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Resumen

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es una alteración del neurodesarrollo con presentación

clínica heterogénea, principalmente relacionada con déficits en la comunicación e interacción so-

cial. Se relaciona su aparición a diversos factores, entre ellos la exposición prenatal a sustancias te-

ratógenas. El cuadro clínico frecuentemente se presenta con diversas comorbilidades, destacando

por su prevalencia una variedad de síntomas gastrointestinales, cuyo origen no ha sido explicado

hasta el momento. La finalidad de este trabajo fue conocer si existen alteraciones funcionales en el

sistema nervioso entérico (SNE) de un modelo animal del TEA basado en la exposición prenatal

de ratas al ácido valproico (AVP), así como explorar la expresión proteica del principal receptor im-

plicado en la señalización motora del SNE: el receptor muscarínico tipo 3 (M3R). Tras reproducir

el modelo y observar las alteraciones características del TEA, se realizaron experimentos farmaco-

lógicos donde se encontraron diferencias en la sensibilidad a fármacos agonistas y antagonistas de

la acetilcolina. Al evaluar la expresión proteica del receptor M3, encontramos un patrón de bandeo

distinto en las ratas del modelo con respecto a las ratas control, lo que puede sugerir cambios en la

oligomerización de este último. Las diferencias que fueron encontradas entre la respuesta motora

y la expresión del receptor M3 pueden tener relación con una respuesta alterada a la señal colinér-

gica, lo que abre la puerta a una explicación para la sintomatología gastrointestinal prevalente en

el TEA.
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1. Introducción

Trastorno del Espectro Autista (TEA) es un término usado para describir una

constelación de signos y síntomas, relacionados todos con un neurodesarrollo anor-

mal. Tiene una presentación heterogénea, sin embargo, se pueden considerar ciertas

características como esenciales para su diagnóstico: los pacientes presentan una dis-

capacidad permanente en la comunicación e interacción social, además de patrones

restringidos y repetitivos de comportamiento, intereses o actividades. Estas particu-

laridades se presentan desde la niñez temprana y limitan el funcionamiento diario

del paciente1.

Los intentos de reconocer al TEA como una entidad clínica única vienen desde el

siglo XV2, aunque no se le denominó ’autismo’ sino hasta la década de los 40s3.

Actualmente, se reconoce que el TEA es un padecimiento que posee un espectro

amplio de presentaciones clínicas, con manifestaciones que van desde alteraciones

muy leves del comportamiento y la comunicación, hasta deficiencias sensoriales e

intelectuales severas que requieren de intervenciones permanentes por parte de los

cuidadores4. Esta heterogeneidad ha complicado el estudio de esta enfermedad, así

como su diagnóstico. Sin embargo, en tiempos recientes se ha reconocido el papel

que varios factores de riesgo juegan como contribuyentes a la aparición del tras-

torno. Una característica recientemente reconocida del TEA es que su diagnóstico,

aunque preferentemente hecho durante los primeros años de vida, puede ser reali-

zado incluso en la edad adulta temprana, puesto que se conoce ahora que algunas

características del mismo pueden no volverse notorias hasta que las exigencias so-

ciales en la vida del paciente exceden sus capacidades5.

Epidemiología. La prevalencia del TEA se calcula a nivel global en 1 de cada 132

personas (7.6 por cada 1000)6; en países desarrollados es alrededor de 60 por cada

10,0007. Los niños se ven más afectados que las niñas por este trastorno, en una

razón media de 4.3:17, aunque se ha encontrado que la variabilidad de esta cifra es

alta, llegando otros investigadores a calcular una relación de 3:18.

Datos del 20189 señalan que en México existen alrededor de 5.5 millones de per-

sonas con trastornos del desarrollo intelectual, entre los cuales se encuentra el TEA.

En un estudio de 2016, en la ciudad de León, Guanajuato, se estimó la prevalencia

entre niños de ocho años en 0.87% [95% CI (0.62-1.1)]10.
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Etiología. La etiología del autismo es compleja, multifactorial y heterogénea. En

el pasado se ha intentado encontrar una teoría unificada acerca del origen del au-

tismo, con poco éxito. Esta falta de una causa única para el trastorno ha llevado a

generar la hipótesis de que, en lugar de una etiología singular, el autismo se puede

originar por varias vías y, por consecuencia, con diversos factores de riesgo, dando

como resultado la presentación heterogénea observada11. En general, actualmen-

te se entiende que el TEA es el resultado de alteraciones en el desarrollo cerebral

temprano y en la organización y conectividad neuronal. Presenta un componente

genético importante, encontrándose una amplia variedad de genes asociados a su

aparición, sin embargo, ningún locus es responsable de más del 1% de los casos12.

Además de esto, se asocia a diversos factores ambientales, principalmente intrauteri-

nos12. De estos, se ha encontrado una asociación fuerte del TEA con complicaciones

perinatales asociadas a isquemia o hipoxia cerebral13, así como con la exposición

in utero a algunas sustancias teratógenas, como el ácido valproico (AVP)14.

Comorbilidades. Existen diversas condiciones comórbidas asociadas al TEA, que com-

plican aún más el diagnóstico clínico. Las manifestaciones secundarias que más co-

múnmente se presentan son de origen neurológico, como epilepsia o alteraciones

del sueño de etiología psiquiátrica, tales como trastornos de ansiedad, del ánimo o

agresividad15. El 70% de los pacientes presenta una única comorbilidad psiquiátri-

ca y el 41% tienen dos o más15.

De mayor frecuencia en su presentación, encontramos la fobia social, el trastorno

por déficit de atención e hiperactividad (TDAH), los trastornos de ansiedad, el tras-

torno obsesivo-compulsivo (TOC), síndrome de Tourette, desórdenes del sueño,

trastornos de procesamiento sensorial, discapacidad intelectual2, así como sinto-

matología gastrointestinal diversa.

