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Glosario

Cizallamiento: Es la fuerza aplicada contra una superficie a medida que los
tejidos se deslizan en planos opuestos, pero paralelos. Lo que ocasiona
friccion.

Corteza Cingulada: Es parte del cerebro, situado en el aspecto medial de la
corteza cerebral. La corteza cingulada incluye el giro cingulada. Esta
corteza es usualmente considerada como parte del I6bulo limbico.

Extramural: Se encuentran fuera de la pared del tubo digestivo.

Fibras nociceptivas: Son fibras nerviosas aferentes las cuales mandan
sefiales al cerebro en respuesta estimulos térmicos, mecéanicos y quimicos.
Estas fibras se encuentran en muchos tejidos corporales como la piel,
visceras, vasos sanguineos, musculo, tejido conectivo, periostio y
meninges, etc. Estos receptores transmiten la informacion a través de
fibras nerviosas que son clasificadas dependiendo de su diametro y grado
de mielinizacién en fibras Ay C.

Fibras A¢. Las fibras A se subdividen en los tipos a, B, vy 6. De estos subtipos,
las fibras Ad son las que conducen las sefales nociceptivas. Son fibras de
pequefio diametro y mielinizadas que conducen impulsos nerviosos
relativamente rapidos variando de 5 a 50 metros por segundo. Algunas de
ellas responden a la estimulacion quimica o térmica en forma proporcional
con el grado de lesion tisular; otras, sin embargo, se activan principalmente
por estimulacion mecénica, como presion, lo que muestra que estas fibras
se localizan en el lugar de la lesion. Algunas fibras Ad pueden tener
respuestas polimodales y comenzar a excitarse después de que se haya
alcanzado el umbral alto de excitacion tras la produccion del dafio tisular.

Fibras C; Son fibras nerviosas de conduccion lenta, inferior a la rapidez de
conduccién de las fibras A delta. Son estructuras no mielinizadas o
amielinicas, que responden a estimulos térmicos, mecanicos y quimicos.
Se calcula que existen alrededor de 200 fibras tipo C por centimetro
cuadrado de piel.

Intramural: Referente a que penetran la pared del tubo digestivo.
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Neuronas Aferentes; También conocidas como neuronas sensoriales. Estas
neuronas son las encargadas de llevar los impulsos nerviosos desde los

organos (donde se recibe la sefal) hasta el sistema nervioso central.
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Resumen

Plasticidad Viscerosensorial en Yeyuno de Ratdon Infectado con
Aspiculuris tetraptera
Aspiculuris tetraptera es un gusano observado frecuentemente en las
instalaciones de los laboratorios de investigacion, el cual infecta el ciego y el
colon proximal del raton. No obstante, poco se sabe acerca del impacto de esta
infeccion en la sensibilidad del tracto gastrointestinal. En el presente estudio,
nosotros investigamos los posibles cambios en la actividad espontanea del
nervio mesentérico y la actividad mecanosensorial en las regiones libres de
gusanos en ratones naturalmente infectados con A. tetraptera. En colon y
yeyuno, se encontr6 una mayor cantidad de RNA mensajero de algunas
citocinas pro-inflamatorias en animales infectados, sin embargo, no hay
cambios entre ambos grupos a nivel histolégico. A nivel funcional, la infeccién
incrementa la frecuencia basal de disparo de los nervios mesentéricos en
yeyuno. Ademas, nuestros hallazgos indican que los receptores nicotinicos,
pero no los muscarinicos, participan de igual manera en la actividad
espontanea en animales control e infectados. Sin embargo, y contrario al grupo
control, durante la infeccion, la sefializacion muscarinica se eleva cuando se
aplica un estimulo mecanico. En este trabajo, nosotros mostramos por primera
vez, que las alteraciones en la actividad espontanea inducida por esta infeccion
fueron independientes de la funcién colinérgica, pero los cambios en la
mecanosensibilidad fueron mediados por receptores muscarinicos, y no por los
nicotinicos, y especificamente en las fibras de alto umbral (activadas arriba de
20 mmHg), conocidas por su papel importante en la nocicepcion. Estos
cambios plasticos dentro de la sefializacibn muscarinica podrian funcionar
COMO un mecanismo compensatorio para mantener una respuesta
mecanosensorial completa. Ademas, estos cambios indican que la infeccion
por gusanos localizada en colon puede afectar otros tejidos lejos del sitio de

infeccion.

PALABRAS CLAVE.

Respuesta mecanosensorial; registros aferentes multifibra; ribras sensoriales

gastrointestinales; respuestas colinérgicas; Aspiculuris tetraptera
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Abstract

Viscerosensorial Plasticity in Jejunum of Mice Infected with Aspiculuris

tetraptera

Aspiculuris tetraptera is a pinworm frequently observed in laboratory facilities,
which infests the mice cecum and proximal colon. However, little is known
about the impact of this infection on the Gl sensitivity. Here, we investigated
possible changes in spontaneous mesenteric nerve activity and on the
mechanosensitivity function of worm-free regions of naturally infected mice with
A. tetraptera. Colon and Jejunum showed an increase in pro-inflammatory
cytokines messengers in infested mice, nonetheless, no difference were
observed at histological level between groups. At a functional level, infection
increased the basal firing of mesenteric afferent nerves in jejunum.
Furthermore, our findings indicate that nicotinic but not muscarinic receptors,
similarly affect spontaneous nerve firing in control and infected animals.
However, and contrary to the control group, during infection, the muscarinic
signaling was shown to be elevated when a mechanical stimulus was applied.
In conclusion, we showed for the first time that alterations induced by infection
of the basal afferent activity were independent of the cholinergic function but
changes in mechanosensitivity were mediated by muscarinic, but not nicotinic,
receptors and specifically by high threshold nerve fibers (activated above 20
mmHg), known to play a role in nociception. These plastic changes within the
muscarinic signaling would function as a compensatory mechanism to maintain
a full mechanosensory response and the excitability of nociceptors during
infection. These changes indicate that pinworm colonic infection can target

other tissues away from the colon.

KEY WORDS.

Mechanosensitive response; afferent multifiber recordings; gastrointestinal

sensory fibers; acetylcholine responses; Aspiculuris tetraptera.
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INTRODUCCION GENERAL

Tracto Gastrointestinal (Gl)

El tracto gastrointestinal (GI) es un tubo largo y muscular, compuesto por el
estbmago, duodeno, yeyuno, ileon, cecum o ciego, y colon (Fig. 1). El Gl es
responsable de la digestion del alimento, asimilaciéon de los nutrientes y
eliminacion de los residuos. Este es un 6rgano extraordinario, ya que, durante
el curso de la vida humana, este érgano digerira entre 100 y 700 toneladas de
comida. Se calcula que un britAnico promedio, probablemente consumira a lo
largo de su vida 550 aves de corral, 36 puercos, 36 ovejas, 8 bueyes, 10,000
huevos y en productos lacteos, lo equivalente a 18 toneladas de leche!. Un fino
control neuronal, sensorial, endocrino e inmunolégico permiten que todo esto
pueda ser digerido y absorbido. El area superficial en la cual estos nutrientes
son absorbidos excede los 100 m? y esta en contacto con 10! bacterias (en el
colon), lo que sin duda habla de una proporcién de bacterias 1:1 con respecto

al numero total de células presentes en el cuerpo humano??,

La tarea del Gl no es sencilla, requiere de una fina coordinacion. Esta
coordinaciéon es proporcionada en su mayoria gracias al sistema nervioso
entérico (ENS) que reside dentro de la pared del Gl y a las neuronas aferentes
extrinsecas que inervan el intestino. En conjunto esas neuronas pueden

monitorear y modular las funciones de cada una de las capas del GI.

Las capas de celulares de la pared del Gl se describen brevemente a
continuacion (Fig. 2):

e La capa més interna es la mucosa conformada principalmente por el
epitelio, es una sola capa de células que comprende la interface entre el
lumen intestinal y el medio interno. Las células epiteliales producen
varias secreciones que son esenciales para la digestion. Algunas células
son endocrinas y, secretan péptidos que actuan tanto localmente, en
una manera paracrina 0 neurocrina, como distantemente, actuando

como hormonas al entrar al torrente sanguineo.
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Figura 1. Diferencias en la anotomia del tracto gastrointestinal (Gl) entre humano
y ratén. El Gl puede der dividido en dos regiones: la superior (rojo) y la inferior (azul).
La regién superior esta conformada por el estbmago, duodeno, yeyuno e ileon,
mientras que la inferior por cecum y colon. En la parte interior de la imagen se
muestran dos modelos esquematicos de la anatomia de las vellosidades en el Gl
superior y el Gi inferior. G=células caliciformes. P=células de Paneth, Gs=estomago
glandular, No-Gs=estomago no glandular, Ap=apéndice, Tc=tenia coli. Ha=haustra.
Modificado de Nishiyama et al., 2016*

e Al epitelio le sigue la submucosa que consiste en tejido conectivo
resistente. Esta capa contiene células inmunes (mastocitos Yy
macrofagos), vasos sanguineos y neuronas. Las células inmunes juegan
un papel importante en la proteccibn contra patdégenos, liberando
mediadores que coordinan las respuestas inflamatorias y pueden influir a
las células nerviosas cercanas.

e En la submucosa se puede encontrar una red de neuronas entéricas,
llamado plexo submucoso, este, se encarga principalmente de la
regulacion de la secrecion, sin embargo, también interviene en otros
procesos como motilidad.

e La capa muscular, esta conformada por dos regiones de células
musculares divididas por una capa de neuronas entéricas. Las células



de la capa exterior de musculo estan orientadas longitudinalmente en
direccion a lo largo del intestino. Las células de la capa interna de
musculo estan orientadas en direccion circular. La contraccion del
musculo longitudinal causa encogimiento del intestino, mientras que
musculo circular controla el didmetro luminal.

e La red neuronal inmersa entre las capas de musculo, se le conoce como
plexo mientérico. Este tiene multiples funciones, sin embargo, entre las

principales es el control de la motilidad intestinal.

«— Nervios Mesentéricos

Serosa —{

Musculo longitudinal
Plexo Mientérico—<

Mdsculo circular
Submucosa

Plexo Submucoso

Mucosa

? @ Q Q &

Figura 2. Esquema representativo de las distintas capas del intestino. La capa
mas interna es la mucosa, se encarga de la secrecién y defensa en contra de agentes
infecciosos. La submucosa (en verde), en esta capa de tejido conectivo se encuentran
células inmunolégicas encargadas de la defensa del intestino, también, se encuentra
el plexo submucoso (en gris), el cual es una red neuronal (en circulos de colores
representan los ganglios donde se encuentras los somas de estas neuronas) que se
encarga principalmente de regular la secrecion. Musculo circular (rosa), al contraerse
genera disminucion en el diametro intestinal. Plexo mientérico (azul), se encuentra
entre dos capas de musculo y su principal funcién es la de regular la motilidad
intestinal. Mdsculo longitudinal (rosa), al contraerse genera reduccion de la longitud del
intestino. Serosa (amarillo), esta capa brinda proteccién y asilamiento al intestino.
Todas las capas de intestino pueden ser inervadas por neuronas extrinsecas
(representadas en negro) que son la encargas de monitorear y llevar la informacién

hacia el cerebro.



El plexo mientérico y el submucoso conforman el sistema nervioso entérico,
con un estimado de 100 millones de neuronas disponibles para controlar y
coordinar la actividad gastrointestinal. Algunas de estas neuronas son capaces
de monitorear aspectos del proceso de digestion, es por esto, que son
llamadas neuronas sensoriales intrinsecas. Estas aferentes intrinsecas proveen
las bases de los reflejos locales que controlan la funcion gastrointestinal.
Algunas de ellas proyecta a los ganglios simpaticos prevertebrales pero, no
proyectan al Sistema Nervioso Central (CNS), por lo que no contribuyen a las
sensaciones viscerales, ni a los reflejos cerebro-intestino, excepto
indirectamente  como consecuencia de cambios en la actividad

secretomotora?>’.

Informacioén sensorial en el Gl

La informacién sensorial del Gl viaja hacia el cerebro por medio de dos vias
principales, la via vagal y la espinal (Fig. 3). Las aferentes vagales transportan
informacion hasta el tallo cerebral y su cuerpo celular se localiza en el ganglio
bilateral nodoso/yugular. Las aferentes espinales por su parte llevan la
informacion a la medula espinal y sus cuerpos celulares se encuentran en los
ganglios de la raiz dorsal (DRG), distribuidos a lo largo de la médula espinal?2.
Las fibras aferentes espinales que inervan el Gl pueden ser divididas dentro de
dos poblaciones; pélvicas y esplacnicas. Las neuronas vagales y espinales son
pseudo-unipolares, con una rama del axén proyectando centralmente hasta
terminar en el ndcleo del tracto solitario (nTS) para las aferentes vagales, o
para las aferentes espinales en la asta dorsal de la medula espinal’. La
mayoria de las neuronas del DRG inervan estructuras sométicas, se ha
estimado una proporcion entre el 3% al 7% de neuronas del DRG inervando el
GI°. Por su parte el nervio vago esta integrado en su mayoria por fibras
aferentes vagales superando a las eferentes en una proporcién 10 a 1. Asi, el

nervio vago es un nervio predominantemente sensorial’.

