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I- INTRODUCCIÓN 

 

 La piel y las mucosas son las estructuras anatómicas que protegen al organismo 

contra el medio externo. A parte de su función de barrera, estas estructuras son los 

principales sitios de interacción entre los microorganismos externos y el Sistema Inmune 

(SI). De hecho, la piel y las mucosas albergan complejas comunidades microbianas 

englobadas bajo el termino de microbiotas. En concreto, las microbiotas de las mucosas 

de la cavidad oral y gastrointestinales, compuestas por bacterias, arqueas,virus, hongos y 

protozoos, son sin duda alguna las más numerosas, pudiendo alcanzar a nivel del colon 

densidades superiores a los 1010-1012 micro-organismos por gramo de tejido. Por lo tanto, 

en estas localizaciones el SI está expuesto a una ingente carga antigénica compuesta por 

los microorganismos mencionados anteriormente y por los antígenos alimentarios. 

En la mucosa intestinal el SI y los microorganismos de la microbiota han co-

evolucionado durante miles de años estableciéndose un estado de comensalismo 

beneficioso tanto para el organismo como para la propia microbiota. Este comensalismo 

es el resultado de la puesta en marcha de un complejo sistema de intercomunicación en 

donde se va a definir la configuración (composición, activación, tolerización) de ambos 

compartimentos y en donde va a jugar un papel central el epitelio intestinal (IEp) (Belkaid 

and Hand, 2014; Ivanov and Honda, 2012; Kamada et al., 2013) De la coordinación de 

estas señales, a través de complejas redes celulares y moleculares, va a depender el 

mantenimiento de la homeostasis intestinal. 
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1. FISIOLOGÍA DE LA MUCOSA INTESTINAL 

 

1.1. Componentes de la barrera intestinal 

1.1.1. Epitelio Intestinal  

El IEp constituye un elemento esencial de la barrera mucosa, formado por una 

monocapa de células epiteliales (IECs), organizada en criptas y vellosidades, y que se 

renueva cada cuatro o cinco días. Existen distintos linajes de IECs que contribuyen a la 

función de barrera del IEp, y, en función de su actividad biológica, se clasifican en células 

absorbentes (enterocitos y células M) y células secretoras (células de Paneth, células 

caliciformes o de Goblet, células enteroendocrinas y células de Tuft). Todos estos tipos 

celulares derivan de células madre del IEp (IESCs), que se localizan en la base de las criptas 

de Lieberkühn. Las IESCs se auto-renuevan continuamente, dando origen a células 

progenitoras transitorias (TAC), que permanecen alrededor de dos días en la cripta 

intestinal, donde experimentan una rápida proliferación antes de su diferenciación y 

maduración (Noah et al., 2011). Aproximadamente tres días tras su diferenciación, estas 

células, migran siguiendo el eje cripta-vellosidad hasta la punta de las vellosidades, donde 

se desprenden de la membrana epitelial por un proceso de apoptosis (Sato et al., 2009). 

Las células de Paneth son una excepción, siendo las únicas células diferenciadas que 

escapan a la migración ascendente. Se asientan en la base de la cripta y su vida media es 

de al menos tres semanas, mucho mayor que el del resto de células diferenciadas del IEp 

(Bjerknes and Cheng, 1981). Aunque, la organización modular del IEp en criptas, es similar 

tanto en el intestino delgado como en el colon, en este último, se observan dos diferencias 

importantes: no tiene vellosidades, sino una superficie epitelial plana, y no presenta 

células de Paneth. 

Recientes avances en la biología de las células madre intestinales han identificado 

marcadores que han ayudado a comprender la auto-renovación y diferenciación de las 

IECs. Es necesario un equilibrio entre la señalización de BMP (Bone Morphogenetic 

Protein) y sus antogonistas, como Noggin y Gremlin, para asegurar un nicho para las IESCs, 

y limitar la formación de criptas ectópicas (Haramis, 2004). Por otra parte, las IESCs 
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dependen de la señalización a través de las vías de Wnt-b-catenina y de Notch para el 

mantenimiento del compartimento de la cripta en su estado indiferenciado y 

proliferativo. Además, la vía de Notch tiene un papel central en la decisión del destino 

celular (Van der Flier and Clevers, 2009). 

Los enterocitos son el tipo celular predominante en el IEp y sus funciones 

principales son la absorción de nutrientes del lumen intestinal y el mantenimiento de la 

integridad física de la barrera. Para esta última función son indispensables los complejos 

de uniones apicales que se establecen entre las IECs, que consisten en uniones 

adherentes, uniones estrechas y desmosomas. Las uniones adherentes y los desmosomas 

proporcionan fuerza adhesiva mecánica entre las IECs, mientras que las uniones estrechas 

regulan la permeabilidad paracelular selectiva, permitiendo el paso de agua, iones y 

solutos a través de poros. Las uniones estrechas son complejos, localizados en la 

membrana lateral de la región apical, compuestos por proteínas transmembrana 

[claudinas, ocludinas, moléculas de unión estrecha (JAM) y tricelulina] y proteínas 

adaptadoras citosólicas [Zonula Occludens (ZO), AF-6 y cingulina]. Algunas claudinas, 

como la Claudina 4, disminuyen la permeabilidad paracelular e incrementan la función 

barrera, mientras que otras, como la Claudina 2, forman poros e incrementan la 

permeabilidad paracelular (Suzuki, 2013). Los pacientes con enfermedad inflamatoria 

intestinal (EII) presentan una disminución en la expresión y una redistribución de 

Ocludina, junto con un aumento de la expresión de Claudina 2, desestabilizando la función 

de barrera intestinal e incrementando la permeabilidad epitelial (Vetrano et al., 2008). Se 

han visto alteraciones similares en modelos animales; ratones deficientes en IL-10, que 

desarrollan una colitis espontánea, presentan un descenso en la expresión y una 

redistribución de Claudina 1, ZO-1 y Ocludina (Chen et al., 2010). 

La diversidad de funciones que lleva a cabo el IEp queda reflejada por la presencia 

de linajes especializados adicionales (Figura 1). La secreción de moco al lumen intestinal 

por las células de Goblet recubre la monocapa de IECs, actúa como lubricante, facilitando 

el transporte gastrointestinal (GI), y crea una primera línea de defensa frente a la invasión 

bacteriana (Johansson et al., 2011). La capa de moco tiene una estructura muy definida, 

que varía en función de la localización anatómica. Mientras que en el intestino delgado 
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consiste en una monocapa laxa, en el colon se compone de dos subcapas; una capa 

interna más densa, firmemente adherida al IEp y una capa externa más laxa (Johansson 

et al., 2008). Está principalmente compuesta por proteínas altamente glicosiladas, 

denominadas mucinas, que forman redes poliméricas con textura de gel. MUC2 es la 

mucina más abundante tanto en ratones como en humanos, y juega un papel esencial en 

la organización de las capas de moco en la superficie epitelial del colon (Johansson et al., 

2008). Por otra parte, el moco tiene un papel dual en relación a la microbiota; además de 

proteger a la mucosa de interacciones indeseadas con microorganismos patógenos, 

proporciona un sustrato de crecimiento, adhesión y protección para microorganismos 

presentes en el lumen del tracto GI (Derrien et al., 2010; Van Klinken et al., 1995). Sin 

embargo, las bacterias sólo se encuentran en la capas laxas, debido a que en la capa de 

moco interna del colon las moléculas de mucina interconectadas forman poros más 

pequeños que una célula bacteriana, impidiendo así su penetración (Ambort et al., 2012). 

La importancia de esta capa en el mantenimiento de la homeostasis intestinal queda 

demostrada con la observación de que la deficiencia en MUC2, reduce la capacidad de 

barrera de la misma y promueve el desarrollo espontáneo de colitis en ratones (Van der 

Sluis et al., 2006).  

Las células de Goblet secretan otros productos que contribuyen a la regulación de 

la barrera física intestinal. Un ejemplo es el trefoil factor 3 (TFF3), que proporciona 

integridad estructural a la capa de moco a través de su interacción con mucinas y que 

actúa como una señal que promueve la reparación epitelial, la migración de IECs y la 

resistencia a apoptosis (Taupin et al., 2000). 

La barrera intestinal se ve reforzada por la secreción de péptidos antimicrobianos 

(PAMs) por las IECs. Los enterocitos son capaces de producir algunos PAMs, como Reg3g 

(lectin regenerating islet-derived protein 3g), a lo largo del intestino delgado y del colon. 

Sin embargo, las células de Paneth son las únicas capaces de secretar muchos PAMs 

adicionales en las criptas del intestino delgado, incluyendo defensinas (criptidinas en el 

ratón), catelicidinas, fosfolipasa A2 y lisozima (Gallo and Hooper, 2012). Estos PAMs 

funcionan como antibióticos naturales, actuando frente a estructuras esenciales para la 

biología bacteriana, como la membrana extracelular o la pared celular de las bacterias 
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Gram-positivas (Mukherjee et al., 2014), lo que permite la regulación tanto de bacterias 

comensales como patogénicas. Existen diferencias en la producción de PAMs a lo largo 

del tracto digestivo (Darmoul and Ouellette, 1996), que podrían servir para dar forma a la 

heterogeneidad de la composición y de la localización de las comunidades microbianas. 

Reg3g se ha descrito recientemente como un mediador de la separación física entre 

el huésped y la microbiota en el intestino. De forma parecida a MUC2 en el colon, Reg3g 

actúa excluyendo a las bacterias de la superficie del intestino delgado, y su producción 

depende de señales de reconocimiento de microbiota comensal en las IECs (Vaishnava et 

al., 2011). La interacción entre PAMs y mucinas da lugar a una gran actividad 

antimicrobiana en la superficie epitelial (Meyer-Hoffert et al., 2008). Así, las acciones 

secretoras combinadas de las IECs limitan la cantidad y la diversidad de bacterias que 

pueden alcanzar la superficie epitelial o interactuar con el sistema inmune de la mucosa 

subyacente. La producción defectuosa de PAMs se ha ligado a disbiosis, y el sistema 

inmunológico puede verse comprometido. Una deficiencia en la expresión de a y b-

defensinas se asocia con una menor eliminación de ciertos microorganismos. En pacientes 

con enfermedad de Crohn (CD), se observan niveles más bajos de a-defensinas 5 y 6, 

particularmente en aquellos con mutaciones en NOD2 (ver posteriormente). Por otra 

parte, ratones con una eliminación específica de MyD88 en el IEp, presentan una 

deficiencia en la producción de criptidinas y Reg3g, y desarrollan una colitis espontánea 

con la edad, asociada con un aumento en la translocación de bacterias comensales (Gong 

et al., 2010). Además, ratones deficientes en catelicidina son más susceptibles a 

desarrollar colitis inducida por sulfato de dextrano sódico (DSS), mientras que la 

administración intracolónica de catelicidina tiene un efecto protector frente al desarrollo 

de dicha colitis (Ho et al., 2013), lo que demuestra que, al menos en algunos casos, la 

protección frente a la inflamación es mediada por PAMs. 

Las IECs también transportan inmunoglobulinas secretadas a través de la barrera 

epitelial. Tras su producción por las células plasmáticas en la lámina propia (LP), la 

Inmunoglobulina A secretada (sIgA), en forma de complejos diméricos, se une al receptor 

de Inmunoglobulina polimérico (pIgR) en la membrana basolateral de las IECs, y se 

transporta al lumen intestinal por un proceso de transcitosis (Johansen and Kaetzel, 
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2011). La colaboración entre las células B secretoras de IgA y las IECs proporciona un 

componente adaptativo a la barrera epitelial que regula las poblaciones bacterianas para 

mantener la homeostasis intestinal (Johansen et al., 1999) (Figura 1).  

1.1.2. Muestreo del contenido intestinal por las IECs  

Además de su función de barrera, el IEp tiene células especializadas en la captación 

y transcitosis de antígenos y microorganismos intactos del lumen para su posterior 

presentación al SI de la mucosa subyacente. Estas células se denominan células microfold 

o células M, y se concentran en el epitelio asociado a las estructuras linfoides intestinales, 

como las Placas de Peyer (PP) y los folículos linfoides aislados (ILFs) (Figura 1) (Mabbott et 

al., 2013). Las células M son capaces de captar antígenos del lumen intestinal de forma no 

selectiva, realizando un muestreo continuo del contenido del lumen. Sin embargo, en 

algunos casos, pueden captar antígenos de forma específica por endocitosis mediada por 

receptor. Numerosos estudios sugieren que las células M expresan receptores de 

inmunovigilancia en su membrana apical, como GP2 (Glicoproteína 2) o PrPC (Proteína 

Prion Celular), que les permiten muestrear un rango de microorganismos patógenos y 

antígenos de forma específica y eficiente (Hase et al., 2009; Nakato et al., 2009). Este 

transporte activo de contenido del lumen a través de la barrera epitelial no es una función 

exclusiva de las células M. Las células de Goblet del intestino delgado también 

contribuyen a este proceso, transportando antígenos solubles de bajo peso molecular 

desde el lumen a las células dendríticas (DCs) subepiteliales (McDole et al., 2012). Sin 

embargo, se desconoce la contribución de estas dos vías al desarrollo de respuestas frente 

a patógenos o para el mantenimiento de tolerancia inmunológica. 

Las células enteroendocrinas también son importantes sensores del contenido 

intestinal, estratégicamente posicionadas para detectar señales del lumen y transmitir 

estas señales a las poblaciones celulares adyacentes a través de la secreción de varios 

productos bioactivos (factores reguladores de la secreción de moco, del metabolismo del 

huésped o de la motilidad intestinal). Se han descrito alteraciones de las poblaciones 

enteroendocrinas en modelos experimentales de enteritis y colitis (Linden et al., 2005; 

Rubin et al., 2000), y en pacientes con EII (El-Salhy et al., 1997). Puesto que las células 

enteroendocrinas expresan TLRs, se ha sugerido que pueden participar directamente en 
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las respuestas inflamatorias del huésped mediante la secreción de citocinas y quimiocinas 

(Bogunovic et al., 2007; Palazzo et al., 2007). Hasta hace poco, se pensaba que las células 

de Tutf eran un tipo de célula enteroendocrina, dada su poca frecuencia y su función en 

la detección química del contenido del lumen intestinal mediante la expresión de 

proteínas implicadas en la sensación del gusto (a-gustducina, Trmp5) (Höfer et al., 1996). 

Sin embargo, recientemente Gerbé et al. han descrito a las células de Tuft como un cuarto 

linaje secretor independiente implicado en el inicio de respuestas tipo Th2 a infecciones 

por parásitos y sugieren que puedan ser sensores directos de la presencia de estos 

parásitos en el lumen intestinal (Gerbe et al., 2011, 2016).  

 

Figura 1. La barrera intestinal. Las IECs forman una barrera física y bioquímica que mantiene la 
separación entre los microorganismos presentes en el lumen y el sistema inmunológico de la 
mucosa intestinal. El nicho de las IESCs controla la renovación continua de la capa de IECs por las 
células madre residentes en las criptas. Las IESCs diferenciadas, a excepción de las células de 
Paneth, migran hacia arriba en el eje cripta-vellosidad. Las células de Goblet y de Paneth secretan 
moco y péptidos antimicrobianos (PAMs) para promover la exclusión de bacterias de la superficie 
epitelial, y la transcitosis y liberación de IgA secretada (sIgA) contribuye a esta función de barrera. 
Las células M y las células de Goblet, median el transporte de antígenos y bacterias del lumen, a 
través de la barrera intestinal, hasta las DCs y los macrófagos residentes en el intestino muestrean 
el contenido del lumen mediante la emisión de dendritas transepiteliales. Figura de Peterson and 
Artis, 2014. 
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Además del muestreo del lumen intestinal por parte de las IECs, los fagocitos 

mononucleares subepiteliales también son capaces de detectar el contenido del lumen, 

emitiendo dendritas transepiteliales (TEDs) que interaccionan a su vez con las IECs (ver 

posteriormente) (Rescigno et al., 2001).  

La capacidad de la barrera epitelial de percibir el contenido intestinal es esencial 

para limitar y controlar la translocación bacteriana y antigénica, y dirigir adecuadamente 

las respuestas a los patógenos presentes en el lumen. 

 

1.2. IECs, centinelas de la homeostasis intestinal  

Las IECs intestinales pueden detectar y responder a estímulos microbianos, 

reforzando su función de barrera. Para ello, expresan receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs), que les permiten actuar como sensores del ambiente microbiano y 

participar en la coordinación de respuestas inmunológicas apropiadas, tanto 

antimicrobianas como inmunorreguladoras. Aunque la función de los PRR se ha estudiado 

principalmente en la células inmunitarias, células presentadoras de antígeno y 

poblaciones celulares efectoras, recientemente se ha evidenciado un papel de estos 

receptores en el control de la funcionalidad de las IECs (Peterson and Artis, 2014).  

Se han identificado muchas clases de PRRs, incluyendo las familias de receptores 

Toll-like (TLRs), NOD-like (NLRs) y RIG-1-like (RLRs), aunque las dos primeras han recibido 

mayor atención. (Akira et al., 2006). Se expresan una gran variedad de PRRs en las IECs. 

De los TLRs, TLR3, 7 y 8 se localizan exclusivamente en endosomas y TLR1, 2, 4 y 5 en la 

membrana citoplasmática. TLR5 está únicamente presente en la membrana basolateral, 

donde no tiene ningún contacto con la microbiota del lumen intestinal. TLR9 es el único 

que se expresa tanto en la membrana apical, basolateral y en endosomas. Entre los NLRs 

presentes en las IECs, encontramos a NOD1, NOD2, NLRC4, NLRP3 y NLRP6 entre otros 

(Figura 2). 
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1.2.1 Señalización por PRRs 

Los PRRs reconocen componentes esenciales para la supervivencia de los 

microorganismos, que se conocen como patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs). También reconocen moléculas de origen endógeno asociadas al daño celular y 

tisular, conocidas como alarminas. Ambos tipos de señales transmiten un mensaje similar 

y dan lugar a una respuesta similar, pudiéndose clasificar como distintos subgrupos de un 

conjunto de patrones moleculares asociados al daño (DAMPs). Curiosamente, las células 

efectoras de la inmunidad innata y adaptativa pueden secretar alarminas, y normalmente 

lo hacen tras ser activadas por PAMPs u otras alarminas (Bianchi, 2007). 

Los TLRs son receptores transmembrana con un dominio extracelular que posee 

motivos repetidos ricos en leucina (LRRs), implicados en el reconocimiento del agente 

infeccioso, que puede ser derivado de virus, hongos, bacterias, protozoos o parásitos. 

También posee un dominio intracelular TIR (Toll/IL-1Receptor), con homología al receptor 

de la IL-1β. Hasta la fecha, se han descrito 12 TLRs en mamíferos con distintas 

localizaciones celulares (membrana citoplasmática, endosomas). Todos ellos, a excepción 

de TLR3, señalizan a través de la proteína adaptadora MyD88, la cual recluta a cinasas de 

la familia IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase) a través de su dominio de muerte 

(DD). Éstas, interactúan con TRAF6 (TNF-receptor associated factor 6) que a su vez activa 

a TAK1 (transforming growth factor beta activated kinase-1) y concluye en la activación 

del factor de transcripción NF-kB (nuclear factor-kB), o en la activación de la vía de las 

MAPK (mitogen-activating protein kinase) y el factor de transcripción AP-1 (activator 

protein-1). La translocación de estos factores al núcleo, controla la expresión de citocinas 

inflamatorias. El receptor TLR3 señaliza de forma independiente a MyD88, reclutando la 

proteína adaptadora TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein-inducing interferon-b). 

Esta señalización dependiente de TRIF también es capaz de activar NF-kB y la vía de las 

MAPK, tanto interaccionando con TRAF6, como activando RIP1 (receptor-interacting 

serine/threonine-protein kinase), que activa a su vez a TAK1. Además, TRIF es capaz de 

interaccionar con TRAF3, que activa factores reguladores de interferón (IRFs) que 

controlan la expresión de Interferones de tipo 1 (IFN-I). Los receptores TLR4 son capaces 
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de señalizar tanto por la vía dependiente de MyD88 como por la vía independiente (Figura 

2A) (Kumar et al., 2009).  

Los NLRs son receptores citoplasmáticos cuya estructura común se caracteriza por 

un dominio central de oligomerización y unión de nucleótidos (NOD) y un extremo 

carboxilo de repeticiones de leucina (LRRs). Los NLRs se pueden dividir en dos subfamilias 

en función de su dominio amino-terminal: proteínas con dominios reclutadores y 

activadores de caspasa (CARDs), como son NOD1, NOD2 y NLRC4, o con un dominio 

relacionado pero no caracterizado, como son NLRX1 , NLRC3 y NLRC5, y proteínas con un 

dominio pirina, denominadas NLRP (Coll and O’Neill, 2010). En concreto, NOD1 y NOD2 

juegan un papel crucial en la detección de bacterias intestinales. Reconocen distintos 

productos de la degradación del peptidoglicano (PG), ácido meso-diaminopimélico 

(ieDAP) y muramil dipéptido (MDP) respectivamente, ambos presentes tanto en bacterias 

Gram negativas como Gram positivas (Kufer et al., 2006). Tras la unión con el ligando, el 

receptor forma homodímeros y recluta la proteína adaptadora RIP2 (Receptor interacting 

protein 2) a través de sus dominios CARD. A continuación, RIP2 sufre un proceso de 

ubiquitinización e interactúa con TAK1, dando lugar a la activación de las vías de 

señalización de NF-kB y MAPK. Estas señales conllevan un aumento en la expresión de 

citocinas proinflamatorias y la liberación de péptidos antimicrobianos (Chen et al., 2009). 

Las proteínas NOD también pueden actuar de forma independiente de RIP2 y de la 

señalización de NF-kB. Travassos et al. demostraron que, tras la unión con el ligando, 

NOD1 y NOD2 son capaces de interaccionar directamente con el regulador de autofagia 

ATG16L1 e iniciar la autofagia de determinadas bacterias invasoras (Travassos et al., 

2010). Por otra parte, Lipinski et al. describieron un papel de NOD2 en la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), confiriendo protección frente a la infección por 

Listeria monocystogenes (Lipinski et al., 2009).  

Además de NOD1 y NOD2, otros NLRs, como NLRP1, NLRP3 y NLRC4, han sido sujeto 

de amplio estudio. Estos receptores forman complejos de elevado peso molecular junto 

con otras proteínas accesorias y efectoras, denominados inflamasomas, cuya principal 

función es el procesamiento de la citocina proinflamatoria IL-1b a su forma activa 

(Martinon et al., 2009). Se ha visto que las ROS son capaces de activar el inflamasoma 
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NLRP3, lo que podría constituir un mecanismo de intercomunicación entre NLRs (Dostert 

et al., 2008) (Figura 2A). 

1.2.2. Regulación de las vías de PRRs en las IECs. 

A diferencia de las regiones estériles del organismo, donde el reconocimiento de 

microorganismos desencadena cascadas altamente inflamatorias, en el intestino, la 

mayor parte de los patrones moleculares reconocidos pertenecen a la flora comensal, por 

lo que son necesarios mecanismos para mantener una señalización por PRRs atenuada. 

En este contexto, el SI debe diferenciar las señales derivadas de microorganismos 

comensales de aquellas derivadas de microorganismos patogénicos, y así elaborar una 

respuesta inmunológica adecuada. Para ello, las IECs expresan una variedad de 

reguladores negativos de la señalización pro-inflamatoria dependiente de PRRs (Abreu, 

2010; Coll and O’Neill, 2010). La pérdida de estas vías reguladoras, o la activación 

constitutiva de NF-kB, lleva a una mala regulación de la homeostasis epitelial y a una 

inflamación exagerada. Además, estudios in vivo e in vitro han demostrado que se 

establecen diferentes respuestas a la estimulación en las IECs en función de la localización 

de los TLRs. Un ejemplo es la señalización a través de TLR9; aunque la exposición a 

ligandos de TLR9 en el polo basolateral de la célula epitelial promueve la activación 

canónica de NF-kB y su translocación al núcleo, su estimulación en el polo apical, tanto a 

nivel de la membrana citoplasmática como a nivel del endosoma, promueve la inhibición 

NF-kB (Lee et al., 2006) (Figura 2A). Este concepto de distribución polarizada se ha 

trasladado a la regulación de otros PRRs. FRMPD2 (FERM and PDZ domain-containing) es 

un regulador positivo de la activación de NF-kB mediada por NOD2, y actúa como una 

proteína adaptadora, promoviendo la localización basolateral de NOD2 a través de 

interacciones con el dominio LRR. Las variantes de NOD2 asociadas a enfermedad de 

Crohn contienen mutaciones en este dominio LRR, por lo que estas proteínas NOD2 

mutantes carecen de la capacidad de interaccionar con FERMP2 para colocalizar en la 

membrana basolateral de las IECs, y por tanto para responder a la estimulación con 

ligandos de NOD2 (Lipinski et al., 2012). Por otra parte, se ha visto que la producción de 

ROS dependiente de bacterias comensales en las IECs, es capaz de atenuar la activación 

de NF-kB inducida por los PRRs (Kumar et al., 2008) (Figura 2A). 
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Figura 2. Reconocimiento de microorganismos en las IECs. (A) Los receptores de reconocimiento 
de patrones (PRRs), como TLRs y los NLRs NOD1 y NOD2, reconocen patrones moleculares 
asociados a microorganismos, y dan lugar a la activación de las vías de señalización de NF-kB y de 
MAPK. Otros NLRs, como NLRP3, NLRP6 y NLRC4, forman complejos de inflamasoma junto con 
pro-caspasa 1, para la activación de las interleucinas IL-1b e IL-18. La expresión polarizada de los 
PRRs en la membrana apical o basolateral de las IECs, puede contribuir a la discriminación entre 
señales microbianas procedentes de microorganismos comensales o patógenos. (B) El 
reconocimiento microbiano promueve la supervivencia y reparación celular (mediada por la 
expresión de TFF3, proteínas de choque térmico, y ligandos de EGFR), potencia la función de 
barrera (mediante el aumento de la producción de mucinas y PAMs), y promueve las respuestas 
inmunorreguladoras [mediadas por APRIL (ligando A inductor de proliferación), BAFF (factor 
activador de la célula B), IL-25, ácido retinoico, TGFb (factor de crecimiento transformante b) y 
TSLP (linfopoyetina estromal tímica)]. Figura de Peterson and Artis, 2014. 
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1.2.3. Papel de los PRRs en la homeostasis de la barrera intestinal  

El evidente papel de los PRRs en el mantenimiento de la homeostasis intestinal y en 

la reparación del daño epitelial, surge de estudios con ratones deficientes en distintos 

TLRs o en proteínas adaptadoras de su vía de señalización. De esta forma, Medzhitov et 

al. demostraron que las señales derivadas de bacterias comensales contribuyen a la 

homeostasis epitelial en el modelo de colitis inducida químicamente por DSS (Rakoff-

Nahoum et al., 2004). Estos y otros estudios definen el papel beneficioso de la señalización 

intrínseca de los TLRs en las IECs, implicada en la expresión de proteínas de choque 

térmico citoprotectoras, de ligandos del receptor de factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR) (Brandl et al., 2010) y de TFF3 (Podolsky et al., 2009), y en la potenciación de la 

integridad de complejos de uniones estrechas apicales (Cario et al., 2004). Además, la 

eliminación específica de elementos necesarios para la activación del factor de 

transcripción NF-kB en la señalización de TLRs en el ratón, como la quinasa del inhibidor 

de NF-kB (IkB), denominada complejo IKK, o el modulador esencial de NF-kB (NEMO), 

potencian la colitis inducida por DSS y la colitis espontánea (Greten et al., 2004; Nenci et 

al., 2007). Estos estudios confirman el papel esencial de los TLRs, además de otras vías de 

señalización de NF-kB, en homeostasis y en la reparación epitelial. Así mismo, las ROS 

producidas en respuesta a bacterias patogénicas y comensales, además de sus efectos 

microbicidas, promueven la formación de adhesiones focales en las IECs, necesarias para 

la migración celular y la reparación de heridas (Swanson et al., 2011) (Figura 2B). 

Se ha visto que los NLRs también tienen un papel en la regulación de las respuestas 

inmunológicas y son importantes en la regulación de la homeostasis intestinal en las IECs. 

La identificación de NOD2 como primer locus genético de susceptibilidad de la 

enfermedad de Crohn (Ogura et al., 2001), ha suscitado interés en este PRR y en la 

proteína NOD1, en su papel tanto en las células inmunológicas como en el IEp. La 

deficiencia en estos receptores confiere susceptibilidad al desarrollo de colitis 

experimental (Penack et al., 2009) y la sobreexpresión de NOD2 en células MHCII+ protege 

frente al desarrollo de colitis inducida por TNBS (Yang et al., 2007). Una señalización 

alterada de NOD2 modifica la composición de la flora comensal, lo que puede estar 

asociado con una secreción defectuosa de PAMs en el intestino y una respuesta inmune 
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aberrante frente a la flora comensal (Fukata and Arditi, 2013; Petnicki-Ocwieja et al., 

2009). Por otra parte, los inflamasomas, formados por caspasa 1 y NLRs (como NLRP3, 

NLRP6, NLRP12 o NLRC4), también tienen una compleja influencia en la inflamación (Chen 

and Nunez, 2011). En general, la expresión de estos complejos de inflamasomas confiere 

resistencia frente al desarrollo de colitis inducida por DSS, TNBS (2,4,6 

trinitrobenzenesulfonic acid) y frente al desarrollo de tumores colorrectales inducidos por 

Azoximetano (AOM) y DSS (ver posteriormente) (Hirota et al., 2011; Hu et al., 2010; Zaki 

et al., 2010), y están también implicados en la protección o susceptibilidad frente a 

infecciones por determinados patógenos como Citrobacter rodentium o Salmonella 

typhimorium (Anand et al., 2012; Nordlander et al., 2014; Song-Zhao et al., 2014). En 

concreto, NLRP6 se expresa en grandes cantidades en las IECs y en miofibroblastos 

intestinales, jugando un papel crucial en el proceso de curación de heridas (Normand et 

al., 2011). Además, NLRP6 parece tener gran importancia en la composición de la 

microbiota comensal, de manera que ratones deficientes en NLRP6 presentan una 

expansión de bacterias de la familia Prevotellaceae, y una exacerbación de la colitis 

inducida por DSS (Elinav et al., 2011). En un estudio reciente se ha observado que NLRP6 

está implicado en la regulación de la secreción de moco por las células de Goblet, y su 

deficiencia daría lugar a una barrera de moco debilitada, lo que apoya el impacto de 

NLRP6 en enfermedad intestinal (Wlodarska et al., 2014). 