Trastornos Gastrointestinales. Leo Kanner3 reportó que 6 de los 10 niños autistas que

estudió presentaron ‘dificultades severas para la alimentación desde el inicio de la

vida’. Desde entonces, se ha encontrado un aumento en la prevalencia de síntomas

gastrointestinales en pacientes con TEA16, sin que esta relación se haya estudiado

a fondo hasta tiempos recientes. Uno de los primeros trabajos que evaluaron estos

síntomas, reportó hallazgos histológicos compatibles con inflamación de la muco-

sa intestinal en 70% de los pacientes estudiados17.

Estudiosmás recientes reportan una prevalencia de síntomas de 37%18. Se ha repor-

tado también que los niños con autismo pueden ser hasta 7 veces más propensos
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que los niños sin discapacidades intelectuales a presentar diarrea o colitis frecuen-

te19.

Los síntomas gastrointestinales que se reportan en la población con TEA son

variados, siendo de presentación más frecuente los siguientes20:

Estreñimiento

Dolor abdominal

Reflujo

Vómito

Enfermedad inflamatoria intestinal

Intolerancia a alimentos

Meteorismo

La prevalencia reportada para estas características de la enfermedad suele variar

considerablemente dependiendo de la población estudiada y la metodología del

trabajo en cuestión. Además, cabe destacar que es muy frecuente que los pacientes

con TEA presenten un comportamiento alimenticio atípico, caracterizado común-

mente por una hiperselectividad en los alimentos y rigidez en su selección, lo que

puede propiciar por si mismo la aparición de algunos de estos síntomas21 o con-

fundir su diagnóstico.

1.1. Sistema Nervioso Entérico

La actividad del tracto gastrointestinal es controlada por el sistema nervioso en-

térico (SNE). El SNE es la división más grande del sistema nervioso autónomo,

contiene en total de 400 a 600 millones de neuronas (cercano al número total de

neuronas en la médula espinal)22. El circuito integrador presente en esta red es ca-

paz de controlar de manera autónoma los patrones de motilidad gastrointestinal,

el intercambio de fluidos a través de la mucosa, así como la irrigación sanguínea

local y la comunicación con el sistema inmune y endócrino del intestino23. En los

mamíferos monogástricos, el SNE se compone de agregados de cuerpos neuronales

llamados ganglios entéricos, que forman estructuras (llamadas plexos) interconec-

tadas e interdependientes: el plexo submucoso y el plexo mientérico22.
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Motilidad. En el SNE actúan una variedad de neurotransmisores, siendo la acetilco-

lina (ACh) el más importante para la motilidad24. La primera vez que se documentó

que las neuronas que inervan el intestino liberan ACh fue en 193625; este traba-

jo fue seguido por otros que demostraron la presencia de colina acetiltransferasa

(ChAT), la enzima que sintetiza ACh y su localización en las neuronas excitatorias

del músculo liso intestinal26.

En el SNE se encuentran receptores colinérgicos de tipo nicotínico y muscarínico;

mientras que los receptores nicotínicosmedian la transmisión rápida de reflejos y la

respuesta a estímulos, los receptores muscarínicos se asocian a la transmisión final

entre lasmotoneuronas y el músculo liso. La ACh liberada en el SNE puede provenir

de estímulos intrínsecos (reflejos) o del sistema nervioso central (SNC), por medio

de la acción parasimpática del nervio vago27.

Receptores muscarínicos. Dentro del SNE se expresan principalmente los receptores

M1r, M2r y M3r, el primero y el último de estos, mediante su acople a una proteína

Gq/G11, estimulan la actividad de fosfolipasa C, generando los segundosmensajeros

inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), quienes inducen la salida de calcio

de las reservas intracelulares y la entrada de calcio extracelular, respectivamente.

M2r acoplado a Gi/G0, inhibe la actividad de adenilato ciclasa (AC) lo que a su vez

reduce los niveles de AMP cíclico (cAMP) y disminuye su acción inhibitoria sobre

la contracción muscular28,29.

A pesar de que la expresión intestinal de M2r es mayor que la de M3r, éstos últimos

son los mediadores principales de la contracción muscular24 debido a su acción

sobre los niveles de calcio intracelular.

1.2. Modelo animal

El AVP es utilizado como antiepiléptico y estabilizador del ánimo30. Además se

ha descrito que modula la neurotransmisión y la expresión génica, inhibiendo la

desacetilasa de histonas (HDAC)31. La exposición in utero al AVP está relacionada

con defectos de cierre del tubo neural, retraso en el crecimiento y TEA; del mismo

modo, las ratas prenatalmente expuestas al AVP presentan alteraciones conductua-

les similares a las observadas en pacientes con TEA32. Por lo tanto, se ha utilizado

la exposición prenatal al AVP como un modelo animal para el estudio de este tras-

torno33.

Se sabe que en modelos animales del TEA, existe una disminución de los niveles
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de ACh, tanto al nivel de la corteza prefrontal34, como del estriado35,36, acompa-

ñado de un incremento de la rigidez cognitiva y una deficiente interacción social.

Estos antecedentes sugieren fuertemente que, de manera general, en el TEA existe

un desbalance en los niveles de ACh y permiten la posibilidad de que esto se pue-

da encontrar también en el SNE, contribuyendo a los trastornos gastrointestinales

observados en las personas con autismo. Las ratas prenatalmente expuestas al AVP

presentan déficits conductuales similares a los observados en pacientes con TEA.

En resumen, se han descrito alteraciones en la organización neuronal y la conec-

tividad en el sistema colinérgico en el SNC en el TEA34,35. Además, no se conoce

la fisiopatología de los síntomas gastrointestinales que presentan algunos pacientes

con este trastorno, sin embargo, se sabe que la acetilcolina es el principal neuro-

transmisor en el SNE, encargado de la motilidad y la función secretora en el intes-

tino. Conociendo esto, la pregunta que se intentó responder en este trabajo fue:

¿Existen alteraciones colinérgicas en el SNE que nos permitan explicar la sintoma-

tología gastrointestinal de los pacientes con TEA? Tomando como hipótesis que el

sistema colinérgico se encuentra alterado en el modelo murino del TEA, provocan-

do trastornos en la motilidad intestinal.

