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1. Resumen  
 

El deterioro de la barrera epitelial que se observa en diversos procesos patológicos del intestino 

como son las enfermedades inflamatorias intestinales, ha sido ampliamente estudiado, pero no 

completamente aclarado. Diversas señales intracelulares previenen la apoptosis en las células 

epiteliales intestinales. Aquí demostramos que, en los colonocitos, la señalización de 

rictor/mTORC2 es un estímulo importante para la supervivencia de dichas células. 

Mecanísticamente, el complejo mTORC2 activa a la proteína cinasa Akt que a su vez inhibe la 

apoptosis celular a través de una fosforilación en Bad, lo cual previene la formación de poros 

en la mitocondria y la posterior activación de la Caspasa 3. Sin embargo, durante procesos 

inflamatorios de la mucosa intestinal la señalización 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 observó que al eliminar Rictor específicamente de en las células epiteliales 

intestinales usando un sistema Cre-Lox se interrumpe la señalización de mTORC2/Akt e 

incrementa la apoptosis/anoikis de los colonocitos superficiales sin que esto afecte la 

arquitectura de la cripta. Además, como era de esperarse la eliminación de rictor en los 

colonocitos incrementó la permeabilidad epitelial y disparó una respuesta inflamatoria leve en 

la mucosa colónica que sin embargo afectó mínimamente el desarrollo y establecimiento de la 

colitis. Los datos reportados aquí demostraron que existe un mecanismo previamente 

desconocido por el cual la señalización 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.   
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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 (mTORC2) signaling is a prosurvival stimulus. Mechanistically, mTORC2 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. 
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2. Marco teórico  
 

2.1. Mucosa intestinal 

 

El tracto gastrointestinal está conformado por 4 capas: la mucosa, la submucosa, la muscularis 

propia y la serosa (figura 1). La mucosa intestinal es la capa más interna y está dividida en tres 

capas. La primera capa orientada hacia la luz intestinal está formada por las células epiteliales 

las cuales crean una barrera semipermeable que permite la absorción de nutrientes al mismo 

tiempo que inhibe el paso de sustancias toxicas al interior del organismo. Este último 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 lámina propia, que consta de tejido 

conectivo subepitelial y ganglios linfáticos, en esta capa residen diversos linajes celulares como 

las células del sistema inmune innato y adaptativo. Por última se encuentra la capa de la mucosa 

muscular cuya función 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).  

 

 

 

Figura 1. Capas del tracto gastrointestinal. El tracto gastrointestinal se conforma por la mucosa, submucosa, 

muscularis propia y la serosa. 
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2.2. Barrera epitelial 

 

La barrera epitelial está compuesta por  monocapa de células epiteliales que forman 

invaginaciones denominadas criptas de Lieberkühn 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 dañan 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 función principal es la absorción de nutrientes, agua y electrolitos; las células 

caliciformes que secretan mucinas, las células enteroendócrinas 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, están las células en penacho que juegan un papel clave en la 

defensa contra los helmintos, y las células M que son parte integral de la captación y eventual 

presentación de antígenos luminales al sistema inmunológico (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 absorción y secreción; y por células inmunes que residen en la lámina propria (Okumura & 

Takeda, 2016). 

Para mantener la función de barrera del epitelio intestinal las uniones intercelulares y los 

diferentes procesos que mantienen constante el número de células que forman el epitelio 

intestinal (la proliferación, la diferenciación 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 están formadas por un conjunto de proteínas periféricas e integrales que poseen dos 

funciones canónicas que se asemejan a las de una compuerta y una cerca (figura 3). La función 

de compuerta se refiere a la capacidad de las UE para regular el paso de iones, moléculas y agua 

a través de la vía paracelular. En cambio, la función de cerca se refiere a la capacidad de las UE 

para restringir el movimiento de lípidos y proteínas dentro de la membrana desde el dominio 

apical al basolateral y viceversa. Entre las proteínas de la UE más conocidas se incluyen a la 

ocludina, miembros de la familia de las claudinas, JAM 1-3, cingulina y proteínas enlazadoras 

de la familia ZO, que sirven para unir a las proteínas anteriores entre sí o al citoesqueleto de 

actina (Gonzáles Mariscal 2009).  

Las uniones adherentes (UA) mantienen la arquitectura del tejido y facilitan el movimiento 

celular durante el desarrollo y la renovación del tejido. La principal proteína integral de las UA 

en el intestino es la E-cadherina y esta se une a las cateninas en su cola citoplasmática lo cual le 

permite anclarse al citoesqueleto de actina. La E-cadherina establece la primera unión entre 

células epiteliales lo que posteriormente conlleva a un rearreglo del citoesqueleto de actina para 

que se puedan formar las demás uniones intercelulares. Los desmosomas están formados por 

proteínas transmembranales de la familia de las cadherinas de tipo I, la desmocolina y la 

desmogleína.  A diferencia de las UA, los desmosomas están vinculados a filamentos 

intermedios en lugar del citoesqueleto de actina (Harris & Tepass, 2010). 
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Figura 3. La unión estrecha funciona como una compuerta paracelular y una cerca de membrana. La función 

de compuerta de la unión estrecha se puede evaluar midiendo el paso de trazadores paracelulares desde el 

compartimento apical al basolateral, mientras que la función de cerca se determina evaluando la difusión libre en 

el plano de la membrana de lípidos incorporados y sondas químicas.  

 

2.2.2. Renovación del epitelio intestinal por proliferación y diferenciación 

 

En la base de la cripta intestinal residen las células troncales que se dividen de forma asimétrica. 

La progenie de dichas células genera una población de células epiteliales hiperproliferativa que 

se asienta en los brazos laterales de la base de la cripta y que se denomina células de 

amplificación en tránsito. Las células de amplificación en tránsito permanecen alrededor de 2 

días 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 diferenciación y compromiso celular se adquiere gracias a la presencia de 

diversas señales exógenas que estimulan vías de señalización específicas, como son las vías de 

Wnt y Notch, las cuales son las encargadas de mantener la troncalidad celular y regular el 

compromiso celular  (Crosnier et al., 2006); la vía Eph/ephrin implicada en la proliferación y 
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redistribución de las células que proliferan en la base de la cripta (Holmberg et al., 2006); y las 

vías PDGF y Hedgehog implicadas en el mantenimiento de la arquitectura de las criptas y 

vellosidades (Crosnier et al., 2006). Los estímulos para activar estas vías tienen múltiples 

orígenes entre los que se incluyen, las células de Paneth, de células del sistema inmune como 

las ILC3, fibroblastos subepiteliales y por cuerpos apoptóticos 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 autorrenovación rápida y continua. Como consecuencia, 

la renovación 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 

patologías como el cáncer 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 

características y diferencias. 
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Figura 4. Vías 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 vía de supervivencia 

que, si es excesiva o descontrolada, promueve la muerte celular. Proteína asociada a Fas con un dominio de muerte 

(FADD); proteína 1 que interactúa con el receptor (RIP1); proteína que interactúa con el receptor (RIP3); similar 

al dominio de quinasa de linaje mixto (MLKL); patrones moleculares asociados a daño (DAMP); patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP); familia de receptores tipo nod, que contiene dominio pirina (NLRP) 

3; proteína 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 (LC3II); 

RE: retículo endoplásmico. 