Aunque el reconocimiento de los microorganismos comensales por las IECs 

generalmente induce mecanismos protectores del daño tisular o infecciones, también 

pueden dar lugar al desarrollo de tumores cuando dichas respuestas se desregulan. De 

hecho, la señalización de TLR a través de MyD88 y la activación aberrante de NF-kB en las 

IECs se ha implicado en el desarrollo y la progresión tumoral en distintos modelos de 

cáncer colorrectal murinos, tanto genéticos (Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2007) como 

inducidos tras inflamación crónica (Masayuki Fukata et al., 2007; Greten et al., 2004). 

Además, la señalización por MyD88 puede estabilizar proteínas oncogénicas clave, como 

MYC (Lee et al., 2010), y NF-kB puede potenciar la señalización de WNT en IECs 

diferenciadas, promoviendo su desdiferenciación (Schwitalla et al., 2013).  
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1.3. El Sistema Inmunológico de la mucosa intestinal 

1.3.1. Tejidos linfoides asociados a mucosa intestinal (GALT)  

El sistema inmunológico de las mucosas es la parte del sistema inmunológico 

subyacente a las superficies mucosas y en contacto directo con el ambiente antigénico 

externo. Los elementos linfoides del GALT se pueden dividir en dos grupos: 

- Tejido linfoide organizado: folículos responsables de la fase de la inducción de la 

respuesta inmunológica. 

- Tejido linfoide difuso: leucocitos diseminados distribuidos a lo largo del epitelio y 

de la LP de la mucosa, que constituyen los sitios efectores. 

1.3.2. Tejido linfoide organizado 

El tejido mejor caracterizado del GALT son las PP, que son agregados macroscópicos, 

localizados en la submucosa a lo largo del intestino delgado, y cuyo tamaño se incrementa 

desde el duodeno hasta el íleon (Cornes, 1965). A diferencia de los ganglios linfáticos, las 

PP no están encapsuladas y no tienen vasos linfáticos aferentes, puesto que los antígenos 

se captan directamente del lumen por las células M, localizadas en el IEp asociado al 

folículo, y lo transportan a la región subyacente rica en DCs, denominada domo 

subepitelial (SED). Las PP maduras consisten en folículos de células B, rodeados de un área 

parafolicular rica en células T, y siempre contienen centros germinales (CG), lo que indica 

una estimulación continua presumiblemente en respuesta a antígenos del lumen. 

Encontramos también estructuras similares a lo largo del colon, denominadas placas 

colónicas (Owen et al., 1991).  

El GALT también incluye pequeños agregados linfoides, denominados tejidos 

linfoides aislados solitarios (SILTs), que sólo se pueden detectar microscópicamente, y que 

varían en tamaño desde pequeñas criptoplacas hasta folículos linfoides aislados maduros 

(ILFs), lo que representa distintos estados de maduración (Herbrand et al., 2008). Los ILFs 

consisten principalmente en un conjunto de linfocitos B sin una zona clara de linfocitos T, 

y, de forma similar a las PP, contienen centros germinales. De hecho, se consideran 

lugares importantes en el cambio de clase a IgA independiente de linfocitos T (Tsuji et al., 
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2008). Los folículos linfoides maduros son más frecuentes en el íleon y en el colon, lo que 

concuerda con las regiones de mayor carga bacteriana (Bouskra et al., 2008). 

Por último, los ganglios linfáticos que drenan el intestino son los más grandes del 

cuerpo, lo que refleja la constante exposición del intestino al ambiente, y son conocidos 

como ganglios mesentéricos (MLN). Representan un “cruce de caminos” entre la 

recirculación periférica y la mucosa intestinal (Mowat, 2003). Los múltiples vasos 

linfáticos aferentes llevan la linfa al interior de los ganglios, la cual se filtra lentamente a 

través de la corteza del ganglio linfático y llega hasta la médula. En su trayecto, se 

encuentra con linfocitos B y T en la corteza externa e interna respectivamente, y puede 

dar lugar a su activación como parte de la respuesta inmune adaptativa. 

1.3.3. Tejido linfoide difuso 

La LP y el IEp son las regiones efectoras del sistema inmunológico intestinal, y en 

conjunto contienen la mayor población de linfocitos T, células plasmáticas y macrófagos 

del cuerpo. 

1.3.3.1. IEp 

El IEp de los mamíferos contiene linfocitos T localizados en la membrana basal entre 

los enterocitos, a una frecuencia de 10-15 linfocitos intraepiteliales (IELs) por cada 100 

IECs (Ferguson, 1977). Los IELs presentan un gran rango de actividades reguladoras y 

efectoras (Cheroutre et al., 2011) y se dividen en dos grandes grupos: 

o Linfocitos T convencionales o ‘tipo A’, que expresan el receptor TCR ab, y los 

correceptores CD8 o CD4. Se piensa que derivan de linfocitos T vírgenes, activados 

en ganglios linfáticos secundarios. 

o Linfocitos T no convencionales o ‘tipo B’, que no expresan CD8b, pero sí el 

homodímero CD8aa y el receptor de TCR ab o gd. La ontogenia de estas células 

es motivo de debate, pero hay evidencias que sugieren que la mayoría de los 

linfocitos T ab CD8aa+ derivan del timo, diferenciándose posteriormente en el 

intestino (Hayday and Gibbons, 2008). 
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Casi todos los IELs, independientemente de su fenotipo, expresan la integrina aEb7, 

también conocida como CD103. La unión de CD103 a su ligando E-cadherina en los 

enterocitos, ayuda al anclaje de los IEL en el epitelio y puede tener un papel funcional 

(Schon et al., 1999) Esto es particularmente importante en respuestas de memoria 

dependientes de células T CD8+ (Gebhardt et al., 2013), las cuales quedan ancladas al IEp 

por este mecanismo. 

1.3.3.2. LP intestinal 

- Linfocitos T  

Tras la presentación antigénica en los tejidos linfoides secundarios, las células T 

efectoras convencionales recirculan por el cuerpo antes de establecerse en el intestino, 

donde ejercen su función tolerogénica o inflamatoria. En la LP, encontramos tanto 

linfocitos T CD4+ como CD8+, en un ratio aproximado de 2/1, y la mayoría de ellos 

presentan un fenotipo efector de memoria. El compartimento de células T CD4+ en la LP 

es muy diverso, conteniendo, entre otras supboblaciones, células productoras de IL-17 

(Th17), así como células T reguladoras productoras de IL-10 que expresan FOXP3 (Treg), y 

células T reguladoras tipo 1 (Tr1), que también producen IL-10 pero no expresan FOXP3 

(Ivanov et al., 2006; Maynard et al., 2007). Sin embargo, la distribución y función de estas 

poblaciones varía a lo largo del intestino, debido, al menos en parte, a las variaciones en 

el contenido del lumen intestinal, cuyas señales van a condicionar a las DCs para dirigir la 

diferenciación hacia unas u otras subpoblaciones linfocitarias. Aunque las células T CD4+ 

productoras de IL-10 están presentes en toda la mucosa intestinal, son más abundantes 

en el colon, donde la mayoría de ellas son Treg (Maynard et al., 2007). Se ha descrito una 

correlación inversa entre el número de células Treg y Th17 a lo largo del intestino del 

ratón; siendo estas últimas más frecuentes en el duodeno del ratón y disminuyendo 

progresivamente hasta el colon (Denning et al., 2011). En humanos, al contrario que en el 

ratón, se ha visto una mayor proporción de células Th17 en la LP del colon y del íleon 

comparado con el yeyuno (Sathaliyawala et al., 2013).  
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- Células Plasmáticas 

Al contrario que la mayoría de los tejidos sanos, la LP contiene numerosas células 

plasmáticas, cuya densidad es mayor en las regiones más proximales y distales del tubo 

digestivo (Brandtzaeg, 2010). La maduración de células B vírgenes a células plasmáticas 

productoras de IgA, depende de su interacción con las células dendríticas. En la LP, la 

producción de IgA en las células plasmáticas puede ser dependiente de células T, 

mediante su interacción con CD40L, o independiente de células T, mediada por la 

estimulación con APRIL y BAFF. Este proceso está directamente regulado por las IECs, que 

producen APRIL y BAFF en respuesta a la señalización por NF-kB inducida por bacterias 

comensales (He et al., 2007; Xu et al., 2007). El 90% de las células plasmáticas del colon 

producen IgA, y ésta es casi completamente dependiente de la microbiota (Brandtzaeg 

and Johansen, 2005). Además, el receptor de IgA polimérica (pIgR), necesario para el 

transporte de IgA al lumen, presenta un patrón de expresión dependiente de la 

microbiota en el intestino grueso (Brandtzaeg et al., 2005). 

- Fagocitos mononucleares  

Los fagocitos mononucleares representan la población de leucocitos más 

abundante de la mucosa intestinal en estado basal (Hume et al., 1984), dentro de los 

cuales, podemos distinguir dos grupos: macrófagos y DCs, ambos implicados en la 

captación y presentación de antígenos en el intestino. Los fagocitos mononucleares son 

capaces de emitir TEDs a través del epitelio (Chieppa et al., 2006) para la captación del 

antígeno. Este proceso es dependiente de CX3CR1 (Niess et al., 2005), y la membrana 

epitelial no se ve afectada debido a que los fagocitos expresan moléculas de uniones 

estrechas en su superficie (Rescigno et al., 2001). Dado que ambos tipos celulares 

expresan niveles similares de Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase II (MHC II) 

y de la integrina CD11c, su clasificación ha sido sujeto de controversia durante los últimos 

años. Afortunadamente, en la actualidad se conocen marcadores específicos que han 

permitido caracterizar de forma más precisa a estas células (Pabst and Bernhardt, 2010). 

Los macrófagos se caracterizan por la expresión del receptor de alta afinidad de IgG 

(FcgR1), CD64 (Tamoutounour et al., 2012), y se localizan fundamentalmente en la LP 
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intestinal, próximos a la monocapa epitelial (Hume et al., 1984). Su frecuencia varía a lo 

largo del tracto GI, siendo más frecuentes en el colon que en el intestino delgado en 

humanos y roedores (Denning et al., 2011; Nagashima et al., 1996). Ejercen múltiples 

funciones, como la eliminación de células apoptóticas o senescentes, a través de sus 

receptores carroñeros, y la renovación de las IECs, regulando la integridad de la barrera 

intestinal y ayudando a mantener la homeostasis tisular (Nagashima et al., 1996; Rani et 

al., 2011). Sin embargo, se conoce mejor su papel como célula efectora innata: los 

macrófagos son células con una elevada actividad fagocítica y bactericida, y están 

idealmente localizados para captar y destruir cualquier material que atraviese la barrera 

intestinal. Son capaces de emitir TEDs de manera mucho más eficiente que las DCs CD103+ 

(Farache et al., 2013), a las cuales les transfieren el antígeno en un proceso dependiente 

de proteínas de uniones GAP (Mazzini et al., 2014). A diferencia de muchos otros tejidos, 

los macrófagos de la mucosa intestinal proceden de la continua llegada de monocitos de 

la sangre, que se diferencian localmente bajo el control del ambiente de la mucosa (Bain 

et al., 2014). Las IECs condicionan a estos macrófagos hacia un fenotipo tolerogénico a 

través de la producción de TSLP, TGFb, ácido retinoico (RA), y el contacto directo con 

semaforina 7A (SEMA7A), expresada en su superficie. Estos macrófagos, permanecen en 

la LP donde favorecen la expansión y el mantenimiento de células T reguladoras (Treg) a 

través de la producción de grandes cantidades de IL-10 (Hadis et al., 2011) (Figura 3). 

Además, la capacidad de los macrófagos intestinales para responder a la IL-10 es 

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis local, de tal forma que ratones con 

una deficiencia del receptor de la IL-10 específica en estas células, desarrollan una colitis 

espontánea (Zigmond et al., 2014). Por otra parte, los macrófagos intestinales también 

producen IL-1b en respuesta a la microbiota, lo que podría tener una acción análoga en 

el mantenimiento de la actividad de las células Th17 intestinales en estado basal (Shaw et 

al., 2012). 

Las DC clásicas (cDCs) se localizan a lo largo de toda la LP intestinal, pero también 

en otras localizaciones del GALT (PP, ILFs, MLN). Su principal función consiste en el 

muestreo de antígenos propios y extraños, para posteriormente migrar a los ganglios 

linfáticos de drenaje, en este caso los MLN, y presentar péptidos antigénicos a las células 

T vírgenes, induciendo su proliferación y diferenciación. De forma similar a lo que sucede 
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con los macrófagos intestinales, las IECs condicionan a las cDCs hacia un fenotipo 

tolerogénico (Rimoldi et al., 2005), promoviendo la diferenciación de células T CD4+ 

vírgenes hacia células Treg y la maduración de linfocitos B a células plasmáticas secretoras 

de IgA. Éstas adquieren un fenotipo de migración a la LP intestinal tras el encuentro con 

las cDCs tolerogénicas, en un mecanismo mediado por la producción de RA (Iwata et al., 

2004; Mora and von Andrian, 2008) (Figura 3). Las cDCs juegan por tanto un papel crucial 

en la homeostasis intestinal, induciendo respuestas de tolerancia a antígenos inofensivos, 

e iniciando una respuesta protectora frente a patógenos intestinales. Suponen un enlace 

esencial entre la respuesta inmunológica innata y adaptativa. 

La mayor parte de las cDCs intestinales de la LP expresan la integrina CD103 

(Johansson-Lindbom et al., 2005), necesaria para su migración a los MLN por la linfa 

aferente (Schulz et al., 2009). Las cDCs CD103+ intestinales pueden dividirse en dos 

grandes grupos: cDCs CD103+ CD11b+ y CD103+ CD11b-, que difieren en su localización, 

factores de transcripción y función. La proporción relativa de estos tipos de cDCs varía a 

lo largo del intestino, siendo las DCs CD103+ CD11b+ predominantes en el duodeno, 

mientras que las cDCs CD103+ CD11b- son las más abundantes en el colon y en el GALT 

(Bogunovic et al., 2009; Denning et al., 2011). Las cDCs CD103+ de la LP y de los MLN 

presentan una mayor capacidad para generar células Treg Foxp3+ inducidas (iTregs), 

debido en parte a su capacidad de producir ácido retinoico (Coombes et al., 2007). 

Estudios recientes parecen indicar que las células que promueven esta generación de 

células iTreg son las cDCs CD103+ CD11b-. Además, expresan altos niveles de indoleamina 

2,3 dioxigenasa (IDO), lo que favorece el mantenimiento de la homeostasis, controlando 

el balance entre las células Treg y las células T efectoras Th1 y Th17 in vivo (Matteoli et 

al., 2010; Persson et al., 2013). Por otra parte, las cDCs CD103+ CD11b+ parecen más 

eficientes en inducir la polarización a células Th17 (Persson et al., 2013; Wenzel et al., 

2015). De hecho, ratones con una reducción selectiva de cDCs CD103+ CD11b+ en el 

intestino delgado y una pérdida casi completa de estas células en los MLN, presentan 

niveles reducidos de células Th17 en el intestino delgado, en los MLN, y en el colon, a 

pesar de tener valores normales de células T CD4+ y de células Th1 (Persson et al., 2013). 

Las señales que imprimen a las cDCs la capacidad de generar células T efectoras in vivo no 

están claras, aunque se ha sugerido que los PRRs y la señalización por MyD88 podrían 
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tener un papel importante (Hoshi et al., 2012). Existen ligandos de los TLR2, TLR5, y TLR9, 

que inducen la producción de IL-6 en las cDCs CD103+ CD11b+ in vitro y promueven la 

diferenciación a células Th17 (Persson et al., 2013). En este sentido, es interesante 

destacar que las cDCs CD103+ CD11b+ y las cDCs CD103+ CD11b- presentan un patrón de 

expresión de PRRs parcialmente diferente, lo que sugiere que puedan responder de forma 

distinta a las señales microbianas del lumen intestinal (Fujimoto et al., 2011).  

Por último, existe un tercer grupo minoritario de cDCs CD103- mieloides en la LP 

intestinal, que expresan niveles heterogéneos de CD11b, y que tienden a producir 

citocinas proinflamatorias e iniciar respuestas Th1 y Th17 (Cerovic et al., 2013). Sin 

embargo, su linaje es todavía motivo de debate (Schulz et al., 2009; Weber et al., 2011). 

También se han hecho progresos en la identificación de subconjuntos de cDCs en la LP del 

intestino delgado en humanos. La mayoría de estas cDCs en estado basal también 

expresan CD103, y, de forma similar al ratón, pueden dividirse en dos subconjuntos; una 

mayor población de cDCs que expresan SIRPα e IRF4, posiblemente equivalentes a las 

cDCs CD103+ CD11b+ del ratón, y una población minoritaria que expresa CD141 y que 

parecen equivalentes a las cDCs CD103+ CD11b- en ratón (Bachem et al., 2010; Persson et 

al., 2013). Aún queda por determinar si existe un equivalente humano de las DCs CD103- 

murinas. 

En la mucosa intestinal también encontramos células dendríticas plasmacitoides 

(pDCs), aunque en menor frecuencia que las células dendríticas clásicas. Parecen estar 

restringidas al intestino delgado, sin apenas presencia en el colon (Wendland et al., 2007). 

De forma similar a las pDCs de otros tejidos, las pDCs intestinales se han asociado a 

inducción de tolerancia y pueden tener papeles protectores en modelos experimentales 

de inflamación intestinal y alergia alimentaria (Mizuno et al., 2012; Smit et al., 2011). Sin 

embargo, se desconoce la función exacta de las pDCs en el intestino, y solo han sido 

estudiadas en el ratón. 
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Figura 3. Regulación de la inmunidad innata y adaptativa por las IECs. Las citocinas IL-25, IL-33 y 
TSLP, derivadas de IECs estimulan a las células linfoides innatas del grupo 2 (ILC2), mientras que 
la IL-25 inhibe la función de las ILC1 e ILC3 al limitar la producción de citocinas proinflamatorias 
en los macrófagos. Las IECs condicionan a las DCs y a los macrófagos hacia un fenotipo 
tolerogénico a través de la producción de TSLP, TGFb y RA. Estas DCs promueven la diferenciación 
de células T CD4+ vírgenes hacia células Treg y la maduración de células B a células plasmáticas 
secretoras de IgA, las cuales migran a la LP intestinal. Las células Treg en la LP son expandidas por 
los macrófagos productores de IL-10. La producción de APRIL y BAFF por las IECs y macrófagos, 
promueve el cambio de clase a IgA en las células B en la LP intestinal. Figura modificada de 
Peterson and Artis, 2014. 

 

- Células Linfoides Innatas (ILCs)  

Las ILCs son un grupo de poblaciones celulares identificadas recientemente que 

aunque carecen de características propias de los linfocitos T, como los receptores 

específicos de antígeno, poseen múltiples similitudes funcionales con ellos 

desempeñando un papel crucial en la homeostasis intestinal (Spits and Cupedo, 2012). Se 

encuentran en superficies de barrera, incluyendo pulmón (Monticelli et al., 2012), piel 

(Kim et al., 2013) e intestino (Tait Wojno and Artis, 2012), tanto en ratón como en 

humano, donde actúan como reguladores de la homeostasis del tejido, inflamación y 

respuesta temprana a infecciones. Las ILCs están reguladas, en parte, por señales 

derivadas de IECs (Figura 3), y presentan heterogeneidad fenotípica y funcional (Walker 
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et al., 2013). Desde un punto de vista funcional, las ILCs pueden dividirse en células con 

actividad citotóxica, similares a los linfocitos T CD8+, y células con características de 

linfocitos T CD4+. Entre las primeras encontraríamos a las células Natural Killer (NK), 

mientras que en las segundas podemos distinguir tres subgrupos de ILCs en función de los 

requerimientos para su desarrollo y de su patrón de expresión de citocinas; ILCs de grupo 

1, ILCs de grupo 2, e ILCs de grupo 3, con similitudes funcionales con las poblaciones 

adaptativas de células T CD4+ Th1, Th2, y Th17, respectivamente.  

El grupo 1 o ILC1 se caracterizan por la producción de IFNg, citocina asociada a 

células Th1, y de factor de necrosis tumoral (TNF), en respuesta a IL-12 e IL-15 (Spits et 

al., 2013). A diferencia de las NKs, las ILC1 no poseen un efecto citotóxico directo. Varios 

estudios recientes sugieren un posible papel de estas células en inflamación intestinal en 

modelos de colitis murina y en EII en humanos (Bernink et al., 2013; Fuchs et al., 2013).  

El grupo 2 de ILCs, o ILC2, produce IL-5 e IL-13, citocinas asociadas a las células Th2 

(Spits et al., 2013). Estos factores contribuyen a una respuesta innata temprana frente a 

infecciones intestinales por parásitos tipo helmintos y promueven una respuesta epitelial 

protectora, con hiperplasia de las células de Goblet y una secreción de moco aumentada. 

La producción por el IEp de las citocinas IL-25, IL-33 y TSLP en respuesta a señales de la 

microbiota, favorecen la proliferación y activación de las ILC2, lo que refuerza la idea de 

que el IEp es un integrador de las señales del entorno para la regulación de la función de 

las células inmunológicas (Neill et al., 2010). Por otra parte, las ILC2 presentes en el 

pulmón están involucradas en la hiperrespuesta de las vías aéreas y la reparación tisular 

en modelos murinos de alergia y de infección con el virus de la gripe (Monticelli et al., 

2011). Esto sugiere que las ILC2 podrían tener una función análoga en el intestino, en la 

alergia alimentaria o en la reparación de heridas, aunque aún no hay evidencias descritas 

de estos procesos. 

El grupo 3 de ILCs, incluye células linfoides innatas 3 (ILC3) y células inductoras de 

tejido linfoide (LTi). Estas últimas intervienen de forma decisiva en la organogénesis de 

tejido linfoide secundario, mediada por la interacción con células estromales durante el 

desarrollo embrionario (Mebius et al., 1997). Producen IL-17 e IL-22, citocinas asociadas 

a las células Th17 y Th22, en respuesta a la estimulación por IL-23 (Spits et al., 2013). La 
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IL-22 tiene un papel muy importante en la protección del IEp tras el daño o tras infección 

por bacterias patógenas (Zenewicz et al., 2008), mientras que la IL-17 derivada de ILC3s 

tiene un efecto pro-inflamatorio en el intestino, y se ha implicado tanto en colitis murina 

como en EII en humanos (Buonocore et al., 2010). Las IECs intestinales juegan un papel 

indirecto en la regulación de las ILC3s en respuesta a señales derivadas de bacterias 

comensales. Por ejemplo, la IL-25 producida por las IECs suprime la producción de IL-23 

en los macrófagos y disminuye la producción de IL-22 en las IECs (Sawa et al., 2011). Por 

el contrario, también se ha visto que las señales derivadas de las bacterias comensales 

estimulan la producción de IL-7 en las IECs, lo que promueve la producción de IL-22 en las 

ILC3s (Vonarbourg et al., 2010). Aunque la función de las ILCs ha sido observada en 

numerosos modelos murinos, la importancia y contribución relativa de estas células en 

patología humana sigue sin estar completamente definida. 

Recientemente se ha descrito un cuarto subgrupo de ILCs, las ILCregs, que se 

localizan en el intestino y secretan IL-10, que inhibe a las ILC1 e ILC3, protegiendo de la 

inflamación (Wang et al., 2017). 

- Otras células innatas intestinales  

Aunque normalmente están asociados a reacción alérgica y respuestas a parásitos, 

los eosinófilos y los mastocitos son sorprendentemente abundantes en la mucosa 

intestinal normal de la mayoría de las especies, lo que sugiere que probablemente tengan 

una importante labor fisiológica.  

Los eosinófilos pueden llegar a constituir el 30% de las células mieloides de la 

mucosa intestinal. En el ratón, los eosinófilos son más frecuentes en el duodeno y 

disminuyen a lo largo del intestino (Chu et al., 2014). Se consideran células 

proinflamatorias, que contribuyen a la remodelación tisular y a la curación de heridas 

(Rothenberg and Hogan, 2006). Estudios recientes indican que los eosinófilos de la 

mucosa también pueden ser importantes en el cambio de clase a IgA de las células B en 

las PP y para el mantenimiento de las poblaciones células plasmáticas productoras de IgA, 

células dendríticas CD103+ y células Treg en la LP del intestino delgado (Chu et al., 2014). 
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Los mastocitos se encuentran principalmente en la LP y la submucosa de todo el 

tracto GI, aunque también encontramos una pequeña proporción en el IEp (Nishida et al., 

2002). Su número decrece progresivamente desde el íleon hasta el recto (Lloyd et al., 

1975), y producen mediadores que regulan la integridad de la barrera epitelial, el 

peristaltismo, y la permeabilidad intestinal (Bischoff, 2009). Funcionalmente, los 

mastocitos pueden ser diferentes en función de su localización intestinal. Así, los 

mastocitos del intestino parecen estar más implicados en la remodelación tisular (Miller 

and Pemberton, 2002), mientras que los mastocitos presentes en el colon tienen un perfil 

más proinflamatorio (Miller et al., 1988). 
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2. MICROBIOTA INTESTINAL 

 

2.1. Composición de la microbiota intestinal 

Todos los animales superiores viven en asociación con comunidades microbianas 

diversas, que se componen fundamentalmente de bacterias, pero también incluye 

arqueas, virus, hongos y protozoos. Los microorganismos cubren esencialmente todas las 

superficies mucosas y la piel, aunque la mayoría reside en el tracto GI. Una microbiota 

intestinal normal está dominada por bacterias anaerobias, cuyo número es entre 100 y 

1000 veces superior al de bacterias aerobias y anaerobias facultativas (Clemente et al., 

2012). En total, la microbiota intestinal se compone de más de 3500 especies, que 

pertenecen a varios filos bacterianos (Frank et al., 2007). Los filos más abundantes en el 

intestino humano son Firmicutes y Bacteroidetes, aunque también hay especies de los 

filos Proteobacteria, Verrumicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria y Cianobacteria (Qin et 

al., 2010). 

La composición de la microbiota intestinal difiere entre individuos y puede fluctuar 

enormemente dentro del mismo individuo. Así, podemos observar dos gradientes de 

distribución microbiana en el tracto GI. En primer lugar, la densidad microbiana aumenta 

desde regiones más proximales del intestino hacia regiones más distales, donde alcanza 

una densidad de 1012 microorganismos por gramo de contenido en el colon. La gran 

mayoría de estas bacterias están presentes en el lumen, mientras que tan solo unas pocas 

están adheridas al epitelio o al moco intestinal (Sekirov et al., 2010). En segundo lugar, la 

diversidad bacteriana también aumenta siguiendo este mismo eje, siendo menos variada 

en el estómago, y aumentando progresivamente hasta el colon. De la misma manera, se 

observa un mayor número de especies bacterianas en el lumen, mientras que pocas 

especies, aunque muy bien adaptadas, se adhieren y residen en la capa de moco próxima 

al tejido (Swidsinski et al., 2005). 

 La colonización del huésped comienza en el nacimiento, y la composición de la 

microbiota intestinal va cambiando a lo largo de la vida, influenciada por gran variedad 

de factores, como la edad, el ambiente en el que vivimos o el uso de antibióticos. En 

particular, numerosos estudios han demostrado que la dieta puede tener un gran impacto 
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en la composición y en la diversidad de las comunidades microbianas tanto en ratones 

como en humanos (David et al., 2014; Tachon et al., 2014). En general, la ingesta de una 

dieta rica en frutas, vegetales y fibra, se asocia con un aumento en la riqueza y en la 

diversidad de la microbiota intestinal (Walker et al., 2011). 

 

2.2. Mutualismo  

Los microorganismos intestinales mantienen una relación simbiótica con la mucosa 

intestinal, llegando a ser esenciales para numerosos aspectos de la biología del huésped. 

Por su parte, el intestino de los mamíferos es un ambiente rico en nutrientes que se 

mantiene a una temperatura constante, lo que supone un hábitat óptimo para estos 

microorganismos, que se benefician también de esta asociación mutualista. Sin embargo, 

también es un hábitat dinámico, sometido a continuos cambios que pueden afectar a la 

composición de la microbiota intestinal (Jandhyala et al., 2015). Las fluctuaciones 

dinámicas en la microbiota, junto con el vasto número de células bacterianas y su 

proximidad al tejido epitelial, representan un gran desafío para el SI del huésped, que 

tiene que cumplir varios requisitos especiales. En primer lugar, debe ser no respondedor 

o tolerogénico frente a la elevada carga de microorganismos mutualistas residentes en el 

lumen intestinal. Al mismo tiempo, tiene que mantener una composición beneficiosa de 

la microbiota para asegurar una buena homeostasis. El SI restringe el crecimiento 

microbiano y reacciona a los microorganismos que penetran las barreras intestinales, 

modulando la secreción de sIgA, de PAMs, y la inducción de moco intestinal. Esta 

activación controlada del SI se conoce como inflamación fisiológica (Sommer and 

Bäckhed, 2013).  

 

2.3. Aspectos funcionales de la microbiota intestinal 

El uso de animales criados en condiciones libres de gérmenes o germ-free (GF) ha 

proporcionado información importante acerca del efecto de la comunidad microbiana 

intestinal en la fisiología del huésped. Así, se ha visto que tiene un papel fundamental en 

el desarrollo y la regulación de tejidos inmunológicos, de poblaciones inmunes y de 

mediadores inmunológicos. 
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2.3.1. Metabolismo de nutrientes y obesidad 

En el intestino adulto, hay aproximadamente 1014 microorganismos, 10 veces el 

número de células humanas del cuerpo (Xu and Gordon, 2003). Su genoma combinado, 

conocido como microbioma, contiene más de 5 millones de genes, lo que supera 

enormemente el del huésped. Esta gran diversidad de genes proporciona un amplio rango 

de actividades bioquímicas y metabólicas que complementan la fisiología del huésped. 

Aunque la composición de la microbiota difiere significativamente entre individuos, se 

puede identificar un microbioma “central” o core, lo que subraya la importancia de 

interacciones funcionales metabólicas estables con el huésped (Turnbaugh et al., 2009). 

