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RESUMEN
Implicacion de los receptores purinérgicos P2X3 en el dolor cronico visceral durante

la colitis ulcerativa

Estudios previos han demostrado que la colitis aguda conduce a un aumento en la
excitabilidad neuronal de los ganglios de la raiz dorsal (DRG). Sin embargo, los elementos
de sefializacion implicados en esta hiperexcitabilidad ain no se han descifrado por completo.
La adenosina 5'-trifosfato (ATP) extracelular es una molécula de sefializacion sensorial
reconocida que aumenta la respuesta nociceptiva después de la inflamacion a través de la
activacion de los receptores P2X3, que se expresan principalmente en las neuronas
sensoriales periféricas. El objetivo de este trabajo fue determinar la participacion de los
receptores P2X3 en la hiperexcitabilidad neuronal en un modelo animal de colitis aguda. Para
lograr esto, se administro6 DNBS (acido sulfonico de dinitrobenceno; 200 mg/kg) por via
intrarectal a ratones C57BL/6 y se evalud la gravedad de la inflamacion de acuerdo con los
siguientes parametros: pérdida de peso, puntajes macroscopicos y microscopicos. Se utilizo
la técnica de patch-clamp para evaluar la excitabilidad neuronal mediante la medicién de los
cambios en la reobase y la activacion del potencial de accion en las neuronas T8-L1 DRG.
A-317491, es un antagonista del receptor P2X3 potente y selectivo bien establecido, sirvi6
para determinar la contribucion de este receptor en las respuestas registradas. La expresion
proteica de los receptores P2X3 en DRG se evalu6 mediante Western blot e
inmunofluorescencia. Cuatro dias después de la administracion de DNBS, se recolectaron
secciones de colon para los analisis histologicos, las secciones provenientes de ratones DNBS
mostraron ulceraciones focales, perdida de las criptas e infiltracion de células inmunes. Las
neuronas DRG de ratones tratados con DNBS fueron significativamente mas excitables en
comparacion con los controles; estos cambios se correlacionaron con una mayor expresion
del receptor P2X3. Ademas, la expresion de ARNm de TNF-a también fue significativamente
mayor en los tejidos coldnicos inflamados en comparacion con los controles. La incubacion
de neuronas DRG con TNF-a dio como resultado una hiperexcitabilidad celular similar a la
medida en neuronas provenientes de ratones DNBS. El antagonista selectivo del receptor
P2X3, A-317491, bloqued el efecto inducido por TNF-a. Estos resultados respaldan la
hipotesis de que el TNF-o. aumenta la excitabilidad de las neuronas DRG que inervan el colon

a través de la modulacién de la actividad del receptor P2X3.



ABSTRACT
Involvement of the P2X3 receptor in neuronal hyperexcitability in a colitis model in
C57BL6 mice

Previous studies have demonstrated that acute colonic inflammation leads to an increase in
dorsal root ganglia (DRG) neuronal excitability. However, the signaling elements implicated
in this hyperexcitability have yet to be fully unraveled. Extracellular adenosine 5’-
triphosphate (ATP) is a well-recognized sensory signaling molecule that enhances the
nociceptive response after inflammation through activation of P2X3 receptors, which are
expressed mainly by peripheral sensory neurons. The aim of this study is to investigate how
P2X3 alters neuronal hypersensitivity in an animal model of acute colitis. To achieve this,
DNBS (Dinitrobenzene sulfonic acid; 200 mg/kg) was intrarectally administered to C57BL/6
mice, and inflammation severity was assessed according to the following parameters: weight
loss, macroscopic and microscopic scores on colonic tissue. Perforated patch clamp
technique was used to evaluate neuronal excitability via measuring changes in rheobase and
action potential triggered in T8-L1 DRG neurons. A-317491, a well-established potent and
selective P2X3 receptor antagonist, helped to determine the contribution of the receptor on
recorded responses. Protein expression of P2X3 receptors in DRG was evaluated by western
blotting and immunofluorescence. Four days post-DNBS administration, colons were
processed for histological analyses of ulceration, crypt morphology, goblet cell density, and
immune cell infiltration. DRG neurons from DNBS-treated mice were significantly more
excitable compared with controls; these changes correlated with increased expression of the
P2X3 receptor. Furthermore, TNF-a mRNA expression was also significantly higher in
inflamed colons compared to controls. Incubation of control DRG neurons with TNF-a
resulted in similar cell hyperexcitability as measured in DNBS-derived neurons. The
selective P2X3 receptor antagonist, A-317491, blocked the TNF-a-induced effect. These
results support the hypothesis that TNF-a enhances colon-innervating DRG neuron
excitability via modulation of P2X3 receptor activity.



1. INTRODUCCION

Tanto la enfermedad de Crohn (EC) como la colitis ulcerosa (CU) son tipos de la enfermedad
inflamatoria intestinal (EIl) que afectan aproximadamente a 1 millon de personas jovenes
(entre 15y 35 afios) en los EE. UU. y 2,5 millones en Europa (1). Ambas son enfermedades
cronicas caracterizadas por inflamacion recurrente del tracto gastrointestinal (Gl), pero
difieren en la distribucién del area del tracto Gl y la gravedad de la inflamacién. Mientras
que la EC afecta indiscriminadamente a todo el tracto GI (aunque es mas comun en el ileon
terminal o la region perianal) y causa dafio en todo el espesor del tejido afectado, la CU afecta
principalmente a las capas mucosa y submucosa, se limita al colon y presenta tanto brotes
(fase activa) como periodos de remision (fase inactiva) (2). Las respuestas inmunitarias
desreguladas en la mucosa intestinal son factores criticos en la aparicion de la Ell (3). Una
liberacion constante de mediadores proinflamatorios, incluidas la interleucina-1b (IL-1b), IL-
6, IL-8 y entre las que destaca el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, durante los brotes
conduce a la sensibilizacion de las neuronas nociceptivas que inervan el intestino en los
ganglios de la raiz dorsal (DRG), lo que provoca dolor visceral (4). Este aumento de la

nocicepcion se ha observado durante brotes agudos en pacientes con CU (5).

Cada vez hay mas pruebas de que la adenosina 5'-trifosfato (ATP) extracelular es un
importante mediador inflamatorio capaz de excitar directamente a los nociceptores (6). El
ATP provoca este efecto mediante la activacién de canales catidnicos controlados por
ligandos denominados receptores P2X, localizados en la periferia de las neuronas sensoriales
y centralmente en las neuronas de segundo orden de la asta dorsal (7). Se han identificado
siete subunidades de receptores P2X (P2X1-P2X7). El subtipo de receptor P2X3 se expresa
principalmente en neuronas DRG de tamafio pequefio y mediano, clasificadas como neuronas
aferentes primarias de fibra C nociceptivas (8). Tras la union del ATP a los receptores P2X3,
los iones Na" y Ca2* se movilizan hacia dentro de la célula induciendo la despolarizacién de
la membrana, lo que conduce a la activacion de procesos intracelulares dependientes de Ca2*

provocando dolor e hiperalgesia (7).

El papel de los receptores P2X3 en el dolor y la hipersensibilidad ha sido ampliamente
estudiado, y son ampliamente aceptados como mediadores de respuestas de dolor anormales

posteriores a una lesion o inflamacién de la médula espinal (9). Se ha demostrado que la



activacion de los receptores homoméricos P2X3 o heteroméricos P2X2/3 por ATP enddgeno
es fundamental para el desarrollo de hiperalgesia en condiciones inflamatorias (10). Por lo
tanto, quizas no sea sorprendente que la expresion de estos receptores esté regulada
positivamente en las biopsias de colon de pacientes con Ell (11). El receptor P2X3 también
ha sido implicado como mediador de la hipersensibilidad visceral durante la colitis aguda
inducida por sustancias quimicas (12). Sin embargo, los mecanismos moleculares por los
cuales el receptor P2X3 media esta hipersensibilidad visceral no se comprenden bien. Por lo
tanto, el presente estudio tuvo como objetivo determinar si los mediadores proinflamatorios
liberados durante la colitis experimental aguda modulan directamente los receptores P2X3
que inducen la hiperexcitabilidad de las neuronas DRG.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad intestinal inflamatoria (EIl) se caracteriza por una inflamacion crénica y
recurrente dentro del tracto gastrointestinal, como son la colitis ulcerativa y la enfermedad
de Crohn, ambas generan una alta morbilidad y se diagnostican con mayor frecuencia en
personas de entre 15 a 30 afios, su prevalencia e incidencia varia dependiendo de etnia,
localizacion geografica y otros factores. En México, la tasa de incidencia de la Ell ha
incrementado significativamente en los ultimos 10 afios. Sus sintomas pueden variar de muy
leves a muy severos, incluyen diarrea, sangre en las heces, fatiga, pérdida de peso y dolor
abdominal. El dolor abdominal es un sintoma debilitante para muchos pacientes con Ell
causando un sufrimiento emocional y discapacidad fisica. Este dolor puede ser dificil de
tratar con eficacia, debido a que sus causas no son bien entendidas. Como resultado los
tratamientos farmacoldgicos con opioides resultan ser ineficientes, y la falta de respuesta
adecuada conduce a la escalada de dosis (tolerancia), con sus efectos secundarios
concomitantes, tales como el estrefiimiento, el deterioro cognitivo, y paradéjicamente estos
medicamentos pueden empeorar el dolor (sindrome del intestino narcotico o hiperalgesia
gastrointestinal inducida por opiaceos).

