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Revision

Participacion de las uniones estrechas del
epitelio intestinal en la patogenia de la
Enfermedad de Crohn
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Resumen

La Enfermedad de Crohn (EC), un tipo de enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) se ha considerado como una enfermedad que afecta a la barrera intestinal.
Esta barrera estd constituida por una capa intacta de células epiteliales que
forman una monocapa continua y polarizada, estrechamente conectada por varios
tipos de uniones, entre las que se destacan las uniones estrechas (“tight junctions”
(TJ)). Las TJ forman una estructura continua entre el limite apical y los dominios
de la membrana basolateral en las células epiteliales y endoteliales creando una

barrera paracelular selectiva que las protege del medio ambiente externo.

Cada vez resulta mas evidente que la disfuncién de la barrera epitelial juega
un papel central en la fisiopatologia de la EC. Los pacientes con EC presentan una
pérdida de la funcién de barrera de las TJ y un aumento de la producciéon de
citoquinas pro-inflamatorias asi como una desregulacién del sistema inmune. Por
este motivo, un importante objetivo terapéutico es mantener la remision de la
enfermedad mediante la conservacion de la organizacién correcta de estos

complejos de unién.

En esta revisibn se describe brevemente la composicion molecular,
estructura, interacciones y funcién de las TJ, ademas de mostrar las ultimas
evidencias acerca de la relacion entre la disfuncién de las mismas y la EC.
También se detalla el rol de la microbiota en la regulacion de las TJ asi como el
papel de la desregulacion de estas uniones en el desarrollo del cancer asociado a
la EC. Finalmente, se describen los dltimos hallazgos de la literatura actual al
respecto de las TJ como objetivo terapéutico de los farmacos utilizados en el

tratamiento de la EC y su posible utilidad como blanco de nuevos medicamentos.

Palabras clave: enfermedad de Crohn, uniones estrechas, enfermedad

inflamatoria intestinal, claudina, ocludina, microbiota, epitelio intestinal.



Fundamentacién de la propuesta

El tracto intestinal constituye la principal superficie de intercambio entre el
medio interno y el medio externo del cuerpo humano. Podemos estimar que en un
individuo adulto la mucosa de este sistema alcanza una superficie total de 300 a
400 m?, esta mucosa es necesaria para que este érgano brinde al organismo dos
beneficios vitales: la nutricion y la defensa(l). Para que se cumplan esas
funciones de forma correcta, es decir, que se permita un eficiente transporte de
nutrientes a través del epitelio mientras se excluye rigurosamente el paso de
moléculas y organismos dafinos, es necesario que la “barrera intestinal” esté bien
regulada. Uno de los factores determinantes de esta regulacién es la correcta
permeabilidad del epitelio: un transporte transcelular y paracelular controlado. Esto
se logra con una correcta polaridad de la célula y mediante un desarrollo de
uniones celulares complejas que involucran a uniones comunicantes,
desmosomas, uniones adherentes y a uniones estrechas (“TJ”) (2). Nuestro
trabajo se centrara en estas ultimas, las TJ, que por mucho tiempo se tomaron
como estaticas y pasivas pero actualmente se sabe que son dinamicas y activas.
Las TJ tienen un papel critico en la permeabilidad del epitelio. En esta monografia,
describimos y discutimos evidencia que muestra cémo la desregulacion de estas
uniones constituye un evento desencadenante de estados patologicos o bien, un
evento que perpetia los mismos. Nos referimos en particular a la Enfermedad de
Crohn (EC), que se enmarca dentro del capitulo de Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (EIl), y que traduce un conflicto inmunologico por la pérdida de la
“tolerancia inmunolégica” frente al ecosistema microbiano habitual. Esto resulta en
consecuencias estructurales y funcionales en la barrera intestinal, responsables de

la patogenia de la enfermedad (3).

Consideramos importante estudiar las bases moleculares de la EC porque
segun estadisticas recientes, la misma no es una enfermedad infrecuente. El
progreso en el tratamiento de la EC depende de la comprension de procesos

fisiol6gicos y patolégicos béasicos. Para ello, resulta relevante la investigacion en



biologia celular, cuyos resultados mas importantes en el tema que desarrollamos

en esta monografia vamos a proyectar hacia la clinica y terapéutica.

Introduccién

La EC es una enfermedad inflamatoria del intestino que tiene un curso
recurrente y una etiologia todavia no del todo conocida. Esta enfermedad puede
afectar a cualquier zona del tracto digestivo, aunque de forma predominante
aparece sobre el segmento intestinal que circunda la valvula ileocecal. Suele
afectar a varios segmentos del tracto gastrointestinal, entre los que se hallan
zonas normales. Su caracter transmural y su tendencia a la fibrosis explica el
desarrollo frecuente de fistulas y estenosis. En el curso natural de la enfermedad
alternan brotes de actividad inflamatoria con periodos de remision y existe una
elevada tendencia a la recurrencia tras la reseccion quirdrgica de los tramos
afectados(4).

La prevalencia (nimero de personas afectadas en 100.000 habitantes) y la
incidencia (nUmero de casos nuevos en 100.000 habitantes por afio) de la EC
varian segun los diferentes paises. La prevalencia mas alta es en los paises
desarrollados del norte de Europa y EEUU. En Uruguay los dltimos estudios en
2007/2008 registran una tasa de incidencia ajustada de 0,74 por 100.000
habitantes/afio(5). La incidencia de EC a nivel mundial se sitla entre 1-10 casos
cada 100.000 habitantes y afecta principalmente a individuos jovenes entre la
segunda y tercera década de la vida, pero puede ocurrir en todas las edades. La

distribucion por sexo no presenta diferencias relevantes(6).

En relacion con la etiopatogenia de la EC, la susceptibilidad genética tiene
un papel patogénico primordial, ya que el factor de riesgo mas importante para
padecer EC es tener un familiar con la enfermedad. Ademas se considera
probable el rol de factores desencadenantes ambientales de naturaleza aun no

determinada como el tabaco, infecciones, componentes de la dieta, entre otros.



La alteracion histoldgica inicial y mas frecuente en el intestino es la lesion
de las criptas, que resultan infiltradas por neutrofilos, con la subsiguiente
formacién de abscesos en esta localizacion. Aunque esta lesién es muy parecida a
la observada en la colitis ulcerosa (CU), en la EC la distribucion de las lesiones es
mas focal. Otro punto que las diferencia es que en la EC la reduccion de células

caliciformes es menos marcada.

