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Resumen

El intestino humano ademas de realizar su funcién de absorcién de nutrientes, se encarga de la
proteccién frente al paso de antigenos, para lo cual presenta mecanismos inmunoldgicos y no
inmunoldgicos, que constituyen la barrera intestinal. Uno de los componentes fundamentales
de la misma es el epitelio intestinal formado por una capa simple de células epiteliales
adheridas entre si por distintos tipos de uniones intercelulares. Las uniones estrechas se
encuentran en la zona mas apical del epitelio y tienen una funcién clave para mantener la
homeostasis intestinal: sellando las uniones entre células vecinas, evita el paso por la via
paracelular y asegura el transporte unidireccional de moléculas, ya que ademas mantiene la
polaridad de las células epiteliales. Las uniones estrechas estdn formadas por diferentes tipos
de proteinas como las ocludinas, JAMs o claudinas, proteinas transmembrana que regulan y
determinan la permeabilidad, pero ademas también presentan proteinas periféricas como las
Zonula occludens (ZO) y las cingulinas, que ligan las anteriores al citoesqueleto de actina. La
zonulina o pre-haptoglobina-2 es capaz de provocar el desensamblaje de las uniones estrechas
y modificar la permeabilidad del epitelio. La alteracién de la defensa de las uniones estrechas
puede favorecer el paso de sustancias al medio interno provocando una respuesta inmunitaria
exagerada, lo que puede ocasionar la aparicion de enfermedades como: la enfermedad
inflamatoria intestinal, el sindrome del intestino irritable, el cancer colorrectal o la enfermedad
celiaca. Estas alteraciones pueden ser producidas por cambios en los niveles de la zonulina, o
bien por cambios en la expresion de las propias proteinas de la unién, entre las que estan

principalmente implicadas las claudinas.

Palabras clave: ‘uniones estrechas’, ‘zonulina’, ‘claudina’ y ‘enfermedades intestinales’.

Pagina 4



Glosario de abreviaturas

ADAMS: “A disintegrin And Metalloprotease”

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

HLA-DQ2 6 DQ8: marcadores de susceptibilidad genética en celiacos

HP: haptoglobina

IFN: interferon

JAMs: moléculas de adhesion de la union

PAR2: receptor activado por proteasa

PDZ: “Post synaptic density-95/Drosophila disc large/Zonula occludens-1 protein”
PKC: proteina kinasa C

Pre-HP: pre-haptoglobina

Pro-HB-EGF: precursor del factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina
TNF: factor de necrosis tumoral

20: zonula ocludens

Zot: toxina de la zonula occludens
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1. Introduccion

La pared del intestino humano en contacto con la luz esta recubierta por una capa simple de
células epiteliales que representa la mayor interfaz entre el medio externo y el medio interno

(aproximadamente 250 m?) (Artis, 2008).

Para garantizar la homeostasis, el tracto gastrointestinal desarrolla una funcién doble:
digestiva que permite la absorcién de nutrientes, el transporte de agua y electrolitos y la
secrecién de agua y proteinas a la luz intestinal, y defensiva que impide el paso de sustancias
potencialmente nocivas, hacia el medio interno (Turner, 2009). Dada la gran superficie de
contacto que presenta con el exterior, el tracto gastrointestinal es una de las regiones que
mayor carga antigénica recibe y, para proteger adecuadamente al organismo la mucosa
intestinal presenta mecanismos inmunoldgicos y no inmunolégicos, que constituyen la barrera

intestinal (Rescigno, 2011) (Figura 1).

Figura 1. Componentes de la barrera intestinal. La capa de moco con sustancias

antimicrobianas recubre un epitelio simple con enterocitos, células globet

(segregan mucina), células Paneth (segregan péptidos antimicrobianos), células

enterocromafines, (producen hormonas) y células madre intestinales. La lamina

propia contiene tejido linfoide con macréfagos, células dendriticas, células

plasmaticas, linfocitos y neutrdfilos (Modificada de Salvo-Romero y cols., 2015)
La primera linea de defensa del tracto gastrointestinal se encuentra en la propia luz intestinal,
donde los microorganismos y antigenos son degradados de manera inespecifica por accion del
pH, las secreciones gdstricas, pancreaticas y biliares. Las enzimas digestivas, principalmente
proteasas, lipasas, amilasas y nucleasas, ejercen una accién tdxica sobre los microorganismos a

través de la destruccién de la pared celular (Sarker y Gry, 1992), consiguiendo eliminar en un

primer paso una gran parte de los microorganismos procedentes de la dieta.
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Recubriendo el epitelio intestinal se encuentra una capa de moco, de aproximadamente unas
100 micras de espesor, secretado fundamentalmente por las células caliciformes o células
goblet. Esta capa de moco contribuye de forma importante a la barrera intestinal, debido a la
carga negativa de las glicoproteinas que contiene y a la capacidad del moco para crear una
barrera hidrofébica que evita el paso de moléculas hidrosolubles, tales como toxinas y acidos,
ademas previene la adhesion de las bacterias entéricas al epitelio intestinal (Qin y cols., 2008).
Dentro de la propia capa de moco se puede diferenciar una capa mas externa (capa de moco
agitada), que contribuye a la retencién de secreciones mucosas ricas en péptidos
antibacterianos y previene la adhesidn y posterior invasién transepitelial de microorganismos.
Esta capa contiene inmunoglobulina A (IgAs) sintetizada por las células plasmaticas de la
[dmina propia y productos antimicrobianos secretados por las células Paneth, como
fosfolipidos, mucinas cargadas negativamente y péptidos con actividad frente a bacterias,
levaduras, hongos, virus e incluso células tumorales, como por ejemplo: las defensinas, los

IM

péptidos “trefoil”, criptidinas, ribonucleasas. Adherida al epitelio se encuentra la capa de moco
no agitada, mas densa, por el alto contenido en glicoproteinas, que facilita la absorcién de
nutrientes, mantiene la hidratacién epitelial y protege el revestimiento epitelial de las fuerzas

de cizallamiento luminales y de las enzimas digestivas (Bevins y Salzman, 2011).

