1130-0108/2016/108/11/721-731
REvisTA EspaNoLa DE ENFERMEDADES DIGESTIVAS
© Copyright 2016. SEPD y © ARAN EDICIONES, S.L.

Rev Esp EnrerM DiG
2016, Vol. 108, N.° 11, pp. 721-731

REVISION

Mecanismos responsables de la relajacion neuromuscular en el tracto

gastrointestinal

Diana Gallego'?, Noemi Maiié!, Victor Gil', Miriam Martinez-Cutillas' y Marcel Jiménez'?

!Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia e Instituto de Neurociencias. Universitat Autonoma de Barcelona. Barcelona. *Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBERehd). Instituto de Salud Carlos IIl. Barcelona

RESUMEN

El sistema nervioso entérico (SNE) es responsable de la génesis
de los patrones motores que aseguran un correcto transito intestinal.
Las neuronas entéricas se clasifican en aferentes, interneuronas
vy motoneuronas, que pueden a su vez ser excitatorias, causando
contraccioén, o inhibitorias, provocando la relajacion de la
musculatura lisa. Los mecanismos de relajaciéon muscular son
claves para entender procesos fisiolégicos como la relajacion de
los esfinteres, la acomodacion géstrica o la fase descendente del
reflejo peristaltico. El 6xido nitrico (NO) y el ATP o una purina
relacionada son los principales neurotransmisores inhibitorios.
Las neuronas nitrérgicas sintetizan NO a partir del enzima nNOS.
El NO difunde a través de la membrana celular uniéndose a su
receptor, la guanilil ciclasa, y activando posteriormente una serie de
mecanismos intracelulares que provocan finalmente una relajacion
muscular. El ATP actia como neurotransmisor inhibitorio junto
con el NO vy el receptor de membrana purinérgico P2Y1 ha sido
identificado como elemento clave para entender cémo el ATP relaja
la musculatura intestinal. Aunque probablemente ningtn clinico
duda de la importancia del NO en la fisiopatologia motora digestiva,
la relevancia de la neurotransmision purinérgica es aparentemente
mucho menor puesto que el ATP no ha sido todavia asociado a una
disfuncion motora concreta. El objetivo de esta revisiéon es mostrar
el funcionamiento de ambos mecanismos de relajacién para poder
establecer las bases fisiologicas de posibles disfunciones motoras
asociadas a la alteracion de la relajaciéon intestinal.

Palabras clave: Sistema nervioso entérico. Neurotransmision
inhibitoria. Oxido nitrico. ATP. Receptores P2Y .

INTRODUCCION

El tracto digestivo alberga 100 millones de neuro-
nas que constituyen el sistema nervioso entérico (SNE);
estas neuronas se distribuyen por todo el tubo digestivo y
estdn agrupadas en dos plexos, el plexo submucoso o de
Meissner y el mientérico o de Auerbach. El plexo mienté-
rico estd situado entre las capas musculares circular y lon-
gitudinal desde el es6fago hasta el canal anal. Su principal
papel es la regulacion de la actividad motora, pero tiene
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también terminaciones que alcanzan la mucosa y, por tan-
to, implicacion en funciones secretoras. El plexo submu-
c0s0 se encuentra bajo la muscularis mucosae y una de sus
principales funciones es el control de la secrecién. El SNE
junto con las células intersticiales de Cajal (ICCs) son los
responsables de regular los movimientos de mezcla y pro-
pulsién del tubo digestivo, que tienen como efector final el
musculo liso. El SNE posee una importante independencia
pese a recibir influencias del sistema nervioso central a
través de las vias aferentes y eferentes del autébnomo.

Las neuronas del SNE pueden clasificarse segtin su fun-
cién como neuronas aferentes, interneuronas y motoneuro-
nas (1-4). Las neuronas aferentes denominadas IPANs (del
inglés intrinsic primary afferent neurons) tienen sus cuer-
pos celulares tanto en los ganglios del plexo mientérico
como en los del plexo submucoso y recogen la informacién
“sensitiva” gracias a las fibras nerviosas cuyos terminales
estdn localizados en la mucosa intestinal. Las IPANs res-
ponden a estimulos quimicos de deformacién mecdnica de
la mucosa y a otros estimulos como el estiramiento radial y
la tension muscular. En la mucosa se encuentran, ademas,
las células enterocromafines, que liberan mediadores como
la serotonina y el ATP (5) y responden a estimulos lumina-
les que, a su vez, activan los terminales de las [IPANs (3,6).
La activacion de estas células es el primer paso para poner
en marcha los reflejos motores, ya que transforman los esti-
mulos procedentes de la luz intestinal en un impulso ner-
vioso que se transmite a las interneuronas y motoneuronas.