La lesion de la cripta es seguida por la aparicion de ulceracion microscopica
de la mucosa intestinal que recubre los foliculos linfoides y por infiltracién de la
lamina propia por células inflamatorias. Algunos agregados de células histiocitarias
se organizan en granulomas no caseificantes que contienen células gigantes
multinucleadas. Los granulomas pueden aparecer en cualquier capa de la pared
intestinal. Estas lesiones pueden hallarse también en nodulos linfaticos,
mesenterio, peritoneo e higado, como resultado de la extension de la enfermedad
a partir del intestino. Microscépicamente, la existencia de granulomas en la EC
permite distinguirla de la colitis ulcerosa(7).

La patogenia de la EC es consecuencia de una respuesta inmune
exagerada a componentes de la luz intestinal en individuos genéticamente
predispuestos. Uno de los principales factores que contribuyen a la homeostasis
intestinal y que se altera en la EC es la permeabilidad regulada de la barrera

epitelial, tema que describiremos con detalle en esta monografia.

En individuos sanos, la barrera intestinal esta constituida por una capa
intacta de células epiteliales que forman una monocapa continua y polarizada
estrechamente conectadas por varios tipos de uniones celulares. Las TJ juegan
una rol primordial, ya que son las principales responsables de mantener esta
barrera, y ademas regulan la permeabilidad a iones, nutrientes y agua. Las TJ
estdn compuestas por varias proteinas incluyendo proteinas transmembranas
como ocludina, tricelulina, claudina y las moléculas de adhesion a la union (JAM).
La porcién intracelular de estas proteinas transmembranarias interactlian con
proteinas citoplasméaticas de membrana periféricas como zonula occludens (ZO) y

cingulina. Las TJ a través de sus proteinas citoplasmaticas interactian con F-



actina y miosina Il que de este modo ancoran el complejo de las uniones con el
citoesqueleto(8). La familia de las claudinas consiste en mas de 24 miembros y
son consideradas la columna vertebral de la estructura de las TJ, éstas son
determinantes para la permeabilidad paracelular basado en la carga y tamafio de
las moléculas. Fue demostrado que en la EC existe una sobreexpresion de la

claudina 2, en tanto que la expresion de las claudinas 5 y 8 esta disminuida(9).

El papel de las ocludinas en la permeabilidad intestinal no esta todavia muy
claro. Algunos estudios realizados en ratones con deficiencia de ocludinas no
encontraron anormalidades en la estructura, ni en la funcion de la barrera de las
TJ en el epitelio intestinal(10). Con respecto a la expresién de las moléculas de
adhesion a la union (JAM) se mostrO que ésta se encuentra disminuida en
pacientes con EIll(11). Ademas de estos cambios, otros autores encontraron que
pacientes con EC inactiva presentan una alteracion en la distribucion de las
proteinas de las TJ aunque sin modificacion en la distribucion de la proteina de

citoesqueleto F-actina(12).

Los cambios encontrados en la EC ya mencionados causan una disfunciéon
de la barrera epitelial, la que incrementa la permeabilidad paracelular. La
disfuncion de las TJ puede deberse a varios mecanismos resultantes del complejo
balance entre factores genéticos y disparadores ambientales. Las citoquinas como
el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el interferon gamma (IFN-y) cumplen un rol
importante en incrementar la permeabilidad de las TJ, pero también actlan
induciendo la apoptosis y aumentando la translocacion bacteriana. Las citoquinas
pueden afectar las TJ por dos caminos, el primero regulando la expresion de

proteinas y en segundo lugar afectando la redistribucién de estas proteinas(13).

La barrera intestinal estd expuesta a los componentes de la dieta y a
muchas bacterias comensales. Diversos estudios han mostrado que las bacterias
intestinales tienen como blanco varias vias intracelulares, cambiando la expresién

y distribucion de las proteinas de las TJ y asi regulando la barrera intestinal. Se ha



demostrado que algunos probioticos reducen la permeabilidad intestinal en

humanos con EC(14).

La predisposicion genética todavia esta lejos de ser totalmente
comprendida pero parece jugar un rol importante en el desarrollo de la EC. Hasta
el momento se identificaron 99 locis susceptibles para la EC, incluyendo 28 que
son compartidos entre la EC y la colitis ulcerosa(15). Las mutaciones en el gen de
dominio de reclutamiento activador de la caspasa (CARD15) son un factor de
riesgo para el desarrollo de la EC. Las mutaciones en este gen estan asociadas
con una alteracion de las TJ y, como consecuencia, un aumento de la

permeabilidad intestinal(16).

Si bien todavia no hay cura para la EC, las TJ se han estudiado como
posibles blancos terapéuticos para tratar la enfermedad. Es asi que los
antagonistas de las citoquinas inflamatorias como el infliximab, un anticuerpo
monoclonal quimérico, y el adalimumab, un anticuerpo monoclonal humano, que
actuan contra el TNF-a; han demostrado inducir y mantener la remisién en
paciente con EC moderada/severa(17)(18). Asimismo, el péptido similar al
glucagén 2 (GLP-2) ha mostrado en ratas disminuir la permeabilidad intestinal,
tanto paracelular como la transcelular, lo que mejora la integridad de las uniones
estrechas(19). En pacientes con EC un estudio usando el andlogo de GLP-2 fue
efectivo en promover la curacién de la mucosa intestinal y la remision clinica de la
enfermedad(20).

Existen estudios del efecto de diversos compuestos en la funcién de barrera
del epitelio intestinal, tales como el zinc, el que parece disminuir la permeabilidad
de la mucosa en pacientes con EC(21), y otros como la berberina (del grupo de la
isoquinolona alcaloide) y el flavonoide quercetina que parecen regular la expresion
de claudina de las uniones estrechas y tener efectos antinflamatorios sobre la

barrera intestinal(22)(23). Los probidticos también actian regulando el nivel de



citoquinas inflamatorias y la expresion de las proteinas que conforman las uniones

estrechas(24).

