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Resumen

La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad cronica caracterizada por
hiperglucemia, causada por la resistencia a la insulina. Entre sus principales
factores de riesgo se encuentran el sobrepeso, la obesidad y el sedentarismo. Un
aspecto clinicamente relevante pero poco comprendido es la alta incidencia de
alteraciones en la motilidad gastrointestinal, presentes en cerca del 50% de los
pacientes con DT2, lo que afecta negativamente su calidad de vida y aumenta los
costos de atencion médica. Este estudio se enfocd en investigar como la DT2
asociada a la obesidad impacta en las propiedades electrofisiologicas vy
farmacologicas de los receptores purinérgicos P2X, y en la funcion de la
excitabilidad de las neuronas mientéricas, que regulan la motilidad intestinal. Para
ello, se utiliz6 un modelo murino de DT2 alimentando a ratones C57BL/6J con una
dieta tipo cafeteria durante 21 semanas y administrandoles una inyeccién
intraperitoneal de estreptozotocina. Posteriormente, se analizaron los efectos en la
excitabilidad neuronal, contractilidad muscular y motilidad del colon. Se emplearon
técnicas como Patch Clamp para registrar la actividad eléctrica de las neuronas
mientéricas y propiedades farmacoldgicas de los receptores P2X, y de bafio de
organos aislado para evaluar la contractilidad coldnica. Los resultados demuestran
gue las neuronas mientéricas tipo S de ratones con DT2 o expuestas a
sobrenadantes colénicos de estos animales presentaron una notable disminucion
en su excitabilidad, sin evidenciar cambios significativos en los receptores P2X.
Ademas, se encontré una reduccion significativa en las corrientes de sodio
dependientes de voltaje (Inav), 0 que sugiere un papel clave de estos canales en la
disfuncion neuronal. En conjunto, estos hallazgos apuntan a que la reduccion en la
excitabilidad neuronal y las Inav en las neuronas mientéricas podria ser mecanismos
celulares que contribuyen a la dismotilidad colonica en pacientes con DT2 asociada

a la obesidad.



Abstract

Type 2 diabetes (T2D) is a chronic disease characterized by hyperglycemia caused
by insulin resistance. Its main risk factors include overweight, obesity, and a
sedentary lifestyle. A clinically relevant but poorly understood aspect is the high
incidence of gastrointestinal motility disorders, present in approximately 50% of
patients with T2D, which negatively affects their quality of life and increases
healthcare costs. This study investigated how obesity-associated T2D impacts the
electrophysiological and pharmacological properties of P2X purinergic receptors and
the function of excitability myenteric neurons, which regulate intestinal motility. To
this end, a murine model of T2D was used, feeding C57BL/6J mice a cafeteria-type
diet for 21 weeks and administering an intraperitoneal injection of streptozotocin.
Subsequently, the effects on neuronal excitability, muscle contractility, and colonic
motility were analyzed. Patch clamp techniques were used to record the electrical
activity of myenteric neurons and the pharmacological properties of P2X receptors,
and isolated organ bath techniques were used to evaluate colonic contractility. The
results demonstrate that S-type myenteric neurons from mice with T2D or exposed
to colonic supernatants from these animals showed a notable decrease in excitability
without significant changes in P2X receptors. In addition, a reduction in voltage-
gated sodium currents (Inav) was found, suggesting a key role of these channels in
neuronal dysfunction. Together, these findings indicate that the decrease in neuronal
excitability and Inav in myenteric neurons could be cellular mechanisms that

contribute to colonic dysmotility in patients with obesity-associated T2D.



1. INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad crénica caracterizada por niveles
elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia) como resultado principalmente de
la resistencia a la insulina, y suele estar estrechamente relacionada con el
sobrepeso y la obesidad. De hecho, alrededor del 85.2% de las personas con DT2
presentan sobrepeso u obesidad y las proyecciones indican que la prevalencia
global de la diabetes podria alcanzar los 643 millones de casos en 2030 y los 738
millones en 2045 (Sun et al., 2022).

Aungque esta bien establecido que la obesidad contribuye al desarrollo de la
DT2, el mecanismo exacto de esta relacion aun no se comprende completamente.
Se sabe que la obesidad induce un estado inflamatorio sistémico crénico de bajo
grado que favorece la resistencia a la insulina (Wondmkun, 2020), pero los factores
gue inician este proceso siguen sin esclarecerse. Evidencias recientes sugieren que
el inicio de este tipo de inflamacion intestinal de bajo grado es producida por un alto
consumo de grasa saturada y que puede presentarse incluso antes que la obesidad.
Se ha demostrado que el consumo crénico de alimentos con altos niveles caléricos
puede comprometer la integridad de la barrera epitelial del intestino, ademas de
generar disbiosis y reducir la expresion de péptidos antimicrobianos en el intestino
(Ding & Lund, 2011; Rohr et al., 2020). En consecuencia, el epitelio intestinal al
perder su integridad facilita el paso de componentes bacterianos como los
lipopolisacéaridos (LPS) hacia la circulacidon sanguinea, lo que conduce a una
inflamacion sistémica cronica que favorece la resistencia a la insulina (Duan et al.,
2018).

Los pacientes con obesidad y DT2 frecuentemente presentan trastornos
gastrointestinales (Gl), los cuales han sido reconocidos como una de las
complicaciones mas comunes de la diabetes (Zhao et al., 2017). Entre los sintomas
mas reportados estan la distension y dolor abdominal, diarrea, estrefiimiento e
incontinencia fecal (Zhao et al., 2017, Bharucha et al.,2013; Le Pluart et al., 2015;



Taba Taba et al., 2015). Aunque en muchos casos son inespecificos, pueden llegar

a afectar significativamente la calidad de vida y aumentar los gastos en salud.

Los mecanismos detras de los trastornos Gl son complejos y aun no se
comprenden del todo. Estudios anteriores han sefialado que la neuropatia
autonomica podria desempefiar un papel clave (Dooley et al., 1988; Jung et al.,
2003). Sin embargo, los pacientes con diabetes que no presentan neuropatia
también experimentan sintomas Gl (Bytzer et al., 2001). Investigaciones en modelos
murinos con dietas altas en grasas (HFD) han demostrado la pérdida de neuronas
mientéricas que se ha relacionado con un retraso en el transito colénico (Anitha et
al., 2016; Beraldi et al., 2015). Ademas, los intestinos gruesos de pacientes con
diabetes mostraron una reduccion significativa en el nimero de neuronas
mientéricas con una reduccion en el tamafo de los ganglios del plexo mientérico en
comparacion con los de personas sanas (Chandrasekharan et al., 2011). También
se ha observado una degeneracion o pérdida de las células intersticiales de cajal
(ICC) a lo largo del tracto Gl en modelos animales y pacientes con DT2, lo que
conlleva a una disminucion de la actividad contractil ciclica del intestino (lwasaki et
al., 2006).

Adicionalmente, se ha planteado que la diabetes puede modificar canales
iGnicos en las neuronas mientéricas, alterando su excitabilidad y contribuyendo a
los problemas de motilidad Gl (Brasileiro et al., 2019). Sin embargo, esta posibilidad
aun no ha sido profundamente estudiada. Por ello, el presente estudio examind las
propiedades electrofisiologicas y farmacoldgicas de los receptores P2X (canales
cationicos activados por ATP) y canales de Na*y K* dependientes de voltaje, asi
como las propiedades de excitabilidad de las neuronas mientéricas y la
contractilidad muscular intestinal para evaluar como la DT2 asociada a obesidad
afecta la excitabilidad y las corrientes iénicas de las neuronas mientéricas y la
motilidad intestinal. Observamos que los sobrenadantes col6nicos de ratones con
DT2 disminuyeron la excitabilidad de las neuronas mientéricas y las corrientes de

Na* dependientes de voltaje (Inav), sin afectar los receptores P2X. Estos hallazgos
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sugieren un nuevo mecanismo que podria contribuir a la disfuncion de la motilidad

gastrointestinal en la diabetes.

2. MARCO TEORICO

2.1 Diabetes tipo 2 asociada a la obesidad

La obesidad es una condicibn que se caracteriza por el incremento en la
acumulacion de la grasa corporal. El desarrollo de obesidad puede deberse a
factores genéticos, psicoldgicos, ambientales y debido a una desregulacion
hormonal. Tradicionalmente se diagnostica mediante el indice de masa corporal
(IMC) es 2 25 kg/cm? es considerado sobrepeso y 2 30 kg/cm? obesidad (April-
Sanders et al., 2021; Wu et al., 2024). Sin embargo, el uso exclusivo del IMC no
diferencia entre masa magra y grasas, por lo que la incorporacién de datos
antropomeétricos como la circunferencia de la cintura, porcentaje del tejido adiposo
y niveles de triglicéridos en plasma surgen como medidas Utiles para corroborar la

presencia de obesidad (Rubino et al., 2025).

Una de las principales causas asociadas al aumento en la incidencia de la
obesidad es el consumo de HFD y también |a falta de ejercicio fisico (Jéquier, 2002).
El consumo de HFD induce la obesidad en los humanos y ratones, sin embargo, no
existen criterios claros, como en humanos, para determinar la obesidad en ratones.
La mayoria de los investigadores establecieron que se podia determinar la obesidad
utilizando una relacioén entre el peso corporal del animal con el peso de la grasa del
grupo experimental contra un grupo control (Ghibaudi, et al., 2002; Woods et al.,
2003; Avtanski et al., 2019; Preguica et al., 2020).

Diversos estudios clinicos e investigaciones in vivo han confirmado una relacion
causal directa entre la obesidad y la diabetes tipo 2 (DT2) (Mohajan et al., 2023;
Rubino et al., 2025). Aproximadamente el 80% de las personas con diabetes

también presentan obesidad (Anand et al.,, 2024). De manera alarmante, la

11



Federacion Mundial de la Obesidad (WOF, por sus siglas en inglés), informé, que,
en el 2023, al menos 2,603 millones de personas mayores de 5 afios presentan
obesidad y se estima que para el afio 2030, alrededor del 60% de la poblacion
mundial tendra sobrepeso u obesidad (WOF, 2023). Ademas, la Organizacién
mundial de la salud (OMS) sefiala que la obesidad es responsable del 44% de los
casos de DT2 y Segun las proyecciones mas recientes de la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF), se espera que el numero de personas
diagnosticadas con DT2 aumente a 643 millones en 2030 y a 783 millones en 2045
(IDF, consultado el 29 de enero de 2024).

Los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen la relacion entre la obesidad y la
DT2 aun no se comprende del todo. Es ampliamente reconocido que la obesidad se
asocia con un estado inflamatorio sistémico cronico de bajo grado que promueve el
desarrollo de resistencia a la insulina (Kanda et al., 2006; Rubino et al., 2025). Sin
embargo, el origen de esta inflamacién aun no esta claro. La evidencia indica que
la inflamacion intestinal de bajo grado puede preceder a la aparicion de obesidad
(Ding et al., 2010). Las HFD alteran el sistema de barrera intestinal al inducir
disbiosis, reducir la expresion de péptidos antimicrobianos y proteinas de unién
estrecha en el epitelio mucoso. Todos estos factores promueven una respuesta
inflamatoria intestinal (Ding & Lund 2011; Rohr et al., 2020). La barrera intestinal
comprometida facilita la translocacion de componentes bacterianos, como los LPS,
a la circulacién, lo que desencadena inflamacion sistémica cronica, que junto con
las células adiposas hipertrofiadas y la infiltracidbn de macrofagos producen citocinas
proinflamatorias circulantes, como TNF-a, que interfieren con la sefalizacion de la
insulina en diferentes tejidos, incluyendo el tejido adiposo, el higado y el musculo,
reduciendo la capacidad de estos tejidos a responder a la insulina, lo que lleva a un
aumento de la glucosa en sangre (hiperglucemia), y, a largo plazo, a DT2 (Banerjee
et al.,2019)

La hiperglucemia crénica, caracteristicos de la DT2, favorece la produccion de

citocinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
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pueden causar dafio celular y tisular. Esta respuesta inflamatoria y oxidativa
desencadena una serie de efectos perjudiciales en diversos rganos y sistemas del
cuerpo, contribuyendo al desarrollo de complicaciones como enfermedades
cardiovasculares, nefropatias, retinopatias, neuropatias y una mayor susceptibilidad
a infecciones (Klein et al., 2022). Muchas de estas complicaciones han sido
ampliamente estudiadas, sin embargo, uno de los sistemas menos explorado en
este contexto es el tracto Gl, a pesar de que recientemente se ha reconocido que
los trastornos Gl son una de las complicaciones mas comunes de los pacientes con
diabetes (Zhao et al., 2017).

2.2 Aspectos anatomofisioldgicos del tracto Gl

El aparato digestivo esta formado por el tracto Gl y los 6rganos accesorios. El tracto
Gl se extiende desde la boca hasta el ano, estd conformado por los siguientes
organos principales: la cavidad oral (boca), la faringe, el eséfago, estomago,
intestino delgado, grueso y el canal anal. Los 6rganos accesorios incluyen: los
dientes, la lengua y los érganos glandulares (glandulas salivales, higado, vesicula

biliar y el pancreas) (Ogobuiro et al.,2021).

El desarrollo del tracto GI comienza desde la tercera semana de gestacion, durante
la gastrulacion. El endodermo forma el epitelio del tubo digestivo, el mesodermo da
origen al tejido conjuntivo y musculo liso de la pared del tubo digestivo. La cresta
neural, que proviene del ectodermo, forma el Sistema Nervioso Entérico (SNE)
(Bhatia et.al.,2023)

Las funciones del tracto Gl son la digestion del alimento, la absorcién de los
nutrientes necesarios para el funcionamiento del cuerpo y excretar los productos de
desecho (Ogobuiro et al., 2021)

Cada uno de los érganos principales y accesorios tienen un papel especifico para

lograr la funcién del tracto Gl, las cuales son las siguientes:
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La cavidad oral: recaba informacion sensorial del alimento antes de deglutirlo,
realiza una disrupciéon mecanica de los alimentos con ayuda de los dientes y lengua.
Las glandulas salivales secretan la saliva, la cual contiene mucina cuya funcién es
lubricar el alimento, anticuerpos antimicrobianos y enzimas digestivas, como son, la
lipasa y amilasa salival que participan en la digestion inicial de carbohidratos y
lipidos (Said, 2018; Ogobuiro et al., 2021).

Faringe: tiene como funcion dar paso al bolo alimenticio al es6fago.

