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RESUMEN

Antecedentes: las proteinas de union estrecha (UE) regulan
la permeabilidad paracelular. La permeabilidad intestinal puede
estar modulada por la microbiota comensal. Las manipulaciones
de la microbiota intestinal con antibiéticos como la bacitracina y
neomicina han resultado ser utiles para el tratamiento de la diarrea
inducida por Clostridium difficile o los farmacos quimioterapicos.

Objetivos: evaluar los efectos de la deplecion de la microbiota
mediante la administraciéon oral de bacitracina y neomicina sobre
la permeabilidad intestinal y la expresion de las proteinas de UE
en raton.

Métodos: los ratones recibieron por via oral la combinacién de
neomicina y bacitracina durante 7 dias. La permeabilidad intestinal
se cuantificd con el método del dextrano marcado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC-dextrano). La expresion de las proteinas de
UE en el intestino se determiné mediante PCR a tiempo real.

Resultados: los niveles de FITC-dextrano en suero se
redujeron a la mitad en los ratones tratados con antibioticos,
indicando una reduccién de la permeabilidad intestinal. Los
antibi6ticos incrementaron la expresiéon de zonula occludens 1 (ZO-
1), molécula de adhesiéon de union A (JAM-A) y ocludina en ileon
y de ZO-1, claudina-3 y claudina-4 en colon.

Conclusiones: la combinaciéon de neomicina y bacitracina
reduce la permeabilidad intestinal e incrementa la expresién de
Z0-1, JAM-A y ocludina en ileon y ZO-1, claudina-3 y claudina-4
en colon.

Palabras clave: Antibidticos. Microbiota. Proteinas de union
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INTRODUCCION

El epitelio intestinal constituye una barrera permeable y
selectiva, gracias a la presencia de estructuras intercelula-
res de unidn estrecha (UE), que regulan la permeabilidad
paracelular. Las proteinas de UE son proteinas transmem-
brana y proteinas adaptadoras intracelulares. Se han iden-
tificado cuatro proteinas transmembrana: ocludina, claudi-
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nas (24 miembros), molécula de adhesion de union (JAM)
y tricelulina. Estas proteinas transmembrana interaccionan
con las proteinas adaptadoras citosdlicas, como la zonula
occludens (ZO) (1).

Las células epiteliales del intestino estdn en continua
interaccidn con una extensa microbiota intestinal, la cual
puede modular la permeabilidad intestinal directamente,
mediante la liberacién de toxinas, componentes celulares o
metabolitos, o indirectamente, a través de sus efectos sobre
las células inmunoldgicas del hospedador (2).

La ingesta de antibiéticos para el tratamiento de diversas
patologias de origen bacteriano produce obviamente una
alteracion de la microbiota intestinal. Esta alteracién de la
microbiota intestinal puede tener efectos beneficiosos y
contribuir al restablecimiento de la homeostasis intestinal.
Asi, la bacitracina oral se ha utilizado para el tratamiento
de las diarreas asociadas a Clostridium difficile y colitis
(3,4). La neomicina oral estd indicada para la supresion
de la flora bacteriana en pacientes que van a someterse a
una cirugia colorrectal (5,6) o padecen una encefalopa-
tia hepdtica (7). Ademads, la combinacién de neomicina
y bacitracina previene la diarrea inducida por las drogas
quimioterdpicas utilizadas contra el cdncer colorrectal (8).
Sin embargo, el uso prolongado de antibidticos también
se ha descrito como un factor que, al alterar la microbiota
intestinal, puede contribuir al desarrollo y/o mantenimien-
to de patologias intestinales crénicas como la enfermedad
inflamatoria intestinal o el sindrome de intestino irritable,
patologias en las que la permeabilidad intestinal se encuen-
tra alterada (9).

El objetivo del presente estudio es evaluar los efectos
de la deplecidén de la microbiota intestinal producida por
la administracién oral de neomicina y bacitracina sobre la
permeabilidad intestinal de ratones y la expresion de las
proteinas de UE.
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METODOLOGIA
Animales y tratamiento con antibi6ticos

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Eti-
co de Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza
(PI36/12).

