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RESUMEN 

 

Un epitelio estable es la base para la salud de los intestinos. El daño epitelial 

causa el incremento de la permeabilidad intestinal, la translocación de bacterias y 

una respuesta inmune aberrante, como la observada en la enfermedad 

inflamatoria intestinal (EII), tales como la colitis ulcerativa o la enfermedad de 

Crohn. El citoesqueleto de actina regula la integridad de la barrera epitelial a 

través de las uniones estrechas y adherentes; sin embargo, las funciones de 

algunos reguladores de actina, tales como cortactina (CTTN) aún no están bien 

estudiadas. La deficiencia de CTTN produjo un incremento de la permeabilidad 

basal del epitelio intestinal en los CTTN-KO y en la línea celular Caco-2 deficiente 

de CTTN, caracterizada por una alteración de la expresión y relocalización de las 

proteínas de las uniones intercelulares (UI). En esta última, la deficiencia de 

CTTN produjo el incremento de la proliferación celular a través de la vía de JNK 

pero no indujo apoptosis ni la transmigración más rápida de células 

polimorfonucleares  en la monocapa de las células deficientes de CTTN. En los 

ratones KO, la ausencia de CTTN produjo una alteración de la estructura de la 

mucosa intestinal y los signos clínicos de la colitis experimental se agravaron. In 

vitro, la deficiencia de CTTN en las células Caco-2 produjo un incremento de 

fibras de estrés caracterizadas por un incremento de la expresión de ROCK1 y  de 

la fosforilación de MLC. La inhibición de ROCK mediante Y27632, condujo al 

rescate de la resistencia eléctrica in vitro, demostranto con ello el papel de ROCK 

en la desestabilización de las UI y el aumento de la permeabilidad. En conclusión, 

nuestros datos demuestran que CTTN controla la integridad de la barrera epitelial 

en condiciones basales e inflamatorias, a través del citoesqueleto de actina y 

manteniendo la estabilidad de las UI y que su pérdida conduce a la disfunción del 

epitelio, de manera similar a lo observado en la EII. 
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ABSTRACT 

 

A stable epithelium is the basis for healthy intestines. Epithelial damage causes 

increased intestinal permeability, bacterial translocation and aberrant immune 

response as seen in inflammatory bowel disease (IBD), such as ulcerative colitis 

or Crohn disease. The actin cytoskeleton regulates the integrity of the epithelial 

barrier via the tight and adherens junctions; however, functions of actin regulators 

such as cortactin (CTTN) are not well studied. CTTN deficiency caused an 

increased basal intestinal epithelial permeability in CTTN-KO mice and in CTTN-

deficient Caco-2 cell line, characterized by an altered expression and relocation of 

intercellular junctions (IJ). In the latter, CTTN deficiency increased cell proliferation 

through the JNK pathway but not apoptosis and rapid transmigration of 

polymorphonuclear cells in a monolayer of CTTN-deficient cells. In KO mice, the 

absence of CTTN produced alteration of the structure of the intestinal mucosa and 

the worsening of clinical symptoms under experimental colitis. In vitro, CTTN 

deficiency produced an increased stress fibers formation, characterized by 

increased expression of ROCK1 and MLC phosphorylation. ROCK inhibition by 

Y27632 led to the rescue of the electrical resistance in vitro, thereby 

demonstrating the role of ROCK destabilizing IJ and increased permeability. In 

conclusion, our data demonstrate that CTTN controls the integrity of the epithelial 

barrier integrity, under basal and inflammatory conditions by controlling actin 

cytoskeleton and maintaining intercellular junctions and their loss leads to 

dysfunction of the epithelium, as seen in IBD. 
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INTRODUCCIÓN 

El epitelio intestinal y su función en el mantenimiento de la barrera y la 

permeabilidad. 

Los epitelios son construidos a partir de una capa polarizada de células 

adherentes, las cuales conforman los bloques de construcción de órganos o 

apéndices en todos los animales [1]. Estas células forman una barrera dinámica 

entre el ambiente externo y el interior del organismo. El epitelio intestinal, está 

conformado de una delgada capa de células que recubren el intestino y su 

principal tarea es la absorción de nutrientes. Esta barrera tiene que ser permeable 

para los nutrientes y macromoléculas que son importantes para el crecimiento y 

desarrollo, y al mismo tiempo proveer una barrera efectiva contra macromoléculas 

dañinas y microorganismos [2]. Sin embargo, también juega un papel importante  

en nuestro organismo al conformar una barrera adaptada a la colonización de 

bacterias comensales que participan en la digestión y que influencian el desarrollo 

y función del sistema inmune [3, 4] (figura 1). De esta forma, una barrera 

comprometida o dañada puede conducir a la translocación de bacterias y sus 

antígenos. Esto sugiere un papel central de la desregulación de la función de la 

barrera epitelial intestinal tanto en la etiología como en la patología de la 

inflamación intestinal y de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) [4, 5]. 

Las células del epitelio intestinal están unidas por una serie de uniones 

intercelulares por medio de los cuales el movimiento de fluidos y solutos toma 

lugar. La región más apical de estas uniones intercelulares se conoce como 

complejo de unión apical (CUA), el cual a su vez se compone por proteínas de las 

uniones estrechas (UE) y adherentes (UA) [2]. Las UA son importantes en la 

adaptación y respuesta al estrés mecánico, la densidad celular y el mantenimiento 

de su morfología; mientras que las UE controlan la difusión de moléculas en la 

membrana plasmática dentro de la misma célula y el flujo paracelular entre las 

células adyacentes [6, 7]. De esta manera, las uniones intercelulares son 
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elementos claves en la regulación de la permeabilidad intestinal, y su disfunción 

puede conducir a alteraciones en la barrera y un incremento en la permeabilidad 

del intestino y la inflamación. Esta afirmación es apoyado por estudios que 

demuestran la pérdida de las uniones intercelulares (UE/UA) en varias líneas 

celulares epiteliales; como por ejemplo, T84, Caco-2 y HT-29, seguido de la 

estimulación con diferentes agentes, tales como especies reactivas del oxígeno 

(ROS) o las citosinas proinflamatorias IFN-ɣ o TNF-α [8-11].  

 

Figura 1. Función de barrera del epitelio intestinal. El epitelio intestinal provee una barrera física a 

las bacterias del lúmen intestinal, toxinas y antígenos. La barrera está organizada por diferentes 

componentes, incluyendo UE y UA. Mientras que las UA proveen estabilidad, las UE regulan el 

flujo paracelular de iones, solutos y agua entre las células adyacentes. Las macromoléculas que 

son nocivas no pueden penetrar el epitelio debido a la barrera formado por las UE. Sin embargo, 

cuando esta barrera se ve comprometida o dañada, estas moléculas nocivas pueden inducir la 

activación  excesiva de las células residentes en la lámina propia y la inflamación [8]. 

Así, por ejemplo, se ha reportado que el tratamiento con IFN-ɣ en la línea celular 

epitelial intestinal T84, induce la internalización por medio de macropinocitosis de 

las proteínas transmembranales de UE ocludina, JAM-A (Junctional Adhesion 

Molecule-A) y claudina-1 [12]. No obstante, otros mecanismos como la 
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desregulación de la expresión de las proteínas de unión también se han 

observado involucrados en la alteración de la barrera epitelial, después del 

tratamiento con estas citosinas. Por ejemplo, el tratamiento con IFN-ɣ disminuye 

los niveles de RNAm de ZO-1 en la línea celular T84 [10]; mientras que el 

tratamiento con TNF-α promueve la disminución de la expresión de ocludina en 

las células HT-29 [13] 

Otra variedad de estímulos también participan en la alteración de la barrera 

epitelial intestinal, por medio de la degradación de las proteínas de uniones 

intercelulares. Por ejemplo, se ha observado que la enterotoxina de Bacteroidis 

fragilis (BFT), puede inducir selectivamente el corte de la región extracelular y la 

posterior degradación de E-cadherina pero no de ocludina o de la integrina-β1 en 

las células HT-29. Se demostró además, que después del tratamiento con esta 

tóxina, existe una marcada relocalización de ZO-1 y ocludina, así como una 

alteración en la morfología celular [14]. Por otro lado en un modelo in vivo, de la 

enfermedad del injerto contra el huésped (graft-versus-host-disease, GvHD), 

caraterizada por diarrea severa, dolor abdominal, nausea y vómito, se pudo 

observar en el epitelio del yeyuno, un incremento en la permeabilidad del manitol. 

Este incremento de la permeabilidad estuvo acompañado por una reducción de la 

proteína transmembranal ocludina y su relocalización desde la periferia hacia el 

citosol, en las células epiteliales; así como un cambio en el rearreglo del 

citoesqueleto de actina; no obstante, ningún cambio significativo se observó en 

ZO-1 [15].  

También se ha observado que la proteína transmembranal JAM-A participa en la 

regulación de la barrera intestinal. La ruptura de las interacciones homotípicas de 

JAM-A, mediante el uso de la proteína recombinante de reovirus σ-1 produjo una 

disminución de la resistencia eléctrica transepitelial de las líneas celulares 

epiteliales SK-CO15 y T84. Además, JAM-A interactúa con ZO-2, afadina y PDZ-

GEF1 para activar Rapc2 y propiciar la contracción del citoesqueleto de actina. 

Adicionalmente, in vivo, en el ratón KO de JAM-A se incrementó de hasta seis 

veces la permeabilidad intestinal del dextrano de 40 kDA en comparación con 
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ratones silvestres [16]. Estos resultados sugieren la participación de JAM-A y su 

interacción con otros componentes de las uniones intercelulares en la regulación 

de la permeabilidad intestinal. 

Los defectos producidos en la barrera epitelial también han sido asociados con la 

patogénesis de la EII, tales como la colitis ulcerativa (CU), la enfermedad de 

Crohn (EC) o el síndrome de colon irritable [17-20]. Por eso el mantenimiento de 

la barrera epitelial intestinal es de vital importancia [21]. Este correcto balance 

asegura la integridad de las uniones, incluso cuando la célula se encuentra en 

constante movimiento en la monocapa de las células del epitelio. Por ejemplo, se 

ha observado en la línea celular Eph4 de epitelio mamario de ratón que la 

internalización de claudina-3 está asociada a las células individuales en 

movimiento. Las UE en las membranas opuestas de las células adyacentes no 

fueron desensambladas, pero parte de ellas fueron endocitadas por una de las 

células. Adicionalmente, se observó una disociación de ocludina, JAM y ZO-1 

antes de que las claudinas fueran endocitadas. Por otro lado, el proceso de 

migración celular aceleró la endocitosis de estas moléculas [22]. En conclusión, 

esto sugiere que la internalización de los componentes de las uniones 

intercelulares, tal es el caso de claudina-3, juegan un papel importante en la 

remodelación de las UE,  y que su regulación es fundamental para sellar el 

espacio intercelular entre las células epiteliales y para el mantenimiento de la 

barrera. 

Por otro lado, el epitelio intestinal se encuentra finamente regulado por los 

mecanismos de apoptosis y proliferación, que juegan un papel importante en el 

recambio de las células epiteliales (enterocitos) [21, 23]. En el intestino grueso y 

delgado, los enterocitos diferenciados son removidos y reemplazados de manera 

constante por nuevas células que se originan de las células madres no 

diferenciadas, localizadas en la tercera o cuarta posición en relación con la base 

de la cripta [24-26].  Estas nuevas células que migran desde la base de la cripta 

hasta la zona apical del intestino experimentan maduración. De esta manera, la 

monocapa de células epiteliales muestran un estricto balance entre la 
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proliferación y la muerte celular, con la finalidad de mantener la barrera intestinal 

(figura 2) [27-30].  

 

Figura 2. Homeostasis del epitelio intestinal. La regulación de la homeostasis del epitelio intestinal 

es crucial para el mantenimiento de la estructura de la mucosa y las funciones defensivas de la 

barrera [31]. Las células de Paneth y de Goblet limitan la adhesión de bacterias y su infiltración, 

secretando péptidos antimicrobianos y mucinas, de manera respectiva. La rápida renovación 

celular (proliferación), de lo cual las células madres son responsables, coincide con el 

desprendimiento de los enterocitos “viejos” sin comprometer la integridad de la barrera epitelial. 

Sin embargo, cuando la integridad de la barrera se ve comprometida por algún estímulo 

inflamatorio, se observa un incremento en la apoptosis, produciendo la pérdida de la barrera y un 

aumento de la permeabilidad, permitiendo con ello, la infiltración de bacterias y antígenos, y 

exacerbando el proceso de inflamación [32]. 

La muerte celular es crucial para el desarrollo del tejido y su equilibrio, eliminando 

las células dañadas o envejecidas, y es clave en el restablecimiento homeostático 

después de un daño agudo o crónico, limitando la propagación del estímulo 

inflamatorio y la pérdida de la función del tejido. Particularmente, esto es 

importante en el tracto gastrointestinal, dado que el epitelio intestinal experimenta 

de manera continua la autorenovación del tejido, al mismo tiempo que se expone 
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a una gran variedad de antígenos o patógenos microbianos presentes en el 

lumen. En consecuencia, la renovación de las células del epitelio intestinal tiene 

que estar finamente regulada, ya que una inapropiada respuesta a la muerte 

celular podría conducir al desarrollo de ciertas patologías, tales como desórdenes 

inflamatorios o cáncer [27]. 

En condiciones normales, este balance se lleva a cabo de una manera controlada. 

Por ejemplo, el desprendimiento de las células epiteliales del yeyuno de ratón es 

antecedido por una redistribución de ZO-1 desde las UE hacia la región 

basolateral y un incremento en el flujo paracelular. Esta redistribución en ZO-1 no 

alteró la redistribución o relocalización de ezrina o E-cadherina [33], demostrando 

con ello el balance controlado en la distribución de algunos componentes de las 

uniones intercelulares, en la homeostasis del epitelio intestinal. 

Sin embargo, en ciertas patologías que involucran la inflamación de los intestinos, 

como en la EC y CU, el daño a los elementos esenciales de la barrera intestinal 

produce defectos en la permeabilidad. Estos defectos en la barrera exacerban la 

respuesta inmune por parte de las células que yacen en la lámina propia e 

inducen un daño al tejido epitelial. El fenotipo en la EII, tanto en la EC como la CU 

es similar, involucrando la secreción de cloro (Cl-) y la producción  de diarrea, 

además de un incremento en la permeabilidad transcelular y paracelular, y de la 

apoptosis en las células epiteliales.  

Algunos estudios han remarcado la importancia de este fenómeno. En  pacientes 

con CU fue posible visualizar un incremento de la apoptosis. En las áreas de 

tejido normal, las células positivas para apoptosis se encontraron principalmente 

en la región apical/luminal del epitelio; mientras que aquellos tejidos derivados de 

pacientes con la enfermedad activa, en las criptas epiteliales se observó un 

incremento de la apoptosis, en adición a la región apical/luminal [34]. 

Adicionalmente, in vitro se ha demostrado que existe una sobreexpresión de 

interleucina-13 (IL-13) y de claudina-2 en la línea celular HT-29/B6 cuando 

experimentan apoptosis, lo cual se intensificó mediante la exposición simultánea 
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con TNF-α, repercutiendo de manera directa en un aumento de la permeabilidad 

intestinal. No obstante, el inhibidor de caspasas N-benziloxicarbonil-val-ala-asp 

indujo la inhibición de IL-13, así como la disminución en la apoptosis y el aumento 

de la resistencia transepitelial (RET) de hasta un 50% [35]. En concordancia con 

esto, se ha observado un incremento en la apoptosis y una disminución de la RET 

en pacientes que sufren de EC en comparación con pacientes normales. No 

obstante, el tratamiento con anti-TNF-α produjo un descenso en los índices 

apoptóticos y un aumento de la RET, pero no se afectaron las proteínas ocludina, 

claudina-1 y claudina-4. En adición a esto, un desbalance y alteración de las 

uniones intercelulares también se ha reportado en pacientes que sufren EII. Por 

ejemplo, en un estudio con pacientes con EC y CU se observó un incremento de 

la permeabilidad intestinal, caracterizada por una redistribución y disminución de 

la expresión de las proteínas ocludina, claudina-5 y claudina-8. En este mismo 

estudio, se observó un fuerte incremento de la expresión de la proteína formadora 

de poros claudina-2; sin embargo, no se observaron cambios en la expresión o la 

distribución de las claudinas-1, -4 y -7. El aumento de la expresión de claudina-2 

fue más pronunciado en aquellos pacientes con CU en comparación con los de 

EC, el cual fue inducido por TNF-α. Además, en los pacientes con EC y CU se 

observaron más células apoptóticas que en los pacientes normales [36]. 

En conclusión, todos estos estudios remarcan el importante papel que el epitelio 

intestinal tiene en la regulación de la homeostasis y en el mantenimiento correcto 

de la permeabilidad. Al mismo tiempo, señala la importancia de las uniones 

intercelulares dentro de esta función.  

 

Las uniones intercelulares y su interacción con el citoesqueleto de actina en 

el mantenimiento de la barrera epitelial 

Como ya se ha mencionado, las uniones intercelulares son un conglomerado de 

moléculas transmembranales y citoplasmáticas que en conjunto forman lo que se 

denomina el complejo de unión apical (CUA). Estas uniones intercelulares tienen 
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la delicada función de mantener la integridad y polaridad de las células epiteliales  

[37, 38] y participar en la regulación de la barrera y la permeabilidad del epitelio 

[39]. El CUA, comprende a las UE y las UA, localizadas muy cerca de la región 

apical de la célula. Además, en la región más basolateral de la célula, se 

encuentran los demosomas (DSMs) que contribuyen a la estabilidad de los 

contactos interepiteliales, sirviendo de conexión con los filamentos intermedios de 

la célula (figura 3) [40, 41].  

 

Figura 3. Estructura molecular de las uniones intercelulares de las células del epitelio intestinal. 

Las uniones intercelulares de las células del epitelio intestinal están formadas por diferentes 

complejos de proteínas: las UE y UA, que en conjunto forman el CUA, y los DSMs. A, 

microfotografía electrónica que muestra la localización precisa (delimitados por los rectángulos 

rojos), de cada uno de los complejos proteícos que componen las uniones intercelulares [41, 42]. 

B, debajo de la base de las microvellosidades,  las membranas plasmáticas de las células 

adyacentes parecen fusionarse mediante las UE, donde las claudinas, ocludina, JAM,  las 

proteínas ZO-1, -2 y -3 y F-actina interactúan. E-cadherina, α-catenina, β-catenina, p120 catenina 

(no mostrada) y F-actina interactúan para formar las UA. Los DSMs, que se localizan por debajo 

del complejo de unión apical, están formados por las interacciones entre desmogleína, 

desmocolina, placoglobina, desmoplaquina y los filamentos intermedios (de queratina) [43]. 
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En el caso de las UE, se han identificado tres grandes familias de moléculas que 

participan en su formación: la familia de las ocludinas/tricelulinas, la familia de las 

claudinas, y las moléculas de adhesión (JAM). Las UE se localizan en torno de la 

región apical y lateral de las membranas de las células del epitelio y determinan 

de manera selectiva la permeabilidad paracelular de los solutos [44]. 

Ocludina es una proteína transmembranal de 65 kDa perteneciente a la familia de 

las tetraspaninas. Su interacción homofílica con la célula adyacente crea una 

barrera contra las macromoléculas, pero no contra pequeños iones [45]. Esta 

molécula posee un largo dominio C-terminal intracelular, a través del cual puede 

unirse a otras moléculas tales como ZO-1, interactuando de manera indirecta con 

el citoesqueleto de actina. La función de ocludina no está perfectamente 

comprendida pero algunos estudios indican un papel crucial en la estructura de 

las UE y en la permeabilidad del epitelio intestinal [45, 46]. 

