasta la aparicion de color. Por tultimo se lava con PBS y se deja secar. Las
muestras se incluyen en pegamento de montaje EUKITT® (O. Kindler GmbH) para su
observacion al microscopio 6ptico. Las preparaciones fueron fotografiadas utilizando la
camara fotografica digital SPOT Insight V3.5., acoplada al microscopio Axioskop 40 Carl

Zeiss y el programa informatico SPOT advanced 3.5.4.1.

Inmunohistoquimica en tejido

A excepcion de los ensayos de inmunohistoquimica realizados para medida de la
migracion, proliferacion y apoptosis celular sobre criosecciones del tejido (ver apartados
“Medidas de proliferacion y migracion celular” y “Medida de apoptosis”), los demas
ensayos se realizaran sobre secciones de tejido incluido en parafina, siguiendo el proceso
que se detalla a continuacion:

Los portaobjetos con secciones de parafina de colon proximal y distal se desparafinan
pasando primero por la estufa a 60°C durante 30 min y luego por una bateria de alcoholes:
xilol (1,5 min x2), etanol 100% (30 s), metanol (14,5 min), etanol 100%, 95% y 70% (30 s
en cada uno) y agua (30 s). A continuaciéon se sumergen en una solucion de citrato
trisodico, pH 6, durante 10 min en el microondas.

Tras permeabilizar se lavan con PBS y las uniones inespecificas del anticuerpo se
bloquean mediante incubacion con solucion de bloqueo (Dako), durante 10 min. Todas las
incubaciones se realizan en cAmara himeda y a temperatura ambiente.

Los portaobjetos se lavan con PBS y se incuban durante 15 min con avidina-
estreptavidina (Vector). Tras lavar con PBS 5 min se incuban con biotina (Vector) 15 min.
Se lavan con PBS 5 min.

A continuacion las preparaciones se incuban con el anticuerpo primario disuelto en
PBS (con suero de cabra al 5%) o tinicamente con PBS, sin el anticuerpo primario (para el

control) durante 1 hora. Tras lavado extensivo con PBS, las muestras se incuban con el
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anticuerpo secundario disuelto en PBS (con 5% suero de cabra) durante 45 min. Se lavan
extensivamente con PBS y se incuban con peroxidasa- estreptavidina (Vector) disuelto en
PBS, durante 30 min. Tras varios lavados, se incuban a temperatura ambiente con DAB,
durante 10-15 min, hasta la aparicion de senal. Se lavan con PBS y se procede a deshidratar
siguiendo la misma bateria de alcoholes que al inicio pero esta vez en sentido creciente,
finalizando con la incubaci6n en xilol durante 20 segundos.

Finalmente las muestras se incluyen en pegamento de montaje EUKITT® para su
observacion al microscopio Optico. Las preparaciones son fotografiadas utilizando la
camara fotografica digital SPOT Insight V3.5. acoplada al microscopio Axioskop 40 Carl

Zeiss.

MEDIDAS DE PROLIFERACION Y MIGRACION CELULAR

Las medidas de proliferaciéon y migracion celular se realizan mediante la deteccion
de la incorporaciéon de 5-Bromodeoxiuridina en el ADN de nueva sintesis, segun el
protocolo descrito por Garabedian y cols. (1997). Para ello se inyecta intraperitonealmente
0,12 mg de 5-Bromodeoxiuridina (ref. B5002) por gramo de peso corporal del raton. Los
ratones se sacrifican a las 1,5 h y a las 15 h después de la inyeccién para la medida de
proliferacion y migracion, respectivamente. Se usaron ratones control y reeler de 1 mes.

La incorporaciéon de 5-Bromodeoxiuridina en el ADN se detecta mediante ensayo
inmunohistoquimico sobre criosecciones del colon proximal y distal. Las criosecciones se
descongelan (10 min a 37° C), y se tratan 10 min a 37°C con H.O. al 3% en metanol para
inactivar la actividad peroxidasa endégena. Posteriormente, para desnaturalizar el ADN,
se incuban 30 min a 37°C con HCI 2N y para permeabilizar el tejido 10 min a 37°C con
tripsina al 0,1% en PBS.