El objetivo general de este trabajo fue entonces identificar las alteraciones motoras,

funcionales y moleculares asociadas al sistema colinérgico en el sistema digestivo

del modelo murino de TEA basado en la exposición prenatal al AVP.

2. Materiales y Métodos

Animales de experimentación. Para el presente proyecto de investigación, se emplea-

ron ratas Sprague-Dawley, machos y hembras, las cuales fueron obtenidas del Bio-

terio General de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de San Luis

Potosí. De 2 a 3 animales fueron mantenidos en cajas de acrílico bajo condiciones

de ciclo luz/oscuridad 12:12, con temperatura y humedad controladas (25° C) y

con alimento y agua ad libitum; Todo esto, de acuerdo con el comité interno para

el cuidado y uso de animales de laboratorio (BGFMUASLP-08-20).

Obtención del modelo del TEA en rata. El AVP es utilizado en la práctica clínica como

anticonvulsivante y estabilizador del ánimo, sin embargo, se ha demostrado que la

exposición prenatal al AVP está asociada con la aparición del TEA, tanto en huma-

nos como en animales37. En diversos estudios, tanto ratas como ratones expuestos
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al AVP prenatalmente, muestran síntomas semejantes a los asociados con los pa-

cientes con el TEA; por ejemplo: disminución en la interacción social, incremento

de las conductas repetitivas e incremento de la ansiedad. Debido a esto es que em-

pleamos este modelo para el presente proyecto.

Se formaron 10 parejas separadas en dos grupos (control y experimental) con ani-

males de distinto grupo genético y se aparearon durante la noche, se verificó el

apareamiento mediante la técnica del tapón espermático antes de las 9:00 horas,

registrando ese momento como el día de la concepción o día 0 de la gestación. Al

día 12.5, de acuerdo con la metodología establecida36, se administró al grupo ex-

perimental una dosis única de ácido valproico (500 mg/kg; Sigma, St. Louis, MO)

diluido en solución salina al 0.9% por vía intraperitoneal, mientras que a las ra-

tas del grupo control les fue administrado el mismo volumen de solución salina al

0.9% vía intraperitoneal. El parto se produjo de manera normal a los 21±1 días,

aquellos animales que no presentaron éste comportamiento o en los que se presen-

tó canibalismo filial fueron descartados.

La descendencia de ambos grupos se mantuvo con su madre hasta el día 23 post-

natal, fecha en la que se retiró a las crías y se separó a los machos; para el presente

estudio se utilizó un total de 34 machos (18 control y 16 machos expuestos prena-

talmente al AVP) (aprobación del comité de ética BGFMUASLP-08-20).

2.1. Pruebas conductuales

Actividad motriz. Se utilizó la prueba de campo abierto (Open field test) para carac-

terizar y comparar la conducta de los animales estudiados ante entornos amplios

y desconocidos. Consistió en el uso de una caja cuadrada de polipropileno de 70

x 70 cm cuya base se marcó para dividirla en nueve sectores iguales. El piso y las

paredes de la caja fueron rociadas con solución limpiadora (5ml de amoniaco, 5ml

de Pinol, 5ml de alcohol absoluto y 985ml de agua) previo a iniciar las pruebas y

entre animal y animal, para evitar olores residuales de animales previos. Al iniciar

la prueba, se colocó al animal en el sector central de la caja y se le permitió explorar

libremente el espacio. La actividad motora del animal fue grabada en video durante

un periodo de 20 minutos bajo iluminación uniforme y al terminar las pruebas, se

contabilizó en centímetros la distancia total recorrida por cada animal utilizando

el software Path Recorder V0.01-alpha38. Como una medida de la ansiedad senti-

da por el animal ante el estímulo que la caja representa, se contó manualmente el

número de veces en las que el animal cruzó hacia el sector central de la caja y el
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número total de partículas fecales producidas durante la prueba.

Interacción social. Para evaluar la sociabilidad de los animales se empleó la prueba

de interacción social de tres cámaras (Three chamber sociability test), que consiste

en una caja de acrílico transparente de 90 x 30 x 30 cm, dividida en tres cámaras

iguales comunicadas entre sí y denominadas A, B y C; siendo B la cámara central.

La prueba se realizó en dos sesiones: la primera (habituación) con duración de cin-

co minutos, durante la que el animal estudiado se colocó en la cámara central y se

le permitió explorar la caja con libertad. La segunda sesión (interacción) tuvo una

duración de diez minutos, se colocó nuevamente al animal estudiado en la cáma-

ra central pero en esta ocasión se introdujo un sujeto extraño que no había tenido

contacto previo con el animal estudiado (como sujetos extraños se utilizaron dos

ratas adultas macho de la cepa Wistar, de edades similares a las de los animales es-

tudiados), dicho sujeto extraño se colocó dentro de una jaula de plástico en una de

las cámaras de los extremos (A o B) de manera aleatoria. En la cámara del extremo

contrario, se colocó una jaula de plástico idéntica, pero vacía. Al animal estudiado

nuevamente se le permitió explorar el terreno e interactuar con el extraño.

La caja fue rociada con solución limpiadora entre animal y animal, pero no entre

sesiones del mismo animal.

La actividad durante la prueba fue grabada en video para su posterior análisis me-

diante el software Activity Test Counter V0.0539. Se contabilizó el porcentaje de

tiempo que el animal problema pasó en cada una de las tres cámaras durante ambas

sesiones, los segundos que tardó el animal problema en interactuar por primera vez

con el extraño (latencia), el número total de veces que los animales interactuaron y

el tiempo total de interacción en segundos. El cociente de estos dos últimos valores

se denominó índice de interacción y se utilizó como una medida de la sociabilidad

de cada animal.