Las claudinas también son miembros de las tetraspaninas, con un peso 

aproximado de entre 20-27 kDa. Estas tienen la capacidad de formar 

interacciones homofílicas y heterofílicas con las moléculas de las células 

adyacentes, creando una barrera o formando poros selectivos al paso de 

moléculas [47, 48]. Las claudinas son una familia multigénica compuesta de 24 

miembros en el humano y ratón, mostrando un patrón único de expresión en 

tejidos y líneas celulares [49]. Funcionalmente, estas pueden dividirse en dos 

tipos, aquellas involucradas en la formación de la barrera (disminuyendo la 

permeabilidad paracelular), tales como claudina-1, -3, -4, -5, -8, -9, -11 y -14, y las 

que forman poros (incrementando la pemeabilidad paracelular) como claudina-2, -

7, -10, -12 y -15 [41]. 

La familia de las proteínas JAM, están caracterizadas por dos dominios Ig 

extracelulares, un dominio transmembranal, y un dominio C-terminal intracelular. 

La familia JAM se subdivide en dos grupos, aquellas conteniendo un dominio 

intracelular denominado PDZ [postsynaptic density protein (PSD)-95, Drosophila 

disc large tumor supresor (Dlg1), and zonula occludens-1 protein (ZO-1) 
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domain(s)] de clase II, con capacidad de unirse a ZO-1 y Par-3, entre las cuales 

se encuentran JAM-A, -B y –C (conocidas también como JAM-1, -2 y -4). Por otro 

lado, se encuentran las proteínas con un dominio PDZ de clase I, tales como 

JAM-4, CAR (coxsackie- and adenovirus receptor), ESAM (endothelial cell 

selective adhesion molecule) y BT-IgSF (brain- and testis-specific immunoglobulin 

superfamily). La interacción homofílica de los miembros de JAM, se ha 

relacionado con la formación de las UE así como en el mantenimiento de la 

barrera epitelial [16, 41, 50]. 

Por su parte, el núcleo de adhesión de las UA en el epitelio está compuesto de 

dos tipos principales de proteínas transmembranales, estas son: cadherinas y 

nectinas; aunque esta también puede contener varios componentes moleculares 

que aún no han sido del todo caracterizados. Las UA se forman en su mayoría 

mediante la asociación homofílica de la molécula E-cadherina expresada en la 

región apical-basal entre dos células epiteliales. Estas aseguran la adhesión 

intercelular y regulan muchos aspectos de la biología del epitelio  [37], tales como 

la integridad del tejido, la diferenciación celular y la formación del parche 

preapical, que origina a las UA y que eventualmente desencadena la formación de 

las UE en la región apical de los contactos celulares. Las UA, también participan 

en otras importantes funciones, tales como la regulación de la polaridad, así como 

el control de la proliferación y la motilidad celular [51]. 

E-cadherina, es una glicoproteína que pertenece a la familia de las cadherinas 

cuya adhesión es dependiente de calcio (Ca2+); otros miembros de esta familia 

incluyen a las N-, P- y R-cadherinas. Las cadherinas clásicas como E-cadherina, 

contienen cinco repetidos extracelulares, a los cuales se le unen iones de calcio 

para su correcta organización conformacional e iniciar la correcta interacción entre 

las células adyacentes y la formación de UA [52]. E-cadherina, de esta manera, 

tiene una importante función en la formación de las uniones intercelulares. Así, 

después de la formación de estas, E-cadherina experimenta un agrupamiento y 

una dispersión a lo largo de la membrana lateral, lo que posibilita el 

fortalecimiento de los contactos celulares [44, 53]. 
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Por otro lado, los DSMs son estructuras altamente especializadas que participan 

en el anclaje del citoesqueleto de citoqueratina con los sitios de adhesión 

intercelular. De esta forma, los DSMs facilitan la formación de un andamio 

altamente organizado, que distribuye las fuerzas mecánicas por todo el tejido 

epitelial. Estas uniones, son de particular importancia para el mantenimiento de la 

integridad del tejido y para resistir el estrés físico [54-57]. Las proteínas 

desmosomales provienen de tres grandes familias: la familia de las cadherinas, 

proteínas armadillo, y plaquinas. Los miembros de la familia de las cadherinas, las 

desmogleínas (Dsgs) y las desmocolinas (Dscs), cooperan para formar una zona 

adhesiva, mientras que la cola citoplasmática de éstas provee de una plataforma 

de unión para plakoglobina (PG), plakofilinas (PKPs) 1-3 y p007 que son 

miembros de la familia armadillo. Por su parte, desmoplakina, miembro de la 

familia de las plakinas, une el citoesqueleto de citoqueratina a esta región 

especializada de la membrana plasmática cuando ésta es sometida a un estrés, 

mientras que las interacciones laterales entre éstas proteínas refuerzan su 

estabilidad [58, 59]. 

Las proteínas del CUA están asociadas con un conjunto de proteínas que forman 

una placa citosólica localizada inmediatamente por debajo de la membrana 

celular, conectando de esta forma a las uniones intercelulares con el citoesqueleto 

de actina. Así, por ejemplo, las proteínas zonula occludens (ZO) (que incluyen a 

ZO-1, ZO-2 y ZO-3), se asocian de manera directa con los filamentos de actina y 

con las proteínas transmembranales claudinas y ocludina, además de algunos de 

los miembros de la familia JAM, tal es el caso de JAM-A, sirviendo como un 

vínculo entre los componentes de las UE  y el citoesqueleto [60-62]  

Las proteínas ZO, pertenecen a su vez a la familia de proteínas MAGUK 

(membrane-associate guanylate kinase homologs), que tienen no solo la 

capacidad de unirse a las UE sino también a las UA, además del citoesqueleto de 

actina. In vitro, ZO-1 y ZO-2  se unen a α-catenina, mientras que ZO-3 se asocia 

con p120-catenina. ZO-1 y ZO-2. Además de interactuar con ocludina, claudinas o 

JAM-A, también tienen la capacidad de formar homodímeros por medio de su 
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dominio PDZ [44]. Adicional a esta importante función, se ha demostrado que ZO-

3 tiene un papel relevante en la regulación de la proliferación celular in vivo. Se 

observó además que ZO-3 interactúa con ciclina D1 durante la mitosis, a través 

de su dominio PSD-95 de clase II. Cuando se rompe esta interacción se 

incrementa la proteólisis de la ciclina D1 y el arresto en la transición de la fase 

G0/G1 del ciclo celular [63].  

Al lado de esta importante función, no obstante, varios de los estudios 

involucrando a los miembros de la familia ZO remarcan un papel preponderante 

en el mantenimiento de la polaridad celular, el mantenimiento y estabilidad de las 

UE en las células epiteliales a través de la interacción con algunos componentes 

transmembranales y el citoesqueleto [62, 64, 65]. Por ejemplo, in vitro, el 

tratamiento con ácido fítico (IP6) en la línea celular epitelial Caco-2 produjo un 

descenso en la RET y un incremento en el flujo paracelular de solutos. 

Adicionalmente se observó una redistribución de las proteínas transmembranales 

ZO-1, ocludina y claudina-1, así como una disminución en la expresión de las 

mismas, lo cual resultó en una apertura de las UE y en consecuencia un aumento 

de la permeabilidad [66].  

Por otro lado el tratamiento con quercetina, un agonista de la barrera intestinal 

produjo un aumento de la RET en la línea celular Caco-2 y una disminución del 

flujo paracelular. El análisis por Western blot de ZO-2, ocludina y claudina 

demostró un aumento en los niveles totales de estas moléculas y un incremento 

de la expresión en la fracción del citoesqueleto, lo cual se correlacionó con el 

incremento de la TER. Adicionalmente, los análisis por inmunofluorescencia 

demostraron un aumento de claudina-1 y -4 en la región apical que corresponde a 

las UE [67]. 

En el caso de las UA, E-cadherina interactúa por medio de su extremo carboxilo 

terminal en el citoplasma de manera directa con moléculas tales como β-catenina 

y p-120 catenina y de manera indirecta con α-catenina [68] [51]. α-catenina se une 

a β-catenina, resultando en la formación del complejo E-cadherina-β-catenina-α-
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catenina. α-catenina, por su parte tiene la capacidad de interactuar con los 

filamentos de actina del citoesqueleto, actuando de esta manera como un vínculo 

entre el complejo E-cadherina-β-catenina y F-actina [44]. Sin embargo, se ha 

demostrado in vitro, que α-catenina unida a β-catenina es incapaz de unirse a F-

actina, y que únicamente la forma libre puede hacerlo, lo que sugiere que el 

complejo E-cadherina-β-catenina-α-catenina podría estar interactuando a través 

de otra(s) moléculas(s) que funcionarían como mediador(es) [69]. Algunos 

estudios han demostrado que α-catenina tiene la capacidad de unirse a EPLIN 

(epitelial protein lost in neoplasm actin-binding protein), el cual estabiliza los 

filamentos de actina evitando su despolimerización. EPLIN se une a α-catenina 

cuando esta se asocia a β-catenina y a F-actina, demostrando con ello una nueva 

vía por medio de la cual E-cadherina interactúa con el citoesqueleto de actina [70, 

71]. 

Por otro lado E-cadherina, se ha involucrado de manera directa con la regulación 

de la permeabilidad intestinal. La reducción de poliaminas, que se sabe que 

regulan la permeabilidad intestinal, por medio de DFMO (alpha-

dilfuoromethylornithine) redujo el calcio intracelular (Ca2+) y condujo a una 

disminución de la expresión de E-cadherina, pero no de ZO-1, ZO-2 o JAM-A, 

guiando a un incremento del flujo paracelular en la línea celular IEC-6. En 

concordancia con esto, la adición de la poliamina espermidina exógena revertió 

los efectos producidos por DFMO, restaurando la expresión de E-cadherina y con 

ello el flujo paracelular [72, 73].  

Así también, se ha demostrado que el tratamiento con esfigonsina-1-fosfato (S1P) 

juega un papel relevante en el incremento de la función de la barrera a través de 

E-cadherina. Así, el tratamiento con este agonista en la línea celular intestinal 

epitelial IEC-Cdx2L1 condujo a un incremento en los niveles totales de E-

cadherina y una fuerte localización de ésta en los bordes celulares. Este 

incremento en su expresión se vio acompañado de una disminución del flujo 

paracelular del manitol y de un incremento en la RET [74]. 
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Hasta ah, hemos señalado la importancia del mantenimiento de la barrera epitelial 

intestinal, formada por las UE y las UA por medio de las cuales se forman los 

contactos celulares. Se ha descrito también como estas se conectan al 

citoesqueleto de actina mediante un conjunto de moléculas adaptadoras. En 

consecuencia, el citoesqueleto de actina juega una importante función en la 

regulación de la estabilidad de los contactos de las células epiteliales y en la 

permeabilidad del epitelio intestinal. El citoesqueleto de actina forma un anillo 

cortical que estabiliza las uniones intercelulares, o caso contrario forma fibras de 

estrés contráctiles que conducen a su desestabilización. Sin embargo, el rol de 

algunas proteínas de unión a actina (actin-binding proteins, ABP) tales como 

cortactina, en el control de la permeabilidad se ha estudiado poco [75]. Si bien es 

cierto que cortactina interactúa con el citoesqueleto de actina y de manera 

importante con ZO-1 en las UE y con E-cadherina en las UA en las células 

epiteliales, promoviendo la formación y estabilidad de las uniones intercelulares, 

su función en la regulación de la permeabilidad intestinal aún no se ha estudiado 

[76-78].  

 

El papel de cortactina en la remodelación del citoesqueleto de actina 

El citoesqueleto de las células está compuesto por microtúbulos, filamentos 

intermedios y microfilamentos. Todos estos elementos son parte fundamental del 

entramado molecular que da forma, rigidez y soporte a la célula [79] . Los 

microfilamentos, se componen de pequeñas subunidades de actina globular (G-

actina), cuyo papel es de particular relevancia en la remodelación del 

citoesqueleto [80]. Así, muchos de los fenómenos celulares, tales como adhesión, 

motilidad y migración, mantenimiento de la morfología y polaridad, además del 

tráfico intravesicular y fagocitosis, dependen fundamentalmente de los procesos 

de remodelación del citoesqueleto de actina.  

Dichos procesos, a su vez, dependen del balance entre la polimerización y la 

despolimerización de la actina, bajo una estrecha regulación espacial y temporal. 
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En este sentido el ensamble del citoesqueleto dependerá de una transición 

regulada entre la G-actina y la actina filamentosa (F-actina). La actina es una 

GTPasa, y su hidrólisis nucleotídica llevada a cabo por la actina es un factor 

crítico que regula esta transición (figura 4) [81].  

 

Figura 4. Estructura y nucleación de los filamentos de actina (F-actina). A. La estructura de un 

filamento puede ser descrita como una hélice de giro corto que va en sentido contrario de las 

manecillas del reloj, construida por subunidades colocadas una con respecto de la otra con una 

longitud promedio de la mitad de una subunidad, o bien, como dos hélices diestras de giro amplio 

enrolladas una con respecto a la otra y construidas de monómeros de actina. B. Los monómero de 

actina-ATP se adicionan más rápido en los extremos (+), la hidrólisis de los nucleótidos se lleva a 

cabo en el filamento, y la disociación de los monómeros de actina-ADP toma lugar principalmente 

en el extremo (-). En las células, la transición entre la actina monomérica y filamentosa es 

controlada por numerosos factores, incluyendo la hidrólisis nucleotídica llevada a cabo por la 

misma actina y por proteínas conocidas como nucleadoras de los filamentos de actina. 

Adicionalmente, la dinámica del citoesqueleto dependerá de las proteínas de unión a F-actina, así 

como de las proteínas de andamiaje y señalización [81, 82]. 

Los monómeros de actina se unen al extremo rasurado (barbed, +) en crecimiento 

del filamento primario en su estado de ATP. La hidrólisis toma lugar en el 

filamento, y los monómeros de actina-ADP se disocian del extremo agudo 

(pointed, -). Sin embargo, este proceso de polimerización y despolimerización de 
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la actina, no es suficiente para explicar la gran variedad de procesos que toman 

lugar en la célula. Por ello, junto con los monómeros de actina, las proteínas de 

unión a la F-actina, las proteínas de andamiaje y de señalización, intervienen de 

manera invariable en la dinámica del citoesqueleto de actina [81, 82]. Uno de tales 

elementos es la proteína de unión a actina  llamada cortactina (CTTN) [75, 83]. 

CTTN es un factor promotor de la nucleación (nucleation promoting factor, NPF) 

de los filamentos de actina. Esta, se expresa de manera ubicua en casi todos los 

tipos celulares, excepto en algunas de origen hematopoyético, donde se expresa 

su homólogo HS1 [84]. En el año de su descubrimiento, CTTN se identificó como 

un nuevo elemento de unión al citoesqueleto, destacándose por ser el blanco de 

la fosforilación de la tirosina cinasa, Src [85]. CTTN, tiene un peso aproximado 

entre 63-65 kDa, y en el humano se expresan las isoformas SV-1 y SV-2, 

derivada del empalme (splicing) alternativo de los exones 10 y 11 del gen EMS1, 

el cual está localizado en la región cromosomal 11q13 [86]. Dicha región se ha 

visto involucrada en el desarrollo de ciertos cánceres, tales como cáncer de 

cabeza y cuello, pulmón y esófago, así como en cánceres de hígado, vejiga y 

pecho, donde su sobreexpresión es comúnmente observada [87]. 

Estructuralmente, CTTN se compone por un dominio acídico en su extremo 

amino-terminal, que le permite unirse al complejo Arp2/3 y activarlo y dar inicio al 

proceso de polimerización y ramificación de los filamentos de actina. Posee 

además, un dominio hexarrepetido de 37 aminoácidos que le confiere la 

capacidad de unirse a la F-actina del citoesqueleto. En su extremo carboxilo 

terminal, CTTN posee una región rica en prolinas, serinas y treoninas y otra más 

rica en tirosinas, permitiéndole ser fosforilada (activada) por diferentes cinasas. 

También, en su extremo carboxilo, se puede encontrar un dominio SH3 (Src 

homology 3-domain), mediante el cual CTTN se une a una plétora de moléculas 

que también participan en la dinámica del citoesqueleto y su remodelación, 

además del tráfico intravesicular, y de manera muy importante en el 

mantenimiento y estabilidad de las uniones intercelulares (figura 5) [76, 77, 86-

88]. 
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Cuando CTTN es analizada por medio de Western blot, ésta migra como una 

banda doble de 80/85 kDa, debido a la fosforilación de las serinas 405 y 418 

(S405 y S408) por parte de la cinasa ERK1/2, provocando la liberación de su 

dominio SH3 y su cambio conformacional, resultando en la activación de N-WASP 

e incrementando la nucleación de los filamentos de actina, mediante el complejo 

Arp2/3 [89].  Por otro lado, existen tres residuos de tirosinas que son críticas 

(Y421/466/482) para la fosforilación de CTTN, por varios miembros de la familia 

de cinasas Src, entre ellos v-Src, c-Src y Fyn, además de otras tirosinas cinasas, 

tales como FER, Syk y Met. Dichas fosforilaciones son importantes para 

incrementar la función de CTTN en fenómenos tales como la migración y la 

invasión [76, 90]. 

 

Figura 5. Estructura de cortactina. CTTN es un factor promotor de la nucleación de los filamentos 

de actina. Posee un dominio acídico (NTA) y un dominio hexarrepetido localizados en su extremo 

amino terminal que le permite interactuar con el complejo Arp2/3 y con los filamentos de actina, de 

manera respectiva. CTTN, posee además, un dominio rico en prolinas, serinas y treoninas (PST) y 

otro más rico en tirosinas (Y), que son fosforilados por diferentes cinasas. En su extremo carboxilo 

terminal existe un dominio SH3, que le permite interactuar con una variedad de moléculas, entre 

ellas ZO-1 y E-cadherina, componentes primordiales de las uniones intercelulares [76, 86]. 

En adición a su fosforilación, CTTN también es regulada a través de la acetilación, 

por medio de la acetil transferasa p300, y la desacetilación por medio de la 



El papel de cortactina en la homeostasis del epitelio intestinal 

- 18 - 
 

histona deacetilasa 6 (HDAC6) y sirtuina-1 [91]. La acetilación de CTTN conlleva 

a la neutralización de la carga de los residuos de lisina dentro de su motivo de 

unión a F-actina, disminuyendo su capacidad de unión y motilidad celular. La 

acetilación de CTTN parece tener relevancia en la progresión del cáncer, ya que 

la expresión de HDAC6 es requerida para la formación y degradación de los 

invadopodios en el cáncer de mama [92]. La fosforilación y acetilación de CTTN, 

juegan un papel relevante en la dinámica del citoesqueleto de actina, pues existe 

una competencia entre ambos procesos. De esta manera, la fosforilación de 

CTTN inhibe la propagación celular, ya que se inhibe su asociación con FAK [93]. 

La habilidad de CTTN de unirse al complejo Arp2/3, -responsable directo de la 

polimerización de los filamentos de actina, así como la habilidad de su dominio 

SH3 para interactuar con diferentes moléculas, le confiere un importante papel en 

la formación de estructuras celulares que participan en la motilidad, la invasión, el 

tráfico intravesicular, en la adhesión celular, formación de sinapsis y en la 

morfogénesis celular [76]. Para llevar a cabo estos complejos procesos, CTTN es 

fosforilada por ERK1/2 (S405/S418) en función de diferentes estímulos, lo que 

resulta en su unión a N-WASP (neuron Wiskott Aldrich Syndrome protein), a 

través del dominio SH3, produciendo el incremento de la nucleación de los 

filamentos de actina (F-actina) por parte del complejo Arp2/3 (figura 6). No 

obstante, la fosforilación de CTTN por medio de las tirosinas cinasas 

(Y421/466/482) de la familia Src se ha visto involucrada en la inhibición de su 

capacidad para unirse a N-WASP, funcionando de esta manera como un 

interruptor de encendido y apagado que controla el proceso de polimerización de 

F-actina [94]. En conjunto, tales mecanismos llevados a cabo por CTTN, tienen un 

papel importante no solo en la estabilización de los filamentos ramificados de 

actina, sino también en la inhibición de la despolimerización de los mismos. 