El entendimiento mas a fondo de cémo estan reguladas las uniones
estrechas esta ayudando a desarrollar regimenes terapéuticos especificos para
tratar el dafio en estas uniones. Se debe tener presente ademas que los pacientes
con EC tienen un riesgo elevado de padecer céancer colorrectal(25), segun la
literatura actual el riesgo aumentado de cancer en la Ell esta relacionado con la
severidad de la inflamacion sugiriendo que la injuria cronica puede acelerar o
contribuir a la trasformacién neoplasica. Hay estudios que sugieren, ademas, que
estos pacientes tienen un riesgo aumentado de desarrollar cancer
extraintestinal(26). Se ha visto que cambios en algunas de las proteinas que
conforman la TJ tienen un rol primordial en la transformacién maligna y en el
desarrollo de metéstasis(27) asi, se cree que una mejor caracterizacion de estos
mecanismos en el futuro podréa transformarse en una importante alternativa

terapéutica para evitar el desarrollo de cancer en paciente con EC.



Objetivo general del trabajo

El objetivo general de este trabajo fue realizar una revision y analisis del
conocimiento actual sobre la relacion entre la desregulacion de las uniones

estrechas del epitelio intestinal y la Enfermedad de Crohn.

Ademés, proponer diversas perspectivas para futuros enfoques de

investigaciones en el tema que desarrollamos en el presente trabajo.

Metodologia

Se realiz6 una revision sistematica de literatura cientifica sobre los
diferentes temas a tratar en el presente trabajo: importancia de la barrera intestinal
en la homeostasis del organismo, morfologia y funcién de las uniones estrechas
en el epitelio intestinal, desregulacién de las uniones mencionadas y su relacion
con la enfermedad de Crohn, tratamiento de la enfermedad, y ademas se realiz6
una busqueda bibliografica sobre la enfermedad de Crohn como factor de riesgo

para cancer colorrectal.

Para tal fin se realiz6 una busqueda de articulos publicados entre el afio
2000 y la fecha actual, disponibles en inglés o esparfiol. Las bases de datos
consultadas fueron PubMed, Google Académico y Cochrane Library. Los términos
MeSH utilizados fueron: enfermedad de Crohn, uniones estrechas, epitelio
intestinal. Se realiz6 una bulsqueda restringida combinando los términos
mencionados con operadores booleanos. Consideramos criterio inclusivo la
disponibilidad del articulo en PubMed debido a que los estandares de calidad que
exige esta base de datos para incluir una revista en su indice son mayores que

para la mayoria de las otras.

Ademas, el equipo de trabajo seleccioné tres articulos cientificos (utilizando
como uno de los criterios inclusivos un indice de impacto alto de la revista en la
que fue publicado) para su posterior presentacion, analisis y discusién en
seminarios, lo que consideramos contribuyéo al desarrollo de la presente

monografia.



Estructura de las uniones estrechas

Las TJ estan formadas por microdominios de la membrana plasmaética,
compuestos de multiples puntos fusionados (“kissing points”) entre las caras
exteriores de las membranas plasmaticas de células adyacentes, de tal manera
que rodean el polo apical de cada célula en forma de una franja continua(28). Esta
estructura separa el lado apical del basolateral de las células epiteliales,
generando compartimentos con diferentes composiciones, por lo que los epitelios
y las mismas TJ actian como barrera a la difusion de fluidos entre dos
compartimentos, pero con permeabilidad selectiva a los iones, factores de

crecimiento, agentes patdgenos y otros solutos(29).

Cuando las TJ son procesadas por criofractura y observadas por
microscopio electronico (Figura 1), parecen estar compuestas por una red de
cordones selladores que rodean por completo la zona apical de cada célula
epitelial(30). Cada corddn sellador de las TJ esta compuesto por una larga hilera
de proteinas de transmembrana adhesivas que se sitUan en cada una de las
membranas plasméticas adyacentes. Los dominios extracelulares de estas
proteinas interaccionan entre si directamente, con lo que se produce la oclusion
del espacio intercelular. Las principales proteinas de transmembrana de la TJ son
las ocludinas y las claudinas, que resultan esenciales para la formacion y funcién
de la unién estrecha. Estas dos proteinas se asocian con las proteinas periféricas
de membrana denominada ZO, las cuales anclan los complejos transmembrana al
citoesqueleto de actina (Figura 2)(31). Ademas de estas proteinas, las TJ
contienen otras proteinas, entre las que se encuentran las que regulan la polaridad
de la célula epitelial y las que dirigen el transporte de componentes membranoso
hacia su dominio de destino(32). Las TJ tienen una organizacién supramolecular
conformada por mas de 40 proteinas que se organizan en tres niveles: 1) el primer
nivel de las TJ esta formado por proteinas transmembranarias, tales como las
claudinas, ocludina, tricelulina y las moléculas de adhesién (“Junctional Adhesion
Molecule”, JAMs); 2) el segundo nivel de TJ esta constituido por proteinas

citosdlicas; que pueden servir como proteinas estructurales o de anclaje, como



las zonula occludens-1 (ZO-1), ZO-2, Z0O-3, cingulina, proteina-1 con multiples
dominios PDZ (MUPP1), asi como proteinas de regulacion del tréfico vesicular; y
3) el tercer nivel de las TJ conformado por un haz de microfilamentos contractiles
de actina, que se inserta en la placa citosolica, constituyendo un anillo en el

perimetro de la célula(33).

A continuacion describiremos la estructura y funcion de aquellas proteinas
de la TJ que se han encontrado que participan en la patogenia de la EC.
Desarrollaremos primero las proteinas transmembrana, ocludina, claudinas y
JAMs, continuando con las proteinas citosolicas, ZO responsables de unir las TJ al

citoesqueleto de actina.

Ocludina

Fue la primera molécula de las TJ identificada como proteina integral de
membrana. Es producto de un gen unico. Hasta el momento se han descrito 5
isoformas, producto de “splicing” alternativo: I, II, Ill, IV y TM4. Estas isoformas
pueden presentar diferentes estados de fosforilacién u otras modificaciones post-
transduccionales (34). Es una proteina de 65 kDa, con cuatro dominios
transmembrana, dos dominios extracelulares (EC1 y EC2), y dos dominios
citoplasmaticos (N-terminal y C-terminal). ElI dominio C-terminal se une
directamente a la proteina ZO-1 y es susceptible de fosforilacion en sus residuos
de serina, treonina y tirosina por diversas kinasas (src kinasas y CK2), siendo la
proteina fosforilada la que se localiza en las TJ (35)(29). Participa también en la
transduccion de sefiales, ya que interacciona con diversas moléculas
sefalizadoras como el receptor tipo 1 de TGF, proteinas fosfatasas 2A, PI3
kinasa, etc(36).