Esofago: transporta alimentos al estbmago a traveés de ondas de contraccion del
musculo circular y longitudinal conocido como peristaltismo. La seccion del esofago
mas cercana a la faringe contiene musculo esquelético, mientras que la parte mas
cercana al estbmago contiene principalmente musculo liso. El paso del bolo
alimenticio por la faringe y el eso6fago estd controlado por el sistema nervioso
involuntario a través de fibras aferentes y eferentes de los nervios glosofaringeos y

vago (Ogobuiro et al., 2021).

Estobmago: Una vez que el bolo alimenticio llega al estbmago es descompuesto
mediante acciones quimicas y mecanicas. El estbmago esta formado por tres capas
musculares que participan en la mezcla y agitacién, esenciales para la formacién
del quimo (sustancia liquida y semidigerida del bolo alimenticio). Ademas, el epitelio
esta constituido por diferentes tipos celulares que participan en la digestion de los
alimentos, que incluyen: células parietales que secretan acido clorhidrico
manteniendo el pH del estbmago entre los valores de 1.5 a 2.0, el cual destruye a
la mayoria de los microorganismos, desnaturaliza las proteinas y permite la
activacion del pepsinégeno a pepsina. Ademas, secretan factor intrinseco que
contribuye a la absorcion de Vitamina B12 necesaria para la formacion de eritrocitos;
células principales que secretan pepsindgeno, lipasa gastrica, moco y factor
estimulante de colonias; células G producen y secretan la hormona gastrina, cuya
regulacion estd dada por la somatostatina liberada por las células D; células
foveolares elaboran moco para la proteccion de la mucosa gastrica y la reparacion

de lesiones y las células de mucosa del cuello liberan bicarbonato de sodio
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protegiendo el revestimiento estomacal (Srikumar et al.,2003). Después de
mezclarse en el estbmago, el quimo pasa a traves del esfinter pilorico y entra a los

intestinos (Hillman et al., 2017).

Intestino delgado: La mayor parte de la digestion y absorcidon de los nutrientes se
da en el intestino delgado, la mucosa tiene vellosidades, las cuales tienen multiples
microvellosidades que aseguran una absorcion optima (Hillman et al., 2017;
Campbell et al., 2019). El intestino delgado tiene tres segmentos, duodeno, yeyuno
e ileon. El proceso de digestién ocurre en el duodeno cuando el quimo proveniente
del estbmago se mezcla con las secreciones del pancreas e higado, mientras que
la absorcion de nutrientes como la glucosa ocurre principalmente en el epitelio del
yeyuno e ileon (Hillman et al., 2017). En el ileon se encuentra el esfinter ileocecal
que controla el flujo del bolo desde ileon hacia el intestino grueso (Campbell et al.,
2019).

El intestino delgado contiene abundantes glandulas que participan en la digestion y

absorcion de nutrientes, asi como, en la regulacion hormonal. Las glandulas son:

e Glandulas de Brunner: Se encuentran en el duodeno en la capa de la
submucosa. Secretan la hormona secretina, que estimula la secrecién de moco
y bicarbonato de sodio en el pancreas neutralizando el &cido clorhidrico
proveniente del estbmago.

e Glandulas de Lieberkihn: también conocido criptas de Lieberkiihn o criptas
intestinales. Estas glandulas se localizan en el revestimiento del intestino
delgado y desempefian una funcién importante en la produccién y secrecién del
moco, asi como la regeneracion de las células epiteliales intestinales. En estas
glandulas podemos encontrar los siguientes tipos celulares:

e Enterocitos: son las mas abundantes y tienen como principal funcién la absorciéon
de nutrientes, agua y electrolitos.

e Células caliciformes: estan especializadas en la secrecion de moco que actua

como una capa protectora del revestimiento intestinal.
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Células de Paneth: Se encuentran en la base de las criptas y secretan sustancias
antimicrobianas como la lisozima y defensinas. Estas sustancias ayudan a
proteger el intestino de una invasion microbiana.

Células entero-endocrinas: Son células que secretan hormonas y péptidos que
regulan diferentes funciones del sistema digestivo, como la secrecion de

hormonas pancreéaticas, la motilidad intestinal y la absorcion de nutrientes.

Existen varios tipos de células entero-endocrinas, tanto en el estbmago como en el

intestino delgado y grueso, son nombradas en base a la hormona o péptido que

liberan, por ejemplo:

Células G: liberan gastrina que aumenta la motilidad del intestino delgado, lo que
ayuda a mover los alimentos a lo largo del tracto digestivo y la absorcion de
nutrientes, también la gastrina puede estimular la secrecion de enzimas
digestivas por parte del pancreas.

Células S: liberan secretina que estimula la secrecién de bicarbonato de sodio
en el pancreas.

Células I: o células entero-endocrinas y secretan péptido inhibidor gastrico (GIP)
y el péptido similar a glucagon (GLP-1), hormonas que ayudan a la regular la
liberacion de insulina en respuesta de niveles altos de glucosa en sangre.
Células K: Secretan la hormona colecistoquinina (CCK), que estimula la
contraccion de la vesicula biliar, enzimas pancreaticas y la regulacion del apetito
en respuesta a grasa, aminoacidos y glucosa.

Células L: secretan péptidos YY, que regulan la motilidad del intestino y acttan
como inhibidores del apetito en respuesta a la glucosa y grasa.

Células entero-cromafines: Secretan serotonina que participa en el peristaltismo
intestinal.

Células D: Secretan somatostatina, que inhibe la secrecién de la hormona
gastrina.

Células entero-endocrinas productoras de motilina o célula M. Secretan motilina,

gue regulan la motilidad intestinal (Ogobuiro et al., 2021; Crespo et al., 2009).

16



En el duodeno se vierten las secreciones biliares producidas por el higado que
emulsifican los lipidos para una Optima digestion y absorcion de éstos. Asi como,
las secreciones pancreaticas que contiene enzimas digestivas y bicarbonato de
sodio para la neutralizaciéon del acido géastrico (Hillman et al., 2017). EI material

alimenticio no absorbido y no digerido avanza hacia el intestino grueso.

Intestino grueso o colon: es la ultima parte del tracto GI que va desde la unién
ileocecal hasta el ano, dividido en ocho secciones, las cuales son: ciego, apéndice,
colon ascendente, colon transverso, colon descendente, colon sigmoide, recto y
conducto anal. Su principal funcion es la absorcion de agua, electrélitos y vitamina
K. Asi como la excrecion de los desechos no digeribles (Treuting et al., 2018;
Hugenzholtz et al., 2018). En el colon, se encuentra la mayor parte de la microbiota,
la cual tiene mdultiples funciones, como son la descomposicion de los alimentos;
produccion de metabolitos que contribuyen a la salud del huésped, como los acidos
grasos de cadena corta (SCFA) que disminuyen el pH intestinal y aumenta la
solubilidad de minerales esenciales como el calcio, el hierro, y el magnesio (Hillman
etal., 2017), los cuales tienen un rol importante en la salud humana (Coudray et al.,
2003); participan en la diferenciacion y proliferacion celular de la mucosa colénica
al inducir la apoptosis, y brinda proteccién contra la colitis y el cancer colorrectal
(Hillman et al., 2017).

Alteraciones de la microbiota se ha asociado a enfermedades en el tracto GI como
la enfermedad de Crohn (Feng et al., 2022), el desarrollo de cancer colorrectal
(Coker et al., 2019), sindrome de colon irritable (Sundin et al., 2020), una

inflamacion intestinal de bajo grado asociada a obesidad (Cani et al., 2012).

Anatomicamente en humanos, el intestino grueso presenta estructuras como, la
taeniae coli que son tres bandas de musculo liso longitudinal que estan en la
superficie externa del colon que facilitan el peristaltismo del intestino grueso; los
apéndices omentales que son pequefias masas de grasa que cuelgan a lo largo de
las taenias, y las haustras, que son abultamientos que se producen a lo largo del

intestino grueso (Hugenholtz et al., 2018).
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2.3 Morfologia e histologia de tracto Gl

Los ratones se han convertido en el modelo més estudiado y utilizado en
investigaciones relacionadas con el uso de farmacos (Vandamme, 2014) y conocer
el papel de la dieta y la microbiota intestinal en distintas enfermedades (Hugenholtz
et al., 2018) por lo que resulta importante conocer sus diferencias en el intestino.

El intestino delgado en los ratones adultos mide aproximadamente 35 cm, mientras
gue en humanos adultos 700 cm. La mucosa del intestino delgado del raton no tiene
pliegues pronunciados mientras que la mucosa del humano contiene pliegues
circulares conocidos como plica circulares que aumenta el area superficial de

absorcion (Treuting et al., 2018).

El colon mide aproximadamente en promedio 7.0 cm de largo en los ratones adultos
y 150 cm en humanos adultos (incluye el colon y ciego). El ciego del raton mide de
3 a 4 cm de largo y funciona como un recipiente de fermentacibn microbiana
mientras que en los humanos mide 6 cm de largo y no tiene una funcion bien definida
como en el ratdén, pero se atribuye participacion en el proceso de fermentaciéon de
los nutrientes (Hugenholtz et al., 2018). El colon del humano tiene haustras y en el
ratén tiene una apariencia serosa y continua. Ademas, el colon de raton se divide
en tres segmentos donde la mucosa colénica presenta diferencias: el proximal, tiene
pliegues transversales; el segmento intermedio presenta la mucosa planay el distal
con pliegues longitudinales. Mientras que, la mucosa del humano tiene pliegues

transversales en todo el colon (Treuting et al., 2018).

Las capas histologicas que conforman el intestino son similares en humanos y
ratones. Del lumen hacia dentro se encuentran las siguientes capas: mucosa,

submucosa, muscular externa (muscularis propia) y serosa (Ver Figura 2).

La capa de la mucosa contiene el epitelio, lamina propia y muscularis mucosae. La
lamina propia esta formada de tejido conjuntivo laxo, capilares, vasos linfaticos y

células inmunitarias pertenecientes al tejido linfoide asociado al tracto GI (GALT).
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El GALT, en roedores, se encuentra principalmente en el segmento intermedio del

intestino delgado y en el ciego, disperso dentro de la lamina propia.

La capa de la submucosa esta formada por glandulas secretoras de moco y el plexo

nervioso submucoso o de Meissner, que regula las funciones secretomotoras.

La capa de la muscularis propia consta de dos capas de musculo, la capa mas
interna es el musculo circular y la externa el musculo longitudinal. Entre la capa de
los musculo se encuentra el plexo nervioso mientérico o de Auerbach, seguido de
un revestimiento seroso que cubre la mayor parte del tracto Gl. (Treuting et al.,
2018).

2.4 Inervacion del tracto Gl

El tracto Gl tiene una inervacion extrinseca y una intrinseca. La inervacion
extrinseca corresponde a los nervios que provienen del Sistema Nervioso
Autonomo (SNA), que es un componente del sistema nervioso periférico que
controla los movimientos involuntarios de los musculos lisos y cardiacos, de tal
manera que controla funciones como la frecuencia cardiaca, la presion arterial, la
respiracion, la excitaciéon sexual y la digestion. Esta constituido por dos clases de
neuronas, una neurona preganglionar cuyos cuerpos celulares se ubican en el
sistema nervioso central (SNC) y liberan el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y una
neurona posganglionar que inerva directamente el musculo liso y cardiaco, sus
cuerpos celulares se ubican en ganglios autbnomos o cerca del musculo que
inervan. ElI SNA se divide anatomicamente en Sistema Nervioso Simpéatico y
Sistema Nervioso Parasimpatico.

La division simpatica produce la respuesta de lucha o huida aumentando la presion
arterial, frecuencia cardiaca y disminuyendo el peristaltismo. El cuerpo celular de
las neuronas preganglionares simpaticas del tracto Gl estan ubicada en las
columnas intermediolaterales o astas laterales de la medula espinal. Cuyas fibras

presinapticas salen de la medula espinal a través de las raices anteriores y se
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proyectan hacia los nervios espinales toracico 1 (T1) a lumbar 2 (L2) para entrar a
la cadena de ganglios paravertebrales donde puede ascender o descender
haciendo sinapsis con neuronas posganglionares (Karemaker, 2017). Los nervios
que inervan a las visceras abdominales atraviesan el tronco paravertebral sin hacer
sinapsis, convirtiéndose en los nervios esplacnicos mayor, menor y lumbar. Las
fibras nerviosas de estos nervios hacen sinapsis con los ganglios prevertebrales
que estén proximo al érgano diana. Los ganglios prevertebrales son: el ganglio
celiaco, mesentérico superior e inferior. El ganglio celiaco inerva el es6fago distal,
estbmago, duodeno proximal, pancreas, higado, sistema biliar, bazo y glandulas
suprarrenales. EIl ganglio mesentérico superior inerva el intestino medio, duodeno
distal, yeyuno, ileon, ciego, apéndice, colon ascendente y colon transverso proximal
y por ultimo el ganglio mesentérico inferior inerva el colon transverso distal,

descendente y sigmoideo, recto y canal anal (Figura 1A) (Waxenbaum, et al.,2019).

La divisién parasimpatica promueve los procesos de descanso y digestion mediante
la disminucion de la presion arterial, frecuencia cardiaca y el incremento del
peristaltismo. Las fibras parasimpaticas salen del SNC a través de los nervios
craneales Il (oculomotor), VIl (facial), IX (glosofaringeo) y X (vago); asi como por
las raices nerviosas sacrales 2 a 4. Las fibras nerviosas parasimpaticas que
componen el nervio vago inervan la mayoria de las visceras toracicas y
abdominales. Mientras que las fibras parasimpéticas sacrales inervan el colon

descendente, sigmoideo y recto (Figura 1B) (Waxenbaum, et al.,2019).
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Figura 1. Inervacion extrinseca del tracto Gl. Sistema nervioso autbnomo, parasimpatico y simpatico.
Creado en https://BioRender.com.

El tracto Gl tiene, ademds, un extenso sistema nervioso intrinseco conocido como
Sistema Nervioso Entérico (SNE), el cual puede controlar las funciones del intestino
incluso cuando esta completamente separado del SNC. El SNE es una red compleja
de ganglios interconectados por fibras neuronales, los cuales estan dispuestos en
dos plexos, el plexo submucoso y plexo mientérico. Estos plexos estan formados
por 400 a 600 millones de neuronas, células gliales entéricas y ICC (Furness, 2012).
Las ICC son consideradas las células marcapasos del tracto Gl, y se encargan de
propagar activamente ondas lentas, que son despolarizaciones espontaneas

ciclicas que regulan las contracciones del musculo liso (Patel et al., 2022).