Como ya se anticipó, la fosforilación de CTTN, es un importante activador y 

regulador de su función. De esta manera, la fosforilación de CTTN por medio de 

Erk1/2 ha demostrado ser importante para la formación y persistencia de los 

lamelipodios en células tumorales. Su fosforilación simultánea por parte de Erk1/2 
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y por tirosinas cinasas, permiten a las células regular la remodelación de los 

filamentos de actina. Por otro lado, la interacción de CTTN con N-WASP y otras 

proteínas efectoras a través de SH3, median la sincronización de las vías 

regulatorias río arriba (estímulos externos o internos), confirmando con ello papel 

de CTTN como un punto de integración  en la transducción de señales [95]. 

 

Figura 6. Cortactina tiene un papel importante en la remodelación del citoesqueleto de actina. 

CTTN puede existir en su forma inactiva interactuando intramolecularmente con su dominio SH3 

por medio de la región rica en prolinas (PRR), inhibiendo su interacción con otros blancos 

celulares. La fosforilación de CTTN dentro de esta región por parte de Erk1/2 lo libera de su 

inhibición e induce un cambio conformacional permitiendo su unión con N-WASP. Esto, junto con 

su habilidad para unirse a los filamentos de actina y al complejo Arp2/3, así como la presencia de 

Cdc42 y PIP2, ayudan a estabilizar la estructura ternaria de CTTN-N-WASP-Arp2/3 e incrementar 

(+) la polimerización de los filamentos de actina del citoesqueleto [96]. 

Por otro lado, se ha observado que la fosforilación de los residuos de tirosinas 

localizados cerca del extremo carboxilo de CTTN, requiere de la participación de 

su dominio amino terminal y de su localización dependiente de Rac-1 en la 
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periferia de la célula. De esta forma, la fosforilación de cortatina en los residuos 

de tirosina 421 y 466 por medio de Src, se incrementa en respuesta a la 

activación del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y Rac-1 

guiandola a su localización junto con los filamentos de actina (F-actina) en 

podosomas y lamelipodios [97]. Sin embargo, también se ha reportado que la 

polimerización de actina mediada por CTTN solo requiere de la activación de Rac-

1; mientras que la fosforilación de serinas o treoninas no son necesarias para 

llevar a cabo este proceso [98]. 

Esta capacidad de CTTN de unirse a otros factores, le confiere un papel versátil y 

relevante en la remodelación del citoesqueleto. Se ha demostrado, por ejemplo 

que, CTTN tiene la capacidad de interactuar con WIP (WASP-Interacting Protein) 

incrementando con ello, la eficiencia de activación del complejo Arp2/3 y de la 

polimerización de los filamentos de actina en la periferia de las células [99], 

específicamente en los sitios de polimerización de actina dentro de los 

lamelipodios [95, 100]. Sin embargo, el papel de CTTN dentro de estas 

estructuras parece ser dispensable, ya que la ausencia de CTTN en fibroblastos 

KO de CTTN, no mostró ninguna diferencia ultraestructural en el ensamblaje de 

tales estructuras [101]. Aún más, se ha argumentado que dichas estructuras no 

son requeridas para la motilidad celular, sugiriendo de esta manera un 

mecanismo alternativo. Se ha reportado que la deficiencia de CTTN produce 

defectos en la secreción de matriz extracelular (MEC) y defectos en los 

lamelipodios y la motilidad celular. Además de esto, se observó que la secreción 

de MEC depende de la interacción de CTTN con el complejo Arp2/3 y de los 

filamentos de actina, incrementado de esta forma la persistencia de dichas 

estructuras. De esta manera el defecto en la secreción de MEC debido a la 

deficiencia de CTTN, explicaría el defecto en la adhesión en éstas células [102, 

103].  

La degradación de MEC es un evento importante  para crear un espacio que 

permite el crecimiento tumoral y la migración, donde la formación de estructuras 

especializadas, como los invadopodios o los podosomas tienen una función 
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importante, donde CTTN es un elemento clave en su formación. De hecho, se usa 

frecuentemente como un marcador que permite la identificación de tales 

estructuras [90]. En concordancia con esto, se ha observado la participación de 

CTTN en la formación de invadopodios en la línea celular MDA-MB-231. De 

manera interesante, se observó la colocalización y acumulación de CTTN con la 

metaloproteasa MT1-MMP en la base del invadopodio; mientras que su inhibición 

condujo a un defecto en la formación de estas estructuras y en la degradación de 

la MEC [104]. De esta forma, se propone que CTTN actúa en la formación de 

invadopodios, primeramente facilitando el ensamblaje de estas estructuras por 

medio de Arp2/3 y N-WASP, así como de moléculas reguladoras río arriba 

(upstream), tales como cdc42, Fgd1 y Nck1; y segundo, mediante la regulación 

del reclutamiento de metaloproteasas hacia los invadopodios, por medio de 

proteínas relacionadas con el tráfico intravesicular hacia el citoesqueleto de 

actina, tales como  v-SNARE VAMP7, o de Sce8/EXOC4 por medio de SHANK2 

involucradas de manera directa con el proceso de exocitosis [90].  

En los podosomas, CTTN se ha localizado cerca de las terminaciones de las 

fibras de estrés, actuando como una plataforma para el ensamblaje de estas 

estructuras. Adicionalmente, la translocación de CTTN hacia estos sitios requiere 

de su interacción con N-WASP por medio de su dominio SH3 y de su interacción 

con el dominio de unión a CTTN de WIP (WIP110-170) [105, 106]. Aún más, la 

interacción de CTTN con WIP resulta necesaria para la secreción de 

metaloproteasas de la matriz (MMP), in vitro. De esta manera, la infección de 

células dendríticas deficientes de WIP (WIP-/-) con una forma mutante incapaz de 

unirse a CTTN, fue capaz de formar podosomas desorganizados pero no de 

degradar la MEC. Estos resultados sugieren la participación de CTTN en la 

formación de podosomas, a través de la interacción con WIP y WASP, y de su 

función en la degradación de la MEC, por medio de la secreción de MMP [106]. 

También, se ha observado que CTTN participa en la remodelación de los 

filamentos de actina, a través de su unión con dinamina-2, in vitro. CTTN estimula 

la actividad intrínseca de la actividad de la GTPasa dinamina-2 y mantiene la 
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unión estable entre los filamentos de actina y dinamina-2 [107, 108]. Esto tiene 

particular importancia en algunas estructuras celulares involucradas en la 

motilidad, tales como los lamelipodios, donde se ha observado que dinamina-2 

regula la distribución, tanto de α-actinina como de CTTN, dentro de estas 

etructuras [109]. Particularmente, dentro del cono de crecimiento neural donde se 

observón la colocalización de CTTN y dinamina-2 en la base de la zona de 

transición de avance. De igual forma, se pudo demostrar que la sobreexpresión 

de CTTN y dinamina-2 produce un crecimiento excepcional en el cono neural 

[110], el cual estaría controlado por Src2 mediante su fosforilación; de esta 

manera la sobre expresión y activación de Src2 conduce a un incremento de la 

longitud de los lamelipodios, el tiempo de protrusión, y la densidad de la red de los 

filamentos de actina en el cono neural; mientras que su disminución tiene el efecto 

opuesto [111].   

Por otro lado, la interacción de CTTN con dinamina-2 tiene relevancia en el 

proceso de internalización celular. Esta interacción participa de manera directa en 

la endocitosis dependiente e independiente de clatrina, demostrando el papel de 

CTTN en la dinámica de la actina y la endocitosis [112]. También se ha 

demostrado que, CTTN participa en la endocitosis del EGFR in vitro. El 

tratamiento con EGF, en la línea celular MDA-MB-231, condujo a la interacción de 

CTTN con la proteína CD2AP y el complejo Arp2/3 y con el complejo EGFR-Cbl 

en las membranas celulares, produciendo la internalización de este receptor. De 

esta manera, CTTN participa en la maquinaria endocítica que regula el tráfico de 

vesículas conteniendo receptores, tales como EGFR, proveyendo así, un 

mecanismo de autorregulación al estímulo de EGF [113].  

 

Cortactina y su función en la regulación de la permeabilidad 

Hasta ah se ha descrito que CTTN es una molécula que cumple múltiples 

funciones en la célula, destacando aquellas relacionadas con el ensamblaje de los 

filamentos de actina. No obstante, CTTN participa en la formación y estabilización 
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de las uniones intercelulares. In vivo, se ha demostrado que CTTN tiene la 

capacidad de interactuar con la proteína intracitosólica de las UE ZO-1, por medio 

de su domino SH3, contribuyendo a su estabilidad [78]. También se ha observado 

que CTTN promueve la formación de UA estables dependientes de E-cadherina, 

in vitro. La disminución de la expresión de CTTN mediante un RNAi conduce a la 

desestabilización de los contactos celulares dependientes de E-cadherina, una 

alteración en la morfología celular y la disminución de E-cadherina en la región 

apical de las células epiteliales. Adicionalmente, la desestabilización de las UA, 

por medio de la reducción del calcio extracelular con EGTA, conduce a un 

dramático retraso en el restablecimiento de las uniones dependientes de E-

cadherina, demostrando con esto el papel de CTTN en la formación de los 

contactos celulares [77]. Posteriormente, en un estudio in vitro, se demostró que 

el reclutamiento de CTTN a estos contactos celulares es necesario para su 

fosforilación por Src, promoviendo la preservación de la integridad de los 

contactos y del anillo cortical del citoesqueleto de actina [114]. Aún más, se ha 

demostrado que el reclutamiento hacia estos sitios requiere de la participación de 

N-WASP, donde se promueve la nucleación de los filamentos de actina, a través 

de su interacción con Arp2/3 y WAVE2 [88].  

Por el contrario, se ha observado que la fosforilación de CTTN por PKD1, 

dependiente de RhoA en la serina 298 (S298) conduce a la disolución de las UA. 

Dicha fosforilación disminuye su interacción con β-catenina y con la proteína de 

unión a actina, vinculina, y la disolución de estas desde los filamentos de actina 

[115]. Estos estudios llevados a cabo in vitro no solo refuerzan la importancia de 

CTTN en la formación y estabilización de las uniones intercelulares sino también 

su función como un importante nodo de integración en la dinámica de los 

complejos proteicos, durante el desensamble y la formación de estos. No obstante 

su papel en el mantenimiento de la estabilidad de las uniones intercelulares y la 

barrera epitelial intestinal in vivo, aún no ha sido estudiado. 

Dado que la dinámica de las uniones intercelulares afecta directamente la 

permeabilidad del epitelio [41, 72, 116-118], suponemos, que CTTN participa en la 
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regulación de la permeabilidad. Y aunque, la función de CTTN en la regulación de 

la permeabilidad epitelial no ha sido analizada, algunos estudios demuestran su 

función en el control de la permeabilidad del endotelio vascular, el cual es un tipo 

de epitelio especializado y dinámico que recubre enteramente el sistema vascular 

[119, 120].  

Así, se ha demostrado que el incremento de la barrera endotelial por ATP en 

células endoteliales de arteria pulmonar humana conduce a una rápida 

translocación de Rac y CTTN en la periferia de las células y a un incremento 

significativo en la activación de ambas moléculas. No obstante, la reducción de la 

expresión, tanto de Rac como CTTN, produjo un marcado incremento de la 

permeabilidad, aún en presencia de ATP [121], lo que remarca la importancia de 

CTTN en la protección de la barrera endotelial. In vivo, se ha demostrado que la 

deficiencia de CTTN conduce a un incremento de la permeabilidad endotelial de 

solutos de alto peso molecular, en un modelo de ratón KO de CTTN. No obstante, 

a pesar de este incremento en la permeabilidad, los niveles de expresión de los 

componentes de las uniones intercelulares del endotelio vascular tales como VE-

cadherina (vascular endotelial cadherin), ESAM (endotelial cell-selective adhesión 

molecule), JAM-A, así como claudina-5 e ICAM-1 (intercelular adhesion molecule-

1) no fueron afectados en comparación con los ratones silvestres. In vitro, se 

observó un incremento de la permeabilidad así como una disminución de la 

resistencia eléctrica endotelial, lo que sugiere que CTTN es necesaria para el 

mantenimiento de la estabilidad de las uniones intercelulares [122].  

Los ratones CTTN-KO generados a partir de la remoción del exón 7 del RNAm 

para este mismo gen, fenotípicamente no demostraron ninguna anomalía visible, 

y en consecuencia estos animales presentaron una sobrevida normal. De esta 

manera, parece ser que CTTN no es esencial para el desarrollo normal y la 

sobrevida de estos animales [122]. Sin embargo, el aumento de la permeabilidad 

endotelial demuestra que realmente existe una consecuencia fisiológicamente 

importante. Es por ello, que el modelo de ratón KO de CTTN representa un 

importante modelo para el estudio de la barrera intestinal in vivo.  
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JUSTIFICACIÓN 

La integridad de las uniones intercelulares es indispensable para el 

mantenimiento de la barrera del epitelio intestinal. Su correcto funcionamiento es 

dependiente de la remodelación del citoesqueleto de actina, cuyo proceso 

depende de sus reguladores, tales como CTTN. Si bien se ha estudiado la 

presencia de CTTN en los contactos de las células epiteliales, facilitando la 

adhesión celular, el ensamble y la estabilidad de las uniones, así como su papel 

en la permeabilidad del endotelio vascular han sido estudiados; su papel en la 

regulación y mantenimiento de la barrera epitelial intestinal aún necesitan ser 

estudiadas. 
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HIPÓTESIS 

Cortactina se requiere para controlar la integridad de la barrera epitelial intestinal. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Investigar los mecanismos moleculares por los cuales CTTN regula la integridad 

de los contactos intercelulares y la permeabilidad del epitelio intestinal. 

 

Objetivos particulares 

- Investigar el papel del CTTN en el progreso y la severidad de la colitis 

experimental in vivo.  

- Generar una línea celular epitelial intestinal knockdown estable de CTTN. 

- Investigar la participación de CTTN en la permeabilidad epitelial. 

- Evaluar el papel de CTTN en la composición de las uniones intercelulares y 

en la remodelación del citoesqueleto de actina. 

- Analizar la contractilidad de actomiosina en la regulación de la 

permeabilidad intestinal in vitro. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico, equipos, reactivos y programas bioinformáticos 

Animales 

Para la estandarización del protocolo de la colitis aguda experimental se utilizaron 

ratones silvestres de la cepa C57BL/6.  Una vez que el protocolo fue 

estandarizado, se utilizaron ratones deficientes de CTTN (CTTN-KO) con un 

background genético C57BL/6 que ya fueron descritos [122]. Tanto los ratones 

silvestres como los KO fueron machos, con una edad entre 10-12 semanas y un 

peso promedio de 22.0 g. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados 

por el CICUAL del Cinvestav. 

 

Cepas bacterianas 

Se utilizaron las cepas bacterianas DH5-α y XL-1 blue calcio-competentes, 

transformadas por choque térmico a 42 °C durante 2 minutos con el plásmido 

lentiviral conteniendo el shRNA de CTTN o el control (scrambled) y  con 5 

plásmidos para el empaquetamiento de la partícula viral.  Las bacterias 

transformadas fueron expandidas y usadas para la extracción de los plásmidos. El 

resto de las bacterias fueron resuspendidas en medio LB (Luria-Bertani) con 

glicerol 10% y almacenadas a -80 °C para su preservación. 

 

Células y medios de cultivo 

La línea celular humana derivada de riñón embrionario HEK293T (ATTC®, E.U.A) 

y de cáncer colorectal de epitelio intestinal humano Caco-2 (ATTC®, EUA) fueron 

cultivados en medio DMEM Advanced (GIBCO, E.U.A), suplementado con 2 mM 

de L-glutamina (GIBCO, E.U.A), 50 U/ml de penicilina y 50 μg/ml de 
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estreptomicina (Corning, E.U.A).  El medio de cultivo, tanto para las células 

HEK293T como para las Caco-2 fueron suplementadas con 5% y 10% de SFB 

(GIBCO, E.U.A), de manera respectiva. Para la producción del vector lentiviral, la 

línea celular HEK293T fue utilizada en el  pasaje celular 13; mientras que para la 

producción de la línea celular Knock-Down de CTTN, se utilizó  la línea celular 

Caco-2 en el pasaje 14  

 

Plásmidos y oligonucleótidos 

Para la clonación del shRNA de CTTN y scrambled se utilizó el vector lentiviral 

pLKO.1-TRC Cloning Vector (Addegene, E.U.A) (figura 7). Tambien, se utilizaron 

5 plásmidos de empaquetamiento (Thermo Scientific, E.U.A), con los genes de 

resistencia a puromicina y ampicilina. Secuencia cortactina-1:aagctgagggagaatg 

tcttt [123], oligo sentido: 5’-ccggaagctgagggagaatgtctttctcgagaaagacattctccctcagctt 

tttttg-3’, oligo antisentido: 5’-aattcaaaaaaagctgagggagaatgtctttctcgagaaagacattctcc 

ctcagctt-3’.Secuencia cortactina-2:caccaggagcatatcaacata (Qiagen siRNA CTTN 

5), oligo sentido: 5’-ccggcaccaggagcatatcaacatactcgagtatgtt gatatgctcctggtgtttttg-

3’, oligo antisentido: 5’-aattcaaaaacaccaggagcatatcaacatactcgagtatgttgatatgctcctg 

gtg-3’. Secuencia control (scrambled) shRNA: 5’-cggagaagt ggagaagcatac-3’. 

 

Figura 7. Mapa del vector de clonación lentiviral pLKO.1. El vector contiene el sitio de 

clonación (EcoRI y AgeI) para la secuencia oligonuleotídica correspondiente al shRNA de CTTN y 

scrambled. 
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Reactivos, materiales, equipos y anticuerpos 

Tabla 1. Tabla de reactivos utilizados en los experimentos de este proyecto. 

Reactivo Marca/País 

2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico), ABTS  

4- (2-hidroxietil) -1-piperazinetanosulfónico ácido, HEPES  

Ácido etilenodiaminotetraacético, EDTA 

Agua desionizada, H2O 

Albumina de suero bovino, BSA  

Anestésico general de uso veterinario xilazina y ketamina  

Bromuro de hexadimetrina, polibreno 

Buffer salino de fosfatos 1X, PBS 

Citrato de sodio dihidratado 

Colorante azul de Evans  

Colorante cristal violeta  

Detergente no iónico, NP-40 

Detergente no iónico TritonTM X-100  

Detergente no iónico Tween® 20  

Dextrano sulfato de sodio, DSS  

Dextrano-isotiocianato de fluoresceína de 4 kDa  

Dihidrocloruro de puromicina  

Dimetilformamida  

Etileno glicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-ácido tetraacético, EGTA  

Gelatina factor de anclaje, AF 

Glicerol 

Histopaque® 1077/1119  

Inhibidor de Akt1/2  

Inhibidor de fosfatasas phosSTOP  

Inhibidor de JNK, SP600125  

Inhibidor de mTOR 

Inhibidor de proteasas CompleteTM 

Inihibidor de ROCK1, Y-27632  

Medio de montaje Vectashield con DAPI  

MgCl2  

N-Acetil-L-cisteina  

NaCl 

N-formilmetionil-L-fenilalanina, fMLP  

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

MilliQ®, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

PiSA, México 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Affymetrix, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

MACRON, A. Saudita 

R.Organics, E.U.A 

GIBCO, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

ROCHE, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

ROCHE, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

V. Laboratories, E.U.A 

J.T. Baker; E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

J.T. Baker; E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 
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Péptido faloidina-AF568  

Polietilenimia  

Solución bis/acrilamida 30%  

Solución de peróxido de hidrógeno, H2O2  

Solución salina balanceada de Hank, HBSS/HBSS-  

substrato quimioluminiscente SuperSignal® West Pico/Femto  

T. Scientific, E.U.A 

Sigma-Aldrich, E.U.A 

BIORAD 

Sigma-Aldrich, E.U.A  

GIBCO, E.U.A 

T. Scientific, E.U.A  

 
Tabla 2. Lista de materiales utilizados en este proyecto. 