Mientras que las neuronas en el sistema nervioso central (SNC) son claramente
importantes en la integracion y expresion del dolor, el presente trabajo se enfoca en las
neuronas periféricas de los DRG por las siguientes razones. Primero, las fibras nerviosas del
tipo C pequefias y del tipo Ad mas grandes de los DRG son neuronas pseudounipolares
nociceptivas cuyos axones distales inervan el intestino mientras que las porciones centrales
proyectan hacia neuronas sensoriales de segundo orden en la asta dorsal de la medula espinal
que transmite informacién sensorial al SNC. Por lo que los DRG son blancos terapéuticos
ideales para la supresion del dolor debido a que estos son orientados hacia receptores
periféricos, lo cual podria minimizar o evitar los efectos secundarios indeseados en el SNC.
Segundo, son fundamentales para la generacion del dolor visceral y varios estudios han
demostrado que la inflamacion incrementa la excitabilidad de las neuronas aferentes
primarias de los DRG. Sin embargo, los mecanismos moleculares que alteran la funcion
neuronal durante la inflamacidn gastrointestinal en la colitis aguda no son claros. Mdltiples
evidencias, sugieren fuertemente la participacion de los receptores purinérgicos P2X3 debido

a que es altamente expresado en neuronas nociceptivas de los DRG y varios estudios lo han
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involucrado en la sensacion de dolor. Por tal motivo, actualmente los receptores P2X3 son
un objetivo interesante en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de
dolor crénico neuropatico e inflamatorio. Sin embargo, los mecanismos moleculares que
subyacen la funcion esencial de los receptores P2X3 en el desarrollo de hiperalgesia durante

la colitis no son claros.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedad Infamatoria Intestinal

La EIl comprende principalmente la colitis ulcerosa (CU), la enfermedad de Crohn
(EC) y la colitis indeterminada o inclasificable (CI). Estas enfermedades se caracterizan por
una inflamacién cronica y recurrente dentro del tracto gastrointestinal, pero difieren con
respecto a las regiones del tracto gastrointestinal que pueden ser afectadas, asi como la
distribucion y profundidad de la inflamacion (13). Al respecto, en la EC se afecta cualquier
segmento del tracto gastrointestinal desde la boca hasta el ano, y la inflamacion se presenta
en todas las capas de la pared gastrointestinal; mientras que en la CU se afecta solamente el
colon e invariablemente al recto y por lo general involucra solamente la mucosa de la pared
intestinal (14) (figura 1).

B

Figura 1. Tipos de Enfermedad Inflamatoria Intestinal. A) Pared normal del colon, B) Colitis ulcerativa, C)
Enfermedad de Crohn. https://www.rensheng2.com/
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3.2 Epidemiologia de la Ell.

La EIll se presenta con mayor frecuencia entre las edades de 20 y 40 afios afectando
la calidad de vida, el rendimiento educativo y la participacién en el lugar de trabajo. Ademas,
representa un problema de salud pablica a nivel mundial debido a la acumulacion de un alto
namero de casos, tasas altas de hospitalizacion, incapacidad, mortalidad prematura y un
incremento en el costo médico directo con la llegada de la terapia bioldgica (3).

En 2017, se reportaron 6.8 millones de casos de Ell a nivel mundial y la tasa de
prevalencia aumento de 79.5 por 100 000 habitantes a 84.3 por cada 100 000 habitantes
durante este periodo de tiempo (14). En Norteamérica y Europa, entre 1.5 y 2 millones de
personas sufren la enfermedad (15). En 2015, en México se atendieron 33 060 casos y se
observo una prevalencia en mujeres de 27.7 y en hombres de 26.9 por 100 000 habitantes
(16), el promedio anual de nuevos casos fue de 28.8 (1987-1996) a 76.1 (1997-2006), la
incidencia de nuevos casos se incrementd en 2.6 comparando ambos periodos de tiempo (13).

3.3 Diagnostico de la colitis ulcerosa.

El diagnostico de la CU se realiza con los sintomas clinicos combinados con
radioldgicos, endoscépicos y biomarcadores no invasivos (17). Los sintomas son diarrea,
pujo, tenesmo rectal, pérdida de peso, fiebre y dolor abdominal (18). Los estudios
paraclinicos que se deben realizar son una biometria hematica, pruebas de funcién hepatica,
examen coproldgico, cuantificacion de proteina C reactiva y velocidad de sedimentacion
globular que son marcadores séricos de respuesta inflamatoria (6). Se sugiere la
determinacion de anticuerpos anticitoplasma de neutr6filo con patron perinuclear (p-ANCA
0 su patrén atipico x-ANCA), ya que se ha asociado como predictor de la extension y
manifestaciones extraintestinales como artralgia. En pacientes que estan siendo evaluados
por dolor abdominal agudo se debe realizar una placa simple de abdomen y tele de torax, asi
como una tomografia computarizada (TAC) en pacientes con sospecha de megacolon toxico
o0 perforacion (18).

Para realizar el diagnostico histologico, es necesario realizar multiples biopsias de al
menos 6 segmentos del colon: ileon terminal, ascendente, transverso, descendente, sigmoides

y recto. Estas deben ser tomadas de sitios con actividad y sin actividad endoscépica evidente.
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Los hallazgos histopatoldgicos sugestivos de la CU son: distorsion de la arquitectura de las
criptas (figura 2), infiltrado linfoplasmocitario en la ldmina propia, presencia de criptitis,

abscesos de cripta, asi como disminucion de las células caliciformes (19).

Figura 2. Evaluacion histologica a bajo aumento del grado de inflamacion y alteraciones arquitecturales
de colitis ulcerosa (H&E 20x). La flecha punteada sefiala una cripta ramificada, la flecha pequefa sefiala la
aparicion pseudovellosa (19)

3.4 Riesgo de cancer colorrectal en la colitis ulcerosa.

El riesgo de cancer colorrectal (CCR) en pacientes con CU esta incrementado en
comparacion con la poblacion general (20). El riesgo se asocia con la duracién y con el grado
de actividad de la enfermedad (21). Algunos estudios reportan que a 30 afios el riesgo
acumulado de CCR va del 7 al 18% y reciente se ha mostrado que la colonoscopia de

vigilancia tiene impacto en el riesgo de CCR (21).
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3.5 Tratamiento de la colitis ulcerosa.

El tratamiento de la CU implica terapia farmacolégica o quirdrgica, éste ultimo para
los casos mas graves. El acido 5-aminosalicilico (5-ASA) es el primer paso en el tratamiento
de la CU, un 15% de la poblacion con CU no responden y presentan efectos adversos como
son mayor dolor abdominal, nduseas, diarrea, cefalea, deterioro clinico de la CU, irritacién
de la piel y trombocitopenia (17). El siguiente paso del manejo son corticoesteroides orales
0 sistémicos, este tipo de medicamentos no se pueden administrar a largo plazo debido a sus
efectos adversos (glaucoma, retencion de liquidos, problemas cognitivos, sindrome de
Cushing) (22). De persistir con CU se implementan farmacos inmunomoduladores
(azatioprina, mercaptopurina y tofacitinib). Un 30 a 40% no responden y un 10 a 20% no
tolera el tratamiento por efectos adversos (intolerancia digestiva, pancreatitis, fiebre,
artromialgias, exantema y hepatotoxicidad), ademas se ha relacionado el desarrollo de
neoplasias con su administracion (23,24). Existen cuatro farmacos (anticuerpos
monoclonales) contra el TNF-q, los cuales son infliximab, adalimumab, certolizumab pegol
y el golimumab, sin embargo en pacientes con EIll se han informado tasas de falta de
respuesta primaria que varian aproximadamente 10% a 75% (25), y sus efectos secundarios

van de infecciones respiratorias leves (rinitis, sinusitis) hasta insuficiencia cardiaca (26).

El sintoma més debilitante para los pacientes con CU es el dolor abdominal que
presenta episodios de agudizacion y recurrencia. Este dolor visceral es dificil de tratar con
eficacia, debido a que sus causas no son bien entendidas, y como resultado los tratamientos
comunes como el uso de espasmoliticos (mebeverina, bromuro de hioscina), antidepresivos
triciclicos (amitriptilina, doxepina) y farmacos opioides (tramadol) pueden ser ineficientes.
El uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) se indica en el tratamiento de la CU,
generando disrupcion de la barrera epitelial del intestino afectando la interaccion entre el
microbioma y las células inmunes del intestino lo que aumenta el riesgo de recaidas en los
pacientes con CU (17). La falta de una respuesta adecuada puede conducir a escalada de dosis
(tolerancia), con sus efectos secundarios concomitantes, como nausea, somnolencia,
estrefiimiento, y paradojamente estos medicamentos pueden empeorar el dolor (sindrome del
intestino narcotico o hiperalgesia gastrointestinal inducida por opiaceos) (27). Estas
deficiencias de tratamiento para el dolor abdominal crénico representan un desafio comun

para los médicos.
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3.6 Bases neurobioldgicas del dolor visceral

El dolor crénico visceral es uno de los trastornos mas frecuentes y debilitantes de la
poblacién en general, e impacta de forma critica la economia y la calidad de vida de los
pacientes (28). Los trastornos gastrointestinales funcionales son la causa de la forma mas
prevalente de dolor visceral. Por ejemplo, el 50-70% de los pacientes con CU manifiestan
dolor visceral como uno de los primeros sintomas (29). La fisiopatologia precisa de dolor
visceral crénico se desconoce. Sin embargo, estudios recientes indican que este trastorno
podria estar asociado con una desregulacion en multiples niveles del eje cerebro-intestino y
podria involucrar tanto al Sistema Nervioso Central y Sistema Nervioso Periférico (30). De
acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en
inglés), la nocicepcion, es el proceso neural mediante el cual se codifican y procesan los
estimulos potencialmente dafiinos. Las terminaciones nerviosas libres periféricas de las
neuronas sensoriales o aferentes que inician la sensacion de dolor se denominan ‘receptores
de dolor’ o nociceptores. Los nociceptores pueden ser activados por estimulos mecanicos
(distensién, estiramiento) y quimicos (isquemia, inflamacion). Para abordar el estudio del
dolor visceral a nivel colonico se debe comprender las bases neurobioldgicas de la

organizacion central y periférica de la inervacion sensitiva visceral.