Para bloquear los sitios de union inespecificos del anticuerpo primario se tratan con
solucion de bloqueo (5% Suero de cabra en PBS) a 37°C durante 15 min. Seguidamente, se
incuban con el anticuerpo anti-BrdU (5-Bromodeoxiuridina) a una diluciéon de 1:300 en
solucion de bloqueo a 4°C durante 15 horas. Tras un lavado extensivo, los cortes se incuban
con el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con biotina a una dilucion 1:100 durante
1,5 h, a temperatura ambiente y en la oscuridad. Finalmente, se lavan extensivamente con
PBS.
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Para visualizar la senal se utiliza el kit ABC (Vector), siguiendo el protocolo del
fabricante, y se incuba posteriormente con Diaminobenzidina (ref. D4293) durante 15 min
a temperatura ambiente y oscuridad. Luego se vuelve a incubar con Diaminobenzidina y
H.0, al 0,05% hasta la aparicion de senal. Las preparaciones son observadas con el
microscopio 6ptico y fotografiadas utilizando la camara fotografica digital SPOT Insight V
3.5. acoplada al microscopio.

Después de las 1,5 horas de la incorporacion de 5-Bromodeoxiuridina, nos permite
identificar las células que se encuentran en la Fase S del ciclo celular. De esta forma, la
proliferacion celular se mide como el nimero de células marcadas por cripta bien
orientada longitudinalmente. La velocidad de la migracion celular se cuantific6 midiendo
la distancia entre la base de las criptas y la tltima célula marcada tras las 15 horas después
de la inyeccion. Para estas medidas se utilizd el programa SPOT Advance a partir de
imagenes digitalizadas de las preparaciones.

Las medidas fueron realizadas por tres observadores.

MEDIDA DE LA APOPTOSIS CELULAR

El estudio de la apoptosis celular se aborda mediante ensayos inmunohistoquimicos
utilizando el anticuerpo anti-Caspasa 3 activa. La Caspasa 3 es una proteina proapoptotica,
la cual al activarse desencadena la muerte celular. Se considera por lo tanto un buen
marcador para la mayoria de los sistemas apoptoéticos (Gown y Willingham, 2002).

Los ensayos inmunohistoquimicos se realizan sobre criosecciones del colon proximal
y distal. Las criosecciones se descongelan durante 40 min a temperatura ambiente, y se
permeabilizan con etanol del 100% a -20°C durante 10 min. Tras lavar con PBS se realiza
una segunda permeabilizacion con Tritén al 0,1% en PBS a temperatura ambiente durante
10 min. Se vuelve a lavar con PBS y se incuban con H.O. al 3% en metanol en camara
humeda y temperatura ambiente (para inactivar la actividad peroxidasa endogena).

Para bloquear los sitios de unién inespecificos del anticuerpo primario las secciones
se tratan con solucion de bloqueo (3% Suero de cabra, 3% de albiimina bovina sérica y 0,1%
triton en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente y en camara humeda.
Seguidamente, se incuban con el anticuerpo anti-Caspasag activa a una dilucion 1:200 en

solucion de bloqueo a 4°C durante toda la noche. Tras lavado extensivo, los cortes se
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incuban con el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con biotina a una dilucién 1:200
durante 1,5 horas, a temperatura ambiente y en la oscuridad. Se lavan extensivamente con
PBS.

Para visualizar la senal se utiliza el kit ABC (Vector), siguiendo el protocolo del
fabricante, e incubando posteriormente con Diaminobenzidina (ref. D4293) durante 20
min a temperatura ambiente y oscuridad. Luego se vuelve a incubar con Diaminobenzidina
y H.0. al 0,05% hasta la apariciéon de sefial. Las preparaciones son observadas con el
microscopio Optico y fotografiadas utilizando la camara fotografica digital SPOT Insight
acoplada al microscopio.

La apoptosis se expresa como el nimero de células macadas por cripta. Las medidas

fueron realizadas por tres observadores distintos.