Materiales  Marca/País 

Cubreobjetos redondos de 12 mm de diámetro  

Filtros transwells de poliéster de 6.5 mm x de 0.4/3.0 μm  

Jeringas para tuberculina  

Kit para detectar sangre oculta en heces ColoScreen  

Membrana de nitrocelulosa de 0.2 μm  

Pipetas serológicas de 5/10 ml  

Placas de cultivo bacteriológico  

Placas de cultivo celular de 60/100 x 20 mm  

Placas de cultivo de 6/24/96 pozos,  

Tubos de microcentrífuga de 1.6 ml  

Tubos para centrifugación de 15/50 ml  

Viales criogénicos de 2 ml  

Corning, E.U.A 

Costar, E.U.A 

BD Plastipak, México 

H. Laboratories, E.U.A 

BIORAD, E.U.A 

Costar, E.U.A 

Corning, E.U.A 

Corning, E.U.A  

Costar, E.U.A 

Axygen, E.U.A 

Corning, E.U.A 

Corning, E.U.A 

 
Tabla 3. Equipos utilizados en este proyecto. 

Equipos  Marca/País 

Agitador de balanceo (rocker)  

Agitador orbital (mini shaker)  

Balanza analítica  

Baño de agua HOT TUBE  

Centrífuga refrigerada Allegra® X-12R  

ChemiDoc MP System  

Criotomo CM3050 S 

Escaner CS2 digital pathology 

Espectrofotómetro BioPhotometer  

Fluorómetro Versa Fluor  

Incubadora de células con CO2  8000 WJ  

Microcentrífuga refrigerada 5424R  

Microscopio confocal láser FluoviewTM 300 

Daigger®, E.U.A 

Daigger®, E.U.A 

Ohaus, E.U.A 

B. Scientific, E.U.A 

B. Coulter, E.U.A 

BIORAD, E.U.A 

Leica, E.U.A 

Leica, E.U.A 

Eppendorf, E.U.A 

BIORAD, E.U.A 

T. Scientific, E.U.A 

Eppendrof, E.U.A 

Olympus, E.U.A 
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Microscopio invertido de campo claro TYPE101M  

Ohmímetro Millecell®-ERS  

Thermomixer confort de 24 tubos de 1.5 ml  

Ultracongelador -80 °C  

Motic, Alemania 

Millipore, E.U.A  

Eppendorf, E.U.A 

T. Scientific, E.U.A 

 
Tabla 4. Anticuerpos usados en los ensayos de inmunofluorescencia y Western 
blot. Las concentraciones utilizadas son descritas en la parte de métodos. 

Anticuerpos primaries Marca/País 

Conejo anti-ZO1  

Conejo anti-ocludina  

Conejo anti-claudina-1, -2, -4  

Conejo anti-β-catenina  

Conejo anti-E-caderina  

Conejo anti-Ki67  

Conejo anti-capasa-3  

Conejo anti-PARP  

Conejo anti-Erk o p-Erk  

Conejo anti-p-histona-H3  

Conejo anti-MLC o p-MLC  

Ratón anti-cortactina 

Ratón anti-actina;  

Ratón anti-ɣ-tubulina 

Invitrogen, E.U.A 

T.-Fisher, E.U.A 

T.-Fisher, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

Cell Signaling, E.U.A 

Cell Signaling, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

Cell Signaling, E.U.A 

Millipore, E.U.A 

Laboratorio 

T.-Fisher, E.U.A 

Anticuerpos secundarios Marca/País 

Cabra anti-ratón-AF568/488  

Cabra anti-conejo-AF568/488  

Cabra anti-ratón-HRP  

Cabra anti-conejo-HRP 

T.-Fisher, E.U.A 

T.-Fisher, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

Santa Cruz, E.U.A 

 

Programas bioinformáticos 

Para la medición de la distancia entre los núcleos celulares de las criptas y la 

edición de imágenes se utilizó el programa ImageJ (NIH, E.U.A). Para la 

elaboración y edición de gráficos se utilizaron los programas Excel® (Microsoft, 

E.U.A) y SigmaPlot V11 (Systat Software, E.U.A). Para la determinación de la 

concentración de proteínas se utilizó el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 
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Software, E.U.A). Para el análisis y edición de las imágenes de las tinciones con 

H&E se utilizó el software LAS AF Lite (Leica, E.U.A). 

 

Métodos 

Estandarización del protocolo de colitis aguda experimental in vivo y evaluación 

del índice de actividad de la enfermedad (IAE) 

Se utilizaron ratones silvestres C57BL/6 provenientes del bioterio del 

CINVESTAV. Estos fueron puestos en jaulas durante 3 días para su aclimatación. 

Luego, los animales fueron tratados con las concentraciones de 3.0, 3.5 y 4.0% 

de DSS (40-50 kDa), durante 7 días; mientras que el grupo de animales control 

solo con agua potable. En este tiempo el índice de actividad de la enfermedad 

(IAE) fue monitoreado diariamente [124, 125], asignando un valor a cada 

parámetro evaluado, dependiendo de la severidad del daño (Tabla 5). La 

sumatoria de los parámetros evaluados representa el IAE, y su valor máximo es 

de 12 puntos. Una vez estandarizado el protocolo de colitis experimental y que se 

hubo determinado la concentración ideal de DSS para la inducción de la 

enfermedad se procedió al tratamiento con los ratones RATONES CTTN-KO. 

Tabla 5. Parámetros evaluados en el índice de actividad de la enfermedad (IAE) 

Puntuación Pérdida de peso, % Consistencia de las heces Sangrado 

0 No  Normal  No 

1 1–5   

2 5–10 Heces pastosas Sangrado oculto 

3 10–20   

4 >20 Diarrhea  Sangrado severo 

 

Ensayo de permeabilidad intestinal in vivo 

Los ratones CTTN-KO y silvestres con DSS y controles fueron anestesiados por 

vía intraperitoneal con una dosis de xilazina/ketamina (20/100 mg/kg). Los 
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animales anestesiados, fueron sometidos a una cirugía para exponer el colon. 

Luego, se hizo una pequeña incisión cerca de la región proximal para introducir 

una cánula metálica. Las heces del colon fueron lavadas con PBS y el colon fue 

perfundido con 1 ml del colorante azul de Evans 0.2% e incubado a temperatura 

ambiente durante 15 minutos. Después, el animal fue sacrificado por dislocación 

cervical, el colon extraído y el excedente de colorante lavado con PBS y 

adicionalmente con 5 ml de acetil cisteína 6 mM. Posteriormente, el colon fue 

cortado de manera longitudinal para exponer la mucosa. Luego de pesar el 

órgano, éste fue puesto en un tubo de microcentrífuga conteniendo 1 mL de 

dimetilformamida para extraer el colorante, en agitación a 600 rpm durante toda la 

noche a temperatura ambiente. El colorante absorbido fue determinado mediante 

espectrofotometría a una longitud de onda de 600 nm y el resultado obtenido fue 

graficado como la absorbancia por cada gramo de tejido. 

 

Medición del acortamiento del colon inducido por el tratamiento con DSS 

Después de 5 días los ratones RATONES CTTN-KO y silvetres con y sin 

tratamiento de DSS fueron sacrificados y el colon de cada animal fue extraído. 

Los órganos fueron extendidos de manera longitudinal sobre la superficie de una 

placa Petri de plástico y luego colocados sobre una hoja milimétrica para registrar 

su longitud desde la porción que conecta el colon con el ciego hasta el recto. 

 

Análisis histológico del daño inducido por el tratamiento con DSS 

Para este análisis, se utilizó el protocolo de tinción con eosina y hematoxilina 

(H&E). Previamente, los colones extraídos de los ratones RATONES CTTN-KO y 

silvestres fueron cortados de manera transversal cerca de la región proximal o 

fueron enrollados desde la región proximal hasta la distal quedando el lumen del 

epitelio hacia el interior del tejido enrollado [126]. Los tejidos fueron incubados en 

formalina durante 48 h a temperatura ambiente, embebidos en parafina y 
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procesados para su tinción con H&E. Una vez que las muestras fueron teñidas, se 

tomaron imágenes mediante escaneo de alta resolución (Aperio CS2; Leica, EUA) 

para su posterior análisis. La evaluación de los tejidos fue realizada mediante un 

análisis en ciego por un patólogo, y los resultados reportados como una 

descripción del daño observado en cada uno de los tejidos. 

 

Análisis de la arquitectura de las criptas del epitelio intestinal 

Se hicieron criocortes (criotomo CM3050 S; Leica, EUA) transversales del colon 

de los ratones RATONES CTTN-KO y silvestres con tratamiento de DSS y 

controles. Posteriormente, se realizaron tinciones por inmunofluorescencia de ZO-

1 y E-cadherina, del marcador de proliferación KI67, caspasa-3, así como de los 

núcleos celulares con DAPI. Las muestras teñidas fueron visualizadas en un 

microscopio confocal láser y se seleccionaron aquellas regiones correspondientes 

a las criptas del epitelio intestinal. Posteriormente, se midieron las distancias de 

separación entre los núcleos celulares adyacentes de las células que 

conformaban las criptas usando el software Image J (NIH), tomando como 

referencia la barra de escala de la imagen. 

 

Generación del vector lentiviral para la disminución de la expresión de cortactina 

in vitro 

Para la generación de partículas lentivirales se utilizó el sistema pLKO.1-TRC 

Cloning Vector y el kit de empaquetamiento Trans-Lentiviral Packaging System de 

Thermo Fisher. De manera general, la línea celular HEK293T fue cultivada en 

medio advanced DMEM a 37 °C en placas de cultivo de 10 cm de diámetro hasta 

alcanzar 80% de confluencia. Cuando las células estuvieron listas, el medio de 

cultivo fue removido y las células fueron transfectadas con el plásmido lentiviral 

conteniendo el shRNA de CTTN o scrambled y con los plásmidos de 

empaquetamiento resuspendidos en medio sin suero con PEI (8 mg/ml). Después 
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de 4 h, el medio de cultivo de la transfección fue reemplazado por medio fresco 

conteniendo 5% de SFB. A las 48 h post transfección, el sobrenadante y las 

células aún adheridas a la placa de cultivo fueron y sometidas a dos rondas de 

congelamiento (-80 °C) y descongelamiento (37 °C). Los sobrenadantes 

colectados fueron centrifugados a 900 rpm durante 2 minutos, se hicieron 

alícuotas en crioviales y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. 

 

Cuantificación de las partículas del vector lentiviral 

La línea celular HEK293T fue cultivada en una placa de cultivo de 6 pozos en 

medio DMEM advanced suplementado a 37 °C hasta 70% de confluencia. 

Posteriormente, el medio de cultivo celular fue reemplazado por 1 ml de medio 

fresco y luego se adicionó a cada uno de los 6 pozos 1 ml de una dilución seriada 

del vector lentiviral entre 1X10-4 – 1X10-8, más el pozo control (sin el vector) de tal 

manera que el volumen final por pozo fuera de 2 ml. Después de 24 h, el medio 

de cultivo de la transducción fue removido y reemplazado por medio fresco, y a 

las 48 h reemplazado por medio conteniendo el antibiótico puromicina (2 µg/ml). 

El medio de cultivo celular con puromicina fue reemplazado cada tercer día hasta 

el día 14, cuando todas las colonias sobrevivientes fueron cuantificadas mediante 

la tinción con cristal violeta al 0.5%. El número de colonias teñidas fueron 

multiplicadas por el logaritmo del factor de dilución para obtener el número de 

unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/ml). 

 

Producción de la línea celular epitelial estable Knock-Down de cortactina (CTTN-

KD) 

La línea celular Caco-2, fue cultivada en medio DMEM advanced en placa de 

cultivo de 10 cm de diámetro a 37°C, hasta alcanzar 80% de confluencia. 

Posteriormente, las células fueron  infectadas con 6X107 UFP del vector lentiviral 

expresando el shRNA de cttn o el scrambled. Después de 24 h post infección el 
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medio fue reemplazado por medio de cultivo fresco y a las 48 h por medio de 

cultivo conteniendo el antibiótico de selección puromicina (10 µg/ml). Después de 

que las células fueron seleccionadas por efecto de la puromicina (1-3 semanas 

después), las células CTTN-KD y las scrambled fueron expandidas, y 

almacenadas a -80 °C hasta su posterior uso. 

 

Evaluación de la resistencia eléctrica transepitelial (RET) en las líneas celulares 

CTTN-KD y scrambled 

La resistencia eléctrica transepitelial (RET) mide la integridad de las uniones 

estrechas en cultivos celulares. En este caso el valor de RET indicará que tan 

íntegra es la barrera celular en función del transporte de ciertos químicos o iones 

(figura 8) [127].  

 

Figura 8. Medición de la resistencia eléctrica transepitelial en cultivo. La medición de la resistencia 

eléctrica (RET) se llevó a cabo mediante un ohmímetro de 12.5 Hz. La RET fue monitoreada 

diariamente. La resistencia eléctrica total la resistencia óhmica de la monocapa de células R(RET), 

la del medio de cultivo celular (RM), la de la membrana semipermeable ofiltro transwell (RI), y la 

interface electrodo-medio (REMI). 

De esta manera se evaluó la integridad de la barrera tanto en las células CTTN-

KD y scrambled. Estas células fueron crecidas en filtros transwells con un tamaño 

de poro de 0.4 µm a una densidad de 60,000 células por pozo. Después de 24 h, 

el desarrollo de la RET se empezó a monitorear diariamente mediante un 
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ohmímetro, cambiando el medio de cultivo celular cada tercer día. Bajo el 

tratamiento del inhibidor de ROCK1 (Y-27632), ambas líneas celulares fueron 

crecidas en filtros transwells adicionando el inhibidor (10 µM) desde el día 0. 

Después de 24 h, el desarrollo de la RET se empezó a monitorear de la manera 

ya antes descrita. No obstante, para este caso, el medio de cultivo fue 

remplazado cada 24 h, manteniendo de manera constante la disponibilidad del 

inhibidor. Los valores de resistencia eléctrica obtenidos para ambos experimentos 

fueron graficados como el valor de la resistencia eléctrica en ohms (Ω) por cm2. 

 

Evaluación del flujo paracelular de solutos en las líneas celulares CTTN-KD y 

scrambled 

Al finalizar la última medición de la RET, las mismas células fueron utilizadas para 

evaluar el flujo paracelular de la molécula dextrano de 4 kDA marcada con FITC. 

De manera general, tanto la línea celular CTTN-KD como la scrambled fueron 

lavadas con solución de Hank (HBSS). Posteriormente, se adicionó a las células 

90 µl de medio cultivo más10 µL del dextrano con FITC (10 µg/µL) e incubadas a 

37 °C. Después de 24 y 48 h, 100 µL del medio de cultivo en la cámara inferior del 

filtro fue colectado y el dextrano difundido fue cuantificado por medio de la 

fluorescencia emitida por el FITC (longitud de excitación = 492 nm y longitud de 

emisión λ = 520 nm).  Los valores obtenidos fueron graficados como unidades 

relativas de fluorescencia (U.R.F).  

 

Ensayo de transmigración de células polimorfonucleares de sangre periférica 

(CPSP) en las líneas celulares CTTN-KD, scrambled y no infectada 

La líneas celulares CTTN-KD, scrambled y la línea celular no infectada fueron 

crecidas el filtros transwells con un tamaño de poro de 5 µm, de manera inversa 

para reproducir el sentido fisiológico de la transmigración de las células 
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polimorfonucleares en el epitelio [128]. Cuando las células alcanzaron el valor 

máximo de RET, fueron lavadas con solución de Hank (HBSS). Posteriormente se 

adicionaron 100 µL de este buffer en la parte superior del filtro y 500 µL más en la 

parte inferior de la cámara. Adicionalmente, células polimorfonucleares de sangre 

periférica humana (CPSP) fueron extraídas mediante centrifugación por gradiente 

de Histopaque®,  contadas y resuspendidas en HBSS, adicionando a cada filtro 

800,000 CPSP resuspendidas en 20 µL de HBSS, las cuales migraron hacia un 

gradiente de fMLP (10 μM) en la parte inferior de la cámara. Las células que 

migraron a través de la monocapa de células fueron contabilizadas a los 0, 30, 60 

y 90 minutos usando un ensayo de mieloperoxidasa [128]. La reacción 

colorimétrica resultante fue medida en un espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 405 nm. Los valores de absorbancia fueron extrapolados a una curva de 

calibración estándar, construida a partir de los valores de absorbancia para un 

número conocido de  CPSP. Los resultados obtenidos fueron graficados como el 

número de células sobre el tiempo. 

 

Evaluación in vitro del efecto de la ausencia de cortactina sobre la formación de 

las uniones intercelulares mediante un ensayo de calcium-switch 

Se cultivaron las líneas celulares CTTN-KD y scrambled sobre la superficie de 

cubreobjetos redondos de vidrio pretratados con gelatina. Cuando las células 

alcanzaron 80% de confluencia, fueron lavadas tres veces con solución de Hank 

sin calcio ni magnesio (HBSS-). Luego, se adicionó a cada pozo 500 μL de HBSS-

/EGTA 2mM y las células fueron puestas en incubación a 37 °C durante 20 

minutos. Después, las células fueron lavadas tres veces con medio de cultivo, 

tratando de eliminar cualquier remanente del quelante y evitando que las células 

se despegaran. Más tarde, se adicionó a cada pozo 1 ml de medio de cultivo, y 

las células fueron incubadas para su recuperación a 37 °C. El monitoreo del 

tiempo de recuperación de las uniones intercelulares se hizo a los 0, 0.5, 1, 3 y 12 

h, mediante la detección por inmunofluorescencia de ZO1. 
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Análisis por inmunofluorescencia de las uniones intercelulares en tejido de colon 

de ratón y en las células CTTN-KD y scrambled 

Criocortes de colon de los ratones RATONES CTTN-KO y silvestres con DSS y 

controles, y también de las células CTTN-KD y scrambled fueron fijadas con 

etanol a -20 °C por 20 minutos. Luego, los tejidos y las células fueron bloqueadas 

con PBS-Tween 0.01%+BSA 2% durante 1 h a temperatura ambiente, y 

posteriormente incubadas a 4°C con los anticuerpos primarios durante toda la 

noche. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes: raton anti-

cortactina (1:100); además de los anticuerpos de conejo anti-ZO1 (1:100), anti-

ocludina (1:100), anti-claudina-1, -2, -4 (1:100), anti-β-catenina (1:100), anti-E-

caderina (1:100), anti-Ki67 (1:400) y anti-capasa-3 (1.100) (ver tabla 4). Luego, las 

muestras fueron lavadas con PBS-Tween 0.01% e incubadas a temperatura 

ambiente durante 1 h con los anticuerpos secundarios de cabra anti-ratón o 

conjejo-AF488 (1:4000) en conjunto con faloidina-AF568 (1:200). Por último, las 

muestras fueron lavadas como ya antes se ha descrito, secadas a temperatura 

ambiente, y embebidas en Vectashield® con DAPI, para su análisis en un 

microscopio confocal láser. 