El plexo submucoso o de Meissner (llamado asi por Georg Meissner, 1829-1905),
ubicado principalmente en el intestino delgado y colon controla las funciones de la
mucosa, como la secrecién de electrolitos, la permeabilidad paracelular y la

proliferacion de células epiteliales intestinales (Furness, et al., 2014).
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El plexo mientérico o de Auerbach (llamado asi por Leopold Auerbach, 1828-
1897) recorre todo el tracto Gl desde el tercer tercio del eséfago hasta el recto,
inerva las capas de musculo liso (musculo liso circular y longitudinal) (Figura 2)
(Patel & Thavamani, 2023). Su principal funcién el controlar la motilidad GlI.

Las neuronas del SNE se clasifican de acuerdo con su funcion en:

Neuronas aferentes primarias intrinsecas (IPANs): También llamada neuronas
sensoriales, constituyen aproximadamente la mitad de las neuronas del plexo
mientérico, mientras, que en el plexo submucoso constituyen solo un 10 al 15% de
las neuronas. Responden a cambios quimicos en el lumen intestinal y estimulos
mecanicos como son la distorsion de la mucosa, el estiramiento radial y la
contraccion de los musculos intestinales. Son las primeras neuronas en los reflejos
intrinsecos que influyen en los patrones de motilidad, la secrecion de liquido a través
del epitelio de la mucosa y el flujo sanguineo local en el intestino delgado y grueso.
Tienen corrientes ionicas bien definidas a través de las cuales se determina su
excitabilidad y sus funciones en los circuitos nerviosos entéricos. Estos incluyen
corrientes de sodio (Na*), potasio (K*) y calcio (Ca?*) dependientes de voltaje y
corrientes de potasio (K*) activada por Ca?*. Por lo general, sus potenciales de
accion presentan una hiperpolarizacién lenta prolongada que dura varios segundos
tras la retirada del estimulo, por los que se les denomina neuronas tipo AH
(Afterhyperpolarization; Figura 3) (Costa, et al., 2000). Las IPANs exhiben cambios
a largo plazo en sus estados de excitabilidad que pueden ser inducidos por periodos
prolongados de actividad de baja frecuencia en las entradas sinapticas y por
mediadores inflamatorios. Estas entradas sinapticas son principalmente mediadas
por substancia P y taquicininas (Ren et al., 2003). Estas ceélulas sensoriales han
sido implicadas en cambios patolégicos en la funcion entérica después de una

inflamacion intestinal (Furness, et al., 2004).
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Interneuronas: Se han identificado en todas las regiones del tracto Gl,
posiblemente, son las neuronas que mas varian entre regiones del tracto,
comparadas con la sensoriales y las motoneuronas. Son las encargadas de integrar
la informacién generada por las IPANs y de enviar la informacion a las neuronas
motoras. Se clasifican en ascendentes y descendentes, de acuerdo con la direccion
de las sefiales que emiten (oral-anal). Se han descrito diversos tipos, siendo las
ascendentes colinérgicas, formando cadenas que se extienden a lo largo del
intestino (Furness, 2000). Al parecer estas interneuronas estan implicadas en los
reflejos locales. Las interneuronas descendentes tienen una mayor complejidad
neuroquimica, inervan también el plexo submucoso y estan involucradas en los
reflejos secreto-motores, pero no directamente en los reflejos locales que controlan
motilidad (Mazzone et al., 2007).

Motoneuronas: Representan la conexion final motora con las células musculares
lisas de la capa circular y longitudinal. Por el neurotransmisor que liberan se pueden
clasificar en excitatorias e inhibitorias (Ver tabla 1) (Furness, 2000), y también se
pueden subclasificar segun la capa muscular a la que inervan (Costa, et al., 2000).
Los neurotransmisores de las excitatorias son mayoritariamente la ACh y las
taquicininas. Los neurotransmisores de las neuronas inhibitorias son el éxido nitrico,
el ATP, el péptido intestinal vasoactivo, el PACAP y el mondéxido de carbono (CO).
Por sus caracteristicas electrofisiolégicas se les clasifica como neuronas ‘S’ porque
presentan potenciales de accién que carecen de una fase de hiperpolarizacion lenta
y prolongada (Figura 3). Las motoneuronas del plexo submucoso se proyectan a la
mucosa y a los vasos sanguineos intestinales, y son las encargadas de regular la
secrecion de agua y electrdlitos (neuronas secretomotoras) y del flujo sanguineo

(neuronas vasomotoras) (Furness, 2000).
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Figura 2. Capas e inervacion intrinseca del tracto Gl. Organizaciéon del SNE mostrando el plexo
mientérico y submucoso, asi como los principales tipos de neuronas que lo integran. Creado en
https://BioRender.com.
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Figura 3. Clasificacion de las neuronas mientéricas de acuerdo con las caracteristicas del potencial
de accioén. A) Registro representativo de una neurona mientérica tipo S, inmediatamente del potencial
de accién regresa a su potencial de membrana en reposo después de la estimulacion. B) Registro
representativo de una neurona mientérica tipo AH mostrando una hiperpolarizacién pronunciada
inmediatamente después del potencial de accion (flecha amarilla) y una hiperpolarizacion prolongada
gue se mantiene después de quitar el pulso de corriente despolarizante (flecha roja). La linea
discontinua en los registros representa el potencial de membrana en reposo.

Tabla 1. Clasificacion de las neuronas mientéricas basada en neurotransmisores.

. . Principales
Tipo de neurona Proporcion _
Neurotransmisores

Motoneurona excitatoria del musculo 12 % ACh, TK
circular
Motoneurona inhibitoria del musculo 16% NO, ATP, VIP,
circular PACAP
Motqnegrona excitatoria del musculo 2504 ACh, TK.
longitudinal
Motoneurona inhibitoria del musculo 20 NO, ATP, VIP
longitudinal PACAP
Interneuronas ascendentes (local) 5% ACh
Interneuronas descendentes (local) 5% AChy ATP
Interneuronas descendentes (secreto 20 AChy 5-HT
motoras)
In_ternfeurpnas descendentes (complejo 4% ACh
mioeléctrico)
Neurona aferente primaria intrinseca 26% TK
Neurona intestinofugal <al% ACh

*ACh: Acetilcolina, TK: Taquicinina, NO: Oxido Nitrico, VIP: péptido intestinal vasoactivo,
PACAP: Péptido activador de adenil ciclasa pituitaria, ATP: Trifosfato de adenosina, 5-
HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina (Furness et al., 2004).

2.5 Control de la motilidad Gl por el plexo mientérico

Las capas musculares del tracto Gl son responsables de dirigir tanto la propulsion
como la mezcla del bolo alimenticio. La influencia del SNA y el SNE en estas
funciones varia a lo largo del tubo digestivo y en diferentes condiciones fisiologicas
(Shahrestani & Das, 2022).
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En el esofago, se encuentran ganglios que forman parte del SNE; sin embargo,
estos tienen una influencia limitada en el control de la motilidad, siendo el SNA el

que desempeifia un papel dominante en su regulacion.

En el estbmago, destaca la presencia de un plexo mientérico bien desarrollado cuya
actividad es mayormente controlada por el nervio vago. Por otro lado, en el intestino
delgado y grueso, el SNE tiene un papel preponderante en el control de diversos
patrones de movimiento. Estos patrones incluyen, el peristaltismo, contraccién de

mezcla o segmentacion y complejo mioeléctrico migratorio (Furness, 2014).

Las contracciones peristalticas son el resultado de una comunicacion altamente
coordinada entre las células del SNE. Todo comienza con la respuesta de las IPANs
a estimulos quimicos y mecéanicos en la mucosa. Las IPANs establecen conexiones
con interneuronas tanto ascendentes como descendentes en la capa muscular
circular y longitudinal, las cuales integran la informacion sensorial y activan a las
motoneuronas. Las interneuronas ascendentes estimulan a las motoneuronas
excitatorias, que principalmente liberan ACh, lo que desencadena la contraccion de
las capas musculares lisas circular y longitudinal. A su vez, las interneuronas
descendentes estimulan a las motoneuronas inhibitorias, liberando NO y ATP lo que
produce la relajacién de las capas musculares circular y longitudinal. En algunos
casos, las IPANs establecen conexiones directas con las motoneuronas encargadas
de desencadenar cambios en los patrones motores intestinales (Smith et al., 2007;
Furness, 2014; Mercado-Pérez et al., 2022).

Los movimientos de segmentaciéon desempefian un papel fundamental al mezclar
el contenido del bolo alimenticio, lo que favorece la absorcién de nutrientes y agua
(Patel & Thavamani, 2022), este movimiento tiene una apariencia de patron de
movimiento en cuadros o segmentos, el cual es completamente distinto a una
actividad propulsora. Al inicio se propuso que el mecanismo que subyace el
movimiento de segmentacion es a través de la inhibicion y excitacion alternada de
ambas capas de musculo liso del intestino delgado, reguladas por las neuronas

mientéricas, sin embargo, un estudio realizado por Huizinga et al. (2014), demostré
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que al inhibir la actividad de las neuronas mientéricas utilizando tetrodotoxina
continua existiendo movimientos de segmentacion del intestino delgado, los cuales

son regulados por las ICC y células del musculo liso circular.

2.6 Receptores purinérgicos P2X en el plexo mientérico y su participacion en
la neurotransmision y la motilidad intestinal

El Adenosin Trifosfato (ATP) es una molécula que almacena y transfiere energia en
las células. No obstante, Geoffrey Burnstock propuso al ATP extracelular como un
neurotransmisor. El cual actia como ligando de los receptores purinérgicos, los
cuales se clasifican en receptores P1 (activados por adenosina) y P2 (activados por
ATP y otros nucle6tidos). Los receptores P2 se subdividen a su vez en receptores
P2X 'y P2Y. Los P2X son receptores ionotrépicos activados por ATP y los P2Y son
receptores metabotropicos que pueden ser activados por ATP, ADP o UTP
(Burnstock,2014).

Los receptores P2X constituyen una familia de canales catidnicos, que se
encuentran en la membrana plasmatica y se activan por la presencia de ATP
extracelular. La activacion de los receptores P2X permite el flujo de cationes,
facilitando la entrada de Ca?*y Na*, asi como la salida de K*. Hasta la fecha se han
identificado y clonado siete subunidades distintas de estos receptores,
denominadas P2X1 a P2X7. Aunque todos los subtipos responden a ATP, su
sensibilidad varia considerablemente, algunos, como el P2X1 y P2X3, presentan
alta afinidad en el rango de nanomolar, mientras que otros como P2X2 y P2X4
requieren concentraciones en el rango micromolar, y el receptor P2X7 se activa a

concentraciones elevadas en el rango de milimolar (North, 2002).

En las neuronas del plexo mientérico de roedores, se ha reportado la expresion de
los receptores P2X2, P2X3, P2X4 P2X5y P2X7 (Castelucci et al.,2002; Poole et al.,
2002; Nieto-Pescador et al., 2014; Ruan et al., 2005; Valdez-Morales et al.,2011).
Especificamente, el receptor P2X2 se ha encontrado en el 25% de las neuronas

mientéricas motoras inhibitorias inmunorreactivas para la enzima o6xido nitrico

27



sintasa (NOS) y las IPANs (Castelucci et al., 2002). El receptor P2X3 también ha
sido identificado en motoneuronas inhibitorias que expresan NOS y en
interneuronas positivas para calretinina. Por su parte, el receptor P2X5 se localiza
en neuronas mientéricas inmunorreactivas para NOS, calbindina y el péptido
intestinal vasoactivo (VIP) (Ruan et al., 2005). Estudios adicionales han demostrado
qgue las neuronas mientéricas cultivadas muestran una intensa inmunoreactividad
para la subunidad P2X4 (Nieto-Pescador et al., 2013). Asimismo, se ha demostrado
por electrofisiologia y PCR en célula unica la expresion del receptor P2X7 en

cultivos primarios de neuronas mientéricas de cobayo (Valdez-Morales et al.,2011).

La evidencia experimental indica que los receptores P2X desempefian un papel
clave en la neurotransmision en el plexo mientérico y en la neuromodulacién
presinaptica y postsinaptica de la unién neuromuscular que regula la motilidad GlI.
En estudio con ratones, la eliminacidén del gen que codifica para el receptor P2X2
resulté en la pérdida de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) rapidos
inducidos por ATP que se relacion6 con una alteracion significativa en la peristalsis
del ileon, sugiriendo que el receptor P2X2 participa activamente en la
neurotransmision entérica necesaria para el control adecuado del transito intestinal
(Ren et al., 2003).

Por otra parte, el mismo grupo de investigacion identificoé la localizacion
predominante de los receptores P2X3 en las neuronas IPANSs, y observé que su
delecion también afectaba negativamente la peristalsis intestinal en ratones (Bian
et al., 2003). Estas neuronas, que expresan P2X3, proyectan sus terminales hacia
la submucosa y establecen conexiones sindpticas con interneuronas y neuronas
motoras tanto en el plexo mientérico como en el submucoso. La aplicacion de ATP,
asi como del agonista selectivo a, -meATP, que activa los receptores P2X1, P2X3
y P2X2/3, induce la activacion de las terminales submucosas de las IPANs. Esto
respalda la hipotesis de que el ATP liberado por las células epiteliales de la mucosa
actua sobre los receptores P2X3 y P2X2/3 en las IPANs, participando en la

deteccion de la distension o del aumento de presion intraluminal que desencadena
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el reflejo peristaltico (Burnstock, 2012). Estudios adicionales han confirmado la
implicaciéon funcional de estos receptores en la motilidad GlI. Por ejemplo, en taenia
coli de cobayo, la activacion de P2X3 mediante a, B-meATP indujo relajacion del
musculo liso, efecto que fue bloqueado al aplicar el antagonista competitivo A-
317491 (King, 2021).

Otro estudio demostré que, bajo condiciones fisiologicas, los receptores P2X7
localizados en las neuronas del plexo mientérico no tiene efectos sobre la motilidad
del masculo longitudinal del colon en ratas. No obstante, en un contexto de
inflamacion intestinal severa, se observé un aumento significativo en la expresion
del receptor P2X7 en las neuronas mientéricas y musculo liso longitudinal que se
relacioné con el control inhibitorio de la motilidad del colon a través de la activacion
de neuronas motoras inhibitorias, evidenciando la participacion del receptor P2X7
en la dismotilidad del colon en condiciones inflamatorias (Antonioli et al., 2014).
Ademas, otro estudio realizado en el colon de ratas utilizando BzATP se encontrd
que los receptores P2X4 y P2X7 estan involucrados en la regulacion del transporte
i6nico en células del musculo liso, sugiriendo que tienen un posible papel en la

motilidad col6nica (Ballout et al., 2022).

2.7 Alteraciones del tracto Gl reportadas en pacientes y modelos animales de
obesidad y DT2

Los pacientes con obesidad y diabetes a menudo padecen trastornos Gl,
reconocidos recientemente como una de las complicaciones mas comunes de la
diabetes (Zhao et al., 2017).