3.7 Inervacion sensitiva periférica y central del colon

La organizacién anatomica de la inervacion sensitiva visceral del colon comienza en
el tracto gastrointestinal, los nociceptores estan localizados en las capas de la mucosa,
submucosa y muscular transmitiendo la sensacion de dolor principalmente por fibras
aferentes Ao finamente mielinizadas y fibras C, estas ultimas neuronas son polimodales
debido a su conduccion lenta responde a estimulos térmicos, mecanicos y quimicos (31). Los
cuerpos celulares de las fibras aferentes medulares viscerales estan situados en los DRG (32),
estos cuerpos celulares se pueden abordar por diferentes técnicas para estudiar los cambios
en la colitis aguda. La transmision del dolor visceral se proyecta hacia las neuronas de
segundo orden en las laminas I, Il, V' y X de la sustancia gris de la asta dorsal de la médula
espinal, desde donde se transmite la informacidn a estructuras supramedulares por la via

espinotalamica contralateral (33) (Figura 3).
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Vias de la columna Tracto espinotalamico
dorsal Tracto espinorreticular

Tracto espinomesencefalico

Tracto espinohipotalamico

DRG

Asta doi/

Asta ventral

Sustancia gris
Sustancia blanca

Figura 3. Seccién transversal de la médula espinal. Las fibras aferentes viscerales que inervan el colon viajan
a través de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) y se proyectan en las neuronas de segundo orden en las laminas
I, 11, V'y X de la sustancia gris de la asta dorsal de la médula espinal. Las vias ascendentes surgen en el cuadrante
anterolateral (ALQ, zona morada) y en la regién de la columna dorsal (DC, zona verde) en la médula espinal y
se proyectan hacia los centros cerebrales superiores (33).

La mayoria de los pacientes con brotes agudos de la CU, experimentan dolor
abdominal. Sin embargo, la inflamacidn persistente y severa no es suficiente para explicar el
dolor en estos pacientes, ya que aproximadamente el 20% de los pacientes en remision clinica
y endoscépica, es decir en pacientes que no tienen signos clinicos de inflamacion, siguen
experimentando la sensacién de dolor abdominal. Esto se debe a que la continua liberacion
de mediadores proinflamatorios durante los brotes de la enfermedad puede causar la
sensibilizacion periférica de las neuronas aferentes que transmiten el dolor visceral
resultando en una sensibilidad alterada y dolor abdominal (31), el cual no solamente esta
presente durante los brotes agudos de la inflamacion sino también durante una fase de

remision (34).
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3.8 Sensibilizacién periférica

La IASP define la sensibilizacion periférica como una mayor capacidad de respuesta
y umbral reducido de las neuronas nociceptivas en la periferia a la estimulacion de sus
campos receptivos. Las neuronas sensoriales expresan una gran variedad de receptores que
son activados por mediadores liberados de varias fuentes celulares dentro de la pared
intestinal (33,38,39). Muchos mediadores se liberan durante la inflamacion, las lesiones y la
isquemia, a partir de plaquetas, leucocitos, linfocitos. macrofagos, mastocitos, glia,

fibroblastos, vasos sanguineos, musculos y neuronas (40) (Figura 4).

Stimulus Representative
receptor

NGF TrkA
Bradykinin | BK;

Serotonin | 5-HT;

Mast cell or ATP P2Xs
neutrophil H* ASIC3/VR1
TR Lipids PGE,/CB1/VR1
XX Heat VR1/VRL-1

G Substance | precoyre | DEG/ENaC ?

DRG cell body
J

Tissue’
injury
|

Spinal cord

Figura 4. Mecanismos que subyacen a la sensibilizacion. Los factores luminales y los mediadores liberados
en respuesta a isquemia, lesiones e inflamacidn actGan sobre las terminaciones sensoriales que impulsan la
sensibilizacidn. la activacion de los nociceptores produce la liberacion de péptidos y neurotransmisores que
contribuyen mas a la respuesta inflamatoria. Ejemplo de estas sustancias y sus receptores representativos se
indican en la tabla de la imagen. Julius (2001) (38).
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Dichos mediadores pueden ser prostaglandinas, proteasas, citocinas (TNF-a, IL-10),
aminas (Histamina, Serotonina), purinas (ATP, Adenosina), prostanoides (Acido
araquiddnico), generan su accién en los terminales nerviosos sensoriales produciendo un
incremento de la sensibilidad a los estimulos quimicos y mecanicos (denominada
"plasticidad") (42). El resultado de esta sensibilizacion periférica es que la sensibilidad al
dolor se ve aumentada, fendémeno conocido como hiperalgesia. De tal manera, que el paciente
con hiperalgesia tiene umbrales de dolor mas bajos, de modo que estimulos que no resultarian
muy dolorosos para la mayoria de las personas, para estos pacientes son muy dolorosos, tal
es el caso para los pacientes con Ell. La hiperalgesia es una caracteristica de los estados de
dolor cronico (43).

3.9 Sensibilizacion central

La IASP define a la sensibilizacidn central como la mayor capacidad de respuesta de
las neuronas nociceptivas en el sistema nervioso central a su entrada aferente normal o
subliminal. Aunque la sensibilizacion central se desencadena en las neuronas de la asta dorsal
por la actividad en los nociceptores, los efectos se generalizan a otras aferencias que se
originan en mecanorreceptores de bajo umbral (44). Asi, los estimulos que bajo condiciones
normales no causan dolor activan neuronas de segundo orden en la asta dorsal que reciben
aferencias nociceptivas, y dan origen a una sensacion de dolor (45). La induccién de dolor
por un estimulo no doloroso se denomina alodinia (42), lo que explicaria por qué los

pacientes con Ell sienten dolor tras el paso del bolo alimenticio al tracto gastrointestinal.

3.10 Role del TNF-a y ATP en la colitis aguda

El TNF-a es una citocina proinflamatoria, que se involucra en situaciones de dolor
(43), en la Ell, EC y CU se presenta un incremento de la triptasa de los mastocitos y un
aumento en el nimero de mastocitos a nivel de la lamina propia y submucosa que se
acompafa de una elevacion de la expresion de TNF- o, IL-16 y sustancia P (SP) (44). La
activacion de los receptores de TNF-a en las neuronas nociceptivas del DRG aumenta la
excitabilidad de estas, lo cual indica que el TNF-a es un mediador clave en la nocicepcion

(30). De hecho, numerosas evidencias sugieren que el TNF-a tiene un rol esencial en la

20



patogénesis del dolor (45) , incluyendo el dolor neuropético (46,47) y el dolor inflamatorio
(48,49). Los efectos periféricos del TNF-a sobre la sensibilizacion periférica han sido bien
documentados. Por ejemplo, inyecciones intraplantares, intradérmicas o intramusculares de
TNF-o inducen hiperalgesia térmica y mecanica (38), y puede inducir actividad espontanea
en las neuronas de los DRG (49). Ademas, se ha demostrado que el TNF-a modula la
actividad de multiples canales ionicos, incluyendo el receptor a capsaicina, TRPV1 (receptor
de potencial transitorio V1) y los canales de Na*, K" y Ca2" dependientes de voltaje (50, 51),
y de este modo incrementar la via de sefializacion del dolor de un amplio rango de estimulos

sensoriales.

El ATP extracelular es un mediador inflamatorio que ejerce un efecto destacado en
algunos estados de dolor (52). Durante un proceso de inflamacién aguda concentraciones
altas de ATP extracelular han sido medidas en el sitio del tejido lesionado en animales
experimentales (53). Por lo que, el ATP extracelular ha sido establecido como una molécula
clave en la nocicepcion. Al respecto, se ha observado que la administracion de ATP exacerba
la inflamacion durante la colitis experimental (54). Los receptores de ATP o receptores
purinérgicos, incluidos P2X y P2Y se expresan en neuronas sensoriales primarias (55). Tanto
el TNF-a como el ATP son mediadores liberados durante la inflamacién y en la colitis

experimental, pero se desconoce si el TNF-a modula los receptores P2X a nivel de los DRG.

3.11 Generalidades sobre los receptores purinérgicos P2X

Los receptores P2X son canales idnicos de membrana activados por ATP extracelular.
Su activacion tras la union de ATP a su sitio de unién causa la apertura de un canal selectivo
a cationes (Na*, K" y Ca2"). Se han identificado, hasta la fecha, siete subunidades P2X
diferentes, denominadas P2X1 a P2X7, que se ensamblan para dar lugar a canales funcionales
(56). Cada subunidad muestra una estructura molecular similar consistiendo en dos dominios
transmembranales (TM1 y TM2) unidos por un asa extracelular hidrofilica, mientras que sus
grupos amino (-NH2) y carboxilo (-COOH) terminales son intracelulares. EI dominio TM1
es responsable de la compuerta del canal y el domino TM2 forma el poro del canal. El asa
extracelular se sugiere que esta involucrada en la union de dos moléculas de ATP, asi como

en la estructura terciaria de la proteina, ya que se encuentran conservados 10 residuos de
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cisteinas, que al ser oxidados forman puentes disulfuros (S-S) (Figura 5) (57). Todas las
subunidades P2X tienen una secuencia consenso para glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr), y
algunas glicosilaciones son esenciales para el trafico de los receptores a la superficie de la
membrana celular (58). La estructura molecular de un receptor P2X es probablemente como
trimero. Dichos trimeros pueden estar compuestos de la misma subunidad o diferentes

subunidades formando receptores homoméricos o heteroméricos, respectivamente.

ionflow .,
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Figura 5. Estructura molecular de los receptores P2X. Los dominios transmembranales TM1 y TM2 unidos
por un asa extracelular hidrofilica, sus grupos amino (NH2) y carboxilo (COOH) terminales son intracelulares
(60).