Obtención de tejido. Todos los animales que se sometieron a la extracción de teji-

do fueron sometidos a un ayuno previo por 12 horas, con acceso a agua ad libi-

tum para permitir el vaciado intestinal. El protocolo de anestesia para la cirugía

consistió en una dosis de Ketamina (150 mg/kg) y una de Xilacina (30mg/kg) am-

bas por vía intraperitoneal. Al pasar 15 minutos de la aplicación de los fármacos

se comprobó el efecto anestésico y se procedió a la disección mediante una inci-

sión en la línea media en el abdomen, una vez dentro de la cavidad abdominal se

identificó el ciego, el colon y el íleon y se separaron de su adhesión mesentérica
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las estructuras mencionadas. Se pinzaron y extrajeron los 15 centímetros más dis-

tales de íleon, trasladándolos inmediatamente a una caja de Petri con solución de

Tyrode (NaCl:137mM, KCl:2.7mM,MgCl2:1mM, CaCl2:1.8mM,NaH2PO4:0.2mM,

NaHCO3:12mM, D-Glucosa:5.5mM) a 37° C previamente burbujeada con carbó-

geno (95% O2 y 5% CO2). Se procedió a la limpieza externa del intestino retiran-

do el tejido vascular y conectivo asociado, así como de los contenidos intestinales

usando solución de Tyrode únicamente con la presión hidrostática generada por

una pipeta Pasteur para evitar lesionar el tejido. Una vez limpio se cortó en nueve

secciones: cuatro de éstas fueron anillos de 0.5-0.7 cm de longitud que se transfirie-

ron a vasos de precipitados con solución de Tyrode, de donde fueron trasladados

inmediatamente a los baños de órgano aislado para experimentos de tensión. Se

cortaron otros cuatro anillos de 1 cm, que fueron abiertos de manera longitudinal

y lavados sin fricción mecánica con solución de Tyrode y colocados en tubos de 1.5

mL, mismos que fueron congelados inmediatamente mediante su inmersión en ni-

trógeno líquido. Estos segmentos fueron almacenados posteriormente a -70° C y se

mantuvieron así para su uso posterior.

Al finalizar la extracción de tejido, el animal fue sacrificado mediante un corte en la

aorta abdominal y el cadáver se manejó de acuerdo con los protocolos dispuestos

por el Bioterio de la Universidad.

2.2. Tensión isométrica

Para cuantificar la actividad motora de los segmentos intestinales disecados y

comparar su respuesta a distintos fármacos, se realizaron experimentos de tensión

isométrica, que consistieron en la colocación de anillos de íleon en baños de órgano

aislado, con 6ml de solución de Tyrode y burbujeados constantemente con carbó-

geno y mantenidos a 37°C. Los anillos fueron suspendidos por medio de ganchos a

un transductor de tensión (Grass instruments) y éstos a un polígrafo (Grass Model

67D) que registró la actividad motora del músculo intestinal en papel y digital-

mente por medio de una interfaz análogo-digital conectada a una computadora de

escritorio.

Previa limpieza y calibración del equipo se montó el tejido y se le sometió a una

tensión de 4 gramos a manera de precarga, durante 40 minutos. Al finalizar este pe-

riodo se valoró la actividad basal del tejido y aquellos anillos que no presentaban

movimiento espontáneo fueron descartados del experimento.

El protocolo farmacológico consistió en una curva dosis-respuesta usando carbacol,
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atropina y d-tubocurarina (Sigma, St. Louis, MO) como agonista y antagonistas co-

linérgicos, respectivamente. En cada experimento se asignaron al azar uno o dos

anillos para ser tratados con antagonista, para esto se realizó la aplicación de atro-

pina (7.5 nM) o D-tubocurarina (50nM) a la solución del baño 5 minutos previos

a iniciar la curva dosis-respuesta. El protocolo consistió en la aplicación de dosis

crecientes de carbacol (100nM, 500nM, 1µM, 2.5µM, 5µM, 10µM) cuidando de no

aplicar el fármaco directamente al tejido y dejando pasar diez minutos entre dosis,

siempre manteniendo las condiciones de pH y temperatura del baño. Al finalizar,

se realizó un lavado con solución de Tyrode (37°C y burbujeada con carbógeno) y

se permitieron 10 minutos para observar el comportamiento de los anillos. El ex-

perimento tuvo una duración total de 100 minutos, al finalizar, se desmontaron los

anillos y se colocaron en una caja de Petri para ser llevados a un horno de secado

donde se mantuvieron a 50°C por 24 horas para posteriormente pesarlos.

Al terminar los experimentos se graficó la media de las respuestas máximas obteni-

das a cada dosis para elaborar la curva dosis-respuesta y se determinó la EC50 para

el carbacol en ambos grupos por cada tratamiento y se compararon entre sí. Se de-

terminó también si existía diferencia entre los grupos a cada dosis usando una t no

pareada.

Los registros digitales se analizaron inicialmente con el software PolyView v2.5

(Grass Instruments, Astro-Med Inc.).y posteriormente con Prism 5 (GraphPad Soft-

ware, Inc). Se evaluó la tensión máxima alcanzada por cada anillo por dosis, así

como la frecuencia de contracción observada en la estabilización y en cada dosis de

fármaco.

Homogenización de tejido y cuantificación de proteínas. Las muestras de tejido conserva-

das a -70°C fueron procesadas para la posterior extracción de proteína, para esto se

suspendió la muestra en 1ml de buffer de lisis RIPA (Tris HCl 1.5M pH 8.8: 50mM,

NaCl: 150mM, NP-40: 1%, Desoxicolato de sodio: 0.5%, SDS: 0.1%, almacenado

a 4°C) 1X con inhibidores de proteasas (cat. no. P8340, Sigma) y se homogeni-

zaron utilizando un dispositivo Tissue-Tearor (BioSpec Products, Bartlesville, OK)

para posteriormente ser centrifugados a 10,000 RCF durante 10 minutos. Se utilizó

el sobrenadante para la cuantificación de proteínas, para la que se utilizó el mé-

todo de BCA, utilizando el kit SC-202389 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)

para lo que se utilizó una curva de calibración con estándares de BSA diluidos en

buffer de RIPA 1:10 y las absorbancias se leyeron en un espectrofotómetro de mi-

croplacas (Thermo Scientific, Waltham, MA) junto con las muestras por triplicado
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a una longitud de onda de 562 nm. Al finalizar se promediaron las absorbancias

de las muestras y se compararon con las de la curva de calibración para obtener la

concentración de proteína en cada muestra.