Una de las principales funciones de la microflora del colon es la fermentación de 

carbohidratos (CH) de la dieta que de otra forma serían indigeribles (polisacáridos 

complejos como el almidón resistente o la celulosa), y de oligosacáridos que han escapado 

de la digestión proximal. Como resultado de esta fermentación, se producen gran 

cantidad de ácidos grasos de cadena corta (SCFAs), como acetato, propionato o butirato 

(Macfarlane and Macfarlane, 2003). Los SCFAs representan una gran fuente de energía 

para el huésped y ejercen efectos muy importantes en la mucosa del colon, afectando a 

la absorción de fluidos, proliferación y diferenciación de los colonocitos, motilidad 

intestinal y con importantes funciones inmunomoduladoras (Scheppach, 1994). Además, 

afectan al crecimiento bacteriano, regulando la absorción del agua y disminuyendo el pH 

fecal (Zhang et al., 2015). En el ciego y en el colon proximal, la fermentación y la 

producción de SCFAs son mucho más intensas que en el colon distal, lo que conlleva un 

pH fecal más ácido (5-6), frente al pH casi neutro del colon distal, y un mayor crecimiento 

bacteriano (Fallingborg, 1999). Por otra parte, los microorganismos del colon también 

juegan un papel importante en la síntesis de la vitamina K y de varios componentes de la 

vitamina B (Hill, 1997), y en la absorción de iones en el ciego, como calcio, magnesio y 

hierro, la cual se ve también favorecida por la producción de SCFAs (Younes et al., 2001) 

(Figura 4).  
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Figura 4. Distribución de la carga microbiana a lo largo del intestino. El número de 
microorganismos generalmente incrementa según descendemos por el tracto GI, llegando a 
alcanzar valores de 1012 por gr. de contenido intestinal en el colon. Así mismo, la diversidad de 
estos microorganismos es mucho mayor en el colon en el resto del tubo digestivo. El ciego es la 
región de mayor diversidad bacteriana, y junto con el colon distal, presentan una fermentación y 
producción de SCFAs mucho más intensa que el colon distal, lo que conlleva un pH más ácido y un 
mayor crecimiento bacteriano. Figura modificada de Mowat and Agace, 2014. 

Se ha sugerido que existen diferencias en la composición de la microbiota intestinal 

de individuos obesos (Ley, 2010). El microbioma de ratones obesos está enriquecido en 

genes que codifican para enzimas del metabolismo de los CH, y tienen mayor capacidad 

para extraer energía de la dieta y generar SCFAs (Turnbaugh et al., 2006). Además, los 

obesos presentan una microbiota intestinal alterada, con una menor diversidad (Ley et 

al., 2006), aunque el impacto funcional de esta disminución en el desarrollo de la obesidad 

aún no está claro. 

2.3.2. Desarrollo de estructuras linfoides 

Además de la genética del huésped, numerosos factores ambientales, incluyendo el 

contacto con los microorganismos, influencian tanto el desarrollo como la maduración del 

SI. El desarrollo del GALT se inicia en el feto, un ambiente estéril, inducido por las LTis 

(Mebius, 2003). La posterior maduración de estos tejidos, su aumento de tamaño y la 

formación de centros germinales, depende de la colonización microbiana tras el 
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nacimiento (Renz et al., 2011). De esta forma, las PP, los MLN y la pulpa blanca del bazo 

están subdesarrolladas en ratones GF (Round and Mazmanian, 2009). Lo mismo sucede 

con el proceso de maduración de las criptoplacas intestinales; los ILFs no se desarrollan 

totalmente en los ratones GF (Hamada et al., 2002). Sin embargo, es posible inducir su 

formación mediante la exposición a PG, a través de la señalización por NOD1 y TLRs, lo 

que indica que este proceso está completamente dirigido por un patrón microbiano 

específico (Bouskra et al., 2008).  

2.3.3. Diferenciación de poblaciones inmunológicas  

La microbiota intestinal también se ha visto implicada en la regulación de la 

diferenciación de subconjuntos de células inmunológicas, manteniendo las interacciones 

homeostáticas con el huésped. Por un lado, promueve la diferenciación de células NK-like, 

que difieren de las NK convencionales principalmente por presentar una expresión 

intermedia de NK1.1+, no producir IL-1b, y no destruir células tumorales (Luci et al., 2009). 

La presencia de la microbiota intestinal es un requisito indispensable para su 

diferenciación, de forma que los ratones GF presentan un menor número de células NK-

like que ratones criados de manera convencional (Sanos et al., 2009). Estas células 

producen IL-22, que en ratones promueve la integridad de la barrera epitelial e induce la 

reparación epitelial, reduciendo la infiltración bacteriana (Zheng et al., 2008). También 

regula los niveles de las células NKT invariantes (iNKT) que son el único subconjunto de 

células T que presenta una cadena a invariante del receptor de células T (TCR). Las células 

iNKT promueven la inflamación, liberando citocinas pro-inflamatorias tras su activación 

(Van Kaer et al., 2011). A diferencia de las células NK-like, hay más células iNKT en el colon 

de los ratones GF con respecto a los ratones criados de manera convencional (Olszak et 

al., 2012), lo que sugiere que la microbiota mantiene la homeostasis intestinal 

disminuyendo los niveles de estas células proinflamatorias. 

Por otro lado, se ha visto que determinados microorganismos pueden dirigir 

respuestas de células T específicas. Por ejemplo, la bacteria Gram negativa Bacteroides 

fragilis provoca una respuesta anti-inflamatoria, induciendo la diferenciación de células T 

CD4+ a células Treg tanto a nivel local en la LP, como a nivel sistémico (Round et al., 2011). 

Estas células Treg producen IL-10, que suprime la respuesta pro-inflamatoria Th17 



Introducción 

 45 

(Maynard et al., 2007). Este proceso está mediado por el reconocimiento del polisacárido 

A (PSA), presente en la membrana externa de las bacterias, por TLR2 en las células T CD4+ 

(Round et al., 2011). Otras bacterias Gram positivas de la clase Clostridia tienen un efecto 

similar en el SI del huésped (Atarashi et al., 2011). Por el contrario, la bacteria segmentada 

filamentosa (SFB), que reside en el intestino delgado del ratón, en contacto directo con 

las IECs, provoca una respuesta pro-inflamatoria, promoviendo la diferenciación de 

células Th17 y, en menor medida, de células Th1 (Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Ivanov 

et al., 2009). La colonización de ratones GF con SFB es suficiente para restaurar la 

susceptibilidad de dichos ratones a artritis y a encefalomielitis experimental autoinmune 

(EAE), mediadas por Th17 (Lee et al., 2011; Wu et al., 2010). Sin embargo, aún se 

desconoce si la diferenciación de células Th17 se induce por mediadores derivados de 

IECs, por interacción directa con células presentadoras de antígenos (APCs) en la LP, o por 

moléculas de señalización secretadas por las propias bacterias, como metabolitos 

(Hooper et al., 2012) (Figura 5).  

 

Figura 5. Impacto de la microbiota en el SI de la LP intestinal. El contacto con los 
microorganismos del lumen intestinal influencia el desarrollo y la maduración de las estructuras 
linfoides del GALT (PP, MLN, ILFs..), y modula poblaciones inmunológicas, disminuyendo el 
número de iNKT pro-inflamatorias. Determinadas especies bacterianas pueden dirigir la 
diferenciación de células T CD4+; Bacteroides fragilis y bacterias del género Clostridia inducen la 
diferenciación de células Treg, mientras que SFB promueve la diferenciación a células Th17. La 
microbiota comensal restringe el crecimiento de patógenos en parte induciendo la producción 
de PAMs en las IECs y la producción de moco en las células de Goblet.  
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2.3.4. Producción de mediadores inmunológicos 

La microbiota comensal restringe el crecimiento de patógenos en parte mediante la 

producción local de sIgA. La diferenciación de células B a células plasmáticas productoras 

de IgA se induce con la detección de flagelina derivada de los microorganismos en las DCs 

de la LP (Uematsu et al., 2008). La IgA tiene un papel clave en la homeostasis, de manera 

que ratones deficientes en IgA producen anticuerpos IgG séricos específicos frente a 

microbiota, lo que indica la existencia de una brecha en la barrera mucosa de estos 

ratones y por tanto una inducción del SI sistémico (Macpherson et al., 2000). En un estudio 

reciente se ha visto que la regulación microbiana de la producción de la IgA depende en 

parte de la proteína del huésped PD1 (proteína de muerte programada 1), la cual se 

expresa en las células T foliculares (TFh) de los centros germinales. Los ratones deficientes 

en PD1 presentan un repertorio alterado de IgAs debido a cambios en la maduración de 

las células B, lo que da lugar a cambios en la composición normal de la microbiota 

intestinal, con una reducción en el número de bacterias de los géneros Bacteroides y 

Bifidobacterium, y un aumento del número de enterobacterias (Kawamoto et al., 2012). 

Además, la microbiota intestinal también regula la producción PAMs en las IECs. 

Aunque algunos PAMs como las a-defensinas o la b-defensina-1, se expresan de forma 

constitutiva (Putsep et al., 2000), otros como ANG4 (angiogenina-4) y Reg3g, se inducen 

tras el encuentro con los microorganismos (Hooper et al., 2003) (Figura 5), a través de 

mecanismos tanto dependientes como independientes de la señalización por PRRs 

(Franchi et al., 2012). En este punto juegan un papel muy importante los SCFAs producto 

de la fermentación bacteriana, que son capaces de inducir la producción de PAMs vía 

señalización de MEK/ERK (Schauber et al., 2003).  

2.3.5. Producción de moco 

La capa de moco representa un hábitat microbiano selectivo dado que sólo algunas 

bacterias específicas expresan las lectinas y glicosidasas necesarias para su adhesión 

(Juge, 2012). Por su parte, los microorganismos tienen un efecto importante en el grosor 

de la capa de moco y en su composición, como demuestra el hecho de que animales 

criados en condiciones GF presenten menos CG y una capa de moco más delgada en el 
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colon que los criados de manera convencional (Sharma et al., 1995). Además, la 

estimulación con productos bacterianos como el lipopolisacárido (LPS) y el PG, es 

suficiente para establecer las propiedades habituales de la capa de moco en los ratones 

GF (Petersson et al., 2011). Sin embargo, aún se desconocen los mecanismos por los 

cuales la microbiota modula a las CG y las características de la capa de moco. 

 

2.4. Microbiota intestinal y EII 

En condiciones fisiológicas, las bacterias comensales mantienen una relación 

simbiótica con el huésped, modulando el SI innato y adaptativo. Sin embargo, pueden ser 

potencialmente perjudiciales cuando el ecosistema se ve sometido a cambios anormales. 

La homeostasis intestinal se ve influenciada por gran variedad de factores, tanto genéticos 

como ambientales (Ananthakrishnan, 2015). La disbiosis de las comunidades bacterianas 

intestinales puede dar lugar a respuestas aberrantes frente a la microbiota comensal en 

individuos genéticamente susceptibles, lo que resulta en una situación de inflamación 

crónica intestinal  (Packey and Sartor, 2008). No obstante, a día de hoy, no se ha 

establecido una relación rigurosa de causa-efecto entre disbiosis intestinal y EII. 

Dentro de las EII, se pueden distinguir dos grandes patologías: la colitis ulcerosa 

(UC), que normalmente se limita al colon, y la enfermedad de Crohn (CD), que se extiende 

a lo largo de todo el tracto digestivo. En general, las bacterias intestinales tienen un papel 

crítico en el desarrollo de las EII, a través de la regulación de la inflamación. En ratones 

tratados con DSS se produce un daño en la barrera intestinal, que genera una inflamación 

aguda muy similar a la UC. Dicha inflamación está potenciada por las bacterias 

intestinales, como evidencia el hecho de que ratones GF y ratones tratados con 

antibióticos, apenas presentan inflamación (Tlaskalova-Hogenova et al., 2005). La 

inducción de colitis por DSS se caracteriza por un cambio hacia una microflora más pro-

inflamatoria, con un aumento en la carga de Escherichia coli, que puede servir como 

biomarcador de la severidad del proceso. Los productos bacterianos pueden exacerbar la 

inflamación a través de la señalización por TLR2 y TLR4, desencadenando la acumulación 

de neutrófilos y células T en la mucosa intestinal (Heimesaat et al., 2007). Por otra parte, 

se ha visto que los pacientes con UC presentan perfiles de expresión génica diferentes 
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que controles sanos y una menor biodiversidad bacteriana. Ésta se caracteriza por una 

disminución en las especies potencialmente protectoras y una reducción significativa de 

especies productoras de butirato, pertenecientes al filo Firmicutes, las cuales mantienen 

una correlación inversa con la actividad de la enfermedad (Machiels et al., 2014). En un 

estudio reciente, se ha observado que pacientes con loci de riesgo para EII también 

presentan una menor abundancia de especies productoras de butirato (Imhann et al., 

2018), lo que sugiere que los loci de riesgo afectan a la composición de la microbiota 

intestinal, independientemente de las características de la enfermedad. Los pacientes con 

CD también presentan grandes diferencias en su composición microbiana con respecto a 

sus controles sanos. La disbiosis en estos pacientes se caracteriza por el incremento en 

especies bacterianas degradadoras de mucinas y no por la pérdida de especies 

productoras de butirato. (Joossens et al., 2011)  

Varios estudios han mostrado que el uso de probióticos combinados con 

prebióticos, tiene un efecto beneficioso en estos pacientes con EII y promueven la 

remisión de la enfermedad (Eom et al., 2018)  

 

2.5. Microbiota intestinal y desarrollo de cáncer  

La microbiota intestinal tiene efectos directos en la proliferación y migración celular 

a lo largo del eje de la cripta en el intestino delgado y en la apoptosis (Abrams et al., 1963; 

Crawford and Gordon, 2005). Un desequilibrio en esta homeostasis puede dar lugar a 

desarrollo de cáncer, en el que la inflamación juega un papel fundamental, tanto en su 

inicio como en su progresión. Los microorganismos pueden modular la inflamación, y por 

tanto la carcinogénesis (Hope et al., 2005).  

La composición de las comunidades de bacterias intestinales es diferente entre 

individuos con cáncer colorrectal (CRC) e individuos sanos. Varios géneros de bacterias 

productoras de butirato están menos representados en muestras de heces de pacientes 

enfermos, por lo que los niveles de butirato en estos pacientes se ven significativamente 

reducidos. El butirato es un nutriente esencial para las células normales del colon y se ha 

visto que es capaz de reducir la proliferación e inducir la apoptosis de células de carcinoma 
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de colon, sólo o en combinación con el propionato (Weir et al., 2013). Sin embargo, tanto 

la carga como la diversidad microbiana están aumentadas en pacientes con adenoma o 

CRC (Sanapareddy et al., 2012; Swidsinski et al., 1998). De hecho, en algunos modelos de 

carcinogénesis, los ratones GF están protegidos o presentan un menor desarrollo de CRC 

comparado con ratones criados de manera convencional (Dove et al., 1997; Uronis and 

Jobin, 2009).  

Por otra parte, algunas especies microbianas se han asociado con el desarrollo de 

CRC (Abdulamir et al., 2011; Kostic et al., 2012; Toprak et al., 2006), y la administración 

de probióticos, como Bifidobacterium longum, es capaz de suprimir significativamente la 

incidencia del CRC, la multiplicidad y el volumen del tumor, en un modelo de 

carcinogénesis inducida por Azoximetano (AOM) (Singh et al., 1997). Esto sugiere que la 

manipulación selectiva de la microbiota intestinal podría proporcionar nuevas vías para 

prevenir la carcinogénesis.  
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3. LA SUPERFAMILIA DE FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-b 

(TGFb) 

 

En la regulación de los procesos de intercomunicación y el mantenimiento de la 

homeostasis intestinal adquiere gran importancia la citocina TGFb. La superfamilia de 

TGFb es un grupo de factores de crecimiento con una estructura altamente conservada 

en todo el reino animal, y que ejerce efectos pleiotrópicos, regulando una gran variedad 

de procesos biológicos, como la diferenciación, proliferación y supervivencia celular 

(Beebe et al., 2004). Está compuesta por más de 30 miembros que incluyen, además de 

los TGFbs, a los BMPs (Bone morphogenetic proteins), las Activinas, Nodal, GDFs (Growth 

and differentiation factors), y la hormona antimülleriana (AMH) (Weiss and Attisano, 

2013). Este apartado se centrará en los aspectos relacionados con los miembros de la 

subfamilia TGFb, aunque algunos de ellos pueden ser similares para otros miembros de la 

superfamilia. 

En mamíferos, la familia de los TGFbs está compuesta por tres isoformas, TGFb1, 

TGFb2 y TGFb3, codificadas por genes diferentes. Son secretadas por multitud de tipos 

celulares y juegan un papel fundamental en el desarrollo, la determinación del destino 

celular, la cicatrización, la respuesta inmune y la apoptosis (Javelaud and Mauviel, 2004). 

Aunque las tres isoformas presentan una elevada homología, gracias al estudio con 

ratones deficientes en cada una de ellas se ha visto que algunas de sus funciones no son 

redundantes (Annes et al., 2003). Así TGFb1 está implicado en hematopoyesis, 

vasculogénesis y en procesos de inflamación y autoinmunidad. TGFb2 afecta al desarrollo 

del corazón, pulmón, extremidades, ojos, oídos y sistema urogenital. Por último, TGFb3 

se ha relacionado con el desarrollo del paladar y el desarrollo pulmonar (Goumans and 

Mummery, 2000). La isoforma más abundante en tejidos humanos es TGFb1, y ha servido 

como modelo para estudiar los mecanismos de activación de receptores por ligando y las 

vías de señalización. Mutaciones en TGFb1 en ratones, provocan respuestas inflamatorias 

multiorgánicas severas, y una letalidad embrionaria del 50%. Mutaciones en las otras dos 

isoformas resultan en anormalidades en el desarrollo y mortalidad perinatal (Dickson et 

al., 1995; Kaartinen et al., 1995; Sanford et al., 1997). 
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3.1. Síntesis de TGFbs 

Las tres isoformas de TGFbs se sintetizan inicialmente como precursores 

monoméricos grandes, denominados pre-pro-TGFb, y que se componen de un péptido 

señal (PS) hidrofóbico en la región N-terminal, un péptido asociado a latencia (LAP) y una 

secuencia C-terminal que constituye la forma potencialmente bioactiva (Gentry and Nash, 

1990). Etapas sucesivas conllevan la proteólisis y escisión del PS y la dimerización de dos 

monómeros mediante puentes disulfuro (Gentry et al., 1988), dando lugar al homodímero 

pro-TGFb. A continuación, es procesado por proteasas de tipo furina en el aparato de 

Golgi, que separan las dos cadenas LAP de las dos cadenas de TGFb (Kusakabe et al., 2008). 

Así, se forma el pequeño complejo latente de TGFb (small lantent complex, SLC), que 

permanece unido a las cadenas LAP a través de uniones no covalentes (Todorovic et al., 

2005). Éstas, mantienen al TGFb en su forma inactiva e impiden su interacción con sus 

receptores (Annes et al., 2003). Además, el SLC puede unirse por puentes disulfuro a 

cisteínas de glicoproteínas denominadas LTBPs (Latent-TGFb-binding proteins), formando 

un gran complejo latente (large latent complex, LLC), que es posteriormente secretado 

(Chen et al., 2005).  

Tras su secreción, el LLC es capaz de interaccionar con componentes de la matriz 

extracelular (ECM), mediante la unión de las LTBPs con fibrilinas o fibronectina (FN), lo 

que promueve su anclaje a la ECM por enlaces covalentes (Chaudhry et al., 2007; 

Horiguchi et al., 2012). Finalmente, este complejo debe ser procesado para liberar el TGFb 

activo y permitir su unión al receptor. 

3.2. Activación de los TGFbs latentes  

La conversión del TGFb latente a TGFb activo puede darse de varias maneras. En 

general este proceso se dirige directamente al LAP, e implica principalmente la acción de 

numerosas proteasas y metaloproteasas, entre las que se incluyen la plasmina, la 

catepsina D, la MMP-2 (Matrix metalloproteinase 2) o la MMP-9. El proceso de activación 

del TGFb consiste en la liberación del LLC de la ECM, seguido de la proteólisis del LAP para 

liberar el TGFb, que podrá unirse a sus receptores (Yu and Stamenkovic, 2000). Sin 

embargo, a pesar de la importancia de MMP-2 y MMP-9 en la activación de TGFb, se ha 
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visto que ratones con mutaciones en estas enzimas aún son capaces de activar este 

proceso y no muestran ningún fenotipo acorde con la deficiencia de TGFb, lo que sugiere 

que otras proteasas puedan estar implicadas (Annes et al., 2003). 

Otras moléculas como la trombospondina 1 (THBS1) y las ROS también son capaces 

de interaccionar directamente con el LAP sin necesidad de digestión proteolítica. 

Promueven cambios conformacionales y modificaciones estructurales en el LAP, 

alterando su unión con el TGFb, el cual queda libre en su forma activa (Barcellos-Hoff and 

Dix, 1996; Murphy-Ullrich and Poczatek, 2000). Lo mismo sucede con algunas integrinas; 

el LAP contiene un sitio de unión a integrinas aV, conocido como región RGD (Worthington 

et al., 2011). Por ejemplo, aVb6 y aVb8 son activadores directos de TGFb1 y TGFb3 a través 

de la unión a la región RGD, induciendo un cambio conformacional en el LAP, que permite 

la liberación de TGFb de su complejo de latencia (Annes et al., 2004; Wipff and Hinz, 2008). 

Por otra parte, condiciones de pH extremas también pueden desnaturalizar el LAP, dando 

lugar a una activación significativa de TGFb (Lyons et al., 1988; Poniatowski et al., 2015). 

3.3. Receptores y señalización de TGFbs 

Una vez que el TGFb bioactivo está libre en el medio extracelular, puede señalizar a 

través de distintos tipos de receptores. En función de sus características estructurales y 

funcionales, los receptores se dividen en dos subfamilias: receptores tipo I o ALK (Activin-

receptor like kinases), y receptores tipo II. Existen distintos tipos de receptores I y II 

específicos para la unión de los diferentes miembros de la superfamilia de TGFb. Así, TGFb 

interacciona con un receptor heterotetramérico compuesto por dos subunidades del 

receptor de tipo I TbRI y dos subunidades del receptor de tipo II TbRII (Wanjun Chen and 

Ten Dijke, 2016). Ambos receptores son glicoproteínas transmembrana, cuya región 

intracelular contiene un dominio con actividad quinasa en serinas y treoninas (Hinck, 

2012). Para la transducción de la señal, en primer lugar, los dímeros de TGFb libres se 

unen a los TbRII, que son constitutivamente activos y que sufren un proceso de 

autofosforilación. A continuación, se recluta a los TbRI, los cuales son fosforilados por 

TbRII en una región conservada rica en serinas y glicinas, denominada dominio GS. Esta 

fosforilación provoca un cambio conformacional en el TbRI, promoviendo su actividad 
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serina/treonina quinasa, siendo así capaz de propagar la señal al interior de la célula 

(Poniatowski et al., 2015; Wrana et al., 1994).  

Existe además otro receptor de tipo III (TbRIII), conocido también como betaglicano, 

que está anclado a la membrana (Cheifetz et al., 1988) y que es capaz de interaccionar 

con las tres isoformas de TGFb, presentando mayor afinidad por TGFb2 (Mitchell et al., 

1992). Sin embargo no es capaz de transmitir la señal, puesto que carece del dominio con 

actividad serina/treonina quinasa. TbRIII funciona como un correceptor, presentando el 

ligando al complejo formado por TbRI y TbRII (Esparza-Lopez et al., 2001). De manera 

similar, se ha descrito una glicoproteína homodimérica de superficie celular, la endoglina, 

con una función similar al TbRIII, aunque sin afinidad por la isoforma TGFb2 (Yamashita et 

al., 2008). 

La señalización intracelular puede darse por distintas vías, que se detallan a 

continuación. 

3.4. Ruta canónica: señalización por proteínas Smad 

La señalización mediada por proteínas Smad representa una cascada de señalización 

muy conservada en el reino animal (Moustakas and Heldin, 2009). En vertebrados se han 

descrito 9 proteínas Smad diferentes, que se clasifican en distintos subtipos según su 

función. Los primeros sustratos de fosforilación son las R-Smads (receptor-activated 

Smads), que se asocian con los receptores tipo I activados. Por norma general, las R-Smad 

que son fosforiladas por los receptores de TGFb y activinas son Smad2 y 3, mientras que 

Smad 1, 5 y 8 lo son por los receptores de BMP (Weiss and Attisano, 2013). La unión de 

Smad2/3 a los TbRI está regulada por una proteína adaptadora denominada SARA (Smad 

anchor for receptor activation), que interactúa con las Smad2/3 inactivos residentes en el 

citoplasma de la célula, y los presenta al receptor (Itoh et al., 2002). La activación de las 

R-Smad mediante fosforilación induce su interación con la Co-Smad (common-mediator 

Smads) Smad4, formando un complejo heteromérico que se transloca al núcleo, dónde 

van a modular la transcripción génica uniéndose a una secuencia de DNA conocida como 

SBE (Smad binding element) (Piek et al., 1999). Sin embargo, esta unión es de baja afinidad 

y se requiere la unión de otros factores de transcripción (TF) para mejorar la especificidad 
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y afinidad de la unión al DNA (Ross and Hill, 2008). Finalmente, las R-Smads son 

desfosforiladas, lo que provoca su regreso al citoplasma, volviendo a estar disponibles 

para una posible nueva fosforilación mediada por receptor, y su translocación al núcleo 

celular (Inman et al., 2002).  

El tercer y último tipo de la familia son las I-Smads (inhibitory Smads), Smad6 y 7. 

Éstas actúan como reguladores negativos de la vía, compitiendo con las R-Smads por la 

unión a los receptores de tipo I y a las Co-Smad , bloqueando así su fosforilación y la 

propagación de la señal (Hayashi et al., 1997; Imamura et al., 1997). También son capaces 

de asociarse con la ubiquitin ligasa Smurf1 (Smad ubiquitination regulatory factor-1), que 

induce la degradación de los receptores de tipo I (Ebisawa et al., 2001). Smad7 inhibe 

preferentemente la vía de señalización de TGFb mientras que Smad6 actúa sobre la vía de 

BMP (Santibanez et al., 2011). 

3.5. Rutas no canónicas 

Además de la ruta mediada por las proteínas Smad, TGFb también puede transducir 

la señal a través de otras rutas independientes de Smads, que pueden tener gran 

importancia a la hora de ejercer distintos efectos biológicos en función del contexto 

(Weiss and Attisano, 2013). Entre estas rutas se encuentran la vía de las MAPKs ERK y 

JNK/p38, la vía de las GTPasas tipo Rho y la vía de PI3K/AKT. 

3.5.1. Señalización a través de ERK 

Aunque TbRI y TbRII se caracterizan por su actividad serina/treonina quinasa, 

también se ha descrito que, tras la unión con el ligando, pueden sufrir fosforilación en 

residuos de tirosina, si bien esto sucede a un nivel mucho menor que en los residuos de 

serina y treonina (Lawler et al., 1997). Esto permite que TbRI pueda reclutar y fosforilar a 

la proteína adaptadora ShcA, promoviendo la formación de un complejo ShcA/Grb2/SOS, 

capaz de activar a Ras en la membrana plasmática, dando lugar a la activación secuencial 

de c-Raf, MEK y ERK (Lee et al., 2007). 

La activación de esta ruta tiene importancia en la transición epitelio-mesénquima 

(EMT), que es una de las principales funciones de TGFb en el desarrollo embrionario y en 
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la curación de heridas, pero que también está relacionada con procesos de fibrosis, con 

la progresión tumoral y el desarrollo de metástasis (Zhang, 2009). Además, la activación 

de ERK puede regular la actividad de las Smads 1, 2 y 3, mediante su fosforilación en sitios 

diferentes a los sitios de activación por TbRI (Zhang, 2009). 

3.5.2. Señalización a través de JNK/p38 

En esta vía de señalización tiene un papel fundamental la proteína TRAF6, que se 

une al complejo activado de receptores TbRI y TbRII, lo que promueve la 

poliubiquitinización y asociación de TRAF6 con TAK1 (TGFb activated kinase 1). Esta 

interacción induce también la poliubiquitinazión y activación de TAK1 (Sorrentino et al., 

2008), que, además de activar la vía de NF-kB como mencionamos anteriormente, activa 

a las MKKS (Map Kinases KInases) MKK4 y MKK3/6, que seguidamente activan a JNK y p38 

respectivamente (Zhang, 2009) La importancia de TAK1 en esta señalización, queda 

reflejada por el defecto en la activación de JNK en ausencia de TAK1 (Shim et al., 2005). 

La señalización a través de esta ruta, junto con la vía de señalización dependiente 

de proteínas Smad, participa en la supresión tumoral mediante la inducción de apoptosis 

mediada por TGFb (Edlund et al., 2003) De manera similar, la vía TRAF6-TAK1-JNK/p38 

también desempeña un papel importante en la EMT inducida por TGFb (Zhang, 2009). 

3.5.3. Señalización a través de GTPasas tipo Rho 

La activación de GTPasas tipo Rho por TGFb, incluyendo RhoA, Rac y Cdc42, juega 

un papel importante en la organización dinámica del citoesqueleto y la motilidad celular 

(Bhowmick et al., 2001). Además, RhoA está también implicada en el efecto de TGFb sobre 

la EMT, puesto que es necesaria una disminución de los niveles de RhoA en las uniones 

estrechas, que permitan la disolución de las mismas. Par6 es una proteína de andamiaje 

que interacciona con los receptores activos TbRI en las uniones estrechas, y es fosforilada 
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por TbRII. A continuación, recluta a Smurf1, mediando así la ubiquitinización y 

degradación de RhoA (Ozdamar et al., 2005). 

Figura 6. Activación y señalización del TGFb. TGFb se secreta como parte de un gran complejo 
LLC, que incluye a proteínas LTBP y al péptido LAP. Distintas proteasas e integrinas expresadas en 
la superificie de las IECs, DCs y de los miofibroblastos, favorecen la liberación del TGFb del 
complejo, dando lugar a su activación. TbRIII promueve la interacción del TGFb activo con el 
receptor homodimérico TbRII, que forma a su vez un heterocomplejo con el receptor 
homodimérico TbRI, al cual fosforila y activa. La señalización está mediada por los dominios 
quinasa de estos receptores y activa rutas canónicas Smad y rutas no canónicas Smad 
independientes. En la ruta canónica, las R-Smad (2,3) son fosforiladas por TbRI y se unen a Smad4 
y se translocan al núcleo, donde se unen a las regiones SBE de sus genes diana junto con distintos 
cofactores y TFs. La activación de las rutas no canónicas incluyen la activación de ERK, JNK o p38 
MAPK, donde intervienen también TAK1 y TRAF6, de gran importancia en la inducción de 
apoptosis y diferenciación; Par6, que inhibe a RhoA en las uniones estrechas, influyendo en la 
EMT; y la ruta de PI3K/AKT, antagonista de la vía de las proteínas Smad. Figura modificada de 
Biancheri et al., 2013. 