Claudinas

Son los principales componentes de las TJ. Se han identificado 24
miembros en mamiferos cuyo peso molecular varia de 17 a 27 kDa. El patron de
expresion de las claudinas es especifico de cada tejido, lo que contribuye junto

con el perfil de interacciones homo o heterotipicas entre dichas proteinas, a las



funciones especializadas en los tejidos epiteliales y endoteliales(37)(38).

Estdn compuestas por dos dominios extracelulares, cuatro dominios
transmembrana y dos dominios citoplasmaticos N y C-terminal(9). EI dominio C-
terminal se asocia a proteinas con dominios PDZ a través de aminoacidos
altamente conservados y localizados en la region C-terminal de ZO-1, por lo tanto
mutaciones en estos aminoacidos impiden la asociacion con claudinas, y ZO-1 no
se asocia a las TJ(39)(40). Esta region C-terminal puede ser fosforilada en
residuos de serina y/o treonina, regulando su interaccion con otras proteinas, su
localizacion y su vida media. Los cambios en los niveles de fosforilacion se han
asociado con cambios en la permeabilidad paracelular y resistencia transepitelial
de las células epiteliales(41).

JAM’s

Estas proteinas restringen la libre difusion de proteinas hacia el espacio
intermembrana. Se trata de glicoproteinas transmembrana pertenecientes a la
familia IgG y tienen una masa molecular de 43 kDa. Contienen tres dominios
estructurales distintos: una regién extracelular con dos dominios extracelulares
tipo-lg, una Unica region transmembrana y un corto tallo intracelular formando el
dominio C- terminal con un sitio de union para dominios PDZ(42). Esta familia esta
compuesta por moléculas estrechamente relacionadas JAM-A, JAM-B y JAM-C, y
las méas lejanamente relacionadas CAR (“Coxsackie and adenovirus receptor”),
ESAM (“endotelial cell-selective adhesién molecule”) y JAM-4. En procesos
inflamatorios, se ha determinado que durante el paso de leucocitos desde la
sangre al estroma, los dominios tipo inmunoglobulinas de las proteinas JAM

interaccionan con antigenos y asi evitan el transporte paracelular de proteinas(43).



Proteinas ZO

Forma parte de la zona occludens, cumplen un rol importante en la
formacion y mantencion de los dominios de membrana de varios tipos celulares.
Estas moléculas contienen tres dominios PDZ, un dominio SH3, y un dominio tipo
guanilato quinasa (GUK). Los dominios PDZ pueden unirse al C-terminal de varias
proteinas, especificamente proteinas integrales de membrana (claudinas y

ocludinas). Compuesta por tres variantes, ZO-1, ZO-2 y ZO-3(2).

Z0O-1y ZO-2 se unen directamente a los microfilamentos de actina por su
region C-terminal, sugiriendo que estas moléculas funcionan entrecruzando los
filamentos de TJ y los microfilamentos de actina. A pesar que las proteinas ZO-1
se asocian especificamente con las TJ en el tejido epitelial, se han observado en
el nucleo de células en proliferacion(44), sugiriendo que la expresién de ZO-1
podria estar relacionada a estados de proliferacion en células epiteliales(45). En
células en reposo proliferativo la ZO-1 inhibe la transicion de la fase G1/S
mediante el secuestro citoplasmatico del complejo CDK4-ZONAB. Asi, la sobre
expresion o disminucion de ZO-1 y ZONAB también afectarian la densidad celular
en cultivos celulares(46).

Desregulacién de las TJ en la Enfermedad de Crohn

Como se mencionara, la EC se asocia con una permeabilidad intestinal
defectuosa, lo que sugiere una disfuncién de las TJ(13). Los defectos de barrera
se atribuyen a una mayor actividad de las citoquinas proinflamatorias como factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén gamma (INF-y), interleuquinas como
IL-18 e IL-13, que estan altamente expresadas en el intestino con inflamacion
cronica. El TNF-a y el IFN-y cumplen un rol importante al incrementar la
permeabilidad de las TJ, pero también actian induciendo la apoptosis y

aumentando la translocacion bacteriana(47).

La barrera intestinal estd expuesta a muchos componentes de la dieta y a
muchas bacterias comensales, diversos estudios han mostrado que las bacterias

intestinales tienen como blanco varias vias intracelulares, cambiando la expresion



y distribucion de las proteinas de las TJ y asi regulando la barrera intestinal
(Figura 3). Se ha demostrado que algunos probiéticos reducen la permeabilidad
intestinal en humanos con EC. Los trastornos de barrera también son causados
por alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal, dando como

resultado un desequilibrio de comensales y patdogenos potenciales(48).

A través de criofractura se encontr6é que la arquitectura de las TJ se ve muy
alterada en la EC activa (Figura 4), mostrando un numero reducido de hebras de
unién que fue acompafado de una disminucién de la profundidad del entramado
principal de la TJ. Como hallazgo importante, se demostré un incremento de mas
de 10 veces en el numero de discontinuidades de las hebras de union en la EC
activa. Debido al tamafio de las interrupciones (0,25 nm), estas roturas de las
hebras pueden proporcionar una ruta para el paso de grandes macromoléculas
inmunogénicas, en particular en las regiones de TJ compuesta de sélo dos o tres
hebras(9).

El aumento de la claudina 2 formadora de poros con la disminucion de
claudinas 3, 5 y 8 de sellado (Figura 5), representa la base molecular de los
filamentos discontinuos en la EC activa, lo que puede conducir a TJ con fugas. Por

otra parte, no se han encontrado alteraciones en la estructura de la ocludina(9).
Microbiota y su papel en laregulacion de las TJ

El tracto gastrointestinal constituye la principal superficie de intercambio y
comunicacién entre el medio externo y el medio interno. En el individuo adulto la
mucosa gastrointestinal esta dotada de estructuras y funciones especificas para
el reconocimiento de las sustancias que transitan por el tubo digestivo(49). Se
considera que la microflora intestinal es un érgano mas, perfectamente integrado
en la fisiologia del individuo. Los dos elementos funcionales (tubo digestivo y
microflora) son interdependientes y su equilibrio condiciona la homeostasis del
individuo dentro de su entorno ambiental(50). Mas del 99% de la microflora esta
compuesta por bacterias que mantienen una relacion de simbiosis con el ser

humano y pueden dividirse en cuatro familias principales: Firmicutes,



Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacterias(51). Las bacterias comensales y
probiéticos han demostrado promover la integridad de la barrera intestinal. Las
repercusiones de las alteraciones en el equilibrio de la microbiota son muy
extensas, siendo participe de diversas patologias no solo del tracto
gastrointestinal, sino de todo el organismo. Este balance puede ser alterado desde

el periodo prenatal y durante todas las etapas de la vida(52).

