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Resumen

La leche materna es la fuente ideal de nutrientes y componentes bioactivos que
favorece el desarrollo y supervivencia en los recién nacidos. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado, mediante un modelo murino, que la prolactina (PRL) en la
leche materna es un componente bioactivo que mejora el metabolismo en crias alimentadas
con leche materna alta en grasas. La PRL es una hormona pleiotropica que se encuentra en
altas concentraciones en la leche materna y actla a través de la unién ligando-receptor,
localizado en el epitelio intestinal neonatal. Se ha demostrado que la ausencia de la
sefializacion del receptor de PRL (PRLR) afecta negativamente la abundancia y riqueza de
la microbiota intestinal en roedores al destete, favoreciendo la abundancia de microbiota
asociada a enfermedades metabdlicas. Dado que la microbiota intestinal mantiene una
simbiosis con el epitelio intestinal y su establecimiento ocurre durante la lactancia,
culminando al destete, es importante entender cual es el efecto de la PRL en la funcion de
las células de Goblet, responsables de la secrecion y formacion de moco, importante para la

funcion de barrera del intestino y para la salud de la microbiota intestinal.

Para investigar esto, utilizamos un modelo de ratones lactantes carentes del receptor
de prolactina (Prlr-KO) en edades posnatales de 14 y 21 dias. Evaluamos mediante RT-
gPCR los genes asociados al linaje de secrecion como Atohl sin encontrar cambios
significativos, al evaluar la expresién de Muc2 se observo incremento significativo a lo
largo del tiempo en ambos genotipos. Sin embargo la sefializacién del PRLR no parece ser
esencial para su regulacion basal. A pesar de, a nivel histolégico, observamos mediante la
técnica de PAS (acido periddico de Schiff) una mayor presencia de moco en los ratones
Prir-WT en comparacion con los Prir-KO a los 21 dias. Lo anterior sugiere que la
sefializacion de PRL estd implicada en la formacién de la barrera mucosa del colon hacia el

final de la lactancia.

Palabras clave: Células de Goblet, colon, prolactina, barrera mucosa.
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Abstract

Breast milk is the ideal source of nutrients and bioactive components that support
the development and survival of newborns. Our research group has demonstrated, using a
murine model, that prolactin (PRL) in maternal milk is a bioactive component that
improves metabolism in offspring fed with high-fat maternal milk. PRL is a pleiotropic
hormone found in high concentrations in milk and acts through ligand-receptor binding
located in the neonatal intestinal epithelium. The absence of prolactin receptor (PRLR)
signaling negatively affects the abundance and diversity of the intestinal microbiota in
weaned rodents, favoring the prevalence of microbiota associated with metabolic diseases.
Given that the intestinal microbiota maintains a symbiotic relationship with the intestinal
epithelium and its establishment occurs during lactation, culminating at weaning, it is
crucial to understand the effect of PRL on the intestinal epithelium, in particular on the
function of Goblet cells, which are responsible for mucus secretion important for the

intestine’s barrier function and for the health of the intestinal microbiota.

To investigate this, we used a model of lactating mice lacking the prolactin receptor
(Prlr-KO) at postnatal ages of 14 and 21 days. We evaluated genes associated with the
secretory lineage, such as Atohl, using RT-gPCR but did not find significant changes.
When assessing Muc2 expression, we observed a significant increase over time in both
genotypes; however, PRLR signaling does not appear to be essential for its basal
regulation. Histologically, using the PAS (periodic acid-Schiff) technique, we observed a
greater presence of mucus in Prlir-WT mice compared to Prlr-KO mice at 21 days. These
findings suggest that PRL signaling is involved in the formation of the colonic mucus

barrier towards the end of lactation.

Key words: Goblet cells, colon, prolactin, mucosal barrier.
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1 Introduccién

La lactancia es una etapa crucial en el desarrollo de los mamiferos, ya que aporta
componentes nutricionales e inmunoldgicos, ademas de una serie de hormonas que afectan
diferentes sistemas en el organismo del lactante. Entre estas hormonas, la prolactina (PRL)
juega un papel central, no solo en la produccion de leche, sino también en la regulacién de

otros procesos bioldgicos, como en el metabolismo (de Los Rios y col., 2018b).

La prolactina es una hormona polipeptidica que inicialmente fue descrita por su
capacidad de estimular la lactancia (Borba y col., 2019). Sin embargo, investigaciones mas
recientes han revelado que esta hormona tiene un papel mucho mas amplio en la salud
intestinal. En particular, la ausencia de la sefializacion del receptor de PRL tiene efectos
sobre la abundancia y riqueza de la microbiota intestinal del colon hacia el final de la
lactancia, favoreciendo la abundancia de bacterias relacionadas con enfermedades

metabolicas (Luzardo-Ocampo y col., 2023).

En este sentido, el colon estd protegido por una doble capa de moco, la primera es
una capa interna de espeso gel adherido al epitelio, libre de bacterias, y la segunda es una
capa externa suelta que sirve como habitat para la microbiota (Tailford y col., 2015). Unas
de las células presentes en el epitelio intestinal son las células de Goblet (GC), o células
caliciformes, las cuales son responsables de la produccién de mucina, un componente
esencial del moco intestinal que protege el epitelio del colon, que mantiene una relacién
critica con la microbiota y juega un papel fundamental en la barrera intestinal (Gustafsson y
Johansson, 2022).

Aunque se conoce el papel de la PRL en diversas funciones bioldgicas, su participacién en
la regulacion de la funcion de las células de Goblet durante la lactancia en ratones es
desconocida. Esto resulta especialmente relevante en el contexto de la lactancia, donde la
interaccion entre la PRL presente en la leche materna y el desarrollo intestinal de las crias
podria tener implicaciones clave para la salud metabdlica y gastrointestinal. Debido a esto,
nuestro objetivo fue conocer como la ausencia de la sefializacion del PRLR afecta

especificamente la funcion de las GC en el colon de ratones lactantes.



2 Antecedentes

2.1 Lactancia Materna

La Organizacion Panamericana de la Salud, reconoce a la lactancia materna como
una de las formas mas eficaces de garantizar la salud y supervivencia de los lactantes, ya
que ayuda a prevenir el sobrepeso y la diabetes tipo 2 en la nifiez, ademas de proteger
contra la leucemia y el sindrome de muerte subita infantil (Organizacion Panamericana de
la Salud, 2024). Durante la lactancia, la madre provee a través de la leche materna los
nutrientes necesarios para el desarrollo del recién nacido. Ademas de ello, el Fondo de las
Naciones Unidas para la infancia sefiala que la leche materna también ayuda en la
prevencion de enfermedades como obesidad, diabetes, leucemia, alergias, cancer infantil,
hipertensién y colesterol alto (UNICEF, 2024).

La leche materna es un alimento formado por diversos componentes, entre los que
se enlistan anticuerpos, nucleodtidos, minerales (Bautista, 2016) y hormonas como la
insulina, la adiponectina, la leptina, el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21),
prolactina (PRL), entre otras (de Los Rios et al, 2018a). La PRL se encuentra en altas
concentraciones en la leche materna y es administrada a las crias durante la lactancia. La
transferencia de la PRL en el intestino se da en el yeyuno y en el ileon mediante transcitosis
mediada por su receptor (Gonnella y col., 1989).

2.2 Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada
principalmente por la hipdfisis anterior en los lactotrofos (Bernard, 2019). La PRL también
es secretada en tejidos extrahipofisarios como el sistema inmunologico, el utero y las
glandulas mamarias. Durante la lactancia, la regulacion de la PRL inicia a partir de la
estimulacion del pezon. Factores como la luz, el estrés y el olfato también pueden incitar la

produccion de la prolactina en estos tejidos (Al-Chalabi y col., 2023).