2.3. Western-Blot

Se tomaron 40µg del extracto proteico previamente descrito, se le añadió el mis-

mo volumen de buffer de Laemmli con 10% β-mercaptoetanol y se llevó la mezcla

a 95°C por 10 minutos. Posteriormente, se separaron las proteínas con geles de

poliacrilamida-SDS al 12%, con el equipo Bio-Rad Mini Protean (Bio-Rad Labora-

tories, Inc.) a 110V durante 120 minutos y posteriormente se realizó la transferencia

húmeda a una membrana de PVDF de 0.22µm durante 60 minutos a 100V/0.35A.

Una vez terminada la transferencia, las membranas se incubaron durante 1 h a 4°C

con solución bloqueadora, elaborada con buffer TBS-T (Tris 25 mM, NaCl 135mM,

KCl 2.7 mM, Tween 20 al 0.1%; pH 7.4) mas leche libre de ácidos grasos (Svelty,

Nestlé S.A.) al 5%. Al terminar se lavó la membrana y se procedió a incubar con el

anticuerpo primario (anti-M3, Sigma) durante toda la noche a 4°C. Posteriormen-

te, las membranas se lavaron con el buffer TBS-T en 3 ocasiones durante 5 minutos

y se incubó con el anticuerpo secundario contra conejo conjugado con peroxidasa

de rábano (1:5000) (Abcam, Cambridge, MA), por 1 hora a temperatura ambiente.

Posterior a esto, se realizaron otros 3 lavados con TBS-T. Finalmente, se revelaron las

bandas utilizando un kit de quimioluminiscencia (Clarity Western ECL, Bio-Rad)

exponiendo las membranas a placas fotográficas especializadas (Thermo Fisher Sci.

Inc., Rockford, Il) y revelando con soluciones comerciales (Eastman Kodak Inc., Ro-

chester, NY). Las bandas fueron normalizadas a la expresión de β-actina (Anticuerpo

policlonal de conejo, Abcam 1/1000) utilizando el software ImageJ 1.8.0_112 (NIH,

USA). Finalmente se fotografiaron las placas con un transiluminador y las imágenes

resultantes se procesaron en Adobe Illustrator CC 2019 (Adobe Inc.)

Análisis de datos. Se realizó el análisis de los datos utilizando el software Prism 5

(GraphPad Software, Inc.). Los experimentos de conducta fueron videograbados y

todo el análisis se realizó sobre los archivos de video, usando la misma suite es-

tadística. Para los experimentos de tensión se procesaron los datos crudos con el

software PolyView v2.5 y posteriormente con Prism 5. El diseño experimental de

los experimentos de tensión correspondió a bloques al azar, dado que se aplicaron

protocolos distintos a anillos del mismo animal. n se refiere al número de anillos
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utilizados. Para todos los datos se realizaron pruebas de normalidad usando la prue-

ba de Shapiro-Wilk y posteriormente t no pareada o ANOVA de una o dos vías según

fuese el caso. Un valor de p‹0.05 se consideró como estadísticamente significativo.

Todas las gráficas fueron procesadas posteriormente con Adobe Illustrator CC 2019.
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3. Resultados

3.1. Pruebas conductuales

Actividad Motriz. La prueba de campo abierto se le realizó a una n de 28 animales

(14 controles y 14 expuestos al AVP), a una edad promedio de 58.3 ± 3.4 días de

vida. La actividad motriz de los animales expuestos al AVP no difirió significativa-

mente de aquella mostrada por los animales control, al comparar ambas distancias

con una t no pareada (p=0.81, CI 95%: -764.0–957.7) (Figura 1,B) Además, se ana-

lizó la preferencia del animal a transitar a través del sector central de la caja contando

las veces que cruzó hacia este durante la prueba. En esta medición se encontró una

diferencia entre ambos grupos al analizar los datos con una t no pareada (p=0.041,

CI 95%: 0.26-12.60) (Figura 1,C).

Las partículas fecales producidas por los animales fueron contabilizadasmanual-

mente al terminar cada experimento y posteriormente comparadas entre si con una

t no pareada, encontrando que los animales expuestos al AVPmostraron un aumen-

to significativo en la producción de materia fecal (p=0.0032, CI 95% -5.71 – -1.28)

(Figura(2).

Interacción social. Durante la fase de habituación en la prueba de interacción social

de tres compartimentos se analizó la preferencia del animal por alguna cámara,

mediante el porcentaje de tiempo que exploró cada cámara. Se encontró que no

hubo una diferencia entre los animales de ambos grupos en este criterio mediante

una ANOVA de dos vías (p>0.05); sin embargo, durante la fase de interacción se

analizó el índice de interacción:

Número de interacciones
Duración de cada interacción

y se encontró una diferencia significativa usando una t no pareada: Los animales ex-

puestos al AVP mostraron una sociabilidad significativamente disminuída (p=0.03,

CI 95:% 0.0049-0.067) con respecto a los animales control (n=14 control, 14 AVP)

(Figura 3).

3.2. Tensión isométrica

Cada experimento de tensión isométrica tuvo una duración total de 100 minu-

tos, durante los primeros 40 se realizó la estabilización del tejido en el aparato de

15



tensión isométrica. El protocolo farmacológico consistió en cuatro grupos experi-

mentales de anillos: Únicamente agonista (carbacol), agonista + antagonista mus-

carínico (atropina), agonista + antagonista nicotínico (d-tubocurarina) y agonista

+ ambos antagonistas. Se usaron las siguientes dosis de agonista: 100nM, 500nM,

1µM , 2,5µM , 5µM y 10µM (Figura 4).