 

Análisis por Western blot de las uniones intercelulares en tejido de colon de ratón 

y las células CTTN-KD y scrambled 

Se extrajeron proteínas de los colones de los ratones RATONES CTTN-KO y 

silvestres con DSS y controles, y de las células con o sin tratamiento de los 

inhibidores de ROCK1 (Y-27632) 10 µM, JNK (SP600125) 20 µM, mTorC1/C2 10 

µM y Akt (AktVIII) 10 µM, mediante el buffer de lisis de magnesio (HEPES 25 mM, 

pH 7.5; NaCl 150 mM; MgCl2; EDTA 1mM; NP-40 1%; glicerol 2%; inhibidor de 

proteasas; inhibidor de fosfatasas). Las proteínas extraídas fueron cuantificadas y 

separadas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, a 90 

volts por 90 minutos. Luego, las proteínas fueron transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa a 220 miliA por 120 minutos. Más tarde, las membranas fueron 
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bloqueadas a temperatura ambiente durante 1 h con TBS-Tween (TBST) 

0.1%/leche 5%, o BSA 3% para proteínas fosforiladas. Enseguida, la membrana 

fue enjuagada con TBST e incubada toda la noche a 4°C con los siguientes 

anticuerpos primarios de ratón: anti-cortactina (1:4,000), anti-actina (1:500), anti- 

ɣ-tubulina (1.4,000); y de conejo: anti-PARP (1:500), anti-ZO1 (1:100), anti- β-

catenina (1:500), anti-ocludina (1:500), anti-E-cadherina (1.1,000), anti-Erk/p-Erk 

(1.500), anti-p-histona-H3 (1.100), anti-capasa-3 (1:100), anti-claudina-1, -2, -4 

(1:500) y anti-MLC o p-MLC (1:500) (ver tabla 4). Después, la membrana fue 

lavada con TBST e incubada con los anticuerpos secundarios de cabra anti-ratón-

HRP (1:5,000) o anti-conejo-HRP (1:5,000) a temperatura ambiente durante 1 h. 

Después de este tiempo, la membrana fue lavada en la forma ya antes descrita y 

revelada adicionando el sustrato Super West Femto o Pico de Thermo Fisher en 

el sistema ChemiDoc MP System. 

 

Análisis estadístico 

Todos los datos en este trabajo son presentados como valores promedios y 

desviaciones estándares de experimentos llevados a cabo por triplicado (n = 3), 

excepto en experimentos llevados a cabo in vivo, donde el valor de n varía (n ≥ 3). 

Para el análisis estadístico de los datos, se recurrió a una prueba t de Student  

para obtener una comparación estadística entre las muestras. 
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RESULTADOS 

La función de cortactina en la regulación de la permeabilidad intestinal in 

vivo 

La severidad de la colitis aguda experimental fue dependiente de la concentración 

de DSS 

Para la evaluación el efecto de la deficiencia de CTTN sobre la permeabilidad in 

vivo, se indujo la colitis aguda experimental con DSS. Este protocolo ha sido 

ampliamente utilizado en diferentes modelos murinos [124, 129], debido a que es 

económico y reproducible, y porque los signos clínicos inducidos son similares a 

los observados en personas con la enfermedad. Sin embargo, su uso necesita ser 

estandarizado, ya que la intensidad y severidad de los signos clínicos varían en 

función del tipo y concentración de DSS, del modelo murino y de la cepa utilizada 

[130].  

De esta forma, los ratones silvestres de la cepa C57BL/6 (ver materiales y 

métodos) fueron tratados con DSS, con un peso molecular de 40 - 50 kDa, a las 

concentraciones de 3.0, 3.5, 4.0 y 5.0% en agua de bebida en condiciones ad 

libitum por 7 días. Sin embargo, la concentración de 5.0% resultó letal para los 

animales y fue descartada; así, las concentraciones de 3.0, 3.5 y 4.0% fueron 

evaluadas, mediante el índice de actividad (IAE) de la enfermedad en los 

animales tratados (ver Tabla 5). El tratamiento con DSS indujo en los animales 

los signos clínicos de la colitis aguda; sin embargo, se observó que la severidad 

de los signos clínicos estuvo correlacionada con la concentración de DSS 

utilizada (figura 9). A pesar de que al final del experimento, el IAE es similar para 

todas las concentraciones utilizadas, los signos clínicos de la colitis aguda 

aparecen desde el primer día bajo las concentraciones de 3.5 y 4.0% de DSS. La  

última de estas concentraciones fue la más severa, mientras que con la 

concentración de 3.0%, el progreso de la enfermedad resultó ser más lento y 

menos severa, en relación con el resto de las concentraciones utilizadas. 
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Figura 9. El tratamiento con DSS en los ratones silvestres indujo los signos clínicos de la colitis 

experimental. Los ratones silvestres fueron tratados con diferentes concentraciones de DSS o 

solamente con agua potable durante 7 días, en condiciones ad libitum. La severidad de los signos 

clínicos fue evaluada por medio del IAE, demostrando que la severidad del daño inducido en los 

ratones, depende de la concentración de DSS. n = 6 por cada grupo. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01. (* 3.5 

vs 4.0, * 3.0 vs 3.5). 

 

El tratamiento con DSS produjo un incremento de la permeabilidad intestinal in 

vivo, en función de la concentración utilizada 

El tratamiento con DSS indujo erosión y daño en la mucosa del colon y un 

incremento de la permeabilidad intestinal e inflamación [131, 132]. Partiendo de 

este hecho, procedimos a evaluar la magnitud del incremento de la permeabilidad 

intestinal mediante un ensayo de permeabilidad con el colorante azul de Evans 

(ver métodos), que consiste en cuantificar el colorante absorbido por la mucosa 

del intestino. De esta manera, mientras más permeable es la mucosa intestinal 

más colorante es absorbido. Teniendo en cuenta esto, evaluamos la 

permeabilidad inducida por las concentraciones de 3.5% y 4.0% de DSS, dejando 

de lado la concentración de 3% de DSS, debido a la falta de animales al llevar a 

cabo este experimento. Se observó, que el incremento de la permeabilidad a una 
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concentración de 4.0% de DSS (abs600nm = 9.915 ± 4.130), es mucho mayor en 

comparación que con 3.5% (abs600nm = 1.563 ± 0.269) (figura 10). Tomando en 

cuenta lo ya observado, se optó por conducir los siguientes experimentos 

utilizando la concentración de 3.5% de DSS en ratones silvestres (C57BL/6) y en 

ratones deficientes de CTTN (RATONES CTTN-KO). 

 

Figura 10. El tratamiento con  DSS en los ratones silvestres produjo un incremento de la 

permeabilidad intestinal. El colon de los ratones anestesiados fue perfundido con el colorante azul 

de Evans. Posteriormente, el colorante absorbido en la mucosa intestinal fue cuantificado por 

espectrofotometría a 600 nm. Se puede apreciar que el incremento de dicha permeabilidad está 

determinado por la concentración de DSS. n = 3 por cada grupo. *P ≤ 0.05. 

 

La deficiencia de cortactina produjo un incremento de la permeabilidad intestinal 

basal in vivo 

El mantenimiento de la barrera y la permeabilidad del epitelio son requisitos para 

el mantenimiento de la homeostasis del intestino [133], donde el citoesqueleto de 

actina, tiene un papel preponderante. Sin embargo, la dinámica de este último no 

puede ser entendida sin la intervención de moléculas que participan en su 

remodelación, entre ellas CTTN [76, 84, 96]. Por ello, evaluamos el efecto de la 
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ausencia de CTTN sobre la permeabilidad del epitelio intestinal en ratones 

RATONES CTTN-KO y silvestres mediante un ensayo con azul de Evans (ver 

materiales y métodos). En estos animales, mediante Western blot (figura 11A), 

pudimos observar la deficiencia de CTTN en diferentes tejidosen los ratones KO. 

Esta deficiencia, condujo a un aumento de la permeabilidad intestinal, aún en 

condiciones basales, en comparación con los ratones silvestres (figura 11B). 

 

Figura 11. La deficiencia de cortactina condujo a un incremento de la permeabilidad intestinal 

basal in vivo.  A. Evaluación de la expresión de CTTN por Western blot en diferentes órganos de 

los ratones CTTN-KO. B. En comparación con los animales controles (C57BL/6), la ausencia de 

CTTN produjo un incremento de 24.8% del colorante azul Evans absorbido en la mucosa intestinal 

de los ratones CTTN-KO. C57BL/6, n = 5; KO, n = 8. **P ≤ 0.01. 

Estos resultados, indican que la ausencia de CTTN en el epitelio afecta la barrera 

intestinal, propiciando un aumento de la permeabilidad. Teniendo en cuenta este 

resultado, la siguiente cuestión fue investigar el rol de CTTN en el mantenimiento 

de la barrera epitelial intestinal en condiciones inflamatorias, tal y como sucede en 

la enfermedad inflamatoria intestinal. Para conseguir este objetivo, se utilizó el 

protocolo de colitis aguda experimental con DSS, bajo las condiciones ya 

estandarizadas y se procedió a evaluar el IAE en los ratones KO y silvestres. 
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La deficiencia de cortactina condujo a una mayor severidad de la colitis aguda 

experimental in vivo 

Para llevar a cabo este objetivo, los ratones CTTN-KO y silvestres fueron tratados 

con 3.5% de DSS bajo las condiciones ya descritas. Sin embargo, aún antes de 

empezar el tratamiento, algunos ratones deficientes de CTTN presentaron sangre 

oculta en las heces analizadas, lo cual se agravó durante el tratamiento con DSS 

(figura 12). 

 

Figura 12. Los ratones CTTN-KO presentaron sangre oculta aún antes del inicio del tratamiento 

con DSS. La presencia de sangre en heces es un indicio de daño en la mucosa intestinal y 

permeabilidad incrementada. Los ratones, tanto CTTN-KO como silvestres fueron tratados con una 

concentración de 3.5% de DSS durante 5 días consecutivos en condiciones ad libitum. Dicho 

tratamiento, agravó el sangrado en los ratones CTTN-KO en comparación con los ratones 

silvestres. C57BL/6-control, n = 6; KO-control, n = 3; C57BL/6-DSS, n = 6; KO-DSS, n = 5. *P ≤ 

0.5; **P ≤ 0.1; ***P ≤ 0.01. 

Así también, el tratamiento con DSS produjo un incremento significativo de diarrea 

en los ratones CTTN-KO en comparación con los ratones silvestres con 

tratamiento (figura 13). 
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Figura 13. Evaluación de la consistencia de las heces en los ratones con tratamiento. Los ratones, 

tanto CTTN-KO como silvestres fueron tratados con una concentración de 3.5% de DSS durante 5 

días consecutivos en condiciones ad libitum. El tratamiento con DSS produjo un incremento 

significativo de diarrea en los ratones CTTN-KO en comparación con los ratones silvestres. 

C57BL/6-control, n = 6; KO-control, n = 3; C57BL/6-DSS, n = 6; KO-DSS, n = 5. *P ≤ 0.5; **P ≤ 

0.1; ***P ≤ 0.01. 

Aún más, el tratamiento con DSS fue más agresivo en los ratones CTTN-KO que 

en los ratones silvestres, lo que resultó en la muerte de los primeros murieron al 

día 5 de tratamiento. En general, los ratones CTTN-KO tratados con  DSS 

perdieron peso más rápido, en comparación con los silvestres (figura 14). Esta 

pérdida de peso fue muy evidente desde el día 1 del tratamiento en los ratones 

KO (2.24% ± 1.73) y se disparó al día 3 (8.1% ± 1.32), mientras que en los 

ratones silvestres la pérdida de peso resultó ser evidente hasta el día 5 de 

tratamiento (2.27% ± 0.33) y mucho mayor aún en los ratones KO (11.7& ± 5.65). 

Por otro lado, el IAE demostró que el tratamiento con DSS indujo una mayor 

severidad de la colitis en los ratones CTTN-KO, comparados con los ratones 

silvestres (figura 15). En los ratones KO, los signos de la colitis experimental eran 

ya evidentes desde el primer día de tratamiento, los cuales empeoraron al final del 

tratamiento en comparación con los ratones silvestres tratados. 
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Figura 14. El tratamiento con DSS produjo una mayor pérdida del peso en los ratone CTTN-KO 

tratados con DSS en comparación con los ratones silvestres. El tratamiento con DSS indujo la 

pérdida de peso corporal desde el día 0 en los ratones KO el cual se disparó en el día 3 de 

tratamiento, resultando mucho mayor que los ratones silvestres (C57BL/6). C57BL/6-control, n = 6; 

KO-control, n = 3; C57BL/6-DSS, n = 6; KO-DSS, n = 5. *P ≤ 0.1; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 

 

Figura 15. El tratamiento con DSS produjo una colitis experimental más severa en los ratones 

CTTN-KO. En comparación con los ratones silvestres, los ratones KO son más susceptibles al 

tratamiento con DSS. En los ratones KO los signos de la enfermedad ya son visibles desde el 

primer día del tratamiento. El daño provocado por el tratamiento fue tan severo en los ratones KO, 

que estos empezaron a morir al día 5 en comparación con los ratones silvestres. C57BL/6-control, 

n = 6; KO-control, n = 3; C57BL/6-DSS, n = 6; KO-DSS, n = 5. *P ≤ 0.5; **P ≤ 0.1. 
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Otro de los parámetros evaluados en la colitis experimental y que reviste 

importancia como un indicador adicional de la severidad del daño, es el 

acortamiento del colon [130, 131]. Por ello, procedimos a inspeccionar y medir la 

longitud del colon en los ratones CTTN-KO y silvestres, en condiciones basales y 

con tratamiento de  DSS. En condiciones basales, la longitud del colon de los 

ratones KO y silvestres fue muy similar (figura 16). No obstante, el tratamiento 

con DSS produjo un acortamiento del colon, aunque no resultó significativo entre 

los ratones KO y silvestres (5.26 ± 0.67 cm vs 5.54 ± 0.78 cm, respectivamente). 

Por otro lado, el tratamiento con DSS indujo mayor lesión en la mucosa y 

sangrado en los ratones CTTN-KO en comparación con los ratones silvestres 

(figura 16A). Esto resultados demuestran una vez más la importancia de CTTN 

en el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal in vivo, y que su deficiencia 

puede comprometer y agravar la severidad de los signos clínicos de la colitis 

aguda experimental, bajo el tratamiento con DSS. 

Se ha demostrado hasta este punto que la deficiencia de CTTN conduce a un 

incremento de la permeabilidad y a una mayor severidad de la colitis aguda 

experimental. Sin embargo, era necesario conocer hasta qué punto su deficiencia 

conducía a la alteración y el daño del epitelio intestinal. Para ello, se hicieron 

tinciones de hematoxilina y eosina (H&E) en el tejido del colon enrollado (Swiss-

roll) [126] de los ratones CTTN-KO y silvestres, con y sin tratamiento de DSS. 

Esta técnica nos permitió visualizar al colon del animal en toda su extensión, 

partiendo de la región proximal (cerca del ciego) hasta la porción distal (cerca del 

recto) (figuras 17). En condiciones basales, las morfología y la estructura del 

epitelio del colon en los ratones CTTN-KO lucen normales y sin ningún problema 

aparente (figuras 17A y C). Sin embargo, la magnificación de la imagen del tejido 

de los ratones KO, evidenció la formación de edema (figura 17G, flecha roja), en 

comparación con los silvestres (figura 17E). La formación de edema en la 

mucosa del colon de los ratones KO, podría ser una explicación del incremento de 

la permeabilidad intestinal observado bajo estas condiciones, lo que en suma 

refleja la importancia de CTTN en el mantenimiento de la estructura y 

permeabilidad del epitelio intestinal. 
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Figura 16. Medición de las longitudes de los cólones antes y después del tratamiento con DSS. 

Los ratones CTTN-KO y silvestres fueron tratados con DSS o solamente agua durante 5 días 

consecutivos en condiciones ad libitum. A. El tratamiento con DSS no solo indujo el daño en la 

mucosa caracterizado por la presencia de sangre, sino también, un acortamiento del colon en los 

ratones KO y silvestres. Sin embargo, el tratamiento con DSS, resultó ser aparentemente, más 

severo en los ratones CTTN-KO, en comparación con los ratone silvestres, debido a la mayor 

presencia de sangrado observado en los primeros (*). B. La medición de las longitudes de los 

cólones, demostró que sus acortamientos después del tratamiento con DSS, no resultó ser 

significativo entre los animales. C57BL/6-control, n = 10; KO-control, n = 8; C57BL/6-DSS, n = 7; 

KO-DSS, n = 3. **P ≤ 0.01. 
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Figura 17. Análisis histológico de los cólones de los ratones CTTN-KO y silvestres,  con y sin 

tratamiento de DSS. En condiciones basales no existió diferencia aparente entre los ratones KO y 

silvestres (A y C); sin embargo, la magnificación de las imágenes de los tejidos evidenció, la 

formación de edema en la submucosa de los ratones KO, en comparación con los ratones 

silvestres (G, *). El tratamiento con DSS produjo una mayor lesión en los ratones KO en 

comparación con los silvestres (B y D).  En esto últimos, el daño estuvo caracterizado por erosión 

severa de la mucosa (H, →), alteración y destrucción de las criptas, infiltración masiva de la 

mucosa (H, →) y la formación de edema (H, *), en comparación con los ratones silvetres (G, →,*). 

El daño ocasionado por el tratamiento de DSS en los ratones KO, explica la severidad de la colitis 

experimental  y la muerte de estos animales. C57BL/6 = 3; KO = 3. 

El tratamiento con DSS indujo el acortamiento y erosión de la mucosa intestinal 

en los ratones CTTN-KO y silvestres; sin embargo, éste provocó un daño más 

severo en los primeros (figuras 17B y D). La magnificación de las imágenes de 

los tejidos de los ratones evidencian este hecho (figuras 17F y H); apreciándose 

un daño más agudo en la mucosa de los ratones CTTN-KO (estrella roja), en 

comparación con los silvestres (flechas azules). En los primeros, el daño inducido 

por el tratamiento con DSS estuvo caracterizado por una erosión severa de la 

mucosa y su alteración,  destrucción y acortamiento  de las criptas, infiltración de 

células del sistema inmune hacia la mucosa y la formación generalizada de 

edema, en comparación con los ratones silvestres (figuras 17E y H).  
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La deficiencia de cortactina condujo a una desestabilización de las uniones 

intercelulares 

Es bien sabido que el mantenimiento de la barrera epitelial depende de la 

estabilidad de las uniones intercelulares y de la dinámica del citoesqueleto de 

actina [133]. Dado que CTTN es un importante factor que afecta la remodelación 

del citoesqueleto es factible pensar que su deficiencia podría tener un impacto 

negativo en la formación de las uniones intercelulares y su estabilidad. Por ello, 

analizamos mediante Western blot si la ausencia de CTTN afecta la expresión de 

las UE y las UA. Con esto, pudimos observar que su ausencia, condujo a una 

disminución de la expresión de ZO-1. Sin embargo, la ausencia de CTTN poco o 

nada afecto la expresión de actina, claudina-4, β-catenina E-cadherina o actina. 

De manera interesante, la ausencia de CTTN produjo un incremento en la 

expresión de la proteína transmembranal claudina-2 y de manera contraria una 

disminución en la expresión de claudina-1 (figura 18).  

  

Figura 18. La deficiencia de cortactina afectó la expresión de algunas proteínas intercelulares. A. 

Análisis por Western blot de las proteínas de uniones intercelulares en los cólones de los ratones 

CTTN-KO y silvestres. B. Análisis densitométrico de las proteínas detectadas en A. La ausencia de 

CTTN produjo una disminución de la expresión de ZO-1 y claudina-1, pero no afectó la expresión 

de claudina-4, β-catenina, E-cadherina o actina. Por otro lado, la ausencia de CTTN produjo un 

aumento de la expresión de claudina-2.  n = 3 por cada grupo. 
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Por otro lado las tinciones por inmunofluorescencia de tejidos de los ratones KO y 

silvestres confirmaron la importancia de CTTN en el mantenimiento de las uniones 

intercelulares (figura 19). En los primeros, la deficiencia de CTTN condujo a una 

disminución de ZO-1 y su relocalización de la región apical de las uniones 

intercelulares hacia el citosol en las células epiteliales que componen las criptas 

intestinales, coincidiendo con lo observado en los ensayos de Western blot. 