La mayoria de las aferentes vagales tienen umbrales de activacion y
llegan a respuestas maximas dentro de niveles fisiolégicos de distension. En

contraste, las espinales aferentes, son capaces de responder mas alla de los
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rangos fisiolégicos y codifican tanto para niveles fisioldgicos como para niveles
nocivos de estimulacién. Este perfil diferente de respuesta a estimulos es
consistente con la hipoétesis que las aferentes vagales estan involucradas en la
regulacion de funciones gastrointestinales, mientras que las fibras aferentes
espinales son responsables de la nocicepcién. Sin embargo, evidencia reciente
apoya la hipotesis de que las aferentes vagales pueden también modular

experiencias sensoriales®.

Cerebro (@

Tallo cerebral
NG

Columna
dorsal

Nervio Vago

~ -

DRG

”,_ Nervio Espldcnico . A : i
5 Nervio pélvico . 72\

Sensacién—‘ Reflejo y“\‘
Ganglio prevertebral \
\
\ \ Eferente

Figura 3. Esquema de las vias nerviosas aferentes del intestino. Existen dos vias
por las cuales el intestino envia informacion sensorial. Por medio del nervio vago, que
proyecta directamente hasta el tallo cerebral y cuyos cuerpos neuronales se localizan
en el ganglio nodoso (NG). La otra via es a través de los nervios espinales;
esplacnicos y pélvicos que proyectan hasta le médula espinal, cuyos somas estan en

los ganglios de la raiz dorsal (DRG). Imagen modificada de Raffals y Camilleri, 2003°.

Existe una transmision continua de informacién proyectando desde el
intestino al CNS, donde la informacion es procesada y enviada hacia areas

superiores del cerebro. Estudios de imagenologia del cerebro en humanos han



demostrado que las aferentes somaticas pueden causar que la corteza
somatosensorial S1 se active. En contraste, estimulos en el Gl activan al
menos 3 vias ascendentes centrales que atraviesan el tAlamo en ruta hacia la
corteza cerebral donde la informacibn es procesada en areas
somatosensoriales secundarias incluyendo corteza cingulada anterior y

prefrontal®’.

Tanto las terminales axdnicas vagales como las espinales se encuentran
con una distribucibn en capas, incluyendo la serosa y los adjuntos
mesentéricos, musculo, parénquima submucoso, y ganglio entérico’. La
localizacion de estas terminales juega un papel importante en la modulacion de
las propiedades funcionales de cada 6rgano gastrointestinal. Su sensibilidad es
determinada por la localizacién en la pared intestinal, su relacién con otras
células y estructuras, y los receptores y canales idnicos que expresan®. Se han
hecho varias clasificaciones de las fibras sensoriales intestinales en base a su
morfologia, su funcién, y estimulo que las activa. Sin embargo, debido a que la
funcion de estas fibras puede cambiar durante la inflamacién o dafio tisular, la
clasificacion morfolégica parece ser la mas adecuada hasta ahora. Se han

clasificado en 5 tipos principales debido a la localizacion de sus terminales
(Fig. 4):

® Tipo I: Aferentes laminares intraganglionares

Este tipo de fibra es principalmente vagal. Como su nombre lo dice, consisten
en terminaciones aplanadas, que ramifican extensivamente dentro del tejido
conectivo envolviéndose alrededor del ganglio mientérico, estas fibras corren
en paralelo con las fibras de musculo liso de la pared intestinal'!. Debido a que
estan localizadas entre las capas del musculo circular y longitudinal, se
encuentran expuestos a fuerzas de cizallamiento durante el estiramiento
muscular o contraccién. Las aferentes laminares intraganglionares (IGLES)
responden a estimulos de bajo-umbral, con mecanoreceptores sensibles a
tension, los cuales son activados por distension y/o contraccion, y pueden
responder por periodos extendidos durante una distensibn mantenida’. Las

IGLEs detectan distension del tejido circundante por un canal i6nico activado
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por estiramiento que aun no ha sido identificado. Se ha observado que los
axones de estas fibras corresponden a fibras Ad provenientes del ganglio
nodoso?®?. Una caracteristica intrigante de las IGLEs, compartida por muchas de
las aferentes viscerales, es su sensibilidad a varios mediadores biolégicos®3.
Estas fibras son potencialmente excitadas por ATP, probablemente cuando

estos son liberados desde las células dafiadas?®.

Las IGLEs vagales son mayormente encontradas en el esoéfago,
estbmago y el intestino delgado, en densidades decrecientes. Sin embargo, un
tipo similar de terminacion ha sido identificada en el recto, llegando desde las
fibras aferentes espinales que corren en los nervios pélvicos, llamadas IGLEs
rectales o rIGLEs. Estas fibras espinales también responden a estimulos de
bajo umbral, con mecanoreceptores que se adaptan lentamente. Responden a
distension de la pared intestinal con un amplio rango dindmico (WDR), desde
un rango fisiolégico causado por propulsion normal de la materia fecal hasta
extremos nocivos. Las rIGLEs son también activados por contraccion de las
capas musculares circular y longitudinal, posiblemente por medio de fuerzas

compresion actuando sobre el ganglio mientérico®®.

® Tipo Il. Aferentes intramusculares

Los arreglos intramusculares (IMAs) consisten en ramificaciones varicosas
axonicas que corren distancias largas, paralelos al haz de las fibras musculares
tanto en el musculo circular como en longitudinal y terminan en las capas
musculares, mas que en los ganglios?'6. Estas se encuentran en una mayor
densidad en el fondo gastricol” y en las regiones de los esfinteres del
estdbmago donde corren cerca de las células intersticiales de Cajal (ICC)*8. Esta
posicion ha permitido especular que los IMAs, las ICC intramusculares y
posiblemente las fibras eferentes, pueden formar complejos funcionales, quiza
analogos a los husos del musculo estriado. Sin embargo, no existe evidencia

funcional que soporte esta especulacion.

Algunas poblaciones de IMAs responden a bajo umbral con

mecanoreceptores que se adaptan lentamente. Otro tipo de poblaciones
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responde a altos umbrales y menor velocidad de disparo, responden a
distension con un WDR’. Es importante mencionar que muchos de los axones
contienen canales sensibles a capsaicina (TRPV1) y son frecuentemente
peptidérgicos, similares a muchos nociceptores espinales!?. Aunque los IMAs
han sido estudiados extensivamente en vias vagales, terminaciones similares
han sido descritas mas distalmente, especialmente en el intestino delgado, en

nervios espinalest®29,

® Tipo lll. Aferentes mucosas

En el intestino delgado se observan terminales con arreglos no especializados,
gue proyectan a lo largo de la longitud de las vellosidades intestinales, con
algunas fibras acercandose al lado basal de las células epiteliales y algunas
que se ramifican densamente en la vellosidad vecina. Estas fibras son
principalmente aferentes vagales, las cuales no son sensibles a distension o
contraccion del intestino, pero sus mecanoreceptores de adaptacion rapida,
pueden ser activados por frotamiento o por compresién de la mucosa,
generando una rafaga de potenciales de accién. Muchas de estas fibras son
también sensibles a estimulos luminales osmoticos, pH y a quimicos que
atraviesan el epitelio de la mucosa durante la absorcién (aminoacidos, glucosa,
etc.)’?122 o quimicos liberados por las células enteroenddcrinas
(colecistoquinina (CCK), péptido parecido al glucagén 1 (GLP1), gastrina,
amilina, péptido YY, etc.)?®. Existen de 10 a 20 clases de células
enteroenddcrinas, cada una de la cuales liberan un subconjunto de 20
mediadores, usualmente en respuesta a nutrientes. Las células
enteroenddcrinas mas abundantes son las células enterocromoafines que
contienen y liberan gran parte de la serotonina (5-HT) del cuerpo, con efectos

potentes sobre las aferentes mucosas?*.

También se ha encontrado un tipo similar de terminacién mucosa en los
nervios espinales. Estas fibras también son insensibles a distension y
contraccion. Se excitan por frotamiento de la mucosa y son fuertemente
activadas por 5-HT o agonistas de los receptores 5-HTs. Las terminales

espinales mucosas son mas abundantes en las vias lumbosacras que en las
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toracolumbares, pero la estructura detallada de estas terminaciones aun no ha
sido reportada?>26.

Mucosa

Submucosa

M
MP
- LM

Ganglios
Prevertebrales
0 Célula Endocrina

A\ Sitio de liberacion

Axones | del neurotransmisor
sensoriales © Sitio de Transduccién
Viscerofugales
Entéricas Vasculares  Aferentes Aferentes Mucosas- Aferente
aferentes Intragan- Mucosas Musculares Intramuscular
glionicas

Figura 4. Cinco tipos de neuronas sensoriales aferentes en el intestino. Se
ilustran los 5 tipos de terminales sensoriales en el intestino, junto con las neuronas
viscerofugales. Los sitios de transduccion se muestran en circulos abiertos; los sitios
de liberacién del transmisor se muestran en triangulos abiertos. Las aferentes
vasculares son las mas complejas, con axones perivasculares intramurales y
extramurales, y con colaterales en el ganglio entérico, mucosa, muscularis externa y
ganglio prevertebral. Los axones intraganglionares proveen terminales
intraganglionares laminares, mayormente en el ganglio mientérico. Las aferentes
mucosas inervan la mucosa subepitelial. Las aferentes musculares-mucosas, tienen
terminales en la mucosa profunda, cerca de la muscularis mucosae, y las aferentes
intramusculares tienen terminaciones dentro de las capas musculares longitudinal y/o
circular. CM, musculo circular; LM, musculo longitudinal; MP, plexo mientérico. Imagen

modificada de Brookes et al., 2013 7

©® Tipo IV. Aferentes mucosas-musculares

Este tipo de terminales aferentes han sido descritos debido a que presenta
caracteristicas de aferentes mucosas y de aferentes musculares. Estas
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terminales son de bajo umbral de activacién, las cuales responden tanto a
frotamiento como a distensién. Es posible que los axones de estas fibras
bifurqguen y termine tanto en la lamina propia de la mucosa como en la
muscularis externa. Estas terminales aferentes se han descrito principalmente
en vias espinales pélvicas. El papel de estas fibras se desconoce, pero su alta
sensibilidad a cizallamiento de la mucosa sugiere que podrian detectar el

movimiento del contenido sobre la superficie del GI27:16:26,

® Tipo V. Aferentes Vasculares

Estas terminales aferentes se han descrito solamente en nervios espinales, los
cuales dan lugar a axones peri-arteriales delgados que ramifican y se asocian
con puntos de ramificacion arterial mesentérica, aunque también inervan la
serosa del intestino, es importante mencionar que no estan restringidas a vasos
mesentéricos ya que continGan dentro de la pared intestinal, inervando las
arterias y las arteriolas de segundo orden en la submucosa pero no
ramificaciones arteriales mas pequefias o capilares. La misma unidad aferente
puede tener sitios de transducciéon de vasos mesentéricos y submucosos’?’.
Estas aferentes detectan estimulos mecanicos desde los sitios de
mecanotransduccibn en vasos sanguineos extramurales e intramurales,
codificando para contraccion y distension de la pared del intestino y traccién de
los mesenterios con relativamente baja sensibilidad?®. Terminales de este tipo
son sensibles a isquemia, hipoxia y capsaicina y se cree que ellas comprenden
el tipo mayor mecanoreceptor?®. Son también sensibles a cambios en la
velocidad de perfusion, con un incremento en el disparo durante la reducciéon

del flujo®°, aunque esto parece ser mas dependiente en factores mecanicos’.

® Aferentes silenciosas

En varios estudios, se observo la existencia de unidades aferentes que son
silenciosas e insensibles a estimulos mecanicos, sin embargo, se vuelven
activas y mecanosensitivas cuando se exponen a capsaicina 0 a mediadores
de inflamacién. Se ha sugerido que estas aferentes silenciosas pertenecen a

las aferentes vasculares serosas, ya que muestran un amplio rango de
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sensibilidad a estimulos mecanicos y consistentemente estan entre las
aferentes menos mecanosensibles. Son propensas a la modulacion por
mediadores de inflamacion, generando tanto cambios agudos como cambios

en la expresiéon génica a mas largo plazo’.