Ratones hembras C57BL/10 (5 a 7 semanas de edad) reci-
bieron por sonda oral (0,2 mL) una combinacién de antibidticos
no absorbibles (neomicina 20 mg y bacitracina 20 mg por ratdn,
AppliChem, Barcelona, Espafia) durante 7 dias. La bacitracina
y la neomicina se disolvieron en agua destilada estéril y el pH
de la disolucidn se ajusté a 4,0 para evitar la inactivacion de la
bacitracina. Para evitar la contaminacién por hongos, se afiadi6 el
antifingico pimaricina (5 pg por ratén) a la solucién de antibidti-
cos. Los ratones control recibieron agua destilada estéril (0,2 mL).
Previamente, nuestro grupo ha demostrado que la administracion
oral de estos antibiéticos produce en ratones una gran deplecion
de su microbiota intestinal (10).

Se utilizaron 2 grupos de 8 ratones (control y tratados) para eva-
luar la permeabilidad intestinal in vivo y 2 grupos de 8 ratones (con-
trol y tratados) para estudiar la expresion de las UE.

Permeabilidad intestinal in vivo

Tras un ayuno de 14 horas, se suministré a cada ratén por sonda
oral 60 mg de dextrano marcado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC-dextrano, FD4, 3.000-5.000 kD, Sigma-Aldrich, Madrid,
Espaiia) por cada 100 g de peso corporal, en un volumen de 0,2 mL.
Se obtuvieron muestras de sangre por puncién cardiaca a las 4 h
de la administracién del FITC-dextrano, ya que se ha descrito que
los niveles de dextrano en suero son maximos en este punto (11).
La sangre se centrifugé a 3.000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente para extraer el suero. Se midio la intensidad de la fluores-
cencia de cada muestra de suero (DTX 880 Multimode Detector,

Beckman Coulter, CA, Estados Unidos) y las concentraciones de
FITC-dextrano se determinaron a partir de curvas estdndar generadas
a partir de diluciones seriadas de FITC-dextrano. Los resultados se
expresaron como ng FITC-dextrano mL™! suero por 100 g de peso
corporal (pc).

Estudio de la expresion del ARNm de las UE

La expresién de ARNm de ZO-1, JAM-A, ocludina, y clau-
dinas-3, -4 y -7 se determiné mediante PCR a tiempo real. Se
tomaron muestras de {leon (6 cm dltimos de intestino delgado) y
de colon proximal de ratones control y tratados con antibiéticos y
se mantuvieron en solucion RNAlater (Ambion, Life Technologies,
Madrid, Spain) a 4 °C durante toda la noche. Posteriormente, las
muestras se mantuvieron a -80 °C hasta la extraccion del ARN
mediante el RNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). El ADN
complementario (ADNc) se sintetiz6 por transcripcion reversa uti-
lizando el AffinityScript Multiple Temperature cDNA synthesis
Kit (Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos) y se utiliz6 para
determinar los niveles de expresiéon de ARNm de las UEs. Las
amplificaciones se realizaron con el sistema StepOnePlus Real-
Time PCR (Life Technologies, Carlsband, CA, Estados Unidos).
La mezcla de la reaccién (10 pL) contenia 4,5 uL. de FastStart
Universal SYBR Green Master (Roche, Mannheim, Alemania),
0,5 puL de cada cebador 30 uM (Tabla I), 2,5 uL de agua destilada
estéril y 2 uL. de ADNc (100 ng uL"). Cada muestra se evalué
por triplicado y se calcul6 la media de los Ct obtenidos. La expre-
sion relativa de ARNm de las UE de cada condicién experimental
(control o tratados) se expresé como ACt=Ct UE—-Ct calibrador. La
expresion del gen GAPDH se utiliz6 como calibrador tras verificar
su estabilidad bajo nuestras condiciones experimentales. Luego, la
expresion relativa de ARNm de las UE se calculé como AACt=ACt
tratados—ACt control. Finalmente, los niveles de expresion relativa
de los genes se convirtieron y se expresaron como cambio relativo
al control (=2724%),

Tabla I. Cebadores utilizados para la cuantificacion de las UE mediante PCR a tiempo real