La necrosis es iniciada por una lesión celular a través de factores externos como isquemia-

reperfusión, toxinas, infecciones virales y bacterianas y por citocinas proinflamatorias. Este 

proceso de muerte se caracteriza por una rápida degradación de la membrana celular, lo que 

resulta en la liberación de compuestos intracelulares en el extracelular y con la posterior 

activación del sistema inmunológico (Gibson, 2004; Negroni et al., 2015). 

La apoptosis es un proceso que se basa en la activación de las caspasas y puede iniciarse por 

estímulos que incluyen el daño al ADN, deficiencia de nutrientes, estrés del retículo 

endoplásmico (RE), señales de desarrollo y ligación 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 tránsito 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 último 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, está regulada negativamente por caspasas y 

dependiendo de la actividad quinasa de las proteínas que interactúan con el receptor (RIP). La 

necroptosis muestra características morfológicas similares a la necrosis, pero, al igual que la 

apoptosis, está estrictamente regulada por una plataforma multiproteica. Se caracteriza por una 

ruptura rápida de la membrana, lo que resulta en la liberación de compuestos intracelulares como 

patrones moleculares asociados a daño (DAMPs), la proteína del cuadro de grupo 1 de alta 

movilidad (HMGB1), las proteínas 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 (EII) son un problema de salud a nivel mundial. Su 

prevalencia se ve incrementada en países europeos y de Norteamérica(Kaplan, 2015). En 

México estudios epidemiológicos 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 patologías más importantes entre las EII (Friedrich et al., 2019).  

El desarrollo de las EII es multifactorial, pero se ha establecido que la disfunción de la barrera 

epitelial, las alteraciones en las vías de defensa del hospedero, las afectaciones en la regulación 

del sistema inmune local y las deficiencias en la reparación del tejido son factores claves que 

detonan la aparición y desarrollo de dichas patologías. Además, 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 están 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 EII modulan diversas vías de 

señalización como P38-MAPK, JNK-MAPK, PI3K/Akt, STAT1/3, STAT6 y NF-κB implicadas 

en la regulación de la barrera epitelial al modular las uniones intracelulares, proliferación, 

diferenciación y muerte celular (Hernández-Trejo et al., 2016; Jia & Jiexiong, 2010; Serrano 

et al., 2019).Recientemente la vía de señalización PI3K/Akt ha tomado gran relevancia por estar 

implicada en la supervivencia de las células epiteliales durante las EII y el cáncer asociado a 

colitis (Khare et al., 2015). 

2.4. Señalización de Akt 

 

Akt o proteína cinasa B (PKB), es una serina/treonina cinasa que juega un papel importante en 

la regulación 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 

proteínas G (GPCR) que conducen a la activación de la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K). 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 citosólico 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 PDK1 y mTORC2, respectivamente, lo que resulta en su 

activación completa. La terminación de la señal se logra mediante la fosfatasa PIP3 PTEN y las 

proteínas fosfatasas PP2A y PHLPP (Manning & Toker, 2017) (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Mecanismo molecular de la regulación de Akt. La estimulación de RTK o GPCR conduce a la 

activación de PI3K, lo que lleva a la producción de PIP3 en la membrana plasmática. El AKT inactivo citosólico 

se recluta en la membrana y se acopla a PIP3 a través de su dominio de unión a PH. Esto conduce a la fosforilación 

de la T308 y S473 por PDK1 y mTORC2, respectivamente, lo que resulta en una activación completa. La 
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terminación de la señal se logra mediante la fosfatasa PIP3 PTEN y las proteínas fosfatasas PP2A y PHLPP. Es 

probable que exista una reserva de endomembrana separada de AKT activa que se activa a través del acoplamiento 

de PI3,4P2 a través de la acción de la fosfatasa SHIP y termina con INPP4B. 

2.4.1. Papel de Akt en la supervivencia celular 

 

Akt está implicada en la supervivencia celular mediante la regulación positiva de CREB la cual 

regula la transcripción de genes antiapoptóticos; la regulación negativa de FOXOs encargado 

de la transcripción de genes proapoptóticos; la regulación positiva de mTORC1 implicado en la 

traducción de mensajeros proapoptóticos; y la regulación de proteínas proapoptóticas de la 

familia Bcl-2 como Bax, Bak, Bim y Bad (Downward, 2004; Zhang et al., 2011).  

De los sistemas antiapoptóticos 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 así la heterodimerización 

de Bad con la proteína Bcl-xL ubicada en la membrana mitocondrial.  Esto es importante porque 

la unión de Bad con Bcl-xL promueve la formación de un poro en la membrana mitocondrial 

que favorece la liberación del citocromo c al citoplasma. Como es sabido, el citocromo c 

liberado interactúa con Apaf-1, dATP y caspasa-9 para formar el apoptosoma. Una vez activa 

la caspasa-9 puede continuar con el proceso apoptótico 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 proliferación y diferenciación de las 

células epiteliales, pero poco se sabe acerca de su papel en la muerte celular de los colonocitos 

durante las EII (Gutiérrez-Martínez et al., 2019; Hernández-Trejo et al., 2016; Nava et al., 

2010). Inhibidores del complejo mTORC2, el cual es un activador de Akt han sido implicado 

en la muerte de las células epiteliales en el cáncer gástrico, lo que sugiere fuertemente que la 

inhibición de la vía de Akt podría también estar involucrado en la muerte de los colonocitos 

durante el desarrollo de las EII (Bian et al., 2017). Además, se ha observado que la apoptosis y 

anoikis de las células epiteliales intestinales involucra la activación de la caspasa 3 por lo que 

lo que se sugiere que el eje PI3K/Akt/Bad podría estar jugando un papel importante en dichos 

procesos (Datta et al., 1997; Negroni et al., 2015). 
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3. Justificación 
 

Las EII son problema de salud a nivel mundial y su incidencia en México se ha incrementado 

en los últimos años. Durante estas patologías la barrera epitelial es dañada por lo que diversas 

vías de supervivencia son activadas. Para mitigar la muerte de las células epiteliales diversas 

vías de señalización 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 proliferación, diferenciación, supervivencia y muerte celular. Sin 

embargo, los mecanismos moleculares que regulan la activación de Akt y, por lo tanto, 

previenen la muerte celular en colonocitos aún no se comprenden en su totalidad. 

4. Hipótesis 
 

La activación 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 participación de mTORC2 en la activación 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 Comité Institucional del Cuidado 

y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV. Ratones C57BL/6J y 

RictorΔIEC entre 6 y 8 semanas de edad fueron criados en el centro de investigación y de estudios 

avanzados (CINVESTAV). Los ratones C57BL/6J, B6. Cg-Tg (Vil1-cre)997Gum/J (Stock 

No:004586) y Ptprcb Thy1a Rictortm1.1Klg/SjmJ (Stock No: 020649) fueron comprados a The 

Jackson Laboratory (The Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME). Los animales se alojaron en 

un ciclo estándar de día y noche, con libre acceso a alimentos y agua.  