® Aferentes primarias entéricas viscerofugales

Existe otro tipo de fibras aferentes primarias, las cuales son de origen
intrinseco, denominadas viscerofugales entéricas. Muchas de las neuronas
entéricas son excitadas directamente por estimulos mecanicos y quimicos;
ellas pueden activar reflejos entéricos locales, motores, secretorios y
vasomotores. Sin embargo, las neuronas viscerofugales son neuronas
entéricas aferentes primarias que no tienen conexiones directas con el CNS,
sus cuerpos celulares se encuentran en los ganglios mientéricos y proyectan
afuera del intestino hacia los ganglios prevertebrales. No obstante, no se

descarta que algunas de estas neuronas alcancen la médula espinal.

Las neuronas viscerofugales han mostrado ser directamente
mecanosensibles, pero también activadas sinapticamente por circuiteria
entérica. Sus axones viajan en los nervios mesentéricos, nervios pélvicos y
posiblemente en los nervios esplacnicos y contribuyen a la descarga de

potenciales de accioén registrados en los nervios colonicos?”’.
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PLASTICIDAD VISCEROSENSORIAL EN YEYUNO DE RATON
INFECTADO CON ASPICULURIS TETRAPTERA

INTRODUCCION

Modulacion de la informacion sensorial por gusanos intestinales

Los gusanos intestinales del orden Oxiurida son los parasitos mas comunes en
los animales del laboratorio, presentan una alta prevalencia en bioterios de
todo el mundo3-34. En general, entre las especies de este orden, Syphacia
obvelata y Aspiculuris tetraptera son consideradas los gusanos intestinales del
raton, Syphacia muris de la rata, Syphacia mesocricetus del hamster y
Denstomella translucida del gerbo®. La prevalencia de estas especies en
instalaciones de laboratorio va de un 3 a 90% para Aspiculuris sp y de un 9 a
90% para S. obvelata®33637, Estos parasitos residen en el colon proximal y
cecum del ratén, donde se alimentan con bacterias presentes en el lumen3,
Algunas caracteristicas de estos gusanos, como el ciclo de vida, un periodo
corto de desarrollo, una alta resistividad y un facil esparcimiento de los huevos,
hacen que estos parasitos sean muy dificiles de eliminar®?. Sin una adecuada
eliminacién de los huevos y del parasito, los ratones son re-infectados ya sea
por contacto directo con otros animales infectados, por comida, agua y cama
contaminados con huevos, lo cual resulta en una infeccién cronica dificil de

controlar en los bioterios®°.

Los animales con oxiuriasis parecen ser normales y saludables, ya que
no presentan sintomas clinicos obvios, por esta razén, esta infeccién fue
considerada como nula o medianamente patogénica y algunos investigadores
han considerado a estos parasitos como inofensivos®4°, Sin embargo, algunas
investigaciones apuntan a que estos organismos pueden interferir con el
desarrollo de protocolos y alterar la interpretacion de resultados, debido al
hecho de que estos gusanos pueden inducir una respuesta inmune humoral y
celular del hospedero. Los ratones infestados con S. obvelata mostraron la

presencia de anticuerpos especificos en contra de los antigenos somaticos del
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parasito*!, un incremento tanto en reticulonocitos de la sangre periférica como
en varios linajes de células blancas en la médula 6sea, y un cambio en la
sensibilidad a IL-174?. Ademas, la infecciébn con S. obvelata induce una
respuesta inmune tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), un fenotipo severo en anafilaxis
inducida experimentalmente en ratones BALB/c®®, y una depresién en el
comportamiento exploratorio en ratones C57BL/643,

La Acetilcolina (ACh), es el principal neurotransmisor del sistema
nervioso periférico (PNS), estd involucrada en muchas funciones
gastrointestinales a través de la activacion de los receptores nicotinicos
(nNAChRs) y receptores muscarinicos (MAChRs)*4°. Los receptores nAChRs
son canales activados por ligando, mientras que los mMAChRs son receptores
acoplados a proteinas G. Existen 5 subtipos (M1-M5); M1, M3 y M5 estimulan
la cascada de fosfatidilinositol (via Gg/G11), mientras que M2 y M4 median la
inhibicion de la adenilciclasa (via Gi/Go)*¢4’, todos estos subtipos son
altamente sensibles a ACh ya que se activan desde concentraciones
nanomolares. Se ha demostrado la presencia de mAChRs en el GlI, con M1, M2
y M3 en el plexo mientérico, en el submucoso y en el musculo liso*"—°,
asimismo, por estudios funcionales, se ha postulado la presencia de estos en

las neuronas del DRG®°.

Por su parte, los NnAChRs son menos sensibles a ACh ya que responden
a concentraciones mayores de 10 uM4#4. Estos receptores estan formados por 5
subunidades. En mamiferos existen 11 subunidades; a2-a7, a9, a10 y p2-[34,
los cuales pueden ser homomeéricos o heteroméricos. Han sido detectadas en
el plexo mientérico del intestino de rata a3, a5, a7, B2 y B4; en el plexo
submucoso a a3, a5 y B4°! y en el ganglio nodoso (NG) a2, a3, a4, a5, B2 y
B452. La presencia de estos receptores en neuronas viscerofugales y del DRG
ha sido demostrada electrofisiolégicamente. Se han reportado respuestas
parecidas a a3, a5, a6, a7 y p4°354. La presencia de los mMAChRs y nAChRs en
las neuronas sensoriales refleja la participacién de estos en la sefalizacion

sensorial.
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No hay reportes del impacto de la infeccion por oxiuros en nervios
aferentes mesenterios, contrario con la extensa investigacion en las respuestas
del hospedero provocadas por otros parasitos intestinales como
Nippostrongylus brasiliensis, Trichuris muris, Trichinella spiralis y Schistosoma
mansoni. Estos parasitos pueden alterar la mecanosensibilidad®®®®,
contractilidad®>-%9, liberacion de ACh®°, el transporte de fluidos a través de la
mucosa que es mediado por NnAChRs®!, neurotransmision entérica®?,
modulacién purinérgica de la neurotransmision colinérgica®3, metabolismo de la
ACh y otras variables®4%5, Debido al uso extendido de los ratones en
investigacion, los cuales en muchas ocasiones son infectados de manera
natural con oxiuros, el objetivo de nuestro estudio fue investigar si este tipo de
infecciones puede modificar la actividad espontanea y la mecanosensibilidad
de los nervios mesentéricos del yeyuno (una regiéon libre de gusanos); asi

como, evaluar el papel de la funcién colinérgica en la transmision aferente.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Ratones machos de la cepa C57BL/6 fueron se obtuvieron del Instituto de
Neurobiologia, Campus Juriquilla, UNAM. Los animales tuvieron acceso a
comida y agua ad libitum. Todos los experimentos fueron realizados de
acuerdo con el comité de ética de del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnolégica, apegandose a la norma oficial mexicana (NOM-062-
Z00-1999).

Infeccién e identificacion del parasito

Se usaron dos grupos de ratones; el grupo control y el grupo infectado con
gusanos intestinales de manera natural y crénicamente. La infecciébn de los
ratones se obtuvo en cerca del 100% de los casos, por medio del alojamiento
de los animales (durante 4 a 6 semanas) en cajas que contenian animales
previamente infectados. En ambos grupos el contenido total del intestino
delgado y del intestino grueso se preservo en una solucién de etanol al 70%,
para su posterior identificacion. Con el andlisis visual en microscopio de luz
(Leica DM750) no se observaron gusanos en el grupo control, mientras que en

el grupo infectado contenian gusanos de un solo género.

Los gusanos fueron identificados de acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas y por métodos moleculares. Nosotros observamos los
especimenes recolectados en un microscopio de luz (Leica DM750) para
identificar las estructuras principales. Las fotografias se tomaron usando la
camara Leica (ICC50HD). Dos de los gusanos (hembra y macho) se
procesaron para su visualizacion en un microscopio electrénico de barrido
(SEM). Los especimenes fueron guardados en etanol al 70%, deshidratados en
una serie de bafios de alcohol, secados en punto-critico, cubiertos con una
mezcla de oro-paladio y examinados bajo el SEM Hitachi SU1510 (Hitachi,
Tokio, Japdn).

Para la identificacion molecular, dos hembras fueron lavadas con

solucion salina y preservadas en etanol al 97%. El DNA gendmico fue extraido
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individualmente usando el kit DNeasy Blood and Tissue siguiendo las
instrucciones del fabricante (Qiagen Inc., Valencia, CA). Se amplificaron por
PCR las regiones del rDNA; espaciador transcrito interno 1 (ITS1), 5.8S y
espaciador transcrito interno 2 (ITS2). Todas las reacciones de PCR fueron
llevadas a un volumen final de 25 yL (5.0 pyL of 5X GoTaq® Reaction Buffer
(Promega), 0.5 yL de la mezcla de dNTPs a 10 mM, 3 yL de MgCl2 25 mM, 1
ML de cada primer (10 pmol/yL), 0.12 uyL de GoTaq polymerase (5 U,
Promega), 1-2 uL de DNA molde, y se complet6 con agua destilada estéril). Las
regiones ITS1, 5.8S y ITS2 del rDNA se amplificaron usando los primers BD1
5’-gtc gta aca agg ttt ccg ta-3’ (forward) y BD2 5'-tat gct taa att cag cgg gt-3’
(reverse)®®. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 5 min a 94°C, 35
ciclos de 30 s a 92°C, 1 min 30 s a 50°C, 1 min 30 s a72°C, y un periodo de
extension final de 10 min a 72°C (modificado de Tkach et al., 2000%7). Los
productos de PCR fueron purificados enziméaticamente con USB® ExoSAP-IT®
(Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA), en concordancia con las instrucciones del
fabricante y posteriormente secuenciados (LANBAMA, IPICYT, SLP, México)
en ambas direcciones en un 3500 Series Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Los cromatogramas de ambos marcadores moleculares fueron
editados manualmente usando Chromas LITE 2.01 (Technelysium Pty Ltd.,
Brisbane, Australia). Se realizaron busquedas independientes en BLAST
(NCBI) y las dos secuencias obtenidas se alinearon junto con la secuencia de
A. tetraptera disponible en GenBank (EF464551.1), usando ClustalW®8, se
corrigid6 manualmente con el programa de computadora Bioedit v5.0.6. Aunque
la secuencia es mas larga que la obtenida aqui, se utilizd6 la alineacién
completa de los segmentos de las dos secuencias obtenidas aqui (1,338 pb,
secuencia parcial que incluye el ITS1, 5.8S y el ITS2). Medidas de distancias
entre pares, no corregido (distancias p) fueron calculadas usando el programa
MEGAG6. Las secuencias obtenidas en este estudio estan disponibles en
GenBank con nimeros de acceso KY484153 y KY484154. Los especimenes
restantes fueron depositados en la "Coleccion de Invertebrados no Artrépodos
(CINZ) of Laboratorio de Colecciones Bioldgicas y Sisteméatica Molecular,
Unidad Académica de Ciencias Biolégicas (UACB), Universidad Autonoma de

Zacatecas" (México).
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Preparacion del tejido para registro multiunitario

Los animales fueron sacrificados por dislocamiento cervical. EI abdomen fue
abierto y el intestino, aun unido con el mesenterio, fue extirpado y puesto en
solucion de Krebs modificada la cual contenia las siguientes sales (en mM):
118.4 NacCl, 24.9 NaHCOs, 1.9 CaClz, 1.2 MgSO4 7H20, 1.2 KH2PO4, 2.3 KClI,
11.7 D-glucosa, misma que fue continuamente gasificada con 95% O2 y 5%
CO2. Un segmento de cerca 4 cm de yeyuno fue removido, lavado
internamente y puesto dentro de la camara de registro, la cual fue
continuamente perfundida (por gravedad) con solucién de Krebs modificada (7
mL/min) a 33-34°C. El segmento intestinal de yeyuno también fue internamente
perfundido con la misma solucién a una velocidad de 150 yL/min usando una
bomba de jeringa, esto se logré atando con hilo de seda las terminaciones del
segmento intestinal a unos tubos de plastico. Mas tarde se realiz6 una
microdiseccion de los nervios mesentéricos. El nervio se cortd de la parte distal
al intestino y después fue asegurado a una micropipeta de cristal por medio
succion, lo que permite la adquisicion de un registro extracelular de los

potenciales de accion del nervio con relativamente bajo ruido.

Registro multiunitario

La micropipeta fue montada en un cabezal (NL 100, Digitimer Ltd) y las sefiales
eléctricas fueron amplificadas vy filtradas por un amplificador NL104 y un filtro
NL125 (Digitimer Ltd), respectivamente. Las sefales fueron digitalizadas
usando un convertidor A/D (Micro 1401 MKII, Digitimer Ltd). La actividad
eléctrica fue registrada en una computadora usando el software Spike 2
(Cambridge Electronic Design). Una vez que la actividad de disparo
espontanea fue obtenida, el tejido fue estabilizado por una hora antes de
comenzar con la fase experimental (Fig. 5). Todos los farmacos fueron
aplicados en la perfusién extraluminal con intervalos de lavado de 15y 30 min

(solo para atropina).

