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Resumen

Las uniones estrechas (UE) son estructuras altamente comple-
jas que se localizan en la porcion mds apical de la membrana
basolateral y estdn compuestas por una serie de proteinas,
como claudinas, ocludinas y proteinas de la familia ZO. Las UE
restringen el paso de sustancias potencialmente dafinas o
microorganismos a lo largo del espacio paracelular, y participan
de manera importante en procesos de mecanotransduccion y
senalizacion intercelular. Aunque la ultraestructura de las UE
les permiten funcionar como una barrera en varios tejidos, como
en la barrera hematoencefdlica y la barrera hematotesticular,
estas son propensas a cambios en su composicion, lo cual
podria disminuir sus caracteristicas de permeabilidad. En este
sentido, se ha demostrado que ciertos microorganismos ente-
ropatégenos son capaces de desensamblar o modificar las
propiedades de permeabilidad de las UE en las barreras he-
matotisulares. En particular, se ha estudiado cdmo la microbio-
ta contribuye a la formacion, la funcion y el mantenimiento de
las UE en varios nichos inmunitariamente privilegiados, tales
como el tracto gastrointestinal, el sistema nervioso central y los
testiculos. Por lo tanto, resulta primordial comprender los me-
canismos fisioldgicos por los cuales la microbiota puede modi-
ficar la funcion de las barreras hematotisulares, con el objetivo
de disefiar nuevas estrategias terapéuticas que mejoren los
efectos dafinos de varias enfermedades sobre nichos inmuni-
tariamente privilegiados en el humano.

Palabras clave: Microbiota; Uniones Estrechas; Acidos Gra-
sos Volatiles

Abstract

Tight-junctions (TJ) are a highly complex structure located in
the most apical portion of the basolateral membrane, com-
posed of series of proteins, such as claudins, occludins and
proteins of the ZO family. TJ restrict the passage of potentia-
Ily harmful substances or microorganisms through paracellu-
lar space and participate importantly in the mecanotransduc-
tion and intercellular signaling processes. Although the
complex structure of TJ, allow them function as barrier in
various tissues, such as brain-blood-barrier and testicu-
lar-blood-barrier, these barriers are prone to changes de-
creasing its permeability features. The contribution of micro-
biota in the formation, function and maintenance of TJ in
various immunologically privileged niches, such as gastroin-
testinal tract, central nervous system and testicles have been
recently studied. Nevertheless, it has been demonstrated that
certain pathogenic microorganisms are able to disassemble
or modify the permeability of TJ in blood-tissue barrier. The-
reby, it is central to understand the physiological mechanisms
of how microbiota could modify the function of epithelial
blood barriers in order to design new therapeutic strategies
to ameliorate harmful effects of many human diseases.
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Introduccion

El tracto gastrointestinal despliega diferentes fun-
ciones para digerir y absorber los nutrientes presentes
en los alimentos. Debido a su disposicién anatémica
y su conexion directa con el medio externo, se
encuentra expuesto a una gran variedad de microor-
ganismos que incluyen bacterias, hongos, parasitos y
virus. Por lo tanto, el tubo digestivo debe poseer pro-
piedades de barrera selectiva, las cuales previenen la
translocacion de antigenos y microorganismos poten-
cialmente dafinos al interior del organismo, y al
mismo tiempo producen un microambiente adecuado
para la reproduccion y el mantenimiento de los
microorganismos comensales que habitan a lo largo
del tracto gastrointestinal. El humano promedio
alberga cerca de 10" bacterias de aproximadamente
500 especies diferentes. Sin embargo, este nimero
varia dependiendo de la localizacién anatémica; por
ejemplo, el contenido de bacterias en el area del
piloro es relativamente bajo debido al &cido gastrico,
con cerca de 1000 bacterias/ml, a diferencia de otras
porciones del tubo digestivo, como el duodeno proxi-
mal, en donde se han reportado 10 bacterias/ml, o el
ileon terminal, que puede contener hasta 107 bacte-
rias/ml. Ademas, la poblacion de microorganismos en
el colon aumenta de manera logaritmica hasta alcan-
zar 10" bacterias/ml, lo que representa una masa
bioldgica de 300-600 g de peso, que es méas del 95%
de la microbiota total del hospedero.'-? Por otra parte,
se ha descrito la existencia de vias de intercomunica-
cion entre el epitelio intestinal y la microbiota, las
cuales afectan de manera sustancial las propiedades
de la barrera del tracto gastrointestinal, el metabo-
lismo celular, la sintesis de oligoelementos, la inmu-
notolerancia y la resistencia a las infecciones.®*