Las diferentes especies de bacterias pueden utilizar mdltiples vias para
modular la integridad de las TJ, a través de proteinas de sefalizacién celular
incluyendo la familia Rho GTPasas, PKC y MAPK. Por ejemplo, la E. coli utiliza
una ruta de sefalizacion dependiente de PKCz para reducir la interrupcion de la
barrera epitelial causada por la E. coli enteropatogénica(53). PKCz es el Unico
isotipo PKC situado en el complejo TJ y la activacion de PKCz conduce a la
fosforilacion de ZO-2, dando como resultado su retirada de la unién y del
citoesqueleto. E. coli reduce la fosforilacion de PKC y asi redistribuye PKCz en el
citosol, reduciendo la colocalizacion de ZO-2-PKCz lo que permite una adecuada

formacion de TJ y asociacion de ZO-2 con el citoesqueleto.

Algunos probiéticos y comensales han demostrado prevenir, e incluso
revertir, los efectos adversos de los agentes patdgenos en funcién de la barrera
intestinal. Las interacciones entre los componentes de la dieta y la microbiota

también son cruciales en la regulacion de la integridad de la barrera(52).

La microbiota en el intestino grueso fermenta sustancias que no pueden ser
digeridas en el intestino delgado (como almidones resistentes a digestion,
celulosa, pectinas, y algunos oligosacaridos), lo que permite la recuperacion de
energia metabdlica y sustratos absorbibles para el anfitrion. También pueden
afectar de forma indirecta la funcién de barrera intestinal a través de los productos
de la fermentacion de hidratos de carbono no digeridos en el intestino. Un ejemplo
de esto es la produccion de butirato por las bacterias del colon, lo que mejora la

barrera intestinal facilitando el montaje de las TJ(54).



Por otro lado, ciertos carbohidratos de la dieta son capaces de cambiar la
comunidad comensal hacia una estructura mas ventajosa mediante la estimulaciéon
selectiva del crecimiento y/o actividad de bacterias en el sistema gastrointestinal,
que a su vez puede afectar la integridad de las TJ. Por lo tanto, es importante
tener en cuenta las interacciones entre los diferentes componentes de la barrera
intestinal en el desarrollo de estrategias para mejorar la integridad de la
misma(55).

Respuesta inflamatoria en la enfermedad de Crohn

Como hemos mencionado, estudios sobre la EIl demostraron que existe
una peérdida en la funcion de barrera de las TJ, un incremento en la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias y una desregulacion inmune(8). El patrén inflamatorio
y los mediadores de inmunorregulacion presentes en la respuesta inflamatoria de

la EC le imprimen cierta particularidad.

Diversos estudios evidenciaron alteraciones en respuestas de la inmunidad
innata en la EC. El reconocimiento y procesamiento de antigenos por parte de las
células presentadoras de antigeno esta alterado, de forma que no pueden realizar
un reconocimiento correcto de la flora comensal lo que induce una activacion de la
inmunidad adquirida en lugar de inducir tolerancia. Esta respuesta inmune

adquirida esta dominada por un fenotipo TH1- TH17(56).

Existe un aumento del ARN mensajero de la IL-2 (una citoquina
inmunorreguladora) en la enfermedad activa, esto es debido a que la respuesta
inflamatoria predominante es de las células inmunes T. También, se encontré un
aumento de expresion de la citoquina IFN-y, estrictamente relacionado a la IL-12.
Respecto a las citoquinas pro-inflamatorias, la IL-1 es encontrada en altas
concentraciones en pacientes con esta enfermedad. Esto se debe a un

desequilibrio entre la citoquina y su antagonista(56).

La citoquina que tiene mas implicancias en la pérdida de la barrera epitelial

es el factor de necrosis tumoral, TNF-a. Estudios in vitro, muestran que dosis



relativamente altas de IFN-y y TNF-a pueden inducir disfunciéon de la barrera en
cultivos celulares en monocapa. En modelos animales y humanos antagonizar a
estas citoquinas ha mostrado restaurar la funcion. El mecanismo por el cual estas
citoquinas actuan, es un efecto directo sobre las TJ: hay una pérdida de proteinas
Z0-1, ocludina y de claudina-1 (figura 6)(57).

Enfermedad de Crohn y riesgo de desarrollar cancer

Existe un riesgo significativamente alto de desarrollo de cancer en intestino
delgado en pacientes que padecen EC(58). Otro estudio, encuentra un 5 % de
riesgo de desarrollo de céancer de colon en paises de occidente, identificando
grupos con riesgo incrementado como en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal(59). En estudios poblacionales se ha encontrado un mayor riesgo de
desarrollar carcinoma de intestino delgado en pacientes con EC, y un mayor
riesgo de desarrollar linfoma entre los hombres con la enfermedad(60).Esta
evidencia ha promovido la creacion de criterios que promueven el tamizaje de
cancer colorrectal en pacientes con determinadas caracteristicas de la

enfermedad, como pueden ser los afios de evolucion o la extension(61).

Algunos autores consideran que existe abundante evidencia para apoyar la
teoria de que el cancer se desarrolla a través de una secuencia dada por la
inflamacion, displasia y por ultimo carcinoma(62). Varios eventos moleculares
implicados en el proceso de la inflamacion cronica activa contribuyen a la
progresion de varias etapas del desarrollo de carcinoma. La identificacion

morfologica de la displasia es un marcador de aumento del riesgo de malignidad.