Para evaluar la mecanosensibilidad, se realizaron rampas de distension
obtenidas al cerrar la salida de la perfusion intraluminal, esto generd la
acumulacion de la solucién dentro del intestino y por lo tanto un incremento en

la presion intraluminal. Esta presion intraluminal fue monitoreada
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continuamente por medio de un transductor de presion (NL108, Digitimer Ltd).
Las rampas de distension fueron aplicadas en intervalos de 15 min a una
presion maxima de 60 mmHg. Nosotros determinamos el perfil de presion-
respuesta usando un script hecho exclusivamente para este tipo de analisis
(provisto por Cambridge Electronic Design, CED) en una interface del programa
Spike 2.

Andlisis de espiga Unica

Basados en la forma de las espigas, estas fueron clasificadas y separadas por
medio de la herramienta Spike2 waveform discriminating sofware (offline). Los
grupos de espigas fueron clasificados de acuerdo a su respuesta a distension
(alto-umbral, amplio rango dindmico y bajo-umbral) como lo describe®®. Esta
clasificacion fue basada en el disparo espigas relativo a presiones bajas y altas
(La respuesta a 15 mmHg exhibida como un porcentaje de la respuesta a 60
mmHg). Asi, las espigas de bajo umbral (LOW) fueron aquellas que responden
a >55% antes de 15 mmHg, las de alto-umbral (HIGH) fueron aquellas que
respondieron <20% antes de 15 mmHg, y las espigas de amplio rango
dinamico (WDR) responden >20% pero <55%, antes de 15 mmHg.

RT-PCR Semi-cuantitativa

Un segmento del yeyuno y del colon fueron removidos de ratones control e
infectados. Los tejidos fueron cortados en pequefias piezas con ayuda de unas
tijeras y 0.1 g fueron homogenizados con 1 mL de Trizol® reagent (Ambion). El
RNA fue extraido de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El RNA fue
cuantificado en el Thermo Scientific nanodrop (ND-1000) y su integridad fue
verificada por electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 1.2%.
Para remover la contaminacion por DNA, se incubaron 5 pg de RNA durante 30
min a 37°C con Turbo DNase (2 U/uL, Ambion). La inactivacion de la DNasa se
realizé usando fenol/cloroforma/alcohol isoamilico (Sigma) como lo recomienda
el fabricante. Una vez purificado el RNA fue cuantificado nuevamente y su
integridad verificada como se describe arriba. Para la sintesis de cDNA usamos
2 1g de RNA, 200 U de transcriptasa reversa (SuperScript I, Invitrogen), y 0.5
ug of Oligo dT (Invitrogen), esta mezcla se incubd por 50 min a 42°C. El cDNA

obtenido fue cuantificado en el Thermo Scientific nanodrop (ND-2000). La PCR
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Semi-cuantitativa se realiz6 usando 750 ng de cDNA, 2.5 mM de MgClz, 0.2
mM dNTps, 1 uM de cada primer (Ver la Tabla 1 para la secuencia nucleotidica
y la Tm), y 1 U de GoTaq DNA Polymerase (Promega). Las condiciones de
reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 5 min a 95°C, después
30 rondas de amplificacion compuestas de desnaturalizacion por 30s a 95°C,
alineamiento por 30s a la temperatura especifica por cada oligonucle6tido
(Tabla 1), y una extension por 50s a 72°C; la extension final fue de 5 min a
72°C. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1%. Los controles negativos se realizaron sin cDNA. La proporcion
de Citocina/GAPDH fueron calculadas usando el Software ImageJ.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la RT-PCR semi-cuantitativa

Gen Secuencia de los Oligonucleétidos Tm (°C)
GAPDH Fw 5'-GTCATCATCTCCGCCCCTTC -3 o5
Rv 5-CATTGAGAGCAATGCCAGCC -3’
INFy Fw 5-CCACGGCACAGTCATTGAAA -3’ -
Rv 5-TCTCTTCCCCACCCCGAAT -3’
IL-18 Fw 5-TGCCACCTTTTGACAGTGATG -3 50
Rv 5-TGGGTGTGCCGTCTTTCATT -3’
IL-6 Fw 5-TCCGGAGAGGAGACTTCACA -3’
Rv 5-TAACGCACTAGGTTTGCCGA -3’ o0

Histologia

Para algunos experimentos, se removieron segmentos del yeyuno y de colon
de ratones control e infectados, se perfundieron intraluminalmente con PBS y
fueron procesados para andlisis histopatologico, el cual incluye: i) fijacién del
tejido en formaldehido al 4%, ii) inclusion en parafina (Paraffin Wax Embedding
Centre, MPS/P2, SLEE Medical), iii) cortes en rebanadas de 5 um de grosor
(Rotatory Microtome, CUT 6062, SLEE medical) y iv) tincion usando un
procedimiento estandar de hematoxilina y eosina. El grado de inflamacion fue
evaluado por un histopat6logo con un protocolo de andlisis a ciegas. El sistema

de evaluacion fue el siguiente: Sin inflamacion, Nivel-Bajo de inflamacién
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(infiltracidbn de células blancas por encima de los animales control), Nivel-
Intermedio de inflamacién (presencia de macréfagos y bajo nivel de dafio
epitelial) y Nivel-Alto de inflamacion (adelgazamiento de la pared, infiltracion
transmural). Las imagenes fueron tomadas con una camara Axiocam Color

(Zeiss) integrada a un microscopio ZEISS (Imager M2) y usando prima DIC.

Analisis de datos

La actividad aferente multiunitaria fue cuantificada como aquellos eventos con
una amplitud mas alta que dos veces el ruido. Las respuestas a los farmacos
fueron evaluadas como la media del cambio en la actividad aferente sobre un
periodo de 60 s (pico) menos la frecuencia basal medida durante un periodo de
100 s. Respuestas a distensiéon fueron medidas como el cambio en la
frecuencia de disparo cada 2 mmHg substrayendo la frecuencia basal. Se
realizaron comparaciones multiples usando ANOVA de una o dos vias con una
post hoc de Bonferroni, igualmente, para obtener las diferencias entre dos
grupos se realiz6 una T de Student. Los datos fueron expresados como la
media + Error Estdndar de la Media (S.E.M.). Se considerd estadisticamente

significante un valor de P <0.05.

Farmacos

Todos los farmacos fueron comprados en Sigma Aldrich. Las soluciones stock
para hexametonio (1 M) fueron preparadas con agua destilada y para atropina
(100 mM) con DMSO como solvente.
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Figura 5. Esquema representativo del equipo utilizado para la obtencion de
registros multiunitarios. A) En la parte superior se puede observar la camara de
registro (rectangulo azul), la cual consta de una perfusion intraluminal, perfusion
extraluminal, valvula de salida y succién. El intestino se ata a las terminaciones del
tubo (azul) y se deja perfundir intra (150 pL/s) y extraluminalmente (7 mL/s). Se realiza
una microdiseccién de los nervios mesentéricos y se succiona con una micropipeta de
vidrio, la cual esta conectada a una sonda (NL 100, Digitimer Ltd), que a su vez se
conecta con el amplificador (NL104, Digitimer Ltd), este se conecta con el osciloscopio
y el convertidor (Micro 1401 mk Il CED). El convertidor digitaliza la sefial para que
pueda ser procesada por la computadora. El software SPIKE2 (Cambridge Electronic
Design) nos ayuda a registrar y analizar los potenciales de accion espontaneos del
nervio y en la presencia de los farmacos problema. B) Representacion grafica del sello

entre la micropipeta de vidrio, tejido adiposo y el nervio.
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RESULTADOS
Identificacion morfoldgica y molecular de los gusanos

Los nematodos fueron identificados por su morfologia como miembros de la
familia Heteroxynematidae, y del género Aspiculuris. Este nematodo presenta
un dimorfismo sexual (macho mas pequefio que la hembra), posee cuerpo
cilindrico y de tamafio mediano, es caracterizado por un ala cervical distintiva la
cual comienza inmediatamente posterior a la vesicula cefdlica y es
abruptamente interrumpida a nivel del bulbo esofagico, formando un angulo
agudo (Fig. 6). La terminal anterior del cuerpo tiene una regién prominente, la
cual representa la vesicula cefalica. Los machos tienen tres pares de alas en la

cola’071,

Usando las regiones de secuencia parcial del DNA ribosomal; ITS1, 5.8S
e ITS2. Se logro corroborar que los ratones fueron infectados con la especia
Aspiculuris tetraptera. El alineamiento fue de 1,338 pb de longitud sin
inserciones. Las dos secuencias obtenidas fueron 99.9% similares a la
secuencia (EF464551.1) de A. tetraptera disponible en GenBank (Tabla 2). Las
regiones analizadas fueron altamente conservadas y proveyeron suficiente
informacion para confirmar la identificacion del parasito. Existe solo un cambio
en la secuencia EF464551.1 con respecto a la obtenida por nosotros,

localizado en la posicion 836 de la region ITS2 (Tabla 2).

Tabla 2. Alineamiento de las dos secuencias de A. tetraptera (EF464551.1) basado en
el espaciador transcrito interno 1 (1 to 662 pb), mRNA ribosomal 5.8S (663 to 822 pb),
y espaciador transcrito interno 2 (823 to 1338 pb). El recuadro rojo indica diferencia en

nucleétido y los puntos indican nucle6tidos idénticos.

810 820 830 840 850 860 870 880
P e e e T o e e A I I I e
EF464551.1 TCTGGCTGAGAGTCGAAATCTAAAATATACTCTTTGACGCATACACACATACACACCGTATATGTGTTGCACATCGGCTC
1571 B e
1572 B
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Figura 6. Estructuras caracteristicas del género A. tetraptera. A) Extremo anterior
observado con microscopio 6ptico. Flecha azul sefiala la vesicular cefalica. Flecha
negra indica el ala cervical la cual comienza inmediatamente después de la vesicula
cefélica y es abruptamente interrumpida al nivel del bulbo esofagal, formando un
angulo agudo. B) Extremo anterior del cuerpo vista en SEM. C) Vista apical de la boca,
con 3 labios. D) Vista ventral, ala lateral en ambos lados (flecha negra) E) Regién de la
vulva de la hembra, vista lateral. F) Huevo ovoide y simétrico. G) Cola del macho, vista
lateral. Flecha negra sefiala el ala pre-cloacal. Flecha azul sefiala la papila pre-cloacal.
H) Vista posterior del macho, arreglo de la papila caudal. Flecha azul sefala la papila
post-cloacal. Flecha negra apunta la papila ad-cloacal. Flecha verde sefiala la papila

pre-cloacal.
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Mayor actividad espontanea del nervio mesentérico en los ratones infectados

con A. tetraptera

Observamos que la actividad espontanea del nervio mesentérico es
significantemente mayor en el grupo infectado con respecto al grupo control, el
promedio de los valores fue 50£3 y 34+2.7 espigas/s, respectivamente (Fig. 7).

Como ya se mencion0 antes, la acetilcolina es uno de los principales
neurotransmisores en el intestino de los mamiferos y juega un papel importante
en la modulacion de las funciones gastricas, misma que puede ser alterada
durante condiciones de inflamacién 4°. Es por esto que decidimos investigar el
papel de la sefializacion colinérgica en los ratones controles e infectados. Para
esto medimos la actividad aferente mesentérica antes y durante la aplicacion
de una concentracién méaxima de hexametonio (un bloqueador de los nNAChRs;
1 mM), y en co-aplicacién de éste con atropina (1 puM), un potente inhibidor de

los receptores muscarinicos que también bloguea los receptores nicotinicos*4.
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Figura 7. La actividad espontanea del nervio incrementa en el raton infectado. La
grafica muestra la actividad espontanea del nervio mesentérico de yeyuno de ratén en
los animales control e infectados. En el grupo infectado, esta actividad fue
significativamente mas alta comparada con el control (P<0.001, control n=24, infectado

n=23), las barras representan la media = S. E. M.
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El incremento en la actividad espontanea en el grupo infectado es
probablemente independiente de la actividad motora y la funcion colinérgica,
esto debido a que la actividad espontanea de ambos grupos disminuy6 en una
proporcion similar cuando se aplico nifedipina 3 uM (bloqueador de los canales
de calcio tipo L) para eliminar la contraccion (Fig. 8). lgualmente, en ambos
grupos se observd una disminucion de la actividad espontdnea cuando se
aplicé hexametonio (1 mM), no obstante, hexametonio mas atropina (1 pM) no
generd ningun cambio adicional (con respecto al inducido por hexametonio)
(Fig. 9). Esto sugiere que tanto en el grupo control como en el infectado hay
una liberacién ténica de ACh que modula la actividad aferente espontanea de
los nervios mesentéricos de yeyuno de ratbn, mayormente activando los
receptores nicotinicos y ademas la actividad motora no cambia entre los

animales control e infectados.
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Figura 8. La inhibicion de la contraccion no tiene un efecto diferencial en la
actividad espontanea del nervio entre el grupo control e infectado. Inhibicién de la
actividad espontanea del nervio mesentérico inducida por nifedipina (3 pM) en ratones

control (n=4) e infectados (n=6). Las barras representan la media + S.E.M.