Otro componente fundamental de la barrera intestinal es el propio epitelio. Las uniones entre
las células epiteliales ayudan a mantener la separacion entre el medio externo y el interno y
pueden clasificarse de acuerdo con su funcién: i) las uniones estrechas permiten un cierre
hermético entre las células que forman el epitelio; ii) las uniones adherentes, los desmosomas
y los hemidesmosomas representan uniones mecdnicas resistentes y iii) las uniones
comunicantes o uniones “gap “constituyen un tipo de comunicacién entre células vecinas. En

la mayor parte de los epitelios es posible encontrar todos estos tipos de uniones (Figura 2).

» A T
] 2 unién sella las células vecinas que forman
B - e=trachia una capa epitelial para evitar el escape
de moléculas entre ellas
unién une un filamento de actina
Rdherente de una célula con uno similar de
_filamentos una célula vecina
%x intermedios *%
une los filamentos intermedios de
desmosoma una célula con los de una célula vecina
s " "
E unién forma canales que permiten el pasaje de
comunicante iones y moléculas hidrosolubles pequefas,
incluso iones, entre células

hemidesmosoma célula en la lamina basal

\Y'?‘ \Y¢ ancla los filamentos intermedios de una

lamina basal

Figura 2. Tipos y funciones de las uniones intercelulares especificas del epitelio (Alberts y cols., 2011)
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Existen dos vias principales para el transporte de moléculas, desde del medio externo al
interno, a través de la barrera epitelial. Asi, las moléculas pueden pasar por la via transcelular
o por la via paracelular (Figura 3). Por la via transcelular, los iones y solutos atraviesan el
epitelio utilizando canales, transportadores y bombas o ATPasas. Por la via paracelular el

movimiento transepitelial se produce por el espacio intercelular entre las células vecinas.

Transcellular  Paracellular

I Apical membrane

wwww.nwwwv/&ww\x\

N\Tight Junction

Figura 3. Mecanismo de transporte por las vias transcelular y paracelular
(Groschwitz y Hogan, 2009)

Lateral
Membrane

Basolateral membrane

Las uniones estrechas o “tight junction” desempefan una funcién clave en la via paracelular,
ya que mantienen el transporte unidireccional a través de los epitelios por dos mecanismos:
i) sellan las células vecinas de manera que las moléculas hidrosolubles no pueden pasar con
facilidad por la via paracelular; ii) mantienen la polaridad de las células epiteliales al evitar el
movimiento de las proteinas entre las membranas apical y basolateral. Se ha demostrado que
si se introduce un trazador en un lado del epitelio, por lo general, no podra pasar mas alla de la

unién estrecha (Figura 4).

membranas plasmaticas que
interactuan entre si

= molécula
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©

Figura 4. Las uniones estrechas permiten que los epitelios actien como barrera al
paso de moléculas. A) La molécula trazadora no puede atravesar la union
estrecha. B) Microfotografia de la unidn estrecha con el microscopio electrdnico.
C) Esquema de la estructura de las uniones estrechas, mostrando las proteinas de
la union: claudinas y ocludinas (Alberts y cols., 2011).
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Historicamente se pensaba que las uniones estrechas formaban una barrera impermeable que
bloqueaba el paso paracelular de solutos, macromoléculas y microorganismos. Sin embargo, se
ha demostrado que los distintos epitelios presentan diferente permeabilidad, clasificandose en
epitelios ‘porosos’ y epitelio ‘estrechos’. Ademads, las uniones estrechas son estructuras
dinamicas cuya permeabilidad esta regulada y estdn involucradas en la regulaciéon tanto
fisiolégica como patoldgica ante la presencia de antigenos epiteliales intestinales (Turner,

2009).

La alteracidn en los mecanismos de defensa que componen la funcién de la barrera intestinal
favorece el paso de sustancias luminales al medio interno, que en condiciones normales serian
excluidas, dando lugar al desarrollo de respuestas inmunitarias exageradas que, a su vez,
pueden amplificar la disfuncidn de la barrera y perpetuar el proceso inflamatorio. Se ha
descrito que los antigenos microbianos en el tracto gastrointestinal han desarrollado
estrategias para interferir con las uniones intercelulares, aumentar la permeabilidad epitelial y
asi poder atravesar la barrera epitelial (Sousa y cols., 2005). El mecanismo exacto por el que se
produce la alteracién de las uniones estrechas no es conocido, el Unico regulador fisioldgico de
las uniones estrechas descrito hasta el momento es la zonulina, el cual esta implicado en el
trafico de macromoléculas vy, por lo tanto, en el equilibrio entre tolerancia y respuesta inmune.
Cuando la via de la zonulina esta desregulada pueden producirse enfermedades autoinmunes,

inflamatorias y neoplasicas (Fasano, 2011).

Aunque se desconoce su implicacién exacta, la alteraciéon de la barrera intestinal se ha
asociado al desarrollo de enfermedades inflamatorias en el tracto digestivo (celiaquia,
enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome del intestino irritable), pero también a otras
patologias extradigestivas como la esquizofrenia, la diabetes o la sepsis, entre otras (Pascual y

cols., 2001).

