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1. Resumen

El deterioro de la barrera epitelial que se observa en diversos procesos patoldgicos del intestino
como son las enfermedades inflamatorias intestinales, ha sido ampliamente estudiado, pero no
completamente aclarado. Diversas sefiales intracelulares previenen la apoptosis en las células
epiteliales intestinales. Aqui demostramos que, en los colonocitos, la sefalizacion de
rictor/mTORC2 es un estimulo importante para la supervivencia de dichas células.
Mecanisticamente, el complejo mTORC2 activa a la proteina cinasa Akt que a su vez inhibe la
apoptosis celular a través de una fosforilacién en Bad, lo cual previene la formacion de poros
en la mitocondria y la posterior activacion de la Caspasa 3. Sin embargo, durante procesos
inflamatorios de la mucosa intestinal la sefializacion rictor/mTORC2 disminuye y la actividad
de Akt es reducida. Como consecuencia, la caspasa 3 es activada en los colonocitos superficiales
y estos entran en apoptosis/anoikis lo que conlleva a la ruptura de la barrera epitelial. En el
presente trabajo se observd que al eliminar Rictor especificamente de en las células epiteliales
intestinales usando un sistema Cre-Lox se interrumpe la sefializacion de mTORC2/Akt e
incrementa la apoptosis/anoikis de los colonocitos superficiales sin que esto afecte la
arquitectura de la cripta. Ademas, como era de esperarse la eliminacién de rictor en los
colonacitos increment6 la permeabilidad epitelial y dispar6 una respuesta inflamatoria leve en
la mucosa coldnica que sin embargo afecté minimamente el desarrollo y establecimiento de la
colitis. Los datos reportados aqui demostraron que existe un mecanismo previamente
desconocido por el cual la sefializacion rictor/mTORC2 regula la apoptosis/anoikis en las
células epiteliales intestinales durante colitis y clarifica su papel en el mantenimiento de la

barrera epitelial intestinal.



ABSTRACT

Epithelial barrier impairment is a hallmark of several pathologic processes in the gut, including
inflammatory bowel diseases. Several intracellular signals prevent apoptosis in intestinal
epithelial cells. Herein, we show that in colonocytes, rictor/mammalian target of rapamycin
complex 2 (MTORC?2) signaling is a prosurvival stimulus. Mechanistically, mMTORC2 activates
Akt, which, in turn, inhibits apoptosis by phosphorylating B-cell lymphoma 2 (BCL2)
associated agonist of cell death (Bad) and preventing caspase-3 activation. Nevertheless, during
inflammation, rictor/mTORC2 signaling declines and Akt activity is reduced. Consequently,
active caspase-3 increases in surface colonocytes undergoing apoptosis/anoikis and causes
epithelial barrier breakdown. Likewise, Rictor ablation in intestinal epithelial cells interrupts
MTORC2/Akt signaling and increases apoptosis/anoikis of surface colonocytes without
affecting the crypt architecture. The increase in epithelial permeability induced by Rictor
ablation produces a mild inflammatory response in the colonic mucosa, but minimally affects
the development/establishment of colitis. The data identify a previously unknown mechanism
by which rictor/mTORC2 signaling regulates apoptosis/anoikis in intestinal epithelial cells

during colitis and clarify its role in the maintenance of the intestinal epithelial barrier.



2. Marco teérico

2.1. Mucosa intestinal

El tracto gastrointestinal esta conformado por 4 capas: la mucosa, la submucosa, la muscularis
propiay la serosa (figura 1). La mucosa intestinal es la capa mas interna y esta dividida en tres
capas. La primera capa orientada hacia la luz intestinal esta formada por las células epiteliales
las cuales crean una barrera semipermeable que permite la absorcion de nutrientes al mismo
tiempo que inhibe el paso de sustancias toxicas al interior del organismo. Este Gltimo proceso
es esencial para ayudar a establecer la tolerancia de las células del sistema inmune residentes en
el intestino hacia la microbiota. La segunda capa es la lamina propia, que consta de tejido
conectivo subepitelial y ganglios linfaticos, en esta capa residen diversos linajes celulares como
las células del sistema inmune innato y adaptativo. Por ultima se encuentra la capa de la mucosa
muscular cuya funcion es poco conocida, pero se ha postulado que puede contribuir al
plegamiento del epitelio y es por eso responsable de crear las proyecciones en forma de dedos
o vellosidades (Rao & Wang, 2010).
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Figura 1. Capas del tracto gastrointestinal. El tracto gastrointestinal se conforma por la mucosa, submucosa,

muscularis propia y la serosa.



2.2. Barrera epitelial

La barrera epitelial estda compuesta por monocapa de células epiteliales que forman
invaginaciones denominadas criptas de Lieberkiihn a lo largo de todo el intestino y vellosidades
en el intestino delgado y las uniones intercelulares que mantienen a las células unidas entre si
(van der Flier & Clevers, 2009).

Diversas sustancias toxicas presentes en el lumen intestinal dafian a las células epiteliales y es
por ello por lo que deben ser reemplazadas constantemente. Dicho proceso es posible gracias a
que en la base de la cripta residen las células troncales que dan origen a los diferentes tipos de
células epiteliales que conforman a la barrera epitelial y entre los que se encuentran los
enterocitos, cuya funcion principal es la absorcion de nutrientes, agua y electrolitos; las células
caliciformes que secretan mucinas, las células enteroenddcrinas que secretan hormonas y las
células de Paneth que liberan factores antimicrobianos para proteger a las células troncales en
la base de la cripta. Finalmente, estan las células en penacho que juegan un papel clave en la
defensa contra los helmintos, y las células M gue son parte integral de la captacion y eventual

presentacion de antigenos luminales al sistema inmunologico (Allaire et al., 2018).
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Figura 2. Componentes de la mucosa intestinal. La mucosa intestinal posee una capa de moco en el que se
encuentran los componentes de la microbiota; una barrera epitelial compuesta por diferentes células epiteliales que
poseen un linaje de absorcion y secrecion; y por células inmunes que residen en la lamina propria (Okumura &
Takeda, 2016).

Para mantener la funcion de barrera del epitelio intestinal las uniones intercelulares y los
diferentes procesos que mantienen constante el nimero de células que forman el epitelio
intestinal (la proliferacién, la diferenciacién y la muerte celular) deben estar estrictamente
regulados. Entre los factores que regulan estos procesos se encuentran la microbiota, las células

del sistema inmune y diversas sustancias secretadas por las propias células epiteliales.

2.2.1. Uniones intercelulares

Las uniones intercelulares comprenden a las uniones estrechas (UE), adherentes y desmosomas.
Las UE estan formadas por un conjunto de proteinas periféricas e integrales que poseen dos
funciones canonicas que se asemejan a las de una compuerta y una cerca (figura 3). La funcién
de compuerta se refiere a la capacidad de las UE para regular el paso de iones, moléculas y agua
a través de la via paracelular. En cambio, la funcion de cerca se refiere a la capacidad de las UE
para restringir el movimiento de lipidos y proteinas dentro de la membrana desde el dominio
apical al basolateral y viceversa. Entre las proteinas de la UE mas conocidas se incluyen a la
ocludina, miembros de la familia de las claudinas, JAM 1-3, cingulina y proteinas enlazadoras
de la familia ZO, que sirven para unir a las proteinas anteriores entre si o al citoesqueleto de
actina (Gonzales Mariscal 2009).

Las uniones adherentes (UA) mantienen la arquitectura del tejido y facilitan el movimiento
celular durante el desarrollo y la renovacion del tejido. La principal proteina integral de las UA
en el intestino es la E-cadherina y esta se une a las cateninas en su cola citoplasmatica lo cual le
permite anclarse al citoesqueleto de actina. La E-cadherina establece la primera unién entre
células epiteliales lo que posteriormente conlleva a un rearreglo del citoesqueleto de actina para
que se puedan formar las demas uniones intercelulares. Los desmosomas estan formados por
proteinas transmembranales de la familia de las cadherinas de tipo I, la desmocolina y la
desmogleina. A diferencia de las UA, los desmosomas estan vinculados a filamentos

intermedios en lugar del citoesqueleto de actina (Harris & Tepass, 2010).
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Figura 3. La union estrecha funciona como una compuerta paracelular y una cerca de membrana. La funcién
de compuerta de la union estrecha se puede evaluar midiendo el paso de trazadores paracelulares desde el
compartimento apical al basolateral, mientras que la funcion de cerca se determina evaluando la difusién libre en

el plano de la membrana de lipidos incorporados y sondas quimicas.

2.2.2. Renovacion del epitelio intestinal por proliferacion y diferenciacion

En la base de la cripta intestinal residen las células troncales que se dividen de forma asimétrica.
La progenie de dichas células genera una poblacion de células epiteliales hiperproliferativa que
se asienta en los brazos laterales de la base de la cripta y que se denomina células de
amplificacion en transito. Las células de amplificacién en transito permanecen alrededor de 2
dias en la base de la cripta donde se dividen entre 4 y 5 veces. Durante este proceso las células
empiezan a migrar hacia la superficie de la cripta y son estimuladas por los diferentes
microambientes que les permiten alcanzar un estado diferencial terminal (van der Flier &
Clevers, 2009). La diferenciacion y compromiso celular se adquiere gracias a la presencia de
diversas sefiales exdgenas que estimulan vias de sefializacion especificas, como son las vias de
Wnt y Notch, las cuales son las encargadas de mantener la troncalidad celular y regular el

compromiso celular (Crosnier et al., 2006); la via Eph/ephrin implicada en la proliferacion y
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redistribucion de las células que proliferan en la base de la cripta (Holmberg et al., 2006); y las
vias PDGF y Hedgehog implicadas en el mantenimiento de la arquitectura de las criptas y
vellosidades (Crosnier et al., 2006). Los estimulos para activar estas vias tienen mdltiples
origenes entre los que se incluyen, las células de Paneth, de células del sistema inmune como
las ILC3, fibroblastos subepiteliales y por cuerpos apoptéticos de las células epiteliales
(Holmberg et al., 2006; Allaire et al., 2018; Zha et al., 2019;).