Estructura del complejo de union

Las UE son estructuras complejas que estan forma-
das por mas de 50 proteinas que se localizan en la
porcion mas apical de la membrana basolateral. Estas
proteinas forman estructuras filamentosas que atra-
viesan la membrana plasmatica interactuando con la
célula adyacente. Las UE estan constituidas por dos
grupos principales de proteinas: las que cruzan la
membrana plasmatica (proteinas integrales) y las que
se localizan en un lado de la membrana plasmatica
(proteinas periféricas). Entre las proteinas integrales
pueden distinguirse dos subgrupos principales: en el
primero estan las proteinas que cruzan la membrana

plasmatica en cuatro ocasiones, caracterizadas como
tetraspaninas, las cuales incluyen a las claudinas y
ocludinas; en el otro subgrupo se encuentran aquellas
proteinas que solo atraviesan la membrana plasma-
tica en una ocasion, caracterizadas como monospa-
ninas, y que incluyen la molécula de adhesion
intercelular. En contraste, las proteinas periféricas o
de andamiaje estan representadas por la familia de la
zonula occludens (Z0), que incluye las ZO 1, 2 y 3.
Desde un punto de vista estructural, las ocludinas y
las claudinas interactuan con el citoesqueleto a través
de su asociacion con ZO 1, 2 o 3, facilitando asi la
estabilidad de la UE. Una vez integradas, las protei-
nas de las UE regulan la adhesién célula-célula y
sellan el espacio paracelular entre las dos células
epiteliales, lo que permite el paso selectivo de varias
moléculas de la parte apical a la basolateral de la
célula®87 (Fig. 1).

Funciones de barrera del tracto
gastrointestinal

El tracto gastrointestinal consta de una monocapa de
células epiteliales que delimitan la luz intestinal de la
lamina propia adyacente. Esta monocapa posee dife-
rentes tipos celulares, entre los que se encuentran los
enterocitos, mismos que se encargan de la absorcién
de nutrientes de la dieta; las células de Globet, que
son las encargadas de la secrecion que recubre la
mucosa intestinal para disminuir el dafio causado por
elementos externos; y las células de Paneth, involucra-
das en la defensa y la proteccion del tracto gastroin-
testinal mediante la secrecion de varias enzimas, como
las lisozimas, la fosfolipasa A2 secretora y las defen-
sinas®. Estas células estan firmemente adheridas entre
si por una estructura especializada, que se localiza en
la porcion mas apical de la membrana basolateral,
caracterizada como UE y que es parte del complejo de
unién, compuesto por la UE, las uniones gap (UG), las
uniones adherentes (UA) y los desmosomas. Con res-
pecto a su distribucidn espacial, tanto los desmosomas
como las UG se encuentran en la porcidn inferior de
la cara basolateral, y su funcion es la de regular los
procesos de adhesion célula-célula, y la comunicacion
intracelular, respectivamente. En contraste, las UA y
las UE estén localizadas en la cara mas apical de la
membrana celular, y estan involucradas en los proce-
sos de adhesion intercelular y la regulacion de vias de
sefalizacion intracelulares. Estas estructuras son
esenciales para mantener la integridad de la barrera
intestinal®'® (Fig. 2).
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Figura 1. Estructura de la union estrecha y del complejo de union.
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Figura 2. Efectos fisioldgicos regulados por la microbiota.

SNC: sistema nervioso central.