3.5.4. Señalización a través de PI3K/AKT 

TGFb puede activar a PI3K y a su efector AKT mediante la interacción directa del 

receptor TbRII con la subunidad p85 de PI3K, a la que se encuentra constitutivamente 

asociado (Yi et al., 2005). TGFb también puede activar esta ruta de manera indirecta, 

induciendo la expresión de TGFa, que activa a los receptores de EGF, lo que conlleva la 
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activación de PI3K y AKT (Vinals and Pouyssegur, 2001). Sin embargo, TGFb también es 

capaz de inhibir esta señalización mediante la expresión de la fosfatasa lipídica SHIP1, por 

un mecanismo dependiente de proteínas Smad (Valderrama-Carvajal et al., 2002). 

La señalización PI3K/AKT también contribuye a la EMT inducida por TGFb, 

reorganizando los filamentos de actina para la migración celular (Bakin et al., 2000). No 

obstante, esta señalización también tiene efectos antagónicos en las respuestas mediadas 

por proteínas Smad. Así, la activación de PI3K/AKT protege a las células de la apoptosis y 

la inhibición de la proliferación celular mediadas por TGFb, posiblemente mediante una 

interacción física entre AKT y Smad3, que impide la fosforilación y activación de Smad3 

(Conery et al., 2004). Además, AKT puede fosforilar al factor de transcripción Foxo, 

necesario para el efecto antiproliferativo del complejo Smad3-Smad4, inhibiendo su 

localización nuclear, y por tanto previniendo que dicho complejo actúe sobre sus genes 

diana (Seoane et al., 2004). 

 

3.6. Regulación de la señalización por TGFb 

Todos los componentes de la vía de señalización de TGFb están sujetos a una 

estrecha regulación a distintos niveles. Muchos factores controlan la cantidad, la 

disponibilidad y la actividad de los diferentes ligandos y receptores, lo que va a regular la 

intensidad de la señal en el núcleo (Kang et al., 2009). 

El primer punto de regulación se encuentra a nivel extracelular, donde TGFb se 

secreta como LLC unido a proteínas de la ECM, y su biodisponibilidad depende de la 

activación de las distintas vías de procesamiento para la escisión del TGFb bioactivo. 

Existen también distintas moléculas solubles que regulan la disponibilidad de los ligandos. 

Estas moléculas se unen a los diferentes ligandos, limitando por tanto su acceso a los 

receptores de membrana. Entre ellas, Decorina y a2-macroglobulina actúan inhibiendo al 

TGFb; Folistatina actúa inhibiendo a BMPs y Activinas; y Nogina y Cordina antagonizan 

ligandos de BMPs. Además, la familia de proteínas solubles DAN, que incluye miembros 

como Dante, Gremlin y Cerberus, inhiben ligandos específicos de la familia de BMPs y 

TGFbs (Massague and Chen, 2000; Shi and Massagué, 2003). Otros moduladores 
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compiten con el ligando por la unión al receptor, como es el caso de las Inhibinas y de 

Lefty, dos inhibidores de activinas (Miyazono, 2000). 

Como mencionamos anteriormente, en la membrana plasmática existen receptores 

accesorios encargados de modular la intensidad de la señal, como el betaglicano, o TbRIII, 

que aumenta la afinidad del TGFb y de BMPs por el complejo de receptores, 

especialmente de TGFb2 (Cheifetz et al., 1988). En este punto es importante BAMBI (BMP 

and Activin Membrane-Bound Inhibitor), un regulador negativo de la señalización por 

TGFbs, BMPs y Activinas, el cual describiremos ampliamente en el siguiente subapartado. 

Al igual que otros receptores de superficie, los receptores de TGFb se internalizan 

al interior de la célula por endocitosis, y este proceso juega un papel importante en la 

regulación de la señalización por TGFb. Esta endocitosis puede estar mediada por 

vesículas de clatrina, y, aunque no es esencial para que se propague la señalización, 

promueve la activación de Smads inducida por TGFb, y la transcripción de los genes diana 

(Penheiter et al., 2002). La mayoría de los receptores de TGFb se reciclan de nuevo a la 

superficie celular tras la internalización, y estos procesos pueden tener lugar también en 

ausencia de ligando (Di Guglielmo et al., 2003). Por otra parte, la internalización de los 

receptores también puede estar mediada a través de balsas lipídicas caveolina positivas, 

lo que en este caso promueve la poliubiquitinación de los receptores por Smurf1 y su 

degradación en el proteasoma, apagando por tanto la señalización por TGFb (Chen, 2009; 

Razani et al., 2001). 

A nivel intracelular, también existen distintas moléculas implicadas en la regulación 

de la señalización. Por ejemplo, la proteína adaptadora SARA, también mencionada 

previamente, es un regulador positivo de la transducción de la señal puesto que facilita la 

unión de las R-Smads a los receptores de tipo I, promoviendo su fosforilación (Itoh et al., 

2002). Por el contrario, FKBP12 es un regulador negativo de la señalización, que se une al 

dominio GS de los receptores de tipo I. La pérdida de esta unión, conduce a la activación 

espontánea de los receptores en ausencia de ligando, por lo que FKBP12 podría estar 

actuando como salvaguarda, protegiendo de la activación independiente de ligando de 

TbRI por TbRII (Chen et al., 1997; Wang et al., 1996). Las I-Smads también inhiben la 

señalización al competir con las R-Smads por la unión a los receptores de tipo I y a las Co-
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Smads (Hayashi et al., 1997; Imamura et al., 1997), y al reclutar a proteínas Smurf, que 

ubiquitinizan  a los receptores de tipo I, induciendo su degradación (Ebisawa et al., 2001). 

Por último, el estado epigenético de la célula, como la metilación del DNA, la 

modificación de histonas, o los pequeños RNAs no codificantes o micro-RNAs (miRNAs), 

van a determinar los genes que son susceptibles de ser expresados, y por tanto, regulados. 

Los miRNAs son capaces de inhibir los mRNAs de los receptores de la familia de TGFb o de 

inducir su degradación (Bartel, 2004; Inui et al., 2010).  

3.6.1. BAMBI  

Entre los mecanismos que regulan la señalización mediada por TGFb destaca la 

proteína BAMBI, un inhibidor de la señalización por BMPs, Activinas y TGFbs . El gen bambi 

(similar al gen nma en humanos) codifica para una glicoproteína transmembrana muy 

conservada en vertebrados, cuyo dominio extracelular es muy similar al de los receptores 

tipo I de TGFb, con los cuales dimeriza, interfiriendo con la unión de los receptores a los 

ligandos. Además, la región intracelular carece de la actividad serina treonina quinasa 

propia de dichos receptores, lo que convierte a BAMBI en un pseudo-receptor incapaz de 

transmitir la señal al interior de la célula, y por tanto inhibe la señalización de los 

miembros de la superfamilia de TGFb (Onichtchouk et al., 1999). Por otra parte, BAMBI 

también es capaz de cooperar con Smad7, formando un complejo ternario con TbRI, 

impidiendo su interacción con Smad3, y regulando negativamente la señalización por 

TGFb (Yan et al., 2009). 

BAMBI se expresa en corazón, pulmón y testículo, y también está presente,  aunque 

en menor medida, en cerebro, hígado y riñón (Knight et al., 2001). Su expresión es 

inducida por BMP4 durante el desarrollo embrionario de distintas especies (Onichtchouk 

et al., 1999) y por TGFb en células de carcinoma hepático (Sekiya et al., 2004), y por tanto 

participa en un bucle de retroalimentación negativa de la señalización por TGFbs. 

También se ha descrito que TGFb puede regular negativamente a BAMBI en 

odontoblastos (Gonzales et al., 2010), lo que sugiere que TGFb podría regular a BAMBI, 

tanto positiva como negativamente, en función del contexto.  
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También se ha observado que BAMBI es capaz de activar la ruta de señalización de 

Wnt/b-catenina, la cual es muy importante en procesos de embriogénesis, proliferación 

celular y desarrollo tímico. Se ha demostrado que BAMBI se une al receptor Frizzled5 y a 

la proteína Dishevelled, facilitando la unión entre ambos y promoviendo así la liberación 

y activación de b-catenina. (Lin et al., 2008). BAMBI a su vez es inducido por b-catenina 

en células de cáncer colorrectal (Sekiya et al., 2004). Se ha propuesto que la inducción de 

BAMBI en este tipo de cáncer podría por un lado estar bloqueando los efectos anti-

proliferativos mediados por TGFb, y por otro lado induciendo la proliferación celular a 

través de la activación de la señalización por Wnt/b-catenina, permitiendo de esta manera 

que aumente la capacidad de invasión de las células tumorales (Togo et al., 2008). 

En ratones, la eliminación de BAMBI no produce alteraciones significativas en el 

desarrollo embrionario y postnatal. Los ratones deficientes en BAMBI tampoco presentan 

fenotipos morfológicos o de conducta diferentes, por lo que la función fisiológica de 

BAMBI permanece en gran parte desconocida (Chen et al., 2007) Sin embargo, cada vez 

son más los estudios que relacionan a BAMBI con varios procesos fisiológicos y 

patológicos. Ejemplo de ello es que la deficiencia en BAMBI promueve un aumento de la 

liberación de péptidos opiodes endógenos mediado por TGFb, que resulta en una menor 

sensibilidad nociceptiva en estos ratones (Tramullas et al., 2010). BAMBI también protege 

frente al efecto pro-fibrótico del TGFb en el remodelado ventricular, y por tanto del fallo 

cardíaco (Villar et al., 2013). Recientemente se ha demostrado que BAMBI también se 

expresa en células endoteliales, donde participa en la homeostasis vascular, limitando la 

angiogénesis, interfiriendo con las vías no canónicas de la señalización de TGFb (Guillot et 

al., 2012). Por otro lado, BAMBI se encuentra sobreexpresado en diversos tipos de 

tumores, como es el caso de la mayoría de los cánceres de ovario, del osteosarcoma, del 

cáncer de colon y del cáncer gástrico, lo que se ha relacionado con un aumento de la 

proliferación celular y de la capacidad invasiva de las células tumorales, y con la posible 

aparición de metástasis (Liu et al., 2014; Pils et al., 2010; Zhou et al., 2013) Por el contrario, 

en cáncer de pulmón, la disminución de la expresión de BAMBI se correlaciona con una 

mayor capacidad invasiva de las células tumorales, debido al aumento de la EMT mediada 

por TGFb (Marwitz et al., 2016). De la misma manera, en las células epiteliales de la 
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próstata, la disminución de la expresión de BAMBI favorece el desarrollo de hiperplasia 

prostática benigna (He et al., 2016). 

En los últimos años, en nuestro laboratorio, hemos comenzado a caracterizar el 

posible papel de BAMBI en el SI. Nuestros resultados muestran que BAMBI se expresa en 

linfocitos T CD4+ tras la activación vía TCR, y que su expresión aumenta en presencia de 

TGFb. BAMBI actúa como regulador de la señalización por TGFb, de forma que la ausencia 

de BAMBI en los linfocitos T CD4+ potencia las rutas de señalización por TGFb, tanto 

dependientes como independientes de proteínas Smad. Además, de acuerdo con estas 

observaciones, BAMBI juega un papel esencial en los procesos de diferenciación funcional 

de los linfocitos T CD4+ tanto in vivo como in vitro. Así, la deficiencia en BAMBI en linfocitos 

T CD4+ de ratones BAMBI-KO promueve un aumento en la diferenciación hacia células 

Treg, e inhibe la diferenciación hacia células Th17, pero no modifica la diferenciación hacia 

Th1 y Th2. Lo mismo sucede al inhibir BAMBI con un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-

BAMBI, desarrollado también en nuestro laboratorio, en linfocitos T CD4+ de ratones WT. 

Estos efectos están mediados por la potenciación de la señalización de IL-2 a través de un 

aumento en la expresión de CD25 en los linfocitos T CD4+, por un mecanismo dependiente 

de Smad3. En correlación con estos hallazgos, los ratones BAMBI-KO están protegidos 

frente al desarrollo de artritis inducida por colágeno tipo II bovino (CIA), de artritis 

psoriásica inducida por manano de Saccaromyces cerevisiae, y frente al desarrollo de 

artritis cutánea inducida tras la aplicación tópica de imiquimod, por un mecanismo 

dependiente de TGFb y de células Treg (Postigo et al, 2016; Álvarez, 2017). En otro estudio 

reciente, se ha descrito un aumento en la expresión de BAMBI en los linfocitos T CD4+ 

circulantes y en plasma de pacientes con enfermedad obstructiva crónica con respecto a 

individuos sanos, y un aumento del ratio Th17/Treg en la sangre de estos pacientes (Zhang 

et al., 2016). Estos resultados sustentan que una señalización por TGFb alterada pueda 

provocar un desequilibrio entre células Treg y Th17, que daría lugar al desarrollo de 

patologías, y sugieren que BAMBI está jugando un papel fundamental en el control de la 

homeostasis.  

El papel de BAMBI en la funcionalidad del SI no se restringe a su capacidad para 

regular la diferenciación Treg y Th17. En un estudio reciente, hemos demostrado que la 
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deficiencia en BAMBI potencia las respuestas inmunes humorales T-dependientes e 

independientes. Al igual que en las células T CD4+, la expresión de BAMBI se induce en los 

linfocitos B tras su activación y regula la actividad proliferativa de estas células y su 

capacidad de establecer interacciones con los linfocitos TFh (Augustín, 2017).  

 

3.7. TGFb en el tubo digestivo  

TGFb es ejerce sus potentes propiedades inmunomoduladoras en varios órganos, 

entre ellos el intestino (Letterio and Roberts, 1998). En el intestino, la mayoría de los tipos 

celulares pueden producir y responder a TGFb. Así, en la mucosa intestinal, el TGFb es 

decisivo en el mantenimiento de la homeostasis inmune, previniendo respuestas 

aberrantes frente a la microbiota comensal (Konkel and Chen, 2011), y está implicado en  

los procesos fisiológicos de remodelación intestinal y reparación de heridas (Iizuka and 

Konno, 2011). 

Una señalización alterada de TGFb se asocia con numerosos trastornos intestinales 

mediados por el SI, como la EII (Benahmed et al., 2007; Feagins, 2010; Giovanni 

Monteleone et al., 2004). 

3.7.1. TGFb en el SI asociado a mucosa intestinal 

TGFb tiene un papel esencial en el mantenimiento de la tolerancia intestinal, 

inhibiendo el desarrollo de células Th1 proinflamatorias (Li et al., 2007), e induciendo la 

diferenciación de células T CD4+ vírgenes a células Treg Foxp3+ (Chen et al., 2003), las 

cuales son capaces de suprimir respuestas autoinmunes y de bloquear la colitis 

experimental (Izcue et al., 2009). La diferenciación a Treg en el intestino es promovida por 

las DCs CD103+ tolerogénicas de la LP, que liberan TGFb y RA (Coombes et al., 2007). Éstas 

a su vez se desarrollan bajo la acción del TGFb, RA y TSLP derivados del IEp (Rescigno and 

Di Sabatino, 2009). La producción de TGFb en las DCs está asociada con un aumento de la 

expresión de avb8, que activa a TGFb induciendo su liberación del LAP. De hecho, la 

ausencia de avb8 en las DCs murinas hace que sean incapaces de inducir la diferenciación 

a Treg in vitro, y está asociado con el desarrollo de colitis severa (Travis et al., 2007). TGFb 



Introducción 

 63 

también induce la expresión de Foxp3 en las células iNKT, llevándolas a adquirir un 

fenotipo inmunorregulador (Monteiro et al., 2010) (Figura 7). 

Numerosos estudios evidencian la importancia de TGFb en la supresión de la 

inflamación intestinal. Ratones deficientes en TGFb1 desarrollan inflamación en múltiples 

órganos, entre los que se encuentra el intestino (Kulkarni and Karlsson, 1993; Shull et al., 

1992), y el bloqueo de TbRII promueve la diferenciación de células efectoras y el 

desarrollo de colitis e inflamación pulmonar (Gorelik and Flavell, 2000). Además, animales 

con una disrupción en Smad3 muestran una función inmune anormal y desarrollan 

inflamación crónica intestinal junto con una inflamación severa en varios órganos (Yang 

et al., 1999). 

Por otro lado, TGFb también parece tener un papel pro-inflamatorio, interviniendo 

en la diferenciación a Th17 en el intestino. Se ha descrito que, en presencia de la citocina 

proinflamatoria IL-6, TGFb promueve el desarrollo de células Th17 en células murinas del 

bazo, induciendo la expresión de los factores de transcripción RORgt y ROR-a (Yang et al., 

2008). IL-23 es la encargada del mantenimiento de las células Th17, y la señalización por 

TGFb es capaz de aumentar la expresión del receptor de la IL-23, mejorando la respuesta 

de las células Th17 a esta citocina (Mangan et al., 2006). La importancia de TGFb para el 

mantenimiento de la población de Th17 está sustentada por la observación de que las 

células Th17 murinas de bazo y ganglios, en ausencia de TGFb, dejan de producir IL-17 in 

vitro y comienzan a producir IFNg, propio de una respuesta Th1 (Lee et al., 2009). Por otro 

lado, hay otros estudios que demuestran que TGFb promueve la diferenciación de Th17 

de manera indirecta, a través de la supresión del desarrollo de Th1 y Th2 (Das et al., 2009).  

Además, TGFb es una citocina muy implicada en la producción de la IgA secretora. 

TGFb1 actúa en sinergia con el RA favoreciendo el cambio de clase a IgA en los centros 

germinales, en cooperación con BAFF, APRIL e IL-10 (Cerutti and Rescigno, 2008; Seo et 

al., 2013). Este efecto es promovido por las DCs, que inducen un aumento de la expresión 

de TbRII en las células B, a través de la producción de la oxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) (Tezuka et al., 2007). El papel de TGFb en la generación de IgA se ha demostrado 

en diferentes modelos experimentales. Por ejemplo, ratones deficientes en Smad7 

muestran un incremento del cambio de clase a IgA (Li et al., 2006), y este proceso está 
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alterado en ratones deficientes en Smad2 (Klein et al., 2006). De acuerdo con esto, 

ratones deficientes en TbRII presentan una deficiencia significativa de IgA en el suero, 

tanto en estado basal, como tras la estimulación (Cazac and Roes, 2000). 

Figura 7. Papel del TGFb en la homeostasis inmune de la mucosa intestinal. El TGFb derivado del 
IEp, junto con el RA y LA TSLP, promueve el desarrollo de DCs CD103+ tolerogénicas. Además. TGFb 
en sinergía con el RA, induce la diferenciación de células Treg a partir de células T naïve. En 
presencia de IL-6, TGFb dirige la diferenciación a céula Th17 mientras que inhibe el desarrollo de 
células Th1 pro-inflamatorias. Tanto las células Th1 como las Th17 son suprimidas por la acción de 
las DCs CD103+ tolerogénicas. TGFb induce la expresión de Foxp3 en las células iNKT, las cuales 
adquieren funciones reguladoras similares a las de las Treg, y disminuye la liberación de 
mediadores pro-inflamatorios de los mastocitos. El TGFb derivado de las células estromales, junto 
con IL-8, recluta monocitos circulantes hacia la lámina propia, donde, en condiciones 
homeostáticas, se diferencian preferentemente en macrófagos anérgicos que a su vez producen 
TGFb. Finalmente, TGFb se requiere para la inducción del cambio de clase a IgA secretora en las 
células B, además de otros factores como APRIL, BAFF, IL-10 y RA. Figura modificada de Biancheri 
et al., 2013. 

Finalmente, TGFb también tiene un papel en células de la RI innata de la mucosa 

intestinal. Junto con IL-18, actúa como una quimiocina para los monocitos circulantes, 

reclutándolos a la LP (Smythies et al., 2006), donde durante la homeostasis se diferencian 

a macrófagos intestinales anérgicos (Smith et al., 2011). TGFb1 también tiene efectos 

inmunomoduladores en mastocitos humanos limitando su proliferación y promoviendo la 

apoptosis. Así mismo, es capaz de controlar la liberación de los mediadores 
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proinflamatorios, histamina, cisteinil-leucotrienos y TNFa, probablemente modulando la 

expresión de los receptores de IgE de membrana (Gebhardt et al., 2005). 

3.7.2. TGFb en el epitelio intestinal 

Varios estudios han demostrado que TGFb tiene efectos protectores en la función 

de barrera intestinal, la cual es esencial para el mantenimiento de la homeostasis (Suzuki, 

2013). En primer lugar, TGFb desempeña un papel en la regulación de la permeabilidad 

de la barrera epitelial. Se ha visto que TGFb aumenta la resistencia eléctrica transepitelial 

basal (TER) en líneas celulares de colon humano, de manera dependiente de dosis y de 

tiempo. La TER es una medida de la permeabilidad paracelular, y su incremento está 

mediado por un aumento de la expresión de Claudina-1, inducido a través de la activación 

de MEK/ERK y de proteínas Smad  por TGFb (Howe et al., 2005). TGFb también es capaz 

de inducir la expresión de Claudina-4, potenciando la función de barrera (Hering et al., 

2011), y protege del daño que pueden generar ciertas infecciones en la barrera intestinal, 

que actúan modificando la expresión y distribución de proteínas de uniones estrechas 

(Howe et al., 2005).  

Por otro lado, TGFb juega un papel esencial en la cicatrización de heridas y en la 

remodelación tisular, caracterizadas por procesos de deposición y regeneración de 

componentes de la ECM. Estos procesos son controlados por la acción equilibrada de 

MMPs y de inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs) (Biancheri et al., 2013), que en 

condiciones homeostáticas se encuentran estrechamente regulados y juegan un papel en 

la migración de células a la mucosa intestinal y en el proceso de re-epiteliazión (Sorokin, 

2010). TGFb induce la expresión de MMP-1 y MMP-10, lo que promueve la migración de 

células epiteliales a través del borde de la herida (Salmela et al., 2004). Además, TGFb 

induce la activación de células mesenquimales y la diferenciación a miofibroblastos, los 

cuales se caracterizan por un lado por la producción de MMP-1 y proteínas de la ECM 

como colágeno y fibronectina, y por otro lado por expresar a-SMA (a-smooth muscle 

actin), que les permite contraerse, facilitando el cierre de los márgenes de la herida (Hinz 

et al., 2012). Dicha contracción ayuda también a la liberación y activación del TGFb latente 

anclado a la ECM, tras su interacción con integrinas de los miofibroblastos (Wipff et al., 

2007). Así, ratones deficientes en ITGB2, que codifica para la cadena 2 de la integrinab, 
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presentan alteraciones en la reparación de heridas, debido a una reducción del TGFb1 

activo y a una marcada escasez de miofibroblastos (Peters et al., 2005). Una vez que el 

proceso de re-epitelización está completo, los miofibroblastos desaparecen por apoptosis 

(Gabbiani, 2003). 

Mientras que niveles controlados de TGFb tienen un papel protector en procesos 

de curación de heridas, niveles muy elevados de TGFb pueden suprimir la actividad de las 

MMPs, dando lugar a una excesiva producción, deposición y contracción de la ECM, que 

conlleva al desarrollo de fibrosis y constricciones intestinales (Vaday et al., 2001).  

2.7.3. TGFb en patología intestinal 

Se ha postulado que la EII es consecuencia de una excesiva RI frente a los 

constituyentes de la microbiota comensal, y se caracteriza por un incremento de los 

niveles de citocinas proinflamatorias en la mucosa intestinal, como TNFa, IFNg e IL-17, 

además de fallos en los mecanismos inmunorreguladores (Di Sabatino et al., 2012). El 

proceso inflamatorio crónico determina una producción desequilibrada de MMPs y 

TIMPs, lo que causa en última instancia daño tisular, erosiones y ulceraciones (Biancheri 

et al., 2013). Sorprendentemente, la expresión de TGFb-1 está aumentada en el intestino 

inflamado de pacientes con EII activa comparado con mucosa no inflamada (Babyatsky et 

al., 1996). Sin embargo, los bajos niveles de Smad3 fosforilado y de complejos Smad3-

Smad4 presentes en la mucosa inflamada, indican que la señalización por TGFb está 

alterada (Monteleone et al., 2001). En estos pacientes, se observa una marcada 

sobreexpresión de Smad7 en las células de la mucosa intestinal, debido a modificaciones 

post-transcripcionales de Smad7 que previenen su ubiquitinización y degradación en el 

proteasoma, perjudicando de forma crítica la señalización por TGFb (Monteleone et al., 

2005). El bloqueo de Smad7 con oligonucleótidos antisentido aumenta los niveles de 

Smad3 fosforilado en biopsias de pacientes con CD y reduce la producción de citocinas 

proinflamatorias (Monteleone et al., 2001). De la misma manera, se ha visto que la 

sobreexpresión de Smad7 en células T en ratones, les vuelve más susceptibles al 

desarrollo de colitis inducida por DSS (Rizzo et al., 2011).  
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Las células Treg, aunque están reducidas en la sangre periférica de pacientes con EII 

activa, están incrementadas en la mucosa inflamada (Maul et al., 2005). Sin embargo, las 

células T efectoras de la mucosa intestinal de pacientes con EII son hiporrespondedoras a 

la acción supresora mediada por las Treg. Esto es debido a la mala señalización de TGFb 

por la elevada expresión de Smad7, de forma que la respuesta de las células T frente a las 

Treg también se reestablece con el uso de oligonucleótidos anti-sentido de Smad7 (Fantini 

et al., 2009). Curiosamente TGFb es capaz de inducir el desarrollo de células T Foxp3+ 

productoras de IL-17, que ejercen una acción supresora in vitro similar a la de las Treg, y 

están muy incrementadas en la mucosa inflamada de los pacientes con CD (Hovhannisyan 

et al., 2011). 

En la CD, en la que la inflamación es transmural, los procesos de daño y reparación 

causan distorsión arquitectónica y espesamiento de todas las capas de la pared intestinal, 

llevando así a la fibrosis y al desarrollo de constricciones (Burke et al., 2007). Los 

miofibroblastos de estas regiones expresan mayores niveles de TGFb-1 que en las 

regiones no inflamadas, sin constricción. También se observa un descenso de los niveles 

de proteasas degradadoras de tejido, como MMP-3 y MMP-12, y un incremento de las 

TIMPs, que podrían contribuir a la acumulación anormal de ECM, característica de la 

fibrosis intestinal de la CD (Di Sabatino et al., 2009). El bloqueo con Ac neutralizantes de 

TGFb, promueve la producción de MMP-12 y la migración de los miofibroblastos en 

biopsias de estos pacientes, lo que confirma la importancia de TGFb en los procesos de 

fibrosis intestinal (Di Sabatino et al., 2009). 

3.7.4 TGFb y CRC  

El cáncer colorrectal (CRC) es la tercera causa de cáncer y suma el 9% de las muertes 

asociadas a cáncer (Siegel et al., 2016). La complicación más grave asociada a Enfermedad 

Inflamatoria Intestinal, fundamentalmente a la UC, es el desarrollo de CRC (Yashiro, 2014). 

La señalización por TGFb juega un papel importante en el desarrollo de varios tipos 

de cáncer, incluyendo el CRC. De hecho, TGFb ejerce un papel dual; hay datos que 

sugieren que TGFb puede actuar tanto como un supresor, como un promotor tumoral, 

dependiendo del momento de su activación en el proceso de carcinogénesis. Por un lado, 
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TGFb inhibe la proliferación de células tumorales en estadios tempranos de la 

enfermedad, pero por otro lado puede promover la progresión tumoral en estadios más 

avanzados (Feagins, 2010). Los mecanismos moleculares que conducen a este cambio no 

se conocen completamente, pero se ha postulado que la activación de vías alternativas 

de la señalización por TGFb o mutaciones en mediadores implicados en su función 

supresora del crecimiento celular, podrían explicar este papel dual, al menos en parte 

(Wakefield and Hill, 2013). Por otra parte, TGFb promueve la EMT, y por tanto la invasión 

celular. Se ha visto que TGFb disminuye la expresión de proteínas de adhesión celular e 

induce la expresión de integrinas asociadas a invasión, potenciando la capacidad 

migratoria de las células tumorales y favoreciendo así los procesos de metástasis (Scheel 

and Weinberg, 2012). Además, niveles altos de TGFb provocan un aumento de la actividad 

proteolítica de las células tumorales (Elliott and Blobe, 2005).  

La mutación en TbRII es una de las alteraciones más comunes en la señalización por 

TGFb en células de CRC (Souza et al., 1997), y aunque mutaciones en TbRI no se han 

relacionado con CRC, un polimorfismo de este receptor se ha asociado con susceptibilidad 

al desarrollo varios tipos de cáncer, entre ellos CRC (Xu and Pasche, 2007). En modelos 

animales, el bloqueo de la actividad quinasa de los receptores inhibe el crecimiento de 

carcinomas de colon, de mama y hepáticos (Herbertz et al., 2015). También se conocen 

efectores de la señalización intracelular de la vía implicados en la progresión tumoral, 

como las proteínas Smad. La pérdida de expresión de Smad4 es frecuente en CRC 

avanzados y se asocia con cáncer de mal pronóstico y metástasis hepática (Alazzouzi et 

al., 2005; Miyaki et al., 1999). Además, la deficiencia de Smad4 también altera la 

señalización por BMP, promoviendo el desarrollo de metástasis del CRC vía activación de 

Rho (Voorneveld et al., 2014). Si bien la fosforilación de Smad3 por TbRI tiene un efecto 

antiproliferativo, TGFb también puede mediar su fosforilación en un sitio distinto a través 

de la señalización por JNK, promoviendo en este caso la proliferación celular. Se han 

descrito niveles elevados de esta fosfoisoforma de Smad3 en displasia, en cáncer y en el 

modelo de colitis en ratones deficientes en IL-10, y se ha sugerido que durante la 

carcinogénesis, un cambio en la señalización por TGFb hacia una señalización dependiente 

de JNK podría proporcionar una ventaja de crecimiento celular, permitiendo por tanto el 

cambio hacia una señalización proliferativa (Hachimine et al., 2008). Aunque las 
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mutaciones en Smad3 son poco frecuentes en el desarrollo de CRC esporádico, estas 

mutaciones parecen contribuir al desarrollo de CRC secundario a inflamación (Ku et al., 

2007). 