2.2.3. Muerte celular de las células epiteliales intestinales

El epitelio intestinal experimenta una autorrenovacion rapida y continua. Como consecuencia,
la renovacion de las células epiteliales y la muerte celular deben estar estrictamente reguladas
porque un incremento en la muerte celular conduce inexorablemente al desarrollo de diversas
patologias como el cancer y las enfermedades inflamatorias intestinales (Ramachandran et al.,
2000; Subramanian et al., 2020). Los diferentes tipos de muerte celular que afectan a las células
epiteliales incluyen, formas no programadas como la necrosis y programadas como la apoptosis,
necroptosis, piroptosis y autofagia (figura 4) (Negroni et al.,2015). Cada uno con sus propias
caracteristicas y diferencias.
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Figura 4. Vias de muerte celular. La apoptosis, necroptosis y piroptosis son formas programadas de muerte
celular, mientras que la necrosis representa una muerte celular no regulada. La autofagia es una via de supervivencia
que, si es excesiva o descontrolada, promueve la muerte celular. Proteina asociada a Fas con un dominio de muerte
(FADD); proteina 1 que interactla con el receptor (RIP1); proteina que interactda con el receptor (RIP3); similar
al dominio de quinasa de linaje mixto (MLKL); patrones moleculares asociados a dafio (DAMP); patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP); familia de receptores tipo nod, que contiene dominio pirina (NLRP)
3; proteina tipo mota asociada a apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento de caspasa (ASC); genes
relacionados con la autofagia (ATG); relacionados con la autofagia 16 tipo 1 (ATG16L1); cadena ligera 3 (LC3lII);

RE: reticulo endoplasmico.

La necrosis es iniciada por una lesion celular a traves de factores externos como isquemia-
reperfusion, toxinas, infecciones virales y bacterianas y por citocinas proinflamatorias. Este
proceso de muerte se caracteriza por una rapida degradacion de la membrana celular, lo que
resulta en la liberacion de compuestos intracelulares en el extracelular y con la posterior

activacion del sistema inmunoldgico (Gibson, 2004; Negroni et al., 2015).

La apoptosis es un proceso que se basa en la activacion de las caspasas y puede iniciarse por
estimulos que incluyen el dafio al ADN, deficiencia de nutrientes, estrés del reticulo
endoplasmico (RE), sefiales de desarrollo y ligacion de receptores de muerte en la superficie
celular. Se han descrito dos sitios de muerte de células epiteliales a lo largo del intestino: el
primero tiene lugar en la cripta al nivel de las células madre y de transito temprano y el segundo
en la superficie vellosidad o cripta, donde las células epiteliales, después de viajar desde la base
de la cripta, se diferencian y luego mueren por anoikis. Este ultimo tipo de muerte celular
programada se da cuando las células epiteliales pierden las uniones intercelulares y se

desprenden de la barrera epitelial (Negroni et al., 2015).

La necroptosis a diferencia de la apoptosis, estd regulada negativamente por caspasas y
dependiendo de la actividad quinasa de las proteinas que interactdan con el receptor (RIP). La
necroptosis muestra caracteristicas morfoldgicas similares a la necrosis, pero, al igual que la
apoptosis, esta estrictamente regulada por una plataforma multiproteica. Se caracteriza por una
ruptura rapida de lamembrana, lo que resulta en la liberacion de compuestos intracelulares como
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS), la proteina del cuadro de grupo 1 de alta
movilidad (HMGBL1), las proteinas de choque térmico, el ADN y el ARN (Negroni et al., 2015).
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2.3. Enfermedades inflamatorias intestinales

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EIl) son un problema de salud a nivel mundial. Su
prevalencia se ve incrementada en paises europeos y de Norteamérica(Kaplan, 2015). En
Meéxico estudios epidemiologicos muestran un incremento en la incidencia de nuevos casos
(Bosques-Padilla et al., 2011; Yamamoto-Furusho et al., 2019). La enfermedad de Crohn y la

colitis ulcerativa son las dos patologias mas importantes entre las EIl (Friedrich et al., 2019).

El desarrollo de las EIl es multifactorial, pero se ha establecido que la disfuncién de la barrera
epitelial, las alteraciones en las vias de defensa del hospedero, las afectaciones en la regulacién
del sistema inmune local y las deficiencias en la reparacién del tejido son factores claves que
detonan la aparicion y desarrollo de dichas patologias. Ademas, se ha mostrado que las
interacciones entre la microbiota y el hospedero también juegan un papel esencial en dichos
procesos (Friedrich et al., 2019). Los cambios mencionados anteriormente se han asociado a la
presencia/enriquecimiento de diversas citocinas y factores de crecimiento que se secretan por
distintas células que estan presentes en la mucosa intestinal, tales como células sistema inmune,

células epiteliales y fibroblastos (Andrews et al., 2018).

Las citocinas y factores de crecimiento liberados durante las EIl modulan diversas vias de
sefializacion como P38-MAPK, INK-MAPK, PI3K/Akt, STAT1/3, STAT6 y NF-xB implicadas
en la regulacion de la barrera epitelial al modular las uniones intracelulares, proliferacion,
diferenciacion y muerte celular (Hernandez-Trejo et al., 2016; Jia & Jiexiong, 2010; Serrano
et al., 2019).Recientemente la via de sefializacién PI3K/Akt ha tomado gran relevancia por estar
implicada en la supervivencia de las células epiteliales durante las Ell y el cancer asociado a
colitis (Khare et al., 2015).

2.4. Senalizacion de Akt

Akt o proteina cinasa B (PKB), es una serina/treonina cinasa que juega un papel importante en
la regulacion de una serie de procesos celulares como el crecimiento, el metabolismo y la
supervivencia. Akt es activado por receptores tirosina cinasa (RTK) o receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) que conducen a la activacion de la fosfoinositol 3-cinasa (PI13K). La PI3K

activa fosforila el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) y forma fosfatidilinositol (3,4,5) -
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trisfosfato (PIP3) que promueve el reclutamiento del Akt citosdlico hacia la membrana celular
a través de su dominio de plecstrina (PH). Esto permite que Akt sea fosforilada en la tirosina
308 (T308) y la serina 473 (S473) por PDK1y mTORC?2, respectivamente, lo que resulta en su
activacion completa. La terminacion de la sefial se logra mediante la fosfatasa PIP3 PTEN y las
proteinas fosfatasas PP2A y PHLPP (Manning & Toker, 2017) (Figura 5).

RTK

Plasma membrane

Endomembranes

Figura 5. Mecanismo molecular de la regulacién de Akt. La estimulacion de RTK o GPCR conduce a la
activacion de PI3K, lo que lleva a la produccidn de PIP3 en la membrana plasmética. EI AKT inactivo citosélico
se recluta en la membrana y se acopla a PIP3 a través de su dominio de unién a PH. Esto conduce a la fosforilacién

de la T308 y S473 por PDK1 y mTORC2, respectivamente, lo que resulta en una activaciéon completa. La

16



terminacion de la sefial se logra mediante la fosfatasa PIP3 PTEN vy las proteinas fosfatasas PP2A y PHLPP. Es
probable que exista una reserva de endomembrana separada de AKT activa que se activa a través del acoplamiento

de PI3,4P, a través de la accion de la fosfatasa SHIP y termina con INPP4B.

2.4.1. Papel de Akt en la supervivencia celular

Akt esta implicada en la supervivencia celular mediante la regulacion positiva de CREB la cual
regula la transcripcion de genes antiapoptoticos; la regulacion negativa de FOXOs encargado
de la transcripcion de genes proapoptéticos; la regulacion positiva de mTORCL1 implicado en la
traduccion de mensajeros proapoptoticos; y la regulacion de proteinas proapoptoticas de la
familia Bcl-2 como Bax, Bak, Bim y Bad (Downward, 2004; Zhang et al., 2011).

De los sistemas antiapoptdticos regulados por Akt, destaca el eje PI3K/Akt/Bad por su
capacidad de modular la muerte celular programa mediada por caspasas. Cuando Akt se
encuentra activa fosforila a Bad en el residuo de serina 136 impidiendo asi la heterodimerizacién
de Bad con la proteina Bcl-xL ubicada en la membrana mitocondrial. Esto es importante porque
la unién de Bad con Bcl-xL promueve la formacion de un poro en la membrana mitocondrial
que favorece la liberacion del citocromo c al citoplasma. Como es sabido, el citocromo c
liberado interactta con Apaf-1, dATP y caspasa-9 para formar el apoptosoma. Una vez activa
la caspasa-9 puede continuar con el proceso apoptotico al estimular la actividad de caspasas
efectoras como lo es la caspasa-3, un factor esencial en la denominada muerte celular
programada (Datta et al., 1997; Downward, 2004).

Diversos estudios han evaluado el papel de Akt sobre la proliferacion y diferenciacién de las
células epiteliales, pero poco se sabe acerca de su papel en la muerte celular de los colonocitos
durante las EIl (Gutiérrez-Martinez et al., 2019; Hernandez-Trejo et al., 2016; Nava et al.,
2010). Inhibidores del complejo mMTORC?2, el cual es un activador de Akt han sido implicado
en la muerte de las células epiteliales en el cancer gastrico, lo que sugiere fuertemente que la
inhibicion de la via de Akt podria también estar involucrado en la muerte de los colonocitos
durante el desarrollo de las Ell (Bian et al., 2017). Ademas, se ha observado que la apoptosis y
anoikis de las células epiteliales intestinales involucra la activacion de la caspasa 3 por lo que
lo que se sugiere que el eje PI3K/Akt/Bad podria estar jugando un papel importante en dichos
procesos (Datta et al., 1997; Negroni et al., 2015).
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3. Justificacion

Las Ell son problema de salud a nivel mundial y su incidencia en México se ha incrementado
en los Gltimos afios. Durante estas patologias la barrera epitelial es dafiada por lo que diversas
vias de supervivencia son activadas. Para mitigar la muerte de las células epiteliales diversas

vias de sefializacion son activadas y una de ellas es la cinasa de supervivencia Akt.