DETECCION DE LAS CELULAS CALICIFORMES

La identificacion de las células -caliciformes se realiza mediante ensayo
inmunohistoquimico de la glicoproteina Mucina 2 (Muc-2), caracteristica de las células
caliciformes maduras, y mediante tinciéon con colorante Alcian-Blue y Acido Periédico-
Schiff (PAS) marcadores del moco acido y neutro, respectivamente, en secciones de
parafina de colon proximal y distal de ratones control y reeler de 3 meses de edad. Las
preparaciones son observadas con el microscopio Optico y fotografiadas utilizando la
camara fotografica digital SPOT Insight acoplada al microscopio.

La cuantificacion se realiza con la tincion PAS y los resultados se presentan como el
numero de células caliciformes por cripta. Las medidas son realizadas por tres

observadores diferentes.

ANALISIS DE WESTERN BLOT

Los ensayos de Western se realizan con extractos de proteinas (ver “obtencion de
extractos proteicos”) segtin el método de Laemmli y cols. (1970).

La electroforesis se realiza en geles de sodio-dodecil-sulfato-poliacrilamida (SDS-
PAGE) de diferente porcentaje segin la proteina en estudio. Se cargan 30-80 ug de
proteina en cada carril. Luego se transfiere a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um

de diametro de poro (NitroBind, Osmonics).
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Para bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo, la membrana se incuba con
leche no grasa (Bio-Rad) al 5% en TBST (154 mM NacCl, 0,1% Tween 20 y 100 mM Tris-
HCI (pH 7,5)) durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion se incuba con el
anticuerpo primario (Tabla 1) en TBST con 5% de leche a 4°C durante 15 horas. La
membrana se lava 3 veces con TBST durante 15 min. Posteriormente, se incuba con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Tabla 1) disuelto en TBST con 5% de
leche a temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de otros 3 lavados de 15 min con
TBST.

Para normalizar la abundancia de la proteina, las membranas también se incuban
con el anticuerpo anti-B—actina o anti-GADPH seguido de una incubacién con un
anticuerpo anti-IgG de ratéon conjugado con peroxidasa.

La visualizacion de las bandas se realiza mediante quimioluminiscencia utilizando el
kit “ECL Western Blotting Analysis System” (GE Healthcare RPN2109). Luego se revela
mediante autorradiografia utilizando la pelicula fotografica Hyperfilm ECL (GE
Healthcare). El tamafio de las bandas fue calculado a partir de marcadores estandar de
proteinas (Bio-Rad) y su abundancia relativa fue cuantificada mediante el programa
informatico “PCBAS” version 2.0 (Fuji, EEUU), usando el programa Image J (version
1.46).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

El ARN total se extrae de cerebro, duodeno, yeyuno, ileon, colon proximal y colon
distal y de las fracciones celulares mediante el kit comercial “RNeasy® Mini” (QUIAGEN).
La concentracion, la pureza y la integridad del ARN total obtenido se determinan mediante
espectrofotometria (absorbancia a 260 nm y 280 nm) y electroforesis en gel de agarosa al
1%. El ARN obtenido se somete a un tratamiento con DNAsa y a una transcripcion reversa,
usando 1 ug de ARN total y el kit comercial “QuantiTect® Reverse Transcription”
(QUIAGEN) para obtener el ADN complementario (ADNc). En ambos casos se siguieron
las instrucciones del fabricante.

Para la reaccion de amplificacion se utiliza: 1ul ADNc problema, 0,4 uM de cebadores

especificos (Tabla 2) y 10 ul de la enzima SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad). En
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todos los casos se incluyen blancos que no tienen ADNc. Se utiliza -actina como gen de
referencia para la normalizacion de los valores de ARNm de las diferentes muestras.

La amplificacion se realiza en el termociclador MiniOpticon™ (Bio-Rad) utilizando
el siguiente protocolo: 3 min a 95°C para desnaturalizar el ADN, seguido de 35 ciclos de
40 s a 95°C, 40 s a 58°Cy 40 s a 72°C y por ultimo, una etapa de elongacion de 3 min a
729C. Posteriormente se realiza un analisis de curvas de disociacion calentando la muestra
desde los 65°C hasta los 95°C en intervalos de 1°C y monitorizando la fluorescencia. Esta
curva representa la temperatura de separacion de las cadenas de ADN o temperatura de
fusion frente a la fluorescencia emitida por el producto de PCR. La temperatura de fusion
es especifica para cada fragmento de ADN amplificado. La obtencién de un tnico producto
de PCR fue confirmado por la aparicion de un tnico pico en la curva de disociacion
obtenida.