El 90 % de los canceres malignos que se desarrollan en el organismo
derivan del epitelio(27). Esto ha despertado interés en investigar los mecanismos
gue subyacen al cancer en el tejido epitelial. Algunos autores demostraron que
cambios en las proteinas que componen las uniones estrechas tienen un
importante papel en la transformacion maligna, sobre todo las claudinas. El
cambio en la funcidén de barrera en los epitelios cancerosos se explica por una

disposicion desorganizada de las hebras de TJ, con aumento de la permeabilidad



paracelular. También encontraron niveles elevados de claudina 1, 2, 3, 4y 12 en

cancer de colon, y en contrapartida una expresiéon disminuida de claudina 8.

El rol de las TJ y de los cambios en la funcion de barrera en el mecanismo
de metastasis cancerigena ha sido ampliamente estudiado. El aumento de las
proteinas promueve la diseminaciéon celular, y como contrapartida la disminucién
causa desmantelamiento de la estructura de la unién con pérdida de la polaridad,
pérdida de inhibicibn por contacto, crecimiento incontrolado, y el consecuente
desprendimiento e invasion de células cancerosas(63). Aunque todavia se esta
investigando el papel exacto de las proteinas que conforman las TJ en la
tumorigénesis, es evidente que representan dianas prometedoras para la

deteccion del cancer, el diagndstico y la terapia(64)(65).

Tratamiento de la enfermedad de Crohn: las uniones estrechas como blanco

terapéutico

La EC es un trastorno inflamatorio crénico que no posee tratamiento
curativo médico ni quirdrgico. Exige enfoques terapéuticos para inducir y mantener
el control de los sintomas, mejorar la calidad de vida, minimizar la progresion
lesional y las complicaciones. Los objetivos mas recientes de la terapia incluyen la
induccion y mantenimiento de la curaciéon de la mucosa que estan empezando a
traducirse en el cambio de la "historia natural" de la enfermedad(66). De esta
manera se pueden evitar las principales complicaciones que la inflamacion
constante del epitelio intestinal puede generar, tales como la fibroestenosis, las
fistulas, la displasia o cancer y la pérdida de la funcion intestinal. La particularidad
de cada paciente requiere un tratamiento individualizado que depende de multiples
factores entre los que destacan la localizaciéon, la gravedad, el patron evolutivo, la

respuesta previa al tratamiento y la presencia de complicaciones.

Existen variados estudios que plantean posibles mecanismos de actuacion
de los diferentes medicamentos que actualmente se proponen para el tratamiento
de la EC. Los corticoides sistémicos son tratamiento de primera linea en

enfermedad activa. En formas leves se prefiere la accion local de budesonide,



mientras que en brotes moderados es preferible la prednisona. En casos
seleccionados se utiliza también la beclometasona(67). El uso de los
aminosalicilatos como la sulfasalazina y la mesalazina en la EC es controvertido,
sus indicaciones potenciales se limitarian al tratamiento del brote leve de EC de
localizacion colica(68). Otras alternativas terapéuticas son los inmunomoduladores
tiopurinicos (azatioprina y mercaptopurina), y el metrotexato. La actividad
inflamatoria de la EC también es objetivo terapéutico de dos anticuerpos
monoclonales anti-TNF IgG1: infliximab y adalimumab (69). La evidencia
experimental apoya su uso en la induccion de remision y mantenimiento. Otros
tratamientos son las dietas elementales y poliméricas(70), el uso de probioticos y
en casos especiales (complicacion séptica) el uso de antibiéticos(71).

A continuacién se hard breve resefia de la evidencia encontrada sobre el
efecto de estos medicamentos en la permeabilidad paracelular y en la estructura
de las TJ.

Glucocorticoides y regulacién de las TJ

Existe evidencia que el cultivo con dexametasona en células epiteliales de
ratén induce la formacion de TJ, lo que sugiere un rol importante en la funcion y
mantenimiento de la union célula — célula(72). Recientes estudios analizaron el
efecto de la dexametasona sobre las TJ utilizando como modelo las células
intestinales en cultivo Caco-2(73). Este estudio mostré una reduccion del flujo
paracelular de cationes, asi como la disminucién de la proteina de formacion de
poros claudina-2, y el aumento de la proteina de sellado claudina-4, sin evidenciar
otros cambios estructurales (figura 7). También se pudo comprobar que el uso de
dexametasona, disminuye el efecto en la resistencia transepitelial que provoca la
respuesta inflamatoria a través de citoquinas como TNF-a e IFN-y. Fisher et al.
encontraron que el uso de dexametasona en células poco diferenciadas asi como
la aplicacion de un antagonista del receptor de glucocorticoides como de la via de
guinasas MKP-1 disminuye el impacto del medicamento (73). Esto permite concluir

gue el efecto de los glucocorticoides depende receptor y de la via mencionada.



El objetivo del tratamiento con glucocorticoides es, principalmente, atenuar
la respuesta inflamatoria. El estudio citado en el péarrafo anterior, plantea que es
posible que exista un efecto directo sobre la barrera epitelial y como consecuencia
en el transporte paracelular que influiria en la respuesta al tratamiento con estos

farmacos en la EC.

Inmunomoduladores tiopurinicos: Azatioprinay 6-Mercaptopurina

La 6-mercaptopurina (usado predominantemente como un agente
quimioterapéutico) y su profarmaco azatioprina (un agente modificador de la
respuesta inmune) son analogos de las purinas que interfieren competitivamente

con el metabolismo de los acidos nucleicos(74).

Si bien no existen estudios que hayan abordado especificamente el
mecanismo por el cual estas drogas regulan la permeabilidad epitelial, hay
evidencia que la azatioprina reduce el nimero de leucocitos en la mucosa de los
pacientes con Ell hasta la normalidad(75). Asimismo, también se encontré que la
6-mercaptopurina disminuye la activacion de macréfagos y la expresion de
citoquinas inflamatorias inducidas por TNF-a en células epiteliales intestinales,
mecanismos importantes en la patogenia de las Ell(76). Asi se podria plantear que
como consecuencia de esta respuesta inmune atenuada, habria una mejoria en la

regulacion de la permeabilidad de las TJ.
Metrotexato, ¢resultados contradictorios?