Las interneuronas forman cadenas en direccién oral y abo-
ral formando circuitos localizados en el plexo mientérico. Se
pueden diferenciar, por tanto, interneuronas ascendentes (que
proyectan en sentido oral) y descendentes (que proyectan en
sentido anal). Un ejemplo de la integracién de la informa-
cién por parte de estas neuronas lo encontramos en el reflejo
peristaltico. La estimulacién en la mucosa libera mediadores
(serotonina y ATP) que activan IPANS, los cuales, a su vez,
activan las interneuronas. Estas interneuronas se encargaran
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de activar oralmente motoneuronas excitatorias provocando
la contraccién del musculo liso y, aboralmente, motoneuro-
nas inhibitorias, relajando el miisculo y permitiendo la pro-
pulsién del bolo en sentido peristaltico (1,7,8).

Las motoneuronas representan la conexion final con las
células musculares lisas de las capas circular y longitudi-
nal. Se pueden subclasificar en motoneuronas excitatorias
e inhibitorias, segin los neurotransmisores que codifican
(2). Las motoneuronas excitatorias liberan mayoritaria-
mente acetilcolina (ACh) y taquiquininas (principalmente
la NKA y la substancia P). En cambio, las motoneuronas
inhibitorias liberan principalmente 6xido nitrico (NO) y
ATP, aunque también podrian liberar otros neuromodu-
ladores como el VIP, el PACAP, el mondxido de carbono
(CO) y sulthidrico (H,S) (9,10), pero las evidencias expe-
rimentales no son tan claras.

Esta revision se centra en la relajacion neuromuscular,
en los neurotransmisores, receptores y vias de sefializacion
implicados en esta. Ademads, pretende poner de manifiesto
su importancia para el éptimo funcionamiento del aparato
digestivo, la correcta propulsién del bolo y su implicacién
en patologias que cursan con trastornos motores digestivos.

METODOS DE ESTUDIO IN VITRO

Dos de las técnicas mas utilizadas para estudiar funcio-
nalmente los mecanismos neurales de relajacién intestinal
in vitro son el bafio de érganos y la técnica electrofisioldgica
de microelectrodos (Fig. 1). Con ambas técnicas se pueden
estudiar biopsias transmurales procedentes de cirugia. Facto-
res como el tiempo post-quirdrgico, la medicacion, los anes-
tésicos y las patologias de base deben ser siempre tenidos
en cuenta para interpretar correctamente los resultados (11).
Otra aproximacion es el uso de tejido de animales de expe-
rimentacién. Los ratones modificados genéticamente han
sido una herramienta crucial para entender los receptores y
las vias de sefializacion celular implicados en la relajacion
gastrointestinal (12,13). Los animales de experimentacion
permiten, ademds, trabajar con modelos de disfunciones
motoras que pretenden imitar las enfermedades humanas.

Estas técnicas posibilitan evaluar funcionalmente los
diferentes elementos implicados en la regulacién de la
motilidad (neuronas entéricas, [CCs y miusculo liso). Los
registros mecénicos de la figura 1 muestran la contractili-
dad espontdnea de preparaciones transmurales de intestino
delgado (yeyuno e ileon) y colon. Si se estimula eléctrica-
mente la preparacion, se genera un impulso nervioso en las
motoneuronas que provoca la liberacién de neurotransmi-
sores inhibitorios que cesan la motilidad. Esta inhibicion
mecdnica se correlaciona con la hiperpolarizacion obser-
vada en los registros intracelulares obtenidos mediante la
técnica de microelectrodos. Estas hiperpolarizaciones se
denominan potenciales postunién inhibitorios o [JPs (del
inglés inhibitory junction potentials). La hiperpolarizacion
es un incremento de la diferencia de potencial en senti-
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Fig. 1. Registros mecanicos (izquierda) e intracelulares (derecha) obtenidos
en muestras de yeyuno (A); ileon (B); y colon humanos (C). En los registros
se marca el estimulo eléctrico de campo (EEC) que cesa la actividad mecé-
nica (izquierda) e hiperpolariza el musculo liso (derecha). En los registros
electrofisiolégicos se observa en cada uno de los estimulos un artefacto de
estimulacion seguido de una hiperpolarizacion rapida (IJPf) y una lenta (IJPs).

do negativo que aleja las células musculares del voltaje
de apertura de los canales de calcio voltaje dependientes
(Ca,), lo que se traduce en una relajacién mecanica. En la
mayoria de especies, este IJP en el tracto gastrointestinal
se compone de una primera fase rdpida conocida como 1JPf
(del inglés IJP fast), seguida por una hiperpolarizacién mas
sostenida denominada 1JPs (del inglés IJP slow).