En un amplio estudio poblacional de pacientes con DT2 y control, se encontré que,
independientemente de la obesidad y otros factores como el tabaquismo, la DT2 es
un factor de riesgo para el desarrollo de eséfago de Barrett, una patologia adquirida
producto del reflujo gastroesofagico cronico que provoca la lesion de la mucosa

esofagica normal y su reemplazo por mucosa metaplasica, aumentando el riesgo
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para el desarrollo de adenocarcinoma esofagico (lyer et al., 2013). Asimismo, laDT2
ha sido asociada a alteraciones en el transito esofagico, como la disfagia, presente
en aproximadamente en el 40 a 60 % de los pacientes (Smout et al., 2004; Du et
al., 2018).

Las personas con diabetes padecen también afectaciones en la motilidad del
estbmago, incluyendo el vaciamiento gastrico retardado (gastroparesia),
movimientos posprandiales deteriorados a causa de alteraciones en la coordinacion
antro-duodenal, hipomotilidad antral y una presion pilérica aumentada (Thazhath et
al., 2013).

En el intestino delgado y grueso se ha reportado el incremento o disminucion del
transito intestinal. Los sintomas pueden ser distension y dolor abdominal, diarrea,
estrefiimiento e incontinencia fecal (Marathe et al., 2024). El sintoma mas frecuente
es el estreflimiento crénico afectando hasta el 60% de los pacientes con diabetes
de larga evolucion o con glucosa mal controlada (Ohlsson et al., 2006). El
estrefiimiento cronico suele estar relacionado con diversas complicaciones, y si no
se trata, puede progresar a afecciones mas graves, como impactacion fecal o
perforacion intestinal (Cui et al., 2024). Estas complicaciones reducen
significativamente la calidad de vida de las personas afectadas e imponen una carga
econdémica considerable (Denisson et al.,, 2005). Por lo tanto, la intervencién
oportuna es crucial para mitigar las consecuencias adversas asociadas al

estrefiimiento.

Los mecanismos que subyacen a la aparicién y desarrollo de estos trastornos Gl
son complejos y aun se comprenden poco. Estudios previos han sugerido que la
neuropatia entérica diabética es un factor crucial que afecta al sistema nervioso
entérico (SNE) y los musculos el tracto Gl (Abdalla, 2024). Al respecto, los pacientes
con diabetes mostraron una marcada reduccion en el tamafio del ganglio debido a
la apoptosis y la pérdida de neuronas entéricas NOS, neuropéptido Y (NPY) y colina
acetiltransferasa (ChAT) en comparacion con individuos sanos (Chandrasekharan
et al., 2011). Ademas, se ha informado que la degeneracion o pérdida de las ICC
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en todo el tracto GlI, tanto en modelos animales como en pacientes con DT2, lleva
a una reduccion en la frecuencia de las contracciones espontaneas ciclicas (Iwasaki
et al., 2006; Du et al., 2018; Marathe et al., 2024).

Por otra parte, varios trabajos han reportado que las HFD causa perdida neuronal

en el plexo mientérico. En la tabla 2, se enlistan estos estudios.

Tabla 2. Efecto de HFD en el plexo mientérico.

Modelo de obesidad | Efecto de la dieta alta en grasas | Duracién de Referencia
la dieta
Ratones C57BL/6J. Pérdida de neuronas mientéricas 24 semanas Voss et al.,
HFD (24% grasa) de ileon y colon. 2013
Ratones C57BL/6J Disminucion de tamafio del somay | 20 semanas. | Stenkamp et
HFD (72% grasa) perdida de neuronas (NOS y al., 2013
ChAT) del plexo mientérico del
duodeno
Ratones C57BL/6J Reduccion significativa de 11 semanas Nezami et al
HFD (60% grasa) neuronas NnNOS y ChAT en el 2014
plexo mientérico del colon proximal
Ratones C57BL/6J Pérdida de neuronas mientéricas 33 semanas | Rivera et al.,
HFD (24% grasa) del ileon, ciego y colon 2014
Ratones Swiss Disminuye densidad poblacion 8 semanasy | Beraldiet al.,
Dieta de 72% grasas | neuronal del colon distal. 17 semanas 2015
Ratones Swiss Incremento de la densidad de 8 semanas Soares et al.,
HFD (72% grasas) neuronas mientéricas positivas a 2015
NOS en yeyuno e ileon.
Ratones Promueve una pérdida de 12 semanas Reichardt et
C57BL/6J Machos neuronas mientéricas NOS en el al., 2017
Dieta Western (34% colon, causando un retraso del
grasa) transito intestinal
Ratones C57BL/6J Perdida de neuronas mientéricas 8 semanas | Nyavor et al.,
HFD (45% grasa) NOS acompafiada de reducida 2021
excitabilidad del musculo liso y
motilidad intestinal
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3. JUSTIFICACION

La DT2 asociada a la obesidad representa un grave problema de salud publica en
México, al estar vinculada con multiples complicaciones a largo plazo y generar
costos econdémicos considerables para el sistema de salud. Entre las diversas
complicaciones, los trastornos gastrointestinales han sido los menos estudiados, a
pesar de su alta prevalencia y de representar una causa importante de morbilidad,
costos de atencion médica, un desafio diagnéstico y terapéutico. Por consiguiente,
las disfunciones gastrointestinales en paciente con DT2 asociada a la obesidad es
un éarea de investigacion emergente con importantes implicaciones para la

compresion de las interacciones del eje intestino-enfermedades metabdlicas.

Este estudio busca profundizar en el conocimiento de los mecanismos celulares y
moleculares que subyacen a los trastornos de la motilidad intestinal en la DT2
asociada a obesidad, con un especial énfasis en el plexo mientérico, red nerviosa
responsable del control de los patrones motores del intestino, y en los receptores
P2X, reconocidos como actores moleculares clave en la neurotransmision y la
regulacion de la motilidad intestinal, asi como en los canales i6nicos de sodio y
potasio dependientes de voltaje, esenciales para la generacion del potencial de

accion y la excitabilidad neuronal.

El conocimiento nuevo generado en este trabajo contribuira a un mejor
entendimiento de los mecanismos implicados en la disfuncion de la motilidad
intestinal, lo que podria abrir nuevas perspectivas en la identificacion de blancos
terapéuticos. Por lo tanto, este estudio podria tener un impacto en la medicina

traslacional, con miras a mejorar la salud de las personas con DT2.
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4. HIPOTESIS

En un modelo murino de DT2 asociada a obesidad, las neuronas del plexo
mientérico presentan alteraciones en su excitabilidad como consecuencia de una
disfuncion en la sefalizacién mediada por los receptores P2X y los canales i6nicos
dependientes de voltaje, lo que podria estar contribuyendo en parte a los trastornos

en la motilidad intestinal.

5. OBJETIVOS

5.10Dbjetivo general

Caracterizar electrofisioldgica y farmacolégicamente los receptores P2X en

neuronas mientéricas de ratones diabéticos

5.2 Objetivo especifico
1. Establecer y validar el modelo experimental de diabetes tipo 2.
2. Caracterizar las corrientes activadas por ATP en neuronas mientéricas
derivadas de los ratones C57BL/6 control y diabéticos.
3. Caracterizar la respuesta farmacolégica de los receptores purinérgicos P2X
en neuronas mientéricas derivadas de ratones C57BL/6 control y diabéticos
utilizando distintos agonistas y antagonistas.

6. METODOLOGIA

6.1 Modelo murino de DT2 asociada a la obesidad

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad, adquiridos en la
empresa "Circulo AND" S.A. de C.V. (Ciudad de México, México). Los protocolos
experimentales con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las normas de la

Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y fueron revisados y aprobados por
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el Comité de Etica en la Ensefianza e Investigacion con Animales de la Universidad
Autonoma de Aguascalientes (CEADI-UAA) con el nimero de acreditacion INV
010/2023. Los animales fueron alojados en condiciones controladas a temperatura
ambiente (23-25°C), con acceso ad libitum a agua y alimento, y ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas.

El modelo murino de DT2 inducido mediante la administracion de la dieta de
cafeteria seguida de una inyeccion intraperitoneal (I.P.) de 100 mg/Kg de
estreptozotocina (STZ), es un modelo que imita fielmente el desarrollo de la DT2
asociada a la obesidad en humanos y ha sido utilizado comunmente en la literatura
debido a que se desarrolla resistencia a la insulina con una disfuncién leve en las
células B-pancreéticas sin comprometer en su totalidad la secrecién de insulina
(Reed et al., 2000; Yu et al., 2017; Cruz-Mufioz et al., 2024).

Para llevar a cabo el modelo DT2 asociado a obesidad, veinte ratones fueron
divididos aleatoriamente en dos grupos con 5 ratones por jaula: un grupo fue
designado como control (CTRL) y el otro como cafeteria-estreptozotocina (CAF-
STZ). El grupo CTRL fue alimentado con una dieta estandar (Nutricubo, Purina®),
que contenia 49% de carbohidratos, 3% de grasa y 23% de proteina con un aporte
calérico de 2.46 kcal/g. El grupo CAF-STZ fue alimentado con una dieta tipo
cafeteria, preparada de manera casera con paté de cerdo (Spam-classic ®), tocino
(FUD), papas fritas (Sabritas® originales con sal), galletas (Marias Gamesa ®) y
chocolate liquido (Hershey s® sabor a chocolate) en una proporcién de 2:1:1:1:1,
respectivamente, ademas de alimento estandar, con un aporte nutricional de 39%
de carbohidratos, 49% de grasa, 12% de proteina y 513.3 mg de sodio (3.72 kcal/g),

como fue descrito anteriormente (Cardenas-Perez et al., 2018).

En la sexta semana después de iniciar la dieta tipo cafeteria, los ratones del grupo
CAF-STZ recibieron una inyeccion |.P. de STZ a una dosis de 100 mg/kg, disuelta
en buffer de citrato 0.1 M (pH= 4.5), mientras que al grupo CTRL se inyecto I.P.
anicamente el buffer de citrato en un volumen de 0.25 ml/kg. Ambos grupos

continuaron con sus respectivas dietas hasta completar 21 semanas.
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La ingesta de alimento se midio por jaula y el consumo diario se calcul6 restando el
alimento sobrante de la cantidad proporcionada y dividiéndolo entre el nimero de
ratones para estimar la ingesta individual. Los gramos consumidos se convirtieron
a ingesta caldrica utilizando la densidad caldrica conocida de la dieta, y los datos se
expresaron como ingesta calérica promedio semanal. El peso corporal se midié

individualmente una vez por semana, el mismo dia por la mafiana.

6.2 Evaluacion de los niveles de glucosa sanguinea y prueba intraperitoneal
de tolerancia a la glucosa e insulina

Antes de medir los niveles de glucosa en sangre, los ratones fueron sometidos a un
ayuno de 8 horas con acceso libre al agua. Los niveles de glucosa sanguinea en
ayuno (FBG) se midieron cada dos semanas mediante una puncion en la punta de
la cola, utilizando tiras reactivas de glucosa Freestyle Optimum marca Abbott y el

glucémetro Freestyle Optimum, Abbott.

A las 20 semanas de haber iniciado la dieta, se realizaron la prueba de tolerancia a
la glucosa intraperitoneal (IPGTT) y la prueba de tolerancia a la insulina (ITT). Para
la IPGTT, los ratones recibieron una inyeccion |.P. de D-glucosa al 20% (2 g/Kg), y
los niveles de glucosa se midieron a partir de muestras de sangre obtenidas de la
cola antes y a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administraciéon de la D-
glucosa. El &rea bajo la curva de la IPGTT se calcul6 restando la glucosa basal para
estimar la tolerancia a la glucosa de la misma manera que lo realizé Virtue y
colaboradores (2021).

Parala ITT, a los ratones se les administro via I.P. insulina (0.5 Ul/kg) y se tomaron
muestras de sangre de la cola antes y a los 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 y 90 minutos

después de la inyeccion de insulina.

El indice Kirr se calculd para evaluar la resistencia a la insulina. Este indice se
obtiene mediante el analisis de minimos cuadrados de las concentraciones de

glucosa desde 0 hasta 15 minutos después de la inyeccion de insulina en la curva
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de ITT, utilizando la siguiente ecuacion: Kirr = (0.693/t¥2) x 100. Donde t*2 es el
tiempo requerido para reducir la glucosa basal a la mitad. Un valor de Kt menor a

1.5%/min se considera indicativo de un estado de resistencia a la insulina.

El colon se cort6 en tres secciones de aproximadamente 1-2 cm: la seccion distal
se utilizé para generar sobrenadantes, la seccion media del colon se empleo para
realizar cultivos primarios de neuronas mientéricas y la seccién proximal del colon

se destin6 a ensayos de motilidad.

6.3 Evaluacion de la motilidad propulsiva

Para determinar la motilidad intestinal, se midié la duracion total del transito Gl y la

frecuencia de la defecacion durante la uUltima semana del protocolo experimental.

Para evaluar la duracion total del transito Gl, los ratones CTRL y CAF-STZ
recibieron 0.1 ml de azul de Evans al 5 % en NaCl al 0.9 % con metilcelulosa al 0.5
% por sonda oral. El transito total del Gl se defini6 como el intervalo desde la
administracion de la solucion de azul de Evans hasta la expulsién del primer

excremento de color azul.

Para medir la frecuencia en la produccion fecal, cada ratén se colocé en una jaula
vacia y limpia con una fuente de agua durante una hora, y se conté el nimero de
heces para examinar la frecuencia de la defecacion. Se recogieron y pesaron las
heces para calcular el peso fresco humedo promedio. Las heces se secaron durante
la noche a 60 °C y se pesaron de nuevo para obtener el peso seco. El contenido de
agua se calcul6 a partir de la diferencia entre el peso humedo y el seco, expresado

en porcentaje.
6.4 Diseccion del tejido adiposo blanco y coldnico.
Al terminar el protocolo experimental de alimentacion de 21 semanas, los ratones

se mantuvieron en ayuno durante 8 h, se anestesiaron con isoflurano inhalado v,

posteriormente, se les practicé eutanasia mediante dislocacion cervical. Se recogio
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y peso tejido adiposo blanco (WAT) de la grasa perigonadal (PGF), la grasa
perirrenal (PRF) y la grasa subcutanea abdominal (SCF), como se describio

previamente (Tan et al., 2018).

