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Resumen 

La destrucción del epitelio intestinal en las enfermedades inflamatorias intestinales se debe 

a una combinación de factores genéticos y ambientales que desequilibran la proliferación y 

la muerte de las células epiteliales (Maloy et al, 2011; Zhang y Li, 2014; Neurath, 2014). Las 

células secretoras se encargan del mantenimiento de la homeostasis epitelial en condiciones 

de salud (Shroyer et al, 2007). Sin embargo, no se entiende ni su función ni su regulación en 

las enfermedades inflamatorias intestinales. En esta investigación se muestra que el número 

de células CgA+ y Tuft son reguladas por las citocinas proinflamatorias IFNɣ y TNFα en la 

colitis inducida con DSS. Las citocinas activaron la vía PI3K/Akt y la autofagia dependiente 

de mTORC1 en el colon de los ratones. En conjunto, estas vías incrementaron la expresión 

de Cromogranina A y la población las células positivas a este marcador. La inhibición de la 

autofagia disminuyó la presencia de las células CgA+ y Tuft aumentando la severidad de la 

colitis. Estos resultados sugieren que la autofagia participa en la reparación epitelial durante 

la inflamación intestinal a través de la modulación de las poblaciones de células secretoras. 

 

Abstract 

Intestinal epithelial disruption during inflammatory bowel diseases encompasses several 

genetic and environmental factors affecting intestinal proliferation and apoptosis (Maloy et 

al, 2011; Zhang y Li, 2014; Neurath, 2014). Secretory lineage is involved on epithelial 

homeostasis (Shroyer et al, 2007) but its function and regulation are not well understood 

during IBD. Here, is shown that CgA+ cells and Tuft are controlled by proinflammatory 

cytokines IFNɣ and TNFα during DSS-mediated colitis. Cytokines activated PI3K/Akt 

signaling axis and mTORC1-dependent autophagy on mice´s colonic mucosa. Together, 

autophagy and Akt activation increased Chromogranin A synthesis and population positive 

to this marker. Autophagy inhibition decreased Tuft and CgA+ lineages increasing colitis 

severity. Together, these results suggest a role of autophagy in epithelial repair during colitis 

through secretory lineage modulation. 
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1.1 El intestino  

El intestino es un tubo que se extiende desde el estómago hasta el ano y se encarga de 

absorber los nutrientes, el agua y los iones que el cuerpo necesita (van der Flier and Clevers, 

2009; Kiela et al, 2016) y combina sus desechos con los generados en otros órganos y los 

excreta. El intestino es el órgano endócrino más grande del cuerpo (Ahlman y Nilsson; 2001) 

y el sitio donde se establece la tolerancia inmunológica a los nutrientes y los antígenos 

inofensivos (Chistiakov et al, 2014; Mowat, 2018). Para su estudio, se divide en dos grandes 

regiones: el intestino delgado y el intestino grueso.    

 

El intestino delgado culmina la transformación de los nutrientes en unidades simples y los 

absorbe (Kiela et al, 2016). Se divide, a su vez, en el duodeno, yeyuno e íleon (Collins y 

Badireddy, 2019). El duodeno recibe al quimo proveniente del estómago y lo mezcla con las 

enzimas pancreáticas y sales biliares para terminar su digestión (Kong et al, 2018; Collins y 

Badireddy, 2019). El yeyuno se encarga de la absorber los nutrientes simples; es decir, 

carbohidratos, aminoácidos y ácidos grasos. Para ello cuenta con pliegues circulares 

recubiertos de microvellosidades que incrementan su superficie de absorción hasta 600 veces 

(Kiela et al, 2016; Kong et al, 2018; Collins y Badireddy, 2019). El íleon es el fragmento 

final del intestino delgado. Absorbe los nutrientes que superan la capacidad del yeyuno 

(Collins y Badireddy, 2019), especialmente la Vitamina B12 (Kiela et al, 2016) y las sales 

biliares (Kumar et al, 2004; Ross et al, 2007; Kierszenbaum et al, 2007; Kong et al, 2018; 

Collins y Badireddy, 2019). 

 

El intestino grueso se encarga de absorber el agua y las vitaminas de las heces, así como 

compactarlas (Kiela et al, 2016; Kahai, 2018; Azzouz y Sharma, 2018). Está conformado por 

el ciego, apéndice, colon, recto y termina en el ano (Kahai, 2018). El ciego es el encargado 

de recibir el material de difícil digestión y culminarla. También absorbe los electrolitos, 

principalmente Na+ y K+ (Kiela et al, 2016). La función del apéndice vermiforme es 

desconocida, pero se ha relacionado con actividades linfáticas, endócrinas, de regulación del 

sistema inmunológico (Zahid, 2004) y de la biota circundante (Guinane et al, 2013) así como 

digestivas en los lactantes. El colon es la región más larga del intestino grueso. Reabsorbe el 

agua de los deshechos y los compacta. Es el sitio donde las bacterias comensales tienen 



- 3 - 
 

contacto con las heces y algunos de sus metabolitos, como las vitaminas, son absorbidos 

(Kumar, 2004; Ross et al, 2007; Kierszenbaum et al, 2007). 

 

1.2 Características histológicas del intestino   

El intestino se compone por la capa mucosa, la submucosa, la capa muscular y la serosa 

(Figura 1; Kumar et al, 2004; Ross et al, 2007; Kierszenbaum et al, 2007; Rao y Wang, 

2010). 

 

 
Figura 1. Histología del intestino. El intestino está compuesto por la mucosa, la submucosa, la 

capa muscular y la serosa. Tomado y modificado de Betts et al, 2019. 

 

 

1.2.1 La capa mucosa 

La mucosa se compone de un epitelio columnar simple que descansa sobre una capa de tejido 

conjuntivo denominada Lamina propria que soporta al epitelio (Rao y Wang, 2010). El 

epitelio es semipermeable, separa el medio externo del interior del organismo y absorbe los 

nutrientes (Jankowski et al, 1994). La mucosa está delimitada por una capa delgada de 

musculo liso llamado Muscularis mucosae que mantiene a toda la capa en un estado de 
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“agitación suave” que promueve el contacto del epitelio con el contenido luminal (Young et 

al, 2013). 

 

1.2.2 La capa submucosa 

La submucosa es la encargada de “alimentar” a las capas circundantes y drenar sus desechos 

pues contiene a los vasos sanguíneos y a los vasos linfáticos (Rao y Wang, 2010). Además, 

es el sitio donde se encuentran el plexo nervioso de la submucosa, o plexo de Meissner 

encargado de sensar el lumen intestinal, regular el flujo de sangre y las secreciones epiteliales 

(Nezami y Srinivasan, 2010). Todos estos componentes se encuentran embebidos en tejido 

conectivo. 

 

1.2.3 La capa muscular  

La túnica muscular está compuesta por dos capas de tejido muscular.  La interna envuelve al 

intestino circularmente y permite su constricción. Las fibras externas recubren al intestino 

longitudinalmente originando el movimiento de “relajación y elongación”. Ambas capas 

están adheridas por una red de nervios que coordinan ambos movimientos y favorecen el 

flujo del contenido luminar en dirección proximal-distal (Azzouz y Sharma, 2018). 

 

1.2.4 La capa serosa 

La serosa es una capa de epitelio plano simple también llamado mesotelio que recubre al 

intestino en su cara externa, está soportado por una capa delgada de tejido conjuntivo que 

contiene vasos sanguíneos y nervios. El mesotelio secreta un líquido lubricante que 

disminuye la fricción entre las vísceras (Collins y Badireddy, 2019). 

 

1.3 Organización estructural del intestino  

La superficie intestinal consiste de la repetición seriada de  su unidad funcional: el eje cripta-

vellosidad en el intestino delgado y la cripta en el intestino grueso. Estas estructuras otorgan 

las propiedades necesarias para que el intestino lleve a cabo sus funciones (Barker, 2014). 
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1.3.1 Las criptas de Lieberkühn 

Las glándulas intestinales también conocidas como criptas de Lieberkühn son el resultado de 

la invaginación del epitelio hacia la Lamina propria de la mucosa (Figura 2a). En estas 

estructuras se lleva a cabo la auto renovación del epitelio intestinal pues en el fondo se 

encuentran las células troncales columnares CTC (Clevers, 2013; Barker, 2014; Gehart y 

Clevers, 2018).  

En el intestino delgado la superficie luminal de las criptas se proyecta hacia la luz para la 

formación de vellosidades. En el intestino grueso esto no sucede y las criptas se unen entre 

sí a través de una superficie luminal plana (Figura 2a; Barker, 2014, Gehart y Clevers, 2018). 

 

1.3.2 Las vellosidades del intestino delgado 

La capa mucosa y la submucosa del intestino delgado se proyectan simultáneamente hacia la 

luz intestinal para formar vellosidades digitiformes (Figura 2b) que aumentan la superficie 

de absorción intestinal (Barker, 2014) hasta 30 veces (Kiela et al, 2016), y cuya base está 

rodeada por al menos seis criptas (Barker, 2014). El intestino grueso no requiere de una gran 

superficie de absorción para captar el agua y los iones; por lo tanto, carece de vellosidades 

(Clevers, 2013; Barker, 2014). 
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Figura 2. Micrografía electrónica de las estructuras intestinales. a) En el intestino grueso las 

criptas de Lieberkühn se unen entre sí por una superficie luminar plana. b) El intestino delgado 

cuenta con vellosidades digitiformes rodeadas por, al menos, seis criptas de Lieberkühn. Tomada y 

modificada de Barker, 2014. 

 

1.4 El epitelio intestinal 

El epitelio intestinal es una monocapa de células que conforman una barrera física y 

bioquímica que regula el movimiento de moléculas y partículas de la luz intestinal al interior 

del organismo (Figura 3; Groschwitz et al, 2009; Peterson et al, 2014). Las células que 

componen a la barrera intestinal son del tipo epitelial columnar (Kong et al, 2018). Su 

membrana plasmática se considera polarizada porque poseen una región apical y una 

basolateral con características moleculares distintas. De acuerdo con el segmento del 

intestino, tienen un borde en cepillo en la cara apical para aumentar la superficie de absorción 

(Schneeberger et al, 2018). El espacio entre las células epiteliales debe mantenerse sellado 

para que la barrera intestinal sea funcional. Las uniones intercelulares son los puntos de 

contacto entre las células y son responsables de sellar el espacio intercelular. Estos puntos de 

contacto están integrados por las uniones estrechas, las uniones adherentes y los desmosomas 

(Groschwitz et al, 2009; Turner, 2009; Schneeberger et al, 2018). 
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Figura 3. El epitelio intestinal. El epitelio es monocapa que funciona como una barrera 

semipermeable que permite el paso de agua, iones y nutrientes y mantiene fuera del cuerpo a 

microorganismos y moléculas dañinas. Tomado y modificado de Maynard et al, 2012. 

 

Como se muestra en la Figura 4, el epitelio del intestino grueso está compuesto por diversas 

estirpes celulares que pertenecen al linaje de absorción o al secretor. El primer grupo está 

representado únicamente por los enterocitos mientras al segundo grupo lo conforman las 

células de Goblet, las Tuft y las enteroendócrinas (CEE) (Gerbe, 2012; Clevers, 2013). 
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Figura 4. Los linajes celulares del epitelio del intestino grueso. En el fondo de la cripta se 

encuentran las células troncales columnares (CTCs) que dan lugar a los colonocitos, las células 

Tuft, las Goblet y las enteroendócrinas. En rojo se presentan las células que pertenecen al linaje 

secretor y en verde al linaje de absorción. Tomado y modificado de Gerbe, 2012. 