La PRL hipofisaria se compone de 197-199 aminoacidos en mamiferos (Costa-Brito
y col., 2022) y su regulacion esta mediada por dopamina (Al-Chalabi y col., 2023). La
hipofisis se localiza detras del puente nasal en una estructura 6sea conocida como silla turca
y esta conectada al hipotalamo por el tallo infundibular. El hipotalamo participa en la
regulacion de la sintesis y secrecion de diversas hormonas, incluyendo la PRL. La
produccion de esta hormona se regula a nivel de transcripcion génica a través de factores

que estimulan o inhiben su transcripcion (Al-Chalabi y col., 2023).

La hormona liberadora de tirotropina (THR) y la dopamina son secretadas por el
hipotdlamo y modulan la actividad de las células lactotrofas. La dopamina es librada de
forma continua por las neuronas dopaminérgicas desde los botones terminales de los
nervios e interacciona con los receptores D2 en las células lactotréfas, regulando las sefiales
intracelulares e inhibiendo la sintesis de la PRL. La regulacion de la PRL también puede
darse por retroalimentacion negativa al estimular la liberacion de dopamina (Al-Chalabi y
col., 2023).

De acuerdo con Muralidhar y Lee (2013), la PRL fue observada por primera vez en
1928 por Stricker y Grueter cuando inyectaron un extracto de hipdfisis bovina en conejas
pseudoprefiadas y como resultados las conejas comenzaron a lactar. Posteriormente Riddle
y colaboradores (1933) purificaron el extracto de la hipéfisis bovina y comprobaron la
estimulacién de la produccion de leche y finalmente nombraron al extracto como
“prolactina”. En 1970, Li y colaboradores presentaron la primera secuencia de aminoacidos
de PRL ovina y desde entonces se han reportado la secuencia en diferentes especies. Las
funciones mas conocidas de la PRL varian segin el taxon estudiado (Cuadro 1), por
ejemplo, en mamiferos, esta hormona es conocida por ser responsable de la lactancia; en
peces, se le reconoce por su participacion en la osmorregulacion, en cuanto a las aves, se ha

visto involucrada en la regulacion del comportamiento parental (Dobolyi, 2020).

La PRL pertenece a la familia de genes de las hormonas del crecimiento, la
lactogeno placentaria y la somatolactina. Esta familia se origind de un gen ancestral y su
historia evolutiva puede rastrearse hasta los cordados donde se dio la primera duplicacion

del genoma, marcando la transicién hacia los vertebrados. La segunda duplicacion ocurre



en la transicion de agnatos (vertebrados sin mandibula) a gnatostomados (vertebrados con
mandibulas), en esta ronda surge un gen adicional denominado PRL2. La tercera ronda
tuvo lugar después de la divergencia de los teledsteos donde aparece el gen de la

somatolactina b (Ocampo Daza y Larhammar, 2018).

Cuadro 1. Las funciones més conocidas de la PRL por taxon

Taxoén Funcién

Mamiferos Regulacion del ciclo estral y mantenimiento del cuerpo Iteo durante el
embarazo (Phillipps y col., 2020).
Lactancia y cuidado parental (Brown y col., 2017).

Aves APrl:
Cuidado parental, comportamiento de incubacion (Smiley y Adkins-Regal,
2016), parche de cria y lactancia* (Kanematsu, 1980, Wan y col., 2019).

V¥ Prl: Cese de comportamiento de incubacién (Smiley y Adkins-Regal,
2016).

Peces Proceso de osmorregulacion en epitelios branquiales (Takei y col., 2014).

A Prl: comportamiento de crianza y cuidado parental en peces teledsteos
(Royle y Wilson, 2014).

Anfibios Desarrollo y metamorfosis (Kikuyama y col., 2021).

La prolactina es una hormona que regula distintas funciones las cuales pueden variar entre los
taxones. APrl: concentracion elevada de PRL, VPrl: Baja concentracion de PRL. *En aves, se
conoce como leche de buche al fluido secretado en dicho érgano; su produccién es mediada por la
PRL.

Cabe mencionar que no todos los vertebrados expresan todos los genes de esta
familia. Los anfibios, reptiles, aves y peces teledsteos expresan ambos genes de prolactina
(prolactina y prolactina 2); en mamiferos solo se conserva un gen de prolactina, ya que la
PRL2 se perdi6 en este grupo durante la evolucion. Entre las caracteristicas propias de la
PRL destaca que esta hormona no tiene una sola diana, ya que sus receptores son
expresados por diversos 6rganos, siendo en su mayoria células epiteliales, donde promueve

efectos proliferativos (Dobolyi, 2020).

El receptor de prolactina (PRLR) se encuentra en la familia de receptores de
citoquinas tipo | y esta formado por tres dominios: extracelular, transmembranal e
intracelular (Costa-Brito y col., 2022). La distribucion del receptor es amplia, por lo que se

puede encontrar en distintos 6rganos y tejidos (Méndez y col. 2005), incluyendo varios



organos del sistema digestivo, como el estdbmago, duodeno, yeyuno, ileon y colon (Ouhtit y
col., 1994).

La accion de la PRL inicia cuando se une a un homodimero del PRLR formando un
complejo heterotrimérico biolégicamente activo (Costa-Brito y col., 2022). En ratones, el
PRLR tiene dos isoformas, la forma larga y la forma corta. Cuando la PRL se une a la
forma larga, se induce la fosforilacion mediada por JAK2 de proteinas transductoras de
sefiales y activadoras de transduccion (STAT) que translocan al nacleo (Dobolyi, 2020). En
el nucleo, las proteinas STAT se unen a promotores de genes con motivos de union al ADN
de la secuencia activada por y-interferdn y regula los genes diana de la PRL, estableciendo
la via canonica de JAK/STAT. Ademas de la via canonica, la PRL también es capaz de
desencadenar la via P13/AKT o la via MAPK/ERK en ambas isoformas (Costa-Brito y col.,
2022).

La accion de la PRL favorece el metabolismo en diversos tejidos del cuerpo,
incluyendo los principales 6rganos metabdlicos como el pancreas, higado, tejido adiposo,
masculo, intestino e hipotdlamo. En el pancreas, la PRL estimula su desarrollo durante la
etapa perinatal, la proliferacion y supervivencia de las células 3, ademas de promover la
secrecion de insulina inducida por glucosa. La PRL regula el crecimiento hepatico, la
funcién metabdlica hepatica y reduce la acumulacion hepatica de lipidos. El aumento de la
expresion del PRLR en el higado estimula la sensibilidad a la insulina hepética y sistémica.
En el tejido adiposo, la PRL regula el metabolismo de los lipidos y promueve la
adipogénesis y expansion saludable del tejido adiposo y promueve la formaciéon y
activacion del tejido adiposo pardo en ratones neonatos. En el hipotalamo, el aumento de la
expresion del PRLR se ha visto relacionado con la sensibilidad a la insulina en todo el
cuerpo y la reduccién de la expresion de este receptor da lugar a la resistencia a la insulina
e intolerancia a la glucosa (Macotela y col., 2022). La PRL presente en la leche materna se
sugiere puede estar relacionada con la absorcion de nutrientes en el intestino (Hahn-
Holbrook y col., 2019).

En 2018, de Los Rios y colaboradores estudiaron la accion de la PRL de la leche

materna en la prevencion de la obesidad y alteraciones metabdlicas en las crias.



Encontraron que el consumo de una dieta alta en grasas por parte de las madres afecta
negativamente la funcion de la PRL, comprometiendo la funcion y estructura de la glandula
mamaria. Ademas, notaron que las crias tratadas oralmente con PRL, provenientes de
madres con dieta alta en grasa, presentaron una menor adiposidad visceral y mayor
hiperplasia del tejido subcutaneo. Lo que subraya la importancia de la lactancia materna y

la participacion de la PRL en la salud de las crias.

2.3 Colon

El intestino grueso se conecta al intestino delgado mediante la valvula ileocecal,
esta formado por el ciego, el colon y el recto. El colon es una parte esencial del sistema
digestivo, constituye la porcion distal del intestino grueso y despliega diversas funciones
fundamentales. Entre sus papeles principales se incluye la recaptura de electrolitos y agua
(el 80% del agua es absorbido por el intestino delgado y el 20% por el intestino grueso).
Ademas, el colon participa en la absorcién de vitaminas y en la formacién, transporte y
expulsion de las heces (Azzouz, 2023; Bassotti, 2015).