PRINCIPALES NEUROTRANSMISORES
INHIBITORIOS DEL SNE

Oxido nitrico (NO)

El NO fue descrito en los 90 como uno de los neuro-
transmisores inhibitorios fundamentales en el tracto gas-
trointestinal (14). El NO media la relajacion en diversas
areas del tracto gastrointestinal como el esfinter esofdgico
(15), en el estémago, donde promueve la acomodacién y
el vaciado géstrico (16), en el intestino delgado y colon
(17-20) y en el esfinter anal interno (21). Actualmente es
el neurotransmisor inhibitorio més conocido por su impli-
cacion en diversas patologias (22).
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El NO es una molécula generada por una familia de
enzimas denominadas NO sintasas (NOS), que producen
NO a partir de L-arginina. Hay tres genes independientes
que codifican para las tres isoformas de la NOS (NOS-1,
NOS-2 y NOS-3); estos genes codifican para la isoforma
neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS)
respectivamente. Todas ellas producen NO a través de
mecanismos independientes y con diferentes mecanismos
de regulacién. La principal fuente de NO en las neuro-
nas del tracto gastrointestinal es debida a la nNOS. Se
ha descrito una sobreproduccion de NO como resultado
de la induccidén de la iNOS en distintas estructuras celu-
lares durante los procesos inflamatorios. La inhibicion
de nNOS con L-NNA bloquea el componente lento de la
hiperpolarizacién o 1JPs, revelando su origen nitrérgico. La
sobreproduccién de NO puede tener consecuencias como
la excesiva relajacion intestinal observada en algunas dis-
funciones motoras (22).

RECEPTOR Y ViA INTRACELULAR

El NO es lipofilico, con lo cual, difunde muy bien a
través de la membrana plasmadtica. La via intracelular més
caracterizada para el NO es la mediada por la guanilil
ciclasa soluble (sGC) citoplasmatica, que produce GMP
ciclico (23). Este activa una proteina kinasa G (PKG) gene-
rando una cascada de fosforilaciones que acaba resultando
en una activacion de la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina y, por lo tanto, relajando la célula muscular lisa.
La PKG también activa canales de potasio. La apertura
de estos provoca una hiperpolarizacion de la estructura
causada por la salida de potasio de la célula muscular
lisa. El cierre de canales de cloro ha sido también descrito
como causante de esta hiperpolarizacién (13). Como con-
secuencia del aumento de negatividad en el interior de la
célula muscular lisa, esta se relaja como respuesta al NO
(13,23). La fosfodiesterasa 5 (PDES) participa en la degra-
dacién del GMPc. Farmacos que inhiben la degradacién
de la PDES como el sildenafil han sido propuestos para
el tratamiento de algunas enfermedades digestivas en las
que la via nitrérgica estd alterada. Desde un punto de vista
experimental, el bloqueo de la sGC con ODQ, al igual que
el inhibidor de la sintesis de NO (L-NNA), inhibe el 1JPs.
Esta hiperpolarizacién es responsable de una relajacion
mecdnica sostenida. Ademads, el NO se libera de forma
tonica y es responsable de lo que se ha denominado tono
inhibitorio basal (24-26).

ATP O UN NUCLEOTIDO RELACIONADO
Estudios iniciales

En 1970, el ATP (o un nucleétido relacionado) fue pro-
puesto por Burnstock y colaboradores como neurotrans-
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misor inhibitorio en el tracto gastrointestinal de diversas
especies de mamiferos. En aquella época el resultado fue
muy controvertido puesto que no fue facil aceptar que la
principal molécula energética producida en las mitocon-
drias fuese ademads un neurotransmisor quimico. Actual-
mente sabemos que el ATP es liberado por parte de las
neuronas inhibitorias, que relaja el musculo liso y se han
identificado neuronas “purinérgicas” mediante la técnica
de la quinacrina (27,28). Esta técnica marca vesiculas con
alto contenido de ATP aunque probablemente no garantice
que sean exclusivamente purinérgicas. Los datos obteni-
dos en el colon e intestino humano, asi como en diversos
animales de experimentacion, muestran que el ATP seria
responsable de la hiperpolarizacién rdpida inicial o IJPf
(17,19,29,30). Este 1JPf se correlaciona con una relajacion
mecdanica no sostenida o fasica. Este IJPf, o hiperpolariza-
cion transitoria, sufre un fendmeno de atenuacién o “run-
down”, es decir, estimulos sucesivos producen respuestas
inferiores a la primera respuesta (24,26).