El co-ensamblamiento de las subunidades P2X se ha estudiado en modelos de
expresion heteréloga, de tal forma que se ha podido obtener informacion acerca de cuéales
son las subunidades que se co-ensamblan. Por ejemplo, en estos estudios, todas las
subunidades pueden formar homémeros, excepto la subunidad P2X6, la cual solo se combina
con otras subunidades. También se ha determinado la existencia de receptores heteroméricos
como son P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6, P2X4/6, (6, 58) y P2X4/7 (59). La
combinacion de algunas subunidades resulta en canales con propiedades fisiologicas y
farmacoldgicas distintas a las observadas en cada canal expresado de manera individual. De
los siete receptores P2X identificados, el receptor P2X3 es de interés particular en el contexto

de las vias del dolor.
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3.12 Implicacion de los receptores P2X3 en la colitis

El receptor P2X3 es un canal catidnico de rapida desensibilizacion y estan altamente
expresados en neuronas de los DRG, preferencialmente sobre neuronas pequefas, que se
consideran neuronas sensoriales nociceptivas tipo C (60,61). Estos receptores parecen mediar
respuestas de dolor anormales después de una inflamacién y lesiones nerviosas (9). Por
ejemplo, se ha demostrado que la activacion de los receptores P2X3 homoméricos o
receptores P2X2/3 heteroméricos por ATP enddgeno es esencial para desarrollar hiperalgesia
durante inflamacion (10). Ademas, se ha observado un incremento en la expresion de estos
receptores en el colon inflamado de pacientes con enfermedades intestinales inflamatorias
(11). Asi mismo, también se ha demostrado que el receptor P2X3 modula la hiperalgesia
visceral durante una colitis aguda y aun después de que la inflamacion ha sido remitida (12).
Por otro lado, se ha demostrado que la aplicacion de un agonista selectivo para P2X3,
afmeATP, aumenta la sensacion de dolor agudo inducida por la inyecciéon de la
prostaglandina (PG) E2, bradiquinina o formalina (62,63). Por tal motivo, actualmente los
receptores P2X3 son un objetivo interesante en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos
para el tratamiento de dolor neuropético e inflamatorio. Sin embargo, los mecanismos
moleculares que subyacen la funcién esencial de los receptores P2X3 en el desarrollo de
hiperalgesia durante la colitis no son claros.

3.13 Modelos animales de Ell y su aplicabilidad
Actualmente se han propuesto diferentes modelos experimentales de colitis, que
demuestran diversas respuestas clinicas, histoldgicas e inmunes caracteristicas de la colitis

ulcerosa (64). En la tabla 1 se muestran los modelos mas utilizados.

Los modelos quimicos en el estudio de la EIl son més rapidos de desarrollar y son de
bajo costo. Los quimicos utilizados son dextrano sulfato de sodio (DSS), el &cido sulfénico
trinitrobenceno (TNBS) y el acido sulfonico de dinitrobenceno (DNBS) (63). La induccion
de colitis aguda con haptenos DNBS o TNBS instilado rectalmente sensibiliza la mucosa,
diluidos en diferentes concentraciones de etanol, este destruye la barrera de la mucosa del
colon y genera entrada de estos haptenos en la lamina propia, haptenizando las proteinas

microbianas intestinales y del colon traduciendolas en inmunogénicas, dando una respuesta
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inmunitaria innata, adaptativa e inflamacién intestinal, produciendo diarrea severa, pérdida
de peso, sangrado, dolor, simulando la colitis aguda (64). En comparacion con DNBS, el
TNBS es peligroso debido a sus propiedades altamente oxidativas que pueden presentar un
riesgo de explosion al entrar en contacto con bases como el hidréxido de sodio y potasio. Por
lo tanto, DNBS se considera actualmente como una opcion preferida de producto quimico
sobre TNBS para inducir colitis. En los roedores, la colitis por DNBS se considera uno de
los métodos mas convenientes para estudiar aspectos fisiopatoldgicos de la EIl debido que
permite estudiar los efectos de la depresion y estrés sobre la reactivacion de la colitis. Asi
como, los efectos de la inflamacidn sobre la estructura y funcion del sistema nervioso entérico

o0 terminaciones nerviosas que inervan el intestino y mecanismos de reparacion (65).
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Tabla 1. Caracteristicas de los modelos animales inducidos en Ell (65)

Caracteristicas de los modelos animales inducidos en Ell

Ac. acético Inmunocomplejos | TNBS/Etanol Oxazolona PG-PS Carragenina DSS Ciclosporina Indometacina
Enema Enema/l.V. Enema Enema Intra-mural Oral Oral (ciclos) S.C. S.C./oral
Rata, ratdn, Conejo, rata Rata, ratén, Rata, ratén Rata Rata, ratén, Rata, ratén, Raton Rata, ratén,
conejo, cobayo conejo cobayo hamster perro
Fase aguda hasta | Fase aguda hasta | Fase aguda hasta | Fase aguda Fase aguda 3-6 semanas 7-10 dias 2 semanas 2-3 dias
3 dias post- 3 dias post- 3 dias post- hasta 3 dias hasta 3 dias
induccion induccion induccion post- post-induccion
induccion
Fase cronica: No | Fase cronica: No | 8 semanas Fase cronica: | 1-3 semanas Fase cronica: | 2-3 semanas 1-4 semanas 7-10 dias (R.
(ratas) No No (12 semanas) Fisher)
2-3 semanas 11 semanas (R.
(raton) Lewis)
Mucosa Mucosa > Transmural Mucosa > Transmural Mucosa y Mucosa y Transmural Transmural
transmural submucosa (granulomas) submucosa submucosa submucosa
Lesién por acido | Activacion por Reaccion de Reaccion de | Activacion de Erosion Erosion Activacion de | Inhibicion de la
organico complemento hipersensibilidad | hipersensibili | macréfagos y epitelial con epitelial con células T sintesis de PGE2
retardada por dad por células T disfuncién de | disfuncion de y PGI2
alérgenos contacto macrdfagos macrdfagos
Valores elevados | Valores elevados | Valores elevados | Valores Valores Valores Valores Valores
de IL-1, LTB4, de IL-1, IL-1R, de IL-1, IL-6, elevados de elevados de elevados de elevados de elevados de
PGE2, TXB2, LTB4, PGE2 IL-12, IFN, IL-4yIL-5 PGE2, ON, IL- | PGE2y TXB2 | PGE2, TXB2, | IFN, IL-1,
ON, histamina, TNF, PGE2, 1,IL-6, IGFly IL-2,IL-4y TNF
PAF LTB, ON 1kB IL-6
Influencia No Si (etapas de ? Si Si Si ? Si (etapas de
bacteriana: No cronificacién) cronificacion)
Reproducibilidad: | 90% 90-100% (ratas) | ? 80-95% 90% 100% ? 90-100%
100% 60-80% (raton)
Caracteristicas CU EC CuU EC CU CU CU EC
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4. JUSTIFICACION

Existen evidencias suficientes que demuestran que el receptor P2X3 estd presente en
neuronas sensoriales de los DRG y que ademas estan involucrados en la sensacion de dolor
visceral. Dichas evidencias sugieren que durante una colitis ulcerativa la liberacién de
mediadores proinflamatorios podria inducir cambios en las propiedades electrofisioldgicas,
farmacoldgicas y/o moleculares de los receptores P2X3 en las neuronas del DRG, y de este
modo interrumpir o distorsionar su respuesta y/o su transmision de la sefial, lo cual podria
estar sustentando, en parte, la hiperexcitabilidad de las fibras del dolor durante el proceso
inflamatorio. Los datos obtenidos van a contribuir a un mejor entendimiento de los
mecanismos involucrados en la modulacion de los receptores purinérgicos en condiciones
fisiopatoldgicas como son los procesos inflamatorios. Ademas, tal conocimiento, puede
potencialmente dar lugar a un paradigma de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento

del dolor visceral en la colitis ulcerativa.
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5. HIPOTESIS

La liberacion de mediadores proinflamatorios durante la colitis experimental modula la

actividad del receptor P2X3 induciendo un aumento en la excitabilidad de las neuronas

sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal que inerva el colon

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar si los mediadores proinflamatorios liberados durante la colitis experimental

aguda modulan directamente los receptores P2X3 que inducen la hiperexcitabilidad de las

neuronas sensoriales de los DRGs.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer un modelo experimental en raton de colitis aguda inflamatoria intestinal
con DNBS y evaluar la severidad de la colitis.

Evaluacion del dafio histopatoldgico en raton de colitis aguda inflamatoria intestinal
con DNBS.

Definir cuéles son los mediadores proinflamatorios expresados mayormente durante
la colitis experimental en tejidos col6nicos de raton.

Determinar los efectos de la colitis experimental sobre la excitabilidad de las
neuronas sensoriales de los DRGs.

Determinar el efecto modulador de estos mediadores proinflamatorios sobre los
receptores P2X3 en cultivos primarios de neuronas de los DRGs de raton.

Determinar el efecto de la colitis experimental sobre la expresion proteica del receptor
P2X3.
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8. METODOLOGIA

8.1 Tipo y disefio general de estudio.

Se realizé un estudio experimental, longitudinal y prospectivo. En la tabla 2 se muestran

las variables y definiciones conceptuales y operacionales.

Tabla 2. Variables, definiciones conceptuales y operacionales.