 

1.4.1 Los enterocitos 

Los enterocitos son el linaje celular más abundante en el epitelio intestinal pues comprenden 

hasta el 90% del total de células (Umar, 2010; Noah et al, 2011); por lo tanto, son el principal 

componente de la barrera epitelial. En el intestino grueso se conocen como coloncitos (Noah 

et al, 2011). Estas células son responsables del transporte transcelular de iones, agua, 

nutrientes y vitaminas al interior del organismo (Miron y Cristea, 2012), y lo hacen mediante 

fagocitosis o pinocitosis (Takashima et al, 2013). Morfológicamente los enterocitos son 

células epiteliales cilíndricas simples (Kong et al, 2018). Su núcleo es basal ovalado y tiene 

vellosidades apicales “en cepillo” que aumentan su superficie de absorción (Noah et al, 

2011). 
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1.4.2 Las células de Goblet 

Las células de Goblet o caliciformes por su forma de cáliz tienen un núcleo basal y ovalado, 

y un polo apical con grandes cantidades de gránulos de secreción. En la membrana apical 

contiene micro vellosidades (Freeman, 1962; Kim y Ho, 2010). Sintetizan y secretan 

glicoproteínas de alto peso molecular llamadas mucinas, principalmente MUC2. Este “moco” 

recubre la superficie luminal del epitelio y, debido a su alta densidad, evita la colonización 

del epitelio por microorganismos y lo protege del daño químico y mecánico generado por el 

contenido luminal y la motilidad intestinal (Specian y Oliver, 1991; Noah et al, 2011; Gerbe, 

2012). La cantidad de células caliciformes del intestino incrementa en dirección proximal-

distal. Se estima componen del 10 al 15% del epitelio del intestino delgado y pueden alcanzar 

hasta el 50% en el colon (Noah et al, 2011). Se ha observado que estas células capturan 

antígenos de la luz intestinal y los entregan a las células dendríticas presentadoras de 

antígenos (CD) (McDole et al, 2012). Además, son capaces de producir y secretar citocinas 

y quimiocinas que regulan al sistema inmune y estimulan la división de las células troncales 

del epitelio (Knoop KA y Newberry, 2018). 

 

1.4.3 Las células Tuft  

Las células Tuft sólo representan el 0.4% de la población total del epitelio intestinal (Gerbe 

et al, 2012). Su morfología resalta del resto de los linajes pues parecen enterocitos alargados 

y ovalados dotados de un “penacho” de microvellosidades en su membrana apical conectado 

a un sistema túbulo-vesicular (Gerbe et al, 2016). Se ha demostrado que la invasión intestinal 

por helmintos estimula a estas células a producir y secretar IL-25 (Von Moltke et al, 2016). 

Esto ocasiona que las células linfoides innatas tipo 2 (ILC2) de la mucosa secreten IL-4 e IL-

13. Estas citocinas estimulan a las células troncales para amplificar el linaje de Goblet y a las 

mismas Tuft. (Von Moltke et al, 2016; Howitt et al, 2016; Schneider et al, 2018). 

 

1.4.4 Las células enteroendócrinas 

Las células enteroendócrinas (CEEs) son las responsables de producir, almacenar y secretar 

hormonas (Sternini et al, 2008; Worthington et al, 2018). Esta estirpe comprende menos del 

1% de la población total del epitelio intestinal e incrementa su frecuencia a medida que se 

avanza hacia la porción distal (Figura 5; Sternini et al, 2008; Worthington et al, 2018). A 
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pesar de ello, el intestino es el órgano endocrino más grande del cuerpo (Ahlman et al, 2001).  

Las células enteroendócrinas pueden ser abiertas o cerradas; es decir, que proyectan sus 

micro vellosidades hacia la luz intestinal o que carecen ellas. Las células abiertas responden 

a moléculas o iones presentes en el lumen intestinal; las cerradas responden indirectamente 

a través de mensajes químicos (Sternini et al, 2008;  Gunawardene et al, 2011; Latorre et al 

2016). 

Debido a que las células enteroendócrinas poseen vesículas de secreción cargadas con 

distintas sustancias se creó un sistema de clasificación basado en su contenido (Gribble y 

Reimann, 2015). En el colon podemos encontrar a las células enterocromafines (CECs), a las 

Delta (CDls) y L (CLs) (Sternini et al, 2008;  Gunawardene et al, 2011; Worthington et al, 

2018). Sin embargo, podría sólo existir un tipo de célula enteroendócrina con la plasticidad 

para expresar distintas hormonas dependiendo su “edad” y posición en el epitelio como lo 

demuestra el estudio del seguimiento en tiempo real de la diferenciación de las células 

positivas a Neurogenina 3 (Ngn3) (Gehart et al; 2019). 
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Figura 5. Distribución de las células enteroendócrinas en el intestino grueso. Las células 

enterocromafines (ECs) son las más abundantes en el intestino grueso. Las células L incrementan en 

dirección proximal distal y las células Delta (D) son las menos frecuentes. Tomado y modificado de 

Gunawardene et al, 2011. 

 

1.4.4.1 Las células enterocromafines 

Son la clase más abundante de células enteroendócrinas pues, de acuerdo a la región del 

colon, representan entre el 45 y 75% de esta población en el intestino grueso (Gunawardene 

et al, 2011). Se ubican principalmente en el tercio inferior de la cripta intestinal. Sus gránulos 

están compuestos de Cromogranina A (CgA), sinaptofisina y serotonina (5-HT). Su principal 

secreción es la serotonina que controla el apetito y la motilidad intestinal (Sternini et al, 2008;  

Gunawardene et al, 2011; Coates et al, 2004; Worthington et al, 2018). Las células 

enterocromafines poseen una forma de neurona: son triangulares, piramidales o ahusadas y 

tienen proyecciones polares de su citoplasma similares a dendritas.  Estas células también 

contienen grandes cantidades de vesículas de secreción en todo su citoplasma, y un núcleo 

redondo u ovalado (Kuramoto et al, 2007; Gunawardene et al, 2011). 
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1.4.4.2 Células L  

Tienen forma de botella o frasco, y poseen una proyección del citoplasma hacia el lumen 

intestinal con grandes cantidades de micro vellosidades (Gunawardene et al, 2011). 

Constituyen el 14% de las CEE en el intestino grueso y pueden encontrarse en cualquier 

región de la cripta intestinal, pero son más frecuentes en la base. Sus gránulos poseen 

somatostatina, CgA, péptido YY (PYY), GLP-1, GLP-2, oxintomodulina y glicentina   

(Gunawardene et al, 2011).  Secretan PYY y oxintomodulina para inhibir el hambre,  vaciado 

estomacal y motilidad intestinal; GLP-1 para promover la liberación de insulina en el 

páncreas; además de GLP-2 y glicentina para estimular la proliferación de los enterocitos y 

prevenir la apoptosis (Gunawardene et al, 2011; Coate et al, 2004). 

 

1.4.4.3 Las células D 

Las células Delta constituyen menos del 3% de células enteroendócrinas en el colon. Las 

células D son ahusadas. Poseen una extensión apical del citoplasma larga y una corta en la 

región basal (Gunawardene et al, 2011). Sus gránulos poseen sinaptofisina y somatostatina. 

Secretan somatostatina para estimular el peristaltismo, además funciona como inhibidora de 

la secreción de protones en el estómago y de la insulina en el páncreas (Gunawardene et al, 

2011; Coate et al, 2014). 

 

1.5 La homeostasis del epitelio intestinal 

El epitelio intestinal debe mantenerse intacto para realizar sus funciones correctamente; es 

decir, debe encontrarse en un estado de homeostasis (Maloy y Powrie, 2011). Para lograrlo, 

debe existir un delicado equilibrio entre la proliferación, la diferenciación (van der Flier y 

Clevers, 2009) y la muerte celular (Negroni et al, 2015), a través de un proceso denominado 

auto renovación del epitelio intestinal (Barker, 2014). Cuando este mecanismo falla se pierde 

la homeostasis y se desarrollan patologías como las enfermedades inflamatorias intestinales 

(Maloy y Powrie, 2011; Okumura y Takeda, 2017; Kim y Cheon, 2017). 

La renovación del epitelio intestinal inicia en la base de la cripta, donde se encuentra el nicho 

de las células troncales columnares (CTCs) (Yen y Wright, 2006) que expresan genes de las 

vías de señalización WNT y Notch (Muñoz et al, 2012) mientras que, inversamente, 

presentan inhibición de la vía BMP (Kosinski et al, 2007). Esto permite que las CTCs tengan 
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la capacidad de dividirse. El microambiente que rodea, y controla, a este nicho de células es 

gobernado por las citocinas secretadas por los fibroblastos (Powell et al, 1999) y el músculo 

liso de la mucosa (Kosinski et al, 2007).  

Las CTCs se dividen cada 24 horas originando: a) células troncales, que mantienen al nicho 

pluripotencial, y b) células de amplificación en tránsito o CAT (Yen et al, 2006; Barker, 

2014). Estas últimas se dividen de 4-5 veces más (Figura 6a) mientras se comprometen con 

alguno de los linajes del epitelio (Figura 6b; Van der Flier and Clevers, 2009; Barker, 2014; 

Gerbe et al, 2016). Las células del tercio superior de la cripta se encuentran diferenciadas y 

llevan a cabo las funciones descritas en el apartado anterior. Al alcanzar la superficie de la 

cripta entran en un proceso de muerte celular programada y descamación denominada anoikis 

(Figura 6a; Dufour et al, 2004).  

 
Figura 6. La auto renovación epitelial del intestino grueso. a) Las células troncales de la base de 

la cripta intestinal se dividen y originan a las células de amplificación en tránsito en el tercio 

inferior de la cripta. b) Posteriormente, las células AT se diferencian en cada uno de los linajes del 

epitelio: enterocitos, células enteroendócrinas, Tuft y de Goblet. El proceso de recambio celular 

tarda entre 5 y 7 días en el colon. Tomado y modificado de Barker, 2014. 
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1.6 La especialización de las células del epitelio intestinal 

Cuando el receptor Notch de una CAT se asocia con su ligando, presente en las células 

adyacentes (van der Flier and Clevers, 2009), su dominio intracelular se corta y viaja al 

núcleo. Ahí actúa como cofactor de transcripción de los genes de la familia Hairy and 

enhancer Split (Hes) principalmente de Hes1 (Tamura et al, 1995; Philpott and Winton, 

2014). La expresión de esta proteína inhibe la transcripción de Atoh1/Math1 ocasionando 

que la célula se convierta en un enterocito (Shroyer et al, 2007; Philpott and Winton, 2014). 

Cuando una célula se desensibiliza a la señalización de Notch no hay transcripción de Hes y 

Math1 se expresa. Entonces la célula se compromete con el linaje secretor. Se sospecha que 

esto se debe a la retroalimentación negativa originada por la fuerte expresión de Delta-like 

ligand 1 Dll1 (Philpott y Winton, 2014). Una vez que la célula forma parte de la estirpe 

secretora puede convertirse en una célula enteroendócrina, al expresar Ngn3, Pdx1, Beta2, 

Pax4 y Pax6; una Tuft, si expresa Pou2f (Gerbe y Jay, 2016); o una Goblet, expresando Gfi1, 

Spdef y Klf4 (Shroyer et al, 2005). Figura 7.  