6.2. Anticuerpos y reactivos 

 

Los anticuerpos y reactivos fueron utilizados como sugiere el fabricante. β-catenin (E-5) (sc-

7963) y GSK-3β (E-11) (sc-377213) fueron obtenidos de Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Akt1 

(CST-2938), pPKCα/β (Thr638/641) (CST-9375), PKCα (CST-2056), proteína ribosomal S6 

(CST-2317), proteína ribosomal pS6 (Ser235/236) (CST-4858), pAkt473 (Ser473) (CST-4060), 

pβ-Catenin (Ser552) (CST-9566), pGSK-3β (Ser9) (CST-9336), Caspasa 3 escindida (Asp175) 

(CST-9661), mTOR, raptor y rictor (D16H9; CST-9476) fueron obtenidos de Cell Signaling 

(Danvers, MA). El anticuerpo dirigido contra actina de ratón fue donado por el doctor Manuel 

Hernández (Departamento de biología 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. Inducción 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 

histología. El colon fue procesado para inmunofluorescencia (IF), inmunohistoquímica (IHQ) y 

western blot.  
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6.4. Aislamiento de criptas  

 

La región del colon proximal fue identificada y un segmento entre 1-2 cm fue removido. El 

colón fue abierto haciendo un corte longitudinal, se enjuagó en PBS frío y se incubó en una 

solución de quelación de Ca2+ durante 30 minutos a temperatura ambiente (NaCl 966 mM, KCl 

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 quelación, el tejido se agitó manualmente para liberar 

las criptas. Se retiró el tejido y se centrifugó la solución a 2000 rpm durante 2 minutos. Las 

criptas aisladas se lisaron en RIPA para Western Blot. 

6.5. Análisis de apoptosis 

 

La apoptosis se determinó 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 solución amortiguadora de RIPA (50 mM de NaCl, 

1% de NP-40, 0.5% de ácido desoxicólico, 0.1% de SDS, 50 mM de Tris, pH 8.0) y fueron 

homogenizados empleando un homogenizador Benchmark BeadBlaster (Benchmark Scientific; 

Sayreville, NJ). La concentración de proteína fue determinada empleando el ensayo de la 

proteína BCA (Pierce, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA). Se cargaron 25 μg de proteína 

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 μm). Después, las muestras fueron fijadas con paraformaldehído (20 min, 

temperatura ambiente (TA)), permeabilizadas con tritón 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 incubación 

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 imágenes fueron tomadas con un microscopio 

confocal LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany) o con un Leica TCS SP8x (Wetzlar, Germany). Las 
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imágenes fueron analizadas con el programa Fiji-Image J 2.1.0./1.53c 

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

6.8. Permeabilidad intestinal 

 

La permeabilidad intestinal fue evaluada como reportamos previamente (Castro-Martínez et al., 

2021). El dextrano acoplado a Isotiocianato de fluoresceína 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 µg/mL) fue adquirido de 

Invitrogen, CA. Después del tratamiento los ratones fueron sacrificados, el colon fue extraído y 

las heces fueron removidas. Un lazo en la región distal del colon fue hecho para generar un saco 

intestinal. El saco intestinal (4 cm) fue llenado por la región proximal con una solución que 

contenía 1 mg/mL de dextrano FITC/RITC o 4 µg/mL de dextrano Alexa Fluor 647 e 

inmediatamente fue sellado. El saco fue incubado en un tubo cónico con 10 mL de solución 

Hartmann protegido de la luz a 37°C con 5% de CO2. Para medir el flujo pasivo del dextrano 

FITC/RITC, una muestra de 100 µL de la solución Hartmann fue colectado del tubo cónico a 0 

y 60 min, posteriormente fue transferido a una placa de 96 pozos y la fluorescencia fue medida. 

Para evaluar la ubicación de los sitios de alta permeabilidad en el colon, el dextrano que se 

puede fijar se lavó 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 histológico e inmunohistoquímica 

 

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 μm/sección), se desparafinaron y se procesaron para tinción 

con H&E e inmunohistoquímica utilizando técnicas estándar. Para la inmunohistoquímica, los 

portaobjetos se tiñeron utilizando un equipo automatizado (Ventana Benchmark GX, Roche 

Rotkreuz Suiza). Se resuspendió el anticuerpo primario contra la caspasa 3 escindida (CST-

9664) a una dilución 1:2500 en una solución de leche desnatada al 1%. Para el revelado se utilizó 

el kit de detección 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 óptico BX53 Olympus equipado con células Sens Dimention Software 

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


 

23 
 

(Olympus Corporation; Tokio, Japón). El recuento y las mediciones en las regiones de interés 

(ROI) incluyeron todos los tonos de marrón, no se realizó ninguna discriminación entre la 

tinción citoplásmica, membranal y nuclear. 

La puntuación histológica se realizó según 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 μm/sección), se desparafinaron y se procesaron para tinción con H&E e 

inmunohistoquímica utilizando técnicas estándar. Se asignaron puntuaciones al daño epitelial 

colónico de la siguiente manera: 0 = normal; 1 = hiperproliferación, 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 = úlcera 

de tamaño pequeño a mediano (<10 anchos de cripta); 6 = úlcera grande (≥ 10 anchos de cripta). 

A la infiltración 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 músculo / serosa (0 = normal, 1 = moderado a severo). Se agregaron 

puntuaciones para el daño epitelial y la infiltración de células inflamatorias, lo que resultó en un 

rango de puntuación total de 0-12. 

6.10. Determinación de el puntaje del índice de la actividad de la enfermedad (DAI por sus 

siglas en inglés) 

 

El DAI fue calculado siguiendo protocolos estándar. Todos los animales se evaluaron 

diariamente para determinar su peso corporal, sangre oculta, presencia de sangre macroscópica 

en las heces o sangrado rectal y consistencia de las heces. El DAI se calculó 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 

macroscópica] y consistencia de las heces (0 = heces normales, gránulos bien formados; 2 = 

heces blandas, pastosas y semiformadas; 4 = diarrea). DAI = (puntuación de pérdida de peso 

corporal) + (puntuación de hemorragia intestinal) + (puntuación de consistencia de las heces). 

6.11. Análisis estadístico 
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Las especificaciones estadísticas que incluyen el tamaño de la muestra, las mediciones de 

precisión y las pruebas estadísticas se proporcionan en las leyendas de las figuras. Los valores 

considerados con diferencias estadísticamente significativas fueron de p <0,05. * p <0.05, ** p 

<0.01, *** p <0.001. El análisis se realizó utilizando el software GraphPad Prism v7. 

7. Resultados 
 

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

colónica durante colitis. 

 

Un defecto en la barrera intestinal incrementa la exposición de las células del sistema inmune 

al contenido luminal y promueve una respuesta inmunológica exacerbada durante la inflamación 

intestinal, una marca distintiva en los pacientes que cursan con EII (Laukoetter et al., 2008; Otto 

et al., 2001).  Por lo tanto, evaluamos dicho proceso en la mucosa colítica 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 

drásticamente, indicando una disfunción de la barrera epitelial. Mediante la tinción de Acasp-3 

se determinó que existían focos apoptóticos en la mucosa inflamada, los cuales reflejaban sitios 

de microerosión y/o lesiones ulcerosas que podrían 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 sódico (DSS). Los ratones 

C57BL/6J recibieron solo agua o DSS al 2,5% disuelto en agua potable durante 6 días. Los sacos colónicos se 

cargaron con una solución de isotiocianato-dextrano de fluoresceína con peso molecular de 4 kDa (FD-4) e 

isotiocianato-dextrano de rodamina B con peso molecular de 10 kDa (RD-10), y se midió el flujo neto de dextrano 

durante 60 minutos.  

B) Apoptosis en la mucosa colónica de ratones colíticos. Los ratones C57BL/6J recibieron solo agua o DSS al 2,5% 

disuelto en agua potable durante 6 días. 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+. Núcleos= azules. La línea discontinua marca la cripta.  