Si bien, como se mencionara, para el tratamiento de determinadas
presentaciones clinicas de la EC resulta de utilidad el metrotexato, diversos
estudios han demostrado que el tratamiento con metrotexato aumenta la
permeabilidad de la barrera epitelial intestinal. En ratas tratadas con este
medicamento, se altero la distribucion celular y la expresién de claudina, ocludina
y ZO-1 (figura 8). In vitro, el tratamiento con metrotexato condujo a un aumento de
la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1B y la IL-8, sin producir
apoptosis ni necrosis. En este estudio se analizaron las vias intracelulares

involucradas, y se encontr6 que estas alteraciones fueron prevenidas por



inhibidores de MEK 1 y 2, de JNK, y los de NF-kB(77). Otro estudio encontr6
disturbios en las TJ caracterizado por una disminucién de ZO-1 lo que contribuye
con el aumento de la permeabilidad paracelular(78).

En virtud de la patogenia de la EC, los hallazgos descriptos en el parrafo
anterior para el metrotexato resultan contradictorios. Los mecanismos de accion
de la droga que promueven la remisibn de la EC aun no se entienden
completamente, tampoco esta claro cudndo y como utilizarla(79). Estudios mas
actuales, plantean reconsiderar la posicion del metrotexato en el algoritmo
terapéutico de la enfermedad debido al bajo porcentaje de pacientes que
responden de forma total o parcial luego de 1 afio de tratamiento con esta
droga(80). Algunos autores sostienen que la droga es bien tolerada pero que su

potencial en la modificacion de la enfermedad es desconocida(81).

Acidos 5 aminosalicilicos y la respuesta inflamatoria

Como se mencionara, el efecto resultante de la accion de las citoquinas
inflamatorias en el epitelio intestinal es una disminucion de la resistencia eléctrica
epitelial y un aumento de la permeabilidad transepitelial. Di Paolo et al.
encontraron que dicho impacto de las citoquinas es atenuado con el tratamiento
con acidos 5 aminosalicilicos (5-ASA), y que este efecto esta mediado por la via
de los antigenos leucocitarios humanos tipo DR (méas conocido por sus siglas en
inglés “HLA-DR”). El tratamiento con IFN-y y 5-ASA en cultivos de células de colon
bien diferenciadas provocé una disminucién del aumento de la permeabilidad(82).
Asimismo, se encontrd que la sulfasalazina (un tipo de 5-ASA) previene cambios
en la morfologia de las TJ por antagonizar el efecto de la citoquina pro-inflamatoria
TNF-a, mediante la inhibicion de la via NFkB(57).

Adalimumab y la prevencidon de la disfuncion de la barrera intestinal

El adalimumab es un anticuerpo monoclonal humano anti -TNF-a. Se utiliza
como terapia biolégica para las enfermedades inflamatorias intestinales y con ella,
se ha encontrado una restitucion de la barrera intestinal. Este tratamiento previene

la disminucion de la resistencia transepitelial inducida por TNF-a, impide la



internalizacion de la ocludina, y contrarresta la disminucion de la expresion en
proteinas que componen a las TJ como claudina-1, claudina-2, claudina-4, y
ocludina. Se encontr6 que el adalimumab interrumpe la activacién de vias de
sefalizacion p38 MAPK y NF-kB, implicadas en la disfuncion de la barrera epitelial
por la citoquina mencionada. En conjunto, estos datos demuestran que el
adalimumab impide la desregulacion funcional y estructural de la barrera inducida
por el TNF-a(83).

Probiéticos: una herramienta terapéutica

El intestino humano es habitado por 10 microorganismos. Diversos
estudios han focalizado su atencion en la relacion existente entre éstos y el
epitelio intestinal y han encontrado que estos microorganismos interaccionan con

el epitelio pudiendo afectar la funcion de barrera.

Como se mencionara, las TJno son una barrera estatica sino que son
estructuras muy dinamicas que interaccionan de forma constante con los
estimulos externos como los patdgenos, bacterias comensales y los alimentos.
Los probidticos han demostrado promover la integridad de la barrera intestinal. El
Lactobacillus GG puede reducir la permeabilidad intestinal en pacientes con
enfermedad de Crohn(14). Estudios mostraron que el Lactobacillus
plantarum puede regular las TJ humanas in vivo y que la administracion de este
microorganismo en voluntarios humanos saludables provoc6 un aumento
significativo de ZO-1 y ocludina en la superficie apical de la célula a nivel de la
TJ(84).

Asimismo, los probiéticos también pueden disminuir la disfuncién en la
barrera intestinal causada por citoquinas. El tratamiento previo del epitelio
intestinal con S. thermophilus y L. acidophilus o con la bacteria comensal
Bacteroides thetaiotaomicron demostré prevenir la disminucién de la resistencia
eléctrica transepitelial causada por TNF-a e IFN-y(85). Por otra parte, estudios
recientes mostraron que la administracion del probidtico VSL#3 impide la

reduccion y redistribucion de ZO-1, ocludina y claudina 1, 3, 4 y 5(86).



Conclusiones y perspectivas

En la presente monografia hemos realizado una descripcion de los
componentes de las TJ asi como también puntualizar su funcién y rol en la
patogenia de la EC. Consideramos que comprender su regulacion proporciona una
vision mas clara de los mecanismos que subyacen a la enfermedad. En la
actualidad el correcto conocimiento del rol de las TJ en la permeabilidad epitelial
ha permitido ampliar los horizontes diagndsticos y terapéuticos de la EC.

La patogenia de la EC es de naturaleza multifactorial donde la disfuncién de
la barrera epitelial juega un papel critico. Asimismo, las alteraciones encontradas
en las TJ en pacientes con esta enfermedad pueden explicar el aumento de la
permeabilidad del epitelio intestinal y la pérdida de la homeostasis del mismo.
Entre las principales alteraciones en las TJ destacamos los cambios en la
distribucion y expresién de las proteinas que componen la unién, siendo un
desencadenante clave la respuesta inmune descontrolada del epitelio
caracterizada por un predominio de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y.

Existe una gran diversidad de alternativas terapéuticas que tienen como
objetivo estabilizar las TJ y de este modo restablecer la funcion de la barrera
intestinal, incluso el uso de probitticos modificaria la microflora intestinal la cual
tiene un papel importante en la regulacion de las TJ. Muchas de las alternativas
tienen la finalidad de atenuar o modular la respuesta inmune. Actualmente, existen
tratamientos prometedores con anticuerpos monoclonales que ponen en revision

los antiguamente utilizados como el metrotexato.