Variable Definicion Definicion Clasificacion | Indicadores | Dimension o | Codificacion
conceptual operacional de variable nivel de y unidad de
de medicién medida
acuerdo con
su
escala de
medicién
Peso corporal Magnitud fisica | Masa corporal Cuantitativa Gramos Proporcion Peso en
que designa la del ratén medida | continua gramos
masa corporal por una bascula
calibrada en
gramos
Tiempo La dimension Dias calendario a | Cuantitativa Dias Intervalo De 0 a 4 dias
del universo partir del inicio discreta
fisico que, enun | de cada
determinado experimento
lugar, ordena la
secuencia de los
acontecimientos
Consistencia Cualidad de la Escala validade | Cualitativa N/A Intervalo 0 Heces duras
de las heces materia fecal Melgar et al, ordinal 1 Heces
que resiste sin (2005) (1). pastosas
romperse ni 2 Heces
deformarse aguadas
refleja el estado 3 Diarrea
de salud liquida
intestinal
Sangre fecal o | Sangre en las Determinacion Cualitativa N/A Intervalo 0 Normal (sin
anal visible heces o sangre de sangre oculta | ordinal sangre)
visible en la por Hema-screen 1 Un poco
zona perianal (immunostics, sangrientas
del raton inc, USA). 2 Adherencia
de sangre
alrededor del
ano
3 sangrado a
través del ano
Dafio Determinacion Escala validade | Cualitativa N/A Intervalo 0 Normal
macroscopico | del puntaje de Melgar et al, ordinal 1 Leve
dafio (2005) (1). inflamacion
macroscopico en 2 Moderada
la mucosa inflamacion
colénica del y/o edema
raton. 3 Intensa
inflamacion
ylo
ulceracion
y/o edema
Darfio Determinacion Escala valida Cualitativa N/A Intervalo 0 Normal
microscopico del puntaje de ordinal
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neuronas DRG

eléctrico de las
neuronas DRG

dafio 1 Leve
microscopico en inflamacion
la mucosa 2 Moderada
colénica del inflamacion
raton. y/o edema
3 Intensa
inflamacion
ylo
ulceracién
y/o edema
Factor de Citocina PCR Cuantitativa % control Razén 0-1
necrosis proinflamatoria, discreta
tumoral (TNF- | que se involucra
a) en situaciones
de dolor
Interleucina6 | Citocina que PCR Cuantitativa % control Razén 0-1
(IL-6) forma parte de discreta
la cascada
inflamatoria
Interleucina 1- | Citocina PCR Cuantitativa % control Razén 0-1
B mediadora de discreta
(IL1-B) respuesta
inmunitaria e
inflamatoria
Intensidad Determinacion Inmuno- Cuantitativa % control Razén 0-1
total de del nivel de histoquimica discreta
fluorescencia fluorescencia utilizando la
del receptor celular férmula para
P2X3 calcular la
fluorescencia
celular total
corregida
(CTCF)
Cuantificacion | Cuantificacion Western Blot Cuantitativa % control Razén 0-1
de la proteina | de proteina por discreta
p2x3 electroinmuno-
transferencia
Excitabilidad Medicion del Patch clamp Cuantitativa pA Razén -60 a 20
de las potencial discreta

8.2 Universo de trabajo

Ratones C57BL6 machos y hembras de un peso promedio de 15 a 20 g proporcionados por

el bioterio de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes. Los ratones se resguardaron en

el bioterio del edificio 23 de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, en condiciones

controladas de temperatura (22-24 °C) y ciclos de luz-obscuridad de 12 por 12 horas,

humedad del 55% + 10%, alimento estandar y agua potable ad libitum.
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8.3 Tipo de muestreo, seleccion y tamafio de muestra.
Se realizd un muestreo no probabilistico de cuota con ratones C57BL6. Los experimentos se
realizaron en el laboratorio de electrofisiologia edificio 23 de la Universidad Autdnoma de

Aguascalientes. Para la seleccion de grupos se dividieron aleatoriamente los ratones.

8.4 Establecimiento del modelo de colitis aguda en ratones C57BL6 con acido
sulfénico de dinitrobenceno (DNBS).

Los ratones C57BL6 machos y hembras (15-20 g) se mantuvieron en el bioterio en
condiciones controladas de temperatura (22-24°C) y ciclos de luz-obscuridad de 12-12 horas
con alimento y agua potable ad libitum. Todos los animales se trataron conforme a la
normativa institucional (NOM-062-Z00-1999). La colitis aguda se indujo mediante la
administracion intrarectal de 2-6 mg de DNBS en 100 pl de etanol al 50% v/v. Los ratones
control (sin colitis) recibieron solamente el etanol al 50% v/v. Para la administracion
intrarectal los ratones se anestesiaron con 1.5% de isoflurano, para evitar sufrimiento. Una
vez anestesiado el raton se le inserto un catéter de polietileno (PE-50) por el recto
aproximadamente 3 cm dentro del colon. Los animales se mantuvieron en observacién

durante 4 dias después de inducir la colitis.

8.5 Evaluacion de la severidad de la colitis

Para discernir la gravedad de la inflamacién causada por DNBS, se registraron diariamente
los siguientes parametros: peso corporal, consistencia de las heces y sangre fecal. Se
determind que la diferencia entre los pesos diarios registrados y el peso corporal inicial (antes
de la administracion de DNBS, tomado como el 100 % del peso) como el % de pérdida de
peso inducida por la colitis. Se determind la consistencia de las heces (consulte la Tabla 3)
y la sangre fecal se detecto utilizando tiras de prueba de deteccion de Hema.
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Tabla 3. Puntaje de diarrea y sangrado rectal (66)

Puntaje Consistencia de las Sangre fecal
heces
0 Duras Normal sin sangre
1 Pastosas Sangre oculta
2 Aguadas Adherencias de sangre alrededor del ano
3 Diarrea liquida Sangrado a través del ano

Cuatro dias después de la induccidn de colitis, se sacrificaron los ratones, se obtuvo
el colon distal, se disecciond, se enjuago con PBS frio y se fotografio para analisis posteriores
de dafios en la superficie serosa de acuerdo con los criterios validados descritos por Morris
et al (1989) (67), donde 0 = sin sangrado, sin Ulceras ni edema; 1 = hemorragia leve, edema
leve o erosién mucosa leve; 2 = edema moderado, Ulceras o0 erosiones sangrantes; 3 =
ulceracion severa, erosiones, edema, necrosis tisular y perforacion. Los analisis de dafo
(puntuacién) fueron realizados por dos individuos independientes ciegos en cuanto al
tratamiento de los ratones. El colon disecado se dividio en dos segmentos de 1 cm y se uso

como sigue.

La primera seccién de colon se fijé en formalina al 10 % durante 24 horas (Sigma-
Aldrich, Inc. St. Louis, EE. UU.), se deshidrat6 en alcoholes graduados, se aclaré en xileno
y se embebid en parafina. Las secciones transversales de colon (7 um de espesor) tefiidas con
hematoxilina y eosina (H & E) se visualizaron bajo un microscopio 6ptico (Axioscope 140

40, Carl Zeiss, Alemania) y se fotografiaron para su analisis histopatoldgico.

El segundo segmento de colon se utilizo para aislar el ARN total y se determinaron
los niveles de expresion, mediante RT-PCR semicuantitativa, de los siguientes transcritos:

factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1beta (IL- 1B) e interleucina-6 (IL-6).
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8.6 Anélisis de la expresion génica de citocinas proinflamatorias

Usando el método de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), se extrajo el ARN total
de secciones de colon diseccionadas de 1 cm. Se cuantifico el ARN y se transcribio
reversamente 1 ug con el kit iScript (Biorad, Hercules CA, EE. UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. A partir de esto, se amplifico 1 pul de cDNA/25 ul de volumen
de reaccion que contenia: Buffer de PCR 1X, MgCl; 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, oligo sentido
e inverso 0,2 mM y 0,5 U DNA Taqg Polmerasa (Life Technologies, Texas, EE. UU.). La
transcripcion de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se us6 como control
interno, y la expresion de las citocinas se normalizd con éste. Cada amplificacion del
transcrito se realizo por triplicado, y los resultados mostrados son el promedio de estas tres
amplificaciones. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 3 min
desnaturalizacion a 94°C, 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion: 30 s a 95°C;
alineamiento: 30 s a 55°C; y extensién: 30 s a 72°C). Después de completar el ciclo final, las
muestras se incubaron durante un periodo adicional de 5 min a 72 °C para la elongacion
terminal. Todos los oligos se adquirieron de Integrated DNA Technologies, sus secuencias

se enumeran en la Tabla 4.

Se separ6 un total de 5 pl de cada producto de PCR en un gel de agarosa al 1,5 %, se
tifieron con bromuro de etidio al 0,1 %, se fotodocumentaron (miniBis Pro, DNR Bio-177
Imaging System) y se determing la densitometria de la banda visible usando Imagen Software
J 1.43 (NIH). Como se mencion6 anteriormente, todos los productos fueron normalizados
con el control de GAPDH.

Tabla 4. Secuencias de oligos utilizadas en ensayos de RT-PCR en tejido col6nico y sus longitudes de
producto esperadas en pares de bases (pb)

Gen Sequencia (5°-3") Temp alinamiento(°C) bp

GAPDH F-CCATCACCATCTTCC AGG AG 55 576
R-CCTGCTTCACCACCTTCTTG

TNF-a F-AACTAG TGG TGC CAG CCG AT 50 334
R-CTT CAC AGA GCAATG ACT CC

IL-1P F-TGATGAGAATGACCTCTTCT 55 251

R-CTT CTT CAA AGA TGA AGG AAA
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IL-6 F-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 55 76
R-TTGGTCCTT AGC ACT CCT TC

8.7 Registros electrofisiologicos mediante la técnica de Patch Clamp

Para los registros electrofisioldgicos se utilizaron cultivos primarios de neuronas de los DRG
T8-L1 cuyas terminaciones nerviosas inervan el colon de ratones control y tratados con
DNBS (32). Para evaluar la excitabilidad de las neuronas se midié la reobase, que es la
minima corriente necesaria para disparar un potencial de accidn, y el nimero de potenciales
de accion a dos reobases, mediante la técnica de patch clamp en su configuracion de célula

completa usando parche perforado con anfotericina B (0.24 mg/ml).