Durante la colitis, la cinasa Akt ha sido implicada en el mantenimiento del epitelio intestinal
tras modular procesos como la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y muerte celular. Sin
embargo, los mecanismos moleculares que regulan la activacion de Akt y, por lo tanto,

previenen la muerte celular en colonocitos ain no se comprenden en su totalidad.
4. Hipotesis

La activacién de Akt rio abajo de mTORC2 en las células epiteliales de colon es esencial para

inhibir la muerte celular de los colonocitos.

5. Objetivo general

Determinar la participacion de mTORC?2 en la activacion de Akt durante la muerte celular de
los colonocitos.
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6. Materiales y métodos
6.1. Experimentos con animales

Todos los procedimientos fueron revisados y aprobados por el Comiteé Institucional del Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV. Ratones C57BL/6J y
RictorY£Centre 6 y 8 semanas de edad fueron criados en el centro de investigacion y de estudios
avanzados (CINVESTAYV). Los ratones C57BL/6J, B6. Cg-Tg (Vill-cre)997Gum/J (Stock
N0:004586) y Ptprc® Thy1? Rictor™Kl9/SjmJ (Stock No: 020649) fueron comprados a The
Jackson Laboratory (The Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME). Los animales se alojaron en
un ciclo estandar de dia y noche, con libre acceso a alimentos y agua.

6.2. Anticuerpos y reactivos

Los anticuerpos y reactivos fueron utilizados como sugiere el fabricante. B-catenin (E-5) (sc-
7963) y GSK-3p (E-11) (sc-377213) fueron obtenidos de Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Aktl
(CST-2938), pPKCa/p (Thr638/641) (CST-9375), PKCa (CST-2056), proteina ribosomal S6
(CST-2317), proteina ribosomal pS6 (Ser235/236) (CST-4858), pAkt473 (Serd73) (CST-4060),
pB-Catenin (Ser552) (CST-9566), pGSK-3p (Ser9) (CST-9336), Caspasa 3 escindida (Aspl175)
(CST-9661), mTOR, raptor y rictor (D16H9; CST-9476) fueron obtenidos de Cell Signaling
(Danvers, MA). El anticuerpo dirigido contra actina de ratén fue donado por el doctor Manuel
Herndndez (Departamento de biologia celular, CINVESTAV). pBad (ser 136) (ab129192),
PCNA PC10 (ab29) and Bad (ab62465) fueron obtenidos de Abcam (Cambridge, MA). Los
anticuerpos secundarios acoplados a HRP fueron comprados de Jackson ImmunoResearch
Laboratories (West Grove, PA).

6.3. Induccion de colitis
Los ratones recibieron DSS (Masa molecular de 40 kDa, Carbosynth, CA) al 2.5 % disueltos en
agua de beber. Los ratones fueron sacrificados y el colon fue medido, pesado y procesado para

histologia. El colon fue procesado para inmunofluorescencia (IF), inmunohistoquimica (IHQ) y

western blot.
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6.4. Aislamiento de criptas

La region del colon proximal fue identificada y un segmento entre 1-2 cm fue removido. El
colon fue abierto haciendo un corte longitudinal, se enjuagd en PBS frio y se incubd en una
solucion de quelacion de Ca?* durante 30 minutos a temperatura ambiente (NaCl 966 mM, KCI
1,5 mM, HEPES 10 mM, Tris 10 mM, EDTANa o EGTANa 27 mM, sorbitol 45 mM, Sacarosa
28 mM y BSA al 0,1%). Después de la quelacion, el tejido se agitd manualmente para liberar
las criptas. Se retir6 el tejido y se centrifugd la soluciéon a 2000 rpm durante 2 minutos. Las
criptas aisladas se lisaron en RIPA para Western Blot.

6.5. Andlisis de apoptosis

La apoptosis se determind por la presencia de caspasa 3 activa (Acasp-3). La presencia de
Acasp-3 fue determinada usando un anticuerpo comercial contra la caspasa 3 escindida (CTS-
9664) mediante IF e IHQ.

6.6. Western Blot

Las muestras de colon fueron colectadas en solucion amortiguadora de RIPA (50 mM de NacCl,
1% de NP-40, 0.5% de acido desoxicolico, 0.1% de SDS, 50 mM de Tris, pH 8.0) y fueron
homogenizados empleando un homogenizador Benchmark BeadBlaster (Benchmark Scientific;
Sayreville, NJ). La concentracion de proteina fue determinada empleando el ensayo de la
proteina BCA (Pierce, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA). Se cargaron 25 pg de proteina
en SDS PAGE desnaturalizante para Western Blot.

6.7. Inmunofluorescencia

Las muestras de colon fueron criopreservados en O.C.T. (Sakura Finetekm Torrance, CA) y
seccionados (20 um). Después, las muestras fueron fijadas con paraformaldehido (20 min,
temperatura ambiente (TA)), permeabilizadas con triton X-100 al 0.1% (15 min, TA) y
bloqueadas con BSA al 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) por una hora a TA. La incubacion
con el anticuerpo primario fue llevado a cabo a 4°C toda la noche y los anticuerpos secundarios
fueron adicionados 1 hora a TA. Representativas imagenes fueron tomadas con un microscopio

confocal LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany) o con un Leica TCS SP8x (Wetzlar, Germany). Las
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imagenes  fueron  analizadas con el programa  Fiji-lmage J 2.1.0./1.53c
(https://imagej.nih.gov/ij/).

6.8. Permeabilidad intestinal

La permeabilidad intestinal fue evaluada como reportamos previamente (Castro-Martinez et al.,
2021). El dextrano acoplado a Isotiocianato de fluoresceina de 4 kDa (FD4) y a isotiocianato de
rodamina B de 10 kDa (RD10) se adquirieron de Sigma-Aldrich, St Louis, MO. Para ensayos
de IF el dextrano fijable Alexa fluor 647 de 10 kDa (D22914; 4 pg/mL) fue adquirido de
Invitrogen, CA. Después del tratamiento los ratones fueron sacrificados, el colon fue extraido y
las heces fueron removidas. Un lazo en la region distal del colon fue hecho para generar un saco
intestinal. El saco intestinal (4 cm) fue llenado por la regién proximal con una solucién que
contenia 1 mg/mL de dextrano FITC/RITC o 4 pg/mL de dextrano Alexa Fluor 647 e
inmediatamente fue sellado. El saco fue incubado en un tubo conico con 10 mL de solucién
Hartmann protegido de la luz a 37°C con 5% de CO». Para medir el flujo pasivo del dextrano
FITC/RITC, una muestra de 100 pL de la solucién Hartmann fue colectado del tubo conico a 0
y 60 min, posteriormente fue transferido a una placa de 96 pozos y la fluorescencia fue medida.
Para evaluar la ubicacion de los sitios de alta permeabilidad en el colon, el dextrano que se
puede fijar se lavo suavemente del saco intestinal (transcurridos 30 min) y fueron congelados a

-80°C. Las muestras fueron procesadas para IF utilizando el protocolo antes descrito.

6.9. Puntaje histoldgico e inmunohistoquimica

Las muestras de colon se enjuagaron minuciosamente y se fijaron en formalina tamponada
neutra al 10% (Sigma-Aldrich; St Louis, MO) durante 12-24 horas y se incluyeron en parafina.
Se cortaron secciones de parafina (4 pm/seccion), se desparafinaron y se procesaron para tincion
con H&E e inmunohistoquimica utilizando técnicas estandar. Para la inmunohistoquimica, los
portaobjetos se tifieron utilizando un equipo automatizado (Ventana Benchmark GX, Roche
Rotkreuz Suiza). Se resuspendid el anticuerpo primario contra la caspasa 3 escindida (CST-
9664) a una dilucion 1:2500 en una solucion de leche desnatada al 1%. Para el revelado se utilizd
el kit de deteccion de DAB universal UltraView (Ventana Medical Systems; Rotkreuz, Suiza).
Por cada muestra se adquirieron y cuantificaron 10 campos (aumento de 40X) por portaobjetos

usando un microscopio 6ptico BX53 Olympus equipado con células Sens Dimention Software

22


https://imagej.nih.gov/ij/

(Olympus Corporation; Tokio, Japon). El recuento y las mediciones en las regiones de interes
(ROI) incluyeron todos los tonos de marrdn, no se realizé ninguna discriminacion entre la

tincién citoplasmica, membranal y nuclear.

La puntuacion histologica se realiz6 segun lo informado. Brevemente, las muestras de colon se
enjuagaron minuciosamente y se fijaron en formalina tamponada neutra al 10% (Sigma-Aldrich;
St Louis, MO) durante 12-24 horas y se incluyeron en parafina. Se cortaron secciones de
parafina (4 pm/seccion), se desparafinaron y se procesaron para tincion con H&E e
inmunohistoquimica utilizando técnicas estandar. Se asignaron puntuaciones al dafio epitelial
colonico de la siguiente manera: 0 = normal; 1 = hiperproliferacion, criptas irregulares y pérdida
de células caliciformes; 2 = pérdida de criptas de leve a moderada (10 a 50%); 3 = pérdida grave
de criptas (50 a 90%); 4 = pérdida completa de la cripta, epitelio superficial intacto; 5 = Glcera
de tamafio pequefio a mediano (<10 anchos de cripta); 6 = ulcera grande (> 10 anchos de cripta).
A la infiltracion con células inflamatorias se les asignaron puntuaciones por separado para la
mucosa (0 = normal, 1 = leve, 2 = modesta, 3 = grave), submucosa (0 = normal, 1 = leve a
moderada, 2 = grave) y musculo / serosa (0 = normal, 1 = moderado a severo). Se agregaron
puntuaciones para el dafio epitelial y la infiltracion de células inflamatorias, lo que resulté en un

rango de puntuacion total de 0-12.