Gen Referencia Numero de acceso en GenBank  Cebadores sentido y antisentido
z0- 2 V001 163574.1 CCACAGCTGAAGGACTCACA
ocludins 22 NM_008756.2 TCACCAGCAGCCATGTACTC
A 22 NM_172647.2 ACCAGACGLCAMAAATCARG
Clauin3 @ NM_009902 4 CTGGCANGTAGLTGCAGTE.
Claudins4 @ NM_009903 2 ACTCAGCACACCATGACTTG
Cluina-7 @ eTcacAGCTTIGCTTICA

Setaaciing rimerbank NM_007393.3 GGCTGTATTCCCCTCCATCG

CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
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Analisis de datos y estadistica

Los resultados se expresaron como la media + E.E.M. con n indi-
cando el nimero de animales utilizados. Los datos se compararon
con el test de Mann-Whitney U y diferencias con valores de p < 0,05
se consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Efecto de la neomicina y bacitracina sobre
la permeabilidad intestinal

Como se observa en la figura 1, los ratones tratados con
agua mostraron unos niveles de FITC-dextrano en suero de
2009 + 473,5 ng mL' de suero por 100 g de peso corpo-
ral. Los ratones tratados con antibidticos mostraron unos
niveles de FITC-dextrano reducidos a la mitad aproxima-
damente (973,4 + 172,8 ng mL"' de suero por 100 g de peso
corporal) respecto a los controles.

Efecto de la neomicina y bacitracina sobre
la expresion de ARNm de las UE

La figura 2 muestra los niveles de expresién de ARNm
de ZO-1, JAM-A, ocludina y claudinas 3, 4 y 7 en ileon
(Fig. 2A) y colon (Fig. 2B) de los ratones tratados con los
antibioticos respecto a los controles. El tratamiento con
antibidticos incrementd significativamente la expresion de
Z0-1, JAM-A y ocludina en ileon y de ZO-1, claudina-3
y claudina-4 en colon.

DISCUSION

Resultados previos de nuestro grupo han demostrado
que la administracion oral de neomicina y bacitracina
en ratones produce una gran deplecién de su microbiota
intestinal, una ligera inflamacion intestinal, asi como una
reduccion de las deposiciones fecales, un enlentecimiento
del transito intestinal y una reduccién de la contractilidad
en el ileon y colon in vitro (10). En el presente trabajo eva-
luamos en estos mismos ratones tratados con antibidticos
la permeabilidad del intestino delgado y colon al FITC-
dextrano tras 4 horas de su administracién. Otros autores
han demostrado que el dextrano marcado con FITC puede
llegar al colon a las 3 h (12) y alcanzar concentraciones
maximas en el suero a las 4 h de su administracién por
via oral (11). Nuestros resultados revelan que los ratones
tratados con neomicina y bacitracina muestran en estas
condiciones una permeabilidad intestinal reducida al
FITC-dextrano. Sin embargo, otros autores han demos-
trado que la bacitracina incrementa la absorcion parace-
lular del FITC-dextrano (4.000 kD) en células epiteliales
de carcinoma de colon humano (Caco-2) (13). Por otra
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Fig. 1. Niveles de FITC-dextrano en suero de ratones control y tratados
con neomicina + bacitracina, como medida de la permeabilidad
intestinal. Los resultados se expresan en valores medios (ng mL" de suero
por 100 g de peso corporal, pc), y las barras verticales indican el E.E.M.
de ocho ratones por grupo. *p < 0,05 respecto al control.
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Fig. 2. Niveles de expresién del ARNm de las UE en A ileony B colon de
ratones control y tratados con neomicina + bacitracina. Los resultados
se expresan en valores medios (cambio relativo al control), y las barras
verticales indican el E.E.M. de ocho ratones por grupo. *p < 0,05
respecto al control.

parte, la neomicina incrementa la absorcion de azicares,
a la vez que tiene efectos directos sobre la morfologia del
epitelio intestinal en rata. Sin embargo, la neomicina no
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produce estos efectos en hamster, indicando que existen
diferencias especificas entre las especies en cuanto a la
susceptibilidad del epitelio a la neomicina (14). EIl hecho
de que el transito intestinal esté enlentecido en los ratones
tratados con neomicina y bacitracina podria explicar una
menor llegada de FITC-dextrano a las células epiteliales
intestinales del ileon y colon, y por lo tanto, un menor paso
paracelular de este.