El patch clamp es una técnica electrofisiologica utilizada para medir el potencial de
membrana y la actividad de los canales idnicos en la membrana celular. La configuracion de
célula completa se logra después de obtener un sello entre la micropipeta de cristal y los
lipidos de la membrana (configuracion de célula sellada), con una resistencia mayor a 1
Gigaohm (GQ). Una vez que se tiene este sello, la anfotericina B agregada a la solucion
interna de la pipeta comienza a hacer poros en la membrana plasmatica de la neurona y asi

establecer la configuracién célula completa.

Unicamente se seleccionaron las neuronas pequefias (<40 pF), las cuales se sabe que
exhiben propiedades nociceptivas (68) y las que tuvieron un potencial de membrana en
reposo entre —40 mV y -50 mV. Se usaron pipetas de borosilicato con una resistencia de entre
2-5 MQ en solucion externa, cuya composicion fue: NaCl (140 mM), KCI (5 mM), MgCl2
(1 mM), CaCl2 (2 mM), 4-(2-Hidroxietil)-1-acido piperazineetanolsulfonico (HEPES, 10
mM), D-glucosa (10 mM), pH 7.4. La composicién de la solucion interna de la micropipeta
fue: gluconato de potasio (110 mM), KCI (30 mM), HEPES (10 mM), MgCI2 (1 mM), CaCl2
(2 mM) pH 7.25. Los cambios en el potencial de membrana se amplificaron con un
amplificador Axopatch 200B, digitalizadas con un convertidor Digidata 1440A y registradas

en una PC usando el software pClamp® 9 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).
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8.8 Inmunofluorescencia

Después de sacrificar a los animales, los DRGs (T8-L1) de los ratones control y DNBS se
diseccionaron e inmediatamente se incluyeron en O.C.T. sobre hielo seco. Las criosecciones
(20 um) se adhirieron a portaobjetos SuperFrost Plus (Thermo Fisher Scientific), se fijaron
durante 1 hora en formalina al 10% fria en PBS 1X, se lavaron 3 veces por 10 minutos en
PBS y se permeabilizaron durante 30 minutos en 0.2% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich).
Después de esto, se lavd el exceso de Triton tres veces por 5 minutos con PBS, y los tejidos
se bloquearon durante 2 horas en suero de cabra normal al 10% (ThermoFisher). La
incubacion con los anticuerpos primarios 1B4 (1:500, # de cat. 121412; Thermo Fisher),
NeuN (1:500, # de cat. MAB377; Millipore Sigma) y P2X3 (1:500; # de cat. ab10269;
Abcam) se realiz6 durante la noche a 4°C. Finalmente, se realiz6 una incubacion de 1 hora
con anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor-219 a temperatura ambiente
(aproximadamente 21°C). Se visualizé la inmunorreactividad y se capturaron imagenes
usando un microscopio confocal Olympus FluoView 1200. El anélisis de colocalizacion se
realiz6 como se describio anteriormente (69). Las muestras de colon de 3 animales separados
por grupos de tratamiento (control y DNBS) se procesaron, y en los resultados se presentan

imagenes representativas (proyecciones de pilas z).

8.9 Analisis de Western blot

Se us6 Western blot para examinar la expresion del receptor P2X3y la expresion de GAPDH
en el extracto de proteina neuronal DRG (T8-L1). Se utilizaron un total de cinco ratones por
grupo (control frente a DNBS) para la recoleccién de los DRGs. Los ganglios totales (T8-
L1) de cada ratén se combinaron, se congelaron en hielo seco y luego se homogeneizaron en
300 pl de buffer de lisis (Tris 50 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0 y Triton
X-100 al 1 %) suplementados con inhibidores de proteasa (P8340 Sigma-Aldrich®) y
fosfatasa (P5726 y D0044 Sigma-Aldrich®). Los homogeneizados se centrifugaron a 14.000
rpm, 15 min a 4°C; el sobrenadante se aislo y almaceno a -80 °C. La cuantificacion de las
proteinas se realiz6 con el ensayo de proteinas Micro BCA (Thermo Scientific, Rockford,
IL). Se separé un total de 15 pg de proteina en un SDS-PAGE al 10 % vy se transfiri6 a una
membrana de PVDF (Biorad, Hercules CA, 238 EE. UU.) durante toda la noche a 25 Vy 4
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°C. La unién de anticuerpos no especificos se bloqued incubando la membrana durante al
menos 24 horas con leche descremada en polvo al 5 % en solucién buffer Tris 1X que
contenia Tween 20 (TTBS). El exceso de leche se elimin6 con TTBS 1X y luego se incubaron
las membranas con anti-P2X3 (1:1000; Abcam #ab10269) y GAPDH (1:10,000; Cell
Signaling) durante toda la noche a 4 °C. El siguiente dia, se elimind el anticuerpo primario,
se lavo el exceso con TTBS 1X y luego se incubaron las membranas con el anticuerpo
secundario correspondiente a temperatura ambiente durante 1 hora (1:10,000; Jackson
Immunoresearch). Después de la incubacién, se lavaron las membranas con TTBS 1X, se
detecté la inmunorreactividad con el sustrato Clarity™ Western ECL (BioRad) y se
document6 con MicroChemi 4.2 (Bio-imagine Systems). El analisis densitométrico se realiz6

con el software LI-COR Image Studio.

8.10 Soluciones y reactivos

El medio F12, FBS, L-glutamina, penicilina, estreptomicina, ATP, A-317491, TNF-a
humano y todas las sales se adquirieron de Sigma-Aldrich (Toluca, MX). La solucion stock
de ATP (100 mM) se prepar0 utilizando agua destilada desionizada y se almaceno a -20°C;
estos se diluyeron para obtener la concentracion final deseada en solucién externa antes de
su uso, y se ajusto el pH a 7,4 con NaOH. Las células se incubaron con antagonista del
receptor de P2X3, A-317491, 30 min antes de la aplicacion de ATP o TNF-a, a menos que

se indique lo contrario.

8.11 Anélisis estadistico

Los valores de los datos se presentan como la media + error estandar de la media (S.E.M.).
El nimero de experimentos realizados se designa como "n". Se usaron células de al menos
cinco ratones diferentes para cada protocolo experimental. Para probar las diferencias

estadisticas entre dos conjuntos de datos, usamos la prueba t de Student no pareada.

Se utilizo ANOVA con la prueba post hoc de Bonferroni para comparaciones
maultiples. Los datos se consideraron estadisticamente diferentes cuando P < 0.05 en
GraphPad Prism version 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE. UU.).
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion de la colitis aguda

La presencia de colitis generalmente se confirma usando puntajes de pérdida de peso
corporal, diarrea, sangrado rectal y dafio macroscopico. Como era de esperar, la induccion
de colitis produjo una pérdida significativa de peso corporal en el grupo DNBS (Figura 6A),
que alcanzé un maximo del 14 % después de cuatro dias de inducir colitis. Ademas, las
puntuaciones de diarrea y sangrado rectal fueron significativamente mas altas (P < 0,001)

para el grupo tratado con DNBS que para el grupo de control (Figura 6B y 6C).
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Figura 6. Evaluacion de la colitis aguda inducida por DNBS. (A) Gréfica mostrando los cambios en el peso
corporal posteriores a la aplicacion de DNBS intrarectal. EI cambio de peso corporal se calcul6 como el
porcentaje de la diferencia con respecto al peso corporal inicial. (B) Puntuacion de diarrea. (C) Puntuacién de
sangrado. Los datos se presentan como la media = S.E.M, n = 7 por grupo. La administracién de DNBS se
asocié con una disminucidn significativa del peso corporal y aumento en la puntuacion de diarrea y sangrado.
*P <0,05, *** P < 0,001y **** P <0,001. Para el cambio de peso corporal, el analisis estadistico fue ANOVA
de dos vias seguido por una prueba post hoc de Bonferroni. Para las puntuaciones, el andlisis estadistico fue
una prueba de t-student para datos no pareados. ESPANOL

Cuatro dias después de la aplicacion de DNBS, se sacrificaron a los ratones y se
diseccionaron, se inspeccionaron y procesaron sus intestinos gruesos. La inspeccion visual
del colon reveld erosiones, adherencias, perdida del grosor de la pared del colon y hemorragia
petequial en todos los animales tratados con DNBS (Figura 7A), lo que resulté en una
puntuacion de dafio macroscopico 2.9 veces mayor en los ratones tratados con DNBS, en
comparacion con los ratones controles (P = 0,001; Figura 7B). Ademas, el analisis histolégico

del colon distal revelo erosiones epiteliales ocasionales e infiltracion extensa de células

36



inmunitarias en los tejidos colonicos de ratones DNBS, ninguno de los cuales estaba presente
en los controles (Figura 7C). Tomados en conjunto, estos resultados indican que los ratones

tratados con DNBS exhibieron sefiales significativas de colitis aguda.
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Figura 7. Evaluacion macroscopica y microscopica de la colitis aguda inducida por DNBS. (A) Imagenes
de colon representativas de ratones de los dos grupos. (B) Puntuacion de dafio macroscépico. La punta de flecha
negra indica adherencias, la punta de flecha blanca necrosis y la punta de flecha roja sangrado petequial (C)
Secciones representativas de colon tefiidas con H & E de un ratén control y DNBS; la punta de flecha naranja
indica el infiltrado celular; 50 um; aumento x10. Los datos se presentan como la media + S.E.M, n = 7 por
grupo. *** P < 0,001, el analisis estadistico fue una prueba de t-Student para datos no pareados.
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9.2 Aumento de la expresion de ARNm de TNF-a en el tejido de colon inflamado