Los valores de p se calcularon mediante un análisis de varianza bidireccional con la prueba post hoc de Sidak (A). 

Los datos muestran el error estándar de la media (SEM) (A). n=8 (A); n=6 (B). ** P <0,01, *** P <0,001. Escala 

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

Para analizar nuestra teoría y poder determinar fehacientemente en donde se localizan las 

regiones de alta permeabilidad en la mucosa colítica se marcó el lumen de los sacos colónicos 

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 observó recubriendo la superficie apical de los enterocitos (lado luminal) y se detectó una 

difusión mínima debajo de esta capa (Figura 7 (A-C), flechas blancas). Contrario a lo anterior, 

A B 
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en ratones colíticos el flujo transcelular (espacio intracelular), permeabilidad paracelular 

(espacio intercelular) y la difusión del F-dextrano fueron claramente detectados (Figura 7 (A-

C), flechas blancas).  
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Figura 7. Detección de los sitios con alta permeabilidad en el colon de ratones control y colíticos utilizando 

dextrano fijable (F-dextrano). 

A) Se prepararon sacos intestinales de ratones C57BL/6J tratados con agua o DSS al 2,5% durante 6 días. Los sacos 

se llenaron con una solución de 4 μg/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 núcleos (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 µm.  

B) Inmunofluorescencia para actina (rojo) y F-dextrano (blanco) en secciones congeladas de ratones Ctl y colíticos. 

Las flechas marcan la actina en la superficie apical de las criptas colónicas. El asterisco marca una región con 

microerosiones, que representa un área con una clara discontinuidad de la actina apical. Esta región identifica una 

sección donde se pierde la continuidad de la barrera epitelial. Barra de la escala=20 µm. 

C) Representación esquemática de la penetrancia del F-dextrano en la mucosa colónica. La superficie del colon 

está representada por una línea roja, que representa la actina en el borde apical.  

Los resultados son la representación 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 áreas enriquecidas con CEIs apoptóticas (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 demostró 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 señalización de Rictor/mTORC2/Akt es disminuida en los colonocitos colíticos 

 

La señalización de Akt es bien conocida como una señal antiapoptótica (Downward, 2004). Para 

que Akt sea activada totalmente requiere ser fosforilada en dos fosfo-residuos, la serina 473 

(pAKT473) el cual es blanco de mTORC2 y en la treonina 308 (pAkt308) 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 colítica de ratones tratados con DSS por 3 y 6 

días, esto último se decidió con la finalidad de mimetizar diferentes grados de inflamación. 

Después de la inducción de colitis pAkt473 y pAkt308 rápidamente incrementaron indicando la 
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activación total de Akt. No hubo cambios en los niveles de Akt total (Figura 9A). 

Posteriormente, se evaluaron dos blancos de Akt activo, la fosforilación de β-catenina en la 

serina 552 (pβ-cat552) (Fang et al., 2007; He et al., 2007) y la fosforilación de GSK3β en la serina 

9 (pGSK3β9)(Hermida et al., 2017). Los niveles de pβ-cat552 y pGSK3β9 se incrementaron en la 

mucosa colónica de ratones tratados con DSS por 6 días. No hubo cambios en los niveles totales 

de GSK3β, pero los niveles de β-cat aumentaron después de 6 días de tratamiento con DSS 

(Figura 9A).  
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Figura 8. La apoptosis y anoikis contribuyen activamente a la disfunción de la barrera epitelial en la mucosa 

colítica.  

A) Determinación de los focos apoptóticos de la mucosa de ratones control y colíticos. Se muestran F-dextrano 

(blanco), ACasp-3 (verde), faloidina (rojo) y núcleos (azul). El recuadro blanco identifica el área donde se pierde 

la continuidad epitelial. Las flechas marcan las células sometidas a anoikis. Los asteriscos marcan a las células 

apoptóticas/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 núcleos (azul). Nota: Algunas células sometidas a anoikis son positivas para ACasp-3. Las flechas muestran 

áreas de flujo paracelular. Los asteriscos indican células desprendidas con dextrano citosólico.  

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

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

A continuación, se realizó una IF para determinar la localización de pGSK3β9 a lo largo del eje 

de la cripta y así evaluar indirectamente la activación de Akt en ratones control y colíticos. La 

tinción contra pGSK3β9 reveló que los ratones tratados con DSS incrementan la señalización de 

Akt en células epiteliales y células no epiteliales (Figura 9B). Sin embargo, la señal de 

pGSK3β9, cualitativamente fue más intensa en CEI 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 (pBad136) para inhibir el daño mitocondrial y la 

subsecuente activación de caspasa-3 (Datta et al., 1997). Por lo anterior, la pBad136 y la Acasp-

3 fueron evaluados en la mucosa colónica de ratones control y tratados con DSS. Después de 6 

días de inducción de colitis la pBad136 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 realizó una evaluación similar pero 

ahora solo en criptas aisladas de colon (fracción enriquecida en colonocitos) recolectadas de 

ratones control y colíticos. Como se muestra en la figura 9C, pAkt473 y pAkt308 aumentaron de 

forma robusta en las criptas colónicas de ratones tratados con DSS durante 3 días. Sin embargo, 

se detectó una reducción significativa en pAkt473 en las criptas colónicas de ratones tratados con 

DSS durante 6 días en comparación con las criptas recolectadas de ratones tratados por 3 días. 

Por el contrario, los niveles de pAkt308 fueron similares en las criptas de ratones colíticos tratados 
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con DSS por 3 y 6 días. Los niveles de pAkt473 fueron similares en la mucosa colonica de ratones 

tratados con DSS por 3 y 6 días (Figure 9A y figura 9C) indicando que las fluctuaciones en 

pAkt473 fueron específicamente para los colonocitos. En estas muestras, los niveles de pGSK3β9 

y pBad112 aumentaron después de 3 días de tratamiento con DSS y fueron reducidos en el día 6. 

En contraste, los niveles de pβ-cat552 permanecieron elevados durante el curso completo del 

experimento. No existieron cambios en ninguna condición de las proteínas totales de GSK3β, 

β-catenina y Bad (Figura 2C). Sin embargo, la Acasp-3 es incrementada en colonocitos después 

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

En colonocitos aislados, los niveles de pAkt473 se correlacionan con el estado de fosforilación 

de pGSK3β9 y pBad112, y su presencia es inversamente proporcional al proceso apoptótico 

detectado en estas células (Guertin et al., 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 fosforilación de Akt. Como se muestra en la figura 9A y 9D, mTOR no se 

altera en la mucosa colónica de ratones colíticos, aunque aumenta en las criptas colónicas de 

ratones tratados con DSS. La molécula Rictor aumentó en la mucosa colítica y mostró un efecto 

bifásico en criptas aisladas. La molécula aumentó claramente después de 3 días de tratamiento 

y después de 6 días su presencia disminuyó a niveles basales. A diferencia de rictor, la proteína 

asociada a la regulación de mTORC1 (Raptor), un componente principal de mTORC1, aumentó 

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

Para evaluar aún más la activación de mTORC2 y mTORC1, se evaluó la fosforilación de 

PKCαthr638 (pPKC638) y la proteína ribosómica S6 (pS6235/236) (Guertin et al., 2006). Como se 

muestra en la figura 9A, después del tratamiento con DSS, pPKC638 aumentó de manera 

constante en la mucosa colítica pero, en criptas aisladas, pPKC638 mostró un efecto bifásico 

similar a lo observado para rictor y pAkt473, la proteína fosforilada aumentó después de 3 días 

de tratamiento con DSS y se redujo en el día 6 (Figura 9D). Por el contrario, el blanco rio abajo 

de mTORC1, pS6235/236 aumentó constantemente en la mucosa colónica y en las criptas 

colónicas 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 señalización antiapoptótica mediada por el eje rictor/mTORC2/Akt exhibe una activación 
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temporal en los colonocitos colíticos, pero en contraste, las vías de señalización de mTORC1 y 

PDK1 se activan de manera constante. 