IDENTIFICACION DEL RECEPTOR P2Y,
COMO RECEPTOR RESPONSABLE DE LA
RELAJACION INTESTINAL

La identificacién del receptor purinérgico implicado en
la hiperpolarizacién y relajacion intestinal es imprescindi-
ble para poner de manifiesto mecanismos fisiopatoldgicos
asociados a esta via. Sin embargo, diversos factores han
dificultado el esclarecimiento de los receptores y vias de
accién del ATP y andlogos en el tracto digestivo. Quizas el
mads importante ha sido durante mucho tiempo la falta de
antagonistas selectivos para cada subtipo de receptor. Exis-
ten dos familias de receptores purinérgicos (Tabla I). Los
receptores P1 son receptores para adenosina y se han des-
crito cuatro subtipos: los A1, A2A, A2B y A3. Todos ellos
estdn acoplados a proteina G, dando lugar a la activacién
de segundos mensajeros. Actian mediante la inhibicion
(A1 y A3) o la estimulaciéon (A2A y A2B) de la adenilato
ciclasa. Los receptores P2 reconocen principalmente ATP,
ADP, UDP y UTP. Dentro de esta familia encontramos
dos subclases de receptores. Los P2X son ionotrépicos,
es decir, canales i6nicos que cuando se activan median
la entrada de cationes. Se han descrito siete subtipos de
receptores P2X (P2X1-P2X7). Los receptores P2Y son
metabotropicos, y se han identificado ocho subtipos: P2Y ,
P2Y,, P2Y , P2Y, P2Y , P2Y ,, P2Y ,y P2Y , aunque
actualmente se han propuesto nuevos subtipos como los
P2Y . Lamayoria de ellos estdan acoplados a una proteina
G, que activa la fosfolipasa C dando lugar a diacilglicerol
(DAG) y fosfoinositoltrifosfato (IP,), que produce libe-
racion de calcio de los depdsitos intracelulares. Algunos
receptores pueden estar unidos a proteinas G, las cuales, a
su vez, activan la adenilato ciclasa dando lugar a un incre-
mento de AMP ciclico (31,32) (Tabla I). Los receptores
purinérgicos estan presentes en numerosos tipos celulares
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Tabla I. Clasificacion de los receptores purinérgicos y caracteristicas principales

Receptores purinérgicos

Familia Receptores de adenosina (P1) Receptores P2

Subfamilia - P2Y P2X

Subtipos de receptores AL AL AL A, P2Y, P2Y, I;er(“ Ps;f( P2Y 0 P2Y P2X,, P2X,, P2X,, P2X,, P2X,, P2X,, P2X,
137 14

Estructura Receptor acoplado a proteina G Canal i6nico

Ligando Adenosina ATP, ADP, UTP, UDP ATP

puesto que las purinas participan en muchos procesos de
comunicacién celular, incluyendo procesos de transduc-
cidén de sefales a nivel epitelial, comunicacién interneuro-
nal, activacion aferente, comunicacion neuroglia, etc. (33).
La pregunta que nos hemos hecho durante estos tltimos
afnos es jcudl de estos es el receptor responsable de la
relajacion intestinal ?

La suramina y el PPADs son antagonistas purinérgicos
poco selectivos que no permiten diferenciar entre distintos
receptores P2. El desarrollo de formacos especificos, como
por ejemplo el MRS2179, que bloquea los receptores P2Y
(34,35), nos permitié demostrar farmacolégicamente que

el ATP, o una purina relacionada, actia a través de P2Y,
postsinapticamente relajando diversas areas del tracto gas-
trointestinal (12,24,25,36,37). Posteriormente, dos nuevos
antagonistas con mayor afinidad por el receptor P2Y , el
MRS2279 y el MRS2500 (35,38,39), respaldaron el papel
de este receptor en la neurotransmision purinérgica con
el orden de potencia MRS2179 < MRS2279 < MRS2500
(40) (Fig. 2). Estos resultados han sido confirmados recien-
temente utilizando animales genéticamente modificados
(ratones knockout) para el receptor P2Y (41-43). Estos
knockout no presentan ni el IJP purinérgico ni el compo-
nente purinérgico de la relajacion (Fig. 2).

Wild Type KO P2Y,

A YEYUNO HUMANO
CONTROL L-NNA MRS2179
PULSO
SIMPLE S, 4 r/.‘u e F—-—i
J 10mV
5s
B COLON RATON

L=k \'Jh'wj/‘ .M..._\ B

10mVv
5s

% de inhibicion amplitud IJP

Log concentration

MRS 2179 colon
MRS 2279 colon
MRS 2500 colon
MRS2179 yeyuno

Fig. 2. A. Registros electrofisioldgicos obtenidos en el yeyuno humano donde se muestra la sensibilidad de la respuesta a los inhibidores de la via nitrérgica
(L-NNA) y purinérgica (MRS2179). Las respuestas a pulsos simples son mayormente de origen purinérgico. B. Los ratones KO para el receptor P2Y1 carecen de
IJPf y inicamente muestran una respuesta nitrérgica. C. Las curvas dosis-respuesta de la inhibicion de la amplitud del IJPf para cada antagonista del receptor
P2Y1 en el intestino y colon humanos siguen el orden de potencia MRS2179 < MRS2279 < MRS2500 (adaptado de las referencias bibliograficas 25 y 40).
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El receptor P2Y es el responsable de mediar la relaja-
cidn en las diversas dreas del tracto gastrointestinal (12).
Se ha descrito que, igual que la mayoria de los receptores
P2Y, este receptor estd unido a una proteina G (Gq) que
activa la fosfolipasa C. Esta hidroliza un lipido de mem-
brana dando lugar a dos segundos mensajeros, el DAG y el
IP,, que activa la salida de calcio del reticulo sarcoplasmd-
tico (44.,45). El calcio activa los canales de potasio sK(Ca)
(los canales de potasio de baja conductancia activados por
calcio). La activacion de estos canales y la subsiguiente
salida de potasio hiperpolariza la célula muscular lisa res-
ponsable de la relajaciéon mecdnica observada.