Tras la diseccion del colon completo, las muestras de colon fueron fotografiadas y
enjuagadas a fondo con solucion de Krebs modificada fria y oxigenada (en mM: 126
NaCl, 1.2 NaH,PO,, 1.2 MgCl,, 2.5 CaCl,, 5 KCl, 25 NaHCO3;, 11 glucosa) utilizando
una jeringa para eliminar el contenido fecal residual. Los tejidos limpios se secaron
con una toalla de papel y se pesaron para su posterior analisis. El colon fue cortado
en tres secciones de aprox. 1-2 cm: la seccién distal se utiliz6 para generar
sobrenadantes, la seccién del colon medio se utilizé para realizar cultivos primarios
de neuronas mientéricas y la seccion del colon proximal se utilizé para ensayos de

contractilidad.

6.5 Ensayos de contractilidad del colon en bafio de 6rgano aislado.

Se extrajeron 2 cm del colon proximal de ratones CTRL y CAF-STZ y se colocaron
en camaras de bafio de 6rganos (50 ml) con solucion de Ringer-Tyrode (137 mM
NaCl, 2.7 mM KClI, 1.8 CaCl,, 1.0 MgSO,:7H,0, 11.9 NaHCO3, 0.4 NaH,PO3, 5.5
glucosa, pH 7.4). El bafio se burbujeé constantemente (95 % O,, 5 % CO,) para
oxigenar el tejido y se mantuvo a 37 °C. Cada segmento de colon se montd en
direccion oro-aboral con ligaduras de seda en ambos extremos, cerrando el lumen
del segmento. Una ligadura se fijo al fondo de la camara, mientras que la otra se
conectd a un transductor de fuerza TSD125 C de 50 g (Biopac System Inc., Santa
Barbara, CA, EE. UU.) conectado a un amplificador DA100C (Biopac System Inc.).
Los cambios en la fuerza isométrica se registraron en un sistema de adquisicion de
datos MP150 (Biopac System Inc) y se analizaron con el software Acknowledge 4.1.
Los tejidos coldnicos se estiraron utilizando 1 g de tensién y se dejaron equilibrar
durante 60 min con perfusién continua con solucién oxigenada de Ringer-Tyrode.
Se registraron las contracciones espontaneas ritmicas (RSC), o contracciones
fasicas. Luego, los tejidos se lavaron tres veces durante 3 minutos antes de agregar

KCI (80 mM) para evaluar la viabilidad tisular.
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6.6 Obtencion de sobrenadantes de tejidos colonicos de ratones CTRL y CAF-
STZ.

El tejido del colon distal (1-2 cm) se cortd en pequefios fragmentos de
aproximadamente 5 mm de longitud y se incubd toda la noche en 200 pl de medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) que contenia 100 U/ml de penicilina, 0.1
mg/ml de estreptomicina y 10% de suero bovino fetal (FBS). Después de este
periodo de incubacion, los sobrenadantes fueron recolectados y almacenados a -
80°C. Para los experimentos, se combinaron 100 ul de sobrenadantes con 900 pl
de medio de Eagle modificado de Dulbecco/mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F12)
suplementado con 10 % de FBS.

6.7 Cultivos primarios de neuronas mientéricas de colon

Se utilizaron ratones nuevos sin experimentacion, CTRL y CAF-STZ para realizar
cultivos primarios de neuronas mientéricas de colon. Se extrajo un segmento de
aproximadamente 2 cm del colon medio, el cual se colocé en solucién de Krebs fria
y oxigenada, y se cortd longitudinalmente. Luego, se diseccionaron las capas
mucosa y submucosa de este segmento y se recolectd la capa muscular externa

con el plexo mientérico.

La capa muscular externa se disgregdé mediante un tratamiento secuencial con dos
soluciones enzimaticas. La primera solucién contenia papaina (0.1 ml/ml) y L-
cisteina (0.4 mg/ml), y la segunda colagenasa D (1 mg/ml) y dispasa Il (4 mg/ml).
Las enzimas fueron lavadas con solucién salina de Hank (HBSS) y las células
disociadas se sembraron en cubreobjetos redondos recubiertos con Poli-L-Lisina (1
mg/ml). Las células se mantuvieron en medio DMEM/F12 con 10% de FBS, 100
U/ml de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina. Luego, se incubaron en una
atmosfera de 5% CO, y 95% O, a 37°C durante toda la noche.

6.8 Registros electrofisiol6gicos con la técnica de Patch Clamp
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Medicion de la excitabilidad neuronal

La excitabilidad neuronal se defini6 como la capacidad de las neuronas para
responder a un estimulo modificando su potencial de membrana y activando
potenciales de accion. La excitabilidad neuronal se evalu6 midiendo la corriente
minima requerida para generar un potencial de accién, denominada reobase, y el

namero de potenciales de accién disparados al doble de la reobase.

Se cultivaron neuronas mientéricas de ratones CTRL y CAF-STZ o neuronas de
ratones nuevos sin experimentacion incubadas con sobrenadantes provenientes de
tejidos coldnicos de ratones CTRL y CAF-STZ durante 16-18 horas en cubreobjetos
redondos. Después de ese periodo de incubacion, los cubreobjetos se colocaron
bajo un microscopio invertido y las células se visualizaron para llevar a cabo la
técnica de Patch Clamp, la cual consiste en acercar una micropipeta de vidrio, que
contiene un electrodo de registro, a la membrana celular para realizar un sello entre
la pipeta y los lipidos de la membrana. Una vez que se tiene el sello, se espera unos
minutos para que la anfotericina (0.24 mg/ml) contenida en la micropipeta produzca
poros pequefios en la membrana para permitir el acceso eléctrico a la célula sin
alterar su interior lo que se denomina parche perforado. Con la configuracién parche
perforado, la reobase se determiné aplicando pasos de pulso de corriente
despolarizante, comenzando con una inyeccion de -1.0 pA durante 250 ms y

aumentando gradualmente 1 pA hasta que se observa un potencial de accion.

Las células fueron perfundidas continuamente con una solucion externa estandar
que contenia (en mM): 140 NaCl, 5 KCI, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES y 10 D-
glucosa, con pH ajustado a 7.4 con NaOH, y la solucién interna de la micropipeta
contenia (en mM): 110 K-gluconato, 30 KClI, 2 CaCl,, 1 MgCl, y 10 HEPES, con pH
ajustado a 7.3 mediante KOH. Las micropipetas se fabricaron utilizando capilares
de vidrio de borosilicato de pared gruesa (Cat. No. 1B200F-6; World Precision
Instruments) utilizando un microscopio/ pulidor PB-7 (Narishige, Inc.) quedando una

resistencia de la micropipeta de 2-3 MQ. Las sefales eléctricas se amplificaron con
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un amplificador Axopatch 200B y digitalizaron con un convertidor A/D Digidata
1322A (Axon Instruments).

Para determinar la participacion de los receptores P2X en la excitabilidad de las
neuronas mientéricas, las células fueron incubadas con el agonista ATP-y-S (100
uM) y el antagonista PPADS (10 pM) durante toda la noche junto con los
sobrenadantes de los ratones CTRL y CAF-STZ. El antagonista se aplicé 30 min
antes de aplicar el agonista y los sobrenadantes.

Medicion de las corrientes inducidas por ATP

Las corrientes inducidas por ATP (latp) se midieron también utilizando la técnica de
Patch Clamp en la configuracion de célula completa en su modalidad fijacion de
voltaje con el amplificador Axopatch 200B digitalizado por el convertidor AD Digidata
1322A. Las neuronas mientéricas se perfundieron con una solucién externa que
contenia (en mM): NaCl, 160; glucosa, 11; HEPES, 4.8; CsCl, 3; CaClz, 1; con un
pH entre 7.3-7.4 ajustado con NaOH. La solucion interna contenia (en mM): CsCl,
140; NaCl, 5.5; EGTA, 10; HEPES, 5; Na-ATP, 4.5; GTP-Na 0.1 y se ajusta el pH a
7.3-7.4 con CsOH. El potencial de membrana se fij6 a -60 mV. EI ATP (0.1-1000
pUM) se aplico frente a la célula con un dispositivo de 8 microtubos que se mueve
con un micromanipulador (WR-88; Narishigue Scientific Instrument Lab). EI ATP fue
lavado por el regreso a la solucién control. Todos los experimentos fueron realizados

a temperatura ambiente.
Medicién de las corrientes de Na* y K* dependientes de voltaje

Se utilizé el modo de fijacion de voltaje con la configuracion parche perforado para
medir las corrientes de sodio (INav) y potasio (Ikv) dependientes del voltaje de
neuronas mientéricas incubadas con sobrenadantes CTRL y CAF-STZ. Para las
INav, se utilizo la solucidén externa de cesio/sodio, que contenia 85 mM de CsCl, 55
mM de NacCl, 2 mM de CaCl,, 1 mM de MgCl,, 0.1 de CdCl,, 5 mM de D-glucosa y
10 mM de HEPES, con un pH ajustado a 7.3-7.4 con NaOH, y la solucion de la
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pipeta interna contenia 110 mM de CsMeSO3, 30 mM de CsCl, 2 mM de CaCl,, 1
de MgCl,, 4 mM de ATP-Mg, 0.1 mM de GTP-Na y 10 mM de EGTA, se ajusto el a
pH 7.2 con CsOH. La solucidn externa estandar se intercambi6 por la solucion de
cesio/sodio tras obtener el parche perforado. Las células fueron perfundidas durante
10 min con la solucion de cesio/sodio para asegurar un intercambio adecuado de la
solucién; transcurrido este tiempo, se registraron las INav totales utilizando un
potencial sostenido (Vh) de -100 mV, con una duracién 200 ms e incrementos de
+10 mV entre -80 y +40 mV y una frecuencia de muestreo de 20 kHz y filtrado a 5
kHz. El tiempo entre potenciales para permitir la recuperacion de las INav fue de 300
ms. El mismo protocolo se utilizé para obtener la INav resistentes a TTX (TTX-R),
después de 3 min de perfusiéon con 1 uM de TTX. Para calcular la amplitud de la
INav sensible a TTX (TTX-S), se substrajo el pico de la amplitud de las INav TTX-R

del pico de la amplitud de la corriente total de NaV (Itota Nav).

Para las Ikv, se utilizo la solucion externa conteniendo 140 mM de NMDG, 4 mM de
KCI, 1 mM de CaCl,, 1 mM de MgCl,, 1.8 mM de HEPES y 1 mM de D-glucosa, con
un pH ajustado a 7.4 con HCI. La composicion de la solucién de la pipeta interna
fue la misma que la utilizada en los experimentos de excitabilidad. Una corriente
transitoria de tipo A (Ia) y una corriente de tipo rectificador retardado sostenida (Ik)
se separaron por sus propiedades de inactivacion. Las Ikv se obtuvieron con un
potencial de membrana sostenido de Vh = -100 mV para la corriente total de Kv
(Itotal kv) Y de -40 mV para Ik con pulsos de voltaje de 500 ms entre -90 y + 50 mV.
El tiempo entre potenciales para permitir la recuperacion de las Ikv fue de 900 ms.
La amplitud de Ik se midioé al final de cada paso de voltaje, y la |a se obtuvo al inicio
(pico) de los registros, generadas al restar Ik de Ioal kv. Las corrientes se
normalizaron segun la capacitancia de la célula y se presentaron como densidad de

corriente (pA/pF).

41



6.9 Analisis estadistico

Todos los datos numéricos estan presentados como la media + el error estandar de

la media (SEM). El nUmero de experimentos realizados se designa como "n".

El peso corporal, la ingesta caldrica, la curva FBG y las curvas de las corrientes de
Nav y Kv fueron analizados mediante ANOVA de dos vias con la prueba post hoc de
Bonferroni. Para la comparacién entre dos grupos, se utilizo la prueba t de Student
para muestras independientes. Los datos fueron analizados utilizando el software
GraphPad Prism 8.0 y fueron considerados estadisticamente diferentes cuando P <
0.05. Se utilizd el coeficiente de correlacion de Pearson (r) para evaluar la

correlacion entre las medidas de excitabilidad neuronal y la motilidad del colon.

7. RESULTADOS

7.1 Los ratones CAF-STZ desarrollaron obesidad y DT2

Los ratones del grupo CAF-STZ exhibieron en promedio un peso corporal
significativamente mayor que los ratones del grupo CTRL a partir de la semana 11
y hasta el final del protocolo dietético (21 semanas). Para la semana 21, el peso
corporal promedio del grupo CTRL fue de 25.11 + 0.43 g, mientras que para el grupo
CAF-STZ fue de 34.65 g + 1.68, observandose un aumento de aproximado del 37%
en comparacion con el grupo CTRL (P < 0.0001; Figura. 4A). El consumo calérico
registrado durante las 21 semanas fue mayor en el grupo CAF-STZ comparado con
el grupo CTRL, siendo aproximadamente el doble que el grupo CTRL (P < 0.0001;
Figura 4B).

El aumento del peso corporal observado en el grupo CAF-STZ estuvo acompafiado
por un incremento en el WAT. A las 21 semanas de iniciar la dieta, el peso de la
grasa PGF, PRF y SCF en relacion con la masa corporal fue 5, 3 y 6 veces mayor,
respectivamente, en el grupo CAF-STZ en comparacién al grupo CTRL (P < 0,001;

Fig. 4C), demostrando que los ratones CAF-STZ presentaron un aumento de peso
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asociado con una acumulacion de grasa visceral, lo cual es un indicador

caracteristico de obesidad.
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Figura 4. Los ratones CAF-STZ desarrollaron caracteristicas fenotipicas de obesidad. A) Peso
corporal promedio semanal de ratones macho C57BL/6J. B) Ingesta cal6rica semanal promedio. C)
Peso del tejido adiposo blanco (WAT) de la grasa perigonadal (PGF), perirrenal (PRF) y subcutanea
abdominal (SCF) en proporcion al peso corporal. Los datos estan expresados en media + SEM. n =
14 ratones CTRL y n = 13 ratones CAF-STZ. Las diferencias estadisticamente significativas se
indican con *** P < 0.001 y **** P < 0.0001 mediante ANOVA de dos vias con prueba post hoc de
Bonferroni en los incisos A y B y prueba de t-student no pareada en el inciso C.