Durante el periodo de estabilización se analizaron las contracciones máximas

alcanzadas por los anillos con una t no pareada, sin encontrar diferencias entre gru-

pos (p=0.18). Además, se determinó la frecuencia media de contracciones tomando

un segmento de actividad estable de 10 minutos de duración y contando el número

total de contracciones entre el tiempo total en segundos (600 segundos). Se analizó

el conjunto de datos con una t no pareada sin encontrar diferencias en la motilidad

basal (p=0.83) (n=36 control, 41 AVP) (Figura 5).

Al analizar las respuestas máximas producidas por los anillos a los que se les

administró agonista, se encontró una respuesta contráctil aumentada en aquellos

provenientes de ratas del grupo expuesto al AVP, siendo significativa la diferencia a

la dosis de 2.5µM (p=0.03, 95%CI: -4.429– -0.1735. EC50:0.8µM)(Figura 6a).

En algunos experimentos se añadió también una dosis de atropina (7.5nM) previa

a la aplicación de carbacol. Los anillos tratados con atropina provenientes de ratas

del grupo AVP mostraron una tendencia no significativa a presentar contracciones

máximas menores, con una varianza más pequeña en tres de las cinco dosis (1µM:

p=0.02; 2.5µM: p=0.007; 5µM:p=0.02. EC50:0.78µM. F test)(Figura 6b).

Del mismo modo, se administró a otro grupo de anillos un pre-tratamiento con

el agonista nicotínico d-tubocurarina a dosis de 50nM. Se encontró una pérdida de

la respuesta en ambos grupos de anillos, con una tendencia no significativa de los

anillos AVP a presentar respuestas menores. Se analizaron las varianzas con F-test

sin encontrar diferencias entre ellas (EC50:500nM) (Figura 7a).

Un último grupo de anillos fue tratado con ambos antagonistas colinérgicos, atro-

pina a 7.5nM y d-tubocurarina a 50nM, encontrándose nuevamente una inhibición

casi total de la respuesta, con una tendencia de los anillos AVP a tener respuestas

menores a los anillos control. Esta diferencia no fue significativa, así mismo la di-

ferencia entre las varianzas de los grupos EC50:150nM) (Figura 7b).
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3.3. Western-Blot

Para observar las diferencias en la expresión proteica entre las muestras, se so-

metió al homogenado de tejido adicionado con buffer de RIPA e inhibidores de

proteasas a un tratamiento por 10 minutos a 95°C en presencia de un agente reduc-

tor (β-mercaptoetanol). Posteriormente se corrieron las proteínas resultantes en un

gel de poliacrilamida al 12% y la membrana a la que se transfirieron fue incubada

con anticuerpos anti-M3 y anti-actina, de manera tal que se obtuvo el patrón de

bandeo que se observa en la figura 8. Se observa la presencia de múltiples bandas

en los pesos moleculares de 70kDa a 90kDa. Este mismo patrón no se observa en

la muestra proveniente de una rata control, y se relaciona con la presencia de díme-

ros o trímeros del receptor M3. La expresión de β-actina fue similar en las cuatro

muestras estudiadas.
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4. Discusión

El objetivo de este trabajo fue explorar las diferencias en la conducta contráctil del

íleon de ratas de un modelo del TEA con respecto a los animales control, así como

la expresión de los receptores muscarínicos en ambos grupos. El modelo murino

del TEA basado en el AVP ha demostrado ser una herramienta útil para estudiar las

bases fisiológicas de este trastorno40,41, sin existir hasta el momento estudios que

evalúen las alteraciones existentes en la función intestinal de estos animales.

Conducta. Los sujetos que fueron expuestos al AVP presentaron conductas consis-

tentes con un aumento en la ansiedad y emocionalidad en general, a la vez que

mostraron una capacidad menor de interactuar con un sujeto extraño, lo que de-

mostró una disminución en la interacción social. Todos estos comportamientos son

congruentes con lo reportado en trabajos previos32,37,41,42,36 empleando este mode-

lo animal, así como con las conductas conocidas como características clave del TEA.

No existió una diferencia en el crecimiento y desarrollo general de los animales.

Motilidad intestinal. Los experimentos realizados en los anillos intestinales de los

animales expuestos al AVP mostraron una actividad peristáltica basal similar que

los controles, en ausencia de estimulación farmacológica. Sin embargo, la actividad

mecánica mostró una distinta sensibilidad a la estimulación por un agonista coli-

nérgico (carbacol) inespecífico (Figura 6), así como a la inhibición por antagonis-

tas colinérgicos (atropina y tubocurarina; ver Figura 7b). En presencia de carbacol

(agonista de los receptores muscarínicos y nicotínicos), los plexos del SNE se acti-

van, provocando el aumento de la actividad contráctil del músculo liso intestinal.

Este incremento en la contractilidad en los anillos intestinales de las ratas AVP fue

significativamente mayor que el del grupo control, sugiriendo una mayor sensibi-

lidad de los plexos entéricos o bien de la maquinaria contráctil muscular en este

tejido.

Estos resultados contrastan con dos trabajos donde se estudió la contractilidad

gastrointestinal asociada a modelos del TEA. Por un lado, James y colaboradores43,

observaron un enlentecimiento del vaciado gastrointestinal en un modelo de pez

cebra, que imita al síndrome Phelan-Mc Dermin por deleción del gen SHANK3. Es-

te síndrome se considera un tipo monogénico del TEA, que se presenta en humanos

y que permite un estudio más homogéneo de la patología. En este modelo, las con-
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tracciones peristálticas son significativamente débiles y menos frecuentes que en los

peces control, lo cual explica que el vaciamiento se vuelva más lento. Cabe mencio-

nar, que en este trabajo no se estudió el papel de la señalización colinérgica sino la

dependiente de serotonina, en donde se encontró una disminución en la expresión

de células enteroendócrinas positivas para este neurotransmisor. Por otro lado, el

modelo autosómico probablemente posea diferencias funcionales con el modelo

murino que se utilizó en nuestro trabajo.