7.3. La ablación de rictor inactiva la señalización de mTORC2/Akt en colonocitos colíticos. 

 

La ausencia de inhibidores comerciales para rictor o componentes de mTORC2 limitan un 

análisis funcional completo de la señalización de mTORC2/Akt en poblaciones de células y/o 

tejidos específicos. Por lo tanto, para investigar si la señalización de mTORC2/Akt regula la 

supervivencia celular en los colonocitos, Rictor fue eliminado en las CEI. Para ello, se cruzaron 

ratones que tenían dos sitios FloxP flanqueando al gen Rictor con animales que expresaban la 

recombinasa Cre bajo el control del promotor de vilina (Vil1-cre)(el Marjou et al., 2004) 

(Figura 10A). La cepa parental y los ratones RictorΔIEC mostraron niveles similares de rictor en 

toda la mucosa colónica total, pero rictor estuvo ausente en muestras de criptas colónicas 

purificadas (colonocitos) obtenidas de animales RictorΔIEC (Figura 10B y C). Además, en IEC 

que carece de rictor, los niveles de proteína mTOR se mantuvieron estables mientras que los 

niveles de raptor incrementaron (Figura 10C). 

 



 

32 
 

 

A 

B 
C 

D 



 

33 
 

Figure 9. Señalización de rictor/mTORC2/Akt en colonocitos colíticos.  

A) Determinación por western blot de mTOR, rictor, proteína cinasa fosforilada C (pPKC)638, proteína cinasa C 

(PKC) α, Akt fosforilada (pAkt)473, pAkt308, Akt, glucógeno sintasa cinasa fosforilada (pGSK)-3β9, glucógeno 

sintasa cinasa (GSK)-3β, β-catenina fosforilada (pβ-Cat)552, β-catenina (β-Cat), Bad fosforilada (pBad)136, Bad, 

raptor, pS6235/236, S6 y caspasa 3 activa (ACasp-3) en lisados  de la mucosa colónica de animales tratados con 

dextrano sulfato sódico (DSS) y control (Ctl). El tratamiento con 2,5% de DSS se realizó durante 3 y 6 días. La 

actina fue empleada como control de carga.  

B) Inmunofluorescencia de pGSK-3β9 (rojo) en criosecciones colónicas de ratones de control y colíticos. El 

tratamiento con DSS se realizó durante 6 días. Núcleos= azul. Las flechas marcan la célula epitelial de la superficie 

celular positivas para pGSK-3β9. El asterisco indica células no epiteliales positivas para pGSK-3β9 

C) El gráfico muestra los valores densitométricos para pAkt473/Akt. La actina fue empleada como control de carga. 

D) Determinación por western blot de mTOR, rictor, pPKC638, PKCα, pAkt473, pAkt308, Akt, pGSK-3β9, GSK-3β, 

pβ-Cat552, β-Cat, pBad136, Bad, raptor, pS6235/236, 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 realizó durante 3 y 6 días. Los gráficos 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 análisis de varianza de una sola vía 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 µm 

(B).  

A continuación, se analizó el estado de fosforilación de pPKC638, pAkt473, pAkt308, pβ-cat552, 

pGSK3β9, pBad136 y pS6235/236 en criptas aisladas obtenidas de ratones Wt y RictorΔIEC inducidos 

a colitis durante 3 días. El tratamiento con DSS aumentó los niveles de pPKC638, pAkt473, 

pAkt308, pβ-cat552, pGSK3β9, pBad136 y pS6235/236 en colonocitos de ratones Wt. En los 

colonocitos que carecen de rictor, el tratamiento con DSS no logró estimular la fosforilación de 

pAkt473 y pβ-cat552, y la presencia de pAkt308, pGSK3β9, pBad136 y pS6235/236 se redujo 

claramente (Figura 11 A, B). No se indujeron cambios en Akt, β-catenina, GSK3β, Bad y S6 

en colonocitos de ratones Wt y RictorΔIEC tratados con DSS (Figura 11A). 
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Figura 10. Generación del ratón KO de rictor en células epiteliales intestinales. 

A) Representación esquemática de la deleción específica de Rictor en células epiteliales intestinales (CEIs) 

utilizando ratones villin-CreER y RictorF/F. Se muestra una imagen representativa de la genotipificación (PCR). 

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

RictorΔIEC.  

C) Western blot de Rictor, raptor y mTOR en colonocitos (criptas aisladas) recolectados de ratones Wt o RictorΔIEC 

tratados con agua sola [control (Ctl)] o dextrano sulfato sódico (DSS). Actina se utilizó 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 condición control, los niveles de pAkt308, pGSK3β9, pBad136 y 

pS6235/236 estaban elevados en los colonocitos de ratones RictorΔIEC en comparación con los 

colonocitos Wt. Sin embargo, los niveles de pAkt473 y pβ-cat552 fueron comparables en los 

colonocitos de ambas cepas. Curiosamente, pPKC638 estaba ausente en los colonocitos 

deficientes en rictor y la PKC total se redujo en gran medida. Además, al exponer colonocitos a 

DSS, disminuyó aún más la PKC total y no se logró estimular la fosforilación de la molécula 

(Figura 11A). La tinción de inmunofluorescencia para pAkt473 reveló que se expresa a lo largo 

del eje de la cripta y está fuertemente enriquecido en colonocitos de superficie de ratones Wt. 

Sin embargo, después de la ablación con Rictor, pAkt473 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 ablación de Rictor inactiva con éxito la señalización de mTORC2/Akt en 

colonocitos colíticos, pero en condiciones de control, la ausencia de la molécula regula al alza 

la señalización de pAkt308 y mTORC1. 

7.4. La señalización de rictor/mTORC2 previene la apoptosis y anoikis en los colonocitos 

superficiales. 

 

A continuación, se evaluó la apoptosis en la mucosa colónica de ratones Wt y RictorΔIEC. Como 

se muestra por la presencia de ACasp-3, los colonocitos de los ratones RictorΔIEC eran propensos 

a sufrir apoptosis en condiciones control y colíticas (Figura 12A-C). Curiosamente, el proceso 

apoptótico aumento dramáticamente en colonocitos en la superficie de la cripta (Figura 12D) 

donde las CEIs entraron en apoptosis (asterisco) y anoikis (Flechas). Está bien establecido que 

Akt también regula la proliferación en las células epiteliales (Degan & Gelman, 2021; Yu & 

Cui, 2016) por lo que se evaluó la proliferación mediante la tinción de PCNA. Como se muestra 

en las figuras 12E-F en condiciones de control, PCNA se incrementó marginalmente en CEIs 

de ratones RictorΔIEC. Sin embargo, el pequeño aumento no fue estadísticamente significativo. 

Además, después de la inducción 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 proliferación de colonocitos colíticos.  
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Figura 11. La eliminación de rictor inactiva la señalización de mTORC2/Akt en colonocitos colíticos. 