Papel de los receptores colinérgicos en las respuestas mecanosensoriales

La actividad aferente incrementd en respuesta al aumento de la presién
intraluminal del yeyuno en ambos grupos. Este incremento es tipicamente

bifasico y su patrén de respuesta no fue diferente entre ambos grupos de
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ratones (Fig. 10). Lo cual implica que la actividad mecanosensorial no se

modifica en los ratones infestados.
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Figura 9. Una pequefia proporcion de la actividad espontadnea del nervio
involucra receptores nicotinicos, pero no muscarinicos, en ambos grupos. La
frecuencia de las espigas disminuye cuando hexametonio (1 mM) se aplica, pero no se
encontraron efectos adicionales cuando el yeyuno fue perfundido con atropina (1 uM)

(control n=10, infectado n=13). Las barras representan la media + S.E.M (*, P<0.05).
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Figura 10. La respuesta mecanosensorial es similar entre el grupo control y el
infectado. La grafica muestra cambios en la actividad del nervio como funcion de la
presion intraluminal en el grupo control e infectado. La actividad del nervio incrementa
conforme la presibn aumenta en una manera similar en ambos grupos. No se
observaron diferencias significativas entre el grupo control (n=10) e infectado (n=8).

Cada punto representa la media = S.E.M.
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Al aplicar los antagonistas colinérgicos antes mencionados, la actividad
de disparo inducida por distensiéon no se modificé en los ratones control. Sin
embargo, atropina mas hexametonio disminuyeron significativamente la
respuesta a distension en ratones infectados (Fig. 11). Esto indica que los
receptores muscarinicos estan involucrados en la respuesta a distension en los

ratones infectados.
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Figura 11. Los receptores muscarinicos estan involucrados en la respuesta a
distension, pero solo en el grupo infectado. A) La actividad del nervio en funcion de
la presion intraluminal en el raton control (n=5), no cambia en presencia de
hexametonio o hexametonio mas atropina. B) En el grupo infectado (n=5), disminuyé
significativamente la respuesta a distensiébn en presencia de hexametonio mas

atropina, pero solo a presiones mayores a 20 mmHg (*, P<0.05).

Antagonista muscarinico disminuye la respuesta a distensién de las espigas de

alto-umbral en los ratones infectados

Basado en la morfologia de las espigas se realizdé un analisis de espiga Unica.
Cada una de las espigas obtenidas se clasificdé de acuerdo a su perfil de
respuesta a distension. Esta maniobra nos permitio examinar los efectos de los
farmacos en fibras individuales. En la Fig. 12 se puede observar, en fibras
individuales, los tres tipos de respuesta a distensién obtenidas de segmentos
de yeyuno de un raton control (Fig. 12A) y un infectado (Fig. 12B); las espigas
de bajo umbral (Low) responden con un incremento rapido de la actividad del
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nervio a presiones bajas, las espigas de amplio umbral (WDR) responden mas
lento con un incremento directamente proporcional a la presion, las espigas de
alto umbral (High) responden con un incremento gradual a presiones mayores
a 15 mmHg®°. Al separar las espigas, encontramos un incremento significativo
en la frecuencia espontadnea relativa de las espigas Unicas, en los animales
infectados (Tabla 3), lo cual correlaciona con el incremento en la frecuencia de
disparo de la actividad espontanea del nervio mesentérico completo, en ratones

infectados (véase mas arriba).

CONTROL INFECTADO
A) B)
PRESION 4 50
INTRALUMINAermHgl i aiaiviei=E sl el aldeiattn i mmHg
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Figura 12. Las espigas se clasificaron por su morfologia y su respuesta al
incremento en la presion intraluminal. En el panel superior (PRESION
INTRALUMINAL) se muestra el incremento en la presion intraluminal cuando se aplica
un protocolo de distension a segmentos de yeyuno. El segundo panel (ACTIVIDAD
DEL NERVIO) muestra todas las espigas clasificadas por su morfologia, en un raton
control A) y uno infectado B). Cada color representa un tipo de espiga diferente. El
tercer panel (TOTAL) es un histograma de frecuencia de todas las espigas. Los
siguientes paneles hacia abajo muestran los histogramas de frecuencia de las espigas
de alto umbral (HIGH), de amplio rango dindmico (WDR), y de bajo umbral (LOW). Las
espigas HIGH fueron clasificadas como aquellas que responden menos del 20% antes
de 15 mmHg (de la respuesta observada entre 50 a 60 mmHg). Las WDR como
aguellas que responden a presiones en un intervalo amplio, con mas del 20%, pero
menos del 55% antes de 15 mmHg. Las espigas LOW son aquellas que responden

mas del 55% antes de 15 mmHg.

En los ratones control, los antagonistas de los receptores colinérgicos

(hexametonio 1 mM solo o junto con atropina 1 uM) no cambian la actividad
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inducida por las rampas de distension en ninguno de los tres tipos de fibras
(Fig. 13A1-A3). Sin embargo, en los ratones infectados (Fig. 13B1-B3),
hexametonio (1 mM) mas atropina (1 uM) disminuyeron significativamente la
respuesta a distension en las espigas de alto umbral (Fig. 13B3). El
hexametonio por si solo no afect6 la actividad unitaria de las diferentes fibras
en ninguno de los grupos. Estas observaciones sugieren que los receptores
muscarinicos son, al menos en parte, responsables de la actividad de las fibras

High durante la distensién, pero solo en el grupo infectado.

Tabla 3. Actividad espontdnea multiunitaria y unitaria en ratones control e infectados.

Segmentos Espigas/s Valor P

Intestinales (n)

Actividad Multiunitaria

CONTROL 24 34.4+2.7
<0.001
INFECTADO 23 50.3+3.0
Actividad Unitaria
CONTROL 10 4.2+0.4
<0.03
INFECTADO 8 5.9+0.4

La infeccibn por parasitos incrementa la expresion de citocinas pro-

inflamatorias, pero no genera cambios histologicos evidentes

Las infecciones crénicas por helmintos han sido asociadas con la activacion de
la respuesta inmune innata. T. spiralis, S. mansoni, y N. brasiliensis pueden
inducir la respuesta tipo Th2 y Thl. Esta Ultima es inducida principalmente por
el daflo causado en las células epiteliales. Opuesto a estos hallazgos, S.
obvelata no induce inflamacion, hiperplasia o respuesta de las células
caliciformes del colon donde coloniza. En el presente estudio analizamos
histolégicamente, secciones de yeyuno y el colon de animales control y de

animales infectados con A. tetraptera (Fig. 14). Observamos que no hay
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diferencias histolégicas entre los ratones infectados comparados con los
ratones control. Lo que indica que en una infeccion crénica por A. tetraptera no
hay dafo, ni inflamacion aparente en el colon donde habita, ni en la region libre
de parasitos (yeyuno), aunque si se encontraron cambios fisiolégicos en la

sensibilidad de esta region.

A)
CONTROL

Actividad del Nervio
{Espigas/s)

Presion Intraluminal (mmHg)

15

B)
INFECTADO

Actividad del Nervio
(Espigas/s)

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Presion Intraluminal (mmHg)

GRUPO CONTROL GRUPO INFECTADO

-8 Distension control -8~ Distension control

- Hexametonio 1 mM 4% Hexametonio 1 mM

-4 Hexametonio 1 mM + Atropina 1 pM 4~ Hexametonio 1 mM + Atropina 1 uM

Figura 13. En el ratén infectado, los receptores muscarinicos estan involucrados
en larespuesta a distensién de las fibras de alto umbral en nervios mesentéricos
de yeyuno. En las gréficas se puede observar el perfil de respuesta a distension de
cada grupo de fibras clasificadas. A) Actividad aferente en respuesta a distension en el
raton control (n=5). Respuesta a distension, antes y durante la aplicacion de
antagonistas colinérgicos, de las fibras de: Al) Bajo umbral (LOW), A2) Amplio rango
(WDR) y A3) Alto umbral (HIGH). B) Actividad aferente en respuesta a distension en el
raton infectado (n=5). Respuesta a distension, antes y durante la aplicacion de
antagonistas colinérgicos, de las fibras de: B1) Bajo umbral (LOW), B2) Amplio rango
(WDR) y B3) Alto umbral (HIGH). Cada punto representa la media £+ S.E.M. La
respuesta de las fibras HIGH a distension se ve disminuida significativamente en

presencia de hexametonio mas atropina (*, P<0.05).

Por medio de un analisis semi-cuantitativo en ambos grupos, se midio la

expresion de mRNAs de tres citocinas pro-inflamatorias conocidas (IL-1B, IL-6
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e INFy). Utilizando el gen de GAPDH como control, encontramos que los
niveles relativos de mRNA de IFNy incrementaron significativamente, tanto en
el yeyuno como en el colon de ratones infectados (Fig. 15), mientas que el
MRNA de IL-6 solo aumentd significativamente en el colon de ratones
infectados, comparado con el grupo control. La expresion de IL-1B en el colon
y en yeyuno, no se vio afectada por la infeccidén. Esto sugiere que, a pesar de
no haber una inflamacion aparente, la infeccion por A. tetraptera genera
cambios a nivel humoral en el hospedero.

CONTROL

YEYUNO |

COLON

Figura 14. No se encontraron diferencias significativas en el grado de
inflamacién del yeyuno y del colon entre ambos grupos. Microfotografias de
laminillas teflidas con Hematoxilina y eosina de (A y B) yeyuno y (C y D) colon de
ratones (A y C) control e (B y D) infectados. No se observaron diferencias en el grado

de inflamacién entre los animales infectados y control.
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Figura 15. Incremento en la expresion de las citocinas proinflamatorias en el
yeyuno y colon de ratones infectados. RT-PCR semi-cuantitativa de mRNA extraido
de A) yeyuno o B) colon de ratones control e infectados. EL nivel de expresion fue
cuantificado por andlisis de densitometria en geles. La expresion relativa de transcritos
de citocinas se muestra como una fraccién de la expresion de GAPDH (n=4 por cada
grupo). Las barras y lineas representan la media + S. E. M. (*, P<0.05),

respectivamente.
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DISCUSION

Las observaciones de este estudio amplian nuestro conocimiento respecto a
como la sefalizacion aferente neuronal es modificada por la infeccion intestinal
con A. tetraptera en raton. La infeccion cronica con estos gusanos incrementa
la actividad espontdnea aferente del intestino y la participacion de los
receptores muscarinicos en la respuesta a distension de las fibras de alto
umbral. Estos cambios en el nervio mesentérico son vistos en el yeyuno, un

segmento libre de gusanos, ya que A. tetraptera coloniza el colon.

Analogo a lo que nosotros encontramos, estudios previos documentaron
alteraciones en las funciones gastrointestinales en regiones libres de parasitos
en animales infectados con T. spiralis. Marzio et al., 1990 observé una
hipercontratilidad inducida por carbacol (un agonista de los receptores ACh) en
segmentos intestinales-libres de parasitos’?, resultados similares se obtuvieron
en un estudio mas reciente®, donde se observé una mayor respuesta contractil
inducida por KCI y ACh en é&reas intestinales inflamadas y no inflamadas en
ratas. Tales cambios ocurren en ausencia de infiltrados celulares en plexo
mientérico y plexo submucoso, sin embargo, se encontrdé que la iniciacion del
estado de hipercontractilidad requiere de células CD4 y de citocinas Th2
actuando a través de la via STAT673, esto puede indicar que la alteracion de las
funciones en é&reas no-inflamadas es el resultado de una respuesta
generalizada a la infeccion. Asi, el incremento en la actividad espontanea y la
mayor participacion de los receptores muscarinicos en la respuesta a
distension, observada aqui, es probablemente el resultado de una respuesta
generalizada del hospedero debido a la interaccion con A. tetraptera en el
colon. En apoyo de esta hipétesis, los ratones infectados con S. obvelata
presentan una respuesta inmune tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), una elevacién de
los reticulocitos en sangre, alteraciones en varios linajes de células blancas de
la medula ésea y en la sensibilidad a IL-1773, un fenotipo severo de anafilaxis
experimental®®, y una depresion en el comportamiento exploratorio de

ratones?3.