2. Objetivo

Realizar una revision bibliografica actualizada sobre la implicacién de las uniones estrechas en
el desarrollo de enfermedades intestinales. Para ello empezaremos por realizar un estudio de:
i) la estructura, composicion y funciones de las uniones estrechas en condiciones
homeostiticas, ii) la implicacion de la zonulina como regulador de las uniones estrechas en
condiciones fisiolégicas y en procesos patoldgicos v iii) la alteracion de las uniones estrechas y

su implicacién en el desarrollo de patologias intestinales.
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3. Material y métodos

Para la elaboracién de este trabajo de fin de grado se han consultado diversas fuentes:
e Libros de textos de fisiologia

e Articulos cientificos.

Ya que el tema del trabajo se conoce desde hace bastante tiempo, se ha optado por la
busqueda y utilizaciéon de articulos tanto originales, donde se describié por primera vez un

mecanismo, como revisiones y articulos mas recientes publicados en los ultimos afios.

La busqueda de articulos se ha realizado a través de una parte de la Biblioteca Nacional de
Medicina de Estados Unidos llamada NCBI (The National Center for Biotechnology Information)
y dentro de la misma en las bases de datos “PubMed” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

y “OMIM” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

La busqueda se comenzd utilizando palabras clave como: ‘tight junction’, ‘zonulin’, ‘claudin’ y
‘intestinal diseases’, solas o combinadas. De todos los articulos encontrados, se han
seleccionado aquellas revisiones mas recientes y, a partir de las mismas se han buscado los

articulos originales, de mayor relevancia en el tema de estudio.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Estructura y composicion de las uniones estrechas.

Las uniones estrechas se localizan en la zona mas apical de los epitelios y forman un anillo
continuo alrededor de la célula epitelial (ver Figura 6). Estan formadas por proteinas
transmembrana como las ocludinas, claudinas y las moléculas de adhesion intercelular (JAMs),
responsables de determinar y regular la permeabilidad paracelular. Estas proteinas interactian
en el espacio paracelular con proteinas de las células adyacentes. Las interacciones pueden ser
homofilicas (de proteinas iguales) o heterofilicas (uniones de proteinas diferentes). Ademas,
las uniones estrechas también presentan proteinas periféricas o adaptadoras, como las ZO
(Zonula ocludens) y las cingulinas, que estan vinculadas a las proteinas transmembrana
descritas anteriormente y al citoesqueleto de la célula a través de la F-actina y la miosina Il
(Edelblum y Turner, 2009). La unidn de las proteinas ZO con las proteinas transmembrana de
las uniones estrechas (claudinas, ocludinas y proteinas JAMs) se realiza a través de dominios
PDZ (“Post synaptic density-95/Drosophila disc large/Zonula occludens-1 protein”). Estos
dominios de aminoacidos se encuentran en proteinas de sefializacién celular. De hecho, las ZO
son proteinas efectoras de diferentes vias de sefalizacién y pueden alterar el mantenimiento y

la funcién de barrera de las uniones estrechas (Shen y cols., 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Las uniones estrechas son complejos multiprotéicos. Las proteinas transmembrana
(claudinas, ocludinas y JAMs) interactian con las proteinas adaptadoras (ZO y cingulinas)
que ligan la unidn estrecha al citoesqueleto de actina (Groschwitz y Hogan, 2009).
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La expresion de los diferentes tipos de uniones estrechas (mas o menos permeables) en el
intestino varia segun la localizacion y las propiedades funcionales del intestino (Groschwitz y

Hogan, 2009).

La ocludina fue la primera proteina identificada especifica de las uniones estrechas. La
ocludina (Pm=60-82 kDa) es una proteina integral de membrana con cuatro dominios
transmembranarios, dos asas extracelulares y dos extremos citoplasmaticos. Funcionalmente
regula la permeabilidad selectiva paracelular. El extremo carboxilo terminal intracelular
interacciona con los dominios PDZ de la proteina ZO-1, la cual liga la ocludina al citoesqueleto
de actina. Se han identificado varias isoformas, y se cree que son el resultado del empalme o
“splicing” alternativo del ARNm. Ademas se ha descrito que varian en su distribuciéon celular y
en la interacciéon con otras moléculas (Groschwitz y Hogan, 2009). Aunque la funcién de la
ocludina no estd totalmente definida, se ha descrito que una de las principales sustancias
alérgicas de las casas, los acaros, hidrolizan la ocludina produciendo una alteracion de la unién
estrecha y un aumento de la permeabilidad paracelular (Wan y cols., 1999). No obstante,
aunque la ocludina es uno de los principales constituyentes de las uniones estrechas, ni la
formacidn de la unidn, ni la funcién de barrera paracelular dependen de la ocludina. Esta
observacién se ha podido demostrar utilizando ratones transgénicos que no expresan
ocludina. Por otro lado, se ha demostrado que la fosforilacién de la ocludina regula su
interaccion con la ZO-1y asi colabora en el mantenimiento de la unién estrechay en la funcién

de la barrera paracelular (Groschwitz y Hogan, 2009).

Las claudinas (Pm=20-27 kDa) son proteinas integrales de membrana con cuatro dominios
transmembranarios hidrofébicos, dos asas extracelulares y dos dominios citoplasmaticos, los
extremos amino- y carboxi- terminal. Las asas extracelulares son criticas para las interacciones
homofilicas y heterofilicas y para la formacidon de canales idnicos selectivos. El dominio
carboxilico terminal estd implicado en el anclaje al citoesqueleto via proteinas ZO (Van lItallie y

Anderson, 2006).