6.10. Determinacion de el puntaje del indice de la actividad de la enfermedad (DAI por sus
siglas en inglés)

El DAI fue calculado siguiendo protocolos estandar. Todos los animales se evaluaron
diariamente para determinar su peso corporal, sangre oculta, presencia de sangre macroscépica
en las heces o sangrado rectal y consistencia de las heces. EI DAI se calculé usando el porcentaje
de peso perdido (0 = ninguno; 1 = 0-10%; 2 = 10-15%; 3 = 15-20%; 4 => 20%), hemorragia
intestinal [ 0 = sin sangre; 2 = sangre oculta (hemoccult +); 4 = sangrado rectal o sangre
macroscépica] y consistencia de las heces (0 = heces normales, granulos bien formados; 2 =
heces blandas, pastosas y semiformadas; 4 = diarrea). DAI = (puntuacién de pérdida de peso

corporal) + (puntuacién de hemorragia intestinal) + (puntuacion de consistencia de las heces).

6.11. Analisis estadistico

23



Las especificaciones estadisticas que incluyen el tamafio de la muestra, las mediciones de
precision y las pruebas estadisticas se proporcionan en las leyendas de las figuras. Los valores
considerados con diferencias estadisticamente significativas fueron de p <0,05. * p <0.05, ** p

<0.01, *** p <0.001. El analisis se realizé utilizando el software GraphPad Prism v7.

7. Resultados

7.1. La apoptosis de los colonocitos superficiales genera regiones permeables en la mucosa
colonica durante colitis.

Un defecto en la barrera intestinal incrementa la exposicién de las células del sistema inmune
al contenido luminal y promueve una respuesta inmunoldgica exacerbada durante la inflamacion
intestinal, una marca distintiva en los pacientes que cursan con Ell (Laukoetter et al., 2008; Otto
etal., 2001). Por lo tanto, evaluamos dicho proceso en la mucosa colitica de ratones C57BL/6J.
Como se observa en la figura 6A, en el colon de los ratones a los que se les indujo colitis la
permeabilidad paracelular del dextrano FITC-(4 kDa) y RITC-(10 kDa) incremento
drasticamente, indicando una disfuncién de la barrera epitelial. Mediante la tincion de Acasp-3
se determind gue existian focos apoptéticos en la mucosa inflamada, los cuales reflejaban sitios
de microerosion y/o lesiones ulcerosas que podrian corresponder a sitios de alta permeabilidad

intestinal (Figura 6B).
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Figura 6. Incremento de la permeabilidad y apoptosis en la mucosa intestinal en ratones tratados con DSS.

A) Permeabilidad ex vivo en ratones de control (Ctl) y tratados con dextrano sulfato sédico (DSS). Los ratones
C57BL/6J recibieron solo agua o DSS al 2,5% disuelto en agua potable durante 6 dias. Los sacos coldnicos se
cargaron con una solucion de isotiocianato-dextrano de fluoresceina con peso molecular de 4 kDa (FD-4) e
isotiocianato-dextrano de rodamina B con peso molecular de 10 kDa (RD-10), y se midi el flujo neto de dextrano

durante 60 minutos.

B) Apoptosis en la mucosa coldnica de ratones coliticos. Los ratones C57BL/6J recibieron solo agua o DSS al 2,5%
disuelto en agua potable durante 6 dias. Las flechas blancas indican la presencia de caspasa 3 activa (ACasp-3;
verde) en las células epiteliales que miran hacia la luz intestinal. Los asteriscos indican células no epiteliales ACasp-

3*. Nlcleos= azules. La linea discontinua marca la cripta.

Los valores de p se calcularon mediante un analisis de varianza bidireccional con la prueba post hoc de Sidak (A).
Los datos muestran el error estandar de la media (SEM) (A). n=8 (A); n=6 (B). ** P <0,01, *** P <0,001. Escala

de la barra= 20 um (B). p= flujo paracelular de dextrano fijable (F-dextrano). T= flujo transcelular de F-dextrano.

Para analizar nuestra teoria y poder determinar fehacientemente en donde se localizan las
regiones de alta permeabilidad en la mucosa colitica se marcé el lumen de los sacos colénicos
con un dextrano (F-dextrano) fluorescente ligado a una lisina fijable. Cuando F-dextrano entra
en contacto con el PFA se conjuga con las biomoléculas circundantes del lumen intestinal y
posteriormente pueden ser detectado a través de IF. En ratones control, el F-dextrano siempre
se observé recubriendo la superficie apical de los enterocitos (lado luminal) y se detectd una

difusion minima debajo de esta capa (Figura 7 (A-C), flechas blancas). Contrario a lo anterior,
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en ratones coliticos el flujo transcelular (espacio intracelular), permeabilidad paracelular
(espacio intercelular) y la difusion del F-dextrano fueron claramente detectados (Figura 7 (A-

C), flechas blancas).

Actina/F-Dextrano Actina/F-Dextrano

Penetrancia
del F-dextrano

Ctl  DSS

rl Actina

(Borde apical)
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Figura 7. Deteccion de los sitios con alta permeabilidad en el colon de ratones control y coliticos utilizando

dextrano fijable (F-dextrano).

A) Se prepararon sacos intestinales de ratones C57BL/6J tratados con agua o DSS al 2,5% durante 6 dias. Los sacos
se llenaron con una solucidn de 4 ug/ml de dextrano Alexa Fluor 647 fijable, 10 kDa. El flujo paracelular pasivo
del F-dextrano se detuvo después de 30 min. Se muestran F-dextrano (rojo), faloidina (verde) y ndcleos (azul). Las
flechas blancas indican la presencia del dextrano en la cara apical y los asteriscos indican el flujo del dextran a

través de la barrera epitelial. Barra de la escala=20 pm.

B) Inmunofluorescencia para actina (rojo) y F-dextrano (blanco) en secciones congeladas de ratones Ctl y coliticos.
Las flechas marcan la actina en la superficie apical de las criptas colonicas. El asterisco marca una regién con
microerosiones, que representa un area con una clara discontinuidad de la actina apical. Esta region identifica una

seccion donde se pierde la continuidad de la barrera epitelial. Barra de la escala=20 pum.

C) Representacion esquematica de la penetrancia del F-dextrano en la mucosa colénica. La superficie del colon

esta representada por una linea roja, que representa la actina en el borde apical.

Los resultados son la representacion de un experimento independiente de una n=6

Las regiones de alta permeabilidad marcadas por el F-dextrano en el colon de ratones tratados
con DSS correspondieron a areas enriquecidas con CEls apoptdticas (asterisco) y de colonocitos
extruidos en la superficie de la cripta (anoikis; flecha) o zonas donde la continuidad de la barrera
epitelial estaba comprometida (Figura 8A, cuadrado). Esto demostré que la apoptosis y la
anoikis de los colonocitos comprometen la integridad de la barrera epitelial y, por lo tanto, el F-
dextrano se filtra a la submucosa (Figura 8A 'y 8E, flechas). En conjunto, los resultados indican
claramente que la apoptosis y la anoikis de los colonocitos superficiales interrumpe la

continuidad de la barrera epitelial y aumenta la permeabilidad intestinal indiscriminada.

7.2. La sefializacion de Rictor/mTORC2/Akt es disminuida en los colonocitos coliticos

La sefializacion de Akt es bien conocida como una sefial antiapoptdtica (Downward, 2004). Para
que Akt sea activada totalmente requiere ser fosforilada en dos fosfo-residuos, la serina 473
(PAKT*™) el cual es blanco de mTORC2 y en la treonina 308 (pAkt3%®) el cual es fosforilada
por PDK1 (Mora et al., 2004; Sarbassov et al., 2005). Por lo tanto, decidimos evaluar ambos
fosfo-residuos en la Akt presente en la mucosa colitica de ratones tratados con DSS por 3y 6
dias, esto ultimo se decidio con la finalidad de mimetizar diferentes grados de inflamacion.

Después de la induccion de colitis pAkt*? y pAkt®®® rapidamente incrementaron indicando la
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activacion total de Akt. No hubo cambios en los niveles de Akt total (Figura 9A).
Posteriormente, se evaluaron dos blancos de Akt activo, la fosforilacion de B-catenina en la
serina 552 (pB-cat®®?) (Fang et al., 2007; He et al., 2007) y la fosforilacion de GSK3p en la serina
9 (pGSK3B°)(Hermida et al., 2017). Los niveles de pp-cat®?y pGSK3p° se incrementaron en la
mucosa coldnica de ratones tratados con DSS por 6 dias. No hubo cambios en los niveles totales
de GSK3p, pero los niveles de B-cat aumentaron después de 6 dias de tratamiento con DSS
(Figura 9A).
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Figura 8. La apoptosis y anoikis contribuyen activamente a la disfuncidn de la barrera epitelial en la mucosa
colitica.

A) Determinacién de los focos apoptoticos de la mucosa de ratones control y coliticos. Se muestran F-dextrano
(blanco), ACasp-3 (verde), faloidina (rojo) y nucleos (azul). El recuadro blanco identifica el area donde se pierde
la continuidad epitelial. Las flechas marcan las células sometidas a anoikis. Los asteriscos marcan a las células
apoptoticas/ACasp-3* (verde). Se analizaron un total de 200 criptas de 6 ratones y se muestra una imagen

representativa.

B) Inmunofluorescencia de ratones tratados con DSS. Se muestran F-dextrano (blanco), ACasp-3 (verde), faloidina
(rojo) y nlcleos (azul). Nota: Algunas células sometidas a anoikis son positivas para ACasp-3. Las flechas muestran

areas de flujo paracelular. Los asteriscos indican células desprendidas con dextrano citosélico.

Los resultados son la representaciéon de un experimento independiente de una n=6. Escala de la barra= 20 um. p=

flujo paracelular de F-dextrano. T= flujo transcelular de F-dextrano.