Para cada ADNg, la reaccion de PCR se hace por triplicado. En cada muestra, se
determino el nimero de ciclos necesarios para alcanzar un nivel de fluorescencia umbral
(Ct). Los resultados se analizan usando el método comparativo de Ct en una hoja de calculo
(Gene Expression Macro) proporcionada por Biorad (Vandesompele y cols., 2002). Se usa
el método 2-4C Tpara validar a la 3-actina como gen de control interno (Livak y Schmittgen,
2001). Para normalizar la expresion del ARNm se toma como valor 1 el valor minimo del

gen que presenta menor abundancia relativa.
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Tabla 2. Cebadores especificos para PCR en Tiempo Real

GEN GenBank ID SENTIDO (5'...3") ANTISENTIDO (5'...3")
ApoER2 NM_001080926.1 GAATGAAGGCAGCCAGAT GTTGTCGAAATTCATGCTC
a-SMA NM_007392.3 CTTTGCTGGTGATGATGCTC GCGAAGCTCGTTATAGAAGG
B-actina NM_007393.3 ACCCACACTGTGCCCATCTA CGGAACCGCTCATTGCC
Cask NM_ 001284503. TCTCCAGAAAGTGCTAACGG ATGAAGTGTACCTTGCCTGTG
Cdx2 NM_007673.3 AACTACAGGAGCCAGAGGCA AGGGACAGGAAGTCCAGGTT
CyceD1 NM_007631.2 AGGCTACAGAAGAGTATTTATGGGAA TGCGTTTGAATCAAGGGAGAT
Dab1 NM_010014.2 GACATCACAGATCATCGG CTGGTACACAGATTGTTCAC
Dnmti1 NM_ 010066.4 CAAGTTCTGCCTATCTTGTATCC TGATGTTGAAAGTAAAGGCCTC
IFN-g NM_008337.3 CAGCAACAGCAAGGCGAAA CTGGACCTGTGGGTTGTTGAC
Ilib NM_008361.4 TTGACGGACCCCAAAAGATG AGAAGGTGCTCATGTCCTCAT
116 NM_031168.1 ACAAGTCGGAGGCTTAATTACACAT TTGCCATTGCACAACTCTTTTC
Reln NM_o011261.2 GGACTAAGAATGCTTATTTCC GGAAGTAGAATTCATCCATCAG
Smads NM_021692.1 GACAGCAGCATCTTTGTTCAG ATCCATGGTTGACTGACTGAG
Sox9 NM_o011448.4 TCGTGTGTGTGTGTTTATAG ATTCCTATTGCTACACTCAG
Sp1 NM_ 013672.2 AACAACTACTACCACCAGCA AACTAGCTGAGGCTGAATAAGGA
TGFp1 NM_o11577.1 ATCCTGTCCAAACTAAGGCTC TGACCTCTTTAGCATAGTAGTCC
TNF-a NM_013693.3 TCTCATCAGTTCTATGGCCC GGGAGTAGACAAGGTACAAC
Vilina NM_009509.2 TGGAAGAGTTTCAACAGAGG GTGGTTCATAATTGCCATCAG
VIdIR NM_o013703.2 GTGTACTTGAAGACCACTGAAGAG GCTGGCTCTGTTACCATTC

PCR ESPECIFICA DE METILACION (MSP) Y SECUENCIACION GENOMICA

El ADN total del colon distal de los ratones se extrae mediante el kit comercial
“DNeasy® Blood & Tissue” (QUIAGEN). La concentracion y la pureza del ADN total

obtenido se determinan mediante espectrofotometria (absorbancia a 260 nm y 280 nm).