Para determinar alteraciones en la homeostasis del metabolismo de la glucosa, se
evaluaron los niveles de FBG, tolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina.
Los ratones CAF-STZ mostraron un aumento significativo en los niveles de FBG a
partir de la novena semana de iniciar la dieta (CAF-STZ: 227 + 14.4 mg/dl vs. CTRL:
154 + 7.2 mg/dl) y persistié hasta el final del protocolo (CAF-STZ: 262 + 16.2 mg/dl
vs. CTRL: 150 + 7.8 mg/dl; Fig. 5A). La tolerancia a la glucosa se evalué mediante

IPGTT y se demostré que 120 min después de la carga de glucosa, la glucosa
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circulante permanecio elevada en ratones CAF-STZ mientras que habia regresado
a los niveles basales en los ratones CTRL (Fig. 5B). El area bajo la curva se calculo
a partir de IPGTT y fue notablemente mas significativa en el grupo CAF-STZ (20735
+ 3689) que en el grupo CTRL (10089 + 2061), indicando una tolerancia a la glucosa
alterada en los ratones CAF-STZ (P < 0.0001; Fig. 5C). La resistencia a la insulina
se evalué mediante ITT, y hubo una diferencia entre los ratones CTRL y CAF-STZ
(P < 0.001; Fig. 5D), revelando el desarrollo de resistencia a la insulina como lo
confirmo el valor de Kirt (CAF-STZ: 0.6 £ 0,003 %/min vs. CTRL: 5.9 + 0,003 %/min)
(Figura 5E). En conjunto, estos resultados demostraron que los ratones CAF-STZ

desarrollaron caracteristicas comunes de la DT2.
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Figura 5. Los ratones CAF-STZ desarrollaron alteraciones en la homeostasis del metabolismo de la
glucosa. A) Glucosa sanguinea en ayuno (FBG) evaluada quincenalmente indicando una
hiperglucemia en el grupo CAF-STZ. B) Curvas de la IPGTT al final del protocolo dietético de 21
semanas. C) Area bajo la curva (AUC) de la curva IPGTT indicando una alteracion en la tolerancia a
la glucosa sanguinea. D) Curvas de la ITT. E) Tasa de desaparicion de glucosa (Kirt) en %/min. Los
datos estén expresados en media + SEM de n = 14 ratones CTRL y n = 13 ratones CAF-STZ. *P <
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0.05, **P < 0.001 y ***P < 0.0001 indican diferencias estadisticamente significativas al comparar
CAF-STZ versus CTRL mediante la prueba t-student no pareada en los incisos C y ANOVA de dos
vias seguido Los ratones alimentados con la dieta tipo cafeteria y una dosis de estreptozotocina
desarrollaron alteraciones morfolégicas y fisiologias en el tracto gastrointestinal.

7.2 Los ratones CAF-STZ presentaron alteraciones en la morfologia del colon
y retraso en el transito intestinal

Se analizé la longitud y peso del colon para evaluar la inflamacion intestinal en el
modelo murino de DT2 asociado a obesidad. Se observo una reduccion en la
longitud y peso promedio del colon de los ratones CAF-STZ en comparacion con de
los ratones CTRL, siendo el promedio de la longitud y el peso del colon en el grupo
CAF-STZ de 5.64 £ 0.12 cm y 0.19 + 0.01 g, respectivamente; mientras que en los
ratones CTRL fue de 7.0 £ 0.21 cmy 0.27 £ 0.01 g (Fig. 6).

Figura 6. La administracion CAF-STZ redujo la longitud y el peso del colon. A) Fotografias
representativas de un colon aislado de un raton CTRL y un raton CAF-STZ. B) Longitud del colon
medida desde la unién ileocecal hasta el recto. C) Peso del colon en proporcién al peso corporal en
gramos. Los datos estan representados en media + SEM de n = 11 ratones CTRL y n = 12 ratones
CAF-STZ. La **P < 0,001 y **** P < 0,0001 denotan diferencias estadisticamente significativas
mediante la prueba t-student para muestras no pareadas.

Las alteraciones observadas en la morfologia del colon de los ratones CAF-STZ se
acompafaron de una alteracién en la motilidad col6nica. El tiempo total del transito
Gl fue mayor en los ratones CAF-STZ (9.3 £ 0.21 h) en comparacion con los ratones
CTRL (7.1 £ 0.02 h) (Fig. 7A), indicando que el transito Gl fue significativamente
mas lento en el grupo CAF-STZ. Dado que el retardo en el tiempo de transito Gl
puede afectar la cantidad y la humeda de las heces expulsadas, se midio la

produccion de heces y el contenido de agua en las heces. Los resultados mostraron
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qgue los ratones CAF-STZ tuvieron una disminucion significativa en el nUmero de
heces excretadas por hora, el peso humedo y el porcentaje de contenido de agua
de las heces en comparacion con los ratones CTRL (Fig. 7B-D), lo que indica el

desarrollo de estrefiimiento.
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Figura 7. Los ratones CAF-STZ presentaron estrefiimiento. A) Comparacién del tiempo medio de
transito del azul de Evan a través del tracto Gl entre ratones CAF-STZ (n = 5) y ratones CTRL (n =
5). B) NUimero de heces excretadas por hora por ratones pertenecientes a ambos grupos
experimentales (n = 14 ratones CTRL y n = 13 ratones CAF-STZ). C) Peso humedo de las heces
fecales (n = 5 por grupo experimental). D) El contenido de agua fecal se calcul6 con la diferencia
entre el peso humedo y seco en porcentaje (n = 3 por grupo experimental). Los valores se
representan mediante la media + SEM. *P < 0.05, **P < 0.001 y **** P < 0.0001 expresa significancia
estadistica mediante la prueba t-student no pareada.

7.3 Alteraciéon de la contractilidad muscular del colon en ratones CAF-STZ

Al concluir el protocolo de dieta de veintiln semanas, se estudiaron segmentos de
colon extirpados de ratones CTRL y CAF-STZ en experimentos de bafio de 6rgano
aislado para examinar los efectos de la DT2 sobre las contracciones espontaneas
ritmicas (RSC, por sus siglas en inglés) del musculo liso controlado por la inervacién
intrinseca. Los resultados evidencian que las RSC en los ratones CAF-STZ
mostraron una disminucion significativa tanto en la amplitud de la fuerza de
contracciéon como en la frecuencia, en comparacién con los ratones del grupo CTRL
(Fig. 8A). La amplitud promedio de la fuerza de contraccion del RSC en los ratones
de control fue de 0.78 + 0005 g, mientras que en los ratones CAF-STZ fue de 0.51
+0.03 g (P = 0.0003; Fig. 8B). La frecuencia de estas contracciones también se vio
afectada; en los ratones CTRL se registraron 2.2 + 0.3 ciclos/min, mientras que en
los ratones CAF-STZ se observaron 1.2 + 0.2 ciclos/min (P = 0.01; Fig. 8C).
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Ademas, se midio la duracion de la fase de relajacion de RSC y se encontré que era
significativamente mas larga en el grupo CAF-STZ (4.7 £ 0.3 s) que en el grupo
CTRL (3.0 £ 0.1 s; Fig. 8D), lo que indica una reduccion en la contractilidad colonica
en los ratones CAF-STZ.

Figura 8. La amplitud y frecuencia de las RSC en el colon de ratones CAF-STZ y CTRL. A) Registros
representativos de las RSC en segmentos aislados del colon de un raton CTRL (panel superior) y un
raton CAF-STZ (panel inferior) tras un periodo de equilibrio de 60 min. B) Promedio de la amplitud
de la fuerza de la contraccion C) frecuencia de la contraccion por minuto y D) tiempo medio de la
relajacién méxima de las RSC. Los datos estan expresados como media + SEM de n =5 por cada
grupo experimental. **P < 0.01, ***P < 0.001 y ****P < 0.0001 expresa significancia estadistica en
comparacion con el grupo CTRL mediante la prueba t-student para muestras no pareadas.

7.4 Las neuronas mientéricas tipo S del colon de ratones CAF-STZ mostraron
unareduccion en la excitabilidad

Las neuronas mientéricas se clasificaron en dos subtipos, S y AH, de acuerdo con

sus propiedades electrofisiolégicas, conforme a lo descrito en estudios previos
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(Bornstein, et al., 1994; Smith et al., 2013). Se registraron un total de 128 células.
De estas, 75 neuronas generaron potenciales de accidn con un retorno inmediato al
potencial de membrana en reposo tras la estimulacion y carecian de
hiperpolarizacion lenta después del potencial de accién (AHP), caracteristicas que
definen a las neuronas mientéricas tipo S. En contraste, 53 neuronas presentaron
una hiperpolarizacion rapida tras el potencial de accion (AHP rapida) y una AHP
prolongada (>200 ms) al quitar el estimulo, durante la cual el potencial de membrana
descendid por debajo del potencial de membrana basal antes de regresar
gradualmente al valor inicial; estas neuronas fueron clasificadas como tipo AH
(Figura 3).

Las neuronas mientéricas de tipo S en ratones CAF-STZ mostraron una reduccion
de la excitabilidad intrinseca (Figura 9A), evidenciada por un aumento significativo
de la reobase, que fue 4.2 veces mayor en comparaciéon con el grupo control (Figura
9B, trazo superior; CTRL: 6 + 1.8 pA vs. CAF-STZ: 25 + 5.3 pA; p = 0.004). Sin
embargo, la frecuencia de disparo de potenciales de acciéon (PA) al doble de la
reobase no difirid significativamente entre los grupos experimentales (Figura 9B,
trazo inferior). El umbral de activacion del PA fue similar entre neuronas tipo S de
los grupos CAF-STZ (-27.97 + 2.96 mV) y CTRL (-29.60 + 5.3 mV), lo que sugiere
que, en el grupo CAF-STZ, se requiere un estimulo de mayor intensidad para

alcanzar dicho umbral.

Por otro lado, ni la frecuencia de disparo ni el nimero de reobases necesarios para
inducir PA en las neuronas mientéricas de tipo AH se vieron afectados por el
tratamiento con CAF-STZ (Figura 9C-D). Asimismo, el andlisis de la derivada del
potencial de accion (dV/dt) no reveld diferencias significativas en el umbral de
activacion entre los grupos (CAF-STZ: -15.02 + 5.93 mV vs. CTRL: -13.33 £ 7.75
mV). Finalmente, el potencial de membrana en reposo, la resistencia de entrada y
las propiedades intrinsecas de los potenciales de accidén en neuronas tipo S y AH

no presentaron alteraciones en ratones tratados con CAF-STZ (Tabla 3)
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Figura 9.Excitabilidad reducida de las neuronas mientéricas tipo S en ratones CAF-STZ. A)
Registros representativos de una neurona tipo S obtenida de un raton CTRL y CAF-STZ. Los trazos
cuadrados situadas debajo de los potenciales de accion indican la corriente despolarizante que
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indujo su generacion. B) Graficos de barras que resumen los datos cuantitativos de la excitabilidad
neuronal. Se observa un aumento significativo en la reobase de las neuronas tipo S en ratones CAF-
STZ en comparacion con los controles (n = 6 para CTRL, n = 4 para CAF-STZ; p = 0.004, prueba t-
student no pareada; panel superior). No se detectaron diferencias significativas en el nimero de
potenciales de accion generados al aplicar una corriente equivalente al doble de la reobase (panel
inferior). C) Registros representativos de una neurona tipo AH de un raton CTRL y CAF-STZ. Los
trazos cuadrados bajo los potenciales de accion representan la corriente despolarizante aplicada. D)
Gréficos de barras que muestran el resumen de la excitabilidad de las neuronas tipo AH. No se
observaron diferencias significativas en la reobase (panel superior), ni en el nUmero de potenciales
de accién generados al doble de la reobase (panel inferior) entre ambos grupos (n = 4 para CTRL, n
=5 para CAF-STZ). La linea discontinua en los trazos indica el potencial de membrana en reposo.
Las barras representan la media + SEM. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente
significativa. p < 0.05; prueba t-student para datos no pareados.

Tabla 3. Propiedades pasivas de la membrana celular y del potencial de accion de las
neuronas mientéricas de colon de ratones C57BL/6J

Neuronatipo S Neuronatipo AH
Propiedades CTRL CAF-STZ P CllRi CAF-STZ P
Capacitancia (pF) 20+1.8 19+24 0.76 21+5.3 17+ 3.6 0.54
PMR (mV) -51+8.1 -43+8.2 055 -45+78 -34+4.1 0.23

Resistencia de 55+10 8124 031 45+0.1 6.5+1.6 0.33
entrada (MQ)

Amplitud del PA 86+7.8 96 + 22 0.76 98+18.1 106+4.7 0.63
(mV)

Amplitud de AHP  6.1+6.3 3.0%£9.1 041 21+24 199%99 0.82
del PA (mV)

Amplitud de la NP NP - 7.0+£13 59+0.7 0.46
AHP lenta (mV)

Half-width (ms) 34+07 1804 015 22+05 14+0.07 0.17
El valor P para las neuronas tipo S y AH fueron calculadas usando la prueba t-student.

NP, no presente; Half-width es tiempo necesario para alcanzar la mitad de la amplitud
del potencial de accion con respecto al potencial umbral.

7.5 Las neuronas mientéricas tipo S y AH incubadas con sobrenadantes de
tejido coldnico de ratones CAF-STZ mostraron también una reduccion en
la excitabilidad

Para evaluar si factores solubles presentes en el colon de ratones CAF-STZ afectan
la excitabilidad de las neuronas mientéricas, se incubaron neuronas mientéricas
aisladas de ratones que no formaban parte de los grupos experimentales, con
sobrenadantes del colon de ratones CTRL y CAF-STZ durante toda la noche. La

Figura 10A muestra los registros representativos de los PA de una neurona
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mientérica de tipo S incubada con sobrenadantes derivados de ratones CTRL o
CAF-STZ.

Los sobrenadantes derivados del colon de ratones CAF-STZ redujeron
significativamente la excitabilidad intrinseca de las neuronas mientéricas tipo S,
evidenciada por un aumento de 2.9 veces la reobase en comparaciéon con los
efectos de los sobrenadantes del grupo CTRL (Figura 10B; CTRL =7.7 + 1.0 pA vs
CAF-STZ=22.1+2.7 pA; P <0.0001). De igual manera, los sobrenadantes de colon
de ratones CAF-STZ también disminuyen 1.5 veces la reobase de las neuronas
mientéricas tipo AH en comparacion con los efectos de los sobrenadantes de
ratones CTRL (Figura 10D; CTRL = 9.3 + 1.3 pAvs CAF-STZ=14.1+ 1.7 pA; P =
0.03); se muestra un registro representativo en la Figura 10C.