A continuacion, se realiz6 una IF para determinar la localizacion de pGSK3p®a lo largo del eje
de la cripta y asi evaluar indirectamente la activacion de Akt en ratones control y coliticos. La
tincidén contra pGSK3p° revel6 que los ratones tratados con DSS incrementan la sefializacion de
Akt en células epiteliales y células no epiteliales (Figura 9B). Sin embargo, la sefial de
pGSK3p°, cualitativamente fue mas intensa en CEIl y predominantemente en la superficie de los
colonocitos, el mismo compartimento celular donde fue llevado la apoptosis celular (Figura
9B).

Una vez activado Akt fosforila a Bad (pBad'®®) para inhibir el dafio mitocondrial y la
subsecuente activacion de caspasa-3 (Datta et al., 1997). Por lo anterior, la pBad®*®y la Acasp-
3 fueron evaluados en la mucosa col6nica de ratones control y tratados con DSS. Después de 6
dias de induccion de colitis la pBad'® se reduce claramente y la Acasp-3 incrementa. No se

detectaron cambios en los niveles totales de Bad (Figura 9A).

Debido a que nuestros resultados no fueron concluyentes, se realizé una evaluacién similar pero
ahora solo en criptas aisladas de colon (fraccion enriquecida en colonocitos) recolectadas de
ratones control y coliticos. Como se muestra en la figura 9C, pAkt*”® y pAkt®® aumentaron de
forma robusta en las criptas coldnicas de ratones tratados con DSS durante 3 dias. Sin embargo,
se detectd una reduccion significativa en pAkt*” en las criptas coldnicas de ratones tratados con
DSS durante 6 dias en comparacion con las criptas recolectadas de ratones tratados por 3 dias.

Por el contrario, los niveles de pAkt3® fueron similares en las criptas de ratones coliticos tratados
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con DSS por 3y 6 dias. Los niveles de pAkt*” fueron similares en la mucosa colonica de ratones
tratados con DSS por 3 y 6 dias (Figure 9A y figura 9C) indicando que las fluctuaciones en
pAkt*” fueron especificamente para los colonocitos. En estas muestras, los niveles de pGSK3p°
y pBad*'? aumentaron después de 3 dias de tratamiento con DSS y fueron reducidos en el dia 6.
En contraste, los niveles de pp-cat>™? permanecieron elevados durante el curso completo del
experimento. No existieron cambios en ninguna condicion de las proteinas totales de GSK3p,
[B-cateninay Bad (Figura 2C). Sin embargo, la Acasp-3 es incrementada en colonocitos después

del tratamiento con DSS por 6 dias (Figura 9D).

En colonocitos aislados, los niveles de pAkt*’® se correlacionan con el estado de fosforilacion
de pGSK3B9 y pBad!'?, y su presencia es inversamente proporcional al proceso apoptético
detectado en estas células (Guertin etal., 2006; Saxton & Sabatini, 2017). Por lo tanto,
evaluamos la presencia de mTOR y rictor, los componentes centrales de mTORC2 el cual es el
responsable de la fosforilacion de Akt. Como se muestra en la figura 9A y 9D, mTOR no se
altera en la mucosa colonica de ratones coliticos, aunque aumenta en las criptas colonicas de
ratones tratados con DSS. La molécula Rictor aumento en la mucosa colitica y mostro un efecto
bifésico en criptas aisladas. La molécula aumentd claramente después de 3 dias de tratamiento
y después de 6 dias su presencia disminuyo a niveles basales. A diferencia de rictor, la proteina
asociada a la regulacion de mTORC1 (Raptor), un componente principal de mMTORC1, aumento

de manera constante en la mucosa y en las criptas colénicas de los ratones tratados con DSS.

Para evaluar ain mas la activacion de mTORC2 y mTORC1, se evalu6 la fosforilacion de
PKCathr638 (pPKC®®) y la proteina ribosémica S6 (pS623%/2%) (Guertin et al., 2006). Como se
muestra en la figura 9A, después del tratamiento con DSS, pPKC®® aument6 de manera
constante en la mucosa colitica pero, en criptas aisladas, pPKC5 mostré un efecto bifasico
similar a lo observado para rictor y pAkt473, la proteina fosforilada aument6 después de 3 dias
de tratamiento con DSS y se redujo en el dia 6 (Figura 9D). Por el contrario, el blanco rio abajo
de mTORC1, pS62%%2% aument6d constantemente en la mucosa col6nica y en las criptas
colonicas después del tratamiento con DSS (Figura 9A y 9B). Los niveles totales de PKC y S6
permanecieron constantes en todas las condiciones. En conjunto, estos resultados sugieren que

la sefalizacion antiapoptética mediada por el eje rictor/mTORC2/Akt exhibe una activacion
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temporal en los colonocitos coliticos, pero en contraste, las vias de sefializacion de mMTORC1 y
PDK1 se activan de manera constante.

7.3. La ablacion de rictor inactiva la sefializacion de mTORC2/Akt en colonocitos coliticos.

La ausencia de inhibidores comerciales para rictor o componentes de mTORC2 limitan un
analisis funcional completo de la sefializacion de mTORC2/Akt en poblaciones de células y/o
tejidos especificos. Por lo tanto, para investigar si la sefializacion de mTORC2/Akt regula la
supervivencia celular en los colonocitos, Rictor fue eliminado en las CEI. Para ello, se cruzaron
ratones que tenian dos sitios FloxP flanqueando al gen Rictor con animales que expresaban la
recombinasa Cre bajo el control del promotor de vilina (Vill-cre)(el Marjou et al., 2004)
(Figura 10A). La cepa parental y los ratones Rictor’Z€ mostraron niveles similares de rictor en
toda la mucosa colonica total, pero rictor estuvo ausente en muestras de criptas colénicas
purificadas (colonocitos) obtenidas de animales Rictor£¢ (Figura 10B y C). Ademas, en IEC
que carece de rictor, los niveles de proteina mTOR se mantuvieron estables mientras que los

niveles de raptor incrementaron (Figura 10C).
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Figure 9. Sefalizacion de rictor/mTORC2/Akt en colonocitos coliticos.

A) Determinacion por western blot de mTOR, rictor, proteina cinasa fosforilada C (pPKC)8%, proteina cinasa C
(PKC) a, Akt fosforilada (pAkt)*"®, pAkt®®, Akt, glucogeno sintasa cinasa fosforilada (pGSK)-3p°, glucogeno
sintasa cinasa (GSK)-3p, p-catenina fosforilada (pB-Cat)®®?, B-catenina (B-Cat), Bad fosforilada (pBad)'*, Bad,
raptor, pS62%%2%, S6 y caspasa 3 activa (ACasp-3) en lisados de la mucosa coldnica de animales tratados con
dextrano sulfato sédico (DSS) y control (Ctl). El tratamiento con 2,5% de DSS se realizé durante 3 y 6 dias. La

actina fue empleada como control de carga.

B) Inmunofluorescencia de pGSK-3B° (rojo) en criosecciones coldnicas de ratones de control y coliticos. El
tratamiento con DSS se realizd durante 6 dias. Nucleos= azul. Las flechas marcan la célula epitelial de la superficie

celular positivas para pGSK-3p°. El asterisco indica células no epiteliales positivas para pGSK-3°
C) El grafico muestra los valores densitométricos para pAkt*’3/Akt. La actina fue empleada como control de carga.

D) Determinacién por western blot de mTOR, rictor, pPKC®®, PKCa, pAkt*”, pAkt3®, Akt, pGSK-3B°, GSK-3B,
pp-Cat>?, B-Cat, pBad'®®, Bad, raptor, pS623>/2%, S6 y ACasp-3 en lisados de criptas aisladas obtenidas de animales
control y tratados con DSS. El tratamiento con 2,5% de DSS se realiz6 durante 3 y 6 dias. Los graficos mostrados
muestran valores densitométricos para mTOR, rictor, pAkt473/Akt y raptor. La actina fue empleada como control

de carga.

Los valores de p se calcularon utilizando un andlisis de varianza de una sola via con la prueba post hoc de Tukey
(C, D). Los datos se muestran la SEM (C, D). n=6. * P <0,05, ** P <0,01 y *** P <0,001. Barra de escala= 20 um

(B).

A continuacion, se analizé el estado de fosforilacion de pPKC®®8, pAkt*’3, pAkt3®, pB-cat®?,
pGSK3p°, pBad*®y pS622%2% en criptas aisladas obtenidas de ratones Wt y Rictor*'®¢ inducidos
a colitis durante 3 dias. El tratamiento con DSS aumentd los niveles de pPKC®8, pAkt*’3,
pAKt3%®, pp-cat>®?, pGSK3B°, pBad™® y pS62%2% en colonocitos de ratones Wt. En los
colonaocitos que carecen de rictor, el tratamiento con DSS no logro estimular la fosforilacion de
pAkt*”® y pp-cat>®?, y la presencia de pAkt*® pGSK3p°, pBad®® y pS62%2% se redujo
claramente (Figura 11 A, B). No se indujeron cambios en Akt, f-catenina, GSK3p, Bad y S6
en colonocitos de ratones Wt y Rictor®E¢ tratados con DSS (Figura 11A).
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Figura 10. Generacion del raton KO de rictor en células epiteliales intestinales.

A) Representacion esquematica de la delecion especifica de Rictor en células epiteliales intestinales (CEISs)

utilizando ratones villin-CrefR y Rictor™". Se muestra una imagen representativa de la genotipificacion (PCR).

B) Analisis densitométrico del Western blot de Rictor en la mucosa coldnica de ratones de tipo salvaje (Wt) o

Rictor4/£C,

C) Western blot de Rictor, raptor y mTOR en colonocitos (criptas aisladas) recolectados de ratones Wt o Rictor4/£¢

tratados con agua sola [control (Ctl)] o dextrano sulfato sodico (DSS). Actina se utilizd como control de carga.