Para identificar los sitios CpG metilados del promotor génico de la Reelina se utiliza
el kit comercial “EZ DNA Methylation™” (Zymo Research), en el que el ADN es tratado

con bisulfito sodico transformando asi las citosinas metiladas en citosinas no metiladas y
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las citosinas no metiladas en timinas. El producto obtenido se amplifica mediante PCR
usando: 200 ng del ADN transformado, 0,4 uM de cebadores especificos
(5" GTGATAGTGGTTATGTATGATATGTAG 3" y 5" ACCTTCTTAAAACCCCTAAC 3") y 2
ul de la enzima ADN polimerasa MyFi™ (Bioline). Los cebadores se disenan con el
programa “Methyl Primer Express Software” (v.1.0).

La amplificacion se realiza en el termociclador MiniOpticon™ (Bio-Rad) utilizando
el siguiente protocolo: 1 min a 95°C para desnaturalizar el ADN, seguido de 40 ciclos de 15
sa95°C, 15 s a 61°Cy 30 s a 72°Cy por ultimo, una etapa de elongacién de 5 min a 72°C.
Posteriormente se realiza un analisis de las curvas de disociacién tal y como se menciona
en el apartado “PCR en tiempo real”

El producto que se obtiene de esta reacciéon se carga en un gel de agarosa al 2%. A
continuacién se recoge la banda obtenida y se procede a purificar el ADN usando el kit
comercial “ QIAquick® Gel Extraction”. Con este ADN purificado se realiza una segunda
PCR idéntica a la primera para obtener mayor cantidad de producto de ADN que se extrae
y purifica siguiendo el mismo método anterior. Las muestras de ADN extraidas son
enviadas al servicio de Gendémica y Secuenciacion del Instituto de Biomedicina de Sevilla
(IBiS) para el procesamiento y analisis de las secuencias resultantes.

Para determinar el porcentaje de metilacién de cada uno de los sitios CpG se analiza
directamente el cromatograma obtenido en la secuenciacion de cada una de las muestras.
Para ello se aplica el criterio propuesto por Kate Patterson y cols.(2011): 0% metilado
(cuando la onda obtenida en el cromatograma es una timina), 25%metilado (cuando
aparecen dos ondas, una correspondiente a la timina, més alta, y otra correspondiente a la
citosina, mas baja), 50% metilado (cuando aparecen dos ondas , una correspondiente a la
timina y otra a la citosina, y se encuentran a la misma altura), 75% metilado (cuando
aparecen dos ondas, una correspondiente a la citosina, mas alta, y otra correspondiente a
la timina, mas baja), 100% metilado (cuando la onda obtenida en el cromatograma
corresponde a citosina).

Los resultados se expresan como la media del porcentaje obtenido para cada sitio
CpG tras analizar 5 secuencias/muestra, de un total de 5 muestras por cada condicién
experimental.

Las medidas son analizadas por tres observadores diferentes.
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INDUCCION DE LA INFLAMACION

En las ultimas décadas se han desarrollado diferentes modelos animales que
reproducen la enfermedad inflamatoria intestinal con caracteristicas muy parecidas a la
humana. Estos modelos pueden dividirse en modelos de colitis inducible y animales
genéticamente modificados. La induccion de la colitis a través de sustancias quimicas es
uno de los mas usados ya que son simples de generar y facilmente controlables en cuanto
al inicio, duracion y gravedad de la inflamacion. Los compuestos quimicos mas usados en
las dltimas dos décadas son el dextrano sulfato sédico (DSS) y el acido sulfénico
trinitrobencénico (TNBS).

El DSS es un polisacarido sulfatado con variable peso molecular que puede ir desde
los 5 kDa hasta los 1400 kDa. Esta demostrado que es toxico para las células epiteliales del
colon alterando la integridad de la barrera epitelial por afectacion de las uniones
ocluyentes, principalmente. El peso molecular del DSS es un parametro importante para
la induccion y localizacion de la colitis. En ratones la colitis mas severa se alcanza con la
administracion de DSS con peso molecular de 40 kDa, afectando principalmente a la parte
media y distal del colon (ver revision Perse y Cerar, 2012).

Por lo descrito anteriormente, en el presente trabajo hemos escogido el modelo de
colitis inducido por DSS porque nos permite generar una colitis aguda de manera sencilla
y reproducible. La colitis se induce mediante la administraciéon de DSS (TdB Consultancy,
Pm= 40 KDa) al 3% en el agua de bebida (ver revisién Solomon y cols., 2010). Dado que
los ratones reeler beben una media de 5-6 ml al dia, se limita a todos los animales a este
volumen para que la ingesta sea la misma.