Estos efectos en la excitabilidad se produjeron sin cambios significativos en el
namero de PA generados al aplicar el doble de la reobase, ni en el umbral del
potencial de accibn en ambos tipos de neuronas mientéricas; neuronas tipo S
(CTRL= -19.84 + 3.42 mV vs CAF-STZ= -19.45 + 2.94 mV) y neuronas tipo AH
(CTRL=-11.32 £ 2.28 mV vs CAF-STZ= -11.17 + 3.23 mV), como se muestran en
los paneles inferiores de las Figuras 10 B y D. Estos resultados imitan el perfil de
baja excitabilidad observado en las neuronas mientéricas tipo S directamente
obtenidas de ratones CAF-STZ, lo que indica que los factores solubles secretados
por el colon de estos animales impactan en la excitabilidad neuronal mientérica. Los
sobrenadantes de CAF-STZ no afectaron las propiedades pasivas de la membrana
de las neuronas tipo S y AH (Tabla 4), pero si afectaron las propiedades de

excitabilidad neuronal, haciéndolas menos excitables.
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Figura 10. La incubacion de neuronas mientéricas con los sobrenadantes derivados del colon de
ratones CAF-STZ disminuye la excitabilidad neuronal. A) Registros representativos de neuronas
mientéricas tipo S incubadas durante toda la noche con sobrenadante derivados de colon de ratones
CTRL (panel superior izquierdo) o CAF-STZ (panel inferior izquierdo). Los trazos cuadrados debajo
del potencial de accién representan la corriente despolarizante que se aplicd para disparar el
potencial de accion. B) Los gréaficos de barras muestran el resumen de los datos para la reobase
después de la incubacién durante toda la noche con sobrenadantes de colon de ratones CAF-STZ
(n =31 por CTRL y n = 34 por grupo CAF-STZ, P < 0.0001, prueba t-student no pareada, panel
superior derecho). No se observan cambios significativos en el nimero de PA en el doble de la
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reobase después de la incubacién con sobrenadante CAF-STZ (panel inferior derecho). C) Registros
representativos de neuronas tipo AH incubada con sobrenadante CTRL (panel superior izquierdo) o
CAF-STZ (panel inferior izquierdo). Los trazos cuadrados debajo del potencial de accién representan
la corriente despolarizante a la que se desencadend el potencial de accion. D) Graficos de barras
gue muestran el resumen de los datos para la reobase en las neuronas tipo AH después de la
incubacion con sobrenadantes CAF-STZ (n = 22 por grupo, P = 0.03, prueba t-student no pareada,
panel superior derecho). No se observan cambios significativos en el nimero de PA en el doble de
reobase después de la incubacién con sobrenadante CAF-STZ (panel inferior derecho). La linea
discontinua en los registros representa el potencial de membrana en reposo. Las barras representan
la media £ SEM.

Tabla 4. Propiedades pasivas de la membrana celular y del potencial de accion de
neuronas mientéricas incubadas con sobrenadantes derivados de tejidos
colénicos.

Neuronatipo S Neuronatipo AH
Propiedades CTRL CAF-STZ P CTRL CAF-STZ P
Capacitancia (pF)  18.8+09 20.7+1.2 0.24 12_8'73 *  205+1.7 094
PMR (mV) -47+31  -46+2.3 0.66 -34+1.6 -38+£1.7 0.10

Resistencia de
entrada (GQ)
Amplitud del PA

57+06 55+0.6 063 44+03 48+0.1 0.71

120+5.3 109+50 0.13 105+35 10255 0.62

(mV)

Amplitud de la AHP

o 16+22 18+18 096 14+08 143+09 064
Amplitud de la AHP NP NP ; 45+02 41+03 047
lenta (mV)

Half-width (ms) 26+02 34+03 008 18+01 24+03 008

El valor P para las neuronas tipo S y AH fueron calculadas usando la prueba t-student.
NP, no presente; Half-width es el tiempo necesario para alcanzar la mitad de la
amplitud del potencial de accién con respecto al potencial de membrana en reposo.

7.6 Los receptores purinérgicos P2X no participan en la reduccién de la
excitabilidad de las neuronas mientéricas incubadas con sobrenadantes
de colon de ratones CAF-STZ

Para evaluar si la activacion de los receptor P2X contribuye a la disminucion de la
excitabilidad observada en las neuronas mientéricas expuestas a los sobrenadantes
derivados del colon de ratones CAF-STZ, se incubaron las neuronas con PPADS
(10 pM), un antagonista no selectivo de los receptores P2X, 30 min antes de la
exposicion a los sobrenadantes de colon de ratones CTRL o CAF-STZ, en presencia
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0 ausencia de ATP-y-S (100 uM), un agonista no hidrolizable de receptores P2X

gue permite su activacion constante.

Se replico el efecto inhibitorio de los sobrenadantes de colon de ratones CAF-STZ
sobre la excitabilidad de las neuronas mientéricas (Figura 11A). La reobase media
de las neuronas mientéricas incubadas con sobrenadantes del grupo CTRL fue de
8.14 + 0.85 pA, mientras que aquellas neuronas expuestas a sobrenadantes de
colon del grupo CAF-STZ presentaron una reobase significativamente mayor (24.55
+ 3.246 pA), confirmando una reduccion en la excitabilidad intrinseca de las
neuronas mientéricas. La activacion de los receptores P2X mediante ATP-y-S no
modific6 la excitabilidad de las neuronas mientéricas incubadas con los
sobrenadantes CTRL y CAF-STZ Del mismo modo, la aplicacién del antagonista
PPADS no tuvo efectos sobre la reducida excitabilidad inducida por los
sobrenadantes CAF-STZ en las neuronas mientéricas (Figura 11A). Ademas, no se
observaron diferencias significativas en el nimero de potenciales de accion
generados al aplicar una corriente equivalente al doble de la reobase en ninguno de
los grupos experimentales (Figura 11B), lo que indica que los receptores P2X no
contribuyen a la disminucién de la excitabilidad observada en las neuronas
mientéricas expuestas a los sobrenadantes derivados del colon de ratones CAF-
STZ.
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Figura 11.Los receptores P2X no contribuyen a la disminucion de la excitabilidad inducida por los
sobrenadantes del colon de ratones CAF-STZ. Las neuronas mientéricas de ratones fueron
incubadas con sobrenadantes de colon de ratones CTRL o CAF-STZ en presencia o ausencia de
ATP-y-S (100 uM) y el antagonista PPADS (10 uM). El antagonista se incubé 30 min antes de aplicar
los sobrenadantes y el ATP-y-S. A) Gréafica de barras mostrando la reobase promedio + SEM de las
neuronas mientéricas en las diferentes condiciones experimentales. B) Grafica de barras mostrando
el promedio + SEM del nimero de potenciales de accién al aplicar dos veces la reobase de las
neuronas mientéricas. Se analizaron los datos mediante ANOVA de una via y un andlisis post-hoc
de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01 denotan diferencias estadisticamente significativas.

7.7 Los sobrenadantes de colon de ratones CAF-STZ no afectaron las
propiedades farmacoldgicas de los receptores P2X en las neuronas
mientéricas de ratones.

Dado que los receptores P2X son canales iénicos activados por ATP implicados en
la neurotransmision y en la modulacién de las respuestas celulares a estimulos
extracelulares, se evalud si los sobrenadantes de colon de ratones CAF-STZ
podrian alterar sus propiedades farmacoldgicas. Para ello, se analizaron las curvas
de concentracion-respuesta al ATP en neuronas mientéricas incubadas con
sobrenadantes CTRL y CAF-STZ, con el objetivo de determinar posibles cambios

en la sensibilidad (ECso) o eficacia de los receptores P2X.
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La Figura 12 muestra las curvas concentracion-respuesta al ATP (0.1 — 1000 uM)
en neuronas mientéricas incubadas con sobrenadantes CTRL y CAF-STZ. Los
resultados indican que no hubo diferencias significativas en la potencia ni en la
eficacia del ATP entre ambos grupos experimentales. El valor de ECso para las
neuronas incubadas con sobrenadantes de colon de ratones CTRL fue de 73.52
1.8 uM y de 72.42 £ 1.8 pyM para aquellas incubadas con sobrenadantes del grupo
CAF-STZ (Fig. 12)

Figura 12. Curva concentracion-respuesta al
ATP en neuronas mientéricas incubadas con
sobrenadantes de colon de ratones CTRL y
CAF-STZ. Los simbolos representan la
media £ SEM de datos obtenidos de 10y 11
neuronas mientéricas incubadas con
sobrenadantes CTRL y CAF-STZ,
respectivamente. La ECsp se calculé con una
funcion logistica de tres parametros. Las
corrientes de ATP se normalizaron respecto
a 1 mM de ATP en la misma célula.

7.8 Efecto de los sobrenadantes del colon de ratones CAF-STZ sobre los
canales de Na* y K* dependientes de voltaje en las neuronas mientéricas
de ratones.

El aumento en la reobase en las neuronas mientéricas de ratones CAF-STZ o
expuestas a los sobrenadantes de biopsias de colon de estos animales sugiere una
alteracion en la actividad de los canales de Na* y K* dependientes de voltaje que
regulan la electro génesis de los potenciales de accién. Para explorar esta
posibilidad, se estimularon eléctricamente neuronas mientéricas mediante
protocolos de pulsos de voltaje (Figura 13A), con el fin de generar corrientes de Na*
dependientes de voltaje (Inav). Dado que este protocolo de fijacién de voltaje no
permite distinguir entre neuronas mientéricas tipo S y AH, y considerando que los
sobrenadantes de colon CAF-STZ afectaron la reobase en ambos tipos neuronales,
se evaluo la participacion de los canales i6nicos dependientes de voltaje en

neuronas expuestas a sobrenadantes.
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Las neuronas incubadas con sobrenadantes colénicos de CAF-STZ (n =10)
presentaron una reduccion significativa en la amplitud de las Inav totales en
comparacion con aquellas incubadas con sobrenadantes colonicos de ratones
CTRL (n = 12), especificamente en el rango de -30 a -10 mV (P < 0.05; Figura 13B).
Para examinar el tipo de Inav afectada se aplico tetrodotoxina (TTX; 1 uM). No se
detectaron Inav resistentes a TTX en neuronas mientéricas incubadas con
sobrenadantes CTRL o CAF-STZ. Las Inav sensibles a TTX expresadas en
neuronas mientéricas no se vieron afectadas por la incubacion durante la noche con
sobrenadantes de CAF-STZ (Figura 13C).

También se analizaron las corrientes de potasio dependientes de voltaje totales
(IKv), asi como sus componentes rectificadores lento (IK) y de inactivacion rapida
(IA) en neuronas mientéricas tipo S (Figura 14B) y tipo AH (Figura 14C). Los
protocolos de pulsos de voltaje se muestran en la Figura 14A. Los resultados
mostraron que la incubacién de las neuronas mientéricas tipo S y AH con los
sobrenadantes de biopsias de colon de ratones CAF-STZ no tuvieron efecto

significativo sobre la amplitud de las Ikv, IK'y IA (Figura 14).

7.9 La reduccion de la excitabilidad de las neuronas mientéricas se
correlaciona con las alteraciones en la contractilidad muscular del colon.

En un mismo ratén del grupo CAF-STZ, en el que se evaluaron simultaneamente la
excitabilidad de las neuronas mientéricas y la contractilidad muscular, se realizé un
analisis de correlacion de Pearson para determinar la relacion entre un aumento en
la reobase neuronal y las alteraciones en la contractilidad colénica. Los resultados
revelaron una correlacion negativa significativa entre los valores de la reobase vy
tanto la frecuencia como la tension de las RSC (Figura 15A y B, respectivamente),
sugiriendo que la reduccién de la excitabilidad neuronal podria estar contribuyendo
al desarrollo de la dismotilidad col6nica en ratones DT2.

57



Figura 13. Las neuronas mientéricas incubadas durante toda la noche con sobrenadante de biopsias
de colon de ratones CAF-STZ mostraron corrientes de Nav totales reducidas. A) Registro
representativo de las corrientes Nav totales, TTX-R y TTX-S obtenidas de neuronas mientéricas
incubadas con sobrenadante CTRL (panel superior) o CAF-STZ (panel inferior). Las corrientes Nav
entrantes en las neuronas mientéricas se evocaron mediante un pulso de prueba de 200 ms, que se
incrementd en +10 mV desde un potencial de mantenimiento de -80 mV en presencia o ausencia de
1 uM TTX durante 3 min. Las corrientes Nav TTX-S se obtuvieron restando las corrientes Nav TTX-
R del total. B) Curvas de corriente-voltaje de corrientes Nav totales que muestran una disminucion
estadisticamente significativa de las corrientes Nav totales después de la incubacién con los
sobrenadante CAF-STZ (n = 10) en comparacion con CTRL (n =12, P < 0.05) a -30 mV a -10 mV.
C) Relacién voltaje-corriente de corrientes NaV TTX-S. No se observan cambios significativos en las
curvas de corriente-voltaje de corrientes de sodio TTX-S después de la incubacion con sobrenadante
CAF-STZ en comparacion con CTRL (n = 6 por grupo) en todas las pruebas de pasos de voltaje,
excepto en el voltaje de -20 mV (P = 0.04). Los datos representan la media £+ SEM. * P < 0,05y ** P
= 0,002 indican diferencia estadisticamente significativa mediante el ANOVA de dos vias con la
prueba posteriores de Bonferroni
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Figura 14. Los sobrenadantes colonicos de ratones CAF-STZ no modifican las corrientes Kv de
neuronas mientéricas tipo S ni tipo AH. A) Registros representativo de las corrientes de potasio total
(panel izquierdo), IK (panel central) e IA (panel derecho). Las curvas corriente-voltaje de las
corrientes Kv totales (B), IA (C) e IK (D) no mostraron diferencias significativas tras la incubacién con
sobrenadantes coldnicos de ratones CAF-STZ. Andlisis estadistico mediante ANOVA de dos vias
con pruebas posteriores de Bonferroni.
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Figura 15. El aumento de la reobase de las neuronas mientéricas se correlaciond con las
alteraciones de la amplitud y la frecuencia de las contracciones espontaneas ritmicas (RSC) en el
colon de ratones CAF-STZ evaluados individualmente (n = 5). La reobase se correlacioné
negativamente con la amplitud A) y la frecuencia B) de las RSC. El andlisis estadistico se realiz6
mediante una correlacion de Pearson, considerando como significativas aquellas correlaciones con
valores de P < 0.05.