El transporte de agua puede seguir dos vias: la ruta paracelular, que ocurre entre los
espacios de las uniones celulares, y la ruta transcelular a través de las membranas celulares.
La absorcion de agua y electrolitos se realiza en respuesta a un gradiente osmético dictado
por la absorcion de electrolitos. El sodio es absorbido por canales de sodio, el potasio entra
o sale segln la concentracién del mismo en el lumen y los iones de cloruro se intercambian
por iones de bicarbonato por el gradiente electroquimico (Bassotti, 2015). En lo que
respecta a la absorcion y produccion de vitaminas en el colon, la microbiota desempefia un
papel crucial, ya que producen cantidades importantes de vitaminas como la vitamina K y
las vitaminas B, mediante procesos de fermentacidn. Estas vitaminas son producidas por

bacterias del colon y luego absorbidas en la sangre (Azzouz, 2023).

El epitelio del colon esta formado por distintos tipos celulares los cuales derivan de
las células madre que expresan el receptor acoplado a la proteina G (Lgr5) que se localizan

en el fondo de la cripta. EI mantenimiento de las células madre y la diferenciacion celular



en el intestino requieren de la participacion de diferentes vias de sefializacion, incluidas
Whnt/ B-catenina, proteina morfogénica 6sea (BMP) y P13-quinasa/Akt y Notch (Kim y Ho,
2010).

2.3.1 Desarrollo del Colon

En el desarrollo embrionario de ratones, entre el dia embrionario 8 (E8) y E9.5 se
forma el tubo intestinal (Sprangers y col., 2021). El epitelio intestinal surge a partir del
endodermo, una de las tres capas germinales primarias, bajo la influencia de factores de
crecimiento que actlan segun el patrén anteroposterior. En el caso del segmento anterior
estd modelado por la expresion de Sox2 y Hhex mientras que en la regién posterior se
expresa la proteina caudal homebox 2 (Cdx2) (Noah y col., 2011). El proceso de formacion
del tubo intestinal embrionario ocurre por el plegamiento del endodermo desde los
extremos anterior y posterior, denominado tubulogénesis endodérmica. Una vez que el tubo
intestinal esta completamente formado, hacia el E14, el epitelio simple forma un epitelio
pseudoestratificado y el tubo se engrosa y alarga, conforme aumentan las dimensiones del
tubo, el epitelio se convierte en epitelio estratificado con células apicales conectadas por
células basales y complejos de unién. Posteriormente, el organismo se reorganiza a estado
columnar. A partir del E16.5 el epitelio madura y las células precursoras se diferencian
(Sprangers y col., 2021; Noah y col., 2011).

El epitelio del colon estd organizado en criptas intestinales, también conocidas
como criptas de Lieberkihn (Litvak, 2018). Estas criptas albergan células diferenciadas del
linaje de absorcion (colonocitos) y secrecidn (células de Goblet, enteroenddcrinas y de
penacho) en la zona superior de la cripta, al fondo de esta se encuentran las células madre
(Lgr5) (Figura 1). Las células madre constantemente dan lugar a las células indiferenciadas
precursoras del linaje de secrecidn y absorcién, lo que permite la renovacion del epitelio

cada 5 dias (Noah y col., 2011; Sprangers y col., 2021).

La diferenciacion celular del epitelio intestinal comienza cuando la célula madre
adulta da lugar a una célula Lgr5 hija que abandona el fondo de la cripta intestinal y migra
a la zona de amplificaciéon de transito (TA). En esta zona, pasa por una breve fase de

proliferacion. Al salir de la TA, la célula se vuelve posmitédtica y ocurre una diferenciacion



terminal. Posteriormente, continda su viaje a la zona superior de la cripta donde cumplira
funciones especializadas. En el fondo de la cripta se encuentran factores importantes
involucrados en la homeostasis intestinal, como Whnt, el factor del crecimiento epidérmico
(EGF), Notch e inhibidores de la proteina morfogénica 6sea (BMP) (Sprangers y col.,
2021).
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Figura 1. Esquema de una cripta de colon o cripta de Lieberkihn. La organizacion celular
dentro de las criptas es fundamental para la homeostasis intestinal. En la parte superior de las
criptas se encuentran las células diferenciadas del linaje de absorcion (colonocitos) y secrecién
(células de Goblet, enteroendécrinas y de penacho). En el fondo de las criptas residen las células
madre (Lgr5+), responsables de la renovacion epitelial mediante la generacion constante de células
indiferenciadas, precursoras de los linajes de absorcion y secrecion, localizadas en la zona de
Amplificacion de Transito (TA) (Noah y col., 2011; Sprangers y col., 2021).

El destino de las células epiteliales del colon depende de la via de Notch, la cual
favorece la eleccion del linaje de absorcion sobre el linaje de secrecion (Figura 2). La
activacion de Notch por sus ligandos (DII1, -3, -4 y Jaggedl, -2) libera el dominio
intracelular de Notch (NICD) en el citoplasma, un evento que ocurre después de la escision
del dominio extracelular del receptor, mediada por la proteasa ADAM10. Posteriormente,
el dominio intracelular es liberado por la escision intramembranal, llevada a cabo por el
complejo y-secretasa. Una vez liberado, el NICD se traslada al nicleo y se une a la proteina
de uniéon al ADN RBP-Jk (también conocida como CSL), lo que convierte un complejo
represor transcripcional en un complejo activador, en cooperacion con la proteina
Mastermind-like (Mam). Este complejo activado induce la transcripcion de Hesl,

favoreciendo la diferenciacion hacia el linaje de absorcién al tiempo que reprime la



expresion de Atohl, un factor de transcripcion crucial para la diferenciacion hacia el linaje
secretor (Noah y col., 2011; Yang y Yu, 2021).

El desarrollo intestinal en ratones continta dos semanas después del nacimiento. La
estructura de la cripta se forma por la constriccion apical dependiente de miosina-1l, asi
como la proliferacién no uniforme. A los 13 dias, la expresion de Lgr5 se desplaza a las
células madre en la base de las criptas maduras, disminuyendo el nimero de células Lgr5,
lo que indica que las células Lgr5 estan madurando. Aunque los niveles de expresion de
Lgr5 aumentan, el namero total de células Lgr5 disminuye durante el desarrollo de las
criptas, indicando la maduracion de estas células. Para que la forma de la cripta ocurra, se
requiere de fuerzas generadas por la constriccion apical dependiente de miosina I,
diferencias locales en la rigidez de la matriz y proliferacion no uniforme (Sprangers y col.,
2021).
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Figura 2. El destino de las células epiteliales esta mediado por la sefializacion de Notch. La
sefializacion de Notch juega un papel clave en determinar el destino de las células epiteliales. Las
células madre del colon pueden diferenciarse hacia dos linajes celulares: las células del linaje de
absorcién (colonocitos) y las células del linaje de secrecion. Este Gltimo linaje incluye células de
Goblet, células enteroendocrinas y células penacho, cuya diferenciacion es inhibida cuando la via
de Notch esta activada. Imagen modificada de Takahashi y Shiraishi (2020).



2.3.2 Colonocitos

Los colonocitos, células del linaje de absorcién, mantienen un metabolismo
energético mediante la fosforilacion oxidativa, lo que requiere de un elevado consumo de
oxigeno. El alto consumo de oxigeno genera una presion parcial de oxigeno, es decir, una
hipoxia epitelial. Debido a esto y a la limitada cantidad de oxigeno que atraviesa la capa
mucosa, la luz intestinal favorece una microbiota anaerobia. La comunidad bacteriana
anaerobia obligada favorece la fermentacion de la fibra consumida por el huésped; en
condiciones que alteran el metabolismo de los colonocitos, aumentan las concentraciones
de oxigeno en la luz intestinal, lo cual beneficia a las bacterias anaerobias facultativas,

dando como resultado un proceso denominado disbiosis en el colon (Litvak, 2018)

Las funciones inmunitarias conferidas al colon requieren de la coevolucion de
comunidades microbianas con el huésped desde una vision ecoldgica. Esta coevolucion
permite beneficios para ambas partes; el huesped es favorecido por la microbiota al
descomponer hidratos de carbono que no pueden ser digeridos por las enzimas propias del
huésped, contribuyendo ademas con el desarrollo inmunitario y el control de patégenos. En
el colon se sitla una gran diversidad de bacterias anaerobias obligadas principalmente de la
clase Clostridia y Bacteroidea, que pueden generar diversas enzimas para diferentes
carbohidratos complejos. Dentro de dicha comunidad también se encuentran bacterias
anaerobias facultativas como Proteobacteria, las cuales no aportan en la digestion de fibra.
(Litvak, 2018).