 

La diferenciación de una célula de amplificación en tránsito en alguno de los linajes 

intestinales se considera un proceso meramente estocástico; sin embrago, existen evidencias 

de que el microambiente generado por la interacción entre el epitelio y su entorno es el que 

dicta el destino celular. 
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Figura 7. Genes que controlan la diferenciación de los linajes celulares del epitelio intestinal. 

La activación de Notch provoca la expresión de Hes1 y las células troncales columnares (CTCs) se 

diferencian en enterocitos. Cuando se apaga la vía Notch se bloquea Hes1 y se expresa 

Atoh1/Math1 comprometiendo a la célula con el linaje secretor.  Dll1 es un marcador de células 

progenitoras secretoras Gfi1 inhibe la expresión de Ngn3 y permite la diferenciación de las células 

de Goblet y Paneth que al final expresan Klf4 y Sox9 respectivamente. La maduración de las 

células enteroendócrinas requiere de Ngn3 y las células Tuft de Pou2f3. El mantenimiento de la 

línea troncal se debe a la activación de los genes relacionados con las vías WNT y Notch. Tomado y 

modificado de Gerbe, 2016. 

 

1.7 Las enfermedades inflamatorias intestinales 

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EIIs) son un grupo de padecimientos idiopáticos 

(Ko y Auyeung et al, 2014) que afecta al 0.4 % de la población europea y americana 

(Beaugerie y Itzkowitz, 2015) siendo la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerativa 

(CU) las manifestaciones más comunes (Rubin et al, 2012). Su principal característica es la 

inflamación intestinal crónica recidiva (Loddo y Romano, 2015). 
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La inflamación se limita al intestino grueso en la colitis ulcerativa. Empieza en el recto y se 

expande uniformemente y en sentido proximal. Frecuentemente alcanza la región apéndice-

cecal. En contraste, la enfermedad de Crohn afecta a cualquier parte del tubo digestivo, 

principalmente el íleon y la región perianal. Las lesiones no son continuas y comúnmente se 

observa estenosis, aparición de abscesos y fistulas. Histológicamente la colitis ulcerosa 

provoca una inflamación que se limita a la mucosa y submucosa intestinal. En la enfermedad 

de Crohn la submucosa se adelgaza, hay inflamación transmural, fisuras, ulceraciones y 

granulomas no caseosos (Khor et al, 2011). 

 

El síntoma característico de estas enfermedades es la diarrea mucosa y sanguinolenta 

acompañada de dolor abdominal (Kim y Cheon, 2017). A mediano plazo puede complicarse 

con infecciones bacterianas severas (Sonnenberg, 2008) y anemia (Rogler y Vavricka, 2014) 

que abaten la calidad de vida de los pacientes. Se ha demostrado que el microambiente 

inflamatorio generado durante el curso de las EIIs representa, entre otros factores, un riesgo 

importante para el desarrollo de cáncer asociado a colitis (Triantafillidis et al, 2009; 

Beaugerie et al, 2015; Axelrad et al, 2016) siendo las principales manifestaciones de esta 

patología el cáncer colorrectal, el adenocarcinoma de intestino delgado, el linfoma intestinal, 

el cáncer anal y el colangiocarcinoma (Beaugerie et al, 2015). 

 

1.7.1 Patogénesis de las enfermedades inflamatorias intestinales 

La etiología de estos trastornos no se entiende por completo; sin embargo, todos presentan la 

disrupción del epitelio intestinal (Maloy et al, 2011) asociada a la combinación de factores 

genéticos y ambientales (Zhang y Li, 2014; Neurath, 2014). Respecto a los factores genéticos 

se han encontrado mutaciones en genes relacionados a la producción de péptidos 

antimicrobianos, a la autofagia, citocinas y quimiocinas. Los factores ambientales con mayor 

impacto en el desarrollo de la enfermedad son la microbiota, la dieta, infecciones, el estrés, 

el uso de antiinflamatorios no esteroideos, la apendicetomía, fumar y los antibióticos 

(Neurath, 2014). 

 

La combinación de los factores genéticos y ambientales inicia la disrupción del epitelio 

intestinal. Entonces, los antígenos de la luz intestinal se translocan al tejido. La respuesta 
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aberrante y exagerada del sistema inmune causa un proceso inflamatorio agudo y subclínico. 

Cuando este proceso no se resuelve, se establece una inflamación crónica (Figura 8; Neurath, 

2014). 

 
Figura 8. Patogénesis de las enfermedades inflamatorias intestinales. En la etapa I, la 

combinación de factores genéticos y ambientales ocasiona la ruptura de la barrera intestinal y la 

traslocación de productos microbianos. En la etapa II se activa el sistema inmunológico para lidiar 

con los agentes extraños y se resuelve en la etapa III o se convierte en una inflamación crónica que, 

en la etapa IV, manifiesta todas sus complicaciones. Tomado y modificado de Neurath, 2014. 
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1.7.2 Las citocinas en las enfermedades inflamatorias intestinales 

Mientras gran parte de los genes relacionados al desarrollo de las enfermedades inflamatorias 

intestinales han sido descubiertos por medio de los estudios de asociación del genoma o 

GWAS (Khor et al, 2011; Van Limbergen, 2014); la importancia y función de las citocinas 

se ha investigado mediante su depleción o bloqueo con anticuerpos en pacientes y modelos 

animales (Neurath 2014). En la Figura 9 se resumen las principales citocinas liberadas 

durante la inflamación intestinal, su fuente y su impacto en la enfermedad. 
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1.8 La vía de señalización PI3K/Akt 

La unión de un receptor tirosin cinasa (RTK) con su ligando ocasiona su dimerización y 

autofosforilación.  El RTK activa a PI3K. Esta cinasa convierte el fosfatidil inositol bifosfato 

(PIP2) membranal en PIP3 (Vivanco y Sawyers, 2002).  La concentración de PIP3 

membranal es regulada por la fosfatasa PTEN que lo transforma en PIP2. La fosforilación de 

PTEN inactiva a esta enzima y provoca el aumento en la concentración de PIP3 membranal 

y la consecuente unión de las proteínas con dominio de Plecstrina (PH) a los parches 

membranales ricos en esa molécula. La cinasa de serinas y treoninas Akt es una de estas 

proteínas y al anclarse a la membrana mTORC2 (PDK2) la fosforila en la serina 473. Esta 

modificación cambia la conformación de la molécula exponiendo su dominio catalítico y 

aumentando su actividad diez veces (Sarvassov et al, 2005). Finalmente, PDK1, otra 

molécula con dominio PH, fosforila a Akt en la treonina 308 e incrementa aún más su 

actividad catalítica (Vivanco y Sawyers, 2002) (Figura 10). Estos cambios provocan que Akt 

fosforile a sus blancos y a través de ellos controle procesos celulares indispensables como: 

• La sobrevivencia, a través de la fosforilación de FoxO1. 

• La proliferación celular, por la fosforilación de β-catenina además de p27 y PRAS40-

TSC1/2 que inhiben a mTORC1. 

• La progresión del ciclo celular, a través de GSK3β.  

• El metabolismo de la glucosa y aminoácidos, por medio de AS160 y PRAS40-

TSC1/2 que inhiben a mTORC1. 

• El crecimiento celular, gracias a PRAS40 y TSC1/2, que inhiben a mTORC1. 

• La autofagia, por Beclina, PRAS40 y TSC1/2, que inhiben a mTORC1. 
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1.9 La autofagia 

La autofagia es el proceso de digestión lisosomal que sufren proteínas y organelos 

intracelulares marcados. Su función es proveer nutrientes para la realización de funciones 

vitales. Este mecanismo se dispara en respuesta a distintas formas de estrés celular como la 

falta de nutrientes, la ausencia de factores de crecimiento, infecciones e hipoxia entre otras. 

Además, es considerado un sistema de protección pues se encarga de eliminar el material 

citosólico potencialmente dañino para la célula como mitocondrias dañadas o proteínas 

agregadas. Por lo tanto, un proceso de autofagia ineficaz puede originar desordenes 

neurodegenerativos, cáncer, susceptibilidad a infecciones y diabetes (Dikic y Elazar, 2018). 

Recientemente se ha observado que el proceso de autofagia es específico para cada uno de 

los componentes a degradar pues los receptores a autofagia reconocen distintas moléculas y 

son activados con una señalización distinta (Deng et al; 2017).  

 

La autofagia es un proceso que tiene distintas etapas: Iniciación, nucleación del fagóforo, 

secuestro de la carga y elongación, sellado del autofagosoma, maduración y fusión con 

lisosomas y digestión del contenido (Figura 11). En cada fase participan distintas proteínas 

que pueden ser utilizadas como marcadores específicos de las distintas etapas de la autofagia. 

Los marcadores más comunes son: 

 

-LC3. Forma parte de la familia ATG. Cuando el fagóforo está en expansión, LC3 es 

conjugado con la fosfatidiletanolamina de la membrana para funcionar como un sitio de 

anclaje para los elementos a reciclar. 

-Atg5. Forma parte del complejo ATG12-ATG5-ATG16L que, a través de ATG3, aumenta 

la conjugación de la familia ATG8 (LC3) con la fosfatidiletanolamina del fagóforo durante 

su elongación. 

-p62. Junto a LC3 funciona como un sitio de anclaje para los elementos que se reciclan. 
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2. Objetivos 
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2.1 Justificación 

La disrupción del epitelio intestinal en las enfermedades inflamatorias intestinales se debe a 

una combinación de factores genéticos y ambientales que, entre otros efectos, incrementan 

la concentración de citocinas proinflamatorias como el  IFNɣ y el TNFα que alteran la 

proliferación y la muerte de las células epiteliales y provocan la pérdida de la homeostasis 

intestinal (Maloy et al, 2011; Zhang y Li, 2014; Neurath, 2014). Las células secretoras 

participan en el mantenimiento de la homeostasis epitelial (Shroyer et al, 2007); sin embargo, 

no se entiende su función ni su regulación en las enfermedades inflamatorias intestinales.   

 

2.2 Hipótesis 

Las células Tuft y CgA+ del epitelio del colon incrementan durante la inflamación intestinal 

a través de un mecanismo controlado por las citocinas proinflamatorias IFNɣ y TNFα.  

 

2.3 Objetivo general 

Estudiar la generación las células Tuft y CgA+ del epitelio del colon en la colitis regulada por 

las citocinas proinflamatorias IFNɣ y TNFα. 

 

2.4 Objetivos particulares 

1. Estudiar los cambios en la frecuencia de las células CgA+ y Tuft durante la 

inflamación intestinal. 

2. Investigar si IFNɣ y el TNFα afectan al número de células CgA+ y Tuft en el epitelio 

del colon 

3. Identificar las vías de señalización involucradas en el incremento de las células CgA+ 

y Tuft del epitelio del colon en la inflamación.  
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3. Materiales y 

Métodos 
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3.1 Materiales 

3.1.1 Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados para westernblot e inmunofluorescencia, así como las diluciones 

a las que se usaron se agrupan en la Tabla 1. 