El sacrificio de los animales se realiza: 1) a los 9 dias de administracién de DSS,
cuando la pérdida de peso es superior al 10% de su peso inicial, en grupos experimentales
de colitis aguday 2) alos 3, 6 y 9 dias de administracion de DSS, en grupos experimentales

en los que se evalua la progresion de la enfermedad.

39



40

Materiales y Métodos

EVALUACION DE LA INFLAMACION

Indice de la actividad de la enfermedad (DAI)

La evaluacion clinica de la inflamacién incluye un registro diario del peso corporal,
de la consistencia de las heces y de la aparicion de sangrado rectal que son valorados segin
la escala descrita en la Tabla 3 y permite calcular el indice de actividad de la enfermedad

(DAI) (Gommeaux y cols., 2007). Este parametro se obtiene realizando la media de las

distintas medidas y puede tener valores entre 0-3.

La valoracion es realizada por dos observadores distintos.

Tabla 3. Criterios de puntuacion del DAI.

Puntuacion | Pérdida de Peso Consistencia de Sangre Rectal
(%del peso inicial) heces
0 <1 Consistentes, formadas No
1 1-4,99 Sueltas pero no Pequeno sangrado
adheridas al ano en las heces; region
anal seca
2 5-10 Muy ligeras y Sangrado en heces;
adheridas al ano la sangre en el
orificio anal
3 >10 Liquidas o muy Alto sangrado en
liquidas y ano himedo | las heces; la sangre
se extiende por todo
el ano
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Analisis macroscépico del intestino

Al finalizar el tratamiento los ratones son sacrificados, se extrae el colon y se lava con
suero salino a 4°C como se ha descrito anteriormente. Se realiza un anéalisis macroscopico
de los tejidos consistente en determinar: 1) la presencia de sangre y 2) el peso y longitud
de las distintas partes del intestino. De estos tltimos datos se calcula la relacion peso

(g)/longitud (cm) de cada uno de los tejidos indicativo también del grado de inflamacién.

Analisis histolégico del colon

Los tejidos desparafinados e hidratados (xilol- etanol 100%- 96%- 80%- 70%- 50% y
agua) se tifien con hematoxilina y eosina y se incluyen en pegamento de montaje EUKITT®
para su observacion al microscopio Optico. Las secciones se fotografian utilizando la
camara fotografica digital SPOT Insight acoplada al microscopio 6ptico.

Para evaluar las alteraciones histolégicas se realizan medidas morfométricas del
tejido (profundidad de las criptas, ancho de la mucosa y ancho de la muscular) y se
puntdan los siguientes parametros en una escala de 0-3, segtin el método descrito por
Gaudio y cols. (1999): 1) destruccion del epitelio y glandulas; 2) dilatacion de las criptas
glandulares; 3) reduccion y pérdidas de células caliciformes, 4) infiltracion de células
inflamatorias, 5) edema y 6) abscesos en las criptas, utilizando para ello el programa de
tratamiento de imagenes SPOT Advance.

Este estudio es realizado por 3 investigadores diferentes que hacen un analisis ciego
de los tejidos. La puntuacion histologica se obtiene realizando la media aritmética de cada

uno de los parametros estudiados.

Medida de la actividad de 1a mieloperoxidasa

La infiltracion de los neutrdfilos se determina midiendo la actividad de la
mieloperoxidasa (MPO), segiin el método descrito por Suzuki y cols. (1983) con algunas
modificaciones.

Se descongela el tejido conservado a -80°C y se homogeneiza con el homogeneizador
Polytron (Ystral) durante 30 segundos a 4°C en 0,5% HTAB (bromuro de
hexametiltrimetilamonio) en tampoén 0,2M Tris, pH 6. Este proceso se repite 3 veces.