Cabe destacar también la importancia de TGFb en la inducción de angiogénesis y 

vasculogénesis en células endoteliales y en los pericitos, no solamente durante el 

desarrollo embrionario, sino también en la carcinogénesis, lo que favorece a su vez la 

migración y supervivencia de las células tumorales (Gille et al., 2001; van Meeteren and 

ten Dijke, 2012). Por todo esto, se ha considerado a TGFb como una posible diana para 

prevenir el crecimiento tumoral y la metástasis. 
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II- OBJETIVOS 

 

Recientemente en nuestro laboratorio se ha demostrado que BAMBI, un inhibidor 

de la señalización por TGFb a nivel de la membrana celular, se induce en las células T CD4+ 

tras su activación, y modulando la intensidad de la señalización de TGFb, regula 

positivamente la diferenciación a células Th17 y negativamente la de las células Treg. A su 

vez hemos observado que la ausencia de BAMBI incrementa la diferenciación a células 

Treg y los ratones deficientes en BAMBI están protegidos frente al desarrollo de distintas 

patologías autoinmunes como la CIA o la psoriasis (Postigo et al., 2016; Álvarez, 2017). Así 

mismo, hemos observado que BAMBI es un regulador de la actividad de los linfocitos B y 

que la deficiencia en BAMBI potencia las respuestas inmunes humorales in vivo frente a 

antígenos T-dependientes e independientes. (Augustín, 2017). Todos estos resultados 

indican que BAMBI desempeña un papel esencial en la regulación de la funcionalidad del 

sistema inmune adaptativo a múltiples niveles. Debido a la abundancia de las poblaciones 

de linfocitos Treg, Th17 y B en el GALT, en el presente trabajo de Tesis Doctoral nos hemos 

planteado los siguientes objetivos: 

1- Comparar la distribución de poblaciones celulares inmunes innatas y adaptativas 

en el GALT y el perfil de expresión de citocinas en íleon y colon entre los ratones 

BAMBI-KO y controles WT, en condiciones homeostáticas y durante la inflamación. 

2- Evaluar el papel de BAMBI en el desarrollo de patología inflamatoria intestinal. 

Para ello, se estudiará el desarrollo de colitis-DSS en ratones BAMBI-KO y controles 

WT. 

3- Estudiar los posibles mecanismos implicados en el fenotipo observado durante el 

desarrollo de la patología inflamatoria intestinal mencionada anteriormente. 

4- Analizar la expresión de BAMBI en el IEp del tubo digestivo. 

5- Evaluar el papel de la microbiota intestinal y de NOD2 en los ratones BAMBI-KO 

durante el desarrollo de colitis-DSS. 

6- Estudiar el papel de BAMBI en el desarrollo de cáncer colorrectal asociado a 

inflamación crónica. 
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III- MATERIAL Y MÉTODOS 

 

1. RATONES 

 

Para la realización del presenta trabajo se emplearon las siguientes estirpes de 

ratones: 

1.1. Ratones cosanguíneos: 

o C57BL/6 (WT). Utilizados como controles, con fondo genético no predispuesto al 

desarrollo de autoinmunidad. Suministrados por Harlan-Olac (Barcelona). 

1.2. Ratones deficientes (gene knock-out): 

o C57BL/6 deficientes en BAMBI (BAMBI-KO). Cedidos generosamente por el Dr. Juan 

Carlos Izpisúa-Belmonte en el Salk Institute for Biological Studies (La Jolla, California, 

USA). Los ratones fueron generados por recombinación homóloga en células madre 

embrionarias, para crear la línea 129SvJ x C57BL/6, en la que los exones 2 y 3 del 

gen BAMBI fueron eliminados y sustituidos con un marcador de resistencia a 

neomicina. El exón 1 restante contiene la región 5’ no traducida y los primeros 14 

aminoácidos que son parte del péptido señal característico de proteínas de 

membrana o solubles (ver figura 1). Los ratones mutantes fueron cruzados con 

ratones C57BL/6 durante más de 12 generaciones para transferir la mutación a este 

fondo genético. El cruzamiento entre ratones BAMBI+/- resultó en mutantes 

homocigotos (Tramullas et al., 2010).  

o C57BL/6 deficientes en NOD2 (NOD2-KO). Los ratones NOD2-KO fueron cedidos 

amablemente por el Profesor Gabriel Núñez (Department of Pathology, University 

of Michigan) (Kobayashi et al., 2005) 

o C57BL/6 deficientes en BAMBI y en NOD2 (BAMBI-KO/NOD2-KO). Fueron 

obtenidos en nuestro laboratorio mediante cruce de ratones BAMBI-KO con ratones 

NOD2-KO. Los ratones heterocigotos para BAMBI y NOD2 se usaron para obtener 

los dobles mutantes.  
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Figura 1. Disrupción dirigida del gen Bambi por recombinación homóloga. Arriba el locus WT de 
BAMBI con los 3 exones (recuadros 1-3). Abajo, vector en el que se han reemplazado los exones 2 
y 3 con el marcador de resistencia a neomicina (neo). Las flechas indican la posición de los primers 
usados para el genotipado. Figura de Tramullas et al., 2010. 

1.3. Otros ratones 

o Athymic Nu/Nu: denominados Nude. Portan una mutación que afecta al desarrollo 

de la tercera bolsa faríngea, que impide la formación del epitelio cortical del timo, 

por lo que no generan linfocitos T convencionales. 

 

2. MANTENIMIENTO Y MANIPULACIÓN DE LOS ANIMALES. 

 

Los animales empleados en el presente trabajo fueron mantenidos y manipulados 

en instalaciones del Servicio de Experimentación y Estabulación Animal de la Universidad 

de Cantabria. Se utilizaron 2 tipos diferentes de instalaciones: la que hemos denominado 

como animalario convencional, situada en la Facultad de Medicina y el animalario libre de 

patógenos específicos (SPF) del Instituto del Biomedicina y Biotecnología de Cantabria. 

Los animales inmunodeficientes (por ej. los ratones quiméricos o Nude) se alojaron en 

cuartos libres de patógenos, con agua y comida esterilizados. La manipulación se realizó 

siguiendo en todo momento la normativa del Real Decreto 53/2013.  

Cuando fue necesaria una anestesia ligera, los ratones fueron introducidos en una 

cámara con éter dietílico (Panreac), dentro de una campana de extracción de gases.  

 

http://web.unican.es/unidades/scti/servicio-de-estabulaci�n-y-experimentaci�n-animal
http://web.unican.es/unidades/scti/servicio-de-estabulaci�n-y-experimentaci�n-animal
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3. CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA MEDIANTE PCR. 

 

Para identificar los ratones en BAMBI y en NOD2 se utilizó la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) a partir de DNA genómico, el cual se extrajo de una muestra de 0,3-

0,5 cm de la cola de los ratones anestesiados de 3-4 semanas de edad, utilizando el 

protocolo del High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche). 

3.1. Ratones BAMBI-KO 

Se utilizaron 2 µl de DNA por reacción en un volumen final de 25 µl, y las siguientes 

concentraciones finales de reactivos: 0,02 U de Biotaq DNA pol (Bioline), 2 mM de MgCl2 

(Bioline), 0,2 mM dNTPs (Bioline) y 1 µM de cada uno de los cuatro primers, cuya 

secuencia se muestra en la tabla 1. Los primers 1 y 2 fueron diseñados para amplificar un 

fragmento de 398 pares de bases (pb) de la región eliminada del alelo WT, y los primers 3 

y 4 para amplificar un fragmento de 524 pb del cassette de neomicina insertado. Las 

muestras se sometieron al siguiente protocolo de amplificación: 94ºC-3’; 40 ciclos (95ºC-

30’’; 58ºC-30’’; 72ºC-30’’); 72ºC-10’, y mantenerlo a 4ºC. Posteriormente se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5% [diluída en TBE-0,5% (ver apartado 19.1) que 

contenía un volumen 1:20000 de una solución marcadora de ácidos nucleicos (RedSafe, 

Intron Biotechnology)] en presencia de un marcador de peso molecular (GeneRuler 1kb 

Plus DNA Ladder, ThermoFisher). Al someter al gel a radiación ultravioleta (UV) en un 

equipo documentador de imágenes (Gel Doc, Biorad), en los ratones WT se observó una 

banda de 398 pb y en los ratones BAMBI-KO una de 524 pb (Figura 2). 

Figura 2. Caracterización de los ratones BAMBI-KO (KO). Calle 1: marcador de peso molecular; 
calles 2-4: PCR con primers 1 y 2; calles 5-7: PCR con primers 3 y 4.  

WT H2OKO WT H2OKO

500 pb
400 pb

Primers 1 + 2 Primers 3 + 4
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3.2. Ratones NOD2-KO 

Los ratones NOD2-KO se genotiparon siguiendo un protolo previamente descrito 

(Kobayashi et al., 2005). Se utilizaron 4 µl de DNA por reacción en un volumen final de 25 

µl, y las siguientes concentraciones finales de reactivos: 0,03 U de Biotaq DNA pol 

(Bioline), 2,6 mM de MgCl2 (Bioline), 0,26 mM dNTPs (Bioline) y 5 µM de cada uno de los 

primers, cuya secuencia se muestra en la tabla 1. Las muestras se sometieron al siguiente 

protocolo de amplificación: 94ºC-3’; 40 ciclos (95ºC-30’’; 60ºC-30’’; 72ºC-30’’); 72ºC-10’, 

y mantenerlo a 4ºC. Posteriormente se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% 

[diluída en TBE-0,5% que contenía un volumen 1:20000 de una solución marcadora de 

ácidos nucleicos (RedSafe, Intron Biotechnology)] en presencia de un marcador de peso 

molecular (GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, ThermoFisher). Al someter al gel a radiación 

UV en un equipo documentador de imágenes (Gel Doc, Biorad), en los ratones WT se 

observó una banda de 894 pb y en los ratones NOD2-KO una de 1000 pb. 

 

 

Tabla 1. Secuencias de los diferentes primers utilizados en PCR para la caracterización de los 
ratones.  

 

 

 Primer Secuencia 

BAMBI 

1 5’-TGTGATAGCGGTTCCCATTGC-3’ 

2 5’-CGAGATAAAAGTGCTCCTGTCAGC-3’ 

3 5’-TTCGCCAATGACAAGACGCTGG-3’ 

4 5’-GGACACAAAGAACCCTGGGAAAG-3’ 

NOD2 

1 5’-TGGAGAAGGTTGAAGAGCAGAGTC-3’ 

2 5’-TGACTGTGGCTAATGTCCTTTGTG-3’ 

3 5’-TTCCGCCTTCTTGACGAGTTC-3’ 
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4. OBTENCIÓN DE MUESTRAS SANGUÍNEAS Y SUSPENSIONES CELULARES. 

 

4.1. Muestras sanguíneas: sangre y plasma 

 Sangre. Para estudios de citometría de flujo en sangre, se recogieron, previa 

anestesia con éter dietílico, unos 200 µl de sangre mediante la punción con un capilar en 

el seno retroorbitario en tubos que contenían 100 µl de heparina sódica (Heparina Mayne 

5%, 50 mg/ml, Mayne Pharma), a una concentración de 1 mg/ml. Tras un lavado con 2 ml 

de PBS/tubo, se descartó el sobrenadante (SN) y se tomaron 75 µl del pellet de células 

(aprox. 106 células) para pasarlos a tubos de citometría. 

 Plasma. Tras anestesiar a los ratones con éter dietílico, se extrajeron unos 200 µl 

de sangre mediante la punción con un capilar en el seno retroorbitario en un eppendorf 

de 1,5ml previamente tratado con 10 µl de heparina pura (Heparina Mayne 5%, 50 mg/ml, 

Mayne Pharma). Las muestras fueron centrifugadas durante 5’ a 3000 rpm, obteniendose 

el plasma. Las muestras se almacenaron a -80ºC hasta el momento de su uso. 

4.2. Suspensiones celulares 

Cuando se realizaron estudios de citometría de flujo de órganos linfoides (PP, MLN), 

se utilizaron suspensiones celulares de los mismos siguiendo el protocolo descrito a 

continuación: 

 Tras sacrificar al ratón por dislocación cervical, los órganos fueron extraídos y 

sumergidos en PBS a 4ºC. A continuación se procedió a su maceración en PBS estéril y las 

suspensiones celulares se lavaron en PBS-1%BSA mediante centrifugación a 2000 rpm, 3’ 

a 4ºC. Tras dos lavados, las células se resuspendieron para su recuento en una cámara de 

Neubauer, descartando las células muertas por tinción con Azul Tripán (Sigma). 

4.2.1. Obtención de células de la LP 

En el caso de las suspensiones celulares obtenidas de la LP, se procedió de la siguiente 

manera: tras sacrificar al ratón por dislocación cervical, se extrajo el colon y se enjuagó 

con PBS hasta limpiar todo el contenido del lumen intestinal. Con ayuda de unas pinzas y 
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unas tijeras, se abrió el colon y se cortó en pequeños trozos que se introdujeron en un 

matraz con 20 ml de solución de desepitelización [HBSS 1x (Sigma), Hepes 1 mM (Sigma), 

2% FBS (Sigma), EDTA pH8 5 mM (Serva), DTT 1 mM (Thermo Scientific)], y se mantuvo en 

agitación magnética 5’ a temperatura ambiente (RT) para limpiar la muestra de posibles 

restos. A continuación, se desechó la solución y se añadieron de nuevo 30 ml de solución 

de desepitelización, que se mantuvieron durante 30’ a 37ºC en un agitador orbital, para 

separar las células epiteliales del resto del intestino. De nuevo se desechó la solución de 

desepitelización y después se lavaron tres veces las muestras con 10 ml de solución de 

lavado [RPMI1640 (Sigma) suplementado sin b-mercaptoetanol, 10% FBS (Sigma)], de 

forma que no quedasen restos de EDTA que pudiesen interferir en los pasos siguientes de 

digestión. Tras los lavados, se añadieron 30 ml de solución de digestión [solución de 

lavado, CaCl2 1 mM (Merck), Colagenasa IV 0,5 mg/ml (Worthington), Dispasa II 0,5 mg/ml 

(Sigma), DNAsa I 40 µg/ml (Roche)], y se mantuvieron las muestras en agitación orbital a 

37ºC durante 1 hora. Si al finalizar el tiempo de digestión, los trozos de intestino no se 

hubieran disgregado, se dejan las muestras en agitación magnética a RT durante 5’ o hasta 

que el tejido se disgregue. Finalmente se filtró la suspensión con un filtro de nylon de 70 

µm y se centrifugó a 3000 rpm, 5’ a 4ºC, y las células se resuspendieron para su recuento 

en la cámara de Neubauer.  

 

5. CARACTERIZACIÓN DE LAS POBLACIONES INMUNOLÓGICAS DE LOS 

ÓRGANOS LINFOIDES Y DE LA LP 

 

Las poblaciones inmunológicas de los órganos linfoides de ratones WT y BAMBI-KO 

se analizaron mediante citometría de flujo. 106 células de las diferentes suspensiones 

celulares fueron incubadas durante 10’ a RT con 30 µl de una dilución 1:100 del SN del 

cultivo IgG2b de rata anti-FcgRII (hibridoma H2B4, clon 2.4G2), con el fin de bloquear los 

receptores de Fc. Posteriormente, se añadieron 50 µl de las diluciones apropiadas  (en 

PBS) de los diferentes AcMs (Tabla 2), que reconocen moléculas de superficie celular, 

conjugados a distintos fluorocromos : FITC (fluoresceína isotiocianato), PE (ficoeritrina), 

PercP (proteína peridín-clorofila), APC (aloficocianina), APC-Cy7 (aloficocianina-cianina 7) 
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y PB (azul pacífico). Tras una incubación de 30’ a 4ºC en oscuridad, las células se lavaron 

dos veces con PBS a 2000 rpm. En el caso del marcaje de proteínas intracelulares (Foxp3, 

IL-17A), las células, tras el marcaje de superficie, fueron incubadas con 200 µl de una 

solución fijadora/permeabilizadora [mezcla de diluyente y concentrado 

(Fixation/permeabilization diluent and concentrate, eBioscience) en relación 3:1 en el 

caso de Foxp3, y Fixation and permeabilization solution (Cytofix/Cytoperm, BD) para la IL-

17A], a 4ºC en oscuridad durante 30’ o durante toda la noche (o/n). Tras un lavado con 1 

ml de buffer de permeabilización (10X Permeabilization Buffer, eBioscience;  diluído a 1X 

en dH2O), las suspensiones celulares fueron incubadas con 25 µl de los AcMs diluídos en 

buffer de permeabilización durante 30’ a 4ºC. 

Después del marcaje (extracelular, intracelular, o ambos), las células fueron 

resuspendidas en 250 µl de PBS y conservadas a 4ºC hasta el momento de su análisis, que 

fue realizado con un citómetro de flujo FACScanto (Becton-Dickinson, Palo Alto, CA, USA). 

En general, se adquirieron 3-4 x 104 células en la región de células mononucleares viables 

acotada en base a los parámetros de tamaño (FSC) y complejidad (SSC). El estudio 

fenotípico de las poblaciones inmunológicas se realizó utilizando el programa FACS Diva, 

en base al perfil de expresión simultánea de un conjunto de marcadores. Las poblaciones 

analizadas en fueron las siguientes: 

- Células T (CD3+); Tcitotóxicas (CD3+ CD8+), Thelper (CD3+ CD4+) 

- Células Treg (CD4+ CD25+ Foxp3+) 

- Células Th17 (CD3+ CD4+ IL17A+) 

- Células B (B220+), B-CG (B220+ PNA+ FAS+) 

- Células NK (CD3- CD4- NK1.1+) 

- Macrófagos (Iab+ CD11b+ F4/80+) 

- DCs (Iab+ CD11c+, CD103+/-) 

En la LP, los marcajes se combinaron con un AcM anti-CD45.2 para diferenciar las 

células del SI del resto de células no inmunes. 
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AcM Isotipo Clon Fluorocromo Laboratorio 

Anti- CD3e murino IgG1, k de hámster 145-2C11 APC Tonbo 

Anti-CD4 murino 
IgG2a, k de rata RM4-5 PercP Biolegend 

IgG2b, k de rata GK1.5 FITC Biolegend 

Anti-CD8a murino IgG2a, k de rata 53-6.7 PE Tonbo 

Anti-CD45.2 murino IgG2a, k de rata 104 
FITC Tonbo 

APC-Cy7 Biolegend 

Anti-CD25 murino IgG1, l de rata PC61.5 APC Tonbo 

Anti-Foxp3 de 
rata/ratón 

IgG2a, k de rata 3G3 PE Tonbo 

Anti-IL17A murina IgG1, k de rata TC11-18H10 PE Biolegend 

Anti-CD45R/B220 
murino/humano 

IgG2a, k de rata RA3-6B2 PercP Biolegend 

Anti-CD95/Fas murino IgG2, l2 de hámster Jo2 PE BD-Pharmigen 

PNA   FITC Vector 

Anti-Iab murino IgG2a, k de ratón 25-9-17 FITC BD-Pharmigen 

Anti-CD11b murino IgG2b, k de rata M1/70 PE Biolegend 

Anti-CD11c murino IgG, k de hámster N418 biotina Tonbo 

Estreptavidina   PercP BD-Pharmigen 

Anti-CD103 murino IgG, k de hámster 2E7 APC Biolegend 

Anti-F4/80 murino IgG2a, k de rata 13M8 PB Biolegend 

Anti-NK1.1 murino IgG2a, k de ratón PK136 PB Biolegend 

Tabla 2. AcMs utilizados para la caracterización de poblaciones linfocitarias por citometría de 
flujo. 
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6. SEPARACIÓN DEL EPITELIO INTESTINAL DEL MESÉNQUIMA  

 

Se obtuvieron muestras de epitelio intestinal siguiendo un protocolo previamente 

descrito (Nik and Carlsson, 2013). En primer lugar, se extrajo un trozo de intestino de unos 

5 cm de longitud de la región deseada y se enjuagó varías veces con PBS frío. A 

continuación se invirtió el intestino con ayuda de un alambre (Figura 3A) y se lavó 

pipeteando PBS frío encima de cada pieza con el fin de eliminar todo el moco y los 

contenidos intestinales restantes. Una vez lavado, un extremo del intestino se ligó con 

una sutura y el otro extremo se ajustó a una punta Eppendorf Combitip Plus (Eppendorf) 

de 0,5 ml, asegurada con una sutura, con el émbolo hacia fuera y la punta llena de aire. El 

tejido se sumergió en Cell Recovery Solution (Corning) en tubos de 5 ml en hielo y se le 

insufló aire empujando el émbolo. Se retiró el aire y se le insufló de nuevo cada 5’.  

Figura 3. Separación del epitelio intestinal del mesénquima. (A) Esquema de la inversión del 
intestino y del proceso de disociación de la capa epitelial del mesénquima subyacente mediante 
la “insuflación” de aire en el intestino sumergido en la solución de disociación Cell Recovery 
Solution (Corning). (B) Imágenes que muestran el intestino inflado, ajustado a una punta Combitip, 
y la separación de la capa epitelial. Figura de Nik and Carlsson, 2013. 

A

B

inversión

disociación
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Durante este tiempo, la solución fue disolviendo la membrana basal y la presión del aire 

ayudó a la separación de la capa epitelial. Tras aproximadamente 20’, el intestino se 

sumergió de nuevo en PBS frío y se enjuagó, separándose el epitelio epitelial del 

mesénquima subyacente (Figura 3B) y se recuperó con ayuda de unas pinzas. Se 

recogieron todos los trozos de epitelio intestinal con ayuda de una pipeta en un tubo 

eppendorf de 1,5 ml. Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 3’ a 4ºC, se 

descartó el SN, y se almacenaron a -80ºC hasta el momento de su uso. 

 

7. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN POR PCR CUANTITATIVA. 

 

7.1. Extracción del RNA. Técnica del Trizol-Cloroformo. 

Tras el sacrificio de los ratones, se extrajeron las muestras de distintas localizaciones 

del tubo digestivo, y se congelaron para llevar a cabo estudios de RNA. Las muestras 

congeladas se machacaron con ayuda de un mortero de porcelana (Fisher Scientific) y 

unos 200 mg de tejido se mezclaron con 1 ml de TRIzol ® Reagent (Invitrogen), dejándolo 

actuar 15’ a RT, centrifugando después en frío a 13000 rpm, 8’. Tras la centrifugación se 

recogió la fracción líquida y se añadieron 200 µl de cloroformo (Chloroform ³99.8% A.C.S. 

reagent; Sigma) por cada ml de TRIzol inicial, agitando vigorosamente y dejando actuar 

unos 2-3’ a RT, tras los cuales se centrifugaron las muestras a 13000 rpm durante 20’ 

obteniéndose tres fases. Se recogió la fase superior, transparente, y se añadieron sobre 

ella 500 µl de Isopropanol (2-Propanol, for molecular biology, ³99%; Sigma) por cada ml 

de TRIzol inicial, con vórtex posterior para homogeneizar la mezcla. Se dejó actuar durante 

10’ a RT y se centrifugó a 13000 rpm, 10’ a 4ºC, obteniendo un pellet blanquecino que 

contenía el RNA puro. Tras descartar el SN, se añadió sobre el pellet 1 ml de etanol frío al 

75% en H2O DEPC, libre de RNAsas, centrifugando de nuevo a 8000 rpm, 5’ a 4ºC. En este 

momento se eliminó completamente el etanol y el pellet fue resuspendido en el volumen 

necesario de H2O DEPC (ver apartado 19.2). Su concentración se determinó midiendo la 

densidad óptica a 230 nm con un espectrofotómetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). 
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Se confirmó la integridad de la muestra de RNA mediante una electroforesis en gel 

de agarosa al 1,5% [diluída en TBE-0,5% (ver apartado 19.1) que contenía un volumen 

1:20000 de una solución marcadora de ácidos nucleicos (RedSafe, Intron Biotechnology)]. 

Al someter al gel a radiación UV en un equipo documentador de imágenes (Gel Doc, 

Biorad), se observaron las bandas 28S y 18S del RNA (Figura 4). Las muestras fueron 

almacenadas a -80ºC hasta el momento de su uso. 

 

Figura 4. Comprobación de la integridad del RNA. Mediante electroforesis en gel de agarosa al 
1,5% se observan las bandas 28S y 18S del RNA. 

 

7.2. Obtención del cDNA 

El RNA se utilizó como molde para conversión en cDNA mediante retrotranscripción 

inversa utilizando el kit de Bio Rad iScript cDNA Synthesis kit. Se mezclaron 1µg de RNA, 4 

µl del mix de reacción iScript, 1µl de la enzima transcriptasa inversa, y se llevó hasta un 

volumen final de 20 µl con H2O libre de nucleasas. Esta mezcla fue amplificada en un 

termociclador (VERITI, Applied biosystems) con el siguiente protocolo: 5’-25ºC, 30’-46ºC, 

1’-95ºC, y mantener a 4ºC. 

7.3. Amplificación del cDNA por PCR cuantitativa 

A partir del cDNA obtenido se realizó un estudio de expresión de distintas moléculas 

en las distintas partes del tubo digestivo utilizando la técnica de la PCR a tiempo real o 

PCR cuantitativa (qPCR). Para llevar a cabo el análisis de expresión de citocinas, se 

utilizaron sondas Taqman específicas para diferentes citocinas (IL-1b , IL-6, IL-17A, TGFb, 

IL-10, IL-4, IL-22, IL-23, TNFa, IFNg) conjugadas al fluorocromo FAM (Applied Biosystems), 

28S
18S
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y se amplificaron simultáneamente con el gen 18S, utilizando una sonda conjugada al 

fluorocromo HEX (Eurogentec). Independientemente de la citocina analizada, el protocolo 

a seguir fue similar, y se desarrolló según el proceso descrito a continuación. Se utilizaron, 

por reacción, en un volumen final de 22 µl: 1 µl de cDNA (500 ng), 11 µl de buffer (Premix 

Ex Taq 2X, TAKARA), 1,1 µl de la sonda de la citocina a analizar (Sonda 20X, Applied 

Biosystems; Tabla 3) y 0,6 de 18S (de un pool de cebadores a 7,5 µM y sonda a 1,5 µM), 

alcanzando los 22 µl con H2O miliQ estéril. A partir de este pool, se cargaron duplicados 

de 10 µl en placas de 96 pocillos (Thermo-Fast® 96 Semi-Skirted plates, Thermo Scientific), 

que se cubrieron con una cubierta adheriva transparente (ABsolute QPCR Seal, Thermo 

Scientific). Utilizando un equipo detector de fluorescencia para qPCR (StepOnePlus Real-

Time PCR System, Applied Biosystems), se sometieron al siguiente protocolo de 

amplificación, estandarizado para sondas Taqman: 2’-50ºC; 10’- 95ºC y 40 ciclos (15’’-

95ºC, 1’-60ºC). Los resultados se analizaron utilizando el StepOne Software con el método 

del DDCt, representando la expresión génica relativa de cada una de las citocinas, 

normalizada con la de 18S.  

Para el estudio de otras proteínas se utilizaron primers diseñados con la ayuda del 

programa Primer3 para la amplificación de los distintos genes. En el caso del análisis de la 

expresión de BAMBI, se diseñaron primers que amplifican los exones 2 y 3 del gen. Como 

gen de referencia se amplificó en paralelo el gen Tbp. Se utilizaron, por reacción, en un 

volumen final de 22 µl: 1 µl de cDNA, 11 µl de buffer (SYBR Premix Ex Taq, TAKARA), 0,95 

µl de los primers del gen a analizar (Tabla 4), alcanzando los 22 µl con H2O miliQ estéril. A 

partir de este pool, se cargaron también duplicados de 10 µl en placas de 96 pocillos 

(ThermoFast® 96 Semi-Skirted plates, Thermo Scientific), que se cubrieron con una 

cubierta adhesiva transparente (ABsolute QPCR Seal, Thermo Scientific). Utilizando un 

equipo detector de fluorescencia para qPCR (StepOnePlus, Applied Byosistem) se 

sometieron al siguiente protocolo de amplificación: 15’-95ºC; 40 ciclos (30’’-95ºC, 45’’-

63ºC, 30’’-72ºC); 1 ciclo (15’’-95ºC, 15’’-95ºC). Los resultados se analizaron utilizando el 

StepOne Software con el método del DDCt, representando la expresión génica relativa de 

cada una de las proteínas, normalizada con la de TBP. 
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Citocina Ref. librería TaqMan Applied Biosystems 

IL-1b Mm00434228_m1 

IL-6 Mm00446190_m1 

IL-4 Mm00445259_m1 

IL-10 Mm00439616_m1 

TGFb Mm00441724_m1 

IL-17A Mm00439619_m1 

IL-22 Mm00444241_m1 

IL-23 Mm00518984_m1 

IFNg Mm00801778_m1 

TNFa Mm00443258_m1 

Tabla 3. Referencias de los primers utilizados, tomados de la librería de Applied Biosystems. 
Todas las sondas fueron adquiridas en formato 20X (primers + sonda conjugada al fluorocromo 
FAM) y se diluyeron hasta 1X en el volumen de reacción. 

 

Gen Secuencia 

Bambi 
F: 5’-CCACTCCAGCTACTTCTTCATC-3’ 

R: 5’-GTAGCATCTGATCTCTCCTTTGG-3’ 

E-cadherina 
F: 5’-CTGCTGCTCCTACTGTTTC-3’ 

R: 5’-CTGGCTCAAATCAAAGTCC-3’ 

Fibronectina-1 
F: 5’-ACATCACTGGGGGTGTGGATT-3’ 

R: 5’-GCTGTGACAACTGCCGTAGA-3’ 

Muc1 
F: 5’-GCAGTCCTCAGTGGCACCTC-3’ 

R: 5’- CACCGTGGGCTACTGGAGAG-3’ 
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Muc2 
F: 5’-GTCGACGAGTGGTTGGTGAATG-3’ 

R: 5’-GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC-3’ 

Muc3 
F: 5’-CGTGGTCAACTGCGAGAATGG-3’ 

R: 5’- CGGCTCTATCTCTACGCTCTCC-3’ 

Muc4 
F: 5’-CAGCAGCCAGTGGGGACAG-3’ 

R: 5’-CTGAGACACAGCCAGGGAACTC-3’ 

Tff3 
F: 5’-CCTGGTTGCTGGGTCCTCTG-3’ 

R: 5’-GCCACGGTTGTTACACTGCTC-3’ 

ZO-1 
F: 5’-AGGACACCAAAGCATGTGAG-3’ 

R: 5’-GGCATTCCTGCTGGTTACA-3’ 

Claudina-2 
F: 5’- GGCTGTTAGGCACATCCAT-3’ 

R: 5’-TGGCACCAACATAGGAACTC-3’ 

Claudina-4 
F: 5’-CGCTACTCTTGCCATTACG-3’ 

R: 5’-ACTCAGCACACCATGACTTG-3’ 

Reg3b 
F: 5’-TGGGAATGGAGTAACAATG-3’ 

R: 5’-GGCAACTTCACCTCACAT-3’ 

Reg3g 
F: 5’-CCATCTTCACGTAGCAGC-3’ 

R: 5’-CAAGATGTCCTGAGGGC-3’ 

Defcr4 
F: 5’-GCTGTGTCTATCTCCTTTGGAGGC-3’ 

R: 5’-CGTATTCCACAAGTCCCACGAAC-3’ 

Defcr5 
F: 5’-AGGCTGATCCTATCCACAAAACAG-3’ 

R: 5’-TGAAGAGCAGACCCTTCTTGG-3’ 

Defcr-rs10 
F: 5’-TCTTCAAGATGCAGCCGTAGGAAT-3’ 

R: 5’-GGTGCCAAGTGCAGGTTTATTTTGG-3’ 
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Tbp 
F: 5’-CAAACCCAGAATTGTTCTCCTT-3’ 

R: 5’-ATGTGGTCTTCCTGAATCCCT-3’ 

Tabla 4. Secuencias de los diferentes primers diseñados utilizados en los estudios de expresión con 
SYBR Premix. Fueron adquiridos en IDT (Claudina2, Claudina4, ZO-1, Reg3b, Reg3g, Defcr4, Defcr5, 
Defcr-rs10) y en Invitrogen (Bambi, E-Cadherina, Fibronectina, Muc1, Muc2, Muc3, Muc4, Tff3,Tbp). 