Adicionalmente, se observó que la ausencia de CTTN provocó la deslocalización 

de la proteína transmembranal ocludina en los ratones KO, la cual ha sido 

relacionada con el mantenimiento y estabilidad de las uniones estrechas y 

regulación de la permeabilidad [134, 135]. Así también, la tinción de E-caderina 

también mostró una marcada deslocalización desde la periferia hacia el citosol de 

las células. En suma, estos resultados señalan la importancia de CTTN en el 

mantenimiento de las uniones intercelulares. 

 

Figura 19. La deficiencia de cortactina condujo a una alteración de las uniones intercelulares. Las 

tinciones por inmunofluorescencia demostraron que la ausencia de CTTN produjo la 

deslocalización de ocludina y E-caderina en el epitelio intestinal. La ausencia de CTTN, no solo 

contribuyó a la disminución de la expresión de ZO-1, sino también a su deslocalización.  n = 3 por 

cada grupo. 
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Un común denominador observado en las muestras de tejido  de los ratones 

CTTN-KO analizadas por inmunofluorescencia, fue la alteración evidente de la 

arquitectura de las criptas del epitelio (figura 20A). A pesar de que el número de 

células que componen la estructura de la cripta permaneció constante, la 

distancia entre los núcleos de los mismos se incrementó de manera significativa 

(figura 20B). Esta alteración en la morfología de la cripta tendría importantes 

repercusiones en el mantenimiento de la barrera epitelial, debido a la probable 

desestabilización de las uniones intercelulares. Aunque, lo ahora descrito no ha 

sido reportado en la literatura, esto demuestra, las repercusiones que tiene la 

ausencia de CTTN en el epitelio intestinal. 

                

Figura 20. La deficiencia de cortactina produjo una alteración de la morfología de las criptas del 

epitelio. A. Análisis por inmunofluorescencia del marcador de las UE ZO-1 y de los núcleos teñidos 

con DAPI de las células que componen las criptas del epitelio intestinal en los ratones CTTN-KO y 

silvestres. La ausencia de CTTN produjo una alteración marcada en la arquitectura de las criptas 

intestinales. B. Cuantificación de las distancias entre los núcleos celulares de las criptas del 

epitelio intestinal en los ratones CTTN-KO y silvestres utilizando el software ImageJ (NIH). La 

ausencia de CTTN, se tradujo en un aumento de la distancia de los núcleos de las células que 

componen las criptas del epitelio intestinal de los ratones KO, en comparación con los ratones 

silvestres.  C57BL/6, n = 3; KO, n = 3. **P ≤ 0.01. 
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La deficiencia de cortactina condujo a un aumento de la proliferación de las 

células del epitelio intestinal 

La disfunción del balance entre la apoptosis y la proliferación del epitelio intestinal 

produce la alteración del epitelio intestinal, la pérdida de la barrera y un proceso 

inflamatorio como lo observado en la EII [136, 137]. Dado que la ausencia de 

CTTN alteró la estabilidad y la arquitectura  del epitelio intestinal, lo siguiente fue 

analizar su papel en la homeostasis del epitelio intestinal. Para esto, evaluamos la 

fosforilación de la histona-H3 como marcador de proliferación [138-140]; caspasa-

3 y la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) como marcadores de apoptosis [141-

143]. El análisis de la histona-H3 en los ratones KO de CTTN demostró un 

incremento en su fosforilación en comparación con los ratones silvestres (figura 

21), y por ende un aumento en la proliferación celular. No obstante, los niveles de 

apoptosis en los ratones CTTN-KO parecen no haber cambiado en comparación 

con los ratones silvestres (figura 21).  

 

Figura 21. La deficiencia de cortactina contribuyó a una disfunción en el balance homeostático del 

epitelio intestinal. Análisis por Western blot de p-histona-H3, caspasa-3 y PARP en los cólones de 

los ratones CTTN-KO y silvestres. El epitelio intestinal de los ratones CTTN-KO estuvo 

caracterizado por un aumento de la fosforilación de la histona-H3, lo que indicó un incremento de 

la proliferación celular; sin embargo, los niveles de apoptosis permanecieron sin cambios. n = 3 

para cada grupo. 
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Cortactina es un importante regulador de la permeabilidad epitelial intestinal 

in vitro 

In vivo, CTTN ha demostrado tener un importante rol en la regulación de la 

permeabilidad vascular [122]. Su ausencia en el endotelio vascular incrementa la 

permeabilidad de solutos, sin embargo, esta ausencia conduce a una disminución 

en la extravasación de células polimorfonucleares. De esta manera, decidimos 

estudiar in vitro los mecanismos moleculares por medio de los cuales CTTN 

conduce al aumento de la permeabilidad del epitelio intestinal. Para ello, 

produjimos una línea celular epitelial intestinal humana que fuera deficiente en la 

expresión  de CTTN. Una vez que la línea celular fue producida (ver materiales y 

métodos), se evaluaron diferentes aspectos de la permeabilidad, de las uniones 

intercelulares, así como la remodelación del citoesqueleto de actina para 

corroborar los datos obtenidos in vivo y al mismo tiempo comprender el 

mecanismo posible por el cual CTTN ejerce su acción sobre la permeabilidad. 

 

Producción de una línea celular epitelial estable deficiente en la expresión de 

cortactina (CTTN-Knock-Down) 

Para el estudio de la función de CTTN in vitro¸ se decidió utilizar la línea celular 

humana Caco-2, procedente de cáncer colorectal. Esta línea celular es 

ampliamente usada como modelo de estudio de procesos infeccioso y de la 

permeabilidad epitelial intestinal [144-150]; su metabolismo y fenotipo es muy 

similar a la encontrada en el epitelio intestinal normal y es capaz de formar una 

monocapa de células completamente polarizadas, mediante la formación de 

uniones intercelulares maduras y estables, además de poseer una alta expresión 

de CTTN [151-153]. Una vez producida la línea celular Knock-Down de CTTN 

(CTTN-KD) y su control scrambled procedimos a evaluar los niveles de 

disminución de la expresión de CTTN mediante Western blot (figura 22), los 

cuales disminuyeron hasta un 82% en las células CTTN-KD, en comparación con 

la línea celular scrambled  o la no infectada.  
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Figura 22. Cuantificación de los niveles de expresión de cortatina en la línea celular KD. A. 

Análisis por Western blot de los niveles de expresión en la línea celular CTTN-KD y controles. La 

infección con el vector lentiviral expresando el shRNA de CTTN produjo una disminución de su 

expresión. B. Análisis densitométrico de los niveles de expresión observados en el panel A. La 

cuantificación de los niveles relativos de la expresión de CTTN demostró que existe un 82% de 

disminución de su expresión en la línea celular KD. (Caco-2 no infectada, no; scrambled, scr;  

CTTN-KD, cttn). n = 3 para cada grupo; ***P ≤ 0.001. 

Por otro lado, pudimos observar que las células KD, una vez adheridas a la placa 

de cultivo formaban una monocapa de células más rápido, en comparación con 

las células control, indicando con ello un probable aumento en la proliferación 

celular. Partiendo de este hecho decidimos averiguar si existía un incremento en 

la proliferación celular. El análisis por Western blot de la línea celular KD, 

demostró un incremento en la fosforilación de la histona-H3, pero ningún cambio 

significativo en los niveles de apoptosis, en comparación con la línea celular 

scrambled o la no infectada, similar a lo ya observado in vivo (figura 23A). 

El incremento de la proliferación celular en el epitelio es regulado por diferentes 

vías de señalización que contribuyen en la homeostasis intestinal, entre ellas la 

vía JNK. Por ello decidimos analizar  el papel de JNK en la fosforilación de la 
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histona-H3 como marcador de la proliferación celular. La inhibición de JNK 

mediante SP600125 y el posterior análisis por Western blot demostró una 

disminución de la fosforilación de la histona-H3 en la línea celular KD de CTTN 

(figura 23B), demostrando con ello la participación de JNK en el proceso de 

fosforilación de esta molécula y muy probablemente en la proliferación. 

 

Figura 23. La disminución de la expresión de cortactina produjo un aumento en la fosforilación de 

la histona-H3 por medio de JNK. A. Análisis por Western blot de phistona-H3, caspasa-3 y PARP 

en la línea celular CTTN-KD y controles. La fosforilación de la histona-H3 indica un aumento de la 

proliferación en las células KD de CTTN. Sin embargo, este aumento en la proliferación celular no 

se ve acompañado de un aumento en los niveles de la apoptosis. B. La inhibición de JNK 

demostró la participación de esta vía de señalización en la fosforilación de la histona-H3 y en la 

proliferación celular en la línea celular CTTN-KD. (Caco-2 no infectada, no; scrambled, scr;  CTTN-

KD, cttn). n = 3 para cada grupo. 

 

La disminución de la expresión de cortactina produjo un aumento de la 

permeabilidad del epitelio intestinal in vitro. 

In vivo, CTTN juega un papel relevante en el mantenimiento de las uniones 

intercelulares y la regulación de la permeabilidad, tal y como ya hemos 

demostrado. Bajo este esquema, se evaluó si la disminución de la expresión de 

CTTN también conducía a una disminución de la barrera epitelial y en 
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consecuencia a un aumento de la permeabilidad, in vitro. Para esto, medimos la 

RET de la línea celular KD de CTTN y scrambled (ver métodos). La medición de 

la RET es un método muy conocido y útil para evaluar la permeabilidad, es una 

medida directa del flujo paracelular de iones y pequeñas moléculas cargadas a 

través de una monocapa de células y es un indicador directo de la integridad de 

las uniones intercelulares, particularmente de las UE [127, 154]. El monitoreo de 

la RET, demostró que línea celular CTTN-KD no desarrolló valores altos de la 

TER, en comparación con la línea celular control (figura 24). Luego de 48 h (día 

2), los valores de la RET en la línea celular CTTN-KD y scrambled empezaron a 

aumentar, alcanzando el pico máximo de valor de la RET en el día 5 para ambos 

casos (128.00 Ω.cm2 ± 14.74 vs 232.22 Ω.cm2 ± 42.47, de manera respectiva). 

Aún, cuando los valores de resistencia se mantuvieron constantes durante los tres 

días restantes para ambos casos, la RET de la línea celular CTTN-KD fue 

significativamente menor en comparación con la línea celular control. 

 

Figura 24. Medición de la resistencia eléctrica transepitelial en las líneas celulares CTTN-KD de y 

scrambled. Las células CTTN-KD y scrambled fueron cultivadas en filtros transwells y 

posteriormente la RET fue medida diariamente, hasta que estas alcanzaron sus valores máximos. 

La disminución de la expresión de CTTN, produjo un menor desarrollo en los valores de la RET en 

comparación con la línea celular control. Los valores máximos de resistencia para ambas líneas 

celulares se mantuvieron constantes; sin embargo, la RET en la línea celular KD se mantuvo baja 

hasta al término del experimento.  (Scrambled, scr;  CTTN-KD, cttn). n = 3 para cada grupo. *P ≤ 

0.1, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. 
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Con este resultado, fue posible afirmar que la disminución de la expresión de 

CTTN conduce a una alteración de los componentes de las uniones intercelulares, 

particularmente en las UE. Sin embargo, la regulación de la permeabilidad es más 

compleja, involucrando no solo la regulación de iones sino también la regulación 

de macromoléculas de pequeño peso molecular. Por lo que, decidimos también 

evaluar el flujo paracelular de solutos en la misma monocapa de células descritas 

anteriormente utilizando dextrano de 4 kDa marcada con FITC (ver métodos). Así, 

pudimos demostrar que la deficiencia de CTTN produjo un incremento en el flujo 

paracelular del dextrano con FITC  las 24 y 48 h, en comparación con la línea 

celular control (figura 25). En suma, estos resultados confirman la contribución de 

CTTN en el mantenimiento de las uniones intercelulares y en la regulación de la 

permeabilidad intestinal tanto en condiciones in vivo como in vitro. 

 

Figura 25.  La disminución de la expresión de cortactina condujo a un aumento en el flujo 

paracelular de solutos. Las células CTTN-KD y scrambled fueron cultivadas en filtros transwells y 

adicionadas con dextrano de 4 kDa marcado con FITC para evaluar el flujo paracelular de solutos. 

En comparación con las céluas control, la línea celular CTTN-KD es más permisible al flujo 

paracelular del dextrano de 4 kDa. En ambas líneas celulares el flujo del dextrano se incrementa a 

las 48 h respecto de las 24h; sin embargo, este incremento es mucho mayor en las células CTTN-

KD. (scrambled, scr;  cortactin-KD, cttn), n = 4 para cada grupo. **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 
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La disminución de la expresión de cortactina afectó la expresión y la estabilidad 

de las uniones intercelulares 

Lo anterior, nos condujo a investigar si CTTN podría afectar las uniones 

intercelulares y la dinámica del citoesqueleto de actina. Para ello, se realizaron 

ensayos de Western blot para analizar la expresión de las moléculas de las 

uniones intercelulares. Estos ensayos demostraron que la deficiencia de CTTN 

produjo una disminución de la expresión de ZO-1, ocludina, claudina-1 y en menor 

medida E-cadherina, y un aumento en la expresión de claudina-2 en las células 

CTTN-KD, en comparación con las células controles (figura 26)  

 

Figura 26.  La disminución de la expresión de cortactina produjo una alteración en la expresión de 

las uniones intercelulares. A. Análisis de la expresión de diferentes marcadores de uniones 

intercelulares en las células CTTN-KD y controles. La disminución de CTTN, afectó la expresión 

de ZO-1, E-cadherina, ocludina, claudina-1 y en menor medida a actina. Interesantemente, se 

observó una sobreexpresión de claudina-2. B. Cuantificación de la expresión relativa de los 

marcadores de uniones intercelulares respecto a gamma-tubulina en las células CTTN-KD y 

controles. La cuantificación de la expresión de estas moléculas demostró que dichas 

disminuciones son significativas. (Caco-2 no infectada, no; scrambled, scr; CTTN-KD, cttn). n = 3 

para cada gurpo. ***P ≤ 0.001. 
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Como se pudo observar in vivo, la ausencia de CTTN afectó la estabilidad de las 

uniones intercelulares, por eso decidimos analizar la localización de estas 

proteínas en dichas uniones.  La tinción por inmunofluorescencia, reveló que 

existe una marcada internalización desde la periferia de la célula hacia el citosol 

de ZO-1 y ocludina y en menor grado de E-cadherina, pero no de β-catenina 

(figura 27). 

 

Figura 27. Tinción por inmunofluorescencia de las uniones intercelulares en las células KD de 

cortactina y scrambled. Las células CTTN-KD y scrambled fueron cultivadas sobre cubreobjetos de 

vidrio y teñidas por inmunofluorescencia para analizar la localización de algunos marcadores de 

uniones intercelulares. La disminución de la expresión de CTTN produjo la disminución de ZO-1 y 

ocludina en la región apical de las uniones intercelulares y también su relocalización desde la 

periferia hacia el citosol. Esta disminución, aunque en menor grado afectó la expresión de E-

cadherina en la periferia de las células; sin embargo, no se observó una afectación en la expresión 

o localización de β-catenina. (scrambled, scr; CTTN-KD, cttn). n = 3 por cada grupo. 

 

La disminución de la expresión de cortactina no afectó la formación de las uniones 

estrechas  

CTTN es un elemento importante en la estabilidad de las uniones intercelulares. 

Para comprobar si la ausencia de CTTN repercutía en la formación de las UE, se 

realizó un ensayo de calcium-switch con EGTA para provocar la desestabilización 

de ZO-1 en las UE. Luego de restablecer el calcio en el medio se monitoreó la 

restitución de ZO-1 en las UE a diferentes tiempos (figura 28).  
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Figura 28. La disminución de cortactina no afectó la formación de las uniones estrechas. Las 

células CTTN-KD y scrambled fueron cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio, tratadas con EGTA 

y teñidas por inmunofluorescencia para monitorear el restablecimiento de ZO-1 en las uniones 

estrechas a diferentes tiempos. Después del restablecimiento del calcio extracelular se observó 

una rápida recuperación de las uniones estrechas en las células CTTN- KD y scrambled. A pesar 

de la disminución de ZO-1 en la periferia de las células y de su internalización en el citosol, la 

disminución de la expresión de CTTN no afectó el restablecimiento de ZO-1 en las uniones 

estrechas. (scrambled, scr; CTTN-KD, cttn). n = 3 por cada grupo. 

La tinción con ZO-1 previo a la adición de EGTA, muestra su disminución en las 

uniones estrechas y su internalización. Sin embargo, la adición de EGTA a las 

células provocó la desestabilización de ZO-1 en ambas líneas celulares. No 

obstante, después del restablecimiento del calcio no se observó retraso o 

impedimento en el restablecimiento de ZO-1 en las uniones estrechas. Esto 

demuestra que CTTN no es totalmente indispensable en el restablecimiento de 

las uniones intercelulares, pero sí en su estabilidad. 

 

La disminución de la expresión de CTTN condujo a un incremento en la 

trasmigración de células polimorfonucleares a tiempos tempranos 

La transmigración de células polimorfonucleares es el marcador por excelencia de 

cualquier proceso inflamatorio [155, 156].  En este proceso, las uniones 

intercelulares tienen un rol importante controlando la transmigración de estas 
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células durante la inflamación. Bajo este supuesto, analizamos el papel de CTTN 

en el proceso de transmigración de células polimorfonucleares humanas, hacia un 

gradiente quimiotáctico de fMLP. Este experimento demostró que la disminución 

de la expresión de CTTN en las células KD incrementó la transmigración de las 

células polimorfonucleares a tiempos tempranos (figura 29).  

 

Figura 29. La deficiencia de cortactina condujo a un incremento en el número de 

polimorfonucleares en la transmigración. Las células CTTN-KD y scrambled fueron crecidas de 

manera inversa en filtros transwells para reproducir el sentido fisiológico de migración de las 

células polimorfonucleares hacia un gradiente quimiotáctico de fMLP. Se pudo determinar que, las 

células polimorfonucleares atravesaron más rápidamente la monocapa de las células CTTN-KD en 

comparación con las scrambled. El debilitamiento y desestabilización de las uniones intercelulares 

cuando CTTN se encuentra disminuido podría contribuir a este proceso. (scrambled, scr; CTTN-

KD, cttn) n = 4 para cada grupo. **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001 

La cuantificación de estas células, demostró que a los 30 y 60 min, el número de 

polimorfonucleares era mayor en las células CTTN-KD en comparación con las 

células scrambled; sin embargo, al final del experimento (120 min), el número total 

de tales células fue similar en ambas líneas celulares. Demostrando que, las 

células polimorfonucleares pueden atravesar más fácilmente el espacio 

paracelular, debido al debilitamiento y desestabilización de las uniones 

intercelulares cuando CTTN se encuentra disminuida en su expresión.  
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La disminución de cortactina afectó la remodelación del citoesqueleto de actina 

El citoesqueleto de actina controla la dinámica de las uniones intercelulares y su 

estabilidad; sin embargo, su función depende de moléculas, tales como CTTN. De 

esta manera, se evaluó el papel de CTTN en la remodelación del citoesqueleto 

mediante la tinción de actina con faloidina, la cual reveló que la disminución de la 

expresión de CTTN en las células KD incrementó la formación de fibras de actina 

(figura 30). Estos resultados demostraron que CTTN regula la dinámica del 

citoesqueleto y que su disminución conlleva a un rearreglo de su estructura. 