Otro trabajo realizado por Kim y colaboradores34, en un modelo murino por ex-

posición al AVP, mostró también una disminución en la motilidad intestinal, eva-

luada por la técnica de tránsito de azul de Evans. Al estimular el tejido con meto-

clopramida, el íleon de ratas AVP mostró menor sensibilidad y actividad contráctil

que el tejido control. Cabe mencionar, que en este trabajo el énfasis no se encontra-

ba en estudiar al sistema colinérgico. La metoclopramida es un fármaco con efecto

procinético ampliamente utilizado en la clínica para tratar la gastroparesia, actúa

antagonizando receptores dopaminérgicos D2 y activando receptores serotoninér-

gicos 5-HT4. Dichos efectos también pueden causar indirectamente la liberación de

acetilcolina, sin embargo, el efecto que se observa no depende únicamente secun-

dariamente de esta vía. Otro hallazgo de este trabajo, fue el adelgazamiento de la

mucosa y la capa muscular del íleon en ratas AVP, que podrían explicar también la

reducida motilidad intestinal. En nuestro trabajo no exploramos cambios histoló-

gicos, lo cual nos permitiría comprender con mayor profundidad las alteraciones

contráctiles que observamos.

Con la finalidad de comprender la participación del sistema colinérgico en las

diferencias observadas, se utilizó el antagonista muscarínico atropina. La presencia

de esta sustancia, resultó en una inhibición significativamentemayor de la actividad

contráctil en anillos de ratas AVP, con respecto a las ratas control. Lo anterior con-

cuerda con una mayor actividad colinérgica en ratas AVP. Para ahondar aún más en

el origen de las diferencias observadas, se administró una dosis de d-tubocurarina,

antagonista de los receptores nicotínicos. Se observó que la actividad intestinal se

abatió totalmente en ambos grupos.

Al existir una diferencia entre grupos en la sensibilidad a la inhibición con atro-

pina y d-tubocurarina, se puede concluir que posiblemente exista una diferencia

en la función o en la expresión de los receptores muscarínicos de los intestinos de
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ambos grupos. Esta diferencia no se vuelve evidente hasta que se estimula la activi-

dad parasimpática del animal, ya sea de manera artificial por medio de la adminis-

tración directa de fármacos o de manera natural, consecuencia del aumento de la

actividad del SNE en respuesta a la alimentación y el estado emocional del animal.

Los trastornos de la motilidad intestinal están relacionados en humanos a diversos

síntomas (en otras palabras, son secundarios a la activación parasimpática), por lo

tanto, encontrar una respuesta al origen de estos síntomas implica estudiar la fun-

ción motriz del intestino y, por consecuencia, la respuesta muscarínica del SNE.

Se sabe que en los miocitos de íleon de rata, la estimulación colinérgica genera

una corriente catiónica que depende de la actividad sinérgica de receptores M2 y

M3. Esta actividad involucra proteínas G de tipo Gi/G0. Esta estimulación, depende

de la hidrólisis del PIP2 mediada por la fosfolipasa C, sin involucrar señalización

rio abajo de dicha hidrólisis. Se cree que para que la señalización funcione, requiere

de una vía compleja y especial, que debe ser investigada a mayor profundidad y en

especial en condiciones patológicas como el TEA44.

Expresión del receptor M3. Con la finalidad de investigar el origen de las alteraciones

mecánicas observadas, se evaluó la expresión del receptor muscarínico M3, princi-

pal implicado en la contracción del músculo liso intestinal. Existen dos tipos de

receptores involucrados en la transmisión colinérgica del SNE: receptores muscarí-

nicos y nicotínicos. Los nicotínicos se emplean en la señalización neural rápida que

se necesita para la propagación de reflejos entéricos, son receptores ionotrópicos.

Los muscarínicos son receptores metabotrópicos acoplados a segundos mensajeros;

dependiendo del tipo de receptor, el mensaje molecular y las respuestas generadas

son diferentes. Los receptores M1 y M3 se encuentran acoplados a la proteína Gq/11
asociada a la liberación de calcio intracelular; los receptores M2 mientras tanto, se

acoplan a la proteína Gi/G0 cuya activación inhibe la síntesis de AMP cíclico.

Por otro lado, se sabe que los receptores muscarínicos pueden formar dímeros

y oligómeros alterando su funcionalidad y expresión45. Los receptores muscaríni-

cos han sido estudiados en varios segmentos del tubo digestivo, y se ha encontrado

que los receptores M1, M2 y M3 se expresan ampliamente en el músculo liso cir-

cular y longitudinal46,47, así como en las neuronas del sistema nervioso entérico,

mediando la liberación de acetilcolina24. Se ha descrito en el colon que los recepto-
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res muscarínicos M1, M2 y M3 se expresan con una proporción establecida de 80%

de M2r y 20% de M3r, aproximadamente, con una expresión marginal del M1r. A

pesar de que los receptores M3 se expresan en menor proporción, funcionalmente,

dominan el proceso contráctil en este sistema24,28.

Los receptores M3, al estar acoplados a la vía de movilización de calcio, inician

el mecanismo clásico de contracción muscular; por otro lado, los receptores M2 al

inhibir la actividad de adenilato ciclasa, silencian los mecanismos relajantes evoca-

dos por otros receptores como los adrenérgicos. En estudios realizados en ratones

knock-out para los receptores M2 y M3, la respuesta a carbacol disminuyó conside-

rablemente al suprimir la expresión de M2 y se eliminó por completo al suprimir

la expresión de sólo M3 o M2 y M3 al mismo tiempo. La activación selectiva de M1

aumentó la respuesta contráctil de tiras colónicas en este modelo, siempre y cuando

se expresaran en conjunto todos los receptores muscarínicos46.