Marca Anticuerpo Dilución WB/IF 

Abcam p-Histone H3 (Ser10) ab32107 1:3000/1:500 

Cell signaling Akt1 #2967 

Atg5 #12994 

Caspasa 1 

NLRP3 

p62 #76955 

pAkt (Thr308) #4056 

pAkt (Ser473) #4060 

pβcatenina (Ser552) #9566 

pGSK3β #5558 

pP70S6K #92065  

pS6 #15967 

1:2000/- 

1:1500/1:500 

1:1000/- 

1:2000/- 

-/1:500 

1:2000/- 

1:2000/- 

1:1500/- 

1:1500/- 

1:2000/- 

1:3000 

Genentex Cromogranina A GTX61391  1:1000/1:500 

Jackson 

Immunoresearch 

AffiniPure contra IgG de cabra, ratón y 

conejo anti-peroxidasa de rabano (HRP). 

1:10000/- 

Millipore LC3 I-II 1:1000/1:500 

Santa cruz β-catenina c-ter sc-7199 

Cromogranina A sc-1488 

DAPI sc-3598 

GAPDH sc32233 

p14-3-3ζ (Ser58)  

PTEN sc-7964  

pPTEN (Ser380/Thr382/383) sc-101789 

1:2000/1:1000 

1:1000/1:750 

-/1:2500 

1:10000/- 

1:1500/1:750 

1:1000/- 

1:1000/1:500 

Thermo Fisher Scientific Alexa Fluor 488, 555 y 647 -/1:2000 

 Tabla 1. Anticuerpos y diluciones. 
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3.1.2 Biológicos 

• Ratones de la cepa C57BL/6J macho de 6 a 8 semanas de edad. Proporcionados por 

el CICUAL del Cinvestav Zacatenco. 

• Células epiteliales Caco-2 de adenocarcinoma de colon de humano. Donación del Dr. 

Michael Schnoor Departamento de Biomedicina molecular. Cinvestav Zacatenco. 

• Células SH-SY5Y de neuroblastoma humano. Donación del Dr. José Segovia Vila. 

Departamento de Fisiología, biofísica y neurociencias. Cinvestav Zacatenco. 

3.1.3 Equipo 

• Crióstato CM1860 (Leica, Nussloch, Germany). 

• Kit mini-PROTEAN Tetra para electroforesis Bio-rad 1658035FC. 

• Microscopio confocal Ziess LSM510. 

• Microscopio de epifluorescencia Zeiss. 

3.1.4 Reactivos 

• 4,6-Diamidino-2-Fenilindol  (DAPI) Santa Cruz sc-3598. 

• Dextran–fluoresceina 10 kDa Thermo Scientific Cat. No. D22911. 

• Dextran sulfato de sodio (DSS) de 40-50 kDa. Affymetrix  9011-18-1. 

• Dimetil sulfóxido (DMSO) estéril. Sigma-Aldrich D2650. 

• Kit de detección de proteínas BCA Thermo Scientific Cat. No.23225. 

3.1.5 Inhibidores  

• Inhibidor AZD8186 donado por Astra Zeneca. 

• Inhibidor AktVIII. Calbiochem. Cat. 124018. 

• Cloroquina Sigma–Aldrich C6628. 

• Cicloheximida. 

3.1.6 Citocinas 

• Interferón gamma recombinante murino. PEPROTECH 315-05. 

• Factor de necrosis tumoral alfa recombinante murino. PEPROTECH 315-01A. 

• Interleucina-1β recombinante murina. PEPROTECH 211-11B. 

• Interferón gamma recombinante de humano PEPROTECH 300-02. 

• Factor de necrosis tumoral alfa recombinante de humano. PEPROTECH.300-01A. 
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3.1.7 Soluciones   

• Formalina neutra 10%. Sigma–Aldrich HT501128. 

• Geles de acrilamida. Gel de separación (10% de acrilamida): 25% de Tris-HCl pH 

8.8 1.5M/SDS 4%; 30% DE acrilamida 30%; 0.1% de persulfato de amonio y 0.01% 

de TEMED. Gel concentrador (5% de acrilamida): 25% de Tris-HCl pH 8.8 1 M/SDS 

4%; 30% de acrilamida 30%; 0.1% de persulfato de amonio y 0.01% de TEMED. 

• PBS. Sigma–Aldrich P5493.                          

• Regulador de lisis (RIPA): 50mM Tris-HCl pH 7.4 (Bio-rad); 150 mM NaCl; 2mM 

EDTA; 1% NP-40; 0.1% SDS en agua bidestilada. Se suplementó con una tableta de 

inhibidores de proteasas (Complete Roche cat. 11697498001) por cada 50 ml de 

solución y con inhibidores de fosfatasas 2 y 3 (Sigma cat. P5726 y P00044) al 1% 

v/v. 

• Regulador de corrimiento para electroforesis: Tris 25mM (Bio-rad); glicina 192mM 

(Bio-rad); persulfato de amonio 0.1% p/v (Bio-rad); TEMED 0.01% v/v (Bio-rad). 

Disuelto en agua destilada. pH 8.3. 

• Regulador de muestra NuPage. Life Technologies. Suplementado con beta-

mercaptoetanol 5% v/v. 

• Regulador de transferencia para electroforesis: Tris 25mM (Bio-rad); glicina 192mM 

(Bio-rad); SDS 0.1% p/v. MetOH 20% v/v. Disuelto en agua destilada. 

• Solución de permeabilización para inmunofluorescencia: Triton x-100 0.25% en 

PBS. 

• Solución de bloqueo para Westernblot: Leche en polvo sin grasa disuelta al 2% en 

TTBS. 

• Solución de bloqueo para inmunofluorescencia: BSA 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) en solución de permeabilización. 

• TTBS: NaCl 150mM, Tris-HCl pH7.4 10mM; Tween-20 0.1% v/v en agua destilada. 
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3.2 Métodos 

3.2.1 Acondicionamiento de los ratones 

Para el tratamiento con citosinas, los ratones fueron recibidos en jaulas con camas de aserrín. 

Tuvieron acceso libre al agua y alimento durante el experimento. El ensayo se inició 

inmediato a su recepción. 

Para el modelo de enfermedad inflamatoria intestinal, los ratones fueron alojados en jaulas 

con camas de aserrín que no fueron cambiadas. Las camas fueron mezcladas después de siete 

días y los ratones separados aleatoriamente en los grupos experimentales. Los ratones 

tuvieron acceso libre al agua y alimento durante el curso del ensayo y se mantuvieron en 

ciclos de luz/obscuridad de doce horas. 

 

3.2.2 Modelo de enfermedad inflamatoria intestinal 

Los ratones recibieron DSS al 3% disuelto en el agua de beber durante 3 días. El grupo control 

bebió el agua sin DSS. Los ratones fueron sacrificados en una cámara de CO2. El intestino 

grueso fue extraído y disecado. El colon medio se recibió en 500 μL de RIPA. El colon distal 

se cortó transversalmente y fue lavado con PBS. Luego se rellenó con O.C.T. para enrollarlo 

en sentido proximal-distal y embeberlo en un criomolde previamente llenado con el mismo 

compuesto.  Las muestras se congelaron a -20°C durante una hora y se guardaron a -80°C 

hasta su uso. Los ratones que fueron tratados con inhibidores bebieron DSS durante 6 días, 

iniciando la administración de las drogas a partir del cuarto día. 

 

3.2.3 Inyección de inhibidores a ratones 

Los ratones que bebieron DSS recibieron una inyección intraperitoneal diaria a partir del 

cuarto día con AZD8186 (5 mg/kg) o AktVIII (2.5 mg/kg) disueltos en 100 μl de DMSO; o 

cloroquina (40mg/kg) disueltos en 100 μl de agua inyectable. Los ratones fueron sacrificados 

el sexto día, tres horas después de recibir la última inyección. El grupo control recibió la 

misma cantidad de inyecciones con 100 μl de DMSO. Los ratones fueron sacrificados en una 

cámara de CO2. El intestino grueso fue extraído y disecado. El colon medio se recibió en 500 

μL de RIPA. El colon distal se cortó transversalmente y fue lavado con PBS. Luego se rellenó 

con O.C.T. para enrollarlo en sentido proximal-distal y embeberlo en un criomolde 
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previamente llenado con el mismo compuesto.  Las muestras se congelaron a -20°C durante 

una hora y se guardaron a -80°C hasta su uso. 

 

3.2.4 Inyección de citocinas a ratones 

Los ratones recibieron una inyección intraperitoneal con las citocinas murinas disueltas en 

100 μl de BSA (0.002% en agua inyectable): IFNɣ (2.5 μg/kg), TNFα (0.5 μg/kg), IL-1β (1 

μg/kg) o la mezcla de IFNɣ/ TNFα. Los animales fueron sacrificados en una cámara de CO2 

después de 2 horas. El colon medio se disecó y se recibió en 500 μL de RIPA analizarlo por 

western blot. La parte distal se procesó para inmunofluorescencia. Se cortó transversalmente 

y fue lavada con PBS. Luego se rellenó con O.C.T. para enrollarla en sentido proximal-distal 

y embeberla en un criomolde previamente llenado con el mismo compuesto.  Las muestras 

se congelaron a -20°C durante una hora y se guardaron a -80 °C hasta su uso. 

3.2.5 Índice de actividad de la enfermedad inflamatoria intestinal 

Los ratones recibieron DSS al 3% disuelto en el agua de beber durante 6 días. A partir del 

cuarto día recibieron una inyección intraperitoneal con DMSO o Cloroquina. El índice de 

actividad de la enfermedad (IAE) se calculó puntuando del 1 al 4 la pérdida de peso, longitud 

del colon, la consistencia de las heces y la presencia de sangre en ellas. Luego de determinar 

cada parámetro por separado, se promediaron los cuatro. Se realizó un análisis estadístico de 

tres experimentos independientes. 

 

3.2.6 Cuantificación de células del epitelio intestinal 

Se identificaron las glándulas intestinales y se contaron las células del eje de la cripta que 

fueron positivas a cada uno de los marcadores. Se analizaron, al menos, cien criptas. Los 

resultados se expresaron en número de células por cripta. 

 

3.2.7 Ensayo de captación de Dextrán por las células epiteliales intestinales 

Los ratones recibieron 1 mg de Dextrán de 10 kDa disuelto en 300 μL de PBS por vía rectal. 

Los animales fueron sacrificados después de 45 minutos.  El colon fue extraído por completo 

y procesado para ser analizado por inmunofluorescencia.  
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3.2.8 Mantenimiento y subcultivo de células Caco2 

Para cosechar las células se retiró el medio nutritivo y la monocapa se lavó con PBS. A 

continuación, se adicionó el volumen de Tripsina necesario para cubrir la monocapa y se 

incubó a 37°C el tiempo suficiente para que las células se disgregaran. La tripsina se inactivó 

con un volumen del medio nutritivo suplementado. Las células requeridas se sembraron en 

una caja de Petri o una botella nueva y se incubaron en una atmosfera húmeda con 5% de 

CO2.  

 

3.2.9 Curva temporal de células Caco 2 estimuladas con citocinas 

Las células Caco2 fueron sembradas hasta alcanzar la confluencia. En ese momento el medio 

se cambió por medio nuevo sin suplementar y la monocapa fue estimulada con IFNɣ (200 

U/ml)/TNFα (100 ng/ml) durante 0, 3, 6, 9, 12 y 24 horas. Al término del experimento se 

retiró el medio de la monocapa y se lavó con PBS. Se adicionó RIPA y se congeló a -20°C.  