La figura 2 muestra la respuesta electrofisioldgica a un
pulso simple en el yeyuno humano que es similar a otras
areas del tracto digestivo (ileon y colon). A excepcién del
esfinter esofdgico, donde estas respuestas son puramente
nitrérgicas, la hiperpolarizacién observada tanto en el intes-
tino delgado como en el colon es principalmente purinérgica.

(ATPY QUIZAS OTROS NEUROTRANSMISORES?

Actualmente estd en discusion si el neurotransmisor puri-
nérgico es el ATP o un nucledétido relacionado. E1 ATP seria
liberado en la unién neuromuscular y por efecto de ecto-
nucleotidasas (enzimas de degradacién) se producirian los
diferentes metabolitos (ADP, AMP y adenosina). Cada uno
de ellos tiene mayor o menor afinidad sobre los diferentes
receptores purinérgicos (31). Recientemente se ha propuesto
que el neurotransmisor purinérgico en el tracto digestivo
podria ser el B-NAD (B-nicotinamida adenina dinucleétido),
la ADPR (ADP ribosa) o la Up4A (uridina adenosina tetra-
fosfato) (46-49). Sin embargo, algunos datos experimentales
han matizado estos resultados (43,50-52).

OTROS NEUROTRANSMISORES/
NEUROMODULADORES

Otros neurotransmisores han sido propuestos como
neurotransmisores inhibitorios en el tracto gastrointestinal
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humano. Entre ellos, los péptidos como el VIPy el PACAP
(53) que participarian en la relajacién de algunas zonas
como el fundus géstrico o el colon (54,55). También gases
como el CO (56,57) o el H,S (58,59) han sido propuestos
como posibles neurotransmisores/neuromoduladores. Sin
embargo, los datos de tipo funcional que demuestran que
estos neurotransmisores participan en la relajaciéon muscu-
lar todavia no son consistentes.

En la tabla IT se resumen los principales estudios in vitro
y éreas del tracto gastrointestinal humano donde se han
descrito estos neurotransmisores inhibitorios.

CO-TRANSMISION FUNCIONAL NO Y ATP

La aparicién de antagonistas especificos y cada vez con
mds potencia farmacoldgica para el receptor P2Y (35,40)
ha permitido aislar tanto el componente purinérgico como
el nitrérgico de la neurotransmisioén inhibitoria (24,26).
Actualmente no existen técnicas de marcaje para el ATP
que aseguren con un 100% de fiabilidad la identificacion
de neuronas purinérgicas. Por tanto, el fenémeno de co-
transmision, i.e. ambos neurotransmisores deben ser libera-
dos por la misma neurona, no ha sido atin demostrado. Sin
embargo, la mayoria de la comunidad cientifica asume la
co-transmision puesto que nadie ha demostrado una doble
inervacion inhibitoria. Es importante determinar qué para-
metros diferenciales potencian la liberacion de uno u otro
neurotransmisor y qué efecto tiene cada uno en la célula
postunién. Basandonos en los hallazgos experimentales
podemos decir que estos dos neurotransmisores tendrian
funciones complementarias a la hora de relajar el tubo
digestivo. El NO, como se ha comentado, seria necesario
para relajaciones tonicas como la acomodacién gastrica o la
relajacion de esfinteres, donde se ha descrito que su presen-
cia es predominante (54,60-62), mientras que el ATP podria
tener un papel determinante para llevar a cabo relajaciones
transitorias como la que tiene lugar en la fase descendente
del reflejo peristéltico (24,26) y, por tanto, predominante en
areas donde la peristalsis tiene una mayor relevancia, como
es el caso del intestino y el colon (17,19,24,25,30,36,37).

Tabla Il. Principales neurotransmisores que relajan el tracto gastrointestinal humano y regiones donde se ha descrito
su presencia

Neurotransmisor inhibitorio Region Referencials
Esfinter esofagico inferior (15) (60)
Estdmago (16,54)