Hasta la actualidad se han identificado 24 isoformas de la familia de las claudinas en humanos
(Groschwitz y Hogan, 2009). Las claudinas 1 y 2 son capaces de iniciar la formacién de las
uniones estrechas, lo que sugiere que son los principales componentes de las mismas. La
claudina 2 controla el movimiento de cationes monovalentes como el Na’ al intersticio y
favorece el movimiento transepitelial de iones y de agua, en contraste con otras claudinas

(como por ejemplo las claudinas 1, 3, 4, 5 y 8) que estrechan e impermeabilizan el epitelio
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(Furuse y cols., 2002). La claudina 2, al favorecer el movimiento transepitelial de agua e iones,
disminuye directamente la funcién de barrera. Por lo tanto, la presencia de las diferentes
claudinas en la unién estrecha determina su permeabilidad. Igual que con las ocludinas, la
localizacién de las claudinas en las uniones estrechas y su funcién estdn regulados por
fosforilacién post-transduccional y via interaccidn con los dominios PDZ (Groschwitz y Hogan,

2009).

Las moléculas de adhesion de la unién (JAMs) son proteinas integrales que pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Se subdividen en 4 subtipos segin los dominios de unidn
al dominio PDZ que, al igual que con las anteriores, sirve de anclaje al citoesqueleto de actina.
La region extracelular de JAMs puede unir multiples ligandos, los cuales se han propuesto que
regulan las funciones celulares y la permeabilidad paracelular de JAMs. Se ha demostrado la
importancia de JAM-A en la formacién y ensamblaje de las uniones estrechas en las células del

epitelio intestinal (Groschwitz y Hogan, 2009).

En relaciéon con las proteinas ZO, actualmente se han descrito 3 isoformas (ZO-1, ZO-2 y Z0-3),
las cuales se unen al citoesqueleto e interactlan con proteinas Rab13 (miembros de la familia
de oncogenes RAS), participando asi en procesos de proliferacion y diferenciacion celular (Shin

y cols., 2006).

; i Alineaciones de
Células epiteliales ¢|audinajocludina/z0

Unién estrecha

@ Claudina @8 ZO1/2 Z0 1/2/3 ¢ Cingulina
#K Ocludina - s Filamentos de actina

Figura 6. Esquema de las uniones estrechas y las proteinas que la forman,
mostrando las diferentes isoformas de la zonulina (ZO 1/2/3) (Modificado de
Niessen, 2007)
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4.2. Funciones de las uniones estrechas

Como ya hemos descrito anteriormente, la mayoria de las proteinas de las uniones estrechas
tienen propiedades que aumentan la formaciéon de la barrera, sin embargo, otras forman
canales o poros selectivos al tamafio o a la carga de las moléculas (Kray y cols., 2008). Sin
uniones estrechas que impidan las filtraciones seria inutil la actividad de los transportadores y
las bombas en las células destinados a la absorcion unidireccional, como por ejemplo, la que se
produce en el intestino, y la composicién del medio a ambos lados del epitelio se haria

homogénea (Alberts y cols., 2011).

La disfuncidn de las uniones estrechas puede producir la disrupcién de la integridad de Ia
barrera intestinal. Cambios en el pH, la carga osmética o las funciones del citoesqueleto, todo

afecta a la funcién de la barrera de las uniones estrechas.

Ademas de limitar el paso de moléculas de un lado al otro del epitelio, las uniones estrechas
cumplen una funcién clave en el mantenimiento de la polaridad de los epitelios por dos

mecanismos:

e En primer lugar, el complejo de la unidn estrecha que se localiza cerca del borde apical de
las células evita la libre difusién de las proteinas de la membrana, lo cual mantiene la

diferencia entre el dominio apical y el dominio basolateral de la membrana (Figura 7).

proteina A

® e e e '/Q L
/ :- --:}— ggit?;ente

membrana
plasmatica @ u estrecha
apical @ ‘\
& proteina B
membrana &
plasmatica lateral ® °
membrana D P
plasmatica @&
basal <9

/
lamina basal

Figura 7. Funcidn de las uniones estrechas en la diferente localizacién de las
proteinas en la membrana apical o en la basolateral (Alberts y cols., 2011).

e En segundo lugar, en muchos epitelios las uniones estrechas son sitios del ensamblado de
los complejos de proteinas intracelulares que determinan la polaridad apicobasal en el

interior de la célula (Alberts y cols., 2011).
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4.3. La zonulina como regulador intercelular de las uniones estrechas en la salud y la

enfermedad

La investigacion realizada durante el desarrollo de la vacuna del célera, condujo al
descubrimiento de la toxina zonula occludens (Zot), una enterotoxina capaz de abrir
reversiblemente las uniones estrechas intercelulares. Investigaciones posteriores demostraron
la complejidad de las cascadas de sefializacién desencadenadas por Zot e involucradas en la

regulacién de la via paracelular (Fasano, 2011).

Zot provoca la polimerizacion de la actina de las células diana lo que conduce al desensamblaje
de los complejos de la union estrecha a través de un mecanismo dependiente de la proteina
kinasa C (PKC) (Figura 8). Estudios de inmunofluorescencia han demostrado que Zot es capaz
de interactuar con las células epiteliales a lo largo del tracto gastrointestinal, siendo mayor la

sefialen el yeyuno y en el ileon distal (Fasano, 2011).

Zot signaling
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Figura 8. Mecanismo propuesto sobre la sefializacién celular
desencadena por la zonulina (Zot) y la apertura de las uniones estrechas
(Modificada de Fasano, 2008).