Por otra parte, existen varios ejemplos en los que el tra-
tamiento con antibidticos ha resultado ser eficaz en el res-
tablecimiento de la permeabilidad intestinal normal. Asi,
la ciprofloxacina y el metronidazol mejoran la funcién de
barrera de la mucosa dafiada en ratones con fibrosis quis-
tica (15). La rifaximina oral previene el dafio de la funcién
de barrera intestinal producido por estrés de evitacion al
agua en ratas (16).

Entre los mecanismos que pueden modificar la per-
meabilidad intestinal se encuentran las alteraciones en la
expresion, localizacién y funcién de las proteinas de unién
estrecha (2). En nuestro estudio, evaluamos el efecto direc-
to de la combinacién de neomicina y bacitracina sobre la
expresion génica de algunas de las proteinas que forman
parte de las UE. Todos los segmentos de intestino delga-
do e intestino grueso de raton muestran altos niveles de
expresion de ZO-1, JAM-A, ocludina y claudinas -3, -4 y
-7 (17). En nuestro estudio, la deplecion de la microbiota
mediante la administracién de los antibidticos neomicina
y bacitracina indujo un incremento en la expresion génica
de ZO-1, JAM-A y ocludina en ileon y de ZO-1, claudi-
na-3 y claudina-4 en colon. Estos resultados indican que
la microbiota intestinal podria modular la transcripcién de
estas proteinas y, a su vez, regular la permeabilidad intes-
tinal. Sin embargo, hay que tener en cuenta que cambios
en la expresion génica no siempre implican un cambio en
los niveles de proteina funcional y, por lo tanto, un cambio
en la funcionalidad de las uniones estrechas.

Nuestro estudio demuestra que la microbiota podria
regular la expresion génica de las proteinas de unién
estrecha de diferente manera en ileon y colon. Asi, el
incremento de expresion de las proteinas ZO-1, JAM-A'y
ocludina podria contribuir a la permeabilidad reducida al
FITC-dextrano observada en el {leon. Se ha descrito que
las proteinas ZO podrian tener un papel importante en la
regulacién del ensamblaje de las uniones estrechas (1).
Estudios in vivo e in vitro han demostrado que JAM-A
participa en la regulacién y mantenimiento de la barrera
formada por las uniones estrechas (1). Ratones con caren-
cia del gen JAM-A muestran una mayor permeabilidad al
dextrano en el colon comparado con los ratones normales
(18). Estudios en células Caco-2 e intestino de ratén han
demostrado que la disminucidn en la expresion de ocludina
induce un incremento en la permeabilidad paracelular a las
macromoléculas (19).

Por el contrario, el incremento de expresion de las pro-
teinas ZO-1, claudina-3 y claudina-4 podria contribuir a la
permeabilidad reducida al FITC-dextrano observada en el

Rev Esp EnrerM DiG 2015; 107 (11): 672-676

colon. Asi, la claudina-3 y la claudina-4 estdn implicadas
en la formacién de barrera y disminuyen la permeabilidad
paracelular (1). Sin embargo, la claudina-7, cuyo nivel de
expresion génica no se altera ni en ileon ni en colon, estd
implicada en la formacidn de poros e incrementa la per-
meabilidad paracelular (1), lo que apoya nuestros resul-
tados.

Por tltimo, se ha demostrado que otros antibidticos pue-
den modificar la expresion de estas proteinas de UE. La
oligomicina evita la redistribucién de la ZO-1 y ocludina
observadas en la disfuncidn de la barrera intestinal indu-
cida por IFN-y y TNF-a (20). La minociclina ejerce un
efecto antiinflamatorio y atentia la reactivacién de la colitis
incrementando la expresion de ZO-1 (21).

En conclusion, la deplecion de la microbiota con neo-
micina y bacitracina reduce la permeabilidad intestinal e
incrementa la expresion de ZO-1, JAM-A y ocludina en
ifleon y ZO-1, claudina-3 y claudina-4 en colon.
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