Los valores de p se calcularon mediante una t-test (B). Los datos se muestran como la SEM.
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Es de destacar que, en la condicion control, los niveles de pAkt*® pGSK3B®, pBad!®* y
pS6235/2% estaban elevados en los colonocitos de ratones Rictor®'EC en comparacion con los
colonocitos Wt. Sin embargo, los niveles de pAkt*” y pp-cat>? fueron comparables en los
colonocitos de ambas cepas. Curiosamente, pPKC®® estaba ausente en los colonocitos
deficientes en rictor y la PKC total se redujo en gran medida. Ademas, al exponer colonocitos a
DSS, disminuyd ain mas la PKC total y no se logro estimular la fosforilacion de la molécula
(Figura 11A). La tincion de inmunofluorescencia para pAkt*” revel6 que se expresa a lo largo
del eje de la cripta y esta fuertemente enriquecido en colonocitos de superficie de ratones Wi.
Sin embargo, después de la ablacion con Rictor, pAkt*” se reduce en los colonocitos en general
y especialmente en las células que miran hacia la luz intestinal (Figura 11C). Los resultados
demuestran que la ablacion de Rictor inactiva con éxito la sefializacion de mTORC2/Akt en
colonacitos coliticos, pero en condiciones de control, la ausencia de la molécula regula al alza
la sefializacion de pAkt*®y mTORCI.

7.4. La sefializacion de rictor/mTORC?2 previene la apoptosis y anoikis en los colonocitos
superficiales.

A continuacion, se evalud la apoptosis en la mucosa coldnica de ratones Wt y Rictor€. Como
se muestra por la presencia de ACasp-3, los colonocitos de los ratones Rictor*=C eran propensos
a sufrir apoptosis en condiciones control y coliticas (Figura 12A-C). Curiosamente, el proceso
apoptotico aumento dramaticamente en colonocitos en la superficie de la cripta (Figura 12D)
donde las CEls entraron en apoptosis (asterisco) y anoikis (Flechas). Esta bien establecido que
Akt también regula la proliferacion en las células epiteliales (Degan & Gelman, 2021; Yu &
Cui, 2016) por lo que se evalud la proliferacion mediante la tincion de PCNA. Como se muestra
en las figuras 12E-F en condiciones de control, PCNA se incrementd marginalmente en CEIs
de ratones Rictor®E€, Sin embargo, el pequefio aumento no fue estadisticamente significativo.
Ademas, después de la induccién de colitis, los niveles de PCNA se redujeron en un grado
similar en ambas cepas (figura 12G), lo que sugiere un papel limitado del rictor en el proceso

de proliferacion de colonocitos coliticos.
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Figura 11. La eliminacion de rictor inactiva la sefializacién de mTORC2/Akt en colonocitos coliticos.

A) Determinacion por western blot de mTOR, rictor, pPKC5%, PKCa, pAkt*’3, pAkt®%, Akt, pGSK-3p°, GSK-3p,
pB-Cat®%2, B-Cat, pBad*®®, Bad, raptor, pS62%2%, S6 y ACasp-3 en criptas aisladas obtenidas de ratones Wt o
Rictor/’E€, El tratamiento con DSS se realiz6 durante 3 dias debido a que la sefializacién de rictor/mTORC2/Akt

aumenta en los IEC de peso (Figura 9D). Se utilizaron como controles Rictor y actina.

B) Anadlisis densitométrico de pPKCS®, pAkt*3, pAkt:®, pGSK-3p° pB- pBad'*® de la figura A. Los valores

relativos se normalizaron con actina.

C) Inmunofluorescencia para pAkt*”® en el colon de ratones Wt y Rictor?#¢, Se muestran pAkt*” (verde), E-

cadherina (rojo)A y nucleos (azul)

Los valores de p se calcularon utilizando un analisis de varianza de una via con la prueba post hoc de Tukey (B).
Los datos se muestran como la SEM (A). n=6. * P <0,05, ** P <0,01 y *** P <0,001. Barra de escala= 20 um.

7.5. La sefializacion de rictor/mTORC2 regula negativamente la apoptosis e incrementa la
proliferacion en enteroides.

Para corroborar los hallazgos anteriores se evalud la presencia de pAkt*”®, pAkt3%, pS6235/2%¢,
PCNA y ACasp-3 en un modelo in vitro. Para tal fin, se cultivaron enteroides a partir de células
madre intestinales recolectadas de Wt y Rictor®EC, De manera similar a lo observado en las
criptas colonicas aisladas, las CEls que carecen de rictor mostraron niveles bajos de pAkt*’3,
pero en contraste, pAkt3® y pS62%/23% estaban claramente aumentados (Figura 13A). No se
detectaron cambios en los niveles totales de Akt y S6. En enteroides que carecen de rictor,
ACasp-3 y PCNA estaban aumentados y debido a este fenotipo, los enteroides deficientes en
rictor eran viables, aunque mas pequefios (Figura 13A-C). La tincion por inmunofluorescencia
reveld que en ausencia de rictor, la apoptosis era un proceso aleatorio que se producia en todo
el enteroide (Figura 13D). Por tanto, en conjunto estos resultados sugieren fuertemente que la
sefializacion de rictor/mTORC2 regula negativamente la apoptosis y la proliferacion en

enteroides.
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Figura 12. La sefializacién de Rictor/mTORC2/Akt previene la apoptosis y anoikis en los colonocitos

superficiales.

A) Se evaluaron células de caspasa 3 activa (ACasp-3) en la mucosa coldnica de ratones Wt y Rictor/’€, El grafico

muestra el nimero de CEls de ACasp-3 positivos por campo de gran aumento (10x).

B) Western blot de ACasp-3 en criptas colénicas aisladas de ratones Wt y Rictor/’ZC, El tratamiento con DSS se

realiz6 durante 3 dias. Se utiliz6 actina como control de carga.

C) Inmunofluorescencia para ACasp-3 en el colon de ratones Wt y Rictor/Z€, ACasp-3 es verde; Ecadherin, rojo;

y ndcleos, azul.

D) Inmunofluorescencia de ACasp-3 en la mucosa coldnica de ratones Wt y Rictor’Z¢, ACasp-3 es verde; E-
cadherina, roja; y nudcleos, azul. Los asteriscos indican colonocitos positivos para ACasp-3 que experimentan

apoptosis. Las flechas blancas indican colonocitos ACasp-3 * sometidos a anoikis.

E) Inmunofluorescencia de antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) en el colon de ratones Wt y Rictor#/£¢,

PCNA es verde; E-cadherina, roja; y nacleos, azul.

F) Western blot de PCNA en la mucosa colénica y en criptas aisladas recogidas de ratones Wt o Rictor?£¢, Se

utilizé actina como control de carga (Ctl). El grafico muestra los valores densitométricos de PCNA.

G) Western blot de PCNA en lisados celulares de ratones Wt o Rictor4/2¢ de control y coliticos. El tratamiento con
DSS se realiz6 durante 6 dias. Se utilizd actina como control de carga. El grafico muestra los valores

densitométricos de PCNA.

Los valores de p se calcularon utilizando la prueba de dos muestras de Kolmogorov-Smirnov (A), pruebat (E) y
analisis de varianza de una via con la prueba post hoc de Tukey. Los datos se muestran como la SEM. n=6. *** P
<0,001. Escala = 20 um (C-E).
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Figura 13. La sefalizacion de rictor/mTORC2 regula negativamente la apoptosis e incrementa la

proliferacién en enteroides.

A) Determinacion por western blot de rictor, pAkt*’3, pAkt3®, Akt, pS62%%2%, S6 y ACasp-3 en enteroides Wt o

Rictor/’E€, El grafico muestra el analisis densitométrico de PCNA. Se utilizé actina como control de carga.
B) Micrografias de enteroides deficientes en Wty Rictor cultivados durante 5 dias.

C) Analisis del area y nimero de gemas en los organoides Wt o Rictor4£ . Se analizaron al menos 60 organoides

por condicion de 3 experimentos independientes.

D) Inmunofluorescencia para ACasp-3 y Ecadherin (E-Cad) en enteroides Wt o deficientes Rictor. Se muestra
ACasp-3 (rojo), E-cadherin (verde) y nacleos (azul). Se evaluaron muestras de al menos cuatro experimentos

diferentes y se muestra una imagen representativa.

Los valores de p se calcularon utilizando la prueba t (A) o una prueba de Mann-Whitney (C). Los datos se muestran
como la SEM. n=6. *** P <0,001. Escala = 100 um (B), 20 um (D).

7.6. La sefalizacion mTORC2/Rictor atenua la inflamacion coldénica.

Para obtener informacidn relevante sobre las implicaciones patofisioldgicas de la pérdida de
sefializacion de rictor/mTORC2 en las CEl, se evalud a detalle la mucosa colonica de los ratones
Rictor*™¢, En la mucosa coldnica de los ratones Rictor*!¢ no hubo cambios en la longitud del
colon tanto en condiciones Ctl como DSS al compararse con el WT (Figura 14A). Ademas, se
conservo la citoarquitectura de las criptas intestinales (figura 14B). Sin embargo, se detect6 una
infiltracion de células inflamatorias que abarco principalmente un infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares en el colon de ratones Rictor®E“ (Figura 14B, Flechas) que desencadend
un proceso inflamatorio leve como se muestra en la puntuacion histolégica (Figura 14Cy 14D).
Ni el infiltrado de células inflamatorias ni la puntuacion histolégica fueron estadisticamente

significativos en condiciones Ctl.
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Figura 14. La sefializacién de rictor/mTORC2 atenua la inflamacion en la mucosa col6nica.

A) Imagen representativa del colon extraido de ratones de tipo salvaje (Wt) y Rictor4’Z en condiciones de control
(Ctl) y coliticas. El tratamiento con dextrano sulfato sédico (DSS) se realiz6 durante 3 dias (3D). El grafico muestra

la longitud del colon en centimetros.

B) tincion con hematoxilina y eosina de la mucosa colénica de ratones de tipo salvaje (Wt) y Rictor?Z. Las flechas
negras marcan infiltrados de leucocitos polimorfonucleares. Los asteriscos indican las células epiteliales que

recubren la luz intestinal.