Al analizar las proteínas extraídas de las muestras de intestino de ratas control,

se encontró un patrón de bandeo correspondiente a varios pesos moleculares que

se ha relacionado en trabajos previos con la presencia de dímeros u oligómeros del

receptor48. Se ha demostrado que la dimerización de los GPCRs de clase A es capaz

de modular la eficiencia de la activación de las proteínas G, así como la fosforila-

ción del propio receptor49.

De manera interesante, el patrón de bandeo de las muestras de animales AVP fue

distinto al de los animales control. Este patrón distinto en el bandeo, que sugiere

un patrón de oligomerización distinto, podría explicar la modulación alterada del

sistema colinérgico en el SNE. Se sabe que, in vivo, la oligomerización no es nece-

sariamente debido a interacciones proteína-proteína, si no que puede ser dada por

interacciones lipídicas47 y puede o no tener diferentes implicaciones funcionales49,

ya sea con una modulación diferencial de la transducción de señales río abajo o con

una mayor densidad de receptores en un solo sitio, lo que podría modificar la res-

puesta a la estimulación farmacológica. Por esta razón, es posible que la respuesta

alterada en la contractilidad pueda estar originada en una oligomerización distinta

de los receptores muscarínicos, que se traduzca a su vez en una cascada de segun-

dos mensajeros alterada. Esto tiene el potencial de cambiar de manera perceptible

la motilidad intestinal y originar así la sintomatología ya descrita.
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5. Conclusión

Los resultados presentados en este trabajo muestran que el intestino de los ani-

males de este modelo de TEA presentan una respuesta alterada en la función depen-

diente de los receptores muscarínicos, en especial del M3. Además, los resultados

muestran posibles alteraciones en la dimerización/oligomerización de los recepto-

res muscarínicos tipo 3. Para determinar si estos dos hallazgos tienen alguna rela-

ción causal y si en ellos radica parte del origen de las comorbilidades gastrointesti-

nales de los pacientes con TEA, es necesario continuar estudiando la formación de

los dímeros/oligómeros del receptor, su localización y cantidad, así como el sistema

nervioso entérico en su conjunto y el sistema colinérgico en general.
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6. Figuras

Figura 1: Los animales expuestos al AVP exhiben comportamientos motrices relacionados con ansiedad. A. Se muestran

dos trazos representativos del recorrido que tomaron dentro de la caja un animal control (1) y uno expuesto al AVP (2). B.

No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en la distancia total durante la prueba de campo abierto. C.

Se observó un menor número de cruces al sector central de la caja en los animales expuestos (p=0.041, CI 95%: 0.26-12.60)

con una t no pareada. Datos expresados como media ± error estándar (n=14 control, 14 AVP).

24



Figura 2: Los animales del grupo AVP mostraron conductas relacionadas con un aumento en la emocionalidad. Se conta-

bilizaron las partículas fecales producidas por cada animal durante los 15minutos de la prueba, encontrando una producción

aumentada de éstas en los animales expuestos (t no pareada, p=0.003, CI 95:% -5.71– -1.28). Datos expresados como media

± error estándar (n=14 control, 14 AVP).

Figura 3: Los animales expuestos al AVP presentan una dis-

minución en su interacción social con un sujeto extraño.

Prueba de interacción social de tres compartimentos. A. No se

encontró diferencia durante la habituación en el tiempo que

pasan los animales en cada compartimento de la caja (ANOVA

de dos vías, p>0.05) (El eje de las x representa cada uno de

los compartimentos: A, B y C). B. Sin embargo, existió una di-

ferencia significativa en el índice de interacción (t no pareada,

p=0.03, CI 95:% 0.004-0.067). Datos expresados como media

± error estándar (n=14 control, 14 AVP).
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Figura 4: Protocolo far-

macológico de dosis-

respuesta a carbacol.

Se muestran dos regis-

tros representativos de

tensión isométrica (ex-

presada en gramos) en

respuesta a dosis cre-

cientes de carbacol. A.

Anillo de íleon obteni-

do de un animal con-

trol. B. Anillo de íleon

obtenido de un animal

expuesto al AVP. Du-

ración total del experi-

mento: 100 minutos.

Figura 5:Motilidad intestinal basal. Pre-

vio a la aplicación de fármacos, se mi-

dió la tensión máxima alcanzada (A) y

la frecuencia de las contracciones (B) pa-

ra todos los anillos. No se encontraron

diferencias en la actividad entre los ani-

llos provenientes de animales control y

de animales expuestos al AVP. (Estabiliza-

ción: p=0.18; Frecuencia: p=0.83). Datos

expresados como media ± error estándar

(n=36 control, 41 AVP).
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Figura 6: Curvas dosis-respuesta en presencia de agonista y antagonista colinérgicos. A. Respuesta a dosis crecientes de

carbacol (n=6, 5). B. Respuesta a dosis crecientes de carbacol en presencia de un antagonista muscarínico (atropina) (n=4,

5). Se grafican las medias ± error estándar de las contracciones máximas a cada dosis de carbacol.
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Figura 7: Curvas dosis-respuesta en presencia de agonista y antagonistas colinérgicos. A. Respuesta a dosis crecientes de

carbacol en presencia de un antagonista nicotínico (d-tubocurarina) (n=2, 4). B. Respuesta a dosis crecientes de carbacol en

presencia de un antagonista nicotínico (d-tubocurarina) y un antagonista muscarínico (atropina) (n=3, 2). Se grafican las

medias ± error estándar de las contracciones máximas a cada dosis de carbacol.
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Figura 8: Detección de M3R en muestras de intestino. Las proteínas provenientes de muestras de intestino se marcaron con

anticuerpo anti-M3 posterior a su separación por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras. Se observa un patrón diferencial de

quimioluminiscencia en las muestras provenientes de animales expuestos al AVP con respecto a aquella proveniente de una

rata control. Lamembrana se incubó posteriormente para detectar β-actina como control de carga. La imagen es representativa

de 1 animal control y 3 animales AVP.
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