 

8. PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE AcMs. 

 

Se produjeron y purificaron AcMs a partir de las líneas de hibridomas secretores PC61 

(productor de IgG1 de rata anti-CD25 murino) y 1D11.16.8 (productor de IgG1 murino 

anti-TGFb1 murino). 

8.1. Producción en ratones Nude 

Las células se expandieron mediante cultivo en DMEM suplementado. En ratones 

atímicos Nude, previamente estimulados con pristano (2,6,10,14-tetrametil-

pentadecano, Sigma), se inyectaron las células del hibridoma por vía i.p. a razón de 5-

10x106 células/ratón. Cuando fue evidente la existencia de ascitis, se extrajo esta 

mediante punción peritoneal bajo anestesia. Se hizo un pool con la ascitis recogida, se 

centrifugó a 3000 rpm durante 10’, se filtró y se conservó a -20ºC hasta el momento de 

su purificación y uso. 

8.2. Purificación de los AcMs. Método del ácido caprílico. 

El protocolo se inició añadiendo tampón acetato-acético 60 mM (ver apartado 19.1), 

pH 4, en un volumen 4:1 en relación a la cantidad de ascitis de la que se partía, y se ajustó 

el pH a 4,5. A continuación se añadió goteando ácido caprílico (Octanoic acid, Sigma), a 

razón de 25 µl por cada ml de la solución anterior y se sometió a agitación magnética 30’ 

a RT, consiguiendo así romper la emulsión de los lípidos (la solución tomó un aspecto 

blanquecino con micelas). Tras centrífugar 30’ a 12000 rpm y a 4ºC, se recogió el SN en 

un vaso de precipitados, se añadió sobre éste PBS 10X en relación 1:9 y se ajustó el pH a 

7,4. En este punto se procedió a precipitar el AcM añadiendo lentamente y en agitación 

el mismo volumen de sulfato amónico saturado (SAS) filtrado a pH 7 (ver apartado 19.2), 
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agitando durante 30’-o/n a 4ºC. Tras una nueva centrifugación de 30’ a 12000 rpm y 4ºC, 

se desechó el SN y el precipitado fue resuspendido en PBS en el volumen deseado. Dicha 

disolución fue dializada contra PBS en membranas de diálisis (Mini Dyalisis Kit, 8kDa cut-

off, 2 ml; GE Healthcare) durante 3 días. Finalmente se determinó la concentración de 

anticuerpo calculando la densidad óptica a 260 nm con un espectofotómetro (Nanodrop 

2000, Thermo Scientific), y se almacenó a -20ºC hasta el momento de su uso. 

 

9. INDUCCIÓN Y VALORACIÓN CLÍNICA DE LA COLITIS INDUCIDA POR DSS 

 

9.1. Inducción 

Para la inducción del modelo de colitis por DSS, se administró a los ratones DSS (M.W= 

36000-50000, colitis grade, MPBio) al 3% en el agua de bebida de los distintos grupos 

experimentales. Se midió diariamente el agua consumida y se retiró el DSS cuando el 

índice de actividad de la enfermedad (DAI) alcanzó valores entre 1,5 y 2, lo que supone 

habitualmente unos 4 o 5 días. Se utilizaron ratones machos de entre 8 y 12 semanas de 

edad. 

9.2. Valoración clínica 

Para valorar el desarrollo de la colitis, los ratones fueron examinados diariamente 

desde el comienzo del experimento. La severidad de la patología se determinó 

observando diariamente la pérdida de peso, la consistencia de las heces y la presencia de 

sangrado en las heces. La pérdida de peso se valoró de la siguiente manera : 0 = pérdida 

de peso inferior al 1%, 1 = pérdida de peso del 1-5%, 2 = pérdida de peso entre 5 y 10%, 3 

= pérdida de peso entre 10 y 20%, y 4 = pérdida de peso superior al 20%. La consistencia 

de las heces y la presencia de hemorragia tomaron los siguientes valores: 0 = consistencia 

normal de las heces, sin sangrado rectal, 2 = heces blandas, sangrado leve en las heces, 4 

= heces líquidas, sangrado fuerte en las heces. El índice de actividad de la enfermedad 

(DAI) se calculó haciendo una media de los tres parámetros. Se procedió al sacrificio y 
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medición del colon de los ratones 8-9 días tras la inducción de la enfermedad. El grado de 

acortamiento del colon es un parámetro adicional de la severidad del proceso.  

 

10. TRATAMIENTO IN VIVO CON AcMs. 

 

10.1. Tratamiento con el AcM IgG1 de rata anti-CD25 (PC61) murino. 

La eliminación de las células Treg in vivo se realizó mediante un tratamiento con el 

AcM citolítico IgG1 de rata anti-CD25 (PC61) murino, que consistió en la administración 

de 0,5 mg (en 200 µl) de AcM purificado vía i.p. durante 3 días consecutivos, una semana 

antes de la administración del DSS. La eficacia del tratamiento se verificó mediante 

citometría de flujo en las células mononucleares de sangre. 

10.2. Tratamiento con el AcM IgG1 murino anti-TGFb (1D11) murino. 

Para bloquear in vivo la acción de TGFb, se administró i.p. 1 mg (en 200 µl) del AcM 

IgG1 murino anti-TGFb (1D11) murino purificado. El tratamiento se realizó un día antes 

de la administración del DSS.  

 

11. GENERACIÓN DE RATONES QUIMÉRICOS 

 

A partir de ratones donantes se obtuvieron suspensiones celulares de la médula ósea 

de la siguiente forma: primeramente se extrajeron las tibias y fémures de los ratones, 

seccionando el extremo distal de la epífisis para trabajar con la diáfisis. Con ayuda de una 

jeringa de 5 ml (Plastipack TM) y una aguja de 25G (BD Microlance TM 3) se extrajo la médula 

ósea perfundiendo PBS frío a presión por la cavidad medular. La médula ósea se disgregó 

con la jeringa y las células se recogieron en tubos Falcon de 50 ml en hielo para ser 

contadas, y se mantuvieron en RPMI suplementado a 4ºC. A continuación, se procedió a 

la irradiación de los ratones receptores con una dosis de 950 rads en el servicio de 

radioterapia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla con el objetivo de eliminar 
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todas las células del SI. Antes de la reconstitución de los ratones receptores, las células de 

los donantes fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5’ para resuspenderlas en PBS a 

una concentración de 25x106 células/ml, inyectándose 200 µl (5x106 células) a través del 

seno retroorbitario. Los ratones se alojaron durante dos meses en cuartos libres de 

patógenos con comida y agua esterilizada suplementada con antibióticos [10% soltrim 

(Almofarma), 2% ciprofloxacino (Normon), y 5% gentamicina (Normon)]. Pasados estos 

dos meses, los ratones con el SI regenerado a partir de las células donantes, fueron 

sometidos a un ciclo de colitis-DSS, como se describe en el apartado 9. 

 

12. PROCESAMIENTO Y ESTUDIO HISTOLÓGICO DE LOS TEJIDOS. 

 

Para estudiar el daño epitelial, la infiltración inflamatoria en la mucosa intestinal y el 

grado de displasia tras la inducción de la colitis por DSS, se realizó un estudio histológico 

del colon. Los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical tras anestesia, y 

el colon fue fijado en formol tamponado al 4 % (ver apartado 19.1) durante 24 h. A 

continuación fueron deshidratados en baños de alcoholes y xiloles a concentraciones 

crecientes del 70% al 100%, y finalmente se incluyeron en parafina. A partir de estos 

bloques se realizaron secciones de 4 µm de grosor, que fueron teñidas con hematoxilina-

eosina (H&E) usando métodos convencionales (Bancroft and Bellairs, 1977). Dichas 

secciones fueron analizadas con un microscopio óptico (Nikon, Eclipse E400), tomando 

fotografías con el objetivo de 10X. 

 

13. TINCIÓN DE TUNEL 

 

La detección de células apoptóticas se realizó mediante la tinción de TUNEL (Tdt-

mediated dUTP nick end labeling), con el kit In situ cell death detection (Roche) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. La fijación y el corte del tejido se realizó tal y como se ha 

descrito en el apartado anterior. Una vez desparafinados los cortes en baños de xiloles y 

alcoholes a concentraciones decrecientes del 100% al 50%, y pasados a PBS, las secciones 
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histológicas se mantuvieron en PBS 1% Tritón (Panreac) durante 45’ en agitación. A 

continuación se lavaron y se trataron con Proteinasa K a una concentración final de 20 

µg/ml en Tris HCl 10 mM (pH8), durante 1’ a 37ºC. Posteriormente se realizaron varios 

lavados con PBS y se añadió la enzima TdT (terminal deoxynucleotidil transferase) junto 

con la mezcla de nucleótidos dUTP marcados con fluoresceína, de forma que la enzima 

fuese añadiendo los nucleótidos a los extremos 3’-OH libres de los fragmentos de DNA 

generados durante el proceso de apoptosis. La reacción se llevó a cabo a 37ºC durante 2 

horas, en una cámara húmeda oscura. Tras la incubación, los portas se lavaron 3 veces 

con PBS y se montaron con medio de montaje ProlongTM Gold antifade reagent con DAPI 

(Invitrogen) para su observación en el microscopio láser confocal (Zeiss LSM510) y se 

tomaron fotos a un aumento 10X. 

 

14. ESTUDIO DE PERMEABILIDAD INTESTINAL 

 

Para el estudio de la permeabilidad intestinal se utilizó un dextrano de alto peso 

molecular conjugado a fluoresceína (Fluorescein isothiocyanate-dextran M.W. 4000, 

Sigma), que en condiciones fisiológicas no es absorbido por las IECs. Los ratones fueron 

sometidos a un ciclo de 3 días de DSS, tras el cual fueron mantenidos en ayunas durante 

8-10 horas. A continuación se les administró el dextrano-FITC a una concentración de 0,6 

mg/g de ratón por vía oral con ayuda de una sonda nasogástrica. En estas condiciones, el 

nivel de absorción del dextrano-FITC, y por tanto su detección en la sangre, dependerá 

del grado de preservación del IEp. Cuatro horas después de la administración oral, se 

extrajo sangre del seno retroorbitario de los ratones y se obtuvo plasma tal y como se 

describe en el apartado 4.1. El nivel de fluorescencia en plasma se midió en un fluorímetro 

(Victor 2D, Perkin Elmer). 
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15. OBTENCION DE MUESTRAS FECALES 

 

15.1. Obtención de SN fecal 

Para el estudio de la presencia de Igs en las heces se recogieron pellets fecales en 

eppendorfs de 1,5 ml y se siguió un protocolo previamente descrito (de Vos and Dick, 

1991). Se pesaron las heces y se añadió PBS en proporción 0.1 mg/ml de PBS. Se mantuvo 

15’ a RT, tras lo cual se agitó y se dejó de nuevo otros 15’ a RT. A continuación se agitó 

hasta que la muestra fecal quedó completamente disgregada y se centrifugó a 13000 rpm 

durante 10’. Finalmente se recogieron los SN y se almacenaron a -80ºC hasta el momento 

de su uso. 

15.2 Obtención de DNA de microbiotas bacterianas fecales 

Los estudios de la diversidad de las microbiotas bacterianas se realizaron en ratones 

WT y BAMBI-KO procedentes de los mismos cruces para minimizar la influencia de la 

madre en la composición de las microbiotas. Así, se cruzaron ratones WT y BAMBI-KO, y 

la progenie F1 (BAMBI+/- heterocigotos) fue cruzada entre sí para obtener ratones WT y 

BAMBI-KO hermanos. A las 3 semanas de vida, estos ratones se separaron en jaulas 

individuales y 4 semanas después se procedió a su sacrificio o a la inducción de colitis-

DSS. Se recogieron pellets fecales de ratones B6 y BAMBI-KO en estado basal y tras la 

inducción de colitis, tanto en animalario convencional como en instalaciones SPF, en 

tubos que contenían un líquido preservante (Fecal DNA collection and preservation mini 

tubes, Norgen). El DNA se extrajo usando el kit Stool Isolation kit (Norgen), siguiendo las 

instrucciones del proveedor, y las muestras se almacenaron a -20ºC hasta el momento de 

su uso. 

 

16. CUANTIFICACIÓN DE Igs MEDIANTE ELISA. 

 

La valoración e los niveles de Igs presentes en el SN fecal se realizó mediante la 

técnica del ELISA (ensayo por inmunoadsorción ligado a enzima). Para ello, las placas de 
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ELISA (Maxisorb; Nunc, Wiesbaden, Germany) fueron incubadas o/n a 4ºC con un coating 

específico en función de la determinación (Tabla 6). Tras realizar tres lavados con PBS, las 

placas fueron incubadas durante al menos 1 hora con 100 µl de solución de bloqueo (PBT) 

para saturar los sitios de uniones inespecíficas. A continuación, se añadieron las muestras 

experimentales (50 µl/pocillo), que fueron testadas por duplicado en un rango de 

diluciones apropiado. Como control positivo y para la realización de la curva patrón, se 

utilizó un pool de sueros testado previamente con niveles elevados de los Igs sometidos a 

estudio. Las placas de nuevo fueron incubadas o/n a 4ºC, tras lo cual se lavaron 5 veces 

con PBS. A continuación fueron incubadas durante 3 horas u o/n a 4ºC con Acs específicos 

frente a los distintos tipos de Igs murinas conjugados a fosfatasa alcalina (AP) (Tabla 5). 

La reacción enzimática se valoró tras añadir 50 µl/pocillo de una dilución pNPP (4-

nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, Sigma) como sustrato para la fosfatasa 

alcalina (ver apartado 19.1) utilizando un equipo Multiskan® FC (Thermo Scientific) con 

un filtro de 405 nm. Los datos obtenidos, a los que se les restó el blanco, fueron 

representados en unidades de titulación en referencia a la curva estándar. 

Coating Concentración Buffer Ac secundario 

IgG de cabra anti-IgA 
murina (Invitrogen) 

1 µg/ml Tampón Carbonato 
IgG de cabra anti-IgA 
murina conjugado a 

AP (Sigma) 

IgG de cabra anti-IgG 
murina (Invitrogen) 

2 µg/ml BBS 
IgG de cabra anti-IgG 
murina conjugado a 

AP (Sigma) 

Tabla 5. Diferentes coatings y Acs secundarios utilizados en las determinaciones realizadas 
mediante ELISA. 

 

17. ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA BACTERIANA 

 

El análisis de la diversidad de las microbiotas bacterianas de los distintos grupos 

experimentales se realizó mediante la secuenciación masiva de las subunidades 16S del 

RNA ribosomal. Estos estudios fueron realizados en el grupo de los Profesores Naohiro 

Inohara y Gabriel Núñez, Department of Pathology, University of Michigan, EE.UU. 
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Brevemente, se amplificaron aproximadamente 250pb de la secuencia V4 del gen 16S, 

que se secuenciaron usando un Illumina MySeq (Illumina, USA). Las muestras fueron 

analizadas utilizando Mothur. Tras el trimado, las secuencias fueron alineadas y 

“sorteadas” con un nivel de confianza del 97%, eliminando también las quimeras. A 

continuación fueron clasificadas con la base de datos RDP. Las diferencias entre las 

microbiotas de ratones WT y BAMBI-KO de las distintas condiciones experimentales 

fueron determinadas por análisis LEfSE y el análisis estadístico se realizó con FDR. 

 

18. INDUCCIÓN Y VALORACIÓN CLÍNICA DE CANCER COLORRECTAL (CRC) 

ASOCIADO A INFLAMACIÓN CRÓNICA. 

 

18.1. Inducción  

Para la inducción del modelo de carcinogénesis colorrectal secundaria a inflamación 

crónica se utilizaron ratones WT y BAMBI-KO machos de 2-3 meses de edad, y se siguió 

un protocolo previamente descrito (Neufert et al., 2007). Primeramente se inyectó a día 

0 del experimento una única dosis de un cancerígeno colonotrópico, azoximetano (AOM, 

Sigma), por vía i.p. a una concentración de 10 mg/kg de ratón. Este mismo día se comenzó 

un ciclo de 4 días colitis-DSS, que se repitió a semana 4 y 7 del experimento.  

18.2. Valoración clínica del desarrollo de CRC 

Los tres ciclos de colitis -DSS fueron valorados tal y como se describe en el apartado 

9.2. Los animales fueron sacrificados 12 semanas después del comienzo del experimento 

y se procedió a la resección y medición del colon. Tras lavar cuidadosamente el colon con 

PBS frío, se abrió longitudinalmente y se tomaron fotografías. A continuación se contaron 

el número de tumores, y se midieron con ayuda de un micrómetro digital.  Finalmente, 

las muestras fueron procesadas para histología tal y como se detalla en el apartado 12. 
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19. REACTIVOS 

 

19.1. Tampones 

o PBS 1X (PBS): Tampón fosfato salino al 1X y pH 7,2. Contiene por litro de agua 

destilada (dH2O): 0,8 g de NaCl (Panreac), 0,2 g de KCl (Panreac), 0,2 g de KH2PO4 

(Panreac), 1,15 g de Na2HPO4 (Panreac). 

o PBS 10X. Contiene por litro de dH2O: 8 g de NaCl, 2 g de KCl, 2 g e KH2PO4, 1,15 g de 

Na2HPO4.  

o PBT: PBS con 2% BSA y 0,05% (Tween 20). 

o TBE 5X: Para 1 litro: 54 g de Tris, 27,5 g de ácido bórico (Panreac), 0,5 M de EDTA 

(Serva) pH 8, y enrasar con dH2O. 

o Tampón Acetato-acético 60 mM, pH 4. Para 100 ml: mezclar 18 ml de acetato sódico 

60 mM y 82 ml de ácido acético 60 mM.  

o Formol tamponado al 4%. Para 1 litro: 100 ml de Formaldehído 37% (Scharlau), 900 

ml de dH2O, 6,5 g de Na2HPO4 (Panreac) y 4 g de NaH2PO4.H2O (Merk). Llevar a pH 

7-7,2. 

o Tampón Borato salino (BBS). Para 1 litro: 6,18 g de ácido bórico, 4,38 g de NaCl, 9,54 

g Bórax, completando hasta 1 litro con dH2O y llevando a pH 8,3-8,5. 

o Tampón Carbonato. Para 1 litro: 1,59 g de Na2HCO3 (Serva) y 2,93 g de NaHCO3 

(Serva), completando hasta 1 litro con dH2O y llevando a pH 9,6. 

o Tampón sustrato para ELISA: constituye el medio de reacción de la AKP, y está 

compuesto por una disolución acuosa de 9,7% en volumen de dietanolamina 

(Panreac), 0,1 mg/ml de MgCl hexahidratado (Serva) y 0,2 mg/ml de azida sódica 

(Merk). El pH fue ajustado a 9,8 y el tampón fue conservado a oscuridad a 

temperatura ambiente. En el momento de uso se mezclaron 5 ml de este buffer con 

5 mg de pNPP (4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, Sigma). 

19.2. Soluciones 

o PBS-BSA. Es una disolución de albúmina sérica bovina (BSA, Serva) en PBS 1X. Las 

concentraciones se refieren al porcentaje peso/volumen. 
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o Sulfato Amónico Saturado (SAS): Disolución de 540 g de sulfato de amonio 

((NH4)2SO4, Sigma) en 600 ml de dH2O. 

o H2O DEPC: Después de diluir 1 ml de DEPC (dietil pirocarbonato, SERVA) en 1 litro 

de dH2O, se incuba durante 24 h a 37ºC y finalmente se esteriliza, conservándose 

después a 4ºC. 

19.3. Medios de Cultivo 

o Medio de cultivo Eagle de Dulbecco Modificado (DMEM, Gibco) suplementado. Se 

suplementó el medio DMEM con Hepes 10 mM, L-Glutamina 2 mM, penicilina-

estreptomicina 10 µg/ml, b-mercaptoetanol 10 µM y 10% de suero fetal bovino 

(FBS) descomplementado previamente por calor y filtrado. Todos estos últimos 

reactivos fueron comprados a Sigma, St. Louis, MO. 

o Medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado. Se suplementó el medio RPMI 

con Hepes 10 mM, L-glutamina 2 mM, penicilina-estreptomicina 10 µg/ml, b-

mercaptoetanol 10 µM y 10% de suero fetal bovino (FBS) descomplementado 

previamente por calor y filtrado. Todos estos últimos reactivos fueron comprados a 

Sigma, St. Louis, MO. 

 

20. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

En general, para comprobar la evolución clínica de la patología, el grupo experimental 

fue comparado con el grupo control correspondiente mediante un test Two Way ANOVA. 

En los estudios de expresión de citocinas y otras moléculas, de los títulos de Igs, de la 

longitud del colon y del porcentaje de las diferentes de poblaciones celulares y, se utilizó 

un test no paramétrico de Mann Whitney. Las diferencias fueron consideradas no 

significativas cuando p 0,05 (ns), significativas cuando p<0,05 (*), muy significativas 

cuando p<0,01 (**) y altamente significativas cuando p<0,001 (***). Estos análisis se 

llevaron a cabo empleando el programa informático GraphPad Prism® 6.0. 
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IV- RESULTADOS 

 

1. CARACTERIZACIÓN DEL GALT EN LOS RATONES BAMBI-KO 

 

 Estudios previos realizados en nuestro laboratorio encaminados a caracterizar el 

papel de BAMBI en el SI, demostraron que este inhibidor de la señalización por TGFβ 

participa de forma directa en la regulación de la diferenciación funcional de los linfocitos 

T CD4+ en las subpoblaciones Treg y Th17 (Postigo et al., 2016). Así mismo, hemos 

observado que BAMBI es un regulador de la actividad de los linfocitos B (Augustín, 2017). 

La deficiencia en BAMBI promueve defectos intrínsecos en esta población linfocitaria 

caracterizados por la expresión incrementada de moléculas de membrana implicadas en 

su activación, supervivencia e interacción con los linfocitos T CD4+ (BCR, CD86, ICOSL, 

BAFFR), por un incremento en su proliferación frente a diversos mitógenos in vitro (LPS, 

anti-IgM, anti-CD40) y por el aumento en las respuestas humorales in vivo frente a 

antígenos T-dependientes e independientes. Todos estos resultados indican que BAMBI 

desempeña un papel esencial en la regulación de la funcionalidad del sistema inmune 

adaptativo a múltiples niveles.  

 Debido a la abundancia de las poblaciones de linfocitos Treg, Th17 y B en el GALT 

y a la importancia de este tejido en el control de los repertorios linfoides en el SI periférico, 

en el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos caracterizado mediante citometría de flujo 

la composición celular del mismo en condiciones homeostáticas en los ratones BAMBI-KO 

en comparación con la observada en los ratones WT controles. En la Figura 1 se muestran 

cambios importantes en la distribución de distintas poblaciones de linfocitos T y B en las 

PP, MLN y LP entre ambos grupos experimentales. Así, se observó una disminución en el 

porcentaje de linfocitos T totales (CD3+) y una alteración en el ratio de células T CD4+/T 

CD8+ en los ratones BAMBI-KO tanto en la PP como en los MLN, pero no en la LP, en 

comparación con los ratones WT. En paralelo, se produjo un incremento en el porcentaje 

de linfocitos B totales y de células B-CG en dichas localizaciones en los animales mutantes 

(Figura 1).  
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Figura 1. Distribución de las poblaciones linfocitarias en el GALT de ratones WT y BAMBI-KO. Los 
porcentajes de linfocitos T y B en las PP, GLM y LP del colon de ratones WT (●) y BAMBI-KO (○) de 
2-5 meses de edad se analizaron mediante citometría de flujo. Los distintos paneles muestran los 
porcentajes de cada población celular en ratones individuales. Las barras muestran los valores 
medios en cada grupo experimental. Las diferencias estadísticas resultantes de un test de Mann 
Whitney se indican como: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001). 

 El análisis de las subpoblaciones funcionales de linfocitos T CD4+ mostró un 

incremento leve pero significativo en el porcentaje de linfocitos Treg en las PP, pero no 

en las otras localizaciones estudiadas, y una disminución generalizada en los linfocitos 

Th17 en los ratones BAMBI-KO en comparación con los controles WT (Figura 1).  

 En paralelo, se analizó la distribución de distintas poblaciones de células de la RI 

innata tales como células NK, macrófagos y DC, así como la de subpoblaciones concretas 

de DC, en el GALT de los ratones BAMBI-KO y controles WT. A diferencia de lo observado 

en las poblaciones linfocitarias descritas anteriormente, los porcentajes de todas estas 

poblaciones inmunes innatas fueron similares en ambos grupos de animales en 

condiciones homeostáticas (Figura 2).  
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Figura 2. Distribución de poblaciones celulares de la RI innata en el GALT de ratones WT y 
BAMBI-KO. Los porcentajes de células NK, macrófagos y DC, así como la de la subpoblaciones de 
DC CD103- y CD103+, en las PP, MLN y LP del colon de ratones WT (●) y BAMBI-KO (○) de 2-5 meses 
de edad se analizaron mediante citometría de flujo. Los distintos paneles muestran los porcentajes 
de cada población celular en ratones individuales. Las barras muestran los valores medios en cada 
grupo experimental. No se observaron diferencias estadísticas significativas, mediante test de 
Mann Whitney, entre ambos grupos de animales. 

 

 Para completar la caracterización fenotípica y funcional del GALT en los ratones 

BAMBI-KO en condiciones homeostáticas, se analizó mediante RT-qPCR el patrón de 

expresión génica de citocinas pro- y anti-inflamatorias en el íleon y colon de estos 

animales mutantes en comparación con el de los controles WT a los 2-5 meses de edad. 

Con la excepción en la expresión de IL-10, que se observó incrementada en el íleon, pero 

no en el colon, de los ratones BAMBI-KO, los niveles de mRNA de las citocinas pro-

inflamatorias IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-6, IL-17A, IL-22 e IL-23 y el de las citocinas anti-

inflamatorias IL-4 y TGFβ fueron similares en ambos grupos experimentales (Figura 3).  
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Figura 3. Perfil de expresión génica de distintas citocinas pro- y anti-inflamatorias en el íleon y 
colon de ratones WT y BAMBI-KO. Se analizó la expresión de mRNA para IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-4, 
IL-6, IL-17A, IL-22, IL-23, TGFβ e IL-10 en las mencionadas localizaciones en los ratones B6 WT (●) 
y BAMBI-KO (○) de 2-5 meses de edad mediante RT-qPCR. Los distintos paneles muestran los 
valores de cada citocina con respecto a la expresión de 18S en ratones individuales. Las barras 
muestran los valores medios en cada grupo experimental. Las diferencias estadísticas resultantes 
de un test de Mann Whitney se indican como: **(p<0.01). 

 

2. LA DEFICIENCIA EN BAMBI PROTEGE CONTRA EL DESARROLLO DE COLITIS 

 

 La caracterización del GALT en los ratones BAMBI-KO en condiciones 

homeostáticas muestra alteraciones en la distribución de poblaciones linfocitarias 

compatibles con lo observado inicialmente en estos ratones en los órganos linfoides 

secundarios convencionales (bazo y ganglios linfáticos periféricos) (Postigo, 2013). Así 

mismo, nuestros resultados previos han demostrado que la ausencia de BAMBI o su 

inhibición farmacológica con un AcM específico desarrollado en nuestro laboratorio, clon 

B101.37 (IgG1 anti-BAMBI murino), potencia la diferenciación Treg y disminuye la de los 

linfocitos Th17 tanto in vitro como in vivo, así como induce protección contra el desarrollo 

de distintas patologías autoinmunes tales como artritis por colágeno de tipo II, psoriasis y 

artritis psoriásica (Postigo et al., 2016; Álvarez, 2017). 

 En base a estos hallazgos, se estudió el desarrollo de colitis en los ratones BAMBI-

KO en comparación con los ratones WT controles. El modelo experimental empleado en 

el presente estudio es el modelo de colitis inducido por DSS. Debido a que en este modelo 
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la composición de la microbiota intestinal juega un papel muy importante en el desarrollo 

del proceso inflamatorio (Brinkman et al., 2013), los experimentos de colitis que se 

describirán a continuación se realizaron tras un periodo de cohabitación de los ratones de 

los distintos grupos experimentales de 2 semanas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. La deficiencia en BAMBI previene el desarrollo de colitis-DSS. Ratones WT y BAMBI-KO 
de 2-3 meses de edad fueron mantenidos en condiciones de cohabitación durante las 2 semanas 
previas a la administración oral de DSS disuelto al 3% en el agua del biberón durante 4 días. (A) La 
evolución clínica de la enfermedad se monitorizó valorando la perdida diaria de peso (panel 
izqdo), mediante el cálculo del DAI (panel central) y mediante la medición de la longitud del colon 
tras el sacrificio de los animales el día 8 del experimento (panel dcha). Los resultados en los 
paneles izqdo y central se expresan como la media ± SD, mientras que en el panel dcho se 
muestran los valores individuales de los animales estudiados. Las diferencias estadísticas 
resultantes de un análisis Two-Way ANOVA (paneles izqdo. y central) y de un test de Mann 
Whitney (panel dcho) se indican como: ***(p<0.001). Se muestran resultados de un experimento 
representativo sobre un total de más de 5 experimentos. (B) Imágenes representativas de 
histología (x10) en cortes de colon teñidos con hematoxilina y eosina. 