Sin embargo, a pesar de que el epitelio intestinal
muestra una serie de mecanismos que conservan la
integridad de la barrera y mantienen una relacion
simbidtica entre la microbiota y el sistema inmunitario
del hospedero, estos mecanismos pueden ser afecta-
dos por el desequilibrio de la microbiota, como resul-
tado de malos habitos alimenticios, enfermedades
cronicas, diabetes, obesidad, etc.!" Debido a la impor-
tancia de estas relaciones, en el presente trabajo
discutiremos los conocimientos actuales sobre la
microbiota intestinal y su papel en la formacion, la
funcién y la integridad de las diferentes barreras
epiteliales.

Efectos fisiologicos mediados por la
microbiota

Dentro del tracto gastrointestinal se han descrito dos
poblaciones de microorganismos: Bacteroidetes y
Firmicutes, con variaciones en sus proporciones desde
el eséfago hasta el recto. Por ejemplo, las porciones
altas del tracto gastrointestinal son relativamente esca-
sas en microbiota; sin embargo, el género Streptococcus
parece ser el dominante en el eséfago distal, el duo-
deno y el yeyuno, mientras que Helicobacter es el
género dominante en el estomago, y finalmente los
phyla que predominantemente habitan el intestino
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grueso son Firmicutes y Bacteroidetes. Es el intestino
grueso donde la microbiota muestra su densidad mas
alta y desarrolla parte de sus beneficios funcionales,
como inhibir el crecimiento de microorganismos poten-
cialmente dafinos, ayudar al desarrollo adecuado del
sistema inmunitario y promover la absorcién de nutrien-
tes y la sintesis de vitaminas.'?

No obstante, los efectos de la microbiota no solo
estan restringidos al ambiente local, sino que también
influyen en el funcionamiento normal de otros 6rganos
distantes, como los pulmones, regulando la respuesta
inmunitaria a las infecciones virales;'® el sistema ner-
vioso central, donde puede afectar el comportamiento
al reducir la conectividad sindptica entre las neuro-
nas;'* y el higado, donde puede modular el metabo-
lismo al reducir el gasto de energia y promover la
adiposidad.’ Sin embargo, uno de los aspectos biolo-
gicos mas importantes regulados por la microbiota es
la capacidad de influir en la formacién, la permeabili-
dad y el transporte vectorial de solutos, no solo de la
barrera intestinal, sino de practicamente todas las
barreras epiteliales que delimitan de manera espacial
la sangre de los tejidos circundantes. En las siguientes
secciones mencionaremos los efectos de la microbiota
sobre las barreras hematotisulares y su trascendencia
fisioldgica.

Efecto de la microbiota en el epitelio
intestinal

En la figura 1 se muestra la estructura de las UE,
que constan de proteinas transmembrana y de anclaje.
Estas proteinas estan asociadas entre ellas y el cito-
esqueleto, formando una estructura muy compleja con
diferentes propiedades de permeabilidad, dependiendo
de las proteinas que se encuentren en el complejo. Asi,
la integridad de las UE depende de manera directa en
la expresion y la distribucion de estas proteinas.

Efectos de la microbiota sobre las
proteinas de las uniones estrechas en la
barrera intestinal

A pesar de que en varios estudios se han observado
efectos positivos sobre la integridad de la barrera
intestinal secundarios a la administracion de probidti-
cos, los mecanismos involucrados en dicho efecto no
se comprenden en su totalidad. Los primeros indicios
estuvieron relacionados con los estudios en cultivos
celulares, en los que una cepa de Escherichia coli
aislada de heces de humanos y usada ampliamente