Luego se realizan 5 ciclos de congelacién y descongelacion, incluyendo sonicacion (10
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pulsos de 1 segundo) en los tres primeros ciclos. De esta forma se favorece la rotura de las
estructuras celulares y la liberacion del enzima. La suspension resultante se centrifuga a
7000 g durante 10 min, a 4°C. La actividad de la MPO se determina afiadiendo 50 uL del
homogenado a 150 puL de tampo6n de reaccion MPO (50mM fosfato sédico, 33,4 mg/50 ml
de orto-dianisidina-HCI, 83 uL./50 ml de H.O. 0,005%) previamente sonicado y calentado
a 37°C. A los 5 min de reacciéon (a 37°C) se mide la absorbancia a 450 nm en un
espectofotometro y se calcula la actividad de la mieloperoxidasa a partir de una curva
patron utilizando MPO de rabano (5 UI/50 pL).

Se define como una unidad de actividad MPO aquella que es capaz de degradar
1mmol de H.O. por min, a 37°C. Los resultados se expresan como unidades de MPO/mg
de proteina x min. La determinacién de la concentracion de proteina es determinada por

el método de Bradford (ver apartado “Determinacion de la concentraciéon de proteinas”).

Niveles de expresion de marcadores de la inflamacion

Se midieron los niveles de ARNm de las citoquinas Interleucina 13 (IL-1f3) y factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), marcadoras de inflamacion, mediante RT-PCR en tiempo

real.

PRESENTACION DE LOS RESULADOS Y ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados se presentan como la media acompanada de su error estandar (EEM).
A menos que se indique lo contrario en los pies de figura, el nimero de animales (n) usados
en cada condicion experimental oscila entre 3 y 5. La comparacion entre los distintos
grupos experimentales (datos pareados) se realiz6 estadisticamente mediante el test de la
“t de Student”. Para comparaciones multiples se utiliz6 un anélisis de varianza (ANOVA)

de una sola via, seguido del test de Newman-Keuls (p<0,05).






Conclusiones

1. La mucosa del colon de ratén expresa las proteinas Reelina, sus receptores VIdIR
y ApoER2 y su proteina efectora Dabi.

2. La Reelina desempena funciones a lo largo del intestino principalmente en edades
mas tempranas, mientras que la Dab1 realiza funciones més relevantes en el intestino
delgado a todas las edades.

3. La Reelina en la mucosa del colon s6lo se expresa en los miofibroblastos, mientras
que el resto de componentes del sistema se expresa en los colonocitos y en los
miofibroblastos.

4. La ausencia de Reelina disminuye la profundidad y diAmetro de las criptas, el
grosor de la capa muscular del colon y el grosor de las microvellosidades, y aumenta
la longitud de las microvellosidades y el espacio intercelular de los desmosomas del
epitelio del colon.

5. La Reelina regula la dinamica del epitelio del colon activando la proliferacion,
migracion, diferenciacion y apoptosis celular.

6. La mutacién del gen Reelina disminuyé la expresion de los factores de
transcripcion SOX9 y Cdx-2, sugiriendo que la Reelina regula los procesos de
homeostasis del epitelio del colon a través de estos genes pertenecientes a la via de
senalizacion Wnt.

7. La inflamaciéon inducida con DSS aumenta la abundancia del ARNm y de la
proteina Reelina debido a un aumento de su expresion génica en los miofibroblastos
de la mucosa del colon.

8. El aumento en la expresion de Reelina durante la inflamacion del colon, se
produce principalmente por hipometilacion de su promotor, debido, entre otros
factores, a la disminucion de la expresion de la enzima ADN metiltransferasa 1
(DNMTHY).

9. La disminuciéon en la expresion de la ADN metiltransferasa 1, durante la
inflamacion, puede ser debida a un aumento en la expresion del factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-f1) sugiriendo que el efecto antiinflamatorio de esta
citoquina podria estar mediado, al menos en parte, por la Reelina.

10. Los ratones reeler son mas susceptibles a la inflamacion inducida con DSS, lo
que sugiere que la Reelina ejerce una accién protectora en la mucosa del colon.

11. En los ratones reeler, el tratamiento con DSS en el colon aumenta la expresion
de los genes implicados en la proliferacion y migracion celular, Ciclina D1 y Smad-5,
pertenecientes a las vias de sefnalizacion Wnt y BMP, respectivamente, sugiriendo
que la Reelina puede participar en el proceso de reparacion del tejido danado.
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