Tal y como ha sido descrito anteriormente (Chassaing et al., 2014), la 

administración oral de DSS diluido al 3% en el agua del biberón durante un periodo de 4-

5 días induce en ratones WT el desarrollo de colitis severa (Figura 4). La enfermedad afecta 

fundamentalmente a la mitad distal del colon y se manifiesta por pérdida de peso (Figura 
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4A, panel izqdo), diarrea y hemorragia (valorados en conjunto en el DAI Figura 4A, panel 

central) y por un acortamiento importante en la longitud del colon, valorada en el 

momento del sacrificio de los animales al final del experimento (Figura 4A, panel dcha). 

Histológicamente, la enfermedad se caracteriza por una atrofia generalizada de las 

vellosidades intestinales en el colon distal, por la destrucción del epitelio y la aparición de 

úlceras y por la presencia en la lámina propia y submucosa de un intenso infiltrado de 

polimorfonucleares y linfocitos (Figura 4B). Cabe destacar que a pesar de que el DSS se 

administra por vía oral, este tratamiento no induce lesiones en elementos más proximales 

del tubo digestivo tales como el estómago, duodeno, yeyuno o íleon (datos no 

mostrados). La severidad de la colitis en los ratones BAMBI-KO fue muy inferior a la 

observada en los ratones WT. Tanto la pérdida de peso como los valores del DAI tras la 

administración de DSS fueron significativamente menores en los ratones BAMBI-KO que 

en los controles WT (Figura 4A). Estas manifestaciones clínicas se confirmaron mediante 

el estudio anatomopatológico de los animales. Histológicamente, la mucosa del colon de 

estos animales mutantes aparece preservada tras la administración de DSS y el 

acortamiento en la longitud de colon al final del seguimiento es significativamente menor 

que en los controles WT (Figura 4).  

 Para comenzar a caracterizar el mecanismo de protección en los ratones BAMBI-

KO se estudiaron los posibles cambios en la distribución de poblaciones 

inmunocompetentes en la LP de estos animales antes y tras la administración de DSS, 

comparándola con la observada en los correspondientes controles WT. La distribución de 

las poblaciones linfocitarias en la LP del colon de los ratones WT y BAMBI-KO cambia tras 

la administración de DSS, reproduciéndose el patrón observado en las PP y MLN en 

condiciones homeostáticas (Figura 5); un incremento en la frecuencia de linfocitos T 

totales en los ratones WT acompañados de una alteración en el ratio de células CD4+/CD8+ 

y una disminución en estos animales en el porcentaje de linfocitos B (Figura 5). Así mismo 

y en correlación con el desarrollo de la enfermedad, los ratones WT mostraron un 

incremento significativo en los porcentajes de células Tregs y NKs en la LP tras la 

administración de DSS (Figura 5). Por último, cabe destacar que la administración de DSS 

indujo una disminución significativa en el porcentaje de la población de DC CD103+ en los 

ratones BAMBI-KO (Figura 5).  
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Figura 5. Distribución de poblaciones celulares de la RI adaptativa e innata en la LP del colon de 
ratones WT y BAMBI-KO antes y tras la administración de DSS. Los porcentajes de distintas 
poblaciones inmunes en la LP del colon de ratones WT y BAMBI-KO de 2-3 meses de edad antes 
(NT) y tras la administración de DSS se analizaron mediante citometría de flujo. Los distintos 
paneles muestran los valores de cada población celular en ratones individuales. Las barras 
muestran los valores medios en cada grupo experimental. Los valores en los grupos de ratones 
WT y BAMBI-KO NT son los mismos que los mostrados en las Figuras 1 y 2. Las diferencias 
estadísticas resultantes de un test de Mann Whitney se indican como: *(p<0.05), **(p<0.01). 

 

3. LA PROTECCIÓN CONTRA EL DESARROLLO DE COLITIS-DSS EN LOS 

RATONES BAMBI-KO ES DEPENDIENTE DE TGFβ 

 

 Previamente, hemos demostrado que la deficiencia en BAMBI o su inhibición en 

ratones normales con el AcM B101.37, inhibe el desarrollo de distintas patologías 

autoinmunes por un mecanismo dependiente de los linfocitos Treg (Álvarez, 2017). 

Aunque la protección contra el desarrollo de colitis-DSS observada en los ratones BAMBI-

KO no se asocia con un incremento en el porcentaje de estas células en la LP (Figura 5), 

analizamos la posible contribución de las mismas mediante su eliminación con un AcM 

anti-CD25 citotóxico. A diferencia de lo previamente descrito en artritis y psoriasis 

(Postigo et al., 2016; Álvarez, 2017), la eliminación de los linfocitos Treg CD4+CD25+ en los 

ratones BAMBI-KO y WT no indujo cambios en la evolución de la colitis en comparación 

con sus respectivos controles no tratados (Figura 6). 
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Figura 6. Papel de las células Treg CD4+CD25+, de la IL-10 y del TGFβ en la protección contra el 
desarrollo de colitis-DSS en ratones BAMBI-KO. Tras un periodo de cohabitación de 2 semanas, 
grupos de ratones WT (círculos) y BAMBI-KO (triángulos) fueron tratados con AcM anti-CD25, anti-
IL-10 o anti-TGFβ. La colitis-DSS se indujo en estos animales tal y como se ha descrito previamente. 
(A) La evolución clínica de la enfermedad se monitorizó valorando la perdida diaria de peso. Los 
resultados se expresan como la media ± SD de un experimento representativo sobre un total de 3 
experimentos. Las diferencias estadísticas resultantes de un análisis Two-Way ANOVA se indican 
como: ** (p<0.01). (B) Imágenes representativas de histología (x10) en cortes de colon teñidos 
con hematoxilina y eosina.  

 Los resultados precedentes muestran que la población de linfocitos Treg con 

fenotipo CD4+CD25+ no parece estar implicada en la protección contra el desarrollo de 

colitis-DSS en los ratones BAMBI-KO. Sin embargo, en el colon existen otras poblaciones 

linfocitarias con actividad reguladora distintas de los linfocitos Treg CD4+CD25+, tales 

como las células Tr1 productoras de IL-10 y los linfocitos Th3 productores de TGFβ, que 

podrían estar desempeñando un papel activo en la protección observada en estos 

animales. Para comenzar a analizar este aspecto, se comparó el desarrollo de colitis-DSS 

entre ratones WT y BAMBI-KO tratados o no con AcM bloqueantes de la IL-10 o del TGFβ. 

Al igual que lo descrito tras la eliminación de las células Treg CD4+CD25+, el bloqueo de la 

IL-10 no modificó la evolución de la enfermedad en ambos grupos de animales (Figura 6). 

Por el contrario, los ratones BAMBI-KO tratados con anti-TGFβ mostraron una importante 

pérdida de peso tras la administración de DSS, que fue similar a la observada en los 



Resultados 

 111 

ratones WT tratados o no con este AcM (Figura 6). La pérdida de protección a nivel clínico 

fue corroborada en los ratones BAMBI-KO a nivel histológico. Así, se observó que la 

mucosa del colon de los ratones BAMBI-KO tratados con el AcM anti-TGFβ y DSS mostraba 

las lesiones características de la colitis-DSS (Figura 6). 

 

4. CARACTERIZACIÓN DEL PAPEL DEL IEp EN LA PROTECCIÓN CONTRA EL 

DESARROLLO DE COLITIS-DSS EN LOS RATONES BAMBI-KO 

 

 Los resultados precedentes ponen de relieve el papel del TGFβ en la protección 

contra el desarrollo de colitis en los ratones BAMBI-KO. Sin embargo, no demuestran si 

este TGFβ deriva de células inmunes con actividad reguladora o de otras poblaciones 

celulares no inmunes. Así mismo, y dado que BAMBI regula la señalización por TGFβ en 

aquellas células que lo expresan, los resultados descritos anteriormente no permiten 

descartar que el efecto protector contra el desarrollo de colitis-DSS observado en los 

ratones mutantes es secundario a la deficiencia en BAMBI en el intestino o en otras 

poblaciones celulares distintas a las del SI. Para valorar estas posibilidades, se indujo 

colitis-DSS en quimeras de médula ósea tal y como se describe en la Figura 7. Con este  

abordaje experimental, se desarrollaron animales en donde el SI deriva de un ratón 

BAMBI-KO, mientras que el resto de las células del organismo proceden de un animal WT 

y la situación inversa. El análisis de las quimeras WT→WT y BAMBI-KO→BAMBI-KO 

mostró que la irradiación de los huéspedes no modificó el curso natural de la enfermedad 

descrito en los ratones originales no irradiados. Así, los ratones quiméricos WT→WT, al 

igual que los WT no irradiados, desarrollaron una colitis-DSS severa mientras que los 

animales BAMBI-KO→BAMBI-KO, al igual que los BAMBI-KO no irradiados, estuvieron 

protegidos contra la enfermedad (Figura 7). La protección contra la colitis-DSS se asoció 

al fenotipo del huésped y no al origen de las células de médula ósea trasplantadas. En este 

sentido, las quimeras WT→BAMBI-KO mostraron una protección contra la colitis-DSS 

similar a la observada en las quimeras BAMBI-KO→BAMBI-KO, mientras que las quimeras 

BAMBI-KO→WT desarrollaron una enfermedad severa, valorada tanto por criterios 

clínicos como histológicos (Figura 7).  
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Figura 7. Desarrollo de colitis-DSS en ratones quiméricos de médula ósea. (A) Esquema del 
desarrollo de las quimeras. Ratones WT y BAMBI-KO de 2 meses de edad fueron irradiados con 
950 rads y reconstituidos inmediatamente después con 5 x 106 células de médula ósea procedente 
de ratones WT o BAMBI-KO. Dos meses tras la reconstitución, se indujo el desarrollo de colitis-
DSS en los 4 grupos experimentales mostrados. (B) La evolución clínica de la enfermedad se 
monitorizó valorando la perdida diaria de peso (panel izqdo) y mediante la medición de la longitud 
del colon tras el sacrificio de los animales el día 9 del experimento (panel dcha). Los resultados en 
el panel izqdo se expresan como la media ± SD, mientras que en el panel dcho se muestran los 
valores individuales de los animales estudiados. Las diferencias estadísticas resultantes de un 
análisis Two-Way ANOVA (panel izqdo) y de un test de Mann Whitney (panel dcho) se indican 
como: **(p<0.01). Se muestran resultados de un experimento representativo sobre un total de 2 
experimentos. (C) Imágenes representativas de histología (x10) en cortes de colon teñidos con 
hematoxilina y eosina.  

 

Como se comentó anteriormente, la administración oral de DSS a ratones WT induce 

selectivamente una colitis distal, a pesar de que todo el tubo digestivo está expuesto al 
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posible efecto tóxico de dicho DSS. En base a esta observación, a los resultados 

observados en las quimeras de médula ósea y a la importancia que el IEp desempeña en 

el mantenimiento de la homeostasis intestinal (Peterson and Artis, 2014), planteamos la 

posibilidad de que BAMBI presente un patrón de expresión restringido en el IEp y que 

actúe como un modulador de su actividad funcional, condicionando la susceptibilidad al 

desarrollo de procesos inflamatorios intestinales tales como la colitis-DSS. Para analizar 

esta hipótesis se estudió en primer lugar en ratones WT el patrón expresión de BAMBI en 

el IEp en función de su localización anatómica mediante RT-qPCR. Para ello, se purificó IEp 

de distintas regiones del tubo digestivo; duodeno, yeyuno, íleon y colon.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Expresión de BAMBI en el IEp. (A) Valoración de la pureza de las muestras de IEp 
empleadas en el estudio. La expresión de genes específicos de epitelio (E-Cadherina) o de 
mesénquima (Fibronectina) se valoró por RT-qPCR en muestras de colon completo o de IEp del 
colon de ratones WT. (B) Análisis de la expresión de BAMBI en el IEp del duodeno, yeyuno, íleon 
y colon de los ratones WT mediante RT-qPCR. Como control se estudió la expresión de BAMBI en 
muestras de colon total de ratones WT y BAMBI-KO y en muestras de IEp de colon de estos últimos 
animales. Los resultados se expresan como la media ± SD con respecto a la expresión de TBP.  

El análisis en las diferentes muestras experimentales de la expresión de genes que 

selectivamente se expresan en las IECs (E-cadherina) o en células mesenquimales 

(Fibronectina), nos sirvió para demostrar que el grado de pureza alcanzado en el 

aislamiento del IEp fue adecuado (Figura 8A). Cabe destacar que BAMBI presenta un 

patrón de expresión restringido en el IEp, localizándose a niveles altos en el colon y a 
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niveles muy bajos o indetectables en las otras localizaciones analizadas, en correlación 

con la distribución anatómica de la colitis-DSS (Figura 8B). 

Posteriormente, se estudió el efecto de la ausencia de BAMBI en el IEp durante la 

inducción de colitis-DSS. Para ello, se analizó la resistencia de dicho epitelio al efecto 

tóxico del DSS. Tal y como ha sido descrito anteriormente (Araki et al., 2010), la 

administración de DSS a ratones WT durante un periodo de 3 días, induce la apoptosis 

masiva de las IECs del IEp, valorada por TUNEL en cortes histológicos del colon de estos 

animales (Figura 9A). Por el contrario, el IEp del colon de los ratones BAMBI-KO mostró 

ser resistente al efecto pro-apoptótico del DSS, no observándose un número significativo 

de IECs positivas para TUNEL en las muestras histológicas de estos animales (Figura 9A).  

 Por último, se comparó entre los ratones WT y BAMBI-KO el efecto del tratamiento 

con DSS sobre la permeabilidad del IEp. Tras un ciclo de tratamiento con DSS de tres días, 

los animales fueron mantenidos en ayunas durante 8-10 hrs. Posteriormente, se les 

administró por vía oral dextrano-FITC de alto peso molecular. En estas condiciones 

experimentales, el nivel de absorción del dextrano y su detección en la circulación 

sanguínea estará en relación con el grado de preservación del IEp (Yan et al., 2009). Así, 

tanto los ratones WT como los BAMBI-KO que bebieron agua sin DSS, presentaron niveles 

de fluorescencia en el plasma muy bajos o indetectables 3 hrs tras la administración oral 

de dextrano-FITC (Figura 9B). Por el contrario, los ratones WT tratados con DSS mostraron 

niveles significativamente elevados de fluorescencia en sangre (Figura 9B). En correlación 

con la deficiente inducción de apoptosis en el IEp observada en los ratones BAMBI-KO 

tratados con DSS, los niveles de fluorescencia en la sangre de estos animales fueron 

claramente inferiores a los observados en los ratones WT (Figura 9B). Por todo ello, 

nuestros resultados permiten concluir que el patrón de expresión de BAMBI en el IEp 

define la distribución anatómica de la colitis-DSS y que su deficiencia incrementa la 

resistencia de dicho epitelio a la apoptosis y disminuye su permeabilidad tras la inducción 

de colitis-DSS.  
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Figura 9. Importancia del IEp en la protección contra el desarrollo de colitis-DSS en ratones 
BAMBI-KO. (A) Ratones WT y BAMBI-KO de 2 meses de edad fueron tratados con DSS disuelto al 
3% en el agua del biberón durante 3 días. La inducción de apoptosis en el IEp del colon en estos 
animales fue evaluada por TUNEL en cortes histológicos. Imágenes representativas de TUNEL (x10) 
en dichos cortes. Se muestran resultados de un experimento representativo sobre un total de 2 
experimentos. (B) Análisis de la permeabilidad del IEp tras la administración de DSS. Ratones WT 
(●) y BAMBI-KO (○) de 2 meses de edad fueron tratados con DSS durante 3 días. Tras la retirada 
del mismo, los animales fueron mantenidos en ayunas por un periodo de 8 hrs tras el que se les 
administró con una sonda nasogástrica una solución conteniendo dextrano de alto peso molecular 
conjugado a FITC. La presencia de fluorescencia en sangre 3 hrs después de la administración de 
dextrano-FITC fue valorada en plasma con la ayuda de un fluorímetro. Se muestran los valores 
individuales de los animales estudiados. Las barras muestran los valores medios en cada grupo 
experimental. Las diferencias estadísticas resultantes de un test de Mann Whitney se indican 
como: **(p<0.01). Se muestran resultados de un experimento representativo sobre un total de 2 
experimentos.  

El IEp está constituído por una monocapa de diferentes subtipos de IECs que en 

respuesta a señales del entorno (antígenos alimentarios, microbiota intestinal, SI, toxinas, 

etc) pone en marcha distintos mecanismos que garantizan su integridad tisular (Peterson 

and Artis, 2014). Los enterocitos a traves de las uniones que establecen entre ellos, 

garantizan la función de barrera del IEp (Suzuki, 2013). Las células de Goblet son 

responsables de la secreción de mucinas y otros componentes de la barrera de moco que 

evita, o al menos minimiza, el contacto excesivo entre los microorganismos de la 

microbiota intestinal y el IEp (Johansson et al., 2011). Así mismo, existen poblaciones 



Resultados 

 116 

celulares (células de Paneth en el intestino delgado y enterocitos en el colon) que secretan 

pequeños péptidos con actividad microbicida; los péptidos anti-microbianos (PAM) (Gallo 

and Hooper, 2012). Por último, el IEp trasporta al lumen intestinal inmunoglobulinas 

producidas en el GALT (Johansen and Kaetzel, 2011). En base a esto, analizamos si la 

deficiencia en BAMBI alteró la expresión en el colon de moléculas implicadas en alguno 

de los mecanismos protectores mencionados anteriormente.  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Perfil de expresión génica de distintos componentes del moco y de las uniones 
estrechas en el colon de ratones WT y BAMBI-KO. Se analizó la expresión de mRNA para Muc1, 
Muc2, Muc3, Muc4, TFF3, ZO-1, CLDN2 y CLDN4 en el colon de los ratones WT (●) y BAMBI-KO (○) 
de 2-3 meses de edad en condiciones homeostáticas mediante RT-qPCR. Los distintos paneles 
muestran los valores de cada gen con respecto a la expresión de TBP en ratones individuales. Las 
barras muestran los valores medios en cada grupo experimental. Mediante test de Mann Whitney, 
no se observaron diferencias significativas para ninguno de los genes analizados.  

 El análisis de la expresión génica de distintas mucinas, del TFF3 [trefoil factor 3; un 

péptido secretado por las células de Goblet implicado en la protección y reparación del 

IEp (Taupin et al., 2000)], y de moléculas implicadas en las uniones estrechas de los 

enterocitos, fue similar en el colon de los ratones WT y BAMBI-KO en condiciones 

homeostáticas (Figura 10). Tampoco se observaron diferencias en la expresión en el íleon 

y colon de los PAM Reg3β y Reg3γ entre los ratones WT y BAMBI-KO (Figura 11A). Defcr4, 

Defcr5 y Defcr-rs10 son miembros de la familia de las defensinas, unos PAM producidos 

por las células de Paneth del intestino delgado (Ouellette, 2005). No se observaron 

diferencias en la expresión de estas defensinas en el íleon entre los ratones WT y BAMBI-

KO (Figura 11A). Como cabía esperar, la expresión de las tres defensinas fue 

prácticamente indetectable en el colon de los ratones WT (Figura 11A). Sin embargo, en 
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condiciones homeostáticas se detectó la expresión de Defcr4 y Defcr-rs10 en el colon de 

los ratones BAMBI-KO, aunque a niveles significativamente menores que en el íleon de 

estos animales (Figura 11A).  

 

 

 

 

 

 

Figura 11. La deficiencia en BAMBI incrementa la expresión de defensinas en el colon y el 
trasporte de anticuerpos al lumen intestinal. (A) Se analizó la expresión de mRNA para Reg3β, 
Reg3γ, Defcr4, Defcr5 y Defcr-rs10 en el íleon y colon de los ratones WT (●) y BAMBI-KO (○) de 2-
3 meses de edad en condiciones homeostáticas mediante RT-qPCR. Los distintos paneles 
muestran los valores de cada gen con respecto a la expresión de TBP en ratones individuales. Las 
barras muestran los valores medios en cada grupo experimental. (B) Los niveles de IgA (panel 
izqdo) y de IgG (panel dcho) en el bolo fecal de ratones  WT (●) y BAMBI-KO (○) se determinaron 
mediante ELISA. Se muestran los valores individuales de los animales estudiados. Las barras 
muestran los valores medios en cada grupo experimental. Las diferencias estadísticas resultantes 
de un test de Mann Whitney se indican como: *(p<0.05), ***(p<0.001). 

 Finalmente se cuantificaron los niveles de IgA e IgG total en el bolo fecal de los 

ratones WT y BAMBI-KO mediante ELISA. Un incremento significativo de ambas clases de 

inmunoglobulinas fue encontrado en las heces de los ratones BAMBI-KO, y como cabía 

esperar los niveles de IgA fueron claramente superiores a los de IgG (Figura 11B). 

 

5. PAPEL DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LA PROTECCIÓN CONTRA EL 

DESARROLLO DE COLITIS-DSS EN LOS RATONES BAMBI-KO 

 

 El incremento en la expresión de determinadas defensinas y de anticuerpos IgA e 

IgG en el colon y bolo fecal, respectivamente, de los ratones BAMBI-KO, nos llevó a 

analizar si las microbiotas intestinales de estos animales mutantes son distintas que la de 
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los ratones WT y si estas diferencias podrían ser responsables de la protección a la colitis-

DSS en los mismos. Para evaluar este aspecto, se realizaron distintos abordajes 

experimentales. Los experimentos de colitis-DSS descritos anteriormente, se realizaron 

en animales estabulados en un animalario convencional expuesto a posibles patógenos. 

Por este motivo, se comparó la inducción de colitis-DSS entre ratones WT y BAMBI-KO 

estabulados en un animalario libre de patógenos (condiciones SPF). Sorprendentemente, 

los ratones BAMBI-KO nacidos y criados en este animalario SPF desarrollaron una colitis-

DSS muy severa y similar a la observada en los ratones WT del mismo animalario (Figura 

12A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Influencia del estabulario en la protección frente al desarrollo de colitis-DSS en los 
ratones BAMBI-KO. (A) Evolución de la colitis-DSS en ratones WT (●) y BAMBI-KO (○) de 2-3 meses 
de edad nacidos y estabulados en un animalario SPF. Los resultados se expresan como como la 
media ± SD del porcentaje de pérdida de peso en cada día del experimento. Se muestran 
resultados de un experimento representativo sobre un total de 3 experimentos. (B) Ratones 
BAMBI-KO nacidos en un animalario SPF fueron transferidos a un animalario convencional y 
mantenidos en cohabitación con los ratones WT y BAMBI-KO de dicho animalario convencional. 
Tras un periodo de cohabitación de 2 (paneles superiores) o 4 semanas (paneles inferiores) se 
indujo colitis-DSS en los ratones WT (●) y BAMBI-KO (○) locales y en los animales BAMBI-KO 
transferidos (Δ). Se muestra la evolución de la pérdida de peso (gráficas izqda) a lo largo del 
experimento, expresadas como media ± SD, y los valores individuales de la pérdida máxima de 
peso en cada ratón de cada grupo experimental (gráficas dcha) de un experimento representativo 
sobre un total de 2 experimentos.  
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En un segundo estudio, los ratones BAMBI-KO fueron trasladados desde el 

animalario SPF al convencional. Posteriormente, se sometió a los animales BAMBI-KO 

trasladados a un proceso de cohabitación con los ratones WT y BAMBI-KO residentes, con 

el fin de homogeneizar sus microbiotas intestinales previamente a la inducción de colitis-

DSS. Tras un periodo de cohabitación de 2 semanas, aproximadamente el 60% de los 

ratones BAMBI-KO procedentes del animalario SPF se volvieron tan resistentes al 

desarrollo de colitis-DSS como los BAMBI-KO residentes y la protección alcanzo un nivel 

del 100% tras una cohabitación de 4 semanas (Figura 12A). Estos estudios nos permitieron 

concluir que la composición de la microbiota intestinal era un factor determinante en la 

protección contra la colitis-DSS observada en los estudios iniciales con ratones BAMBI-KO.  

 En vista de los resultados precedentes, se procedió a la caracterización de las 

microbiotas bacterianas en el colon de los ratones WT y BAMBI-KO de ambos animalarios, 

tanto en condiciones homeostáticas como durante el desarrollo de la colitis-DSS, 

mediante la secuenciación masiva de las subunidades 16S del RNA ribosomal. Para la 

obtención de las muestras de microbiota, los ratones WT fueron cruzados con ratones 

BAMBI-KO y posteriormente la progenie F1 (BAMBI+/- heterozigotos) cruzados entre sí. En 

cada una de las camadas resultantes de este segundo cruce, se identificaron los ratones 

de genotipo WT y BAMBI-KO homocigotos. A las 3 semanas de vida los ratones WT y 

BAMBI-KO de cada una de las camadas fueron separados en cajas individuales hasta el 

momento de su sacrificio o inducción de colitis-DSS cuatro semanas después. Este 

abordaje experimental se utilizó para minimizar al máximo la influencia de la madre en la 

composición de las microbiotas del adulto.  

 El estudio diferencial de las microbiotas se realizó valorando tanto la diversidad-α 

(Índice de Shannon), que determina cuántas especies microbianas hay en una muestra, y 

la diversidad-β, que nos da una estimación de como de diferentes son las composiciones 

de las microbiotas de dos grupos experimentales distintos. Como se muestra en la Figura 

13, el Índice de Shannon fue similar en los 8 grupos experimentales analizados. Tampoco 

se obtuvieron diferencias significativas en todas las comparaciones de diversidad-β 

realizadas, aunque la comparación entre los grupos de ratones WT y BAMBI-KO 

estabulados en el animalario convencional y en donde se indujo colitis-DSS dio un valor 

estadístico muy cercano a la significación (p= 0.058) (Figura 13).  
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Figura 13. Caracterización de las microbiotas del colon en ratones WT y BAMBI-KO en 
condiciones homeostáticas y tras la inducción de colitis-DSS. Las microbiotas fueron obtenidas a 
partir de pellets fecales de ratones WT y BAMBI-KO, tal y como se describe anteriormente. Las 
secuencias de los genes codificantes para las subunidades 16S del RNA ribosomal fueron 
analizadas con el programa LEfSE para la estimación del Índice de Shannon y de la diversidad-β. 
Se analizaron 4-5 microbiotas por cada grupo experimental 

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la composición global de las 

microbiotas en ninguna de las comparaciones de los grupos experimentales realizadas, 

varias especies bacterianas mostraron expansiones solamente en los ratones WT o 

BAMBI-KO criados en un animalario convencional durante la inducción de colitis-DSS. Así, 

varias especies de Bacteroidetes tales como Porphyromonadaceae y Prevotella se 

acumularon preferencialmente en los ratones BAMBI-KO en correlación con la resistencia 

a la inducción de colitis (Figura 14), mientras que varios tipos de Lachnospiraceae se 

asociaron con el desarrollo de colitis-DSS en ratones  WT (Figura 14).  
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Figura 14. “Heatmap” de la distribución de especies bacterianas concretas en ratones WT y 
BAMBI-KO criados en un animalario convencional tanto en condiciones homeostáticas como 
tras la inducción de colitis-DSS. Solamente se observaron expansiones de determinadas especies 
bacterianas en ratones BAMBI-KO (flechas rojas) y WT (flechas azules) durante el desarrollo de 
colitis DSS. 

 

 

KO-DSS 

WT-DSS 
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6. LA AUSENCIA EN NOD2 BLOQUEA LA PROTECCIÓN CONTRA EL 

DESARROLLO DE COLITIS-DSS EN LOS RATONES BAMBI-KO. 

 

NOD2 es un miembro de la familia NLR (NOD-like receptor) de Receptores de 

Reconocimiento de Patógenos (PRR) localizado en el citoplasma de la célula. Junto con 

NOD1, NOD2 reconoce motivos de peptidoglicanos presentes en las paredes bacterianas 

y secretados por estas. En particular, NOD2 reconoce selectivamente muramil dipéptido, 

un dipéptido constituyente de la pared celular de bacterias tanto Gram positivas como 

Gram negativas (Kufer et al., 2006). Mutaciones en NOD2 se asocian frecuentemente al 

desarrollo de Enfermedad de Crohn (Ogura et al., 2001). En referencia al presente estudio, 

es de destacar que en queratinocitos de la piel, NOD2 presenta una posible relación 

funcional con la señalización por TGFβ, a través de TAK1 (Kim et al., 2008), una quinasa 

activada en rutas no canónicas de TGFβ (Sorrentino et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 15. Desarrollo de colitis-DSS en ratones BAMBI-KO/NOD2KO. Se indujo colitis-DSS en 
ratones WT (●), BAMBI-KO (○), NOD2-KO (▲) y BAMBI-KO/NOD2KO (Δ). La evolución clínica de la 
enfermedad se monitorizó valorando la perdida diaria de peso (panel izqdo) y mediante la 
medición de la longitud del colon tras el sacrificio de los animales el día 9 del experimento (panel 
dcha). Los resultados en el panel izqdo se expresan como la media ± SD, mientras que en el panel 
dcho se muestran los valores individuales de los animales estudiados. Las diferencias estadísticas 
resultantes de un análisis Two-Way ANOVA (panel izqdo) y de un test de Mann Whitney (panel 
dcho) se indican como: **(p<0.01), ***(p<0.001). Se muestran resultados de un experimento 
representativo sobre un total de 3 experimentos.  

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Dip%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_positiva
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_positiva
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_negativa
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Teniendo en cuenta las evidencias descritas anteriormente, se analizó la posible 

implicación de NOD2 en la protección contra el desarrollo de colitis en los ratones BAMBI-

KO. Para ello, los ratones BAMBI-KO fueron cruzados con ratones NOD2-KO y en los 

ratones BAMBI-KO/NOD2KO, KO simples y WT resultantes de estos cruces se analizó el 

desarrollo de colitis-DSS. Los ratones WT y NOD2-KO desarrollaron una colitis-DSS severa 

mientras que los ratones BAMBI-KO mostraron protección contra esta enfermedad 

(Figura 15). Sin embargo, la protección observada en los ratones BAMBI-KO se perdió en 

los ratones BAMBI-KO/NOD2KO (Figura 15). 