Oxido nitrico

Esfinter anal interno

Intestino delgado

Colon

(18)
(19,20) (17,36) (24,37) (26)
21

. ) Intestino delgado (25,30)
ATP (purina relacionada)
Colon (17,19) (36,37) (24,47) (48,49) (26)
VIP Estémago (fundus) (54)
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Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio
demuestran que el efecto de ambos neurotransmisores
depende de la frecuencia a la que se estimula la prepa-
racion (24-26). A baja frecuencia (inferior a 1 Hz) la res-
puesta purinérgica seria dominante, mientras que a fre-
cuencias mds elevadas se atenuaria la respuesta purinérgica
e incrementaria la nitrérgica NO (26) (Fig. 3). Esto nos
ha permitido elaborar una serie de modelos matematicos
que relacionan la respuesta obtenida con la frecuencia de
estimulacién, probablemente asociada a la frecuencia de
impulsos de las motoneuronas. Segtn los datos experi-
mentales y el modelo desarrollado, la mayor frecuencia de
disparo de las neuronas provocaria una relajacién sosteni-
da (liberando NO), mientras que la menor frecuencia de
disparo estd asociada a una drdstica pero transitoria rela-
jacion (liberando ATP) (26,63,64). Si nuestra hipdtesis es
cierta, una misma neurona podria desempefiar funciones
diferentes en funcién de su frecuencia de disparo. En algu-
nos modelos animales estimulos més prolongados y de
mayor frecuencia pueden producir la liberacién de otros
neurotransmisores como el VIP (65). Sin embargo, esto no
ha sido confirmado en la especie humana. En la tabla III
se detallan las caracteristicas de las dos principales vias
inhibitorias en el tracto gastrointestinal (la via nitrérgica
y la purinérgica).

ViA DE ACCION DIRECTA VS. INDIRECTA

Un tema candente que estd en discusion es si estos neu-
rotransmisores inhibitorios (NO y ATP) actian de forma

Co-transmision purina-NO

P PRPS PRSP Py pp

10 mv

Neurotransmisién purinérgica (L-NNA 1 mM)

Neurotransmisién nitrérgica (MRS2500 1 pM)

10s

Fig. 3. Efecto de la frecuencia de estimulacién neuronal sobre las respuestas
purinérgica y nitrérgica en el colon humano (adaptado de la referencia 26).
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directa, via unién neuromuscular, o bien a través de células
intermediarias situadas entre las motoneuronas y el mus-
culo liso. Se ha propuesto que estas células serian las ICCs
para la via nitrérgica (66,67) mientras que en la via puri-
nérgica serian células PDGFRa (platelet-derived growth
factor receptor o) positivas las que harfan de intermedia-
rias (68-70). Los estudios que defienden la hipdtesis de la
via de accidn directa se basan en el hecho de que animales
genéticamente modificados, sin ICCs, presentan neuro-
transmision inhibitoria nitrérgica (71,72). Estudios recien-
tes han demostrado que tanto las ICCs como el musculo
podrian mediar los efectos del NO que liberan las neuronas
nitrérgicas (73). El papel de las células PDGRFa positivas
en la mediacién de la relajacion purinérgica todavia estd en
duda ya que no hay estudios con animales deficientes para
este subtipo celular. Los estudios que defienden la hip6tesis
alternativa, la indirecta, se basan en argumentos morfo-
l6gicos. Las células intersticiales estdn muy inervadas y
se encuentran intercaladas entre los terminales nerviosos
y las células musculares lisas (74). Ademads, las células
intersticiales disponen de los receptores/mediadores para
estos neurotransmisores (75) que hacen que la respuesta a
la adicién exdgena de agonistas a estas células aisladas sea
mayor que la del musculo liso (70). En modelos experi-
mentales carentes de ICCs se ha visto que la neurotransmi-
sién nitrérgica estd ausente (76-78). En la figura 4 aparecen
representadas ambas hip6tesis de neurotransmision en el
tracto gastrointestinal.

El desarrollo de knockouts condicionales, carentes
de receptores/vias en algunos subtipos celulares, abre
ampliamente las posibilidades de estudio en este campo.
Un ejemplo es el estudio citado anteriormente, de Lies y
cols. (73), llevado a cabo con un modelo de ratones defi-
cientes para la sGC (el enzima que media el efecto del NO
a nivel intracelular) sélo en ICCs o solo en musculo. Los
hallazgos de este estudio mostraron que la pérdida de este
enzima en las ICCs causa una enorme disminucion en la
neurotransmisién (hiperpolarizacién o 1JPs), pero que que-
da una parte funcional, lo que sugiere que ambas hipotesis
podrian no ser compatibles (en parte, un efecto directo y
otro indirecto).

PATOLOGIAS DIGESTIVAS ASOCIADAS
A LA NEUROTRANSMISION INHIBITORIA

Alteraciones en las vias que producen una relajacion del
tubo digestivo han sido relacionadas con un nimero impor-
tante de trastornos motores digestivos. Sin embargo, los
datos clinicos disponibles acerca de la relevancia de estos
neurotransmisores sobre la relajacion no es la misma en
todas las alteraciones motoras que se citan a continuacion.