Dada la complejidad de la sefializacién intercelular activada por Zot que conduce a la
modulacién de la unidén estrecha, se planted la hipdtesis de que la toxina puede imitar una
proteina enddgena capaz de regular las uniones estrechas epiteliales. La combinacién de
experimentos de permeabilidad “in vitro” y experimentos utilizando los anticuerpos anti-Zot
condujeron a la identificacién de un andlogo humano a Zot de ~ 47 kDa, denominado zonulina

(Fasano, 2011).

Los estudios “in vitro” muestran que la zonulina humana endégena es capaz de aumentar la

permeabilidad tanto en el yeyuno como en el ileon (Wang y cols, 2000).
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Por otro lado, estudios con sueros humanos de pacientes con enfermedad de Crohn, muestran
niveles aumentados de zonulina, y revelan que la zonulina es la pre-haptoglobina-2 (pre-(Hp)-
2), proteina precursora de la haptoglobina-2 antes de la division enzimatica en su forma
madura (Tripathi y cols., 2009). La haptoglobina es una proteina de union a la hemoglobina con
propiedades inmunomoduladoras, su funcién primaria es prevenir el estrés oxidativo causado
por la hemoglobina intravascular libre. En humanos hay dos variantes la 1 y la 2 (Asleh y cols.,

2003).

Para confirmar que el aumento de la permeabilidad era producido especificamente por la
zonulina, ésta fue sometida a protedlisis, generdandose las cadenas a y B de la haptoglobina.
Los efectos de la zonulina sobre la permeabilidad no pudieron ser reproducidos ni en
experimentos “in vivo” ni “In vitro” tras la protedlisis. Todos estos resultados confirmaron que
la zonulina es pre-haptoglobina 2 y cuando se escinde en su forma Hp2 madura, pierde su

efecto sobre la permeabilidad paracelular (Tripathi y cols., 2009) (Figura 9).

A B
o Pre-HP1 HP1
B ! 1 chain [ chain 1
%: * B3 aa *245 84 I ]
%— = -G kDa = -136 kla Sli
30— : §of i X s 5% ¥4
” h p— | (] r | [ 3 S 1|
- Sigrial Arginine p
g cleavage sile 2
[HP2-2 HP11 HP1-2 | LT o e — 5
8 8 &5-8 B—& i‘ I‘_J,
2 chain [ chain 5
148 na s 4B [—-u—-.!}—-}}—&}{h
-8 kDa *-36 kDa §=5 G—3
Pre-HP2 HP2

Figura 9. A. Western blot de suero de pacientes con enfermedad de Crohn, utilizando
anticuerpos policlonales anti-Zot. La flecha blanca indica la banda correspondiente a la
zonulina. B. Esquema de las prehaptoglobinas (pre-HP) y haptoglobinas (HP) maduras. La
zonulina se corresponde con la pre-HP2 (Fasano, 2011).

Antes del descubrimiento de la zonulina como pre-haptoglobina 2, no se habia descrito
ninguna funcién bioldgica para ninguno de los precursores de la haptoglobina, ya que se
escinden significativamente en el reticulo endoplasmatico y circulan en el plasma en
cantidades minimas. Curiosamente, la haptoglobina se utiliza en clinica como un marcador de

inflamacidn general (Sturgeon y Fasano, 2016).
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Se ha demostrado que la zonulina, pero no sus subunidades, activa el receptor EGFR (receptor
del factor de crecimiento epidérmico) y disminuye la resistencia eléctrica transepitelial. Se ha
sugerido que la zonulina debe estar debidamente plegada, en su forma completa, no
escindida, para activar al receptor y por tanto, para provocar el desensamblaje de las uniones
estrechas. Varios receptores acoplados a proteina G, como el receptor PAR2 (receptor activado
por proteinasas), activan al receptor EGFR. Ademas, se ha demostrado que la estimulacion de
PAR2 basolateral aumenta la permeabilidad a través de la redistribucion de ZO-1, ocludinas y
F-actina (Sturgeon y Fasano, 2016). Coelho y cols. (2002) demostraron “in vivo” que la
estimulacién apical con un péptido activador de PAR2 provoca un aumento dependiente de la

dosis en la permeabilidad intestinal.

Para establecer una funcién de PAR2 en la activacidn del receptor EGFR en respuesta a la
zonulina, se estudié la permeabilidad del intestino delgado usando segmentos aislados. La
zonulina disminuy® la resistencia eléctrica transepitelial en el intestino de ratén, mientras que
no consiguid reducirla en segmentos del intestino delgado de ratones mutantes que no
expresan PAR2. Esto demostrd que la zonulina regula la funcién de la barrera intestinal
mediante la transactivacion del receptor EGFR dependiente de PAR2. Ademds, esta
transactivacién puede ser directa o estar mediada por proteinas transmembranarias, tales
como Pro-HB-EGF (precursor del factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina),
metaloproteinasas y proteinas ADAMS (“A Disintegrin And Metalloprotease”) (Drago y cols.,

2006).

En resumen, se ha caracterizado la zonulina como pre-haptoglobina2, la cual regula la
permeabilidad intestinal causada por la transactivacion del receptor EGFR a través de PAR2,
mientras que en su forma escindida actia como amortiguador de la hemoglobina (Figura 10)

(Drago y cols., 2006).
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Figura 10. Mecanismos propuestos a través de los cuales la zonulina activa el
receptor EGFR. La zonulina puede activar el EGFR a través de la unién directa
(1) y / o por la transactivacién de PAR2 (2). El procesamiento de la zonulina en

su forma madura suprime su capacidad para unirse a EGFR (3) (Fasano, 2011).