como probidtico (E. coli Nissle 1917) produjo un
aumento en la expresion de ZO 2. Ademas, la micro-
biota también indujo la redistribucion de ZO 2 del
citoplasma a las UE.'® En otro estudio realizado en
monocapas de células humanas derivadas de colon,
las cuales fueron tratadas con metabolitos secretados
por Bifidobacterium infantis Y1, estas produjeron un
aumento en la expresion de ZO 1y claudina 2, y simul-
tdneamente una disminucion en la sintesis de oclu-
dina, mostrando que los productos derivados de la
microbiota son capaces de modificar los patrones de
expresion de las proteinas en las UE, promoviendo
cambios en las propiedades de permeabilidad de la
barrera epitelial.”” Ademas, se ha observado que dife-
rentes cepas de microorganismos residentes en el
intestino pueden modificar el grado de expresién del
ARNm de varias proteinas que se encuentran en las
UE. Por ejemplo, en cultivos celulares derivados de
colon humano, la administracion de probidticos
(Lactobacillus plantarum MB452) resulté en un incre-
mento en el ARNm de ocludina y cingulina,'® asi como
en un aumento de la expresion de ZO 1y de ocludina
en el duodeno de sujetos sanos. Dichos cambios en
la abundancia de las proteinas de las UE pueden estar
relacionados con la disminucién en la cantidad de
ARNm de tubulina, asi como con modificaciones en
diferentes unidades del proteasoma, lo que podria
retrasar la degradacion de proteinas y el desensam-
blado de las proteinas de UE."® Méas aln, se ha demos-
trado que algunos probiéticos y microorganismos que
integran la microbiota del hospedero son capaces de
prevenir y revertir los efectos adversos sobre el grado
de expresion de las proteinas de las UE producidos
después de la colonizacion por patdégenos enteroinva-
sivos. En este sentido, el cultivo simultaneo de cepas
enteroinvasivas de E. coli (EIEC O124: NM) con cepas
de L. plantarum (CGMCC No. 1258) previno la pérdida
de expresion y la distribucidn incorrecta de las protei-
nas asociadas a la UE, asi como cambios en la resis-
tencia transepitelial (RETT: resistencia eléctrica
transepitelial/transendotelial), que es un parametro Uutil
para evaluar cambios en la permeabilidad epitelial.?

Aunque la microbiota puede inducir cambios en el
patron de expresion de las proteinas que integran la
UE, también se ha demostrado que es capaz de utilizar
las mismas vias de sefalizacion para regular la distri-
bucién de las proteinas de la UE en las células epite-
liales. Estas vias de sefalizacion incluyen a la familia
de las Rho GTPasas, PKC y MAPK,?"?2 que pueden
modificar la estructura de las UE fosforilando diferentes
dominios importantes para su integridad.
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Ademas, en cultivos derivados de células de colon
humanas cultivadas con cepas enteropatégenas de
E. coli, la exposicion de factores solubles producidos
por la cepa E. coli Nissle 1917 redujo las propiedades
de permeabilidad en el epitelio intestinal al regular de
manera positiva la expresion de proteinas de las UE,?
remarcando asi el efecto de la microbiota intestinal
comensal sobre las funciones normales del tracto
gastrointestinal.

Sin embargo, el papel de la microbiota no solo se
limita a la formacion, la conservacion y la integridad de
la barrera intestinal. Desde esta perspectiva, varios
estudios han evaluado su efecto en el desarrollo y en
la funcion normal de otras barreras hematotisulares en
el organismo, como la barrera hematoencefélica (BHE)
y la barrera hematotesticular (BHT).

Efecto de la microbiota sobre la barrera
hematoencefalica

La BHE es una estructura formada por células endo-
teliales especializadas, cuya funcion es evitar el paso
de sustancias y microorganismos potencialmente dani-
nos al sistema nervioso central. La BHE también actia
como una interfaz que limita anatémicamente al parén-
quima cerebral de la sangre.?*