 

3.2.10 Tratamiento de células Caco2 con citocinas e inhibidores 

Las células Caco2 fueron sembradas hasta alcanzar la confluencia. En ese momento el medio 

se cambió por medio nuevo sin suplementar conteniendo AZD8186 (500nM); AktVIII 

(4µM); Cloroquina (250 µM) ó Cicloheximida (100 mg/ml). Luego de 15 minutos se 

estimuló con IFNɣ (200 U/ml)/TNFα (100 ng/ml) durante nueve horas. Al término del 

experimento se retiró el medio de la monocapa y se lavó con PBS. Se adicionó RIPA y se 

congeló a -20°C.  

 

3.2.11 Westernblot 

La muestra se descongeló y a partir de ese momento se trabajó en frío. El tejido fue lisado 

con el homogeneizador y luego se sonicó por 15 segundos a una amplitud de 40%. Las células 

fueron sonicadas con 5 pulsos a una amplitud de 40 %.  El lisado fue centrifugado a 12000 

rpm durante diez minutos a 4°C y se colectó el sobrenadante. La concentración de proteína 

se determinó usando el kit BCA siguiendo las instrucciones del fabricante. El sobrenadante 

fue mezclado con regulador NuPage en una proporción 3:1 y esta mezcla calentada a 90°C 

durante 10 minutos.  
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Se cargaron 20 μg de proteína en los pozos de los geles de acrilamida (10%). La electroforesis 

se realizó usando regulador de corrida y fijando el voltaje en 120 V hasta que el frente de 

corrimiento abandonó el gel. El contenido del gel se transfirió a una membrana de 

nitrocelulosa de 0.45 μm fijando la corriente en 0.45 amperes y usando regulador de 

transferencia. Al finalizar, la membrana se lavó con agua destilada y se tiñó con rojo de 

ponςeau durante 15 minutos para corroborar la presencia de proteínas. La membrana fue 

lavada con TTBS y se incubó con solución de bloqueo durante una hora, a temperatura 

ambiente y en agitación suave. Luego se incubó con el anticuerpo primario (disuelto en 

solución de bloqueo) toda la noche, a 4 °C y en agitación suave. Al siguiente día la membrana 

fue lavada en tres ocasiones con TTBS y se incubó una hora con el anticuerpo secundario (en 

solución de bloqueo). Fue lavada tres veces más con TTBS y se añadió el sustrato quimio 

luminiscente necesario para cubrirla. La señal fue detectada en placas fotográficas. 

3.2.12 Inmunofluorescencia 

Se obtuvieron rebanadas de 20 μm del colon usando el criostato a una temperatura de -20 °C. 

Se montaron en un portaobjetos previamente gelatinizado y se guardaron a -80 °C hasta su 

tinción. 

 

Las laminillas con los cortes fueron lavadas con PBS y fijadas con formalina neutra al 10 % 

durante 15 minutos y a temperatura ambiente. Luego se lavaron con PBS y fueron 

permeabilizadas una hora con Tritón x-100 (0.25 % en PBS). A continuación, se incubaron 

con el anticuerpo primario (dilución 1:1000 en solución de bloqueo) toda la noche, a 4 °C, 

sin agitación. A la mañana siguiente, las laminillas se lavaron tres veces con PBS y se 

incubaron con el anticuerpo secundario (dilución 1:1000 en BSA al 2 %) y DAPI (dilución 

1:2500 en BSA al 2 %) durante una hora, a temperatura ambiente y aisladas de la luz. Luego 

se lavaron con PBS tres veces y se montó un cubreobjetos con resina.  
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4. Resultados 
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4.1 El número de células CgA+ aumenta en la inflamación intestinal 

La homeostasis del epitelio intestinal se pierde en las EIIs (Maloy et al, 2011). Se sabe que 

el proceso de diferenciación es crucial para mantener al epitelio intacto (Shroyer et al, 2007); 

sin embargo, se ha estudiado muy poco en estas enfermedades. Por lo tanto, lo primero que 

se investigó fue si la colitis inducida con DSS aumenta a una población específica de células 

epiteliales secretoras en el colon.  

Cromogranina A se considera un marcador genérico para las células enteroendócrinas de 

todo el cuerpo, pero en el colon, las células enterocromafines son las únicas productoras de 

esta proteína (Engelstoft et al 2015). Sirve como el iniciador de la agregación de los gránulos 

de secreción de las células CgA+ y como precursor de hormonas (D´amico et al; 2014). En 

esta investigación se utilizaron dos anticuerpos que reconocen a esta molécula en su extremo 

C-Ter (sc-1488) y N-Ter (GTX61391) obteniendo resultados muy similares con ambos 

(Figuras 12a y 12b). Esta molécula se observó en el citoplasma de las células epiteliales en 

un patrón puntiforme homogéneo, sugiriendo su localización en vesículas. Las células 

positivas a este marcador fueron ahusadas con proyecciones polares de su citoplasma que 

asemejan dendritas (Figuras 12a y 12b). También se detectaron células con una forma 

piramidal o triangular, sin las astas polares (Figura 12c). Esto se observó principalmente en 

el tejido de ratones tratados con DSS o con las citocinas proinflamatorias IFNγ y TNFα. 
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En promedio, en condiciones basales, se encontraron 0.8 células CgA+ por cripta intestinal. 

La administración de DSS ocasionó que la frecuencia se elevara hasta una media de 2.15, es 

decir, el proceso inflamatorio aumentó a más del doble el número de células enteroendócrinas 

en el epitelio del colon de los ratones (Figura 13).  

 

 
Figura 13. El número de células CgA+ incrementa en la colitis inducida con DSS. 

Cuantificación de células CgA+ en el epitelio del colon de ratones C57BL/6J que bebieron agua o 

DSS 3% durante 3 días. Resultados derivados de 3 experimentos independientes. Se grafica el 

promedio ± una desviación estándar. *= diferencia significativa, p<0.005. 

 

4.2 El IFNγ y el TNFα incrementan el número de células CgA+ en el epitelio intestinal 

En las EIIs y en la colitis por administración de DSS, las citocinas proinflamatorias IFNγ y 

el TNFα aumentan notoriamente (Nava et al, 2010; Strober y Fuss, 2011; Neurath, 2014), lo 

que sugiere que son las responsables del incremento de las células CgA+ observado. Para 

investigar esta posibilidad se inyectó intraperitonealmente IFNγ, TNFα o la mezcla de IFNγ 
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y el TNFα a un grupo de ratones. Después de dos horas, se disecó el colon y se procesó para 

inmunofluorescencia y westernblot. La mezcla de IFNγ y el TNFα aumentó la cantidad de 

cromogranina A en el colon de los ratones tratados mientras las citocinas por separado la 

disminuyeron (Figura 14).  En la Figura 15b se muestra que el número de células CgA+ (en 

verde) aumentó en el epitelio de los ratones tratados con la mezcla de citocinas respecto a los 

que recibieron la inyección con BSA (Figura 15a). Las citocinas por separado no provocaron 

cambios estadísticamente significativos (Figuras 15c y 15d).  

 
Figura 14. La mezcla de IFNɣ y TNFα incrementan el nivel de CgA en el colon. Westernblot 

para CgA en el colon de ratones C57BL/6J que recibieron una inyección intraperitoneal con BSA, 

TNFα, la mezcla IFNɣ /TNFα o IL-1β y después de dos horas fueron sacrificados. GAPDH fue 

utilizado como control de carga. 

 

En la colitis experimental se liberan grandes cantidades de IL-1β (Bauer, 2010) que resulta 

del incremento de los componentes del inflamasoma NLRP3 como lo muestran el aumento 

en la densidad de la banda de NLRP3 y de la fracción activa de Caspasa 1 de 20 kDa (Figura 

16). Por lo tanto, se investigó si la alta concentración de IL-1β incrementa el número de 

células CgA+ en el epitelio intestinal. Sorprendentemente, la inyección con esta Interleucina 

tuvo el efecto contrario pues disminuyó el nivel de CgA en el colon de los ratones (Figura 

14) reflejándose en una tendencia a la baja del número de células que la expresan (Figura 

15c). Los resultados anteriores demuestran que la mezcla de IFNγ y TNFα incrementa el 

número de células CgA+ en el epitelio del colon de los ratones.  
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Figura 15. El IFNɣ y TNFα incrementan el número de células CgA+ en el epitelio del colon.  

Inmunofluorescencia de la proteína CgA en colon de ratones C57BL/6J que recibieron una 

inyección intraperitoneal con a) BSA o b) la mezcla IFNɣ y TNFα y que fueron sacrificados 

después de dos horas. Azul: DAPI; verde: CgA. Imágenes representativas tomadas en un 

microscopio ZEISS LSM 500 con el objetivo 40x. Barra=10μm. Cuantificación de células CgA+ en 

las criptas intestinales de ratones C57BL/6J que fueron inyectados con c) BSA, IFNɣ o la mezcla 

IFNɣ /TNFα o d) MSA, TNFα, la mezcla IFNɣ /TNFα o IL-1β y sacrificados después de dos horas. 

Resultados derivados de 3 experimentos independientes. Se grafica el promedio ± una desviación 

estándar. *= diferencia significativa, p<0.05. 
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Figura 16. Los componentes del inflamasoma NLRP3 incrementan en la colitis inducida con 

DSS. Westernblot de NLRP3 y Caspasa 1 en el colon de ratones C57BL/6J que bebieron agua o 

DSS 3% durante 3 días. La banda de Casp-1 de 45 kDa corresponde a la proteína completa y la de 

20 kDa a la fracción activa. GAPDH fue usado como control de carga. 

 

4.3 Las células CgA+ inducidas con IFNɣ y TNFα son post mitóticas 

El aumento del número de células que expresan CgA se detectó desde las dos horas de 

tratamiento con las citocinas proinflamatorias. Por la rapidez con la que aparecieron se 

investigó si se trataba de células en división o post mitóticas mediante una 

inmunofluorescencia para pHis3. Las células que expresaron CgA fueron negativas para el 

marcador de proliferación (pHis3) en el colon de los ratones que recibieron citocinas (Figura 

17b) y en los que no (Figura 17a). Esto quiere decir que todas las células que expresan CgA 

se encuentran fuera de la fase G2/M del ciclo celular. 
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Figura 17. Las células CgA+ no expresan pHis3. Co-localización de CgA con pHis3 en colon de 

ratones C57BL6J que recibieron una inyección intraperitoneal con a) BSA o b) la mezcla IFNɣ y 

TNFα. Azul: DAPI; verde: CgA; rojo: pHis3. Imágenes representativas tomada en un microscopio 

ZEISS LSM 500 con el objetivo 60x. Barra=10μm. 