4.4. Implicacion de la zonulina en enfermedades intestinales

La zonulina estd implicada en muchas enfermedades inflamatorias intestinales crénicas.
Independientemente de la enfermedad considerada, los pasos que conducen a la ausencia de
respuesta de la zonulina y posterior desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal
parecen ser similares. En condiciones normales, hay un control estricto del trafico de antigenos
mucosales que, junto con las células inmunitarias especificas y con los mediadores
inflamatorios, como quimiocinas y citoquinas, aumentan la resistencia de la mucosa frente al

paso de antigenos.

Los estimulos ambientales provocan un desequilibrio en el microbioma desencadenando la
liberacion descontrolada de zonulina, lo cual causa una pérdida funcional de la barrera
intestinal, con un trafico posterior de antigenos inapropiado e incontrolado, que desencadena
una respuesta inmune innata en el compartimento inmune submucosal. Si este proceso
continua, se produce una respuesta inmune adaptativa que provoca la producciéon de
citoquinas pro-inflamatorias, incluyendo IFN-y y TNF-a, las cuales provocan una mayor
apertura de la via paracelular al paso de antigenos, creando un circulo vicioso, que conduce a
la rotura de la barrera intestinal y al inicio de la enfermedad inflamatoria intestinal (Figura 11)

(Fasano, 2011).
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Figura 11. Mecanismo propuesto por el que la zonulina afecta a la funcién de la
barrera intestinal y conduce al desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal
(Fasano, 2011).

4.5. Implicacion de las uniones estrechas en las enfermedades intestinales

Como ya hemos indicado anteriormente, la regulacién de las uniones estrechas es esencial
para mantener la homeostasis de la barrera entre el medio interno y el medio externo. La
mayor parte de la investigacion sobre la regulacién de las uniones estrechas intercelulares se
ha centrado en la disfuncion mediada por citoquinas en el contexto de la inflamacidn crénica,

particularmente aquellos procesos que afectan a la mucosa intestinal (Noth y cols., 2012).

4.5.1. Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por
la inflamacion crénica que compromete la funcidon de la barrera intestinal y aumenta la
permeabilidad al paso de patégenos. En el hombre se diferencian dos tipos: la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerativa, que se diferencian principalmente por la zona del intestino a la

que afectan, la primera puede aparecer a lo largo del tracto gastrointestinal, si bien afecta

Pagina 20



principalmente al ileon y la segunda aparece fundamentalmente en el colon y recto; ademas la
enfermedad de Crohn produce granulomas y fistulas, que no aparecen en la colitis ulcerativa
y, mientras que en la enfermedad de Crohn, la inflamacidn penetra en toda la pared intestinal,
de manera que queda engrosada, en la colitis ulcerosa solo afecta a la parte mas profunda de

la pared intestinal (Kazuo, 2010).

La enfermedad inflamatoria intestinal muestra una etiologia multifactorial susceptible a
factores medioambientales y desregulacién inmune. Esta enfermedad estd caracterizada por la
inflamacién intestinal (Figura 12) que compromete la integridad de la barrera epitelial,
importante para aumentar la permeabilidad y la infiltracion de patdgenos. Tanto la
enfermedad de Crohn como la colitis ulcerativa, tienen en comun factores como la rotura del
epitelio, la reduccion de las uniones estrechas y la atrofia glandular. La disfuncidn de la barrera
estd causada mayoritariamente por el dafo epitelial incluyendo la apoptosis, erosion y
ulceracidon que son caracteristicos en la inflamacion intestinal. Las citoquinas inflamatorias
estan asociadas con la inflamacidn intestinal ya que cambian la permeabilidad, a través de sus

efectos sobre las uniones estrechas (Landy y cols., 2016).

Crohn's Disease Ulcerative Colitis
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Figura 12. Esquema (parte superior) e histologia (parte inferior) comparando la mucosa del colon de

pacientes normales, con enfermedad de Crohn y con colitis ulcerativa (Johns Jopkins Medicine, 2017).
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Colitis ulcerativa

Varios estudios se han centrado en estudiar la implicacién de las claudinas en pacientes con
esta enfermedad, demostrando una mayor expresién de claudina 2 en muestras de colon de
pacientes con colitis ulcerativa. Ademads, el aumento en la formacidn de poros en las uniones
estrechas y en los niveles de expresidn de claudina 2, tanto a nivel de proteina como de ARNm,
se correlaciona con la gravedad de la enfermedad y con la reduccién del tamafio de las uniones
estrechas. Sin embargo, los niveles de expresion de las claudinas 3, 4 y 7 disminuyen en la

superficie del epitelio en pacientes con colitis ulcerativa (Oshima y cols., 2008).

Por otro lado, Poritz y cols. (2011), encontraron un aumento de claudina 1 y ocludina, en
muestras de colon de pacientes con colitis ulcerativa en comparacion con controles sanos. La
gravedad de la enfermedad, determinada por el grado de inflamacién, en este estudio es
directamente proporcional al aumento de claudina 1y ocludina y a las alteraciones observadas
en la estructura de las uniones estrechas. Existe otro estudio que también demuestra un
aumento de los niveles de claudina 1 en el colon de pacientes con colitis ulcerativa comparado
con controles sanos, pero no se correlacioné con la gravedad de la enfermedad (Zwiers y cols.,

2008).

También se ha demostrado una regulacion positiva de la claudina 12 y de la claudina 18, pero

no se correlacionaron con la gravedad de la inflamacidon (Zwiers y cols., 2008).