2.3.3 Células Enteroenddcrinas

Las células enteroenddcrinas representan el 1% de las células del epitelio en el
intestino grueso. Se encuentran dispersas como células individuales, producen y secretan
hormonas. Se han descrito 16 subtipos celulares en el intestino de raton. La especificacion
de las células enteroendocrinas requiere el marcador Neurogenina 3 (Neurog3) y factores
rio abajo de este que determinan los subtipos celulares, entre ellos se encuentran Pdxl1,
IAl/Insm1, Nkx2.2, Pax4 y Pax6 (Noah y col., 2011).
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2.3.4 Células Penacho

Las células penacho, también conocidas como células cepillo, son un tipo celular
poco estudiado, representan aproximadamente un 0.4% de las células epiteliales (Gerbe y
col., 2012). Se caracteriza por microvellosidades largas y gruesas de actina. Es probable
que este tipo celular esté involucrado en la sensacion quimica del contenido presente en el
lumen, basandose en la expresion de proteinas involucradas en la sensacion del gusto (alfa-
gustducina, Tmpr5) y en la secrecion de opioides como respuesta a los nutrientes luminales
(Noah vy col., 2011). Son células quimiosensoriales presentes en organos huecos como el
tracto respiratorio y digestivo. Se ha identificado presentes como respuesta a lesiones
tisulares en el colon, pulmon y estémago. Otra funcién importante de las células penacho es
detectar y repeler la infeccién del parasito a través de la expresion del receptor 1 de

succinato y la secrecion de la citosina IL-25 (DelGiorno y col., 2020).

Si bien las células del linaje de secrecion, al cual pertenecen las células penacho,
requieren de la expresion de Atohl, el marcador especifico de las células penacho no ha
sido determinado. Distintos marcadores han sido relacionados con la diferenciacion de estas
células. La aparicion de las células penacho en el intestino de ratones se ha identificado

mediante el marcador Dckl1 una semana después del nacimiento (Gerbe y Jay, 2012).

2.3.5 C¢élulas De Goblet

Las células caliciformes o células de Goblet (GC) forman parte del linaje secretor y
representan entre el 10 al 15% del epitelio del intestino delgado y hasta el 50% del epitelio
del colon. Son células especializadas en la secrecion de moco y, por ende, responsables de
la barrera mucosa que protege el epitelio (Noah y col., 2011). Las GC mantienen la
homeostasis tisular al secretar diversos factores como proteinas, factores trefoil,
glicoproteinas secretadas como mucina 2 (Muc2) y compuestos bioactivos como las
mucinas unidas a la membrana epitelial (Mucl, Muc3, Mucl7). Estos factores estan
empaquetados dentro de la célula esperando para ser secretados, ya sea por exocitosis en
condiciones fisioldgicas o de forma apocrina o por exocitosis compuesta como respuesta a

un estimulo externo (Kim y Ho, 2010; McCauley y Guasch, 2015).
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La capa de moco que recubre el epitelio intestinal juega un papel fundamental en la
homeostasis intestinal. EI moco estd formado por mucinas, proteinas con cadenas de
oligosacaridos higroscépicos e hidrofilicos, secretadas por las GC (Kim y Ho, 2010). A
diferencia del intestino delgado, el colon presenta dos capas de moco: una capa interna que
estd adherida al epitelio y le confiere proteccion y una capa externa que permite la
colonizacion bacteriana (Bergstrom y Xia, 2013). La capa interna de la barrera mucosa del
colon se forma mediante la fusion de la mucina secretada por las GC y el moco superficial.
Inicialmente estos dos tipos de moco se encuentran separados, pero se combinan para
formar una red estratificada y adherida. La participacion de la transglutaminasa (Tgm3)
permite la autoorganizacion y estabilizacion de la capa mediante enlaces isopeptidicos
covalentes entre glicoproteinas (Luis y Hansson, 2023).

La Muc2 contiene repeticiones en tandem ricas en prolina, serina y treonina
conocidas como dominios PTS. Estos dominios estan altamente glicosilados y presentan a
ambos lados dominios ricos en cisteina, incluyendo el dominio de nudo de cisteina C-
terminal y cuatro dominios D del factor von Willebrand, elementos involucrados en la
dimerizacion y oligomerizacion. Estas caracteristicas estructurales y fisicoquimicas

permiten a la mucina formar una red viscosa (Kim y Ho, 2010).

La O-glicosilacion es un proceso crucial en la biosintesis de las mucinas, que son
componentes esenciales del moco que protege el epitelio del colon. Las mucinas se
biosintetizan, glicosilan y almacenan en el aparato de Golgi (Figura 3). Debido a que las
mucinas y otros componentes de la mucosidad se caracterizan por sus glicanos, esta
modificacion postraduccional dentro del GC es de gran importancia (Bergstrom y Xia,
2013).

A diferencia de los N-glicanos, cuyo nucleo se afiade en el reticulo endoplasmico,
los O-glicanos se construyen en el aparato de Golgi mediante la adicién secuencial de
monosacaridos por glicosiltransferasas especificas. Estas enzimas estan organizadas en el
aparato de Golgi de acuerdo con el orden en que afiaden monosacaridos, permitiendo una

extension controlada y secuencial de los glicanos (Luis y Hansson, 2023).
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Figura 3. Biosintesis y secrecion de mucina (Muc2). Biosintesis y secrecion de mucina (Muc2) en
las células de Goblet (GC) en el colon (modificado de Gustafsson y Johansson, 2022).

La biosintesis de los O-glicanos de tipo mucina comienza cuando una peptidil-N-
acetilgalactosamina transferasa (GalNAc transferasa) afiade una N-acetilgalactosamina
(GalNAC) a los residuos de serina o treonina en las secuencias PTS de Muc2, dando lugar al
antigeno Tn (GalNA ca-O-Ser/Thr) (Ismail y col., 2011). Después de la adicion inicial de
GalNAc, se pueden afadir otros monosacaridos como la galactosa (Gal) o N-
acetilglucosamina (GIcNAc) al C-3 o C-6 del GalNAc unido al péptido, generando una de
las principales estructuras centrales, denominadas Corel a Core4 (nucleo 1 a nucleo 4).
Mediante la enzima B1,3-galactosiltransferasa del nucleo 1 (C1GalT1) sintetiza el ndcleo 1
(Corel), mientras que la enzima formadora del ndcleo 3 (Core3) es la N-
acetilglucosaminiltransferasa del nucleo 3 (C3GnT). Posteriormente, en el ndcleo 1 se
forma el nicleo 2 (Core2) con la ayuda de las N-acetilglucosaminiltransferasas del ndcleo 2
(C2GnT). A medida que estos nucleos pasan por el aparato de Golgi se alargan con la
adicion de mas residuos de Gal y GIcNAc (Figura 4) (Sang y col., 2023; Cheng y
Radhakrishnan, 2011).