Las funciones de barrera que ejerce la BHE se llevan
a cabo como resultado de la existencia de las UE loca-
lizadas entre las células endoteliales. Estas estructuras
estan constituidas por series de proteinas idénticas a
aquellas que se encuentran en otras barreras epitelia-
les, que incluyen claudinas, tricelulinas, ocludinas y
proteinas de la familia Z0.2® Sin embargo, esta estruc-
tura es propensa a modificar su propia estructura a
causa de efectos dafiinos, como lo son las infecciones
bacterianas, que cambian de manera importante las
propiedades de permeabilidad de esta estructura modi-
ficando los patrones de expresion y localizacion de las
proteinas que integran la BHE.?® Por el contrario, a
pesar de los efectos dafiinos producidos por cepas
patédgenas sobre las proteinas de las UE en la BHE,
se ha demostrado que la microbiota es capaz de man-
tener la integridad de esta barrera, incluso si los meca-
nismos involucrados en dicho efecto no se entienden
por completo. En este aspecto, un estudio que us6 dos
tipos de poblaciones de ratones hallé que los ratones
no expuestos a microorganismos durante la vida
extrauterina mostraron una disminucion en el grado de
expresion de ocludina y de claudina-5, sin cambios en
la densidad de células endoteliales y pericitos. Sin
embargo, cuando estos ratones fueron colonizados por
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Figura 3. Efectos fisiologicos de los metabolitos de la
microbiota sobre la barrera hematoencefélica.

microbiota no patdgena, fueron capaces de restaurar
la estructura y la funcion de la BHE.?” Estos datos
sugieren fuertemente que la microbiota residente den-
tro del tracto gastrointestinal puede generar metaboli-
tos capaces de modificar de manera significativa la
estructura y la funcion de las UE en sitios tan distantes
como la BHE.

Aunque aun no se ha dilucidado el mecanismo por
el que la microbiota promueve la integridad de las UE
en diferentes barreras hematotisulares, se ha pro-
puesto que algunos &acidos grasos de cadena corta
producidos por la fermentacién microbiana de los prin-
cipales hidratos de carbono no digeridos de la dieta,
especificamente almidones resistentes y fibra dietética,
como el propionato, el butirato y el acetato, pueden
modificar la estructura de las UE dentro de la BHE por
los mecanismos mencionados en la dltima seccién?®

(Fig 3).

Efecto de la microbiota en la barrera
hematotesticular

La BHT separa anatémicamente dos contextos celu-
larmente diferentes: aisla a las células germinativas
(espermatogodnicas) del sistema inmunitario y, al mismo
tiempo, establece un microambiente celular propicio
para la espermatogénesis. Esta barrera, al contrario de
lo que sucede en el epitelio intestinal, esta localizada
en la cara basal de las células de Sertoli y esta for-
mada por ocludina, claudinas y moléculas de adhesién
al complejo de unidn que estan asociadas con el cito-
esqueleto por proteinas de la familia ZO (SUN 1, ZO 2
y 3). La importancia de esta barrera anatémica reside
en su capacidad de restringir completamente el trans-
porte de sustancias en el epitelio seminifero. Sin
embargo, la BHT esta relacionada con otras funciones
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vitales para la espermatogénesis, evitando la genera-
cién de una respuesta inmunitaria inadecuada dirigida
contra la espermatogonia presente durante la primera
fase del desarrollo testicular, misma que se logra evi-
tando el contacto entre las células germinales alta-
mente inmundgenas y el sistema inmunitario.?*3° Sin
embargo, se ha estudiado el papel de la microbiota en
la formaciéon de la BHT en ratones, y los animales
expuestos a un ambiente libre de patdgenos muestran
una disminucién significativa en los grados de expre-
sion de ocludina, ZO 2 y E-cadherina, que resulta en
un aumento de la permeabilidad de la BHT, y por el
contrario, cuando los ratones desarrollados en un
ambiente libre de patégenos fueron colonizados por
Clostridium tyrobutyricum se restablecieron las propie-
dades de barrera y los grados de expresion de las
proteinas que forman las UE dentro de la BHT. Estos
estudios muestran que la microbiota y sus productos
participan en el establecimiento y el funcionamiento
correcto de la BHT durante el desarrollo testicular®
(Fig. 4).