A) Determinación por western blot de mTOR, rictor, pPKC638, PKCα, pAkt473, pAkt308, Akt, pGSK-3β9, GSK-3β, 

pβ-Cat552, β-Cat, pBad136, Bad, raptor, pS6235/236, S6 y ACasp-3 en criptas aisladas obtenidas de ratones Wt o 

RictorΔIEC. El tratamiento con DSS se realizó durante 3 días debido a que la señalización de rictor/mTORC2/Akt 

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

B) Análisis densitométrico de pPKC638, pAkt473, pAkt308, pGSK-3β9, pβ- pBad136 de la figura A. Los valores 

relativos se normalizaron con actina.  

C) Inmunofluorescencia para pAkt473 en el colon de ratones Wt y RictorΔIEC. Se muestran pAkt473 (verde), E-

cadherina (rojo)A y núcleos (azul) 

Los valores de p se calcularon utilizando un análisis de varianza de una vía 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 µm.  

7.5. La señalización de rictor/mTORC2 regula negativamente la apoptosis e incrementa la 

proliferación en enteroides. 

 

Para corroborar los hallazgos anteriores se evaluó la presencia de pAkt473, pAkt308, pS6235/236, 

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 RictorΔIEC. De manera similar a lo observado en las 

criptas colónicas aisladas, las CEIs que carecen de rictor mostraron niveles bajos de pAkt473, 

pero en contraste, pAkt308 y pS6235/236 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 más pequeños (Figura 13A-C). La tinción por inmunofluorescencia 

reveló que en ausencia de rictor, la apoptosis era un proceso aleatorio que se producía en todo 

el enteroide (Figura 13D). Por tanto, en conjunto estos resultados sugieren fuertemente que la 

señalización de rictor/mTORC2 regula negativamente la apoptosis y la proliferación en 

enteroides. 
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Figura 12. La señalización 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 colónica de ratones Wt y RictorΔIEC. El gráfico 

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

B) Western blot de ACasp-3 en criptas colónicas aisladas de ratones Wt y RictorΔIEC. El tratamiento con DSS se 

realizó durante 3 días. Se utilizó actina como control de carga.  

C) Inmunofluorescencia para ACasp-3 en el colon de ratones Wt y RictorΔIEC. ACasp-3 es verde; Ecadherin, rojo; 

y núcleos, azul.  

D) Inmunofluorescencia de ACasp-3 en la mucosa colónica de ratones Wt y RictorΔIEC. ACasp-3 es verde; E-

cadherina, roja; y núcleos, 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 antígeno nuclear de células proliferantes (PCNA) en el colon de ratones Wt y RictorΔIEC. 

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

F)  Western blot de PCNA en la mucosa colónica y en criptas aisladas recogidas de ratones Wt o RictorΔIEC. Se 

utilizó actina como control de carga (Ctl). El gráfico muestra los valores densitométricos de PCNA.  

G) Western blot de PCNA en lisados celulares de ratones Wt o RictorΔIEC de control y colíticos. El tratamiento con 

DSS se realizó durante 6 días. Se utilizó actina como control de carga. El gráfico muestra los valores 

densitométricos de PCNA.  

Los valores de p se calcularon utilizando la prueba de dos muestras de Kolmogorov-Smirnov (A), prueba t (E) y 

análisis de varianza de una vía con la prueba post hoc de Tukey. Los datos se muestran como la SEM. n=6. *** P 

<0,001. Escala = 20 µm (C-E).  
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Figura 13. La señalización de rictor/mTORC2 regula negativamente la apoptosis e incrementa la 

proliferación en enteroides. 

A) Determinación por western blot de rictor, pAkt473, pAkt308, Akt, pS6235/236, S6 y ACasp-3 en enteroides Wt o 

RictorΔIEC. El gráfico muestra el análisis densitométrico de PCNA. Se utilizó actina como control de carga.  

B) Micrografías de enteroides deficientes en Wt y Rictor cultivados durante 5 días.  

C) Análisis del área y número de gemas en los organoides Wt o RictorΔIE . Se analizaron al menos 60 organoides 

por condición 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 núcleos (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 µm (B), 20 µm (D). 

 

7.6. La señalización mTORC2/Rictor atenúa la inflamación colónica.  

 

Para obtener información relevante sobre las implicaciones patofisiológicas de la pérdida de 

señalización de rictor/mTORC2 en las CEI, se evaluó a detalle la mucosa colónica de los ratones 

RictorΔIEC. En la mucosa colónica de los ratones RictorΔIEC no hubo cambios en la longitud del 

colon tanto en condiciones Ctl como DSS al compararse con el WT (Figura 14A). Además, se 

conservó la citoarquitectura de las criptas intestinales (figura 14B). Sin embargo, se detectó una 

infiltración de células inflamatorias que abarcó principalmente un infiltrado de leucocitos 

polimorfonucleares en el colon de ratones RictorΔIEC (Figura 14B, Flechas) que desencadenó 

un proceso inflamatorio leve como se muestra en la puntuación histológica (Figura 14C y 14D). 

Ni el infiltrado de células inflamatorias ni la puntuación histológica fueron estadísticamente 

significativos en condiciones Ctl.  
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Figura 14. La señalización de rictor/mTORC2 atenúa la inflamación en la mucosa colónica. 

A) Imagen representativa del colon extraído de ratones de tipo salvaje (Wt) y RictorΔIE en condiciones de control 

(Ctl) y colíticas. El tratamiento con dextrano sulfato sódico (DSS) se realizó durante 3 días (3D). El gráfico muestra 

la longitud del colon en centímetros.  

B) tinción con hematoxilina y eosina de la mucosa colónica de ratones de tipo salvaje (Wt) y RictorΔIE. Las flechas 

negras marcan infiltrados de leucocitos polimorfonucleares. Los asteriscos indican las células epiteliales que 

recubren la luz intestinal.  

C) Se cuantificó la infiltración de células inmunitarias en la mucosa colónica en ratones Wt o RictorΔIE tratados 

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

 D) puntuación histológica del tejido colónico recogido de ratones Wt y RictorΔIE tratados con agua (Ctl) o DSS al 

2,5% durante 3 y 6 días. La puntuación de histología se expresa en unidades arbitrarias.  

Los valores de p se calcularon utilizando un análisis de varianza de dos vías 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 µm (B). 

 

Además, en la mucosa colónica de ratones RictorΔIEC aumentó el número de CEIs (asteriscos) y 

células no epiteliales (flechas) ACasp-3+ (figura 15A). En consecuencia, la permeabilidad de 

FITC-Dextran aumentó en el colon de ratones RictorΔIEC (Figura 15B). Sin embargo, el flujo de 

RITC-Dextran no se alteró después de 6 días de inducción de colitis, cuando la apoptosis 

aumentó en colonocitos Wt (Figura 8) y las diferencias en el flujo pasivo de FITC-Dextran 

entre ratones RictorΔIEC y Wt desaparecieron (Figura 15C). Los resultados corroboran que la 

señalización rictor/mTORC2 regula la permeabilidad intestinal de moléculas pequeñas al 

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

A) Se evaluó la caspasa 3 activa mediante inmunohistoquímica en secciones incluidas en parafina de la mucosa 

colónica de ratones Wt o RictorΔIE. El tratamiento con DSS se realizó durante 3 y 6 días. Las flechas negras indican 

grupos celulares que abarcan células no epiteliales. Los asteriscos marcan las células epiteliales intestinales 

apoptóticas en la superficie de la cripta.  