13



Monosacéaridos especificos, como la fucosa o el &cido N-acetilneuraminico, pueden
limitar una mayor elongacion. La variabilidad en la glicosilacion en el aparato de Golgi
depende principalmente de las glicosiltransferasas expresadas en cada celula, lo que explica
la alta variabilidad entre diferentes células, érganos y especies. Dado que la biosintesis de
glicanos es secuencial, la actividad de las glicosiltransferasas individuales afecta a
maltiples glicanos (Luis y Hansson, 2023). Las glicosilaciones representan
aproximadamente el 80% de la masa de la mucina. A su vez, el moco esta constituido en un

90-95% de agua, 1-2% de electrolitos, lipidos, proteinas, entre otros (Paone y Cani, 2020).
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Figura 4. Glicosilacion de la Mucina 2. La O-glicosilacion de la mucina MUC2 comienza
con la adicion de N-acetilgalactosamina (GalNAc) mediada por las enzimas ppGalNACTS, lo que da
lugar al antigeno Tn. Este antigeno puede ser modificado de diferentes maneras: por la enzima
C1GalT1, con la asistencia de la chaperona Cosmc, para formar la estructura del ndcleo 1; por la
enzima C3GnT para generar la estructura del nticleo 3; o por la enzima ST6GalNAc (una 02,6
sialiltransferasa) que convierte el antigeno Tn en el antigeno sialil Tn. Las estructuras de los nucleos
1y 3 pueden extenderse para formar las estructuras del nucleo 2 y ndcleo 4, respectivamente; sin
embargo, el antigeno Sialil Tn no puede extenderse més (modificado de Bergstrom y Xia, 2013).

Las interacciones entre la microbiota y el huésped ocurren en el moco que protege

el epitelio, por lo que niveles bajos de mucina o alteraciones en las glicosilaciones de la
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misma pueden traducirse en afecciones importantes tanto en ratones como en humanos
(Engevik y col., 2019; Sang y col., 2023).

2.3.6 Secrecién de Mucina

Las mucinas son glicoproteinas esenciales en la formacion de la barrera mucosa.
Estas proteinas altamente glicosiladas se pueden clasificar en dos tipos: mucinas
transmembranales y mucinas formadoras de gel (Melhem y col., 2021). La estructura de la
mucina permite que los glicanos formen estructuras tridimensionales unidas a los dominios
de prolina, treonina y serina (dominios PTS), las cuales sirven como medio de interaccion

entre la microbiota y el organismo (Johansson y Hansson, 2016).

Las mucinas transmembranales son proteinas tipo 1 que poseen un Gnico dominio
de membrana cerca del extremo C-terminal. La parte N-terminal se localiza en la superficie
de la célula, mientras que el C-terminal puede participar en la sefializacion intracelular. En
el tracto intestinal, se expresan cominmente las mucinas transmembranales Muc3, Muc4,
Mucl2, Mucl3 y Mucl7. Ademéas, Mucl y Mucl6 se regulan al alza en respuesta a
infecciones y cancer (Lindén y col., 2008; Johansson y Hansson, 2016). Las mucinas
trasmembranales desempefian importantes funciones biologicas al formar parte del
glicocalix. Participan en la interaccion célula-celula y célula-matriz, asi como en la
sefializacion celular (Tailford y col., 2015). Las mucinas gelificantes forman el esqueleto
del moco, poseen dominios N- y C-terminales ricos en cisteina que regulan la
oligomerizacion. La mucina més representativa del intestino es la Muc2, en el estbmago y
duodeno se expresa Muc6 y Muc5AC se encuentra normalmente en estbmago y su
expresion en el intestino esta relacionada con procesos infecciosos (Johansson y Hansson,
2016).

La Muc? es el principal componente del moco intestinal. La biosintesis de la mucina
comienza cuando el producto traduccional primario del Muc2 se dimeriza en el reticulo
endoplasmatico (RE) por enlaces disulfuros en el dominio CK. Los dimeros pasan al
aparato de Golgi donde los dos dominios PTS se glicosilan. A lo largo de la via secretora,
el pH cambia gradualmente de 7.2 en el RE a 6.0 en el aparato de Golgi y finalmente a 5.2

en los granulos secretores. Este cambio coincide con el aumento en la concentracion de
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Ca®* intragranular, lo cual puede sugerir que el empaquetamiento de Muc2 es dependiente
del pH y calcio (Ambort y col., 2012).

Entre los factores que inducen la secrecion y el recambio de la mucina en respuesta
a estimulos se encuentran productos microbianos, citoquinas inflamatorias, procesos de
produccion, secrecion y degradacion (Lindén y col., 2008; Melhem y col., 2021). La
liberacion de los granulos de mucina de las GC se mantiene a una velocidad basal por
fusién de vesiculas en la membrana apical. Cuando existe algun estimulo sobre las GC,
ocurre un proceso denominado exocitosis compuesta y provoca la liberacion de la mayoria
de los granulos de moco vaciando todo el interior de la célula y dejando expuesto el
citoplasma. Esta forma de secrecion reduce el tamafio de las células dificultando su
identificacion (Melhem y col., 2021). Una vez que los granulos de mucina son liberados, se
hidratan y se expanden aproximadamente 3000 veces su tamafio en comparacién con los

granulos al interior de las células (Tailford y col., 2015).

La secrecion de mucina también es dirigida por un tipo de GC situadas en la
apertura de la cripta, conocidas como células caliciformes centinelas (sentinel Goblet Cell
senGC), que detectan los ligandos TLR2, TLR4, TLR5 y activan NLRP6, provocando una
liberacion de Ca2+ e induciendo la secrecion de Muc2 de las GC adyacentes (Melhem vy
col., 2021). La expresion y secrecién de mucina es controlada por citoquinas bioactivas
secretadas por células activadas inmunitarias y no inmunitarias. Se clasifican en citoquinas
de tipo 1 (Thi; IL-2, IL-12 e IFN-y) o tipo 2 (Th2; incluyendo IL-4, IL-9, IL-10 e IL-13).
En general, la regulacion transcripcional de las mucinas estd mediada por la induccion de
vias de sefializacién, como JAK/STAT, SAPK/INK o MAPK, que a su vez activan el factor
de transcripcion NF-xB (Melhem y col., 2021).

2.4 Establecimiento de la Barrera Mucosa

El tracto digestivo estd conformado por una capa Unica de células epiteliales
encargada de diferentes procesos de absorcion y secrecion. Esta capa estd en constante

estrés fisico y quimico por lo que requiere de un sistema continuo de proteccion
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(Birchenoug vy col., 2015). La proteccién del intestino ante diversos agentes patdgenos,
incluyendo la microbiota propia, es garantizada por mecanismos como barrera mucosa
(Johansson y Hansson, 2016). A lo largo del tracto intestinal, la capa de moco y la
presencia de las GC difieren en cuanto a distribucién, composicion, organizacion, grosor y
perfil de expresion. La presencia de GC aumenta en porcentaje gradualmente desde el
duodeno (4%) hacia el colon distal (16%) (Melhem y col., 2021).

El colon esta protegido por dos capas de moco, la capa interna permanece unida al
epitelio y es impermeable para las bacterias, mientras que en la capa externa se establecen
las condiciones necesarias para ser el habitat de la microbiota (Johansson y Hansson, 2016).
El mantenimiento del moco intestinal es esencial para mantener una relacién homeostatica
entre la microbiota intestinal y el huésped. Alteraciones en esta dindmica podrian dar como
resultado consecuencias graves para la salud, como colitis, cancer colorrectal y mayor
susceptibilidad a infecciones (Tailford y col., 2015). La renovacion de esta capa incluye la
sintesis, secrecion y degradacion como un ciclo delicado cuya regulacion y equilibrio
garantizan su funcion protectora. La degradacion del moco se da debido a la interrupcién
fisica por las fuerzas de cizallamiento mecanico del peristaltismo® y la actividad enzimética
microbiana (Paone y Cani, 2020). A través de la actividad enzimatica, las bacterias pueden
degradar los glicanos de la barrera mucosa y usarlos como sitios de union y fuente de

energia (Melhem y col., 2021).