Efecto de la fibra sobre el metabolismo
de la microbiota intestinal y su relacion
con la estructura y la funcion de las
uniones estrechas

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas, la fibra
ingerida en la dieta se ha clasificado de acuerdo con
su solubilidad. En particular, la fibra insoluble, como la
celulosa, la hemicelulosa y otros polifenoles, mejora la
formacion y el transito intestinal de las heces; sin
embargo, es procesada de manera limitada por la
microbiota residente del colon. Por el contrario, la fibra
soluble incluye pectinas, resinas, algunas hemicelulo-
sas y polisacaridos no almidones, que son compuestos
muy hidratados que forman geles en el tracto digestivo,
y esta caracteristica induce la disminucion de la moti-
lidad intestinal y una reduccién significativa en la
absorcion de los nutrientes que estan contenidos en la
dieta; sin embargo, el efecto mas importante esta rela-
cionado con el alcance de las fibras solubles al colon.
Este tipo de fibras experimenta un proceso de fermen-
tacion por la microbiota residente, lo que genera, entre
otros, principalmente tres tipos de &cidos grasos de
cadena corta: acetato, propionato y butirato, que des-
pués seran usados para la produccion de energia por
los colonocitos. 3?33

En este sentido, los acidos grasos de cadena corta
generados por la microbiota también pueden participar
en procesos relacionados con la integridad de las UE
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Figura 4. Efectos fisiologicos de los metabolitos de la
microbiota sobre la barrera hematotesticular.
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en varias barreras hematotisulares. Previamente se
demostrd que altas concentraciones de butirato, gene-
radas por la microbiota residente, son capaces de inhi-
bir la actividad de las histonas desacetilasas,®* lo que
podria promover la apertura del ADN en regiones que
codifican proteinas de la UE. Esto puede aumentar los
grados de expresion de las proteinas de la UE, con-
servando las propiedades de barrera en varios tejidos
(Fig. 5).

Por otra parte, Yan y Ajuwon3® demostraron en culti-
vos de células epiteliales porcinas que tanto la pérdida
de integridad de la barrera epitelial como la disminucién
del ARNm de las claudinas 3 y 4 se revirtieron con el
tratamiento con butirato, de manera dosis dependiente
de la dosis. Ademas, la administracion de butirato tam-
bién pudo evitar la inhibicion de Akt y la fosforilacion
de 4E-BP1 inducidas por lipopolisacaridos, lo que
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indica que el butirato puede facilitar la expresion de
proteinas de la UE a través de un mecanismo mediado
por la via de sefalizacién Akt/mTOR. Los datos antes
mencionados demuestran la importancia de la micro-
biota y de sus metabolitos para mantener la integridad
y la funcién de las barreras epiteliales.

Conclusiones

Uno de los procesos fisiologicos que tienen como
objetivo mantener la homeostasis dentro de los orga-
nismos es el de separar varios contextos celulares,
dado que varias sustancias y microorganismos que son
potencialmente dafinos para los humanos deben
excluirse. De esta manera, las barreras hematotisula-
res, como la BHE, la barrera intestinal y la BHT, des-
empefian un papel importante en la conservacion de
un microambiente libre de patdgenos.

Diversos estudios han demostrado que varios
microorganismos enteropatdégenos dentro del tracto
gastrointestinal son capaces de modificar las estructu-
ras de las UE en varias barreras hematotisulares. Lo
anterior aumenta las caracteristicas de permeabilidad
para diversas sustancias, como antigenos, patégenos
y citocinas, que pueden aumentar la aparicion o agra-
var los procesos proinflamatorios; tal es el caso de
aquellos que se encuentran en patologias como la
colitis ulcerativa, la enfermedad de Crohn, alteraciones
en la fertilidad en el sexo masculino y algunas enfer-
medades del sistema nervioso central.

Recientemente se ha reconocido que la microbiota
intestinal tiene un papel fundamental en la homeostasis
gastrointestinal, incluyendo el desarrollo, la formacidn,
la estabilidad y la operacion de las UE. En este sentido,
estudios experimentales en animales has demostrado
que el desarrollo de estos en ambientes libres de patd-
genos induce cambios en la expresion y en la localiza-
cién de las proteinas que conforman las UE, lo que
facilita su desensamblado o alteran su conformacion
correcta, aumentado su permeabilidad. Por el contrario,
si los animales recibian cepas comensales se preve-
nian estos efectos deletéreos.
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