B) Se evaluó la permeabilidad intestinal en el colon de ratones Wt o RictorΔIE. Los sacos colónicos se cargaron con 

una solución de isotiocianatodextrano de fluoresceína, peso molecular, 4 kDa (FD-4) e isotiocianatodextrano de 

rodamina B, peso molecular, 10 kDa (RD-10) y se midió el flujo neto de dextrano durante 60 minutos.  

A 
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C) Permeabilidad intestinal en el colon de ratones Wt o RictorΔIE tras la inducción de colitis. El tratamiento con 

DSS se realizó durante 6 días (6D). Los sacos se cargaron con isotiocianatodextrano de fluoresceína, peso 

molecular, 4 kDa (FD-4) e isotiocianatodextrano de rodamina B, peso molecular, 10 kDa (RD 10), y se midió el 

flujo neto de dextrano durante 60 minutos.  

Los valores de p se calcularon utilizando un análisis de varianza de dos vías con la prueba post hoc de Sidak (B y 

C). Los datos se muestran como la SEM. n=6. *** P <0,001. Escala = 50 µm (A). 

 

7.7. La señalización de rictor/mTORC2 afecta mínimamente el desarrollo/establecimiento 

de colitis. 

 

Posteriormente, se analizó el desarrollo de la colitis inducida por DSS en ratones Wt y 

RictorΔIEC. Como se esperaba, el tratamiento con DSS aumentó el índice de actividad de la 

enfermedad (DAI), la formación de úlceras, la apoptosis, la puntuación histológica, la 

infiltración 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 

RictorΔIEC mostraron un aumento estadísticamente significativo en el DAI a los 1 y 2 días de 

tratamiento con DSS y al día 3 el DAI fue similar entre ambas cepas (Figura 16A). Además, en 

el día 3 del tratamiento con DSS, el infiltrado de células inmunitarias en la mucosa colítica de 

los ratones Wt aumentó considerablemente, pero el número de esas células disminuyó 

ligeramente el día 6. En contraste, en la mucosa colítica de los ratones RictorΔIEC, el infiltrado 

de células inmunitarias aumentó considerablemente después del tratamiento con DSS, pero el 

número de esas células fue similar durante todo el curso del tratamiento. El número de células 

que se infiltran en la mucosa colónica de los ratones colíticos RictorΔIEC fue comparable al 

observado en los ratones Wt tratados con DSS durante 6 días (Figura 14C). Además, el número 

total de células ACasp-3+ siempre fue mayor en la mucosa colítica de los ratones RictorΔIEC y 

el número de esas células disminuyó durante el transcurso del tratamiento (Figura 15A y Figura 

16B). Debido a esos cambios mínimos, no se observaron diferencias en la histológica, la 

longitud del colon y en la extensión de la formación de úlceras entre ambas cepas en cualquier 

condición (Figura 15A, D y figura 16C). Así, tomados en conjunto, estos resultados indican 

que, al preservar la función de barrera epitelial, la señalización de rictor/mTORC2 atenúa la 

inflamación en la mucosa colónica, pero su pérdida afecta mínimamente el 

desarrollo/establecimiento de colitis. 
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Figura 16. La señalización de rictor/mTORC2 afecta mínimamente el desarrollo/establecimiento de colitis. 

A) Índice de actividad de la enfermedad (DAI) de ratones Wt y RictorΔIE tratados con agua (Ctl) o DSS al 2,5% 

durante 6 días. El índice de actividad de la enfermedad se expresa en unidades arbitrarias. Los datos se combinan 

de tres experimentos independientes.  

B) Se detectó caspasa 3 activa (ACasp-3) mediante inmunohistoquímica en secciones incluidas en parafina de 

ratones Wt y RictorΔIE. El tratamiento con DSS se realizó durante 3 y 6 días. El gráfico muestra el número de células 

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

C) Tinción representativa de hematoxilina y eosina de la mucosa colónica de ratones Wt y RictorΔIE tratados con 

agua (Ctl) o DSS al 2,5% durante 3 y 6 días. Se muestran imágenes representativas. Los datos se combinan de tres 

experimentos independientes.  

Los valores de p se calcularon utilizando un análisis de varianza de dos vías con la prueba post hoc de Sidak (A y 

B). Los datos se muestran como la SEM. n=6. *** P <0,001. Escala = 2000 µm (C). 

 

8. Discusión  
 

Los mecanismos que controlan la barrera epitelial en la mucosa colónica siguen sin 

comprenderse del todo. En el presente trabajo se demostró que los colonocitos que experimentan 

apoptosis/anoikis contribuyen a la disfunción de la barrera epitelial en el intestino inflamado. 

La inducción de apoptosis/anoikis en colonocitos de superficie probablemente dependen de la 

inactivación de la señalización 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 

et al., 1997; Yang et al., 1995). La PKC también podría estar implicada en dicho proceso dado 

que se ha documentado que es capaz de fosforilar Bad (Bluwstein et al., 2013). Sin embargo, la 

ablación de rictor resultó en la eliminación de la señalización de PKC en condiciones control 

cuando la fosforilación de Bad aún estaba presente, cuestionando tal posibilidad. Esto sugiere 

que, en el epitelio intestinal la función de rictor/mTORC2/PKC está dirigida a controlar 

diferentes procesos celulares. Bad no fosforilado desencadena la liberación del citocromo c 

mitocondrial en el citosol que conlleva a la activación de caspasas proapoptóticas (Datta et al., 

1997; Yang et al., 1995). Sin embargo, la ablación de Rictor no solo indujo la apoptosis, sino 
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que también estimuló la anoikis en los colonocitos de superficie y mejoró la proliferación de 

CEIs. 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 proliferación de 

CEIs, la señalización de rictor/mTORC2 puede controlar el recambio de células epiteliales y/o 

la homeostasis epitelial. Varios mecanismos biológicos controlados por la vía rictor/mTORC2 

podrían estar directamente involucrados en la regulación de esos procesos. Por ejemplo, los 

resultados presentados en este trabajo muestran que la deleción de rictor reduce los niveles de 

proteína PKC. Por lo tanto, al modular el metabolismo de las proteínas en los CEIs, 

rictor/mTORC2 podría controlar esta red de señalización intracelular. 

En este estudio, se destacaron dos eventos importantes: en colonocitos colíticos, la señalización 

de rictor/mTORC2 aumenta rápidamente la señalización de Akt; y en colonocitos podría 

inducirse la fosforilación 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 

están de acuerdo con diferentes propuestas que indican que la fosforilación de Akt en la serina 

473 podría estar mediada por varias otras cinasas además de mTORC2, que incluye ILK (Persad 

et al., 2001), colina quinasa (Chua et al., 2009) y la propia Akt (Toker & Newton, 2000). De 

hecho, dado que se detectaron altos niveles de pAkt308 en colonocitos que carecen de rictor, el 

proceso de autofosforilación es una posibilidad plausible. Sin embargo, la fosforilación de 

Akt473 inducida por mTORC2 después de una respuesta aguda, no puedo ser compensada por 

otras cinasas. En este contexto, esta fosforilación podría tener como objetivo generar una 

respuesta específica destinada a adaptar el epitelio colónico al estrés ambiental. Por lo tanto, la 

localización espacio-temporal de la señalización rictor/mTORC2 podría tener mayores 

implicaciones biológicas en el intestino, y la disponibilidad de la molécula podría afectar el 

resultado. De hecho, en ausencia de rictor, mTOR puede asociarse con raptor y favorecer la 

activación de mTORC1 generando un cambio de mTORC2 a mTORC1. En los colonocitos 

colíticos, dicho mecanismo podría ser responsable de la hiperactivación de mTORC1 

previamente descrita (Gómez-Suárez et al., 2016; Guan et al., 2015; Gutiérrez-Martínez et al., 

2019; Nava et al., 2010). 