Se ha descrito ausencia de produccién de NO y de nNOS
en neuronas del esfinter esofdgico inferior en pacientes con
achalasia (79). Un estudio reciente realizado en nifios de
una misma familia demuestra que alteraciones en el gen
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Tabla Ill. Neurotransmision purinérgica y nitrérgica en el tracto gastrointestinal
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Via purinérgica

Via nitrérgica

Neurotransmisor

Receptor

Antagonista farmacologico

Célula

Modelos animales

Electrofisiologia

Funcién

ATP (a-B metATP)
B-NAD
ADP-Ribosa

P2Y,

MRS2179 > MRS2279 > MRS2500

Célula muscular
Fibroblast-like cell (PDGFRo. +)

P2Y, * KO

IJP fast (sK_,, sensible a apamina)
Predomina a frecuencias bajas de estimulacion

Relajacion fasica

NO
L-NNA (inhibidor nNOS)

Gc
oDQ

Célula muscular
ICC (c-kit*,ANO-1%)

nNOS KO
Gc KO

1JP slow
Predomina a frecuencias altas de estimulacién

Relajacion sostenida

A Terminal nervioso B Terminal nervioso
Frecuencias Frecuencias Frecuencias Frecuencias
altas L-Arg bajas altas L-Arg bajas
Catt l8 |ATP? Cat+ l (ATP?
6‘) / e; \ s
nNOS _-— nNOS -
NO ’
¥
K+ ke :
T—— TP
; .\
ﬁ | 2 LD P2Y1 =
sKc
@ T : Gg/11
* GTP
Caz+ @
GMPc LY < PIP2
DAG PLCB

C_ RE_Daips

——— Contraccion

Relajacion

Fig. 4. Neurotransmision directa (A) vs. neurotransmision indirecta (B). En A, el neurotransmisor actta directamente sobre la célula muscular lisa (SMC). Los
potenciales de accién neuronales a baja frecuencia producen la entrada de calcio en el terminal nervioso y desencadenan la liberacion de ATP. Este actla
sobre el receptor P2Y1 del musculo liso que esta unido a una proteina Gg/11. Su activacion desencadena la separacion del fosfoinositol bifosfato (PIP2) de
la membrana en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). El DAG activa la proteina kinasa C mientras que el IP3 provoca la liberacion de calcio del reti-
culo endoplasmético (RE). El calcio activa el canal de potasio de baja conductancia activado por calcio (sKCa), produciéndose una salida de cargas positivas
que hiperpolariza la musculatura lisa alejandola del umbral de apertura de los canales de calcio tipo L encargados de la contraccion. A altas frecuencias,
la entrada de calcio en el terminal activa la sintasa de 6xido nitrico (NNOS) que transforma la L-arginina (L-Arg) en éxido nitrico (NO). Este difunde hacia la
célula muscular, donde activa la guanilato ciclasa (Gc). La Gc convierte el guanosin trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato ciclico (GMPc), que activa la
proteina kinasa G. Esta relaja la célula mediante dos mecanismos: via activacion de canales de potasio y activando la fosfatasa de la cadena ligera de miosina,
que desacopla la union actina-miosina, efecto opuesto a la contraccién que se debe a la activacion de la kinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK). En
el caso de B, la neurotransmision es mediada por células intersticiales. La via postunion de la purina ocurre en las células PDGFRa. positivas o tipo fibroblasto
(FLC), mientras que la via postunion de la neurotransmisién nitrérgica se da en las ICCs. Posteriormente, la hiperpolarizacion en ambas células intersticiales
es transmitida a la célula muscular mediante gap junctions y de nuevo aleja a la musculatura lisa del umbral de apertura de los canales de calcio tipo L.
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que codifica para la nNOS (NOS-1) producen una achalasia
infantil impidiendo la correcta relajacion del esfinter esofa-
gico inferior (80). El uso de inhibidores de la degradacion
de NO como el sildenafilo (inhibidor de la PDES) es una
estrategia farmacoldgica que puede ser ttil en algunos de
estos pacientes (80-82). En el esfinter anal, el NO provoca
relajacion, tal y como lo avala, por ejemplo, la eficacia del
tratamiento de la fisura anal crénica con nitritos tépicos,
que actdan aqui como donantes de NO, favoreciendo la
cicatrizacién al disminuir el tono esfinteriano. En estas dos
entidades el NO juega un papel muy relevante.