33



Al igual que S. obvelata, otros parasitos, como T. spiralis, S. mansoni y
N. basiliensis, pueden inducir una respuesta inmune tipo Th2, caracterizada por
una elevacion en las interleucinas IL-5, IL-4 e IL-13. Se ha observado que estas
dos ultimas interleucinas incrementan la contractilidad en la muscularis externa
y disminuyen la liberacion de ACh®%87475 |nfecciones crénicas con helmintos
estan asociadas con la activacion de la respuesta inmune innata, esta
regulacion tiene un papel importante en la expulsion del parasito’®. Sin
embargo, T. spiralis, S. mansoni, y N. brasiliensis pueden también inducir la
respuesta inmune tipo Thl, mayormente causando dafio en las células
epiteliales de la mucosa intestinal. Contrariamente a estos parasitos, se ha
visto que S. obvelata no induce inflamacién o hiperplasia de las células
caliciformes, incluso en el colon donde coloniza’’. Nosotros obtuvimos
hallazgos similares a los obtenidos con S. obvelata, ya que no se observaron
diferencias histoldgicas en el grado de inflamacioén del yeyuno o del colon, en
los animales infectados con A. tetraptera vs control, incluso tomando en cuenta
gue el colon es el lugar donde coloniza. Sin embargo, de manera interesante,
los niveles de mRNA de las interleucinas Thl; INFy e IL-6, incrementaron en el
colon de ratones infectados. Mientras que solo INFy incrementd en yeyuno de
ratones infectados. Estudios previos han demostrado que el INFy es capaz de
generar alodinia y de modificar la excitabilidad de las neuronas mediante la
modulacién de la actividad de receptores como GABAA, NMDA y AMPA"87°,
Asi mismo, la IL-6 se ha visto involucrada en activacion de la glia, en la
regulacion de la expresion de neuropéptidos, en la generacion de
hiperexcitabilidad en modelos de inflamacion por LPS y es capaz de originar
alodinia tactil en ratas control®®8!, Debido a que tanto el INFy como la IL-6 son
capaces de alterar la excitabilidad de las neuronas sensoriales, es probable
que el incremento en la expresion de éstas observado aqui, modifique o altere

la actividad aferente mesentérica.

En el presente estudio, encontramos un incremento en la actividad
espontanea de los nervios mesentéricos en ratones con infeccion cronica por
A. tetraptera. Hallazgos similares se reportaron en ratones con 1 a 2 meses de
haber sido infectados con T. spiralis, tiempo al cual la respuesta inflamatoria

inducida por este parasito ya habia cedido®®. Igualmente, se ha reportado una

34



hiperexcitabilidad de las neuronas del DRG, NG, y del plexo mientérico en
animales infectados con T. spiralis y N. brasiliensis®®8283, También, en otros
modelos post infeccion, como Citrobacter rodentium, se ha demostrado un
incremento en la frecuencia aferente espontanea y una hiperexcitabilidad de las
neuronas del DRG?®8 no obstante, la respuesta inmune inducida por esta
bacteria es diferente que la inducida por gusanos intestinales?®®.

La infeccion por A. tetraptera no cambio la respuesta aferente inducida
por distensibn comparado con el grupo control, lo cual concuerda con la falta
de efectos en la mecanosensibilidad del yeyuno de raton (BALBI/c),
previamente infectado con N. brasiliensis®?. En contraste, otros estudios han
reportado un incremento en la sensibilidad mecanica. Como el aumento de la
presion sanguinea observado al distender el yeyuno de ratones infectados con
N. brasiliensi % y el incremento en la respuesta mesentérica inducida por
rampas de distension en ratones con 4 a 8 semanas post-infeccion con T.
spiralis®. Ademas, también se ha reportado un incremento en la sensibilidad
visceral provocado por la distension colon-rectal en ratones infectados con T.

spiralis &7,

Por primera vez, encontramos que los receptores muscarinicos son
responsables, al menos en parte, de la respuesta a distensién del nervio
mesentérico en el grupo infectado, pero no en los controles. Nuestros datos
muestran que las fibras de alto umbral son las que median estos cambios en la
respuesta a distension. En estudios previos, se ha relacionado a estas fibras
con dolor®. Por su parte, los receptores nicotinicos parecen no estar
involucrados en la respuesta a distension porque la sola aplicacion de
hexametonio no produce ningun cambio tanto en animales infectados como en
control. En la vejiga de ratones control la respuesta sensorial inducida por
distension parece ser modulada por los receptores muscarinicos de una
manera diferente a la observada en el yeyuno®°. En la vejiga, los agonistas de
los receptores muscarinicos, disminuyen la respuesta mesentérica
mecanosensorial®®, mientras que, en el yeyuno, la activacion endégena de los
receptores muscarinicos facilita esta respuesta en los ratones infectados,

aunque, estos receptores parecen no estar involucrados en el grupo control.

35



Analogo a lo que hemos reportado, la atropina no afecta la respuesta a
distension en la vejiga de los ratones control. Claramente, mas investigacion es
necesaria para identificar los mecanismos y el tipo de receptores muscarinicos
que ajustan la respuesta mecanosensorial en el grupo infectado. Nosotros
hipotetizamos, que uno de los mecanismos es a través de la modulacion de los
canales ionicos receptores de potencial transitorio (TRPs), los cuales son
modulados por los receptores muscarinicos®-°2, En apoyo con esta hipotesis,
se han encontrado transcritos que codifican para varios receptores musculares
en las neuronas del DRG®, incluyendo aquellas que expresan TRPV1. Sin
embargo, estos y otros posibles mecanismos, requieren ser investigados

experimentalmente.

El hecho de que los receptores nicotinicos, pero no los muscarinicos,
modulen parte de la actividad espontanea del nervio y que los receptores
muscarinicos, pero no nicotinicos, modulen parte de las fibras de alto umbral,
sugiere que estos dos receptores colinérgicos estan localizados en distintas
poblaciones de axones. Esta interpretacion es apoyada por estudios donde se
muestra que la actividad espontanea del nervio es mayormente dependiente
del disparo de las aferentes vagales®®, mientras que las fibras de alto-umbral

son mayormente aferentes espinales, relacionadas con nocicepcion®e,
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CONCLUSIONES

e Por primera vez se demostrd, en segmentos de yeyuno de ratdén
libres de paréasitos, una actividad espontdnea alterada, de los
nervios mesentericos en animales con infeccion por A. tetraptera.

e Este cambio en actividad espontanea es independiente de la
funcion colinérgica y de la actividad motora.

e Los receptores nicotinicos, pero no los muscarinicos, afectan la
actividad espontanea de una manera similar en los animales
control y los infectados.

e La actividad total mecanosensorial del yeyuno no cambia entre el
grupo control y el infectado. Sin embargo, parte de esta respuesta
depende de la activacidon de los receptores muscarinicos en
animales infectados con este gusano.

e Solo en el grupo infectado los receptores muscarinicos, pero no
los nicotinicos, modulan la actividad de las fibras de alto umbral,
estas son principalmente aferentes espinales y juegan un
importante papel en la nocicepcion.

e La infeccion inducida por A. tetraptera no genera cambios
histopatoldgicos visibles, sin embargo, si existe un incremento en
la expresion de algunas citocinas pro-inflamatorias en el colon e

inclusive en el yeyuno (area libre de gusanos).
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ANEXO 1

LA MELATONINA DISMINUYE LA RESPUESTA
MECANOSENSORIAL Y LA ACTIVIDAD DE LOS RECEPTORES
NICOTINICOS EN NERVIOS MESENTERICOS DE YEYUNO DE
RATON

INTRODUCCION:

La melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) es una neurohormona sintetizada a
partir de la serotonina (5-Hidroxitriptamina) por medio de dos enzimas bien
caracterizadas, la N-acetiltranferasa (AANAT), la cual convierte la serotonina
en N-acetilserotonina y la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), que
convierte a la N-acetilserotonina en melatonina. La principal enzima limitante
para la sintesis de melatonina es AANAT. La melatonina es sintetizada y
secretada, en forma circadica, principalmente por la glandula pineal, siguiendo
ciclos de luz y obscuridad, llegando a su nivel mas alto durante la noche. Una
vez sintetizada es liberada al torrente sanguineo o al fluido cerebroespinal,
donde esta hormona llega a los tejidos diana.%*,

Los efectos de la melatonina son llevados a cabo mediante la activacion
de los receptores de membrana especificos, denominados MT1, MT2 y MT3%,
MT1 y MT2 son miembros de la familia de los receptores con 7 dominios
transmembranales unidos a proteinas G (GPCR). Ambos estan clasificados en
el grupo A de los receptores GPCR parecidos a rodopsina. Estos dos
receptores estan formados por 350 y 362 aminoacidos y sus pesos calculados
son de 39 y 40 kDa respectivamente®’. Ambos receptores estan involucrados
en la sefializacién a través de la inhibicién de la formacién de AMP ciclico y de
la actividad de la proteina cinasa A, asi como efectos en la fosfolipasa A2y Cy
en los canales de calcio y potasio®. El sitio de unién de la melatonina,
denominado MT3 es una quinona reductasa 2 (QR2) que participa en la
reduccion del estrés oxidativo, esta enzima es capaz de recibir y donar

electrones, puede llegar a transferir de 1 a 4 electrones dependiendo de la
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naturaleza del substrato®. La melatonina actia también a nivel nuclear por
medio de la activacion de los receptores nucleares denominados RZR (Retinoid
Z Receptor) o ROR (Retinoid Orphan Receptor), asimismo la melatonina puede

unirse de manera directa a calmodulina, calreticulina o tubulina00.101,

Debido que la melatonina puede alcanzar varios tejidos y tiene varios
sitios de activacion con diferentes cascadas de sefializacion, participa en un
gran numero de procesos fisioldgicos; regula el ciclo de suefo-vigilial®?,
participa en la inmunomodulaciéni®1%4 regula la presién sanguinea y la
intraocular'®>-1% participa en la eliminacién de radicales libresi®, regula la
liberacién de B-endorfinas por la pituitaria'l®, produce un efecto antinociceptivo

y anestésico, entre otros®104,

El primer reporte del efecto antinociceptivo de la melatonina fue
realizado por Morris y Lutsch en 1969'1L. Ellos reportaron que los animales
eran menos susceptibles a dolor durante la noche, cuando los niveles de
melatonina son mas altos. Desde entonces varios experimentos se han
realizado alrededor de esto. Actualmente se sabe que la melatonina tiene un
efecto antinociceptivo en dolor inflamatorio y neuropatico, sin embargo, la
manera en la que la melatonina lleva a cabo este papel, aun sigue sin

elucidarse.

Varios estudios han demostrado que al administrar melatonina via
espinal, cerebral e intraperitoneal induce un efecto antinociceptivo el cual es
bloqueado por los antagonistas de los receptores membranales MT1 y MT2, y
principalmente por el antagonista selectivo de MT2, 4-PPDOT2113 Aunque,
también se ha observado que el efecto antinociceptivo de la melatonina es
bloqgueado por antagonistas de los receptores opioides!?116  GABAa4,
NMDA’ dopaminérgicos'*® y adrenérgicos!'®. Sin embargo, estudios de
afinidad de la melatonina han demostrado que la melatonina, sus agonistas y
sus antagonistas no tienen afinidad por los receptores opioides!'®. Esto sugiere
fuertemente que la melatonina a través de la activacién de los receptores

melatoninérgicos puede regular la funcion de otros receptores involucrados en
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nocicepcion y que esta actividad antinociceptiva puede ser tanto a nivel central

como a nivel periférico.

La melatonina también es sintetizada por fuentes extrapineales, como lo
es el tracto gastrointestinal (Gl) donde se encontra en concentraciones 400
veces mas altas que la concentracion en el sistema circulatorio. En varias
especies se ha encontrado una distribucion diferencial de la melatonina a lo
largo del intestino, con altos niveles en recto y colon, y niveles mas bajos en
yeyuno e ileon. La produccion de melatonina en el tracto gastrointestinal no
sigue un ritmo circadiano como ocurre en la glandula pineal, pero responde a la

periodicidad de la ingesta de comida rica en triptéfang9120.121,

Modelos de nocicepcion visceral han demostrado que la administracion
de melatonina reduce el nimero de contracciones abdominales inducidas por
acido aceético, disminucion de la respuesta motora inducida por distension colo-
rectal en ratas con hiperalgesia por TNBS'?2, También se ha reportado una
disminucién de los sintomas ocasionados por el sindrome del intestino irritable
(IBS) en humanos, los efectos han sido tanto en el mejoramiento de los
periodos de diarrea y estrefiimiento como disminuyendo la hipersensibilidad
visceral'?®-125. Considerando que el IBS afecta entre el 11 y el 20% de la
poblacién adulta, la posibilidad de que la melatonina tenga roles fisioldgicos o

farmacolégicos en el control del dolor es de mucha importancia®.