2.5 Microbiota del Colon

La microbiota del colon estd formada por billones de células microbianas que
juegan un papel importante en la salud del huésped (Luzardo-Ocampo y col., 2023). El
desarrollo de la microbiota tiene su origen desde el nacimiento, factores como la via de
parto y la alimentacion determinan la composicion de la misma (Béckhed y col., 2016). La
participacion de la leche materna en el establecimiento de la microbiota y en la limitacion

! Cizallamiento mecanico del peristaltismo: fuerzas fisicas ocasionadas por los movimientos
ritmicos de contraccion y relajacion de los misculos del intestino.
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de infecciones gastrointestinales bacterianas y virales se atribuye en parte a la presencia de

las mucinas en la superficie celular como la Mucl y Mucl5 (Lindény col., 2008).

La PRL, un componente esencial de la leche materna, desempefia un papel crucial
en la regulacion del metabolismo de la descendencia. En el caso de los roedores, durante el
periodo de lactancia, la leche materna se convierte en la fuente principal de la hormona. La
ausencia de la sefializacion del PRLR esta relacionada con una mayor abundancia de
microbiota, intestinal relacionada con enfermedades no transmisibles crénicas (por
ejemplo, resistencia a la insulina y obesidad) durante el destete en ratones (Luzardo-
Ocampo y col., 2023). Estudios en ratones y en humanos han mostrado una asociacion
entre la alteracion en la glicosilacion de la mucina y las desviaciones de la ecologia de la
microbiota asi como cambios en la composicion de bacterias especificas (Tailford y col.,
2015).
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3 Justificacion

La lactancia materna representa una de las estrategias més efectivas para asegurar la
salud y la supervivencia de las crias. La leche materna se destaca como la opcion
alimenticia dptima para los lactantes, no solo por ser segura y limpia, sino también por
contener anticuerpos que brindan proteccion contra diversas enfermedades. Ademas, la
leche materna esta compuesta por una variedad de factores como nutrientes, anticuerpos,
hormonas y otros componentes bioactivos, que proveen la totalidad de la energia y los

nutrientes esenciales que un recién nacido requiere.

La prolactina (PRL) es una hormona presente en la leche materna que ha
demostrado estar relacionada con el establecimiento y la regulacion de una microbiota
intestinal favorable. Recientemente, se ha demostrado que la ausencia de sefializacion del
receptor de PRL tiene efectos negativos sobre la abundancia y riqueza de la microbiota
intestinal, beneficiando la proliferacion de microorganismos asociados con enfermedades
metabolicas. Esto sefiala la importancia de la PRL en el mantenimiento de una microbiota

saludable, esencial para el desarrollo y la prevencion de enfermedades.

Dado que la microbiota intestinal mantiene una simbiosis con el epitelio intestinal v,
en particular, con la barrera mucosa del colon, es primordial entender el efecto de la PRL
en la funcion de las células caliciformes (células de Goblet), que son responsables de la
secrecion de mucina y de la formacion del moco. La mucina y la barrera mucosa juegan un
papel esencial en la proteccion del epitelio colénico contra patdgenos y en la regulacion de

la interaccion entre la microbiota y el huésped.

Por lo tanto, investigar como la PRL influye en la actividad y la secreciéon de
mucina por parte de las células Goblet durante la lactancia es crucial para comprender
mejor los mecanismos subyacentes que contribuyen a la salud intestinal en el desarrollo
neonatal. Este conocimiento no solo mejorard nuestra comprension del desarrollo
gastrointestinal, sino que también podria tener implicaciones importantes para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades metabdlicas relacionadas con desequilibrios

en la microbiota intestinal.
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4 Hipotesis

La falta de sefializacion del receptor de prolactina (PRLR) altera la funcion de las

células de Goblet del colon comprometiendo la correcta formacion de la barrera mucosa.

5 Objetivos
Objetivo general

Identificar la participacion de la prolactina en la funcion de las células de Goblet en

el colon.
Objetivos especificos
A partir de un modelo de ratones lactantes con genotipo PRLR™* y PRLR™".

I.  Describir la estructura de las criptas de colon.
Il.  Determinar la presencia de células de Goblet en las criptas de colon.
I1l.  Analizar la estructura de la barrera mucosa del colon durante la lactancia.

IV.  Evaluar la expresion de genes asociados a la diferenciacion y funcion celular.
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6 Meétodos

6.1 Modelo Bioldgico

Se empled como modelo bioldgico a ratones de la cepa C57BL/6 con genotipo WT
(PRLR **) y KO (PRLR ') para el receptor de prolactina (PRLR) en edad postnatal de 14 y
21 dias, proporcionados por el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México bajo el protocolo interno 075. Las condiciones ambientales
de las camadas se mantuvieron con una temperatura de entre 22 y 24° C, periodos de luz-
oscuridad de 12 horas, asi como libre acceso a agua y alimento. Las camadas se ajustaron a

entre 6 y 9 crias al segundo dia de lactancia.
6.2 Extraccion de Colon

Para la evaluacion de la funcion de las GC del colon, se extrajo el intestino de
ratones en las edades antes mencionadas y se clasificaron segin su genotipo. La eutanasia
se realizé bajo la normativa estipulada en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO0O-
1999). Empleando una cadmara de CO2 se logré6 un efecto depresivo y anestésico,
provocando muerte por hipoxia. Posteriormente se realiz6 la dislocacion cervical con la
intencion de descartar que el animal haya resistido a la hipoxia, para ello con ayuda de unas
pinzas se hizo presion sobre la base del craneo mientras con la otra mano se tomo la base de
la cola y se dio traccidon bruscamente para provocar la separacion de las vértebras cervicales
con el craneo. Una vez confirmada la dislocacion, se decapité al animal y se extrajo el

tejido.

Para evitar la degradacion de los tejidos este procedimiento se realizé sobre hielo y
usando PSB frio para retirar cualquier resto de materia fecal dentro del intestino. Los

productos obtenidos se resguardaron a -80°C hasta su uso.
6.3 Histologia de Colon

Se empled la técnica de Swiss roll (Magnus, 1937) para visualizar la estructura
completa del intestino. Para ello, se abrié longitudinalmente el intestino y se enroll6 sobre

si mismo, los tejidos fueron fijados en formalina al 10% al menos durante 24 h, para
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después ser deshidratados y fijados en parafina. Se realizaron cortes de 5 um y se tifieron

con &cido peryodico-Schiff (PAS) y Hematoxilina Eosina.

A partir de las histologias tefiidas con acido periddico-Schiff (PAS), se determind la
cantidad de células caliciformes (GC) y la cantidad de moco en relacion con el tejido. Para
el andlisis de los datos, se hizo una relacion entre el promedio de la GC cercanas al lumen
intestinal y las criptas de cada campo. Se calculo el area que abarcaba la barrera mucosa y
se dividié entre el area del tejido. Con las histologias tratadas con Hematoxilina Eosina, se
midié la profundidad de las criptas. Se analizaron cuatro campos del tejido de cada
individuo. Las fotografias se tomaron en microscopio 6ptico con campo claro a 20x y se
analizaron en el programa Image-Pro Plus 7.0.

6.4 QPCR

6.4.1 Extraccién de ARN

Se empled entre 60 a 70 mg de tejido al cual se le adicion6 500 pL de trizol. Se
sonicd la muestra al 20% de amplitud 15 segundos; el producto se centrifug6 a 12000 rpm,
15 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante y se dejoé reposar durante 5 minutos. Se
adicionaron 100 pL de cloroformo y se homogenizd la muestra; después de reposar tres
minutos, se centrifugd con las condiciones antes mencionadas y se recuperd la fase
transparente del producto a la cual se le afiadi6 250 pL de isopropanol, se dejo reposar
durante toda una noche a -20°C. A continuacién, se centrifugd y se desechd el
sobrenadante, se agregd 500 pL de etanol al 75% y se centrifugd nuevamente. Se decanto el
alcohol y se dejé secar el contenido; con ayuda del spin se eliminaron los restos del etanol.
El producto se resuspendio en agua libre de ARNasas.
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6.4.2 RNA acDNA

Posterior a la extraccion del ARN, se cuantifico la concentracion y se evaluo la
pureza de la muestra utilizando un espectrofotometro Nanodrop (modelo/version). Se
verificaron las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 para asegurar una
buena calidad del ARN. Para confirmar la integridad del ARN, se realizé una electroforesis

en gel de agarosa al 1% Yy se visualizo con el método de tincion GelRed.