El mecanismo de retroalimentación positiva necesario para desencadenar la activación de 

mTORC1 río abajo de Akt podría ser proporcionado por pAkt308. De acuerdo con tal hipótesis, 
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se ha demostrado que, en las células epiteliales, pAkt308 retiene una actividad proteína cinasa 

completa (Vincent et al., 2011). Sin embargo, la respuesta limitada de la cinasa después de un 

estímulo agudo/fuerte, como el inducido por el tratamiento con DSS, sugiere fuertemente que 

la fosforilación mediada por mTORC2 mejora la actividad de la molécula. Sin embargo, dado 

que pAkt308 está reducido en colonocitos colíticos que carecen de rictor, no podemos obviar 

otras posibilidades, incluido un papel directo del rictor en el mantenimiento y/o estabilización 

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

 En estado basal, la apoptosis aleatoria fue detectado en CEIs que carecen de rictor, lo que indica 

que las señales desconocidas en el intestino dependen de la respuesta mediada por 

rictor/mTORC2 para prevenir la muerte celular. Las consecuencias biológicas de esas señales 

podrían ser diversas, incluida la regulación del recambio celular epitelial (Pellettieri & 

Alvarado, 2007). Por tanto, el aumento de la proliferación observado en los enteroides podría 

ser un mecanismo compensatorio desencadenado por el exceso de muerte celular. Identificar 

esas señales es importante para comprender la fisiopatología del epitelio intestinal. 

Akt se activa por varios estímulos que inducen la producción de PIP3 a través del 

fosfatidilinositol 3-quinasa, y en cada condición, la señalización de Akt produce de alguna 

manera un resultado distintivo. Se han generado diferentes hipótesis con respecto a tales 

respuestas, y recientemente se ha propuesto que Akt puede integrar diferencialmente señales 

específicas mediante la fosforilación de distintos sustratos río abajo de sus activadores directos 

(Martinez Calejman et al., 2020). Los resultados aquí presentados apoyan tales conclusiones y 

demuestran que los sustratos sensibles a rictor/mTORC2/Akt incluyen β-catenina, GSK-3β, Bad 

e indirectamente la vía mTORC1. Esos resultados concuerdan con trabajos publicados 

anteriormente que demuestran que la señalización de mTORC2/Akt se dirige a moléculas de 

señalización prosupervivencia y proproliferativa (Bian et al., 2017). Sin embargo, los hallazgos 

informados en este trabajo demuestran que la señalización de rictor/mTORC2 /Akt directa o 

indirectamente mejora la supervivencia de los colonocitos y reduce la proliferación de IEC. De 

hecho, los resultados anteriores que demuestran la compartimentación intracelular y/o la 

activación diferencial de Akt en las células que forman la cripta colónica apoyan esta suposición 

(Gómez-Suárez et al., 2016; Hernández-Trejo et al., 2016). En consecuencia, el papel de 
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rictor/mTORC2 en el mantenimiento de la homeostasis epitelial intestinal podría ser complejo 

y debe aclararse. 

Los resultados también confirman informes anteriores que indican que la apoptosis aumenta la 

conductividad epitelial local (Bojarski et al., 2001; Heller et al., 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 

apoptóticos y que no es solo paracelular.  

Esto último 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 inflamación, como la 

medición de la resistencia eléctrica transepitelial en monocapas epiteliales y la cuantificación 

de sondas marcadas con fluoróforos hidrófobos en organoides intestinales, intestinos de ratón 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 captación de una sustancia aumenta o disminuye en la mucosa 

intestinal, dichos métodos se quedan limitados en el análisis de otros eventos importantes que 

contribuyen directamente a los cambios en la permeabilidad. Por ejemplo, al no identificar las 

áreas específicas donde la integridad del epitelio se ve comprometida, esos estudios limitan la 

comprensión de los mecanismos de transporte o las funciones biológicas responsables de afectar 

la permeabilidad intestinal. Por lo tanto, complementar esos estudios con evaluaciones no 

cuantitativas específicas del sitio, como la que se describió aquí, permitió determinar la región 

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

La nueva técnica descrita fue una combinación de dos técnicas descritas anteriormente, la 

preparación de sacos intestinales para evaluar la función 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 útil para identificar las 

áreas donde las membranas de las células plasmáticas de las células epiteliales están 

comprometidas. Durante anoikis, varias moléculas de unión celular se pierden o se 

redistribuyen, y la técnica también podría ser útil para identificar esas proteínas. Existe un 

protocolo similar que emplea endomicroscopía láser confocal in vivo para evaluar la presencia 
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de microerosiones y daño epitelial en el intestino en tiempo real. Esta técnica identifica la 

extrusión de células en la mucosa intestinal inflamada y no inflamada. Sin embargo, en ausencia 

de marcadores específicos para evaluar los mecanismos, el tipo de célula e incluso la maquinaria 

involucrada en la disrupción de la integridad epitelial, este protocolo es muy limitado (Poulsen 

et al., 1984). Además, con esta técnica no podemos medir el grado de perturbación 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 opción más sólida 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 

RictorΔIEC nuestros resultados muestran que la permeabilidad a moléculas grandes todavía se 

encuentra restringida, como lo demostró la baja permeabilidad de RITC-dextrano (10 kDa) en 

la mucosa colítica, indicando que aún 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 crónico, que conduce al daño de la mucosa en pacientes 

con EII. Pero podría jugar un papel importante en la aparición de la inflamación intestinal, 

incluso en el reclutamiento y establecimiento del infiltrado polimorfonuclear que desencadenan 

los síntomas agudos detectados durante la aparición de la colitis. Estos resultados podrían 

explicar por qué diversos modelos animales con una barrera intestinal semipermeable no 

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

Finalmente, la ablación de Rictor en CEIs recapitula varias características biológicas y 

bioquímicas de los colonocitos colíticos (Gómez-Suárez et al., 2016; Gutiérrez-Martínez et al., 

2019; Hernández-Trejo et al., 2016; Laukoetter et al., 2007; Nava et al., 2010), por lo que no se 

puede excluir la existencia de otras anomalías. Por tanto, RictorΔIEC representa una nueva 

herramienta para investigar los procesos fisiopatológicos que conducen al desarrollo de la 

colitis. Comprender el papel del rictor en el mantenimiento de la barrera epitelial intestinal 

ayudará a generar nuevas herramientas terapéuticas que podrían ser beneficiosas en el 

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

durante colitis. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

53 
 

9. Conclusión 
 

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 mTORC2/Akt se eliminó, pero esto 

desencadenó un incremento en la permeabilidad epitelial y una respuesta inflamatoria leve en la 

mucosa colónica. Esto último afectó mínimamente el desarrollo o establecimiento de la colitis. 

Los datos identificaron un mecanismo previamente desconocido por el cual la señalización 

rictor/mTORC2 regula la apoptosis/anoikis en las células epiteliales intestinales durante colitis 

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

Sumado a esto, en este proyecto se desarrolló 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 último podría ser una herramienta muy útil en modelos 

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