 

4.4 Las células CgA+ inducidas con las citocinas capturan antígenos de la luz intestinal 

Para investigar si las células productoras de CgA detectadas después del tratamiento con las 

citocinas eran funcionales, se evaluó su capacidad de capturar antígenos, proceso que 

controla la producción y la secreción de sus productos (Bugunovic et al, 2007; Nagate et al, 

2014). Las células CgA+ (en rojo) resultaron positivas para el marcaje en verde (Dextrán 10 

kDa) tanto en el colon de ratones que fueron inyectados con BSA (Figura 18a), como en 

aquellos que recibieron la mezcla IFNɣ y TNFα (Figura 18b). Estos resultados demuestran 

que las células productoras de CgA, inducidas con las citocinas, son funcionales y pueden 

capturar antígenos de hasta 10 kDa de peso molecular. 
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Figura 18. Las células CgA+ capturan antígenos de la luz intestinal. Colocalización de CgA con 

Dextrán de 10 kDa en colon de ratones C57BL6J que recibieron una inyección intraperitoneal con  

a) BSA o b) la mezcla IFNɣ y TNFα. Azul: DAPI; verde: Dextran 10 kDa; rojo: CgA. Imágenes 

representativas tomadas en un microscopio ZEISS LSM 500 con el objetivo 60x. Barra=10μm. 

 

4.5 La mezcla de IFNɣ /TNFα activa la vía de señalización PI3K/Akt en el colon de los 

ratones 

A continuación, se investigó el mecanismo molecular que la mezcla de IFNɣ/TNFα dispara 

para aumentar el número de células CgA+ en el epitelio del colon. Se sabe que la vía de 

señalización PI3K/Akt controla el proceso de diferenciación de las células musculares 

(Gardner et al, 2012) e inmunológicas (Limón et al, 2012) y que las células diferenciadas del 

epitelio intestinal poseen una mayor concentración de Akt activo respecto a las que no lo 

están (Dufour et al, 2004). Por lo tanto, se investigó si la inyección intraperitoneal de las 

citocinas activa esta vía de señalización en el colon de los ratones.  

 

PTEN es el “interruptor” de la vía PI3K y, cuando es fosforilado, la vía de señalización se 

dispara. En la Figura 19 se observa que las citocinas incrementaron significativamente la 

fosforilación de esta proteína sin afectar su cantidad total. Akt es una molécula efectora de la 

vía y se activa por la fosforilación de su treonina 308 y serina 473. Nótese cómo la inyección 

de citocinas incrementó la señal de pAkt308 y pAkt473 sin afectar su cantidad total. Para 

corroborar que la vía PI3K se activó, se buscó si la fosforilación de los blancos de Akt GSK3β 

y β-catenina aumenta. El tratamiento con citocinas incrementó a pGSK3β y pβ-catenina 

(Figura 19). El nivel total de ésta última aumentó pues se sabe que la fosforilación de su 
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serina 552 la estabiliza y alarga su vida media. Estos resultados muestran que las citocinas 

IFNɣ/TNFα activan la vía de señalización PI3K/Akt en el colon de los ratones. 

 

 
Figura 19. IFNɣ /TNFα activan la vía de señalización PI3K/Akt/β-catenina en el colon de los 

ratones. Westernblot de pPTEN, pAkt, pGSK3b, pβ-catenina y sus formas totales en el colon de 

ratones C57BL/6J que recibieron una inyección de BSA o IFNɣ/TNFα y que fueron sacrificados 

después de dos horas. GAPDH fue usado como control de carga. 
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4.6 La mezcla de IFNɣ/TNFα activa la autofagia en el colon de los ratones 

Nuestro grupo de trabajo reportó con anterioridad que el DSS y el IFNɣ disparan el proceso 

de autofagia dependiente de mTORC1 en las células epiteliales (Gómez-Suarez et al, 2016). 

Por lo tanto, se investigó si la mezcla de citocinas provocaba un fenómeno similar en el colon 

de los ratones. En la Figura 20 se observa que las citocinas incrementaron la fosforilación 

de 14.3.3ζ y con ello su estabilidad y su nivel total en el colon de los ratones. De acuerdo con 

nuestra publicación anterior, esto debió provocar la inhibición de la actividad de mTORC1. 

Sorpresivamente, los niveles de fosforilación de P70S6K (blanco directo de mTORC1) y pS6 

(blanco de P70S6K) incrementaron drásticamente. A pesar de ello, los marcadores de 

autofagia Atg5 y LC3-II aumentaron discretamente.  

Estos resultados sugieren que las citocinas activan de manera paralela la autofagia 

dependiente de mTORC1 y a mTORC1 en el colon de los ratones.  
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Figura 20. IFNɣ /TNFα activan mTORC1 y la autofagia en el colon de los ratones. Westernblot 

de p14.3.3, pP70S6K, pPS6, LC3I-II y Atg5 en el colon de ratones C57BL/6J que recibieron una 

inyección de BSA o IFNɣ/TNFα y que fueron sacrificados después de dos horas. GAPDH fue usado 

como control de carga. 
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4.7 Las células Caco2 expresan y procesan CgA 

Las citocinas IFNɣ/TNFα incrementaron la frecuencia de las células CgA+ en el epitelio del 

colon de los ratones C57BL/6J y, además, activaron el eje de señalización 

PI3K/Akt/mTORC1/β-catenina y la autofagia dependiente de mTORC1 en el tejido. Por lo 

tanto, se investigó la asociación de estos elementos en la modificación del número de las 

células productoras de CgA. 

El primer reto fue conseguir una línea celular de colon que expresara cromogranina A. Como 

no había reportes de alguna línea con estas características, se investigó si las Caco2 lo hacían; 

se eligieron porque derivan de colon humano y tienen la capacidad de diferenciarse in vitro 

(Jumarie y Malo, 1991). Las células fueron lisadas nueve días después de alcanzar la 

confluencia, tiempo suficiente para que alcanzaran una diferenciación espontanea (Ferruzza 

et al, 2012). El lisado fue analizado por Westernblot, usando a las células de neuroblastoma 

SH-SY5Y como control de expresión de CgA (Ou et al, 1998). Se utilizaron dos anticuerpos 

para detectar a CgA. El primero contra su región N-ter y el segundo contra la región C-ter. 

En ambos casos se detectó la presencia de bandas de 70-75 kDa, características de CgA nativa 

y de 45-60 kDa correspondientes a la molécula madura (D'amico et al, 2014). Esta molécula 

es el precursor de diversas hormonas y es necesario que sea procesada enzimáticamente para 

generar los péptidos bioactivos de bajo peso molecular (D'amico et al, 2014). En las células 

SH-SY5Y se detectó una banda de aproximadamente 28 kDa y otra de 30 kDa mientras en 

las células Caco2 se aprecian bandas de 28, 35, 37 y 45 kDa. Estos resultados comprueban 

que las células Caco2 expresan CgA y tienen la maquinaria enzimática necesaria para generar 

sus productos bioactivos (Figuras 21a y 21b). 
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Figura 21. Las células Caco2 expresan y procesan CgA. Análisis de la expresión de CgA en el 

lisado de un cultivo confluente de células SHSY5y y de células Caco2 mantenidas durante 9 días 

después de alcanzar la confluencia. Los anticuerpos utilizados reconocen la región a) N-ter y b) C-

ter de CgA. La banda de 70 kDa corresponde a la forma nativa de la proteína; las de 45-60 kDa a la 

forma madura y; las bandas de peso molecular menor a 48 kDa corresponden a las formas 

procesadas proteolíticamente. GAPDH fue usado como control de carga. 

 

4.8 IFNɣ /TNFα incrementan el nivel de CgA y activan la autofagia y la vía PI3K/Akt 

en las células Caco2 

A continuación, se investigó si la mezcla de IFNɣ /TNFα aumenta el contenido de CgA en 

las células Caco2. Para ello, se estimularon con las citocinas a distintos lapsos. En la Figura 

22 se muestra que las citocinas aumentaron el nivel de CgA desde las 6 horas, alcanzando un 

pico máximo a las 9 para disminuir a partir de las 24 horas. Luego se analizó si el aumento 

de CgA correlaciona con la activación de la vía PI3K/Akt. La fosforilación de PTEN aumentó 

desde las 3 horas hasta un máximo a las 9 y se mantuvo así hasta las 24 horas. pAkt aumentó 

a partir de las 6 horas con un pico a las 9 y su disminución a partir de las 12. Después se 

  

a b 
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analizó la activación de la autofagia. p14.3.3ζ incrementó desde las 3 horas y se mantuvo así. 

El componente del autofagosoma, Atg5, también aumentó desde las 3 horas, alcanzó su pico 

a las 6 y se mantuvo ligeramente elevado hasta las 24. La banda de LC3-I aumentó desde las 

6 horas y alcanzó su nivel máximo a las 9 mientras LC3-II aumentó abruptamente a partir de 

las 6 horas y bajo gradualmente sugiriendo el flujo de la autofagia (Figura 22). Estos 

resultados demuestran que las citocinas IFNɣ /TNFα incrementan el nivel de CgA en las 

células Caco2 y esto correlaciona con la activación de la autofagia y de la señalización de la 

vía PI3K/Akt.  

 
Figura 22. IFNɣ /TNFα incrementan el nivel de CgA y activan la autofagia y la vía PI3K/Akt 

en las células Caco2. Análisis de los niveles de CgA, pPTEN, pAkt473, p14.3.3, Atg5 y LC3 I-II 

por Westernblot en células Caco2 que fueron estimuladas con IFNɣ /TNFα durante 0, 3, 6, 9, 12 y 

24 horas. GAPDH fue usado como control de carga. 
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4.9 IFNɣ /TNFα incrementan la expresión de CgA en las células Caco2 a través de un 

mecanismo dependiente de la autofagia y de la activación de Akt 

La mezcla de citocinas incrementó el nivel de CgA y se investigó si esto se debe a un aumento 

en la expresión o en la estabilidad de la molécula. Para ello, las células se estimularon con 

IFNɣ /TNFα durante 9 horas en presencia de cicloheximida. Las citocinas incrementaron el 

nivel de CgA 1.2 veces, pero esto se evitó con el inhibidor de la síntesis de proteínas 

comprobando que el  IFNɣ y el TNFα provocan la expresión de novo de la molécula (Figura 

23). A continuación, se estudió la relación que guardan la vía PI3K/Akt y la autofagia con la 

expresión de CgA (Figura 23). La estimulación de las células con IFNɣ /TNFα aumentó 1.2 

veces el nivel de CgA, pero con la inhibición de PI3K (AZD8186) sólo se incrementó 0.7 

veces y con la inhibición de la actividad de Akt (AktVIII) aumentó 0.5 veces. La inhibición 

de la autofagia con cloroquina abatió completamente la expresión de CgA y la activación de 

Akt. Estos resultados indican que IFNɣ /TNFα estimulan la síntesis de novo de CgA en las 

células epiteliales a través de un mecanismo dependiente de la autofagia y de la actividad de 

Akt. 

 
Figura 23. IFNɣ /TNFα incrementan la expresión de CgA en las células Caco2 y depende de la 

autofagia y de Akt. Análisis de los niveles de CgA, pAkt473 y Atg5 por Westernblot en células 

Caco2 estimuladas con IFNɣ /TNFα durante nueve horas en presencia de DMSO, AZD8186, 

AktVIII, cloroquina y cicloheximida. GAPDH fue usado como control de carga. 
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4.10 Las células CgA+ expresan el marcador p62 y pPTEN 

Como la expresión de CgA correlacionó con la activación de la autofagia y de la vía 

PI3K/Akt, se analizó la expresión de p62 y pPTEN en las células CgA+. En todos los casos 

estas células fueron positivas para el marcador de la activación de la vía PI3K/Akt (Figura 

24a) que se localizó principalmente en el núcleo de las células. El marcador de autofagia 

también co-localizó con CgA y se observó en gránulos que sugieren la presencia de 

autofagosomas (Figura 24b). Estos resultados comprueban que las células CgA+ requieren 

de la autofagia y de la vía PI3K/Akt para producir Cromogranina A. 