Diversos autores plantean que los pacientes con EC tienen un riesgo
aumentado de padecer cancer, principalmente colorrectal. Recientes estudios
plantean una relacion con las alteraciones en las TJ mencionadas, lo que situa a
las uniones como objeto de estudio prometedor de nuevos esquemas diagndésticos

y terapéuticos para el cancer asociado a la EC.



Para futuros trabajos consideramos importante potenciar la investigacion
orientada a conocer aun mas la biologia celular de los procesos fisiologicos y
patologicos subyacentes de la EC. Asimismo, planteamos optimizar las
aplicaciones de los conocimientos emergentes de estas investigaciones en el
campo clinico que permitiran un mejor manejo practico de las personas afectadas

por la enfermedad.
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Figura 1. Estructura de TJ de células epiteliales del intestino delgado. (a) Imagenes
de criofractura, (b) microscopia electronica de transmision, y (c) representacion
esquematica de su estructura tridimensional. En (a), el plano de micrografia es paralelo al
plano de la membrana, y la TJ aparece como una banda de hebras de sellado
anastomosados que rodean cada célula (puntas de flecha). Las hebras de sellado se
observan como crestas formadas por particulas intramembrana, situadas en la cara
citoplasmética de la fractura (cara P), o sus depresiones complementarias en la cara
externa de la fractura (cara E), (flechas). Mv, microvellosidades; Ap, membrana apical; Bl,
membrana basolateral). Barra de escala, 200 nm. En (b) se muestra un corte transversal
de la union, se observa como existen puntos de contacto intimo (“besos”) entre las
hemimembranas externas de las dos membranas plasmaticas que interactuan,
correspondiendo cada conexion a una hebra de sellado (puntas de flecha). Barra de

escala, 50 nm(87).
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Figura 2. Representacion esquemética de las TJ entre dos células adyacentes. Se
indican las proteinas de transmembrana, como las claudinas, ocludina, y las moléculas de
adhesion (Junctional Adhesion Molecule, JAMs) (nivel 1); las proteinas citosélicas, como
las zonula occludens-1 (ZO-1), ZO-2, ZO-3, cingulina, proteina-1 con mdultiples dominios
PDZ (MUPP1) (nivel 2), y el citoesqueleto de actina (nivel 3) (88).
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Figura 3. Vias intracelulares implicadas en la translocacién de bacterias. La barrera
epitelial juega un papel central en la homeostasis del intestino. Las células epiteliales
intestinales forman un revestimiento semipermeable, con la funcién de barrera modulada
por la presencia de TJs, AJs y desmosomas. La expresion y ensamblaje de estos
complejos de proteinas estan finamente regulados por varias vias intercelulares. Los
polimorfismos en MYQ9B, Pard3 y MAGI2 y el deterioro en el eje de la guanilato ciclasa
dan como resultado TJ defectuosas; la fosforilacion de la miosina Il a través de la
activacion de MLCK por el TNF conduce al desensamblaje de las TJ. La falta de proteinas
de unién, como JAM-A, o alteraciones en la expresion (por ejemplo, N-cadherina
dominante negativo, y sobreexpresién de claudina-2) conduce a un aumento de la

permeabilidad del epitelio, lo que facilita la translocacion de bacterias luminales(89).
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Figura 4: Andlisis por criofractura de las TJ en la EC. (A) Control, (B'y C) EC leve y
con inflamacién moderada. El control presenta uniones continuas (recuadro), con casi
ninguna rotura de cadena. Por el contrario, las muestras con EC mostraron un numero
reducido de hebras y un aumento de roturas (punta de flecha en B), o una red compleja
pero discontinuada (C). Las puntas de flecha en A y en B sefialan hebras aberrantes. MD:
profundidad de la malla principal de TJ; TMD: profundidad total de la malla de TJ
incluyendo hebras aberrantes. MV: microvellosidades. Barra de escala, 100 nm (9).
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Figura 5. Expresion de las proteinas de TJ en la EC. (A) Western blot para proteinas
de TJ de tres individuos controles y tres pacientes con EC activa. La claudina 2 no pudo
ser detectada en los controles, y la claudina 8 no pudo detectarse en los pacientes 4 y 5
con EC activa. (B) Evaluacion estadistica mediante densitometria de las bandas obtenidas
en (A). Los valores representan las medias de la expresién de proteina analizada en
comparacion con los valores de control del mismo blot, los que se establecen como 100%.
CTR: controles; CD: pacientes con EC activa, CDcorr: los pacientes con enfermedad de
Crohn activa. Los valores fueron corregidos para la cantidad de proteina y para el cambio

en el area de superficie de la mucosa. * p, 0,05, ** p, 0,001 versus control (9).
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Figura 6. Disrupcion de TJ inducida por citoquinas inflamatorias TNF-a y IFN-y. Se
cultivaron células CACO 2 con IFN-y y TNF-a y se analizaron los cambios en las proteinas
Z0O-1, ocludina y claudina-1 por microscopia de inmunofluorescencia. En los paneles de la
derecha se puede observar que los tratamientos provocaron una clara alteracion en la
distribucion de las proteinas mencionadas. La tincién de las TJ decreci6é en intensidad y

tiene un patron irregular luego del cultivo con las citoquinas (57).
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Figura 7. Cambios en la inmunofluorescencia de proteinas de las TJ en células

Caco-2 tratadas con dexametasona. Las células fueron cultivadas durante 35 con el

vehiculo (Control) o con dexametasona 10 pM (Dex 10 pM). (A) Las flechas sefialan

ausencia de claudina-2 en células control. Las puntas de flecha, sefialan la unién con

preservacion de Claudina-2 en células tratadas. Se evidencia una clara disminucién global

de la tincién para la proteina mencionada, con una conservacion de la ZO-1. (B) Se

encontré un aumento de tincién de la claudina-4 en células tratadas con dexametasona y

una conservacion global de la ocludina. (74).

Figura 8. Efecto del metrotexato en la
expresion de proteinas de TJ. En el panel A
se presenta un Western blot que evidencia la
disminucién de expresion de la proteina ZO-1
y de la ocludina en células tratadas con
B-D

corresponden al analisis densitométrico de

metrotexato. Las gréficas en
las bandas obtenidas en el Western blot,

normalizadas respecto a los valores
densitométricos de la B-actina del mismo
carril, utilizados como controles internos. Se
destaca que la expresiéon de claudina-1
permanecio incambiada luego del tratamiento

con la droga. * p < 0.05 (75).
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