 

7. LA DEFICIENCIA EN BAMBI PROTEGE CONTRA EL DESARROLLO DE 

CÁNCER DE COLON ASOCIADO A INFLAMACIÓN CRÓNICA 

 

 Sin duda alguna, la complicación más grave asociada a la Enfermedad Inflamatoria 

Intestinal, fundamentalmente la Colitis Ulcerosa, es el desarrollo de cáncer (Yashiro, 

2014). Los resultados descritos anteriormente indican que la expresión de BAMBI 

determina la susceptibilidad al desarrollo de colitis y estudios recientes muestran la 

existencia de una asociación entre el incremento en la expresión de BAMBI y el desarrollo 

de tumores colorrectales agresivos metastásicos (Fritzmann et al., 2009; Togo et al., 

2008). Para valorar si la deficiencia en BAMBI influye sobre el desarrollo de cáncer 

colorrectal asociado a inflamación crónica, los ratones WT y BAMBI-KO recibieron una 

inyección intraperitoneal del cancerígeno azoximetano (AOM), seguido de 3 ciclos de 4 

días de DSS en las semanas 1, 4 y 7 del experimento (Figura 16A). Tras 12 semanas, el 

100% de los ratones WT y BAMBI-KO presentaron nódulos macroscópicos en la región 

distal del colon. Sin embargo, tanto el número de nódulos como la extensión de éstos en 

el colon fue significativamente mayor en los ratones WT que en los BAMBI-KO (Figura 

16B). El análisis anatomopatológico de las lesiones mostró la presencia de 

adenocarcinomas de colon en el 100% de los ratones WT, siendo el 64% de los mismos 

adenocarcinomas invasivos (Figura 16C). Por el contrario, el 76% de los nódulos 

encontrados en el colon de los ratones BAMBI-KO fueron adenomas benignos y solamente 

un 11% fueron adenocarcinomas invasivos (Figura 16C). 
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Figura 16. Protección contra el desarrollo de cáncer de colon en ratones BAMBI-KO. (A) 
Protocolo de inducción de cáncer de colon asociado a inflamación crónica en ratones (B) Número 
de tumores (panel izqdo) y área tumoral (panel dcho) en el colon de ratones WT (●) y BAMBI-KO 
(○). Se muestran los valores individuales de los animales estudiados. Las diferencias estadísticas 
resultantes de un test de Mann Whitney se indican como: **(p<0.01), ***(p<0.001). (C) Imágenes 
macroscópicas representativas y distribución anatomopatológica de las lesiones en los 
mencionados grupos experimentales. Se muestran resultados de un experimento representativo 
sobre un total de 2 experimentos.  
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V- DISCUSIÓN 

 

 Nuestros estudios precedentes han demostrado que BAMBI, un inhibidor de la 

señalización por TGFβ a nivel de la membrana citoplasmática (Onichtchouk et al., 1999), 

regula múltiples aspectos del funcionamiento del SI adaptativo. La deficiencia en BAMBI 

en ratones BAMBI-KO o su inhibición en ratones WT con un AcM anti-BAMBI (clon 

B101.37), potencia la diferenciación de los linfocitos Treg, con potencial tolerogénico, e 

inhibe la de los linfocitos Th17, con potencial pro-inflamatorio, tanto in vitro como in 

vivo, determinando los niveles de expresión de CD25 y de la señalización por IL-2 

(Postigo et al., 2016). Así mismo, los linfocitos B deficientes en BAMBI presentan 

defectos intrínsecos que facilitan su interacción con los linfocitos TFh y potencian su 

actividad proliferativa in vitro, lo que se traduce en un incremento en las respuestas 

inmunes humorales T-dependientes e independientes en los ratones BAMBI-KO tras 

inmunización (Augustín, 2017). En base a estos hallazgos, en el presente trabajo de Tesis 

Doctoral nos propusimos estudiar el papel de este pseudorreceptor de TGFβ en la 

regulación del GALT y en la fisiología intestinal tanto en condiciones homeostáticas 

como durante el desarrollo de colitis y cáncer de colon.  

 Los resultados presentados en nuestro estudio permiten en primer lugar definir 

el papel de BAMBI en el control de la composición del GALT. En condiciones 

homeostáticas, la ausencia de BAMBI en ratones BAMBI-KO provocó cambios 

importantes en la distribución de distintas poblaciones linfocitarias en el GALT en 

comparación con los controles WT. Así, la distribución de linfocitos T en el GALT de los 

ratones BAMBI-KO de entre 2 y 5 meses de edad es claramente distinta a la observada 

en los controles WT, con una disminución en el porcentaje de células T totales y un 

incremento en el ratio de linfocitos T CD4+/CD8+ en las PP y MLN, aunque no en la LP. 

Estos cambios se correlacionan con lo observado previamente en los órganos linfoides 

secundarios convencionales (bazo y ganglios linfáticos periféricos) de estos animales al 

mes de vida (Postigo, 2013), pero no posteriormente, en donde se restaura el ratio 

CD4+/CD8+ observado en los animales WT (Postigo et al., 2016). Un análisis en los 

ratones BAMBI-KO de las subpoblaciones funcionales de linfocitos T CD4+, en cuya 

diferenciación se ha implicado a BAMBI (Postigo et al., 2016), muestra una disminución 
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significativa del porcentaje de linfocitos Th17 en todas las localizaciones del GALT 

analizadas y un incremento en el de Tregs en las PP en comparación con los controles 

WT. En este mismo sentido, Zhang JC et al. han mostrado recientemente que los 

pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crónica presentan un incremento en 

el ratio Th17/Treg en correlación con un aumento en la expresión de BAMBI en los 

linfocitos T CD4+, tanto a nivel proteico como de expresión génica (Zhang et al., 2016). 

Así mismo, los porcentajes de células B220+ y de linfocitos B-GC se encuentran 

incrementados en las PP y MLN de los ratones BAMBI-KO, en correlación con el 

incremento en los niveles de IgG e IgA en el bolo fecal y con las alteraciones en las 

respuestas inmune humorales frente a antígenos T-dependientes e independientes 

previamente descritas en estos animales mutantes (Augustín, 2017). Por todo ello, 

podemos concluir que BAMBI regula de una forma homogénea la composición del SI 

adaptativo periférico, independientemente del entorno en el que las células se 

encuentren; en el GALT y en los órganos linfoides secundarios convencionales (bazo y 

ganglios linfáticos periféricos) los linfocitos están expuestos a cargas antigénicas y 

entornos estimuladores/tolerogénicos muy diferentes. Sin embargo, estos cambios en 

las poblaciones linfocitarias observados en los ratones BAMBI-KO no se asocian con 

alteraciones relevantes en la expresión de citocinas pro- y anti-inflamatorias en íleon y 

colon, al menos en las condiciones analizadas en el presente estudio. 

Un aspecto que queda por esclarecer en el presente trabajo de Tesis Doctoral es 

el mecanismo por el que la deficiencia en BAMBI condiciona las alteraciones en la 

distribución de los linfocitos T y B en el GALT de los ratones mutantes. Como se 

comentará más adelante, nuestros resultados muestran que BAMBI desempeña un 

papel fundamental en el control de la homeostasis del IEp. En base a esto y al papel del 

IEp en la comunicación bilateral que se establece entre el SI del GALT y la microbiota 

intestinal (Mowat and Agace, 2014), podríamos especular que las alteraciones en la 

distribución de las poblaciones linfocitarias en el GALT observadas en los ratones 

BAMBI-KO son secundarias a cambios en la respuesta del IEp a señales del entorno y no 

a un efecto directo de la ausencia de BAMBI sobre la diferenciación y/o activación de 

estas células. Aunque estudios de citometría de flujo complementarios, usando 

quimeras de médula ósea en donde linfocitos del GALT procedentes de ratones BAMBI-
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KO estén bajo la influencia de un IEp de un ratón WT y viceversa, nos ayudarán a 

clarificar esta pregunta, consideramos sin embargo que es el efecto directo de la 

deficiencia en BAMBI sobre la biología de los linfocitos B y T el responsable de este 

fenómeno. Por un lado, los cambios en la distribución de las poblaciones linfocitarias 

encontrados en los ratones BAMBI-KO se observan en la mayoría de las localizaciones 

del GALT analizadas (PP, MLN y LP), mientras que como se discutirá más adelante, la 

expresión de BAMBI en el IEp se restringe al colon. Por otro lado, nuestros estudios 

precedentes usando sistemas in vitro de diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia los 

subtipos Treg y Th17 o cultivos de proliferación de linfocitos B, carentes de cualquier 

otra población celular inmune o no inmune, muestran claramente que bien la ausencia 

de BAMBI en células de ratones mutantes a su inhibición en linfocitos de ratones WT 

con un AcM específico, promueve los defectos mencionados anteriormente (Postigo et 

al., 2016; Augustín, 2017).  

A diferencia de las poblaciones linfocitarias, la deficiencia en BAMBI no indujo 

cambios en la distribución de distintas poblaciones inmunes innatas (células NK, 

macrófagos y distintas poblaciones de DC) en condiciones homeostáticas. 

Recientemente, ha sido demostrado que los macrófagos infiltrantes de gliomas 

expresan BAMBI y dicha expresión parece promover su diferenciación M1 y su migración 

(D. Wang et al., 2018). Sin embargo, en el GALT, tanto en condiciones homeostáticas 

como durante el desarrollo de colitis, no se observaron cambios significativos en el 

porcentaje de estas células entre los ratones BAMBI-KO y los controles WT, aunque 

queda por definir en más detalle el fenotipo M1 o M2 de los mismos en ambas cepas de 

animales y condiciones experimentales. Así mismo, queda por esclarecer el posible 

papel de BAMBI en la diferenciación y/o función de otras poblaciones celulares de la RII. 

En este sentido, es necesario mencionar que al menos durante los procesos de 

diferenciación funcional de los linfocitos Treg, no se encontraron diferencias en la 

capacidad de las DC procedentes de ratones BAMBI-KO o controles WT para inducir la 

diferenciación in vitro de esta población celular (Postigo et al., 2016). 

Uno de los hallazgos más relevantes del presente estudio es la protección contra 

el desarrollo de EII observada en los ratones BAMBI-KO. El modelo de EII utilizado fue el 

de la colitis-DSS, que constituye sin duda alguna el modelo experimental de EII en 
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roedores más utilizado por la comunidad científica. Analizando distintos parámetros de 

evolución y severidad de la enfermedad, los ratones BAMBI-KO mostraron una 

protección muy importante contra el desarrollo de colitis-DSS. Estos resultados 

confirman y amplían el espectro de patologías autoinmunes/inflamatorias en donde la 

ausencia o la inhibición farmacológica de BAMBI inhibe su desarrollo. Nuestro grupo ha 

demostrado previamente que la deficiencia en BAMBI protege a los ratones mutantes 

contra el desarrollo de CIA (Postigo et al., 2016). Este efecto protector también se 

observa en ratones WT tratados con un AcM anti-BAMBI durante el desarrollo de CIA y 

en ratones BAMBI-KO y WT tratados con el AcM anti-BAMBI en modelos de artritis 

psoriásica y de psoriasis cutánea (Álvarez, 2017). En todos estos modelos 

experimentales dependientes de linfocitos Th17 (Cooke, 2006; Khmaladze et al., 2014; 

van der Fits et al., 2009), la protección contra la enfermedad estuvo mediada por 

linfocitos Treg y de acuerdo con esto, la eliminación de estas células con un AcM anti-

CD25 citotóxico indujo la enfermedad en los ratones protegidos (Postigo et al., 2016; 

Álvarez, 2017). Dado que el desarrollo de colitis-DSS también depende de los linfocitos 

Th17 (Ito et al., 2008; Yang et al., 2008), y dado el papel de BAMBI en la diferenciación 

funcional de esta subpoblación CD4+ y de las Tregs (Postigo et al., 2016), inicialmente 

nos planteamos que un mecanismo similar al descrito en los modelos de CIA y psoriasis 

también podría ser responsable de la protección contra la colitis-DSS en ratones BAMBI-

KO. Sin embargo, la protección en estos animales mutantes no se asoció con cambios 

lógicos en los porcentajes de las células Tregs y/o Th17, ni con el de poblaciones innatas 

implicadas en su diferenciación, en la LP de los ratones mutantes tras la inducción de 

colitis-DSS. De hecho, el porcentaje de linfocitos Treg en la LP de los ratones WT durante 

la inducción de colitis-DSS fue significativamente superior al encontrado en los ratones 

BAMBI-KO y los porcentajes de DC CD103+, implicadas en la diferenciación Treg y con 

una actividad protectora durante la inducción de colitis-DSS (Coombes et al., 2007; 

Matteoli et al., 2010; Muzaki et al., 2016), disminuyeron en la LP de los ratones mutantes 

durante la inducción de la enfermedad. Además, la eliminación de los linfocitos Treg 

CD4+CD25+ o la inhibición de la IL-10, una citocina producida por distintas poblaciones 

de linfocitos T CD4 y B reguladores con un papel supresor en la colitis-DSS (Pils et al., 

2011; Yanaba et al., 2011), no modificó la evolución de la enfermedad en los ratones 

protegidos. Por último, los estudios en quimeras de médula ósea nos han permitido 
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concluir que la protección de los ratones BAMBI-KO es independiente de la actividad 

funcional de cualquier otra población inmune con actividad reguladora. Por todo ello, 

podemos concluir que BAMBI es capaz de influenciar respuestas inflamatorias actuando 

en distintos contextos celulares; sobre los linfocitos Treg y Th17 en el caso de los 

modelos de CIA y psoriasis y sobre otras poblaciones celulares no inmunes en el caso de 

la colitis-DSS.  

Además de regular la señalización por TGFβ, BAMBI inhibe la señalización de las 

Activinas y de los BMPs (Onichtchouk et al., 1999).Aunque la inhibición de Activinas 

mediante Follistatin inhibe el desarrollo de colitis-DSS (Dohi et al., 2005), los BMPs 

parecen desempeñar un papel protector en este proceso inflamatorio (Allaire et al., 

2011; Hao et al., 2012). Así pues, la protección contra el desarrollo de colitis-DSS en los 

ratones BAMBI-KO podría estar asociada con un incremento en la actividad de otros 

miembros de la superfamilia TGFβ distintos a los TGFβ propiamente dichos. Sin 

embargo, la protección contra la enfermedad en los ratones BAMBI-KO se perdió tras el 

tratamiento con un AcM anti-TGFβ que selectivamente inhibe TGFβ1, TGFβ2 y TGFβ3, 

pero no BMPs o Activinas (Dasch et al., 1989).  

Los estudios en las quimeras de médula ósea, además de permitirnos descartar la 

posible implicación de mecanismos inmunorreguladores en la protección contra la 

colitis-DSS observada en los ratones BAMBI-KO, constituyeron el punto de partida en la 

identificación del IEp como una estructura fundamental en dicha protección. En este 

sentido, la protección contra la colitis-DSS se asoció al genotipo intestinal y no al del SI 

presente en los distintos grupos experimentales de quimeras. Además, el IEp de los 

ratones BAMBI-KO presentó una menor susceptibilidad a la apoptosis y una 

permeabilidad reducida tras la exposición al DSS. Un aspecto destacable del modelo 

experimental de colitis empleado en el presente estudio es la distribución tan 

restringida del proceso patológico, que afecta a la mitad o dos tercios distales del colon, 

a pesar de que el DSS se administra por vía oral y por lo tanto, todo el tracto digestivo 

queda expuesto a su potencial efecto tóxico (Chassaing et al., 2014). Esta distribución 

es prácticamente coincidente con el patrón de expresión de BAMBI en el IEp en los 

ratones WT. En base a este hallazgo, planteamos que la expresión de BAMBI va a 

modular la inducción de mecanismos protectores en el IEp dependientes de TGFβ en 
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respuesta a señales del entorno. Entre los posibles mecanismos protectores analizados 

hasta ahora en los ratones BAMBI-KO, hemos observado un incremento en los niveles 

de IgG y sobre todo IgA en el bolo fecal y en la expresión en el colon, pero no en el íleon, 

de las defensinas Defcr4 y Defcr-rs10. El incremento en los niveles de IgA e IgG 

secretados al lumen intestinal de los ratones BAMBI-KO se correlaciona con el aumento 

tanto en las respuestas inmunes humorales sistémicas (Augustín, 2017), como en los 

porcentajes de linfocitos B y de B-CG en las PP y MLN del GALT. Por otra parte, el 

incremento en la expresión en el colon de Defcr4 y Defcr-rs10 es ciertamente 

enigmático, ya que estas defensinas son producidas normalmente por las células de 

Paneth del intestino delgado (Ouellette, 2005). Aunque todavía no tenemos una 

explicación a este último fenómeno, los resultados precedentes sugieren que la 

microbiota intestinal puede ser la fuente de las señales del entorno que promueven la 

actividad protectora contra la colitis-DSS en el IEp de los ratones BAMBI-KO. En este 

sentido, los niveles de IgG e IgA en el lumen intestinal (Okai et al., 2016; Palm et al., 

2014; Suzuki et al., 2004; Zeng et al., 2016) y/o la producción de defensinas (Hugot et 

al., 2001; Schroeder et al., 2015; Wehkamp et al., 2005) modulan la composición de la 

microbiota intestinal, así como su accesibilidad a nichos definidos de la mucosa 

intestinal (Donaldson et al., 2018).  

Una prueba convincente del posible papel de la microbiota intestinal en este 

fenómeno es el hecho de que los ratones BAMBI-KO nacidos y criados en un animalario 

SPF no presenten la protección contra el desarrollo de colitis-DSS que se observa en los 

mantenidos en un animalario convencional. Alternativamente, la pérdida de protección 

en los animales BAMBI-KO estabulados en el animalario SPF pudo deberse a la selección 

de alguna sublínea de ratón mutante sensible, aparecida accidentalmente durante el 

proceso de rederiva previo a la introducción de esta cepa en dicho animalario. Esta 

posibilidad quedó descartada al observarse que los ratones BAMBI-KO nacidos en el 

animalario SPF recuperaban la protección contra la colitis-DSS al reintroducirse de 

nuevo en el animalario convencional. Sin embargo, la recuperación completa de la 

protección requiere un periodo de exposición al nuevo entorno de alrededor de un mes. 

Esto sugiere que la interacción de la microbiota con el IEp induce en este último un 

programa de expresión génica específico que tarda un tiempo en ponerse en marcha o 
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estabilizarse, y que por un lado es el responsable de su resistencia/sensibilidad al efecto 

tóxico del DSS y, por otro lado, estaría regulado por la expresión de BAMBI. En este 

sentido, se ha demostrado que la microbiota intestinal es uno de los reguladores 

principales del transcriptoma del IEp, controlando la expresión de aproximadamente el 

10% de los genes (Larsson et al., 2012; Pan et al., 2018; Sommer et al., 2015). La 

expresión diferencial de las defensinas Defcr4 y Defcr-rs10 en el IEp del colon entre los 

ratones BAMBI-KO y WT es compatible con esta posibilidad. Para confirmar esta 

hipótesis, estamos realizando en la actualidad un estudio comparativo del 

transcriptoma global en muestras de IEp del colon de ratones BAMBI-KO y controles WT 

criados en los animalarios SPF y convencional.  

Para analizar en más detalle la posible contribución de la microbiota intestinal en 

los fenómenos descritos con anterioridad, se caracterizaron las microbiotas bacterianas 

en los ratones BAMBI-KO y controles WT criados en los animalarios SPF o convencional 

y en condiciones homeostáticas o tras la inducción de colitis-DSS. La comparación de los 

microbiomas, no mostró grandes cambios entre los distintos grupos experimentales, 

con la excepción de la comparación realizada entre los grupos de ratones B6 WT y 

BAMBI-KO criados en un animalario convencional tras la inducción de colitis-DSS, en 

donde las diferencias casi alcanzan significación estadística. El que las diferencias entre 

estos dos grupos no alcanzasen significación estadística probablemente se deba al 

escaso número de animales analizados, aunque el desarrollo o protección de colitis-DSS 

en los ratones WT o BAMBI-KO de estos grupos, respectivamente, se asoció con la 

expansión de un número limitado de especies bacterianas concretas. Así, la protección 

contra la colitis-DSS en los ratones BAMBI-KO se asoció con un incremento en 

determinadas especies de Bacteroidetes tales como Porphyromonadaceae y Prevotella, 

mientras que el desarrollo de la colitis en los ratones WT se acompañó de una expansión 

de determinadas especies de Lachnospiraceae del género Clostridium. Asociaciones 

entre la disminución de especies de Prevotella y Porphyromonadaceae y el desarrollo de 

colitis en humanos o en el modelo de colitis-DSS en roedores han sido descritas por 

múltiples autores (De Fazio et al., 2014; Ferreira et al., 2011; Hirano et al., 2018; Wang 

et al., 2018; Wlodarska et al., 2011), aunque Prevotella falsenii y Prevotella copri tienen 

un efecto potenciador de la colitis-DSS (Dziarski et al., 2016; Scher et al., 2013). Por el 
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contrario, y en contra de nuestros resultados, son múltiples los estudios que 

demuestran una asociación entre la expansión de especies de Lachnospiraceae con la 

protección contra el desarrollo de colitis (Darnaud et al., 2018; Nakanishi et al., 2015; 

Surana and Kasper, 2017), aunque también se ha descrito la situación inversa, en los que 

la expansión de especies de Lachnospiraceae se correlaciona con EII más severa (Wu et 

al., 2016; Ye et al., 2008; H. Zeng et al., 2016). En este escenario tan complejo, estudios 

adicionales son necesarios para clarificar la contribución real de las distintas especies 

bacterianas mencionadas anteriormente en la protección o desarrollo de colitis DSS en 

los ratones BAMBI-KO y B6 WT, respectivamente, estabulados en el animalario 

convencional.  

Además de bacterias, las microbiotas intestinales contienen comunidades 

complejas de virus, protozoos, hongos y helmintos. Aunque estas microbiotas no han 

sido caracterizadas en nuestro estudio, sus posibles cambios podrían ser responsables 

de las diferencias observadas en cuanto al desarrollo de colitis-DSS entre los ratones WT 

o BAMBI-KO criados en un animalario convencional o SPF. Sin embargo, la pérdida de 

protección contra el desarrollo de colitis-DSS observada en los ratones BAMBI-

KO/NOD2-KO es un argumento de peso a favor de la contribución de la microbiota 

bacteriana en el mencionado efecto protector. Como se mencionó anteriormente, 

NOD2 es un PRR citoplasmático que selectivamente se une al muramil dipéptido 

presente en la pared celular de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, 

pero no de otros microorganismos (Kufer et al., 2006). Aunque se expresa 

fundamentalmente en macrófagos, se ha observado la expresión de NOD2 a nivel de las 

criptas de las vellosidades del íleon en el ratón y a nivel de las células de Paneth en 

humanos (Kobayashi et al., 2005; Lala et al., 2003; Ogura et al., 2003), donde se ha 

asociado con la regulación de la expresión de diversas defensinas, tales como Defcr4 y 

Defcr-rs10 (Kobayashi et al., 2005). Se ha demostrado que, en queratinocitos de la piel, 

NOD2 presenta una relación funcional estrecha con TAK1 para la activación adecuada 

de NF-kB y MAPKs (Kim et al., 2008). TAK1, también conocida como MAP3K7, es una 

serina-treonina quinasa activada por múltiples estímulos tales como TNFα (Sakurai et 

al., 2003), IL-1β (Ninomiya-Tsuji et al., 1999), TLRs (Irie et al., 2000), el receptor 

antigénico de los linfocitos B (Sato et al., 2005) y por TGFβ dentro de las rutas Smad-
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independientes (Yamaguchi et al., 1995). En el IEp la activación de TAK1 previene la 

inducción apoptosis, promueve su proliferación y limita la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno (Kajino-Sakamoto et al., 2008, 2010; Kim et al., 2009). Por su parte, 

la activación de NF-kB también posee un efecto anti-apoptótico en el IEp y potencia las 

respuestas anti-microbianas (Ben-Neriah and Karin, 2011; Peterson and Artis, 2014). En 

base a todas estas evidencias, una posible explicación al efecto protector de la ausencia 

de BAMBI en el desarrollo de colitis-DSS en los ratones estabulados en el animalario 

convencional, es que el reconocimiento de determinadas especies bacterianas por 

NOD2 y la paralela hiperactivación de TAK1, secundaria a la deficiencia de BAMBI, 

conduzca a la puesta en marcha en el IEp de mecanismos, dependientes de NF-kB, que 

potencien la supervivencia y la función de barrera de estas células. Cabe destacar que la 

activación defectuosa de NF-kB en el IEp potencia la severidad de las colitis-DSS (Greten 

et al., 2004; Nenci et al., 2007). Para clarificar esta hipótesis, se está comparando la 

activación de TAK1 y NF-kB en el IEp entre ratones BAMBI-KO y WT, así como valorando 

el efecto de la inhibición farmacológica de TAK1, mediante el tratamiento con el 

inhibidor específico 5z-7-oxozeaenol, en el desarrollo de colitis-DSS en estos animales.  

Las diferencias encontradas en la protección contra el desarrollo de colitis-DSS 

entre los ratones BAMBI-KO estabulados en un animalario convencional con los 

mantenidos en SPF, plantea el problema de hasta qué punto los resultados de las 

investigaciones biomédicas obtenidos en animales mantenidos en condiciones de 

higiene excesiva arrojan conclusiones extrapolables a situaciones reales. En el mundo 

externo, los seres vivos estamos expuestos constantemente a una carga microbiana muy 

elevada y diversa, que obviamente incluyen microorganismos patógenos. El uso de 

animales de experimentación, generalmente ratones mantenidos en condiciones SPF, 

ha permitido el estudio de enfermedades complejas en individuos genéticamente 

homogéneos en donde la influencia ambiental está más controlada. Sin embargo, 

existen cada vez más evidencias, especialmente cuando se analizan respuestas 

inmunitarias, de que los experimentos con ratones de laboratorio no reflejan aspectos 

relevantes del funcionamiento de sistema inmune en individuos en entornos naturales. 

Son varios los estudios publicados recientemente que demuestran que el sistema 

inmune, sus respuestas frente a infecciones y la susceptibilidad frente al desarrollo de 
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patologías inflamatorias, varía entre ratones mantenidos en condiciones SPF y ratones 

salvajes (Beura et al., 2016; Reese et al., 2016; Rosshart et al., 2017). Los resultados de 

nuestro trabajo corroboran estas observaciones e identifican a BAMBI como un sensor 

del entorno a nivel del IEp. En este contexto, a la hora de valorar el potencial terapéutico 

de la inhibición farmacológica de BAMBI en EII, deben valorarse minuciosamente las 

condiciones experimentales en donde se realicen estos estudios.  

Un último aspecto destacable de nuestro estudio es la protección de los ratones 

BAMBI-KO contra el desarrollo de cáncer de colon secundario a inflamación crónica. El 

cáncer de colon constituye la complicación más grave de las colitis crónicas. Varios 

estudios han demostrado la expresión de BAMBI en tumores colorrectales agresivos 

metastásicos (Fritzmann et al., 2009; Togo et al., 2008; Yu and Chai, 2017). Los 

mecanismos por los que BAMBI puede controlar la aparición de tumores en el colon son 

varios. Por un lado, TGFb inhibe la proliferación de las células tumorales en estadios 

tempranos de la enfermedad, pero por otro lado puede promover la progresión tumoral 

en estadios más avanzados (Feagins, 2010; Wakefield and Hill, 2013). Así mismo, como 

hemos demostrado en nuestro estudio, la expresión de BAMBI influye de forma clara en 

el proceso inflamatorio en el colon y de esta forma, puede facilitar la aparición de 

mutaciones en el IEp durante los procesos de proliferación asociados a la reparación 

tisular. Por último, BAMBI es capaz de potenciar la activación de la ruta de señalización 

Wnt/βcatenina (Lin et al., 2008), que desempeña un papel central en la génesis de este 

tipo de tumores (Schneikert and Behrens, 2007; Taipale and Beachy, 2001). En este 

mismo sentido, cabe destacar que TAK1 está implicada en la ruta de transducción no 

canónica de Wnt/βcatenina, que actúa como un mecanismo de inhibición de la ruta 

canónica de Wnt (Smit et al., 2004).  

En conclusión, el presente trabajo de Tesis Doctoral identifica a BAMBI como una 

molécula fundamental en la regulación de la interacción entre el IEp y la microbiota 

intestinal, así como en la composición del GALT. La ausencia de BAMBI en el IEp protege 

a los ratones, que habitan en un entorno con patógenos, contra el desarrollo de colitis 

y cáncer de colon secundario a inflamación crónica. En base a estos hallazgos, nuestro 

estudio permite definir a BAMBI como una nueva diana terapéutica en estos procesos 

patológicos. 
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VI- CONCLUSIONES 
 
 
1.  BAMBI regula la composición del SI adaptativo del GALT. En condiciones 

homeostáticas, la ausencia de BAMBI da lugar a una disminución significativa de células 

Th17 en todas las localizaciones del GALT y a un aumento de Treg en las PP. Así mismo, 

las células B y B-CG se encuentran aumentadas en PP y MLN en ausencia de BAMBI, en 

correlación con el aumento de la inmunidad humoral observado. Sin embargo, estos 

cambios no se asocian con alteraciones relevantes en la expresión de citocinas pro- y anti-

inflamatorias. Por último, la ausencia de BAMBI no indujo cambios en la distribución de 

distintas poblaciones inmunes innatas en el GALT. 

2. Los ratones BAMBI-KO presentan una protección importante frente al desarrollo de 

colitis inducida por DSS. 

3. La protección de los ratones BAMBI-KO contra el desarrollo de colitis-DSS es 

dependiente de TGFb y está asociada al genotipo intestinal, independientemente de la 

actividad funcional de poblaciones inmunes reguladoras. 

4. BAMBI se expresa en el IEp y su expresión se restringe al colon, lo que coincide con la 

distribución del proceso patológico. 

5. El IEp de los ratones BAMBI-KO presenta una menor susceptibilidad a la apoptosis y una 

permeabilidad reducida tras la exposición al DSS. Además, la deficiencia en BAMBI se 

asocia con un aumento en mecanismos de protección del IEp en el colon, como un 

incremento de Acs en las heces y de la expresión de defensinas en estado basal. 

6. La composición de la microbiota intestinal tiene un papel fundamental en el desarrollo 

de la colitis-DSS. Si bien no se encontraron diferencias significativas en la composición de 

la microbiota bacteriana entre ratones WT y BAMBI-KO, la protección de los ratones 

BAMBI-KO frente al desarrollo de colitis-DSS se relaciona con una expansión de 

determinadas especies de Bacteroidetes, y el bloqueo de NOD2 conlleva la pérdida de 

dicha protección. 
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7. La ausencia de BAMBI protege frente al desarrollo de cáncer de colon secundario a 

inflamación crónica. 

Como Conclusión general, nuestro estudio permite identificar a BAMBI como una 

molécula implicada en la regulación de la funcionalidad del IEp y como una posible diana 

terapéutica en EII y cáncer de colon. 
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