 

Figura 30. La disminución de la expresión de cortactina produjo un incremento de las fibras de 

actina. Las células CTTN-KD y scrambled fueron cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio y teñidas 

con faloidina para analizar la remodelación del citoesqueleto de actina. La disminución de la 

expresión de CTTN produjo un incremento en la generación de estas estructuras en la línea 

celular CTTN-KD, en comparación con las células scrambled. (scrambled, scr; CTTN-KD, cttn) n = 

3 para cada grupo. 

 

La disminución de la expresión de cortactina condujo a un aumento de la 

expresión de ROCK1 y p-MLC 

La GTPasa Rho juega un papel fundamental en la regulación de la dinámica del 

citoesqueleto de actina a través de su efector ROCK1 y la activación 
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(fosforilación) de la proteína motora miocina-2, para llevar a cabo su contracción 

por medio de las fibras de estrés [83]. Es por este motivo que decidimos evaluar 

la actividad de ROCK1 y la fosforilación de MLC2. Para esto, analizamos la 

expresión de ROCK1 en la línea celular CTTN-KD y scrambled, mediante un 

ensayo de Western blot (figura 31). 

 

Figura 31. La disminución de la expresión de cortactina produjo un aumento de la expresión de 

ROCK1. A. Se extrajeron proteínas de los lisados de las células CTTN-KD y controles, más tarde 

estos fueron analizados mediante Westerb blot para las proteínas ROCK1 y p-MLC2. B. 

Cuantificación de la expresión relativa de ROCK1 y p-MLC2 respecto a gamma-tubulina en las 

células CTTN-KD y controles. Estos resultados,  demostraron que existe una mayor expresión de 

ROCK1, en las células CTTN-KD en comparación con los controles, la cual se correlacionó con un 

aumento en los niveles de p-MLC2, demostrando con esto, su activación. (Caco-2 no infectada, 

no; scrambled, scr;  CTTN-KD, cttn). n = 3 para cada grupo. 

Este ensayo, demostró que tras la disminución de CTTN existe una 

sobreexpresión de ROCK1 en la línea celular KD en comparación con las células 

controles. Esta sobreexpresión de ROCK1, se correlacionó con un aumento en la 

fosforilación de MLC2, demostrando con ello, que también ROCK1 se encuentra 

activada. De acuerdo con esto, las fibras de actina observadas anteriormente 

indicarían que se tratan de fibras de estrés contráctiles, y la deficiencia de CTTN 

sería un factor importante que promovería su formación. 
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La inhibición de ROCK1 rescató la resistencia eléctrica transepitelial en la línea 

celular CTTN-KD 

Con base en el argumento anterior, la inhibición de ROCK1 debería disminuir las 

fibras de actina y rescatar de la permeabilidad en la línea celular CTTN-KD. Por 

ello, evaluamos el papel de ROCK1 sobre la permeabilidad, midiendo la RET bajo 

la acción del inhibidor de ROCK1/2, Y27632. La inhibición de ROCK produjo un 

rápido aumento de la RET en ambas líneas celulares, sugiriendo que la inhibición 

ROCK promueve la estabilidad de las uniones, in vitro (figura 32). Este aumento 

fue evidente a las 24 h, alcanzando un máximo a las 96 h. Por otro lado, las 

células sin tratamiento desarrollaron la RET de manera gradual, alcanzando su 

valor máximo hasta las 192 h. En resumen, el rescate de la RET mediante la 

inhibición de ROCK demuestra su participación en la regulación de la 

permeabilidad del epitelio intestinal in vitro.  

 

Figura 32. La inhibición de ROCK1 condujo al rescate de la resistencia eléctrica transepitelial en la 

línea celular deficiente de cortactina. Las células CTTN-KD y scrambled fueron cultivadas en filtros 

transwells. Posteriormente el desarrollo de RET fue monitoreado con o sin la acción del inhibidor 

de ROCK (Y27632). La inhibición de ROCK, incrementó la TER en las células CTTN-KD y 

scrambled; mientras que, las células sin tratamiento desarrollaron más lentamente la RET. Sin 

embargo, los valores de RET para la línea celular CTTN-KD fueron menores en comparación con 

las células scrambled. (scrambled, scr; CTTN-KD, cttn). n = 4 para cada grupo. *P ≤ 0.1**P ≤ 0.01; 

***P ≤ 0.001. (* cttn-control vs cttn-Y27). 
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In vivo, este mismo mecanismo podría estar operando dado que el análisis por 

Western blot de los ratones CTTN-KO reveló un incremento de la expresión de 

ROCK1 en los cólones en comparación con los ratones silvestres (figura 33). 

 

Figura 33. Los ratones CTTN-KO presentaron una mayor expresión de ROCK1 en el epitelio 

intestinal. Análisis por Western blot de ROCK1 en los lisados proteicos obtenidos de los cólones 

de los ratones CTTN-KO y silvestres. Este ensayo demostró un aumento en la expresión de 

ROCK-1 en los ratones CTTN-KO, en comparación con los ratones silvestres, similar a lo 

observado en las células CTTN-KD. n = 3 para cada grupo. 
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DISCUSIÓN 

La dinámica del citoesqueleto de actina es un factor clave que controla la barrera 

epitelial intestinal y el ensamblaje de las uniones intercelulares. Los filamentos de 

actina cortical conectadas a las proteínas de unión son estructuras que 

experimentan un constante recambio en respuesta a diferentes estímulos. 

Durante este proceso, las proteínas de unión a los filamentos de actina (actin 

binding protein, ABP) desempeñan una importante función controlando su 

dinámica y polimerización/despolimerización, y al mismo tiempo contribuyendo en 

la integridad de las uniones intercelulares [8, 80, 157].  

En este trabajo, a través de modelos in vivo e in vitro, hemos demostrado que 

CTTN es un importante regulador de la barrera y la permeabilidad del epitelio 

intestinal bajo condiciones basales e inflamatorias (figura 34).  

 

Figura 34. Cortactina regula la permeabilidad del epitelio intestinal. La deficiencia de CTTN en el 

epitelio intestinal conduce a la desestabilización de las uniones intercelulares y la remodelación del 

citoesqueleto de actina, provocando el debilitamiento de la barrera y un incremento de la 

permeabilidad. Así mismo, esto conduce a un aumento de la proliferación celular, 

presumiblemente a través de la vía de JNK. 
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La deficiencia de CTTN produjo un incremento de la permeabilidad intestinal y la 

desestabilización de las uniones intercelulares (uniones estrechas y adherentes), 

además de un incremento en la formación de fibras de estrés Esto último, se 

correspondió con un aumento de la fosforilación de MLC y el incremento de la 

expresión de ROCK1 en el epitelio intestinal, sugiriendo con ello un mecanismo 

molecular responsable de la desestabilización de las uniones intercelulares y el 

aumento de la permeabilidad. La ausencia de CTTN condujo a una alteración de 

la arquitectura de las criptas del epitelio intestinal, pero sin causar la activación de 

un proceso inflamatorio; sin embargo, se pudo observar un aumento de la 

proliferación celular, sin afectar los niveles de la apoptosis del epitelio intestinal. In 

vivo, la ausencia de CTTN también produjo el agravamiento de la colitis 

experimental bajo el tratamiento con DSS, demostrando con ello la importancia de 

CTTN como un regulador maestro de la permeabilidad y la homeostasis intestinal. 

In vivo, la ausencia de CTTN en nuestro modelo de ratón KO, produjo un 

incremento de la permeabilidad del epitelio intestinal en condiciones basales 

(figura 11). Este resultado es similar a lo reportado en otros estudios que utilizan 

modelos KOs de moléculas que participan en la dinámica del citoesqueleto de 

actina y de uniones intercelulares, como por ejemplo JAM-A o p120-catenina, 

donde la ausencia de estas moléculas promueve un incremento en la 

permeabilidad del epitelio intestinal, la generación de un proceso inflamatorio y la 

desestabilización de las uniones intercelulares [158, 159]. En este sentido, es 

importante mencionar que la expresión y estabilidad de las proteínas de las 

uniones intercelulares también se vio afectada en la ausencia de CTTN, causando 

con ello la disminución de la expresión de ZO-1 y su relocalización en las células 

del epitelio intestinal (figuras 18 y 19). Esto, también, afectó la expresíón y 

relocalización de ocludina y E-cadherina, causando su movilidad desde la periferia 

hacia el citosol (figura 19). En las células KD de CTTN este efecto fue consistente 

con lo observado en los ratones KO, provocando la disminución de los niveles de 

expresión de E-cadherina, ZO-1, ocludina y de su relocalización desde la periferia 

celular hacia el citosol (figuras 26 y 27). Cabe mencionar, que E-cadherina 

participa en la formación no solo de las uniones adherentes sino también en la 
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formación y maduración de las uniones estrechas [43, 75, 160], además, tiene un 

importante papel en el mantenimiento de la barrera del epitelio pulmonar [161] e 

intestinal [162].  

ZO-1 también participa en el mantenimiento de las uniones estrechas, el 

mantenimiento de la barrera y la regulación de la permeabilidad [134], no obstante 

el estímulo proinflamatorio con LPS se ha visto que no solo promueve la 

desestabilización y disminución de la expresión de ZO-1 y ocludina, sino que 

también conduce a un aumento de la permeabilidad en el epitelio intestinal [163]. 

Por ello, su alteración bien podría estar contribuyendo a la formación de uniones 

intercelulares débiles y poco estables, y al aumento de la permeabilidad. No 

obstante, aun cuando la deficiencia de CTTN produjo una disminución de ZO-1  y 

su relocalización en las células en cultivo (figura 28), no afectó su reintegración 

en la periferia celular, después de la restitución del calcio extracelular en el medio 

en comparación con las células control. Esto indica, que CTTN puede no estar 

participando de manera directa en la formación de las uniones intercelulares, pero 

sí resultaría esencial en el mantenimiento y estabilidad de las mismas. 

De manera interesante, la ausencia de CTTN en los ratones KO condujo a un 

aumento de la expresión de la proteína transmembranal claudina-2 y la 

disminución de la expresión de claudina-1, además de la relocalización de ZO-1, 

E-cadherina y ocludina, desde la periferia celular hacia el citosol. In vitro, la 

disminución de la expresión de CTTN en la línea celular epitelial Caco-2, no 

solamente produjo un aumento en la expresión de claudina-2 y la disminución de 

la expresión de claudina-1, sino que también estuvo acompañado por una 

disminución de la expresión de ocludina (figuras 19, 26 y 27). Esto repercutió de 

manera significativa en una reducción de la RET y en un aumento de la 

permeabilidad paracelular de solutos, confirmando con ello la disfunción de las 

uniones intercelulares (figuras 24, 25), tal y como fue observado en los ratones 

CTTN-KO. Esto es particularmente importante, dado el papel que desempeñan 

las claudinas en la regulación del flujo paracelular de iones y solutos en el epitelio 

intestinal [164, 165]. Mientras que claudina-2 se ha descrito como permisible al 
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paso de iones [166-168], claudina-1 estaría involucrada en el mantenimiento de la 

barrera epitelial [169, 170]. Por otro lado, ocludina participa en el mantenimiento 

de la barrera epitelial, y su deficiencia se sabe que incrementa el flujo paracelular 

de macromoléculas [171, 172]. Estos antecedentes encajarían de manera 

perfecta con nuestros resultados, ya que un aumento de la expresión de claudina-

2 y la consiguiente disminución  de la expresión de claudina-1 y ocludina, podrían 

explicar la disminución de la barrera y el  aumento de la permeabilidad intestinal 

basal en los ratones KO y en las células deficientes de CTTN.  

Por otro lado, la deficiencia de CTTN incrementó la expresión de ROCK1, la 

fosforilación de MLC y la contracción del citoesqueleto de actina (figuras 30 y 

31). La contracción del citoesqueleto de actina, en consecuencia estaría 

produciendo la alteración de la composición molecular de las uniones 

intercelulares. Es decir, el incremento de la fuerza de contracción generada 

mediante las fibras de estrés en las células KD de CTTN, pudiera estar 

contribuyendo a la alteración de las uniones y al incremento de la permeabilidad 

del epitelio intestinal [173, 174]. Cabe mencionar, que ROCK1 puede fosforilar y 

activar de manera directa a MLCK, produciendo de esta forma un incremento en 

la formación de fibras de estrés y la fuerza de contracción, y por ende un 

incremento de la permeabilidad [175]. Es probable que el incremento de la 

activación de ROCK1 en la ausencia de CTTN sea un efecto mediado a través de 

RhoA, sin embargo la activación de ROCK1 independiente de RhoA mediado por 

PKC, podría ser otra posibilidad como bien se ha demostrado [176]. No obstante, 

si la activación de ROCK1 es un efecto directo llevado a cabo mediante CTTN es 

algo que necesita ser evaluado. 

Sin embargo, en el endotelio, donde CTTN juega un papel en la regulación de la 

permeabilidad vascular, su ausencia conduce a una disminución de la actividad 

de Rap1, con el consiguiente aumento en la actividad de ROCK1, la disminución 

de la secreción de adrenomedulina (ADM), el incremento de la fosforilación de 

MLC y la formación de fibras de estrés[122, 177]. Dado que ADM activa Rap1 y 

este a su vez inhibe el eje RhoA/ROCK, es probable que CTTN promueva la 
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actividad de Rap1 por medio de la producción de AMP cíclico (cAMP) . En el 

epitelio intestinal, ADM puede ejercer un efecto antiinflamatorio y antimicrobiano, 

y estimular la regeneración de la mucosa y el mantenimiento de la barrera  [178]. 

De manera interesante, el tratamiento con ADM en el epitelio intestinal de ratas, 

no solo mejora la función de la barrera epitelial intestinal mediante la disminución 

de la fosforilación de MLC, sino que confiere un mecanismo protector durante la 

colitis experimental con DSS y TNBS, al disminuir la inflamación intestinal [178, 

179]. El mecanismo de secreción de ADM y su papel en la protección del epitelio 

intestinal es algo que pudiera estar afectado en los ratones CTTN-KO, similar a lo 

ya demostrado en el endotelio vascular de estos animales. Si esto es cierto, dicho 

mecanismo proveería una explicación al aumento de la permeabilidad en el 

epitelio intestinal observado en estos animales. Sin embargo, esta posibilidad es 

algo que aún necesita ser estudiado. 

En los ratones KO esto tendría importantes consecuencias, ya que, in vivo el 

tratamiento con DSS estaría promoviendo la desestabilización de las uniones 

intercelulares, lo que produciría una exposición excesiva de las bacterias y sus 

antígenos encontrados en el lumen y en consecuencia induciendo una mayor 

severidad de la colitis experimental. Esto es similar a lo observado en otros 

modelos deficientes de ABPs. Por ejemplo, en los ratones deficientes de miosina-

IIA no muscular (non-muscle myosin IIA, NMIIA), el epitelio intestinal muestra 

signos de una disfunción de la barrera e inflamación en condiciones basales pero 

no desarrollan colitis de manera espontánea. En contraste, los ratones KO de 

ADF (actin-depolymerizing factor) no mostraron signos de inflamación de la 

mucosa. Similar a los ratones CTTN-KO, los ratones KO de ADF y NMIIA 

desarrollaron una colitis más severa bajo el tratamiento con DSS, sugiriendo de 

esta forma que las ABPs juegan un papel muy importante en la protección de la 

barrera durante la colitis. 

El mecanismo molecular exacto del efecto protector producido por las ABPs aún 

no se ha investigado, pero es probable que esta involucre una preservación de la 

integridad de la barrera dependiente de actina, ya que la inhibición de ROCK1 y 
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de esta manera la contractilidad del citoesqueleto pudo rescatar el incremento de 

la permeabilidad en las células KD de CTTN (figura 32). De manera interesante, 

la inhibición de ROCK1 resultó en un rápido desarrollo de la RET, tanto en la línea 

celular KD de CTTN como en el control, lo que sugiere que ROCK1 es el principal 

regulador del desarrollo de la barrera epitelial independientemente de la presencia 

de CTTN. Se ha descrito, que la fosforilación de MLC también ocurre en 

respuesta a citosinas proinflamatorias, la cual también ha sido observada en 

pacientes que sufren EII [173]. Aunque la fosforilación de MLC en la ausencia de 

CTTN, es más bien dependiente de ROCK1, nuestros resultados indican que el 

incremento de la contractilidad contribuye a la disfunción de la barrera epitelial. 

Como ya se ha hecho mención, este fenotipo no es suficiente para el desarrollo 

de la colitis espontánea, pero sí para el agravamiento de la colitis inducida por 

DSS. En adición a lo observado en los ratones KO de ABP, este efecto también 

ha sido descrito en modelos de ratones transgénicos sobreexpresando MLCK 

constitutivamente activado en el epitelio intestinal [180]. Sin embargo, en estos 

ratones la disfunción de la barrera fue atribuida a la activación de la respuesta 

inmune de la mucosa, más que a una disfunción de las uniones intercelulares. 

Dado la ausencia de una respuesta inmune significativa en el colon de ratones 

CTTN-KO, posiblemente debido a la reducida extravasación de leucocitos en la 

ausencia de CTTN [122], los ratones deficientes de CTTN pudieran proveer un 

nuevo sistema que permita estudiar el rol de los defectos de la barrera en la 

patogénesis y la progresión de la colitis experimental, sin la excesiva activación 

de una respuesta inmune. 

Por otro lado la disfunción de la barrera epitelial podría ser aprovechada por las 

células del sistema inmune, ya que los ensayos de transmigración in vitro 

demostraron que los neutrófilos de sangre periférica humana pueden transmigrar 

de manera más rápida a través de la monocapa de las células epiteliales 

deficientes de CTTN (figura 29). Esto contrasta con algunos estudios, donde la 

ausencia de CTTN reduce de manera drástica la migración transendotelial debido 

al fallo del reclutamiento y agrupamiento  de ICAM-I en la membrana celular [122, 

181]. En las células epiteliales donde la dirección de transmigración de los 
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neutrófilos es en dirección basal-apical, el inicio de la transmigración no es 

dependiente de ICAM-I, sino de otros receptores que aún no han sido del todo 

identificados y cuyo reclutamiento no sería dependiente de CTTN. ICAM-I se ha 

demostrado que regula las interacciones epitelio-leucocito después de la 

transmigración hacia la región apical del epitelio [182]. De esta manera, es posible 

especular que, en adición a la facilidad con que los neutrófilos atraviesan las 

uniones intercelulares, la deficiencia de CTTN también prevendría la adhesión 

dependiente de ICAM-I de manera que estos estarían siendo liberados más 

rápidamente. No obstante, aun cuando los contactos celulares son 

desestabilizados en los ratones CTTN-KO, no fue posible observar el 

reclutamiento significativo de leucocitos, similar a lo ocurrido en los ratones KO de 

JAM-A [158]. Esto es muy probable, debido a la reducida disponibilidad de 

polimorfonucleares en la mucosa intestinal dado que la extravasación de 

leucocitos es reducida en los ratones CTTN-KO [122]. Sin embargo, no podemos 

descartar que aquellas células del sistema inmune que alcanzan la mucosa, 

pudieran estar atravesando el epitelio de manera más fácil hacia el lumen de las 

criptas. 