C) Se cuantificé la infiltracién de células inmunitarias en la mucosa colénica en ratones Wt o Rictor?’ tratados

con agua [control (Ctl)] o dextrano sulfato sodico al 2,5% (DSS) durante 3 y 6 dias.

D) puntuacion histoldgica del tejido coldnico recogido de ratones Wt y Rictor#’ tratados con agua (Ctl) o DSS al

2,5% durante 3y 6 dias. La puntuacion de histologia se expresa en unidades arbitrarias.

Los valores de p se calcularon utilizando un analisis de varianza de dos vias con la prueba post hoc de Sidak (C y
D). Los datos se muestran como la SEM. n=6. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001. Escala = 50 um (B).

Ademas, en la mucosa coldnica de ratones Rictor®'E¢ aument6 el nimero de CEls (asteriscos) y
células no epiteliales (flechas) ACasp-3* (figura 15A). En consecuencia, la permeabilidad de
FITC-Dextran aumentd en el colon de ratones Rictor™ (Figura 15B). Sin embargo, el flujo de
RITC-Dextran no se alter6 después de 6 dias de induccion de colitis, cuando la apoptosis
aumento en colonocitos Wt (Figura 8) y las diferencias en el flujo pasivo de FITC-Dextran
entre ratones Rictor®’E¢ y Wt desaparecieron (Figura 15C). Los resultados corroboran que la
sefializacion rictor/mTORC2 regula la permeabilidad intestinal de moléculas pequefias al

prevenir la apoptosis en CEIs.
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Figura 15. La sefializacién de rictor/mTORC2 atenuta la permeabilidad y muerte de las células epiteliales.

A) Se evalud la caspasa 3 activa mediante inmunohistoquimica en secciones incluidas en parafina de la mucosa
coldnica de ratones Wt o Rictor/’, El tratamiento con DSS se realizd durante 3 y 6 dias. Las flechas negras indican
grupos celulares que abarcan células no epiteliales. Los asteriscos marcan las células epiteliales intestinales

apoptoticas en la superficie de la cripta.

B) Se evalud la permeabilidad intestinal en el colon de ratones Wt o Rictor#’£, Los sacos coldnicos se cargaron con
una solucion de isotiocianatodextrano de fluoresceina, peso molecular, 4 kDa (FD-4) e isotiocianatodextrano de

rodamina B, peso molecular, 10 kDa (RD-10) y se midid el flujo neto de dextrano durante 60 minutos.
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C) Permeabilidad intestinal en el colon de ratones Wt o Rictor?'E tras la induccién de colitis. El tratamiento con
DSS se realiz6 durante 6 dias (6D). Los sacos se cargaron con isotiocianatodextrano de fluoresceina, peso
molecular, 4 kDa (FD-4) e isotiocianatodextrano de rodamina B, peso molecular, 10 kDa (RD 10), y se midi6 el

flujo neto de dextrano durante 60 minutos.

Los valores de p se calcularon utilizando un andlisis de varianza de dos vias con la prueba post hoc de Sidak (B y
C). Los datos se muestran como la SEM. n=6. *** P <0,001. Escala = 50 um (A).

7.7. La sefalizacion de rictor/mTORC?2 afecta minimamente el desarrollo/establecimiento
de colitis.

Posteriormente, se analizo el desarrollo de la colitis inducida por DSS en ratones Wt y
Rictor®®. Como se esperaba, el tratamiento con DSS aument6 el indice de actividad de la
enfermedad (DAI), la formacion de Ulceras, la apoptosis, la puntuacion histologica, la
infiltracion de células inmunes (infiltrado de leucocitos polimorfonucleares) y dio como
resultado un acortamiento de la longitud del colon en ambas cepas. Sin embargo, los ratones
Rictor*™E¢ mostraron un aumento estadisticamente significativo en el DAl a los 1 y 2 dias de
tratamiento con DSS y al dia 3 el DAI fue similar entre ambas cepas (Figura 16A). Ademas, en
el dia 3 del tratamiento con DSS, el infiltrado de células inmunitarias en la mucosa colitica de
los ratones Wt aumentd considerablemente, pero el ndmero de esas células disminuyd
ligeramente el dia 6. En contraste, en la mucosa colitica de los ratones Rictor®™=¢, el infiltrado
de células inmunitarias aument6 considerablemente después del tratamiento con DSS, pero el
namero de esas células fue similar durante todo el curso del tratamiento. EI nimero de células
que se infiltran en la mucosa colonica de los ratones coliticos RictorAIEC fue comparable al
observado en los ratones Wt tratados con DSS durante 6 dias (Figura 14C). Ademas, el nimero
total de células ACasp-3" siempre fue mayor en la mucosa colitica de los ratones RictorAIEC y
el numero de esas células disminuy0 durante el transcurso del tratamiento (Figura 15Ay Figura
16B). Debido a esos cambios minimos, no se observaron diferencias en la histoldgica, la
longitud del colon y en la extension de la formacion de ulceras entre ambas cepas en cualquier
condicion (Figura 15A, D y figura 16C). Asi, tomados en conjunto, estos resultados indican
que, al preservar la funcion de barrera epitelial, la sefializacion de rictor/mTORC2 atenda la
inflamacion en la mucosa col6nica, pero su pérdida afecta minimamente el

desarrollo/establecimiento de colitis.
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Figura 16. La sefializacién de rictor/mTORC?2 afecta minimamente el desarrollo/establecimiento de colitis.

A) indice de actividad de la enfermedad (DAI) de ratones Wt y Rictor?’ tratados con agua (Ctl) o DSS al 2,5%
durante 6 dias. El indice de actividad de la enfermedad se expresa en unidades arbitrarias. Los datos se combinan

de tres experimentos independientes.

B) Se detect6 caspasa 3 activa (ACasp-3) mediante inmunohistoquimica en secciones incluidas en parafina de
ratones Wt y Rictor#’E, El tratamiento con DSS se realizé durante 3 y 6 dias. El grafico muestra el nimero de células

epiteliales intestinales ACasp-3 positivas por campo de gran aumento (10).

C) Tincion representativa de hematoxilina y eosina de la mucosa colénica de ratones Wt y Rictor/’ tratados con
agua (Ctl) o DSS al 2,5% durante 3 y 6 dias. Se muestran imagenes representativas. Los datos se combinan de tres

experimentos independientes.

Los valores de p se calcularon utilizando un andlisis de varianza de dos vias con la prueba post hoc de Sidak (A'y
B). Los datos se muestran como la SEM. n=6. *** P <0,001. Escala = 2000 um (C).

8. Discusion

Los mecanismos que controlan la barrera epitelial en la mucosa colonica siguen sin
comprenderse del todo. En el presente trabajo se demostrd que los colonocitos que experimentan
apoptosis/anoikis contribuyen a la disfuncién de la barrera epitelial en el intestino inflamado.
La induccion de apoptosis/anoikis en colonocitos de superficie probablemente dependen de la
inactivacioén de la sefializacion de rictor/mTORC2 el cual es un papel previamente desconocido
para rictor en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial (Figura 17). Es posible
que rictor prevenga la apoptosis/anoikis en colonocitos a través de Akt, el cual fosforila el
agonista asociado a BCL2 de la muerte celular (Bad) que inhibe el inicio de la apoptosis (Datta
etal., 1997; Yang et al., 1995). La PKC también podria estar implicada en dicho proceso dado
gue se ha documentado que es capaz de fosforilar Bad (Bluwstein et al., 2013). Sin embargo, la
ablacion de rictor resulto en la eliminacion de la sefializacion de PKC en condiciones control
cuando la fosforilacion de Bad aln estaba presente, cuestionando tal posibilidad. Esto sugiere
que, en el epitelio intestinal la funcion de rictor/mTORC2/PKC esta dirigida a controlar
diferentes procesos celulares. Bad no fosforilado desencadena la liberacion del citocromo ¢
mitocondrial en el citosol que conlleva a la activacion de caspasas proapoptéticas (Datta et al.,

1997; Yang et al., 1995). Sin embargo, la ablacion de Rictor no solo indujo la apoptosis, sino
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que también estimulé la anoikis en los colonocitos de superficie y mejord la proliferacion de
CEls. Por lo tanto, rictor/mTORC2 puede participar en diferentes mecanismos que controlan la
integridad de la barrera intestinal. De hecho, al limitar el desprendimiento y la proliferacién de
CEls, la sefializacion de rictor/mTORC2 puede controlar el recambio de células epiteliales y/o
la homeostasis epitelial. Varios mecanismos bioldgicos controlados por la via rictor/mTORC2
podrian estar directamente involucrados en la regulacion de esos procesos. Por ejemplo, los
resultados presentados en este trabajo muestran que la delecidn de rictor reduce los niveles de
proteina PKC. Por lo tanto, al modular el metabolismo de las proteinas en los CEls,

rictor/mTORC2 podria controlar esta red de sefializacion intracelular.

En este estudio, se destacaron dos eventos importantes: en colonocitos coliticos, la sefializacion
de rictor/mTORC2 aumenta rapidamente la sefializacion de Akt; y en colonocitos podria
inducirse la fosforilacién de Akt 473 en ausencia de rictor/mTORC2, contradiciendo preceptos
previos (Guertin et al., 2006; Saxton & Sabatini, 2017; Yu & Cui, 2016). Sin embargo, los datos
estan de acuerdo con diferentes propuestas que indican que la fosforilacion de Akt en la serina
473 podria estar mediada por varias otras cinasas ademas de mMTORC?2, que incluye ILK (Persad
etal., 2001), colina quinasa (Chua et al., 2009) y la propia Akt (Toker & Newton, 2000). De
hecho, dado que se detectaron altos niveles de pAkt3®® en colonocitos que carecen de rictor, el
proceso de autofosforilacién es una posibilidad plausible. Sin embargo, la fosforilacion de
Akt*? inducida por mTORC2 después de una respuesta aguda, no puedo ser compensada por
otras cinasas. En este contexto, esta fosforilacion podria tener como objetivo generar una
respuesta especifica destinada a adaptar el epitelio col6nico al estrés ambiental. Por lo tanto, la
localizacion espacio-temporal de la sefializacion rictor/mTORC2 podria tener mayores
implicaciones bioldgicas en el intestino, y la disponibilidad de la molécula podria afectar el
resultado. De hecho, en ausencia de rictor, mTOR puede asociarse con raptor y favorecer la
activacion de mTORCL1 generando un cambio de mTORC2 a mTORC1. En los colonocitos
coliticos, dicho mecanismo podria ser responsable de la hiperactivacion de mTORC1
previamente descrita (GOmez-Suérez et al., 2016; Guan et al., 2015; Gutiérrez-Martinez et al.,
2019; Nava et al., 2010).