Posteriormente, se realizo la sintesis de cDNA a partir de ARN, la retrotranscripcion
se llevo a cabo utilizando el siguiente mix de reaccién para cada muestra: Buffer 1x, 2uL,
dNTPs, 0.8 pL, random primers 2L, enzima RT 1uL, del Kit de transcripcién inversa de
ADNCc de gran capacidad (Applied Biosystems #4368813). A continuacion se realizo la
PCR punto final con las siguientes condiciones: 25°C 10 minutos, 37°C 60 minutos, 37°C
60 minutos, 85°C 5 minutos y finalmente a 4°C.

6.43 QPCR

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) se analiz6
la expresion de genes asociados con la diferenciacion celular en el epitelio del colon y la
formacion de la barrera mucosa a la edad de 14 y 21 dias después del nacimiento. Para ello
se disefiaron oligonucle6tidos especificos para los genes Atohl y Muc2 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencias de oligonucleotidos.

Secuencias de Oligos utilizadas

) o Temperatura
Nombre Sentido Antisentido ] )
de alineacién
Atohl GCCTTGCCGGACTCGCTTCTC TCTGTGCCATCATCGCTGTTAGGG 60.2°C
Hesl GCTCACTTCGGACTCCATGTG GCTAGGGACTTTACGGGTAGCA 60.2°C
Thp ACCCTTCACCAATGACTCCTATG TGACTGCAGCAAATCGCTTGG 60.2°C

Atoh1 (Factor transcripcional de BHLH atonal), Muc2 (Mucina 2), Hes1 (Factor de transcripcién 1
BHLH de la familia Hes1).
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6.5 Analisis Estadisticos

Para el analisis de datos se calculd la media y la desviacion estandar para cada
variable con el fin de determinar la tendencia central y la dispersion de los datos. Se
compar6 la media entre los dos grupos de estudio y se determiné si existian diferencias
estadisticamente significativas, se utilizé la prueba de t de Student. Se consideré como
valor estadisticamente significativo una p<0.05. Para todos los analisis estadisticos y

gréficas de los mismos se utilizé GraphPad Prism 10.
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7 Resultados

7.1 Descripcion de la Estructura de las Criptas de Colon

Se analizé la profundidad promedio de las criptas de colon en ratones Prir-KO en
dos momentos de la lactancia, a los 14 y 21 dias después del nacimiento, para ello se
emplearon histologias tefiidas con hematoxilina eosina. Los resultados indican que la
longitud promedio de las criptas de ratones Prir-KO no presenta diferencias significativas
en comparacion con los ratones del grupo silvestre para ambas edades evaluadas. La
longitud promedio en los ratones en pl4 Prir-WT es de 156.5um, mientras que para los
ratones carentes del receptor de PRL la longitud promedio es de 160.8 um, al comparar
estos datos obtuvimos una p=0.5. Al evaluar la profundidad de las criptas de colon al final
de la lactancia, obtuvimos un promedio de 188.6 y 194.11 um para los ratones Prir-WT y
Prir-KO, respectivamente, la p en esta edad es de 0.5, por lo que no presentan diferencias
significativas (Figura 5).

7.2 Determinacion de la Presencia de Células Caliciformes en las Criptas de Colon.

Para determinar la presencia de las células caliciformes en el epitelio de colon se
analizd la estructura de las criptas mediante cortes histoldgicos tefiidos con PAS. Se llevé a
cabo un analisis detallado de la densidad relativa de GC por cripta de los ratones Prlr-KO y
se compar6 con el grupo silvestre en dos edades especificas, pl4 y p21. Los resultados
mostraron que la cantidad de GC por cripta fue estadisticamente similar entre ambos
grupos y en ambas edades (Figura 6). La cantidad promedio de GC por cripta en p14 fue de
3.1 en ratones silvestres y de 3.3 en ratones Prlr-KO. A los 21 dias después del nacimiento,

el conteo de GC por cripta de colon fue 2.8 en ratones silvestres y 2.9 en ratones Prlr-KO.
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Figura 5. Estructura de las Criptas de Colon. Cortes histologicos de colon tefiidos con
hematoxilina y eosina. Se emplearon entre 4 y 7 ratones por grupo. A) Colon de ratén p14 Prir-WT.
B) Colon de raton p14 Prir-KO. C) Colon de raton p21 Prir-WT. D) Colon de raton p21 Prir-KO. E)
Gréficas comparativas de la profundidad de las criptas en los grupos pl4 y p21. Barra de escala:
100 um. Las lineas rojas sefialan la profundidad de las criptas.
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Figura 6. Determinacién de la presencia de células caliciformes en las criptas de colon.
Cortes histologicos de colon tefiidos con &cido peryodico-Schiff (PAS), se emplearon entre 4y 7
individuos por grupo. A) Colon de raton p14 Prlr-WT. B) Colon de ratén p14 Prir-KO. C) Colon
de ratén p21 Prir-WT. D) Colon de ratén p21 Prir-KO. E) Gréficas de la cantidad de células
caliciformes por cripta en los grupos p14 (p=0.7379) y p21 (p=0.8020). Barra de escala: 100 pum.
La linea punteada limita el area considerada para el conteo de GC en el tejido. Las flechas sefialan

GC tefiidas en azul.
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7.3 Analisis de La Estructura de la Barrera Mucosa del Colon Durante la Lactancia.

Para evaluar la estructura de la barrera mucosa del colon, se realizé un analisis
histologico utilizando tincion de PAS, que destaca las areas mucosas tefiidas en tonos
azules. Se delimitd el rea de las criptas coldnicas y las regiones tefiidas para cuantificar la
relacion entre el &rea de moco Y el tejido de las criptas (Figura 7). El andlisis de la relacion
entre el area de moco y el tejido de las criptas intestinales se realizd en ratones con
eliminacion del receptor de prolactina (Prlr-KO) y en ratones de tipo silvestre (Prir-WT) a
las edades de 14 y 21 dias postnatales. A los 14 dias, la relacion entre el area de moco y el
tejido de las criptas fue similar en ambos grupos, con una relacion promedio de area de
moco y area de tejido de 0.19 en ratones Prlr-WT y 0.23 en los individuos Prlr-KO, dando

como resultado un p=0.135.

Sin embargo, a los 21 dias, se observd un cambio en este comportamiento. Mientras que en
los ratones Prir-WT la cantidad de moco aumento significativamente, con un resultado de
0.36, en los ratones Prir-KO no se observo un incremento comparable, ya que la relacion
entre area de moco Y tejido fue de 0.22. Al comparar los resultados de los ratones silvestres
de 14 a 21 dias, se encontr6 un aumento significativo del drea de moco por area de tejido
con un valor de p=0.006, por el contrario, los ratones con genotipo Prlr"KO no mostraron

un aumento estadisticamente significativo.
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Figura 7. Andlisis de la estructura de la barrera mucosa del colon durante la lactancia.
Desarrollo de la barrera mucosa en cortes histol6gicos de colon tefiidos con &cido peryddico-Schiff
(PAS). A) Colon de ratén p14 Prir-WT. B) Colon de raton p14 Prlr-KO. C) Colon de ratén p21 Prlr-
WT. D) Colon de raton p21 Prir-KO. E) Graficas del desarrollo de la barrera mucosa en los grupos
pl4 (p=0.1351) y p21 (** p=0.0131). F) Graficas de comparacion por edad en cada genotipo Prlr-
WT (**p=0.006) y Prlr-KO (p=0.73). Barra de escala: 100 um. La linea punteada limita el tejido
cuantificado; la linea amarilla limita el &rea de moco tefiido en color azul.
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7.4 Evaluacion de la Expresion de Genes Asociados a la Diferenciacion y Funcién

Celular

7.4.1 Evaluacion la Expresion de Genes Asociadas a la Diferenciacion Celular

Para determinar el efecto de la prolactina en el destino celular del epitelio coldnico,
se evalué mediante RT-gPCR la expresion de Atohl en el colon de los ratones Prir-KO y se
comparo con los ratones silvestres a los 14 y 21 dias posteriores al nacimiento (p14 y p21).
Los datos se expresan en veces de cambio usando el promedio de Prlr-WT p14 como punto
de comparacion a la edad de pl4 y en veces de cambio por edades en Prir-WT. El
promedio de p14 Prlr-KO se uso para veces de cambio para por edades en Prir-KO (Figura
8).