En la basqueda de los mecanismos por los cuales la melatonina produce
efectos antinociceptivos viscerales, han sido detectados los receptores MT1,
MT2 y MT3 tanto en ileon como en colon de varios roedores, también se ha
observado la presencia de MT1 en la mucosa y de MT2 en la muscularis
mucosae, en la submucosa y en la muscularis propia en rata®’. Se ha
propuesto que la melatonina altera la motilidad del Gl posiblemente a través de
la activacion de los receptores membranales MT (MT1, MT2 y MT3) en células
musculares lisas'®!. En este contexto, Reyes-Vazquez et al., 1997 y Storr et al.,
2000%%%:127 reportaron que la contraccién producida por serotonina y agonistas
colinérgicos en el estbmago e ileon se ve disminuida por melatonina y que este

efecto esta relacionado con los canales de K* activados por Ca?*. Sin embargo,
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la motilidad, sensibilidad y otras funciones del tracto gastrointestinal también
podrian ser afectadas via el efecto inhibitorio de la melatonina sobre los
canales nicotinicos presentes en las neuronas entéricas como ha sido
demostrado por nuestro laboratorio'?®. Es por esto que el objetivo de nuestro
trabajo es investigar algunos de los posibles mecanismos por los cuales se
genera esta disminucion en la sensibilidad visceral. Por medio de registros
multiunitarios de nervios mesentéricos de yeyuno de raton, se evaluara el
efecto de la melatonina sobre los receptores colinérgicos, asi como el efecto

directo de la melatonina sobre la actividad mecanosensorial.
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METODOS

La metodologia fundamental ha sido descrita arriba, y aqui nos limitamos a

mencionar algunas diferencias de las técnicas utilizadas.

Animales

Ratones machos de la cepa C57BL/6 fueron obtenidos de la Universidad
Autonoma Metropolitana, Estado de México. Los animales tuvieron acceso a
comida y agua ad libitum. Todos los experimentos fueron realizados de
acuerdo con el comité de ética de del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, apegandose a la norma oficial mexicana (NOM-062-
Z00-1999).

Preparacion del tejido para registro multiunitario

(Véase pag. 17)

Registro multiunitarios
(Véase pag. 17-18 y Fig. 4)

Andlisis de espiga Unica
(Véase péag. 18)

Analisis de datos

La actividad aferente multiunitaria fue cuantificada como aquellos eventos con
una amplitud mas alta que dos veces el ruido. Las respuestas a los farmacos
fueron evaluadas como la media del cambio en la actividad aferente sobre un
periodo de 100 s (pico) menos la frecuencia basal medida durante un periodo
de 100 s. Las respuestas a distension intraluminal fueron medidas como el
cambio en la frecuencia de disparo cada 5 mmHg substrayendo la frecuencia
basal. Se realizaron comparaciones multiples usando ANOVA de una o dos
vias con una prueba post hoc de Dunnett Los datos fueron expresados como la
media = Error Estandar de la Media (S.E.M.). Se consider6 estadisticamente

significante un valor de P <0.05.
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Farmacos
Todos los farmacos fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Las soluciones stock

para hexametonio (1 M), acetilcolina (1 M), carbacol (1 M) y nicotina (1M)

fueron preparadas con agua destilada. Atropina (100 mM) y melatonina (100

mM) con DMSO como solvente.
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RESULTADOS
La melatonina reduce la respuesta de los agonistas colinérgicos

Como primera instancia, se investigd el efecto de la melatonina sobre la
actividad espontanea del nervio mesentérico, para esto se aplicaron diferentes
concentraciones de melatonina (0.01-1000 uM) sobre la actividad espontanea
el nervio, con el objeto de evaluar el efecto directo de ésta sobre la actividad
mesentérica del yeyuno. Se observé que la melatonina no tiene efecto sobre

actividad espontanea (Fig. 16), ya que ésta no cambia.
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Figura 16. La melatonina no tiene efecto sobre la actividad aferente espontanea
del yeyuno de ratén. Efecto de la aplicacion de melatonina (0.01-1000 uM) sobre la

actividad basal del nervio (100%) Cada punto representa la media £ S.E.M. n=4-13.

Después se procedid a evaluar el efecto de la acetilcolina (ACh) sobre la
actividad de los nervios mesentéricos, la cual es principal neurotransmisor del
sistema nervioso periférico (PNS) y esta involucrada en muchas funciones
gastrointestinales a través de la activacion de los receptores nicotinicos
(nNAChRs) y muscarinicos (mMAChRs)**4%, La aplicacién de este neurotransmisor
(1-10000 upM) incrementd la frecuencia de disparo del nervio de manera
dependiente de la concentracion (Fig. 17), indicando que la actividad de los
nervios mesentéricos del yeyuno puede ser modulada por la activacion de los

receptores colinérgicos.
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Figura 17. La acetilcolina incremento la frecuencia de disparo de los nervios
aferentes en una manera concentracion dependiente. Incremento en la actividad
del nervio mesentérico inducido por la aplicacién extraluminal de acetilcolina en
yeyuno de ratdn. Cada circulo representa la media y las lineas asociadas a cada

circulo es el S.E.M. n=3-5.

Utilizando acetilcolina 100 uM y 1 mM, se probd el efecto de la
melatonina sobre la actividad del nervio inducida por este agonista colinérgico.
Para esto, se pre-aplico la melatonina por 5 min, antes de aplicar acetilcolina
mas la melatonina. La melatonina disminuyd la respuesta a acetilcolina de una
manera dependiente de la concentracion (Fig. 18). Este efecto inhibitorio de la
melatonina fue muy similar en ambas concentraciones, aunque fue ligeramente
mayor en acetilcolina 1 mM (Fig. 18B), debido a que melatonina 1 mM, redujo
aproximadamente el 60% de la respuesta inducida por acetilcolina 100 uM (Fig.
18A), mientras que esta misma concentracion de melatonina inhibié cerca del

70% de la respuesta inducida por acetilcolina 1 mM.

La acetilcolina puede ser degradada por acetilcolinesterasas y esto
generar cambios en la concentracion de este neurotransmisor?®, Para evitar la
degradacion del agonista decidimos usar carbacol, el cual no es metabolizado
por la accion de estas enzimas. Al igual que con la acetilcolina, diferentes
concentraciones de carbacol generaron un incremento en la respuesta
multiunitaria, de forma dependiente de la concentracién (Fig. 19A). El
incremento que se generd por carbacol 600 uM disminuyé al aplicar melatonina

a diferentes concentraciones (Fig. 19B), con un maximo de inhibicion del 60%
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con melatonina 1 mM. Con esto se comprob6 que 1 mM de melatonina inhibe
entre el 60 y 70% de la respuesta inducida por acetilcolina o carbacol. Esto
sugiere que la melatonina modula un solo tipo de receptor colinérgico o una

fraccion de ambos receptores colinérgicos.
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Figure 18. La melatonina inhibe la respuesta inducida por acetilcolina. A)
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inducida por acetilcolina 100 uM. La concentracion maxima de melatonina no fue
suficiente para calcular la ICso. La inhibicion a 1 mM de melatonina fue del 59%. n=2-3.
B) Porcentaje de inhibicibn generado por melatonina (0.01-1000 pM) sobre la
respuesta inducida por acetilcolina 1 mM. La inhibicién a 1 mM de melatonina fue del

71%. n=2-4. Cada punto representa la media = S.E.M.
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Figure 19. La melatonina inhibe la respuesta inducida por carbacol. A) Cambio en
la frecuencia de disparo de los nervios mesentéricos en respuesta a diferentes
concentraciones de carbacol (1-1000 uM) en el yeyuno de raton. n=6-7. B) Porcentaje
de inhibicién inducido por diferentes concentraciones de melatonina (0.01-1000 uM)
sobre la respuesta inducida por carbacol 600 uM. La melatonina 1 mM inhibe cerca del
60% de la respuesta inducida por carbacol. n=3-8. Cada circulo representa la media y

las lineas asociadas a cada circulo es el S.E.M.
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La melatonina inhibe la respuesta colinérgica a través de los receptores

nicotinicos.

Para poder discriminar entre los dos tipos de receptores colinérgicos utilizamos
hexametonio 1 mM (bloqueador los NnAChRs) y/o hexametonio 1 mM mas
atropina 1 pM (inhibidor no especifico de los mAChRs). Se obtuvo que
receptores nicotinicos, representan un 60% de la respuesta inducida por ACh 1
mM (Fig. 20A), y un 75% de la respuesta inducida por carbacol 1 mM (Fig.
20B). En ambos casos hay una mayor proporcion de la respuesta que depende
los NAChRs que de los mAChRs, estos ultimos median el 30% de la respuesta
a acetilcolina 1 mM y el 25% de la respuesta a carbacol 1 mM. Si la melatonina
inhibe entre el 60 y el 70% de la respuesta a los agonistas colinérgicos, esto
nos sugiere que probablemente el efecto de la melatonina sea a través de los

receptores nicotinicos.
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Figura 20. Proporcion de los receptores muscarinicos y nicotinicos que

Inhibicioén de la Actividad
Inducida por ACh 1 mM (%)
(=]

Il Hexametonio 1 mM ## Hexametonio 1 mM + Atropina 1 uM

responden a agonistas colinérgicos. A) Hexametonio 1 mM inhibe el 60% de la
respuesta inducida por acetilcolina 1 mM, mientras que hexametonio 1 mM mas
atropina 1 pM inhibe el 90% del total de la respuesta. n=3. B) Hexametonio 1 mM
inhibe el 75% de la respuesta inducida por carbacol 1 mM, pero hexametonio 1 mM
mas atropina 1 uM inhiben la totalidad de la respuesta inducida por carbacol. n=7-8.
Las graficas estan expresadas en porcentaje de inhibicién de la respuesta inducida por

agonistas colinérgicos. Las barras y lineas representan la media + S.E.M.
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La aplicacion de nicotina 10 uM también indujo un incremento en la
frecuencia de disparo de los nervios mesentéricos. Este farmaco es un
agonista especifico de los nAChRs, especificidad que se comprobd al agregar
hexametonio 1 mM y obtener el 100% de inhibicion (Fig. 21). Sin embargo, la
melatonina 300 y 1000 pM inhibieron el 55 y 75%, respectivamente, de la
respuesta inducida por nicotina 10 uM. Lo cual nos sugiere que la melatonina
efectivamente inhibe la respuesta de los nAChRs, sin embargo, se necesita
hacer mas experimentos a fin de encontrar el mecanismo por el cual es capaz
de inhibir la actividad de los nAChRs

W= \Melatonina 300 uM
E& Melatonina 1 mM
120 - B Hexametonio 1 mM

BE&A Hexametonio 1 mM
+ Melatonina 300 uM

100+

Inhibicion de la Actividad
Inducida por Nicotina 10 uM (%)

Figura 21. La melatonina inhibe la respuesta inducida por los receptores
nicotinicos. La melatonina 300 uM y 1 mM inhiben el 54 y 74%, respectivamente, de
la respuesta inducida por nicotina. Por su parte, hexametonio 1 mM inhibe el 100% de
la respuesta, pero, hexametonio 1 mM + melatonina 300 uM inhiben el 74% de la
respuesta inducida por nicotina 10 pM. n=2-3. Las barras y lineas representan la
media £ S.E.M.

La melatonina inhibe la respuesta de los nervios mesentéricos inducida por la

distension intraluminal en el yeyuno de raton

Hasta ahora se sabe que los receptores colinérgicos pueden activar las
aferentes mesentéricas del yeyuno, principalmente mediante la activacion de
los nAChRs, y la actividad de estos receptores puede ser modulada por

melatonina. Para evaluar el efecto de la melatonina sobre la actividad aferente
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mecanosensorial, realizamos rampas de distension. La melatonina (0.01-1000
uM) fue aplicada 5 min antes y durante la distensién. La melatonina redujo la
actividad inducida por distension, disminuciéon que comenzé a ser evidente a
partir de 100 uM, con una mayor reduccion a 1 mM (Fig. 22). Esta disminucién
en la respuesta mecanosensible no se observa en los controles con el vehiculo

(DMSO), comprobando que el efecto es debido a la melatonina (Fig. 23).
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Figure 22. La melatonina tiene un efecto inhibitorio sobre la respuesta
mecanosensorial de los nervios mesentéricos. Las graficas muestran un
incremento en la actividad del nervio inducida por distension y el efecto de la
melatonina sobre ella A) Efecto de la melatonina a bajas concentraciones (0.01-1 pM)
sobre la actividad mecanosensorial. n=4-7. B) Efecto de la melatonina a 10 y 100 uM
durante la respuesta a distension. n=5-8. C) Efecto de la melatonina a concentraciones
altas (300-1000 uM) sobre la actividad mecanosensorial, n=5-6. La melatonina 1 mM
redujo significativamente la respuesta a distension. Cada simbolo representa la media
y las lineas la S.E.M. *, P<0.05.
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La melatonina inhibe principalmente a las fiboras WDR y a las de alto umbral.