  

 
Figura 24. Las células CgA+ son positivas para p62 y pPTEN. Co-localización de a) pPTEN y  

b) p62 con CgA en el colon de ratones C57BL6J. Azul: DAPI; verde: CgA; rojo a) p62, b) pPTEN. 

Imágenes representativas tomadas en un microscopio ZEISS LSM 500 con el objetivo 60x. 

Barra=10μm. 

 

4.11 La inhibición de la autofagia y la vía de señalización PI3K/Akt evita el incremento 

de las células CgA+ en la colitis 

Para corroborar si la autofagia y la activación de Akt regulan el número de células 

productoras de CgA en el epitelio intestinal se indujo colitis en los ratones en presencia y 

ausencia de los inhibidores de ambos procesos. En la Figura 25 se muestra que la 

inflamación duplica el número de células CgA+, efecto que se evita con la inhibición de PI3K 

(AZD8186), Akt (AktVIII) y la autofagia (Cloroquina). Estos resultados confirman que la 

vía de señalización PI3K/Akt y el proceso de autofagia son indispensables para la producción 
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de CgA y el aumento del número de células que expresan este marcador en la colitis mediada 

por IFNɣ /TNFα. 

 

 
Figura 25. La inhibición de la autofagia y la vía de señalización PI3K/Akt evita el incremento 

de las células CgA+ en la colitis. Cuantificación de células CgA+ en el epitelio del colon de ratones 

C57BL/6J que bebieron agua o DSS 3% durante 3 días y que además recibieron una inyección 

diaria con DMSO, AZD8186, AktVIII y Cloroquina. Resultados derivados de 3 experimentos 

independientes. Se grafica el promedio ± una desviación estándar.  

*= diferencia significativa, p<0.05. 

 

4.12 Las células Tuft aumentan en la colitis inducida con DSS  

Como el proceso inflamatorio aumentó la población de células CgA+ se investigó si tiene un 

efecto similar sobre otros linajes del colon, como las células Tuft. Se utilizó la cinasa 

DCAMKL1, también conocida como DCLK1, para detectar a esta población (Gerbe y Jay, 

2006). En las Figuras 26a y 26b se muestra que la cantidad de células Tuft (en verde) 

aumentaron en el colon de ratones que recibieron DSS al 3% durante tres días respecto a los 
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que sólo bebieron agua. En la Figura 26c se muestra que la diferencia es estadísticamente 

significativa. 

 
Figura 26. Las células Tuft aumentan en la colitis inducida con DSS. Análisis de la expresión de 

DCAMKL1 en el colon de ratones C57BL/6J que bebieron a) agua o b) DSS 3% durante tres días. 

Azul: DAPI; verde: DCAMKL1. Imágenes representativas tomadas en un microscopio ZEISS LSM 

500 con el objetivo 10x. Barra=10μm. c) Cuantificación de células DCAMKL1+ en el epitelio del 

colon de ratones C57BL/6J que bebieron agua o DSS 3% durante 3 días. Resultados derivados de 3 

experimentos independientes. Se grafica el promedio ± una desviación estándar. *= diferencia 

significativa, p<0.005. 
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4.13 Las células Tuft aumentan en la colitis inducida con DSS de forma dependiente de 

la autofagia 

La autofagia resultó ser un proceso indispensable para el aumento de las células CgA+ en la 

colitis, por lo que fue necesario averiguar si también lo es para las células Tuft. La 

inflamación intestinal por administración de DSS incrementó el número de estas células (en 

verde) en el colon de los ratones respecto a los que sólo bebieron agua (Figuras 27a y 27b). 

La administración de cloroquina evitó dicho incremento en el epitelio intestinal de los ratones 

con colitis (Figura 27c). De hecho, no se detectaron más allá de su cantidad basal. La 

importancia de la autofagia para la detección de las células Tuft  se corroboró administrando 

únicamente cloroquina a los ratones durante tres días. Como se muestra en la Figura 27d, 

este tratamiento abatió la detección de células Tuft en el epitelio del colon de los ratones. 

Estos resultados prueban que la autofagia es indispensable para la generación de las células 

Tuft. 
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Figura 27. Las células Tuft aumentan en la colitis inducida con DSS de forma dependiente de 

la autofagia. Análisis de la expresión de DCAMKL1 en el colon de ratones C57BL/6J que bebieron 

durante tres días  a) agua o b) DSS 3% y recibieron una inyección diaria con SS;  o que bebieron c) 

agua y d) DSS 3% durante tres días y además recibieron una inyección diaria de cloroquina. Azul: 

DAPI; verde: DCAMKL1; rojo: β-catenina. Imágenes representativas tomadas en un microscopio 

ZEISS LSM 500 con el objetivo 10x. Barra=10μm. 
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4.14 Las citocinas IFNɣ /TNFα incrementan el número de células Tuft en el epitelio 

intestinal 

A continuación, se investigó si las citocinas IFNɣ y TNFα participan en la generación de las 

células Tuft. En las Figuras 28a, 28b y 28c se observa que las citocinas aumentan hasta 

cuatro veces la presencia de las células DCAMKL+ (en verde) en el epitelio de los ratones 

después de dos horas de tratamiento. En conjunto estos resultados indican que las citocinas 

IFNɣ y TNFα incrementan el número de células Tuft durante la colitis mediante un 

mecanismo que requiere de la autofagia. 
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4.15 La autofagia necesaria para la reparación del epitelio intestinal en la colitis 

Si bien la autofagia es indispensable para la generación de las células CgA+ y Tuft, no se 

comprende el impacto que esto tiene sobre el epitelio intestinal. Para investigarlo, se 

desarrolló colitis en los ratones durante tres días y, a partir del cuarto, recibieron una 

inyección intraperitoneal con DMSO o Cloroquina, el inhibidor de la autofagia que abatió la 

presencia de las dos poblaciones en el epitelio intestinal. Luego se analizó el daño que el 

colon presentaba en ambas situaciones mediante el Índice de Actividad de la Enfermedad 

(IAE), que es un valor que representa la severidad de la colitis. La Figura 29 es una imagen 

representativa del colon de los ratones tratados. Aquellos que solo bebieron agua y recibieron 

tres inyecciones con DMSO mostraron un colon con una longitud aproximada de 9 cm. La 

pared intestinal fue traslucida y ligeramente rosada. El ciego presentó un color café claro y 

textura suave. Las heces de color café obscuro fueron suaves y bien formadas (Figura 29a). 

El colon de los ratones que desarrollaron colitis se acorto hasta dos centímetros y presentó 

una gran fragilidad a la manipulación. Su pared se mantuvo traslucida pero la tonalidad 

rosácea se tornó café. El ciego mullido adoptó un color café obscuro. Las heces perdieron 

consistencia y se combinaron con sangre (Figura 29b). El colon de los animales con colitis 

y que recibieron cloroquina se acortó hasta 1 cm. Su pared se mantuvo traslucida. El ciego 

se observó congestionado, con un color marrón y una consistencia laxa. Las heces fueron 

diarreicas y se combinaron con sangre (Figura 29c). En la Figura 29d se muestra el IAE en 

los distintos tratamientos. Los ratones control alcanzaron una puntuación de cero. La colitis 

elevo el índice a un promedio de tres y la inhibición de la autofagia lo elevó un 25% más, es 

decir, hasta un promedio de 4, agravando la enfermedad. Estos resultados indican que la 

autofagia es esencial para la reparación del epitelio intestinal durante la colitis. 
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5.1 Discusión 

5.1.1 Las células CgA+ en la inflamación intestinal 

La disrupción del epitelio intestinal en las enfermedades inflamatorias intestinales (EIIs) se 

debe a una combinación de factores genéticos y ambientales que desequilibran la 

proliferación y la muerte de las células epiteliales (Maloy et al, 2011; Zhang y Li, 2014; 

Neurath, 2014). Aunque las células secretoras intervienen en el mantenimiento de la 

homeostasis epitelial (Shroyer et al, 2007) no se entiende su participación en el desarrollo de 

las EIIs. En este trabajo se demostró que las células que expresan cromogranina A 

incrementan en el modelo murino de EII inducido con DSS. Estos resultados coinciden con 

los hallazgos en el tejido de pacientes con CU y EC (Bishop et al, 1997; El-Salhy et al, 1997; 

Kidd et al, 2009; Massironi et al, 2016) y en modelos de EII (Oshima et al, 1999; Sikander, 

2015). Esto sugiere que las células CgA+ tienen relación con i) la patogenia de la colitis, ii) 

la reparación del epitelio o iii) con ambas. Abordando la primera posibilidad, las células 

CgA+ son las principales productoras de IL17c en el epitelio intestinal que recluta a los 

linfocitos TH17 hacia la mucosa intestinal (Friedrich et al, 2015). En las EIIs su presencia es 

masiva y se consideran un elemento clave en la patogenia de estos padecimientos (Galvéz, 

2014). Las células CgA+ también pueden secretar serotonina (5-HT) (Khan y Ghia, 2010; 

Linan-Rico et al, 2016) y se ha observado que su disminución en la mucosa previene el 

desarrollo de la inflamación intestinal (Khan et al, 2006; Ghia et al, 2009; Margolis et al, 

2011) mientras su aumento la agrava (Linden et al, 2005; Oshima et al, 1999; Bischoff et al, 

2009; Haub et al, 2010; Stavely et al, 2018). No se ha descrito un mecanismo que explique 

estos fenómenos, pero hay reportes que indican que la serotonina (5-Hidroxitriptoamina) 

promueve la proliferación (Stefulj et al, 2001), el reclutamiento (Boehme et al, 2004; Müller 

et al, 2009) y la activación (Laberge et al, 1996) de las células del sistema inmunológico. 

Además, 5-HT activa la liberación de IL1β (Ghia et al, 2009), otra citocina implicada en el 

desarrollo de las EIIs. Por lo tanto, es posible que exista un eje serotonina/IL17c/sistema 

inmunológico responsable del daño al epitelio intestinal en la colitis (Figura 30). La 

hiperplasia de las células CgA+ en la colitis no debe asociarse únicamente a efectos negativos, 

pues también producen sustancia P (SP) (Heitz et al, 1976), estimulante de la producción de 

Dilp3 por la mucosa muscularis para la proliferación de las células troncales y su 

diferenciación en enterocitos (Amcheslavsky et al, 2014). Esto representaría un mecanismo 
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que intenta contrarrestar la destrucción del epitelio intestinal y conservar la barrera (Figura 

30). Hay reportes que apoyan esta teoría pues en los primeros días de la colitis inducida con 

DSS la proliferación disminuye, pero después cinco a siete días se recupera (Renes et al, 

2002; Nava et al, 2010). Además, ya se ha propuesto a la SP como promotora de la 

regeneración en las EIIs (Gross y Pothoulakis, 2007) y supresora de la colitis experimental 

(Margolis y Gershon, 2009). 