El proceso inflamatorio del colon inducido por DNBS en ratones se reflejé ademas por un
aumento estadisticamente significativo de 1.5 veces en la expresion de ARNm de TNF-a en
comparacion con el grupo control (P < 0.05; figura 8A). Ademas, también hubo un aumento
en la expresion de ARNm de IL-1p e IL-6 en los tejidos colénicos de ratones tratados con
DNBS, en comparacion con el grupo control, pero este cambio no fue estadisticamente
significativo (Figura 8B y C). Estos resultados indican que la inflamacion colonica en este

modelo agudo esta influenciada principalmente por la sobreexpresion de TNF-a.
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Figura 8. Los niveles de ARNm de TNF-a estan elevados en el tejido colonico de ratones con colitis
inducida por DNBS en comparacion con los ratones control. Niveles de ARNm de TNF-a. (A) IL-1B (B) e
IL-6 (C) en los tejidos colénicos de ratones de los dos grupos. Los datos se expresan como media + SEM (n =
7). Diferencias estadisticas * P < 0,05 en comparacién con el grupo de control mediante la prueba t de Student
para datos no pareados.
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9.3 Efectos de la colitis aguda en la excitabilidad de las neuronas pequefias de los
DRGs

Para estudiar el efecto de la colitis aguda en la excitabilidad neuronal, cultivamos T8-L1
DRGs de ratones tratados con DNBS y de control. Los registros representativos del potencial
de membrana en la reobase (estimulo de corriente minima requerida para provocar un
potencial de accion Unico) y el niamero de potenciales de accion a dos reobases se muestran
en la figura 9A. La reobase se redujo significativamente (41 %) con el tratamiento con DNBS
(DNBS: 21,7 £ 6,0 pA vs Control: 52,8 £ 10,8 pA; P = 0,035; figura 9B). Sin embargo, el
namero de potenciales de accion al doble de la reobase fue similar entre los grupos DNBS y
control (Figura 9C). Este resultado indica que la inflamacion coldnica afecta las propiedades

de excitabilidad neuronal, haciéndolas méas hiperexcitables.
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Figura 9. Las neuronas de los DRGs (T8-L1) aisladas de ratones tratados con DNBS son mas excitables
que las aisladas de ratones control. (A) Registros representativos de patch clamp de una neurona aislada de
un ratén tratado con DNBS mostrando una reobase disminuida (trazo izquierdo inferior) y una neurona aislada
de un ratdn control (trazo izquierdo superior). Los trazos de la derecha (superior e inferior) son los potenciales
de accién a dos reobases. (B) Graficas de barras mostrando los datos de las reobases. Las células aisladas de
ratones DNBS tienen una marcada disminucion de la reobase en comparacién con las células de ratones control
(*P < 0,05). EI nimero de células registradas se muestra en cada barra y se obtuvieron de al menos tres ratones
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diferentes. Las barras representan la media £ el S.E.M. El * indica estadisticamente significativo por la prueba
t-student no pareada. (C) Grafico de barras del resumen de los datos del nimero de potenciales de accion al
doble de la reobase. No se observan cambios significativos. Los nameros dentro de las barras representan el
nimero de neuronas registradas y las barras representan la media + SEM.

Para determinar si el TNF-a es capaz de producir la excitabilidad observada en
neuronas DRG provenientes de ratones tratados con DNBS, se llevaron a cabo registros de
patch clamp en neuronas DRG T8-L1 disociadas incubadas durante toda la noche con TNF-
a (0.1 ug/mL). Al igual que las neuronas DRG de los ratones tratados con DNBS, la reobase
disminuyé significativamente en las neuronas incubadas con TNF-a (los registros
representativos se muestran en la figura 10A), reduciéndose en un 54.3 % (TNF-a: 27,1 +
5,7 pA, n =7; vs control: 50 + 7.6 321 pA, n=7; P = 0.03; prueba t de Student no pareada;
figura 10B). El nimero de potenciales de accion evocados al doble de la reobase fue casi el
mismo entre las neuronas incubadas con TNF-o y neuronas incubadas con medio de cultivo.
Para probar si la activacion del receptor P2X3 precede a la potenciacion de la excitabilidad
de las neuronas del DRG por TNF-a, se coincubaron las neuronas con ATP (100 uM), TNF-
a (0.1 ug/ml) y el antagonista del receptor P2X3 A-317491 (1 uM). El antagonista se aplico
30 min antes del ATP y TNF-a. Los efectos del TNF-a sobre la reobase de las neuronas
fueron inhibidos por la incubacion previa con A-317491 (Figura 11A). El valor promedio de
la reobase de las neuronas de control (ATP solo) fue de 62,5 + 10,7 pA, mientras que la
incubacion con TNF-a la redujo a 28,9 = 330 £+ 4,5 pA, una respuesta que se bloqued con la
preincubacion con A-317491 seguida de estimulacion con TNF-a, lo que dio como resultado
una reobase de 73,3 = 18,5 pA (Figura 11B). Entre estos grupos, no hubo diferencias en el
namero de potenciales de accion evocado con un estimulo de dos veces la reobase (Figura
11C).
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Figura 10. El TNF-o exdgeno incrementa la excitabilidad de las neuronas pequeiias de los DRG. (A)
Registros representativos de Patch Clamp de una neurona control y una incubada toda la noche con TNF-a (0.1
pg/ml). Los trazos de la izquierda son potenciales de accion generados por la minima corriente aplicada
(Reobase) y los trazos de la derecha son los potenciales de accién generados por dos veces la reobase. (B)
Gréfica de barras del resumen de los datos que demuestran que las neuronas incubadas toda la noche con TNF-
o (0.1 pg/ml) presentan una reduccion significativa en la reobase en comparacion con las neuronas incubadas
Unicamente con medio. Los nimeros dentro de las barras representan el nimero de neuronas registrada y las
barras representan el promedio + SEM. El * indica estadisticamente significativo (P < 0.05) por la prueba de t-
Student no pareada. (C) Grafica de barras del resumen de los datos del nimero de potenciales de accion a dos
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namero de neuronas registrada y las barras representan el promedio £ SEM.
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Figura 11. El efecto de TNF-a sobre la excitabilidad neuronal de DRG se atentia notablemente por el
antagonista selectivo del receptor P2X3, A-317491. Las neuronas DRG fueron coincubadas con ATP (100
pM), TNF-a (0.1 pg/ml) y el antagonista del receptor P2X3 A-317491 (1 uM). El antagonista se incubd durante
30 min antes de aplicar ATP y TNF-a. (A) Registros representativos de Patch Clamp de una neurona de control
(ATP solo), una incubada durante toda la noche con ATP plus TNF-a (0,1 pg/ml) y otra incubada con ATP més
TNF-0.+A-317491 (1 uM). Los trazos de la izquierda son potenciales de accion generados a la corriente minima
necesaria (reobase), y los trazos de la derecha son los potenciales de accién generados por el doble de reobase.
(B) Gréfica de barras del resumen de los datos que muestran que el efecto excitador del TNF-a en las neuronas
sensoriales es impedido por el antagonista del receptor P2X3, A-317491. Los nimeros dentro de las barras
representan el ndmero de neuronas registradas y las barras representan la media + SEM. El * indica
estadisticamente significativo (P < 0,05) mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc de Bonferroni.
(C) Gréfica de barras de los datos del nimero de potenciales de accién al doble de la reobase. No se observan
cambios significativos. Los nimeros dentro de las barras representan el nimero de neuronas registradas y las
barras representan la media = SEM.
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9.4 Niveles de proteina del receptor P2X3 en DRG (T8-L1) de ratones tratados con
DNBS

Los datos electrofisioldgicos descritos anteriormente sugieren que un colon inflamado puede
causar una sensibilizacion directa de las neuronas aferentes primarias a través de la
modulacion directa de los receptores P2X3. Esta modulacion directa podria ser el resultado
de la sobreexpresion del receptor P2X3 en las neuronas de los DRGs. Para probar esta
hipdtesis, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia y western blot. Es bien sabido
que la mayoria de las neuronas DRG P2X3-positivas en el ratdn son neuronas no peptidérgica
que se unen a la isolectina-B4 (IB4) (70-72). Las imagenes representativas de
inmunofluorescencia se muestran en las figuras 12A y B. El analisis de inmunofluorescencia
de los receptores P2X3 en los DRG T8-L1 reveld que, en comparacion con los controles, la
proporcion de neuronas positivas para P2X3*/IB4* aumentd notablemente en los ratones
tratados con DNBS en comparacion con los ratones control (P < 0,05; figura 12C). El anélisis
de Western blot confirmo este hallazgo, ya que los niveles de proteina P2X3 en DRGs (T8-
L1) aumentaron significativamente en ratones con colitis inducida por DNBS (P <0,05;
figura 12D). Estos resultados revelan una regulacion al alza en el receptor P2X3 en las

neuronas DRG que inervan el colon de los ratones tratados con DNBS.
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Figura 12. Inmunorreactividad del receptor P2X3 (verde) e 1B4 (rojo) en las neuronas DRG (T8-L1) en
los ratones control (A) y después del cuarto dia de induccion de la colitis en ratones DNBS (B). Obsérvese
el mayor nimero de neuronas que muestran colocalizacién entre los receptores 1B4 y P2X3 en el modelo de
colitis. Barra de escala 100 um y acercamiento 15 um. (C) La intensidad de la fluorescencia se cuantificé
utilizando Image J. Los datos son mostrados como media + S.E.M. * P < 0,05 significativo en comparacién con
el control respectivo mediante la prueba t no pareada. (D) Arriba: inmunoblots representativos de los niveles
de proteina de los receptores P2X3 de los DRG (T8-L1) de ratones del grupo de control y del grupo DNBS.
Graéfico inferior: histograma que muestra la densidad de banda del inmunoblot de la proteina receptora P2X3.
La expresion de la proteina del receptor P2X3 aumento significativamente en las neuronas DRG de los ratones
tratados con DNBS. Los datos se muestran como media + S.E.M. * P < 0,05 significativo en comparacion con
el control respectivo mediante la prueba t no pareada.
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10. DISCUSION

Los resultados de este estudio respaldan la hipétesis de que la liberacion de TNF-a durante
la colitis aguda contribuye a la regulacién positiva funcional de los receptores P2X3 causando
hiperexcitabilidad en las neuronas DRG de diametro pequefio que inervan el colon inflamado,
lo que puede conducir a sefiales nociceptivas en el sistema nervioso central (SNC) y
contribuyen, al menos en parte, a la plasticidad nociceptiva de los aferentes viscerales. En
apoyo de esta interpretacion, estudios previos han descrito la participacion de los receptores

P2X3 en la hipersensibilidad visceral durante la colitis aguda inducida por TNBS (12, 73).