El vaciamiento gdstrico requiere una correcta acomo-
dacién del fundus y la propulsion ritmica del antro para
vaciar tanto liquidos como sdlidos. La acomodacién gas-
trica se basa en la relajacién del fundus y estudios con
humanos han demostrado que depende de NO (83,84).
La gastroparesia se define como un enlentecimiento del
vaciamiento gastrico sin una obstruccidn aparente y suele
estar asociada a la diabetes o su origen es idiopatico. En
animales de experimentacion se ha relacionado la pérdi-
da de nNOS con la gastroenteropatia diabética (85,86).
Recientemente se han descrito alteraciones de las ICCs
y de neuronas nitrérgicas en pacientes con gastroparesis
idiopética (40%) y diabética (20%) (87). De nuevo, el sil-
denafilo ha sido propuesto como herramienta farmacol6-
gica para relajar la porcion proximal del estomago (88).
La deficiencia de nNO, junto con una pérdida de ICCs,
ha sido asociada a la inercia coldnica y al estrefiimiento
generado por la enteropatia diabética (89,90). Muestras de
pacientes en fases asintomdticas de enfermedad diverticu-
lar (diverticulosis) presentan incremento de la expresion de
nNOS y de la produccién de NO (91). Hallazgos similares
han sido descritos en un modelo experimental de sindrome
del intestino irritable (SII) (92). Hay que tener en cuen-
ta que en algunas de estas entidades, como por ejemplo
en la neuropatia diabética o el SII, también puede verse
afectada la inervacion autondmica extrinseca, que incluye
tanto vias aferentes como eferentes del auténomo. En los
estados inflamatorios, la tremenda sobreproduccién de NO
por induccidn de la forma inducible de la iNOS podria ser
responsable de una excesiva relajacion de la musculatura
lisa (93,94). Son, sin embargo, necesarios mds estudios
para poder discernir si el NO es responsable directo de
las alteraciones motoras (tal y como avala, por ejemplo,
la eficacia del tratamiento de la fisura anal crénica con
nitritos tépicos, que actiian aqui como donantes del 6xido
nitrico, favoreciendo la cicatrizacion al disminuir el tono
esfinteriano) o bien un epifenémeno y las alteraciones
motoras son debidas a otros mediadores inflamatorios con
capacidad de relajacién muscular (95).

(Qué papel juega el ATP en patologias motoras del trac-
to gastrointestinal? La pregunta es mucho mas dificil de
contestar puesto que, a pesar de que hemos identificado
el papel fisioldgico, el papel del ATP en las alteraciones
motoras ha sido mucho menos investigado. Sin embargo,
tenemos algunos indicios que sugieren que el ATP, al igual
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que el NO, podria participar en la disfuncién motora gas-
trointestinal.

Una de las principales limitaciones para poder respon-
der a esta pregunta es la falta de marcadores para neuro-
nas purinérgicas. Dicho de una manera simple, el clinico
no puede encargar al patélogo que le identifique si hay o
no neuronas purinérgicas en una biopsia transmural. De
hecho, a pesar de que todo el mundo asume un fenémeno
de co-transmision, es decir, la misma neurona es a la vez
nitérgica y purinérgica, nadie ha podido demostrar una co-
localizacion de ambos neurotransmisores. Actualmente ha
habido algunos avances en este campo y se han propuesto
algunos marcadores para vesiculas neurales que contienen
ATP (96), aunque su especificidad no ha podido ser demos-
trada puesto que muchas vesiculas pueden acumular ATP
en su interior.

En el proceso inflamatorio, multiples células inflama-
torias, asi como las células necroticas, liberan nucledtidos
al espacio extracelular (97). Esta liberacién de nucledti-
dos podria tener efectos tanto a nivel presindptico como
postsindptico. Se ha descrito que algunas purinas podrian
actuar a nivel presindptico para inhibir la liberacién de
ATP en el yeyuno humano (52). Estos nucleétidos podrian
tener también un efecto a nivel postsindptico desensibili-
zando el receptor P2Y |, como se ha observado en el intes-
tino y colon humano (24-26,30,36). Modelos experimen-
tales de colitis en los que se observa una disminucion del
componente purinérgico del 1JP, el IJPf, confirman esta
hipétesis. Esta desensibilizacion, o disminucién del 1JPf,
podria tener un gran impacto sobre la motilidad intestinal,
ya que se ha observado que la carencia de los receptores
que median la relajacion purinérgica (los P2Y ) en ratones
knockout para dicho receptor, la ausencia de 1JPf, se tra-
duce en un gran enlentecimiento del transito colénico. Es
muy posible que el ATP también participe en muchas de
las alteraciones motoras descritas para el NO donde se ve
afectado el SNE. Es importante a nuestro entender revisar
el papel del ATP/P2Y, como neurotransmisor inhibitorio
en enfermedades como la achalasia, la gastroparesia, la
pseudo-obstruccién intestinal o la inercia colonica. Datos
preliminares obtenidos en nuestro laboratorio muestran,
por ejemplo, la falta de neurotransmision purinérgica en
muestras de la zona de transicion en la enfermedad de
Hirschsprung (98).

Esperamos haber convencido al lector de que el ATP es
fundamental para entender la relajacion intestinal. Parte
de nuestro trabajo ha sido la identificacién del receptor
P2Y como elemento clave en la transduccion purinérgica.
Hemos, por tanto, identificado una nueva diana farmaco-
légica con posibles aplicaciones en el tratamiento de la
disfuncién motora gastrointestinal. Posibles lineas de futu-
ro incluyen la identificacion de alteraciones genéticas que
puedan comprometer la neurotransmision purinérgica o la
identificacion de células intersticiales PDGFRa* en mues-
tras de patologias motoras digestivas. También es esencial
continuar el trabajo en el disefio de modelos animales con
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delecion condicionales de un receptor en una célula y no
en otra. Todos estos estudios deben hacerse para conocer
mejor la via de sefializacion y expandir dicho conocimien-
to a la fisiopatologia motora digestiva.
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