En otro estudio se observd un cambio en el lugar de expresion de las claudinas durante la
inflamacidn. Asi, la expresién de claudina 1 fue desregulada en ambos tipos de pacientes,
tanto con la colitis ulcerativa como con la enfermedad de Crohn y la localizacién de la claudina
1 no se limitaba a la unidon estrecha, sino que se expresaba en la membrana lateral. La
expresion de claudina 2 fue la mds abundante en la region de la unidén estrecha y en el

citoplasma apical (Webery cols., 2008).
Enfermedad de Crohn

En esta enfermedad, la permeabilidad intestinal es considerada un factor predictivo para la
susceptibilidad y recaida de la enfermedad (D’Inca y cols., 1999). Los pacientes con esta

enfermedad, presentan una pérdida de funcién de barrera de las uniones estrechas.

Se ha descrito una alteracion en la distribucion de la expresion de la claudina 2 en biopsias de
colon de pacientes con enfermedad de Crohn, que se ha asociado a la rotura de las uniones

estrechas (Landy y cols., 2016).
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4.5.2. Sindrome del intestino irritable

El sindrome del intestino irritable, es un trastorno gastrointestinal funcional comun. Se
caracteriza por dolor o malestar intestinal, alteracién de los habitos intestinales y alivio de los
sintomas tras la defecacién. Puede presentarse con estrefiimiento, diarrea o una mezcla de

ambos (Mizukamiy cols., 2017).

La fisiopatologia que conduce al desarrollo del sindrome del intestino irritable es desconocida,
pero se ha informado de que los pacientes con esta enfermedad tienen un aumento de la

permeabilidad intestinal (Camilleri y Gorman, 2007).

Datos recientes muestran que los pacientes con sindrome del intestino irritable con diarrea
asociada tienen aumentados los niveles de zonulina sérica. Se ha sugerido que el receptor
PAR2 estd implicado en el aumento de la permeabilidad detectada en pacientes con sindrome

del intestino irritable (Bueno, 2008).

En conjunto, estos datos sugieren que la sefializacién de la zonulina a través de PAR2 puede

estar involucrada en la patogénesis del sindrome de intestino irritable.

Por otro lado, se ha descrito que pacientes con sindrome del intestino irritable que llevan el
genotipo HLA-DQ2 o DQ8 (marcadores de susceptibilidad genética en celiacos) presentan
aumentada la permeabilidad intestinal y disminuida la expresiéon de las proteinas de las

uniones estrechas (Vazquez-Roque y cols., 2012).

4.5.3. Enfermedades neoplasicas

El transito de antigenos y metabolitos a través de la barrera intestinal promueve la inflamacion
cronica y el cancer colorrectal. En general, las claudinas estan asociadas con diferentes tipos de
neoplasias, quizas también estan involucradas en la progresidén de la metdstasis y en el aporte

de una sefalizacion desfavorable en el camino entre el medio externo e interno (Mullin, 1997).

Se ha realizado un estudio utilizando una combinacidn de muestras obtenidas de plasma de
ratdn y humano, de 52 afectados de cancer colorrectal. Los autores aplicaron andlisis
protedmicos para validar la expresion de los biomarcadores de este tipo de cancer en ratones
y pacientes humanos. El perfil proteémico de las muestras del plasma de ratdn indicé que las
haptoglobinas estaban desreguladas en los ratones con esta enfermedad. Las muestras de
plasma mostraron un nivel significativamente mas alto de haptoglobina en las muestras de

ratones enfermos que en los controles. La expresidn de estas proteinas en humanos mostré

Pagina 23



una estrecha correlacidn entre el aumento del nivel de haptoglobina y las diferentes etapas de

la enfermedad (Lai y cols., 2010).

Mees y cols. (2009) analizaron la expresion de las proteinas de las uniones estrechas en
pacientes con cancer colorrectal asociado a colitis ulcerativa. Las claudinas 1, 3, 4 y la B-
catenina de las uniones adherentes estan desreguladas en el tejido con cancer colorrectal en
comparacién con los controles. Por el contrario, la expresidn de la claudina 2, la ocludina o la
Z0-1 no varia significativamente en las distintas muestras. Sin embargo, otros autores han
demostrado una elevacion de las claudinas 1 y 2 en el cancer colorrectal asociado a la

inflamacidn intestinal (Dharwan y cols., 2011).

Se ha sugerido que los cambios en la expresién de las uniones estrechas en la displasia
asociada a enfermedad inflamatoria intestinal, pueden estar relacionados con la gravedad y
longevidad de la inflamacidn histoldgica, por lo que podrian utilizarse como marcadores de la

progresion neoplasica en la enfermedad (Gupta y cols., 2007).

4.5.4. Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca es una enteropatia autoinmune desencadenada por la ingesta de
granos que contienen gluten en individuos genéticamente susceptibles. La enfermedad celiaca
es un trastorno genético complejo en el que se han identificado muchas asociaciones de
genes. Se ha identificado que el alelo HLA representa hasta un 40% de la carga genética. La
presencia de los haplotipos DQ2 o DQ8 son necesarios pero no suficientes para desarrollar la

enfermedad ya que aproximadamente el 40% de la poblacion general también los tienen.

La ingesta de gluten en pacientes con enfermedad celiaca causa la destruccion de las

vellosidades intestinales a través de un mecanismo solo parcialmente establecido.

El diagndstico se basa en la deteccidon seroldgica de autoanticuerpos frente a la enzima
transglutaminasa tisular, seguida de una endoscopia superior con biopsia duodenal que
muestra la tipica enteropatia autoinmune celiaca caracterizada por la presencia de linfocitos

intraepiteliales, hiperplasia de criptas y acentuacion de las vellosidades.