El microambiente inflamatorio de las terminales axdnicas nociceptivas del DRG esta
compuesto por numerosos mediadores inflamatorios, muchos con capacidad de activacién o
sensibilizacion neuronal (7). La identidad del mediador, la produccion y la secrecion se basan
en las caracteristicas del entorno inflamatorio. Dada esta variabilidad, el primer objetivo de
este estudio fue caracterizar la inflamacion y determinar cuales de las citocinas
proinflamatorias clasicas de fase aguda se expresaban. Se demostré que la inflamacion
intestinal estaba en una fase activa cuatro dias después de la aplicacion de DNBS, con un
aumento significativo en la expresion del ARNm de TNF-a.. Varios estudios han demostrado
consistentemente que los linfocitos y las células presentadoras de antigenos (APC) orquestan
el proceso inflamatorio en la Ell activa, principalmente a través de la produccion de TNF-a,

que se ha correlacionado con el grado endoscopico de inflamacion en Ell (3, 74).

Las pequefias neuronas de los DRGs de ratones tratados con DNBS fueron
hiperexcitables, ya que sus reobases fueron mas bajas en comparacion con las de ratones
control, revelando, por lo tanto, un efecto del entorno inflamatorio sobre la funcion neuronal.
Esta alteracion en el umbral probablemente hace que estas neuronas sean mas sensibles a los
estimulos por debajo del umbral in vivo en condiciones inflamatorias. Este hallazgo es
consistente con estudios previos, que revelan que la inflamacion intestinal indujo
hiperexcitabilidad en las neuronas pequefias del DRG del colon (75, 76). Ademas,
encontramos que la hiperexcitabilidad inducida por DNBS de las neuronas T8-L1 DRG es
similar a la observada en aquellas neuronas T8-L1 DRG incubadas con TNF-a. Estos
resultados resaltan el importante papel que juega el TNF-a en la nocicepcion por colitis.

Nuestros resultados concuerdan con otro estudio que muestra que las neuronas DRG co-
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incubados con TNF-a y sobrenadantes de pacientes con CU activa mostraron reobases
significativamente bajas y un aumento en el nimero de potencial de accion en comparacion
con las neuronas de control (30). A diferencia del estudio antes mencionado, en este trabajo
no hubo diferencias en el nimero de potenciales de accidn. Esta discrepancia podria deberse
a que solo incubamos con TNF-a y, por lo tanto, no observamos el efecto sinérgico de los
mediadores proinflamatorios adicionales encontrados en los sobrenadantes de pacientes con

CU activa.

El mecanismo por el cual el TNF-a tiene efectos pronociceptivos en las neuronas del
DRG que inervan el colon no se comprende por completo. Cada vez hay méas pruebas que
demuestran que el TNF-a ejerce sus efectos directamente sobre las neuronas aferentes
primarias para inducir hipersensibilidad (50, 77, 78) a través de la modulacién de los canales
ionicos, esto incluye el receptor de capsaicina TRPV1 y canales de Na", K* y Ca?'
dependientes de voltaje (76, 79-80). Por otro lado, también hay estudios que demuestran que
los receptores homoméricos P2X3 y heteroméricos P2X2/3 participan en el desarrollo de
hiperalgesia inflamatoria (9, 11, 81, 82). Para investigar si TNF-a aumenta la excitabilidad
de las neuronas DRG a través de la modulacién de los receptores P2X3, las neuronas se
trataron previamente con el antagonista de los receptores P2X3 A-317491 antes de aplicar
ATP y TNF-a. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que la preincubacion con
A-317491 previene el aumento de la excitabilidad neuronal inducida por el TNF-a. Esto
sugiere que el TNF-a desencadena la hiperexcitabilidad de las neuronas sensoriales a través
de la modulacion directa del receptor P2X3. Hay datos que respaldan esta nocion, ya que se
ha demostrado que el TNF-a activa una via dependiente de p38 MAPK que conduce a la

rapida sensibilizacion de P2X3 en las neuronas DRG (83).

La respuesta aumentada en las neuronas DRG tratadas con TNF-a probablemente
surge de la regulacion positiva de la expresion del receptor P2X3. En este estudio se demostro
que la regulacién al alza de P2X3 se produce después de la induccion de colitis en las
neuronas de los DRG T8-L1, las cuales son neuronas sensoriales del colon distal y el recto
(32). Esta sobreexpresion de P2X3 coincide con las neuronas positivas para I1B4, lo que
sugiere que se trata de neuronas nociceptivas de naturaleza no peptidérgica que detectan la

nocicepcion mecanica colorrectal (84). También se han encontrado resultados de
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sobreexpresion del receptor P2X3 en neuronas DRG después de la induccidn de colitis con
TNBS (73). Estos estudios indican que el receptor P2X3 tiene un rol fundamental en la

sensibilizacion de los nociceptores durante la colitis inflamatoria aguda.

Nuestros hallazgos brindan nuevos conocimientos sobre la colitis y brindan evidencia de
que los mediadores proinflamatorios como el TNF-a aumentan la excitabilidad de las
neuronas sensoriales de las fibras aferentes primarias que inervan el colon a través de la
modulacion de la actividad de los receptores P2X3. Ademas, estos hallazgos resaltan la
necesidad de desarrollar antagonistas selectivos de P2X3 con el objetivo de usarlos como

terapia en la enfermedad inflamatoria intestinal.

11. CONCLUSION

En conclusion, nuestros resultados indican que, durante la colitis aguda, la liberacion de
mediadores proinflamatorios, como TNF-a, aumenta la excitabilidad de las neuronas
sensoriales DRG cuyas terminaciones nerviosas periféricas inervan el colon. Este efecto es
revertido por un antagonista selectivo del receptor P2X3, lo que sugiere que el TNF-a a través
de la modulacidn de estos receptores provoca un aumento de la excitabilidad de las neuronas

sensoriales en un modelo de colitis aguda.
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ANEXO A:
Se presento el trabajo en el congreso 2021 de la Sociedad Argentina de Fisiologia, donde se
obtuvo el ler lugar del Premio ELSEVIER ALACF 2021 a Excelencia en Investigacion en
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Involvement of the P2X3 receptor in neuronal hyperexcitability in a colitis model in C57BL6 mice

Sanchez-Navarro CA?, Valdez-Morales EE?, Barragan-Iglesias P3, Barrios-Garcia T3, Guerrero-Alba R?

1 Master's Student in Biomedical Research, Department of Medicine, Health Sciences Center, Autonomous University of
Aguascalientes, Ciudad Universitaria, Aguascalientes, Mexico. ? Catedras CONACYT. Autonomous University “Benito Juarez” of
Oaxaca, Department of Medicine and Surgery. 3 Department of Physiology and Pharmacoelogy, Basic Sciences Center, Autonomous
University of Aguascalientes, Ciudad Universitaria, Aguascalientes, Mexico.

Introduction: Previous studies have been shown that acute colitis enhances the excitability of colonic nociceptive dorsal root ganglia
(DRG) neuronst. However, the molecular mechanisms involved in this hyperexcitability are not fully understood. Extracellular
adenosine 5'-triphosphate (eATP) has been established as a key sensory signaling molecule in inflammatory pain through activation
of P2X3 receptors?, which are highly expressed in nociceptive DRG neurons?. Aim: To determine if P2X3 receptors participate in
neuronal hyperexcitability during an inflammatory process. Methods: Colitis was induced by intrarectal administration of
Dinitrobenzene sulfonic acid (DNBS) 200 mg/kg in ethanol 50% in C57BL/6 mice. The severity of colitis was assessed by weight loss
and macroscopic and microscopic scores of damaged colonic tissues. The neuronal excitability of T8-L2 Dorsal Root Ganglia (DRG)
neurons was evaluated by measure changes in rheobase and action potential firing using the perforated patch clamp technique. The
role of the P2X3 receptor was studied using a selective P2X3 antagonist, A-31749, and its expression was evaluated by western blot
and immunofluorescence. Results: Colonic sections collected 4 days post-DNBS treatment showed focal ulceration, crypt destruction,
goblet cell depletion, and mucosal infiltration of immune cells. DRG neurons from DNBS-treated mice showed increased P2X3
expression and hyperexcitability (rheobase decreased 51%, P < 0.053, unpaired t-student test, n = 7). TNF-a expression levels are
significantly higher in the colonic tissues of DNBS-treated mice compared to the control samples (P < 0.05, unpaired t-student test,
n = 8) and the incubation of DRG neurons with TNF-o recapitulated the hyperexcitability effect of DNBS- treated mice on rheobase
and this effect was blocked with the selective P2X3 antagonist receptor (A-31749). Conclusions: These results suggest that the release
of proinflammatory mediators during colitis, such as TNF-o, enhanced excitability of sensory DRG neurons innervating the colon
through medulation of activity P2X3 receptors.

Istemkowski, P.L., et al. ] Physiol, 2015. 593(16): p. 3739-55. 2Deiteren, A., van der Linden, L., de Wit, A., Ceuleers, H., Buckinx,
R., Timmermans, J.-P., De Winter, B. Y. (2015). PLoS ONE, 10(4), e0123810. http://doi.org/10.1371/journal.pone.0123810
3Burnstock, G., P2X receptors in sensory neurones. Br ) Anaesth, 2000. 84(4): p. 476-88.
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