8. DISCUSION

Los pacientes con obesidad y diabetes con frecuencia presentan trastornos Gl,
incluida la dismotilidad intestinal, la cual ha sido reconocida recientemente como
una de las complicaciones mas comunes de la enfermedad y un factor que puede
afectar significativamente la calidad de vida (Zhao et al., 2017). A pesar de su
relevancia clinica, los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes a esta
complicacion han sido escasamente investigados. En el presente estudio se
reportaron varios hallazgos relevantes: 1) los mediadores quimicos presentes en los
sobrenadantes obtenidos de biopsias de colon de ratones con DT2 asociada a
obesidad redujeron significativamente la excitabilidad de las neuronas mientéricas,
evidenciado por un aumento en la reobase, 2) las corrientes totales de Na*
dependientes de voltaje (Nav) se vieron reducidas en las neuronas mientéricas
incubadas con sobrenadantes de tejido colonico de ratones con DT2, 3) la

disminucién en la excitabilidad neuronal mientérica se correlacioné negativamente
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con las alteraciones en las contracciones fasicas en ratones con DT2 y 4) los
receptores P2X claves en la neurotransmision no contribuyen a la reduccién en la
actividad excitatoria de las neuronas mientéricas. En conjunto, estos resultados
identifican un mecanismo celular y molecular clave que contribuye a la disfuncion
colonica asociada a la DT2 y aportan informacion valiosa para comprender la

fisiopatologia de las complicaciones gastrointestinales diabéticas.

En este estudio se utilizé una dieta tipo cafeteria combinada con una dosis de STZ
para establecer un modelo murino de DT2 asociada a la obesidad. Los resultados
confirmaron que este modelo (CAF-STZ) indujo un fenotipo de diabesidad en los
ratones, demostrado por una marcada acumulacion de tejido adiposo blanco
periférico, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, como

se ha reportado en estudios previos (Reed et al., 2000; Cruz- Mufioz et al.,2024).

Ademas de los efectos metabdlicos, la administracion con CAF-STZ provoco
alteraciones significativas en el colon, incluyendo un acortamiento notable de la
longitud y una reduccién del peso del colon. Alteraciones similares han sido
reportadas en modelos murinos alimentados con dietas altas en proteinas, lo cual
se atribuy6 a una absorcién insuficiente de nutrientes por dafio en la barrera epitelial
de la mucosa (Thomas et al., 2023). No obstante, la reduccién en la longitud del
colon no es exclusiva de los modelos dietéticos y constituye una caracteristica bien
documentada en diversos modelos de inflamacion intestinal (Park et al., 2017; Yan
et al., 2020; Cruz-Mufioz et al., 2022). Ademas, en un trabajo previo realizado por
nuestro grupo de trabajo, utilizamos el mismo modelo CAF-STZ y se observd, no
solo un acortamiento del colon, sino también un deterioro estructural evidente en las
capas de la pared intestinal, caracterizado por un adelgazamiento de las capas
mucosa y muscular, asi como un aumento en la expresion de marcadores
proinflamatorios IL-13 y NF-kB (Cruz-Mufioz et al., 2024), lo que indica que las
alteraciones morfolégicas inducidas por la administracion CAF-STZ podrian estar

mediadas, al menos en parte, por procesos inflamatorios subyacentes.
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Las alteraciones morfolégicas observadas en el colon se asociaron con un aumento
significativo en el tiempo de transito Gl, asi como una disminucion en la produccién
y el contenido de agua en las heces, parametros que en conjunto son indicativos de
estrefiimiento por transito lento. Este tipo de estrefiimiento ha sido ampliamente
reconocido como uno de los sintomas Gl mas prevalentes tanto en la diabetes (
Horvath et al., 2015; Maleki & Locke, 2000) como en la obesidad (Almeida et al.,
2022), y se ha atribuido principalmente a mecanismos como la denervacion
extrinseca (Brock et al., 2013) o la pérdida de neuronas del SNE inducida por estrés

oxidativo (Chandrasekharan et al., 2011).

En el presente estudio, demostramos una reduccién en la excitabilidad de las
neuronas mientéricas tipo S en ratones CAF-STZ, caracterizada por un aumento en
la reobase. Esta disminucion de la excitabilidad neuronal se correlacion6 con una
disminucién tanto en la amplitud como en la frecuencia de las contracciones
espontaneas ritmicas (RSC, por sus siglas en inglés). Estas contracciones, también
conocidas como contracciones fasicas, desempefian un papel esencial en la
propulsion y la mezcla del contenido luminal, procesos fundamentales para la
peristalsis y la segmentacion (Spencer et al., 2016). Por lo tanto, la reduccién
observada en la fuerza y las frecuencias de las contracciones fasicas
probablemente contribuye al enlentecimiento de Ila motilidad intestinal.
Interesantemente, en un estudio previo, nuestro grupo ya habia reportado
alteraciones en la actividad de las RSC tanto en colon como en ileon, junto con una
disminucion en la excitabilidad de las neuronas mientéricas de ratones con
obesidad, inducida por la dieta de cafeteria durante 8 semanas (Ramirez-
Maldonado et al., 2025). Estos hallazgos subrayan los efectos sostenidos de la
obesidad inducida por la dieta sobre la funcién intestinal, y revelan que las
alteraciones en la motilidad y en las propiedades neuronales pueden persistir y
agravarse durante la progresion desde la obesidad hacia la DT2. No obstante, es
importante considerar que la hiperglucemia también podria estar implicada en las
disfunciones entéricas observadas. Un estudio previo utilizando STZ como Unico

agente para inducir diabetes han demostrado que la hiperglucemia por si sola puede
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afectar la motilidad intestinal (Izbeki et al., 2008). Sin embargo, en contraste con
nuestros hallazgos, dicho estudio reporté un transito intestinal acelerado en ratas
con diabetes en comparacion con controles, sugiriendo que la disfuncién intestinal
asociada a la diabetes es multifactorial y depende del contexto fisiopatolégico

subyacente.

Los mecanismos que subyacen a las RSC del musculo liso intestinal son complejos
y aun no se comprenden por completo. Diversos estudios han propuesto que estas
contracciones pueden estar inducidas por la actividad neuronal entérica (Spencer
et al., 2002). En particular, se ha demostrado que las neuronas mientéricas
mecanosensoriales tipo S participan en la generacion de un patrén ritmico en el
colon de cobayos (Spencer et al., 2004), lo que respalda nuestros resultados de
correlacion. Sin embargo, es importante sefialar que la actividad neuronal entérica
no es esencial para la generacién de las RSC, ya que se originan a partir de la
actividad marcapaso de las células intersticiales de Cajal (ICC) (Huizinga et al.,
2011). Por lo que, no se puede descartar la participacion de las ICC en los
fenédmenos fisiopatoldgicos observados. No obstante, el papel exacto de las ICC en
la disfuncion Gl asociada a la diabetes sigue siendo motivo de debate. Por ejemplo,
se ha reportado que una disminucion en la red de ICC, junto con alteraciones en los
receptores colinérgicos y la enzima 6xido nitrico sintasa neuronal en el colon
proximal, contribuye a la disfuncion motora en modelos de diabetes (Kim, et al.,
2011). En contraste, un estudio realizado en muestras de colon de pacientes con
DT2 no encontré una asociacién clara entre la pérdida de ICC y la presencia de
sintomas de estrefiimiento (Nakahara et al., 2002). Ademas, de las posibles
alteraciones neuronales y de las ICC, es plausible que la disminucién en la amplitud
y la frecuencia de las RSC observadas en nuestro modelo refleje disfunciones
intrinsecas del musculo liso (Pei et al., 2023). Se necesitan estudios moleculares,
electrofisiolégicos y funcionales adicionales para dilucidar la interaccion entre las
redes ICC, las neuronas mientéricas y las células del masculo liso en el deterioro

funcional del colon relacionado con la diabetes.
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Se observé una disminucion en la excitabilidad intrinseca de las neuronas
mientéricas colonicas tipo S aisladas de ratones CAF-STZ. En contraste, las
neuronas tipo AH no mostraron alteraciones significativas en su excitabilidad. De
manera interesante, cuando las neuronas mientéricas colonicas de ratones sin
experimentacion se expusieron durante toda la noche a sobrenadantes de colon de
ratones CAF-STZ, tanto las neuronas de tipo S como las de tipo AH mostraron una
reduccion significativa de la excitabilidad mediante un aumento de la reobase. No
se tiene una explicacion sencilla para estos resultados; es posible que los cambios
en la excitabilidad de las neuronas tipo AH sean menos pronunciados que los
observados en las neuronas S en las mismas condiciones, o que las neuronas
mientéricas AH sean mas resistentes 0 menos sensibles a los cambios inducidos
por el estado similar a la diabetes. Estos hallazgos indican que el colon de los
ratones CAF-STZ libera mediadores solubles que influyen en la excitabilidad de las
neuronas mientéricas. La identificacion de estos mediadores quimicos es una

direccion prometedora para investigaciones futuras.

Previamente hemos demostrado que el tejido colénico de ratones CAF-STZ
presenta inflamacién de bajo grado, una condicién que se asocié con una mayor
liberacion de ATP luminal (Cruz-Mufioz et al., 2024), lo que sugiere que la
sefalizacion del ATP a través de sus receptores purinérgicos podria estar
desregulada. Al respecto, los receptores P2X, particularmente en el SNE,
desempefian un papel crucial en la neurotransmision y la excitabilidad de las
neuronas mientéricas al actuar como canales ionicos que responden a la liberacion
de ATP (Furness, 2006). Ademas, se ha descrito su participacion en la motilidad del
tracto Gl (Ballout et al., 2022). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que
los receptores P2X no participan en la disminucion de la excitabilidad de las
neuronas mientéricas y los sobrenadantes de ratones CAF-STZ no afectaron su
funcidn, lo que indica estos receptores no tienen un papel clave en las alteraciones
de la excitabilidad neuronal y la contractilidad muscular del colon observadas en los

ratones con DT2.
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Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) desempefan un papel
fundamental en la fisiologia GI, ya que permiten la transmisiéon de impulsos
despolarizantes en las neuronas entéricas, facilitando asi la coordinacion de la
motilidad intestinal (Osorio et al., 2014). En ratones, al menos dos isoformas de
canales Nav, Nav1.7 y Nav 1.9, se expresan en las neuronas del plexo mientérico,
las cuales son clasificadas como resistentes a TTX (TTX-R) y contribuyen a la
regulacion de la excitabilidad neuronal mientérica (Osorio et al., 2014; Padilla et al.,
2007). En el presente estudio, no se detectaron corrientes de Nav TTX-R, lo cual
coincide con observaciones previas en neuronas mientéricas de cobayo (Zholos et
al., 2002). Las diferencias en los métodos de aislamiento celular y preparacion
tisular podrian explicar estas discrepancias. Por ejemplo, en nuestro trabajo se
utilizaron neuronas mientéricas aisladas y cultivadas, mientras que en el trabajo de
Osorio y colaboradores (2014) analizaron neuronas en preparaciones de tejido
intacto del musculo longitudinal con el plexo mientérico, lo que sugiere que la
expresion funcional de los canales Nav podria depender de interacciones con otras
células presentes en el tejido, como la glia entérica o las células musculares, asi
como mediadores locales, como lo han demostrado algunos estudios (Ponce et al.,
2018). Otra explicacién es que los sobrenadantes colonicos de ratones CTRL y
CAF-STZ afecten la expresion de los canales Nav TTX-R. Esta posibilidad es
apoyada por el hecho de que la expresion de los Nav puede ser regulada por
factores neurotréficos o mediadores inflamatorios (Black et al., 2004; Cummins et
al., 2000). Ademas, cabe considerar que la concentracién de TTX utilizada (1uM)
pudiera haber bloqueado corrientes de Nav TTX-R; sin embargo, esto es poco
probable, ya que los canales de Nav TTX-R suelen bloquearse con valores de ICso
de TTX superiores a 10 uM (Narahashi, 2008).

Este es el primer estudio que sefiala que la atenuacion de las corrientes totales de
Nav podria ser la causa principal de la disminucion en la excitabilidad de las
neuronas mientéricas en animales con DT2. Este hallazgo sugiere que las
alteraciones en la excitabilidad neuronal mientérica mediadas por canales Nav,

podrian desempefiar un papel clave en la patogénesis de los trastornos de la
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motilidad intestinal asociada a diabesidad. En apoyo a esta interpretacion, un
estudio previo report6é una asociacion entre la reduccion de las corrientes Nav y una
menor excitabilidad de las neuronas mientéricas en un modelo in vitro de
estrefimiento inducido por morfina (Smith et al., 2013b) Si bien estudios anteriores
han atribuido la reduccion de la excitabilidad neuronal mientérica al aumento de la
conductancia de K* en modelos animales no diabéticos (Cherubini et al., 1984;
North,1974; North & Tonini, 1977), en nuestro estudio no se observaron cambios
significativos en las corrientes totales de Ky, IA o IK en neuronas mientéricas
incubadas con sobrenadantes de colon de ratones CAF-STZ, lo que sugiere que los
canales Ky no estan involucrados en los efectos observados sobre la excitabilidad

neuronal en el modelo de DT2 asociado a obesidad.

Los canales de Nav desempefian un papel esencial en la actividad eléctrica y
mecanica del tracto Gl y representan un objetivo terapéutico potencial para el
tratamiento de trastornos funcionales y de motilidad Gl (Maqgoud et al., 2023). No
obstante, su aplicacion clinica se ve limitada por los posibles efectos adversos sobre
el SNC. Entre las estrategias para superar estd limitacion se encuentran el
desarrollo de farmacos que no atraviesen la barrera hematoencefalica (Bagal &
Bungay, 2014) o el uso de nanoparticulas dirigidas especificamente a las neuronas
mientéricas (Garbati, et al., 2024; Zhang et al., 2018). Sera necesario realizar

estudios futuros para evaluar y optimizar estas aproximaciones terapéuticas.
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9. CONCLUSIONES

Los ratones con DT2 asociada a obesidad presentan una reduccion en la
excitabilidad de las neuronas mientéricas y alteraciones en la contractilidad

muscular y motilidad del colon.

Los receptores P2X no contribuyen en la disminucion de la excitabilidad de las
neuronas mientéricas de ratones CAF-STZ, ni en aquellas incubadas con los

sobrenadantes de colon provenientes de estos animales.

Los mediadores quimicos presentes en los sobrenadantes de biopsias de colon de
ratones con DT2 no alteraron las propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas

de los receptores P2X.

Los mediadores quimicos solubles liberados por el colon de animales con DT2
inducen una disminucion en las corrientes de Nav en las neuronas mientéricas de
los ratones DT2, lo que podria representar el principal mecanismo responsable de

la reduccién en la excitabilidad neuronal.

La reducida excitabilidad neuronal mientérica podria contribuir a la disminucién en
la amplitud de la fuerza y frecuencia de las contracciones espontaneas ritmicas del
colon distal, provocando un retraso en el transito intestinal, una complicacion comun

en la diabetes.

Estos hallazgos subrayan la importancia de identificar los subtipos especificos de
los canales de Nav y los mediadores solubles presentes en los sobrenadantes
colonicos de los ratones con DT2, ya que podrian desempefar un papel clave en la
fisiopatologia de los trastornos de la motilidad intestinal asociados a la DT2,

enfermedad que va en aumento en México.
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