Las opciones terapéuticas actualmente se limitan a la restriccion dietética de gluten de la
dieta, es decir, al consumo de una dieta libre de gluten. Esto permite que la mucosa intestinal
se cure y la arquitectura de las vellosidades vuelva a su situacion normal. Aunque el

diagndstico se basa en la biopsia intestinal, la enfermedad celiaca es una enfermedad
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sistémica que puede afectar a muchos érganos diferentes y causar varios sintomas extra-

intestinales (Sturgeon y Fasano, 2016).

El gluten es una molécula compleja que consiste en gliadina y glutenina (Figura 13). La gliadina
es una subunidad de la proteina del gluten que se encuentra en el trigo, centeno y cebada. A
través de una extensa investigacién se han identificado al menos 50 epitopos tdxicos. Sus
efectos incluyen citotoxicidad, inmunomodulacién y disrupcién de la barrera. El fragmento de
a-gliadina ha sido mapeado con dominios especificos que ejercen diferentes efectos sobre el
cuerpo. Asi: el péptido 31-43 ejerce un efecto citotdxico, el 57-89 (denominado 33mer) ejerce
un efecto inmunomodulador, los 111-130 y 151-170 son capaces de unirse al receptor
intestinal de quimiocinas CXCR3, y los péptidos 261-277 producen la liberacién de la

interleuquina-8. La unién de la gliadina al receptor CXCR3 aumenta la liberacion de zonulina

i 58

Gliadina Glutenina

(Sturgeon y Fasano, 2016).

Gluten (gliadina + glutenina)

Figura 13. Composicion del gluten, mostrando Ia
estructura de sus componentes principales: la gliadina y la

glutenina (Fasano, 2011)

La enfermedad celiaca se ha utilizado como un modelo para estudiar el efecto de la zonulina
ya que su participacion en el desarrollo y la patogénesis de la enfermedad ha sido bien
documentada (Fasano y Shea-Donohue, 2005). En los pacientes con enfermedad celiaca, la
zonulina se produce después de la ingesta de gluten. Se ha demostrado que la exposicion de
biopsias intestinales a fragmentos de gliadina digeridos con tripsina “in vitro” causd un
aumento en la liberacién de zonulina (Figura 14). Se han medido los niveles de zonulina en
pacientes con enfermedad celiaca en remisidén y en controles sanos. En los controles sanos el
nivel de liberacion de zonulina fue bajo y estrictamente regulado, sin embargo, en los
pacientes con enfermedad celiaca la liberacidon de zonulina fue mucho mayor y prolongada

después de la estimulacion con gliadina, seguida por un aumento significativo en la
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permeabilidad intestinal. Ademas, en pacientes con enfermedad celiaca en remision completa
sin estimulacidn con gliadina, los niveles de zonulina estaban constitutivamente aumentados
en el intestino, lo que se correlaciond con el aumento de la permeabilidad intestinal en
comparacién con controles sanos (Grago y cols., 2006).

La liberacién de zonulina y el consiguiente aumento de la permeabilidad intestinal se bloqued
usando el antagonista de la zonulina: AT-1001. El AT1001, ahora denominado acetato de
Larazotide, es un péptido sintético de 8 aminodcidos que antagoniza la via de la zonulina
(Sturgeon y Fasano, 2016). Ensayos preclinicos han demostrado que este acetato de larazotide
es capaz de prevenir la actividad de la zonulina sobre la permeabilidad intestinal (Watts y cols.,

2005).

Celiac Disease

Figura 14. Microfotografias de tejidos de intestino delgado de un control sano y de
un paciente con la enfermedad celiaca activa tefiidas con anticuerpos anti-Zot. Las
flechas indican la presencia de zonulina que se sobreexpresa en los pacientes

celiacos en comparacion con los controles sanos (Fasano, 2011).

El acetato de larazotide estd actualmente en ensayos clinicos como tratamiento para la
enfermedad celiaca. Los resultado de los ensayos clinicos de fase Il han demostrado que
después de la administracion de gluten en pacientes hospitalizados, el acetato es capaz de
disminuir la permeabilidad intestinal, disminuyendo los sintomas gastrointestinales y los

extraintestinales (Paterson y cols., 2007).

Ademas, un estudio realizado en pacientes que presentaban sintomas persistentes a pesar de

seguir una dieta libre de gluten estricta mostré que el larazotide era capaz de reducir sus
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sintomas (Leffler y cols., 2015). El acetato de larazotide estd entrando ahora en ensayos

clinicos de fase Ill en pacientes con enfermedad celiaca.
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5.

1.

Conclusiones

En condiciones normales, las uniones estrechas regulan la permeabilidad paracelular
del epitelio y mantienen la homeostasis intestinal.

La alteracidn de las uniones estrechas esta implicada en el desarrollo de enfermedades
intestinales.

La zonulina aumenta la permeabilidad intestinal mediante el desensamblaje de las
uniones estrechas.

La claudina 2 parece estar aumentada en la colitis ulcerativa y en la enfermedad de
Crohn.

En la colitis ulcerativa se ha demostrado una disminucion de las claudinas 3,4y 7 y un
aumento de la claudina 1.

En el sindrome del intestino irritable con diarrea asociada se produce un aumento de
los niveles de zonulina sérica.

En el cancer colorrectal hay un aumento de la permeabilidad de las uniones estrechas,
sin embargo, no existe consenso en si puede deberse a un aumento de la zonulina o a
un cambio en la expresidn de determinadas claudinas.

En la enfermedad celiaca, el aumento de permeabilidad del epitelio intestinal se debe
a un aumento de los niveles de zonulina. El uso terapéutico de un antagonista de la
zonulina, el acetato de Larazotide, parece mejorar las alteraciones propias de la

enfermedad y, actualmente se encuentra en ensayos clinicos de fase lll.
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