La expresion promedio de Atohl a los 14 dias fue de 4.51 y 5.29, en ratones
silvestres y Prlr-KO respectivamente, con un valor de p=0.24. A los 21 dias después del
nacimiento la expresion promedio de Atohl fue 5.24 en Prir-WT y 5.88 en Prir-KO, el valor
de p=0.71. Los resultados de estos analisis mostraron que no hubo diferencias significativas
en la expresion de Atohl entre los ratones Prlr-KO y Prlr-WT en ambas edades. Al
comparar la expresion de Atohl en pl4 y p21 para cada genotipo se encontrd un valor de

p=0.49 en los ratones silvestres y p=0.71 en ratones nulos para el receptor de PRL.
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Figura 8. Expresion de genes asociados a la diferenciacion celular. Comparacion de la
expresion de Atohl en veces de cambio. A) p14 (p=0.107), B) p21 (p=0.719), C) Prlr-WT (p=0.49)
por edad y D) Prir-KO (p=0.71) por edad. Los datos se presentan con la media + DE.

7.4.2 Evaluacion de la Expresion de Genes Asociados a la Funcion Celular.

La funcién principal de las células de Goblet es la biosintesis y secrecion de
mucina. Para determinar el impacto de la ausencia del PRLR en la expresion de mucina en
las GC, se evalué mediante gPCR la expresion de Muc2 en el colon de ratones con carentes
del receptor de prolactina (Prlr-KO) y se comparé con la expresion en ratones silvestre a las
edades de 14 y 21 dias. Los datos se expresan en veces de cambio usando el promedio de
Prir-WT p14 como punto de comparacion a la edad de p14 y p21, en veces de cambio para
por edades en Prir-WT. El promedio de pl4 Prir-KO se usd para veces de cambio por
edades en Prlr-KO.
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Los resultados muestran que la expresion de Muc?2 entre los ratones Prir-KO y los
ratones Prlr-WT en ambas edades evaluadas (14 y 21 dias) presenta un comportamiento
similar, sin mostrar cambios significativos. Al analizar la expresion de mucina a lo largo
del tiempo, comparando los resultados a los 14 dias contra los resultados a los 21 dias se
observo un incremento significativo en la expresion de Muc2 tanto en el modelo silvestre
como en el modelo Prir-KO con valores de p=0.009 en Prlr-WT y p=0.04 en ratones Prlr-
KO (Figura 9).
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Figura 9. Evaluacion de la expresién de genes asociados a la funcién celular. Comparacion de
la expresion Muc2 en veces de cambio. A) pl4 (p= 0.24), B) p21 (p= 0.78), C) Prlr-WT por edad
(**p=0.009) y D) Prlr-KO (*p=0.04) por edad. Los datos se presentan con la media £ DE.
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8 Discusion

Los analisis morfologicos realizados muestran que la estructura de las criptas de
colon no se ve alterada por la ausencia del PRLR durante la lactancia. La profundidad de
las criptas fue similar entre los ratones Prlr-KO vy los silvestres, indicando que la prolactina
no tiene un efecto significativo en el desarrollo estructural del epitelio del colon en esta
etapa del desarrollo. Este resultado sugiere que, aungue la prolactina ha sido vinculada al
desarrollo de otros tejidos, como el pancreas o el tejido adiposo (Macotela y col., 2022), no
participa de forma directa en la regulacion de la arquitectura de las criptas durante la

lactancia, especificamente en términos de la longitud de las criptas.

El nimero de GC se mantiene constante en los ratones Prlr-KO, al igual que en los
ratones silvestres. Esto sugiere que la sefializacion de la prolactina a través de su receptor
no afecta la diferenciacion celular hacia el linaje secretor del epitelio de colon, al menos en
la cantidad de GC. De igual forma, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de Atohl, un factor clave en la diferenciacion hacia el linaje secretor. Esto puede
sugerir que la proliferacion y la diferenciacion de células progenitoras hacia este linaje
estan reguladas por vias independientes a la sefializacion de la prolactina durante la

lactancia.

Los resultados indican que PRL tiene un papel visible en la modulacion de la
barrera mucosa del colon, particularmente al final de la lactancia. Se encontr6 que los
ratones Prlr-KO no muestran el incremento en la produccion de moco que se presenta
tipicamente en los ratones silvestres a los 21 dias de edad. Lo cual sugiere que la
sefializacion del PRLR es necesaria para el desarrollo adecuado de la barrera mucosa en
esta etapa critica de la transicion hacia la alimentacién sélida. La produccidn de moco, cuya
estructura depende principalmente de mucina 2 (Muc 2), es esencial para la proteccion del
epitelio coldnico y regular la interaccidn con la microbiota, un proceso que parece depender

de la prolactina en etapas finales de la lactancia.

Al comparar la expresion de Muc2 en ratones Prlr-KO y Prlr-WT por edad, se
encontré que no hay diferencias significativas, lo que sugiere que la sefializacion del PRLR

no es esencial para este proceso en términos de regulacion génica basal. Sin embargo, al
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analizar la expresion de Muc2 durante los dias 14 y 21, tanto en los ratones Prir-KO y en
los ratones silvestres se encontrd un incremento significativo de la expresion El incremento
de la expresién de Muc2 a los 21 dias coincide con la transicion hacia la alimentacion
solida asi como una mayor interaccion del epitelio intestinal con la microbiota. Estudios
previos han demostrado que la expresion de Muc2 esta influenciada por factores como el
contacto con componentes bacterianos y la sefializacion de citoquinas derivadas del sistema

inmune (Gustafsson y Johansson, 2022).

En los ratones Prlr-KO, la ausencia del PRLR podria afectar aspectos funcionales
del moco, como su estructura y composicion, los cuales no dependen directamente de la
expresion de Muc2. Esto podria predisponer a estos ratones a una mayor vulnerabilidad
intestinal frente a enfermedades cronicas no transmisibles. Ademas, la falta de sefializacion
del PRLR se ha relacionado con enfermedades como la resistencia a la insulina y la

obesidad durante el periodo de destete (Luzardo-Ocampo y col., 2023).
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9 Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que, aunque la PRL presente en la leche
materna no tiene un papel significativo en la estructura de la cripta o en la proliferacion y
diferenciacion de las células del colon hacia el linaje de secrecion mediada por Atohl, si
tiene participacion en la funcion primordial de las células de Goblet, es decir, en la

formacion de la barrera mucosa.

La hipoétesis planteada en este estudio proponia que la falta de sefializacion del
receptor de prolactina altera la funcion de las células de Goblet del colon, comprometiendo
la correcta formacion de la barrera mucosa. Los resultados muestran que la ausencia de la
sefializacion del PRLR afecto la presencia de moco en las criptas de colon, un componente
esencial en la proteccion fisica, quimica y bioldgica del epitelio. Aunque no se observaron
diferencias significativas en la expresion génica basal de Muc2, la estructura de la barrera

mucosa parece estar comprometida en los ratones Prlr-KO.

Esta investigacion sefiala la importancia de la sefializacion de PRL en la funcion de
las GC durante la lactancia, especialmente al final de la lactancia, cuando el organismo se
prepara para la transicion alimentaria y la interaccion creciente con la microbiota. Estos
hallazgos abren nuevas lineas de investigacion para comprender como la PRL modula la
formacion de la barrera mucosa del colon y como podria influir en la salud intestinal a largo
plazo, particularmente en relacion con la microbiota y su papel en enfermedades

metabdlicas e inflamatorias.
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