La ausencia de CTTN también produjo cambios en la morfología de las criptas del 

epitelio intestinal (figura 20). Como consecuencia del incremento de la distancia 

entre los núcleos celulares, el lumen de las criptas fue más grande en estos 

animales. Esto parece estar de acuerdo con algunas observaciones, ya que la 

disminución de la densidad celular y la estabilidad de los contactos en una 

monocapa de células epiteliales, disminuyen la inhibición por contacto 

conduciendo a un aumento de la proliferación celular (figura 21) [183, 184]. Este 

hecho, refuerza la idea de que la disminución de la estabilidad de los contactos 

celulares en la ausencia de CTTN, incrementa la proliferación celular del epitelio 

intestinal in vivo. En este sentido, la proliferación celular jugaría también un 

importante papel al contrarrestar la disfunción de la barrera epitelial, ya que el 

incremento de la proliferación puede coadyuvar en un fenotipo regenerativo en la 

mucosa intestinal [158].  
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No obstante, el incremento de la proliferación celular, pero no de la apoptosis del 

epitelio intestinal, tal y como se observó en los ratones KO y las células 

deficientes de CTTN (figuras 21 y 23A), sugeriría un desbalance de los 

mecanismos homeostáticos en condiciones basales. Como ya se ha descrito, el 

epitelio intestinal es un tejido con alto índice de proliferación, pero también de 

apoptosis celular, asegurando con ello el recambio de las células que mueren por 

apoptosis o lesión, por aquellas que se originan de las células madres epiteliales 

presentes en las criptas del intestino [185]. En el epitelio intestinal, algunas vías 

de señalización como PI3K/Akt, mTOR, JNK y Hippo juegan un papel importante 

en la proliferación y diferenciación celular, en la regulación del tamaño de los 

órganos y en su regeneración, esto por medio de la transducción de señales 

intracelulares, o el mantenimiento de la polaridad y la adhesión celular[186-189]. 

Por ello, sería necesario analizar si algunos de estos mecanismos moleculares 

estarían afectados en la ausencia de CTTN, contribuyendo de esta manera al 

incremento de la proliferación del epitelio intestinal. 

No obstante, JNK (c-Jun N-terminal Kinase) parece estar contribuyendo en el 

incremento de la fosforilación de la histona-H3, tanto en los ratones CTTN-KO, 

como en las células deficientes de CTTN, ya que su inibición mediante SP600125 

contribuyó en la disminución de la fosforilación de la histona-H3 en las células 

deficientes de CTTN (figura 23B). La fosforilación de la histona-H3 es un 

marcador de proliferación, y se observa con frecuencia durante la condensación 

de la cromatina en la mitosis, mientras que su disfunción está relacionada con una 

segregación aberrante del material genético [190-192]. Parece lógico pensar 

entonces, que este mecanismo pudiera estar contribuyendo al aumento de la 

proliferación celular observada a través de la vía JNK en la ausencia de CTTN. 

Sin embargo, si JNK es la cinasa única involucrada de manera directa en la 

fosforilación de la histona-H3,  es algo que todavía necesita ser analizado. 

La pérdida de este balance homeostático, también se relaciona con un incremento 

de la inflamación y de la permeabilidad en el epitelio intestinal, como lo descrito 

en las enfermedades inflamatorias que involucran el tracto intestinal [18, 28, 133]. 
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No obstante, la ausencia de apoptosis, así como el incremento de la proliferación 

celular tanto en los ratones KO como en las células deficientes de CTTN bien 

podría obedecer a un mecanismo compensatorio en respuesta al incremento de la 

permeabilidad intestinal en condiciones basales. Esto último pudiera ser cierto, ya 

que el análisis histológico de los cólones de los ratones CTTN-KO en condiciones 

basales no demostró alteración de la arquitectura de la mucosa intestinal o el 

reclutamiento de células del sistema inmune sugiriendo con ello la ausencia de 

cualquier proceso de activación inmunológica y con ello la ausencia de apoptosis.  

No está claro el porqué de la ausencia de apoptosis, pero podría estar 

relacionado con un incremento de la activación del receptor tipo Toll-2 (toll-like 

receptor-2, TLR2), en la ausencia de CTTN. Dichos receptores, están 

involucrados en el reconocimiento y respuesta a los componentes bacterianos 

gram-positivos y –negativos y juegan un papel crucial en la inmunidad innata. Los 

TLRs individuales interactúan con diferentes combinaciones de proteínas 

adaptadoras y activan de manera funcional la via NF-ƙB, como el factor central de 

transcripción, modulando la respuesta inmune y la defensa del epitelio intestinal 

[193]. Se ha reportado, por ejemplo, que la activación de TLR2 mediante el 

ligando PCSK (Pam3Cys-SKKKKx3HCl, Pam3CysSK4) en un modelo ex vivo de 

colon de ratón, controla la integridad de la barrera mediante el mantenimiento de 

las proteínas de las uniones intercelulares (ZO-1 y E-cadherina) y el balance de la 

homeostasis de la mucosa intestinal, previniendo la inflamación y la apoptosis. Se 

observó además que el estímulo de TLR2 mediante PCSK, en el epitelio intestinal 

es regulado por PI3K-Akt, mediante la activación de este último por medio de 

MyD88, modulando  así la función de la barrera del epitelio intestinal [194, 195]. 

No sabemos si este mecanismo se encuentra sobreactivado y operando en los 

ratones CTTN-KO o en las células deficientes de CTTN; de ser así, explicaría el 

porqué de la ausencia de apoptosis en el epitelio intestinal; sin embargo, sería 

interesante en un futuro analizar esta posibilidad. 

El análisis histológico de las muestras de tejido de los ratones KO y silvestres en 

condiciones basales, reveló que la ausencia de CTTN no produce alteración 
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aparente en la morfología de la mucosa intestinal (figuras 17A y C), pero sí la 

formación de edema en los ratones CTTN-KO en comparación con los ratones 

silvestres (figuras 17E y G), lo que correlacionó con el incremento de la 

permeabilidad intestinal, aún antes del tratamiento con DSS. No obstante, el 

análisis detallado de la histología del colon, reveló un incremento aparente en el 

número de células  de Goblet presentes en la mucosa intestinal, después del 

tratamiento con DSS. También se observaron más depósitos de mucina en los 

ratones CTTN-KO con DSS. Esto reviste particular importancia dado la función 

que estas células desempeñan en la secreción de moléculas bioactivas tales 

como mucinas. La secreción de mucinas en particular mucina 2 (MUC2), provee 

la primera línea de defensa contra microorganismos o factores químicos y físicos 

que pudieran dañar el epitelio [196]. Por ello es de suponer que el incremento en 

el número de células Goblet suponga un mecanismo de respuesta y al mismo 

tiempo de protección ante el aumento de la permeabilidad intestinal, coadyuvando 

de es esta manera en el mantenimiento de la homeostasis y previniendo la 

inflamación. Sin embargo, la secreción de otros factores por parte de estas 

mismas células, tales como TFF (trefoil factor) que se sabe  participan, no solo en 

la reparación del epitelio, sino también en su proliferación [197], podrían estar 

contribuyendo en la protección del epitelio intestinal en la ausencia de CTTN. 

A diferencia de lo que se observó en los ratones silvestres, el tratamiento con 

DSS en los ratones CTTN-KO fue más severo (figura 15), esto debido a una 

mayor presencia de sangre, diarrea, y una mayor pérdida de peso (figuras 12-

14). Esto contrasta con lo reportado para los ratones KO de JAM-A, donde si bien 

es cierto que el tratamiento con DSS produjo los signos de la colitis experimental, 

el análisis histológico reveló una menor lesión de la mucosa intestinal en 

comparación con los ratones silvestres. Cabe también mencionar, que el 

incremento de la permeabilidad basal observado en los ratones CTTN-KO no fue 

suficiente para que estos animales desarrollaran colitis de manera espontánea, 

pero sí el agravamiento de la colitis inducida por DSS (figura 15). Esto contrasta 

con lo reportado en otros modelos de ratones KO,  como lo es el caso de los 

ratones deficientes de IL-10 [198, 199], mdr1a [200] o de muc2 [201], donde la 
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ausencia de cada una de estas moléculas promueve la aparición de los síntomas 

de la colitis de manera espontánea a las pocas semanas del nacimiento. Por 

ahora no existe una explicación convincente del porqué estos animales no 

enferman a pesar del incremento de la permeabilidad; sin embargo, esto parece 

concordar con lo observado en familiares de primer grado de pacientes que sufren 

EII, donde a pesar del incremento de la permeabilidad intestinal, la enfermedad no 

está presente [202-205]. Esto refuerza la hipótesis de un mecanismo 

compensatorio que contribuye a un fenotipo aparentemente sano, muy a pesar del 

aumento de la permeabilidad intestinal observada.  

Cabe mencionar que la EII, es acompañada por una disfunción de las uniones 

intercelulares, tanto en su expresión como en su relocalización, explicando con 

ello el aumento de la permeabilidad intestinal, la translocación de los antígenos 

del lumen intestinal y conduciendo con ello a un proceso crónico de inflamación 

que caracteriza a esta enfermedad [206]. CTTN, como ya hemos demostrado, 

contribuye en la estabilidad de las uniones intercelulares del epitelio intestinal, y al 

mantenimiento de la barrera y la permeabilidad. De esta manera, sería importante 

analizar la expresión y localización de CTTN en el epitelio intestinal de pacientes 

que sufren EII, y si esto pudiera estar afectando el desarrollo y la etiología de esta 

enfermedad. 

En conclusión, hemos demostrado la importancia de CTTN como un regulador 

central de la permeabilidad intestinal a través del mantenimiento de la estabilidad 

de las uniones estrechas y adherentes y la regulación del citoesqueleto de actina. 

Su disfunción conduce a un daño en la barrera y al incremento de la 

permeabilidad intestinal, que no obstante, resulta insuficiente para inducir 

inflamación y el surgimiento de la colitis espontánea. La permeabilidad intestinal 

es una característica observada en todos los pacientes que sufren de EII, donde 

la inflamación y la disfunción de las uniones intercelulares juegan un papel crucial. 

La posibilidad de que CTTN pudiera tener un papel relevante en la etiología de 

esta enfermedad resulta tentadora; sin embargo, es algo que aún necesita ser 

estudiado. 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo hemos demostrado el papel de CTTN en la regulación de la 

permeabilidad del epitelio intestinal. La deficiencia de CTTN conduce a un 

incremento de la permeabilidad basal, tanto in vivo como in vitro, caracterizada 

por la alteración de la expresión y la relocalización de las uniones intercelulares. 

In vitro, la desestabilización de las uniones intercelulares  produjo una disminución 

de la RET y un incremento del flujo paracelular de solutos, así como la rápida 

transmigración de células polimorfonucleares en la línea celular deficiente de 

CTTN. In vivo, la ausencia de CTTN condujo a una alteración de la mucosa y de 

la arquitectura de las criptas del epitelio intestinal y el agravamiento de la colitis 

experimental. En los ratones-KO y en la línea celular, la deficiencia de CTTN 

produjo un incremento de la proliferación celular, por medio de la vía JNK pero no 

de la apoptosis. In vitro, la deficiencia de CTTN condujo a un incremento de la 

formación de fibras de estrés, la sobreexpresión de ROCK1 y el aumento de la 

fosforilación de MLC, vinculando la participación de este mecanismo en la 

desestabilización de las uniones intercelulares y el aumento de la permeabilidad 

intestinal. Por último, CTTN es un importante regulador de la integridad de la 

barrera epitelial y la estabilidad de las uniones intercelulares, por medio de la 

regulación de la dinámica del citoesqueleto de actina, ya que su deficiencia 

conduce a un incremento de la permeabilidad intestinal (figura 34). La  

inflamación, la permeabilidad intestinal y la disfunción de las uniones 

intercelulares es una característica de los pacientes que sufren de EII. La 

posibilidad de que CTTN pudiera tener un papel relevante en la etiología de esta 

enfermedad resulta tentadora; sin embargo, es algo que aún necesita ser 

evaluado. 
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PERSPECTIVAS 

- Evaluar la producción de citosinas proinflamatorias en condiciones basales 

y durante el tratamiento con DSS en los ratones CTTN-KO. 

- Evaluar la activación de la GTPasa RhoA en ausencia de CTTN. 

- Evaluar los niveles de secreción de ADM, tanto in vivo como in vitro, y su 

papel en la permeabilidad del epitelio intestinal. 

- Evaluar si la deficiencia de CTTN afecta la expresión y localización de 

ICAM-I en el epitelio intestinal. 

- Analizar la expresión y la función de TLR2 en el epitelio intestinal en 

ausencia de CTTN. 

- Evaluar si la cinasa JNK está directamente involucrada en la fosforilación 

de la histona-H3 en  ausencia de CTTN. 

- Evaluar la expresión de los factores bioactivos MUC2 y TFF en el epitelio 

intestinal de los ratones CTTN-KO. 

- Analizar si la microbiota se encuentra alterada en ratones CTTN-KO. 

- Analizar la expresión y distribución de CTTN en tejidos de colon 

provenientes de pacientes con EII.  
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From: william.agace@med.lu.se 

To: mschnoor@cinvestav.mx 

CC: 
 

Subject: Mucosal Immunology - Decision on Manuscript ID MI-16-136 

Body: 07-Jul-2016  
 
Dear Dr. Schnoor:  
 
Manuscript ID MI-16-136 entitled "Cortactin deficiency causes increased ROCK1-dependent actomyosin 
contractility, intestinal epithelial barrier dysfunction and disproportionately severe DSS-induced colitis" which 
you submitted to Mucosal Immunology, has been reviewed.  
 
A number of major issues were identified that will need to be fully addressed before your manuscript can be 
reconsidered for publication. Your revised manuscript will, of course, be sent out for full peer review. There is 
no guarantee that your manuscript will be accepted for publication.  
 
To revise your manuscript, log into https://mc.manuscriptcentral.com/mi and enter your Author Center, where 
you will find your manuscript title listed under "Manuscripts with Decisions." Under "Actions," click on "Create 
a Revision." Your manuscript number has been appended to denote a revision.  
 
You will be unable to make your revisions on the originally submitted version of the manuscript. Instead, 
revise your manuscript using a word processing program and save it on your computer. Please also highlight 
the changes to your manuscript within the document by using the track changes mode in MS Word or by 
using bold or colored text. Please refer to the attached Revised Manuscript Checklist to ensure your 
manuscript is formatted correctly. This will avoid a delay in publication once your article is accepted for 
publication.  
 
Color artwork is free only in the online version of the Journal. If your paper contains color artwork, please 
download and complete the attached Color Authorization Form. This form must also be faxed at the same 
time as your License to Publish form to the attention of NPG Mucosal Immunology also at (+1) 508-276-0594 
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manuscript. In order to expedite the processing of the revised manuscript, please be as specific as possible 
in your response to the reviewer(s).  
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mailto:william.agace@med.lu.se
mailto:mschnoor@cinvestav.mx


El papel de cortactina en la homeostasis del epitelio intestinal 

- 101 - 
 

Associate Editor  
Comments to the Author:  
The points raised by the reviwers should be very carefully considered. The mansucript can only be accepted 
if the authors reply with the appropriate changes made.  
 
 
Reviewer: 1  
 
Comments to the Author  
This is an interesting study aimed at understanding the roles of actin cytoskeleton in regulating intestinal 
epithelial junctions and gut barrier under normal conditions and during mucosal inflammation. The authors 
focus on a key actin-binding protein, cortactin, and investigated the effects of cortactin deficiency in vitro and 
in vivo. Overall, this is a well-designed and carefully executed study that yields novel, interesting and 
unexpected data. The described effects are robust and consistent. However, the present manuscript has 
some problems with data analysis and presentation that should be addressed in order to increase general 
impact of this study.  
 
Comments:  
 
1. The authors report that cortactin deficiency results in multiple changes in expression of AJ/TJ proteins and 
cytoskeletal regulators (ROCK). Although the presented immunoblotting images are pretty convincing, it is 
important to perform their densitometry and statistical analysis. Bar graphs with such analysis should be 
added to Figs. 1, 4 and 5.  
2. Figure 2B. Please modify the picture with body weight loss. Break the OY axis to expand the visibility of the 
effects.  
3. Figure 2D, E. The presented histology images are difficult to view and interpret. First, I would recommend 
moving the low-magnification ‘swiss roles’ to supplemental data and to show bigger images of selected areas 
and even higher magnification inserts that would better illustrate the described effects of cortactin deletion in 
normal and inflamed intestinal mucosa. Finally, the authors should analyze/quantify tissue injury at H&E 
images and present the Tissue Injury Index.  
4. Given dramatic alteration in the actin cytoskeleton in cortactin-depleted Caco2 cells, it would be important 
to show architecture of the perijunctional actin cytoskeleton in intestinal mucosa of control and cortactin-
deficient animals.  
5. Figure 5A. Since this Figure shows an important conversion of perijunctional F-actin bundles into stress 
fibers in cortactin-deficient Caco-2 cells, special care should be taken to ensure that the presented images 
demonstrate the same areas in control and cortactin depleted cells. The best way would be to show 
colocalization of F-actin with ZO-1 in both cell types.  
6. Effects of cortactin depletion on proliferation of Caco2 cell monolayers should be included in the results 
section.  
7. Since upregulation of ROCK expression represents a non-canonical effect of cortactin depletion, this effect 
should be emphasized and properly discussed. Are there any data on the roles of cortactin in regulating 
intracellular signaling/gene expression?  
8. The reported changes in crypt size in cortactin-deficient mice is interesting, but this cannon be interpreted 
as altered cell polarity.  
9. Are there any in vivo data regarding the effects of Rho-ROCK signaling on the structure and permeability 
of the intestinal barrier in vivo?  
 
 
Reviewer: 2  
 
Comments to the Author: 
  
This study investigates the impact of cortactin deficiency on intestinal epithelial barrier assembly and function. 
The integrity and dynamics of apical tight and adherens junctions in intestinal epithelia are highly dependent 
on the associated actin cytoskeleton and actin-binding proteins. The authors provide compelling and 
functionally significant evidence that cortactin deficiency results in increased actomyosin contractility, 
increased barrier permeability and heightened susceptibility to experimental DSS colitis in a murine model. 
Moreover, cortactin expression and localization is altered in tissue from IBD patients, highlighting the clinical 
relevance of these findings. Overall, this is a very well written and comprehensive study that defines an 
important advance in our understanding of actin cytoskeleton dynamics at mucosal apical junctions in health 
and disease.  
 
1. In the DSS model of colitis, the authors contend that (page 11) that there is an “absence of a significant 
mucosal immune response in the colon likely due to reduced leukocyte extravasation in the absence of 
cortactin”. However they do not provide any quantification or profiling of immune infiltrate in WT and KO mice 
subjected to colitis, other than one representative H&E image. Quantification of immune cells by 
immunohistochemistry or profiling by flow cytometry analysis needs to be included to support this statement.  
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2. Related to point 1, the neutrophil transmigration data outlined in Fig. 6 appears to be at odds with the 
authors’ argument for reduced leukocyte extravasation and decreased immune cell recruitment.  
 
3. Ki67 staining in Fig. 1F nicely demonstrates increased proliferative populations in ‘healthy’ cortactin-KO 
colonic crypts. Have the authors analyzed Ki67 staining patterns in DSS-treated mice? It would be interesting 
to know if this pro-proliferative phenotype extends to stressed colitic mucosa with cortactin deficiency.  
 
4. Given the marked effect of cortactin knockdown/knockout on ROCK1 expression and MLC 
phosphorylation, have the authors considered profiling RhoA activity?  
 
5. The authors mention that Caco-2 cortactin knockdown cells grow faster and lose contact inhibition 
(overgrow as a monolayer). What is the increased rate of proliferation relative to shRNA controls? Do they 
reach establish confluence significantly sooner? It might be prudent to include this interesting observation, 
even as supplementary data.  
 
6. The cortactin-KO goblet cell hyperplasia and mucus deposition described in Fig 2E is particularly intriguing, 
and appears in striking contrast to the WT DSS colonic sections. While I agree that analysis of the mucin 
profile of these animals should be the subject of independent study, the authors might consider more 
accurately quantifying this phenotype in multiple tissue sections. Is this altered goblet cell phenotype also 
observed at baseline in these mice? Considering the increased basal epithelial permeability, augmented 
mucus production may be a candidate compensatory mechanism for barrier protection and exclusion of 
commensal bacteria in unchallenged cortactin KO mice.  
 
7. On a similar note, is there anything known about the gut microbial profile of cortactin knockout mice?  
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