 

5.1.2 La reprogramación de las células enteroendócrinas por el IFNɣ y el TNFα 

Los modelos actuales de diferenciación del epitelio intestinal (Gehart y Clevers, 2018) 

enlistan los genes que participan en este proceso, pero no incorporan las señales detrás de su 

expresión. En este estudio se reporta la regulación positiva de la población de células 

productoras de Cromogranina A por IFNɣ y TNFα, las citocinas proinflamatorias que más 

incrementan en el modelo de colitis por DSS (Nava et al, 2010; Strober y Fuss, 2011; 

Neurath, 2014)  y que desregulan la homeostasis intestinal en las EIIs (Nava et al, 2010; 

Gómez-Suárez et al, 2016). Las citocinas duplicaron el número de células CgA+ en tan solo 

dos horas y estas fueron post-mitoticas y funcionales. Es difícil pensar que el incremento de 

estas células sea producto de un proceso de diferenciación pues se sabe que al menos toma 

doce horas (Gehart et al, 2019). A pesar de que CgA se considera un marcador genérico de 

células enteroendócrinas (CEEs) en todo el cuerpo, en el colon se expresa casi 

exclusivamente en células enterocromafines (CEs) (Engelstoft et al 2015; Gehart et al, 2019); 

por lo tanto, el incremento de las células conteniendo CgA podría deberse a la 

reprogramación de los distintos subtipos de CEEs hacia la expresión de dicha molécula. Esto 

es posible porque las diferentes clases de CEEs poseen una gran plasticidad para producir 

diversas hormonas dependiendo de su microambiente (Svendsen et al, 2015; Svendsen et al, 

2016; Worthington et al, 2018; Gehart et al, 2019). Las citocinas también podrían estimular 

a las CEEs inmaduras (Neurog3+) para incrementar su expresión de CgA, pues se ha 

observado que lo hacen en concentraciones muy bajas (Figura 30; Gehart et al, 2019). Esto 

explicaría por qué algunas de las células CgA+ detectadas presentaron una morfología atípica; 

es decir, sin las características astas polares. Esta idea concuerda con los resultados que 

Suárez-Pérez presentó en su Tesis de maestría donde reportó que las citocinas aumentan la 
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expresión de CgA principalmente en el tercio inferior de la cripta intestinal (Suárez -Pérez, 

2016), región que alberga a las CEEs inmaduras (Schonhoff et al, 2004). 

 

5.1.3 La regulación de CgA en el epitelio intestinal en la colitis 

Más que un aumento en la diferenciación o maduración celular, el incremento de la detección 

de células CgA+ podría ser provocado por cambios en la regulación de esta molécula. De 

hecho, IFNɣ y TNFα aumentaron el nivel tisular de CgA desde las dos horas debido a su 

síntesis de novo, como se demostró en las CEIs Caco2. Mientras la proteína aumentó a las 

dos horas in vivo; in vitro lo hace hasta las seis horas, lo que sugiere que CgA es una molécula 

tan importante en el intestino que existe mRNA preformado y listo para traducirse en dos 

horas, como sucede con algunas proteínas de choque térmico (Petersen y Mitchell, 1981; 

Currie y Tanguay, 1991; Doberentz et al, 2017) o bien, su sistema de regulación le permite 

una rápida transcripción y traducción como sucede con HSP70 (Figura 30; Currie y 

Tanguay, 1991). Otra posibilidad para aumentar la cantidad de células conteniendo CgA 

puede ser la disminución de su secreción, ya que las las CEEs expulsan sus hormonas en 

vesículas compuestas por CgA en respuesta a su despolarización y a la movilización Ca2+ 

(Bellono et al, 2017). Sin embargo, se ha reportado que las secreciones de las CEEs y la 

misma CgA aumentan en la circulación sistémica en la colitis mediada por IFNɣ y TNFα 

(Bishop et al, 1987; El-Salhy et al, 1997; Oshima et al, 1999; Kidd et al, 2008; Sikander, 

2015; Massironi et al, 2016), lo que hace poco probable esta alternativa. Otra alteración que 

podría incrementar la detección de CgA en el epitelio es que las citocinas induzcan cambios 

en la molécula. CgA es una proteína muy versátil y así como forma parte de las vesículas de 

secreción, es el zimógeno de distintas hormonas de bajo peso molecular (D'amico et al, 

2014). Por lo tanto, las citocinas podrían aumentar el procesamiento de la proteína y con ello 

su reconocimiento por los anticuerpos. 

 

5.1.4 IFNɣ y el TNFα regulan el eje PI3K/Akt/mTORC1 y la autofagia en las células CgA+ 

En esta investigación se comprueba que la activación Akt y la autofagia regulan dos procesos 

íntimamente ligados: i) la producción de CgA y ii) el incremento del número de las células 

con este marcador en el epitelio intestinal (Figura 30). La inhibición de PI3K y de Akt 

disminuyó parcialmente la producción de CgA en las células epiteliales. Sin embargo, la 
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cloroquina la redujo por completo, así como a la activación de Akt, lo que sugiere que la 

activación de esta cinasa y la autofagia participan complementariamente en la regulación de 

la expresión de CgA. La vía PI3K/Akt se activa en las células CgA+ por la fosforilación 

inhibitoria de PTEN como se demostró por inmunofluorescencia.  Es probable que CK2 

realice esta fosforilación, pues se activa en la colitis mediada por IFNɣ y TNFα  (Torres y 

Pulido, 2001; Koch, 2012). Por otro lado, aunque mTORC1 se activa usualmente a través de 

la vía PI3K/Akt, está inactivo en las células CgA+ (Suárez-Pérez, 2016), indicando que la 

autofagia en estas células es dependiente de mTORC1 y que, además, hay un mecanismo que 

inhibe a este complejo a pesar de la activación de la vía PI3K/Akt. Nuestro grupo de trabajo 

describió que este mecanismo depende de IFNɣ que induce la fosforilación de 14.3.3ζ para 

que, a su vez, secuestre a Raptor, llevándolo a degradación y previniendo el ensamble de 

mTORC1 (Gómez-Suárez et al, 2016). En apoyo a la participación de este mecanismo se 

observó que el aumento de la producción de CgA y el número de células CgA+, in vitro e in 

vivo, estuvo acompañado de p14.3.3. Además, las células CgA+ son positivas para esta 

molécula y no para los marcadores de mTORC1 activo (Suárez-Pérez, 2016).  

 

La activación de Akt en las células CgA+ podría controlar su mecanismo de secreción pues 

se ha demostrado que al inhibirla disminuye la liberación de sus productos (Lim et al, 2009). 

Además, Akt se encuentra activa en las células epiteliales intestinales diferenciadas (Dufour 

et al, 2004) y es indispensable para la diferenciación de células neuroendócrinas en otros 

tejidos (Ciarlo et al, 2012). Por lo tanto, es posible que las citocinas la activen para aumentar 

la maduración de los progenitores de las células enteroendócrinas y para el mantenimiento 

de este linaje. Akt también podría activarse para regular la expresión de CgA y otras 

moléculas a través de β-catenina pues algunos productos de estas células están controlados 

por la vía Wnt (Yi et al, 2008). En la colitis (Gómez-Suárez et al, 2016) y con la inyección 

de citocinas aumenta la fosforilación 14.3.3ζ, GSK3β, y β-catenina que promueven la 

actividad co-transcripcional de esta última. Esto sugiere que β-catenina podría estar 

implicada en estos procesos; sin embargo, es necesario desarrollar nuevas investigaciones en 

torno a ello (Figura 30). 
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La autofagia podría activarse en las células CgA+ para obtener los aminoácidos necesarios 

para la síntesis grandes cantidades de proteínas de secreción. Por otro lado, también podría 

controlar la maduración de las células CgA+ pues se ha reportado que lo hace en Drosophila 

a través del sistema Slit/Rab (Nagy et al, 2017). Además, la desregulación de este proceso 

provoca una respuesta inmune aberrante contra el microbiota intestinal (Lassen y Xavier, 

2018) como sucede al inicio de las EIIs (Neurath, 2014).  

 

5.1.5 Las células Tuft en la colitis regulada por IFNɣ y TNFα 

Las células Tuft aumentan en la colitis inducida con DSS. Su presencia se relaciona con la 

protección del epitelio (Qu et al, 2015; Steele et al, 2016) porque promueven la regeneración 

de la barrera intestinal (Westphalen, 2014; Chandrakesan et al, 2016) a través de la 

proliferación de las células troncales en la inflamación intestinal (Figura 30; Yi et al, 2018).  

 

Las citocinas IFNɣ y TNFα incrementaron la población de células Tuft en el epitelio 

intestinal de una manera muy similar a como lo hicieron con las productoras de CgA. La 

inhibición de la autofagia con la cloroquina tuvo un efecto incluso más severo sobre esta 

población. Esto sugiere que ambos linajes son regulados de forma parecida por la autofagia 

y no se descarta que Akt también esté involucrada en el control de las células Tuft. Tampoco 

se descarta una comunicación entre ambas estirpes que permita que la hiperplasia de una 

población aumente a la otra, como sucede entre las células Tuft y las células de Goblet (Gerbe 

et al, 2016; Howitt et al, 2016; von Moltke et al, 2016). Sin embargo, es necesario realizar 

más estudios respecto a la regulación molecular de la población de células Tuft en el epitelio 

intestinal. 

 

5.1.6 La autofagia, el regulador maestro de la homeostasis intestinal 

Aquí se demostró que la autofagia es esencial para la generación de las células Tuft y las 

CgA+, lo que sugiere que es el “regulador maestro” del linaje secretor en el epitelio intestinal. 

La inhibición de la autofagia provocó que la colitis de los ratones se agravara, acompañada 

de la disminución del número de células Tuft y CgA+, por lo que estas células y la autofagia 

podrían ser relevantes en el proceso de reparación durante la inflamación intestinal (Figura 

30). Esta idea es posible pues se ha demostrado que el bloqueo de la autofagia reduce el 
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número de células troncales por la excesiva concentración de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), desencadenando un incorrecto proceso de regeneración (Asano et al, 2017; Chen et 

al, 2018). Se requieren más investigaciones para dilucidar el mecanismo por el que las células 

secretoras y la autofagia participan en el proceso de reparación del epitelio intestinal. 
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5.2 Resumen de hallazgos 

1. La colitis provoca la hiperplasia de células Tuft y CgA+ en el epitelio intestinal. 

2. Las citocinas proinflamatorias IFNɣ y TNFα incrementan la producción de CgA en 

el colon. 

3. Las citocinas proinflamatorias IFNɣ y TNFα incrementan la cantidad de células 

Tuft y CgA+ en el epitelio intestinal. 

4. Las células CgA+ inducidas con las citocinas proinflamatorias IFNɣ y TNFα son 

post mitóticas y pueden capturar antígenos del lumen intestinal. 

5. La inhibición de la vía PI3K/Akt previene el incremento de las células CgA+ en la 

colitis. 

6. La inhibición de la autofagia previene el incremento de las células Tuft y CgA+ en la 

colitis. 

7. La inhibición de la autofagia aumenta la severidad de la colitis. 

8. Las células Caco2 producen y procesan CgA. 

 

 

 

5.3 Conclusión 

Las células CgA+ y Tuft incrementan en la colitis mediada por las citocinas IFNɣ y 

TNFα a través de un mecanismo que requiere de la autofagia (Figura 30). 

 

 

5.4 Perspectivas 

1. Investigar si β-catenina regula la expresión de CgA en las células intestinales. 

2. Investigar si las células Tuft y CgA+ participan en la regeneración del epitelio intestinal 

en la colitis. 
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