El mecanismo de retroalimentacién positiva necesario para desencadenar la activacion de

mTORC1 rio abajo de Akt podria ser proporcionado por pAkt3®. De acuerdo con tal hipotesis,

48



se ha demostrado que, en las células epiteliales, pAkt3® retiene una actividad proteina cinasa
completa (Vincent et al., 2011). Sin embargo, la respuesta limitada de la cinasa después de un
estimulo agudo/fuerte, como el inducido por el tratamiento con DSS, sugiere fuertemente que
la fosforilacion mediada por mTORC2 mejora la actividad de la molécula. Sin embargo, dado
que pAkt3®® esta reducido en colonocitos coliticos que carecen de rictor, no podemos obviar
otras posibilidades, incluido un papel directo del rictor en el mantenimiento y/o estabilizacion

de la maquinaria responsable de la fosforilacion de Akt en treonina 308.

En estado basal, la apoptosis aleatoria fue detectado en CEls que carecen de rictor, lo que indica
que las sefiales desconocidas en el intestino dependen de la respuesta mediada por
rictor/mTORC2 para prevenir la muerte celular. Las consecuencias biologicas de esas sefiales
podrian ser diversas, incluida la regulacion del recambio celular epitelial (Pellettieri &
Alvarado, 2007). Por tanto, el aumento de la proliferacion observado en los enteroides podria
ser un mecanismo compensatorio desencadenado por el exceso de muerte celular. Identificar

esas sefiales es importante para comprender la fisiopatologia del epitelio intestinal.

Akt se activa por varios estimulos que inducen la produccion de PIP3 a través del
fosfatidilinositol 3-quinasa, y en cada condicion, la sefializacion de Akt produce de alguna
manera un resultado distintivo. Se han generado diferentes hipdtesis con respecto a tales
respuestas, y recientemente se ha propuesto que Akt puede integrar diferencialmente sefiales
especificas mediante la fosforilacion de distintos sustratos rio abajo de sus activadores directos
(Martinez Calejman et al., 2020). Los resultados aqui presentados apoyan tales conclusiones y
demuestran que los sustratos sensibles a rictor/mTORC2/Akt incluyen B-catenina, GSK-3p, Bad
e indirectamente la via mTORCL1. Esos resultados concuerdan con trabajos publicados
anteriormente que demuestran que la sefializacion de mTORC2/Akt se dirige a moléculas de
sefializacion prosupervivencia y proproliferativa (Bian et al., 2017). Sin embargo, los hallazgos
informados en este trabajo demuestran que la sefializaciéon de rictor/mTORC2 /Akt directa o
indirectamente mejora la supervivencia de los colonocitos y reduce la proliferacion de IEC. De
hecho, los resultados anteriores que demuestran la compartimentacion intracelular y/o la
activacion diferencial de Akt en las células que forman la cripta colonica apoyan esta suposicion

(Gomez-Suarez et al.,, 2016; Hernandez-Trejo et al., 2016). En consecuencia, el papel de
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rictor/mTORC2 en el mantenimiento de la homeostasis epitelial intestinal podria ser complejo
y debe aclararse.

Los resultados también confirman informes anteriores que indican que la apoptosis aumenta la
conductividad epitelial local (Bojarski etal., 2001; Heller etal., 2008) principalmente por
alteraciones en la permeabilidad paracelular. Sin embargo, los hallazgos en este trabajo
evidenciaron que también existe un aumento de la permeabilidad transcelular en los focos

apoptoticos y que no es solo paracelular.

Esto ultimo fue posible gracias al desarrollo de una nueva técnica para observar microerosiones
en la barrera intestinal a través de inmunofluorescencia. Existen diversos protocolos publicados
para estudiar indirectamente la permeabilidad intestinal durante la inflamacion, como la
medicion de la resistencia eléctrica transepitelial en monocapas epiteliales y la cuantificacion
de sondas marcadas con fluoréforos hidréfobos en organoides intestinales, intestinos de ratéon y
sacos intestinales (Devraj et al., 2018; John et al., 2011; Mateer et al., 2016; Su et al., 2013).
Pero, a pesar de demostrar que la captacion de una sustancia aumenta o disminuye en la mucosa
intestinal, dichos métodos se quedan limitados en el analisis de otros eventos importantes que
contribuyen directamente a los cambios en la permeabilidad. Por ejemplo, al no identificar las
areas especificas donde la integridad del epitelio se ve comprometida, esos estudios limitan la
comprension de los mecanismos de transporte o las funciones bioldgicas responsables de afectar
la permeabilidad intestinal. Por lo tanto, complementar esos estudios con evaluaciones no
cuantitativas especificas del sitio, como la que se describi6 aqui, permitié determinar la region

exacta donde ocurre el flujo de sustancias en el epitelio dafiado.

La nueva técnica descrita fue una combinacion de dos técnicas descritas anteriormente, la
preparacion de sacos intestinales para evaluar la funcién de barrera de la mucosa ex vivo (Mateer
et al., 2016) y el uso de trazadores fluorescentes fijables para analizar la permeabilidad vascular
cerebral (Devraj et al., 2018). Es de destacar que las células sometidas a apoptosis/anoikis
siempre incorporaron dextrano fijable, lo que hace que la técnica sea util para identificar las
areas donde las membranas de las células plasmaticas de las células epiteliales estan
comprometidas. Durante anoikis, varias moléculas de union celular se pierden o se
redistribuyen, y la técnica también podria ser Util para identificar esas proteinas. Existe un

protocolo similar que emplea endomicroscopia laser confocal in vivo para evaluar la presencia
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de microerosiones y dafio epitelial en el intestino en tiempo real. Esta técnica identifica la
extrusion de células en la mucosa intestinal inflamada y no inflamada. Sin embargo, en ausencia
de marcadores especificos para evaluar los mecanismos, el tipo de célula e incluso la maquinaria
involucrada en la disrupcion de la integridad epitelial, este protocolo es muy limitado (Poulsen
et al., 1984). Ademas, con esta técnica no podemos medir el grado de perturbacion epitelial, la
integridad de la capa de gel mucoso o la presencia de cambios sutiles que pueden no ser
evidentes. Por lo tanto, este nuevo protocolo es una opcién mas solida para investigar la
permeabilidad de la barrera epitelial en la mucosa intestinal. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que nuestro método utiliza tejido fijo y por tanto las observaciones corresponden a tejido
post mortem o biopsiado.

Sorprendentemente, a pesar del incremento de la permeabilidad intestinal en los ratones
Rictor*™C nuestros resultados muestran que la permeabilidad a moléculas grandes todavia se
encuentra restringida, como lo demostro la baja permeabilidad de RITC-dextrano (10 kDa) en
la mucosa colitica, indicando que aun existe cierta selectividad en el epitelio inflamado. Los
resultados también confirman que una barrera semipermeable en el intestino no puede explicar
el desarrollo del proceso inflamatorio crénico, que conduce al dafio de la mucosa en pacientes
con EIl. Pero podria jugar un papel importante en la aparicion de la inflamacion intestinal,
incluso en el reclutamiento y establecimiento del infiltrado polimorfonuclear que desencadenan
los sintomas agudos detectados durante la aparicion de la colitis. Estos resultados podrian
explicar por qué diversos modelos animales con una barrera intestinal semipermeable no

desarrollan espontaneamente colitis (Laukoetter et al., 2007; Lechuga et al., 2020).

Finalmente, la ablacion de Rictor en CEIls recapitula varias caracteristicas biolégicas y
bioguimicas de los colonocitos coliticos (GOmez-Suarez et al., 2016; Gutiérrez-Martinez et al.,
2019; Hernandez-Trejo et al., 2016; Laukoetter et al., 2007; Nava et al., 2010), por lo que no se
puede excluir la existencia de otras anomalias. Por tanto, Rictor?Z¢ representa una nueva
herramienta para investigar los procesos fisiopatoldgicos que conducen al desarrollo de la
colitis. Comprender el papel del rictor en el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal
ayudara a generar nuevas herramientas terapéuticas que podrian ser beneficiosas en el

tratamiento de las Ell.
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Figura 17. Mecanismo por el cual el eje rictor/mTORC2/Akt regula la muerte celular de los colonocitos

durante colitis.
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9. Conclusion

Los resultados del presente trabajo demostraron que el eje rictor/mTORC2/Akt es importante
para prevenir la apoptosis/anoikis de los colonocitos superficiales en la cripta intestinal. La
arquitectura de las criptas no fue afectada cuanto el eje mMTORC2/Akt se elimind, pero esto
desencadeno un incremento en la permeabilidad epitelial y una respuesta inflamatoria leve en la
mucosa colonica. Esto Gltimo afecté minimamente el desarrollo o establecimiento de la colitis.
Los datos identificaron un mecanismo previamente desconocido por el cual la sefializacion
rictor/mTORC2 regula la apoptosis/anoikis en las células epiteliales intestinales durante colitis

y clarifico su papel en el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal.

Sumado a esto, en este proyecto se desarrolld una técnica que proporciona un enfoque simple
pero efectivo para visualizar y cuantificar microerosiones y muerte de células epiteliales
(apoptosis/anoikis) en el intestino. Esto Gltimo podria ser una herramienta muy atil en modelos

de enfermedad en los que la barrera epitelial intestinal esta comprometida.
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