Con el mismo criterio de discriminaciéon morfoldgica de las espigas mencionado
con anterioridad realizamos el analisis de espiga Unica. Cada una de las
espigas obtenidas se clasific6 de acuerdo a su perfil de respuesta a distension.
La melatonina no modifico actividad mecanosensorial de las espigas Low (Fig.
24), sin embargo, disminuyo tanto las fiboras WDR (Fig. 25) como las High (Fig.
26). En ambos casos se comienza a observar esta disminucion a partir de la
aplicacion de melatonina 100 pM con un maximo de inhibicion observado a
melatonina 1 mM. Ademdas, es importante resaltar que en las
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Figure 23. EI DMSO no afecta la actividad mecanosensorial. Las graficas muestran
un incremento en la actividad del nervio inducida por distension y el efecto del vehiculo
(DMSO) sobre ella. A) Respuesta mecanosensorial del nervio completo a
concentraciones de DMSO usadas durante la aplicaciéon 0.1 y 1 uM de melatonina. B)
Respuesta mecanosensorial del nervio completo a concentraciones de DMSO usadas
durante la aplicaciéon de 10 y 100 uM de melatonina C) Efecto del vehiculo sobre la
actividad del nervio completo, a concentraciones usadas durante la aplicacién de 300 y
1000 pM de melatonina. (n=4). No se observaron cambios en la actividad total

mecanosensorial del nervio. Cada simbolo representa la media + S.E.M.
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Figure 24. La mecanosensibilidad de las espigas de bajo umbral no se ve
afectada por la aplicacién de melatonina. Las graficas muestran la actividad del
nervio inducida por distension en espigas clasificadas como de bajo umbral (Low). A)
Respuesta mecanosensorial de las espigas Low a concentraciones de 0.1-1 pM de
melatonina (n=5, n*=5-18). B) Respuesta mecanosensorial de las espigas Low a
concentraciones de 10 y 100 uM de melatonina (n=5, n*=15-21). C) Efecto de la
melatonina a altas concentraciones (300-1000 puM) sobre la respuesta inducida por
distension en espigas Low (n=5, n*=13-17). No se observaron cambios en la actividad
mecanosensorial de las espigas de bajo umbral. Cada simbolo representa la media +

S.EMM. * P<0.05. n= numero de repeticiones, n*=nuimero de espigas.

fiboras High, disminuye la distension control conforme se aumenta la
concentracion de melatonina. Es decir, pareciera que aplicaciones previas de
melatonina a bajas concentraciones tiene un efecto acumulativo en la
respuesta a distension de las fibras High. No obstante, esto debe de ser

estudiado mas a fondo.

Similar a lo obtenido con melatonina, el vehiculo (DMSO) no fue capaz

de disminuir la respuesta mecanosensorial en las espigas Low (Fig. 27).
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Contrario a melatonina, el DMSO no disminuyé de manera significativa la
respuesta mecanosensorial en fioras WDR (Fig. 28) ni en espigas High (Fig.
29). Sin embargo, se debe incrementar el nimero de repeticiones control con

DMSO.
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Figura 25. Las espigas de amplio rango reducen su respuesta a distension
cuando se aplica melatonina. Las graficas muestran la actividad del nervio inducida
por distension en espigas clasificadas como amplio rango dindmico (WDR). A)
Respuesta a la aplicacion de 0.01-1 uM de melatonina sobre la actividad del nervio
inducida distensién de las espigas WDR (n=7, n*=8-18). B) Efecto de 10 y 100 uM de
melatonina sobre la respuesta a distension (n=7, n*=13-21). C) Actividad de los
nervios mesentéricos en respuesta a distensién y a la aplicacién de 300 y 1000 uM de
melatonina en las espigas WDR (n=7, n*=12-15). A partir de 100 uM de melatonina se
comienza a observar una disminucién en la respuesta a distension. Cada simbolo
representa la media y las lineas, el S.E.M. *, P<0.05. n= ndmero de repeticiones,

n*=numero de espigas.
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Figura 26. La melatonina disminuye la respuesta a distension de las fibras de
alto umbral en yeyuno de ratdon. Las graficas muestran la actividad del nervio
inducida por distension en espigas clasificadas como de alto umbral (High). A)
Respuesta mecanosensorial de las espigas High en presencia de 0.01-1 uM de
melatonina (n=6, n*=8-17). B) Respuesta mecanosensorial de las espigas High en
presencia de 10 y 100 uM de melatonina (n=7, n*=6-19). C) Efecto de 300 y 1000 puM
de melatonina sobre la respuesta mecanosensorial de las espigas High (n=6, n*=10-
12). Cada simbolo representa la media y las lineas la S.E.M. *, P<0.05. n= nimero de

repeticiones, n*=ndmero de espigas.
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Figure 27. La mecanosensibilidad de las espigas de bajo umbral no se ven
afectadas por la aplicacion de DMSO. Las graficas muestran la actividad del nervio
inducida por distension en espigas clasificadas como de bajo umbral (Low). A)
Actividad mecanosensorial de las espigas Low a concentraciones de DMSO usados
durante la aplicacion de 0.1 y 1 uM de melatonina (n=4, n*=6). B) Respuesta
mecanosensorial de las espigas Low a concentraciones de DMSO usadas durante la
aplicacion de 10 y 100 uM de melatonina (n=4, n*=7). C) Efecto de DMSO a
concentraciones usadas durante la aplicacion de 300-1000 uM de melatonina sobre la
respuesta inducida por distensién en espigas Low (n=4, n*=5). No se observaron
diferencias significativas en ninguna de las aplicaciones. Cada simbolo representa la

media £ S.E.M. n= nimero de repeticiones, n*=numero de espigas
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Figura 28. Las espigas de amplio rango no son afectadas por DMSO. Las gréficas
representan la actividad del nervio inducida por distension en espigas clasificadas
como amplio rango dinamico (WDR). A) Respuesta a concentraciones de DMSO
usadas durante la aplicacion de melatonina (0.1-1 pM) sobre la actividad del nervio
inducida distension de las espigas WDR (n=4, n*=6). B) Efecto del vehiculo usado
durante la aplicacién de melatonina a (10-100 uM) sobre la respuesta a distension.
(n=4, n*=8). C) Actividad de los nervios mesentéricos en respuesta a distension y a la
aplicacion del vehiculo usado durante la aplicacion de melatonina (300-1000 uM) en
las espigas WDR (n=4, n*=6). No se observaron diferencias significativas en ninguna
de las aplicaciones. Cada simbolo representa la media y las lineas, el S.E.M. n=

namero de repeticiones, n*=nlmero de espigas.

67



A) B)
e s 2
7z Q 151 7z, Q 15
] —
[T} L =
VIR = e 104
35 35
== =2
z z 5
S b
< ] <« 0.
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Presion Intraluminal (mmHg) Presion Intraluminal (mmHg)
20+
-o- Control
=+ DMSO 0.01%

=
(4]
1

= DMSO 0.1%
-+ DMSO 0.01%
-+ DMSO 0.1%
-+ DMSO 0.3%
-=DMSO 1%

Actividad del Nervio O
(Espigas/s)
¢ 3

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Presion Intraluminal (mmHg)

Figura 29. La actividad mecanosensorial de las fibras de alto umbral en yeyuno
de ratéon no se ve afectada por la aplicacion de DMSO. Las gréaficas muestran la
actividad del nervio inducida por distensién en espigas clasificadas como de alto
umbral (High). A) Respuesta mecanosensorial de las espigas High en presencia del
vehiculo usado durante la aplicacién de 0.1 y 1 uM de melatonina (n=4, n*=9). B)
Respuesta mecanosensorial de las espigas High en presencia del vehiculo usado
durante la aplicacion de 10 y 100 uM de melatonina (n=4, n*=11). C) Efecto del DMSO
usado para la aplicacion de 300 y 1000 uM de melatonina sobre la respuesta
mecanosensorial de las espigas High (n=4, n*=9). No se observaron diferencias
significativas en ninguna de las aplicaciones. Cada simbolo representa la media y las

lineas la S.E.M. n= nimero de repeticiones, n*=nlmero de espigas.
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DISCUSION

Los hallazgos encontrados hasta ahora apoyan la idea del uso de la melatonina
como un antinociceptivo natural para el tratamiento de dolores viscerales.
Nuestras observaciones confirman que la melatonina puede modular las
respuestas mediadas por receptores nicotinicos, lo cual parece relevante
cuando se considera que tales, receptores juegan un papel muy importante en
la modulacion de la motilidad intestinal y en la sensibilidad de las neuronas
entéricas*®. Adicionalmente, por primera vez se demostr6 el efecto inhibitorio
directo de la melatonina sobre las fibras aferentes de los nervios mesentéricos,
actuando sobre las fibras de amplio rango dinamico y principalmente sobre las

de alto umbral.

Opuesto a lo que se ha encontrado en los nervios de vejiga®®, nosotros
obtuvimos un incremento en la frecuencia de disparo de los nervios
mesenterios cuando aplicamos acetilcolina, carbacol y nicotina, mismo que fue
dependiente de la concentracion. Varios estudios han demostrado la presencia
de nAChRs y mAChRs en las neuronas primarias ubicadas en el ganglio
nodoso y en el ganglio de la raiz dorsal, igualmente en neuronas entéricas*’~
49.51-53 (como se discute en el capitulo anterior). Los receptores nAChRs y los
MAChRSs son capaces de mediar respuestas excitatorias tanto en las neuronas
aferentes primarias (presente estudio) como en células entéricas*46130, De
hecho, los receptores colinérgicos participan en la actividad sensorial de

neuronas intrinsecas al intestino®.

Al igual que la inhibicion de la contraccion muscular intestinal inducida
por carbacol y la inhibicibn de los potenciales de accion rapidos de las
neuronas entéricas, reportados anteriormente!?6-128, | a melatonina inhibié de
una manera dependiente de la concentracion, la respuesta inducida por los
agonistas colinérgicos, llegando a inhibir (con melatonina 1 mM) entre el 60 y
70% de la respuesta inducida por acetilcolina o por carbacol.

Para elucidar que tipo de receptor esté involucrado en la respuesta a los

agonistas colinérgicos, utilizamos los antagonistas hexametonio y atropina,
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cuyas propiedades farmacolégicas fueron descritas en el capitulo anterior. Se
obtuvo una mayor participacién de los nAChRs que de los mAChRs en las
respuestas inducidas por acetilcolina o carbacol. La proporcion de los
receptores muscarinicos que responden a estos dos agonistas, es muy similar.
Aunque, la proporcion de los nAChRs es ligeramente diferente, esto puede
deberse a dos razones; los receptores nicotinicos tienen diferentes afinidades a
estos dos agonistas®®' o debido a que la acetilcolina puede ser degradada por
la acetilcolinesterasa, no alcanzan la concentracidbn necesaria para activar

todos los receptores??®.

Como los receptores nicotinicos median una mayor proporcion de
efectos y la melatonina es capaz de inhibir mas de la mitad de la respuesta a
los agonistas colinérgicos, se procedié a so6lo activar la poblacién de nAChRs
con nicotina, agonista especifico de los nAChRs!3!., Con esta maniobra
pudimos comprobar que la melatonina tiene un efecto inhibitorio sobre la
actividad de los nAChRs, obteniendo el 74% de inhibicion con melatonina 1
mM. Esto es muy similar a lo observado por Barajas-Lopez et al., 1996, donde
obtienen una inhibicion del 80% de las corrientes nicotinicas inducidas por
ACh, en neuronas del plexo submucoso de cobayo'?®, No obstante, se necesita
realizar mas experimentos con el fin de elucidar los mecanismos de accion de
la melatonina sobre los NAChRs y si algunos de estos receptores conforman un

subtipo méas, o menos susceptible a melatonina.

Por dltimo, la melatonina ejercié un efecto inhibitorio sobre la actividad
aferente mecanosensorial de los nervios mesentéricos de yeyuno. Efecto que
no se observé cuando se aplicé el vehiculo (DMSO). Este efecto inhibitorio de
la melatonina sélo se observd en fibras que responden a umbrales que van
desde fisiolégicos a nocivos, y en fibras de umbrales de activacion altos,
principalmente nocivos®. Esto podria explicar en parte el efecto antinociceptivo
de la melatonina observado en pacientes con IBS'?3-125 Se requieren mas
experimentos para identificar posibles mecanismos de accion de la melatonina
y receptores mecanosensoriales que potencialmente puedan ser modulados

por esta hormona para fines terapéuticos.
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CONCLUSIONES

e Los agonistas colinérgicos incrementan la frecuencia de disparo de las
fibras aferentes de los nervios mesentéricos de yeyuno de raton.

e La melatonina es capaz de inhibir parcialmente la accion de los
agonistas colinérgicos, mediante la inhibicibn de los receptores
nicotinicos.

e La melatonina disminuye la actividad aferente inducida por distension en
los nervios mesentéricos de yeyuno.

e El efecto inhibitorio de la melatonina sobre la actividad mecanosensorial
es a traveés de las fibras de amplio rango y las de alto umbral.

¢ El vehiculo no afecto la respuesta mecanosensorial total del nervio, ni de

las fibras de bajo umbral, WDR y alto umbral.
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ANEXO 2

PRODUCTOS OBTENIDOS
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