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El dibujo/imagen de la portada es un esquema de la anatomia y de la fisiologia
del es6fago humano. A la derecha, se observan los trazados representativos que
muestran la morfologia de las respuestas mecanicas inducidas mediante
estimulacion eléctrica de campo (EFS) de las motoneuronas (MNs) del plexo

mientérico (MP) en el cuerpo esofagico (EB) y en el esfinter esofagico inferior
(LES) humanos.
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“La ciencia es el cincel y el martillo, que se quieren emplear para producir un objeto hermoso 6
util: conocimiento, por si mismo o como conocimiento util; pero la piedra — jay! — a veces se
resiste, en su dureza, a ser modelada. Exactamente igual que tantas veces ha ocurrido en nuestra
historia: fueron muchos los que entendieron que el conocimiento cientifico constituia — que podia y
debia constituir — un magnifico cincel y martillo para construir un pais mejor, cultural, social,
intelectual, moral y politicamente. Pero muchas veces la piedra, la sociedad, se resistio.

jOjala que la piedra se convierta pronto en arcilla!”

José Manuel Sanchez Ron
(Extraido del libro “Cincel, martillo y piedra. Historia de la ciencia en Espafia (siglos XIX y XX)”,
con el permiso del Profesor Jos¢ Manuel Sanchez Ron)

“Los escritores deberian aprender a investigar delante de un microscopio, de igual manera que los
cientificos tendrian que acostumbrarse a observar la realidad, leyendo buena literatura. Las
buenas novelas realistas del pasado- minuciosas y precisas en el detalle-nos ensefiaban a observar
la vida. Y la ciencia no progresa solamente por observacion y por experimentacion, como suelen
decir los manuales de manera muy simplista, sino porque el genio es capaz de crear en su
imaginacion ciertas asociaciones que luego pueden probarse en la realidad.”

Mauricio Wiesenthal

(Extraido del libro “Siguiendo mi camino”, con el permiso del Profesor Mauricio Wiesenthal)




Whole Summay of the Doctoral Thesis

The aim of this Doctoral Thesis was to study, in vitro, the physiology of the esophageal
body (EB) and the lower esophageal sphincter (LES) with tissue from human and porcine
species. To do these we used organ baths and microelectrodes, which have allowed us: To study
both the neurotransmitters and the mechanisms that control the responses induced by stimulation of
inhibitory and excitatory motorneurons (MNs) of the myenteric plexus (MP) in the human and
animal esophagus (LES and EB). The porcine model is considered as a homologous animal model
to human, as both species have many functional and structural similarities regarding the
gastrointestinal tract.

The aim of the first study was to assess the effect of selective stimulation of inhibitory and
excitatory MNs in porcine LES through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), 5-HT3 and
P2X receptors. Circular LES strips from adult pigs were studied in organ baths. We compared the
effects of stimulation of MNs by electrical field stimulation (EFS: 26V, 0.3-20Hz); nicotine (1-
300uM; 5-HT and 2-Me-5-HT (InM-30uM) and a,-meATP (1-100pM) in standard Krebs
solution, a non-adrenergic non-nitrergic non-purinergic (NANNNP) solution and a non-adrenergic
non-cholinergic (NANC) solution. Our results suggest selective mechanisms for stimulation of
intrinsic excitatory and inhibitory motor pathways in porcine LES. Inhibitory MNs are strongly
stimulated by nAChRs and do not respond to stimulation of 5-HT3 and P2X receptors. By contrast,
excitatory MNs are stimulated through 5-HT3 and P2X receptors, stimulation through nAChRs
being difficult and causing a weak response.

The aim of the second study was to explore the myenteric mechanisms of control of human
esophageal motility and the effect of nitrergic and nonnitrergic neurotransmitters. Human circular
esophageal strips were studied in organ baths and with microelectrodes. Responses following
electrical field stimulation (EFS) of enteric motorneurons (MNs) or through nicotinic acetylcholine
receptors (nAChRs) were compared in the esophageal body (EB) and in clasp and sling regions in
the lower esophageal sphincter (LES). Our study shows a regional specialization to stimulation of
EMNSs in the human esophagus, with stronger inhibitory responses in clasp LES fibers and stronger
cholinergic excitatory responses in the EB. Inhibitory responses are mainly triggered by nitrergic
enteric MNs mediating the inhibitory junction potentials (IJP) in the LES and EB, EFS on-
relaxation in clasp and sling LES sides, and latency in the EB. We also found a minor role for
purines (through P2Y, receptors) and vasoactive intestinal peptide-mediating part of nonnitrergic
clasp LES relaxation.

The aim of the third study was to characterize the neurotransmitters involved in the origin
and modulation of circular smooth muscle esophageal body (EB) contractions in the porcine
esophagus. Responses of porcine EB strips to electrical stimulation of motorneurons (MNs) were
assessed in organ baths and with microelectrodes. The effect of antagonists of inhibitory (L-NAME
ImM, MRS2179 10uM) and excitatory neurotransmitters (atropine 1uM; SR140333 1uM-NKra-,
GR94800 1uM-NK,ra-) and of ganglionic neurotransmitters (hexamethonium 100uM, ondansetron
1uM, NF279 10uM) were characterized. Our results suggest that timing (latency) and amplitude of
esophageal contractions are determined by a balance of complex interactions between excitatory
and inhibitory MNs. Latency depends on the activation of inhibitory MNs releasing NO and a minor
purinergic contribution through P2Y,; receptors, and excitatory MNs releasing ACh. Amplitude
depends on a major contribution of excitatory MNs releasing ACh and tachykinins, and also on
inhibitory MNs releasing NO, ATP or related purines, and peptidergic neurotransmitters acting as
strong modulators of the excitatory neuroeffector transmission.




Resumen completo de la Tesis Doctoral

El objetivo general de esta tesis consistio en el estudio, in vitro (bafio de organos y
microelectrodos), de la fisiologia del cuerpo esofagico (EB) y del esfinter esofagico inferior
(LES) con tejido de dos especies, humana y porcina. Permitiendo: Estudiar los neurotransmisores y
mecanismos que controlan las respuestas inducidas por la estimulacion de las motoneuronas (MNs)
inhibitorias y excitatorias del plexo mientérico (MP) en el esofago (LES y EB) humano y animal.
El modelo porcino estd considerado como un modelo animal homologo, ya que ambas especies
tienen muchas similitudes tanto funcionales como estructurales respecto al tracto gastrointestinal.

El objetivo del primer estudio, fue evaluar el efecto de la estimulacion selectiva de las MNs
inhibitorias y excitatorias en el LES porcino a través de los receptores nAChRs, 5-HT3 y P2X. Se
estudiaron tiras de LES circular, de cerdos adultos, en bario de organos. Se compararon los efectos
de la estimulaciéon de las MNs mediante estimulacion eléctrica de campo (EFS:26V, 0.3-20Hz);
nicotina (1-300uM); 5-HT y 2-Me-5-HT (1nM-30puM) y a,3-meATP (1-100uM) en tres soluciones:
Krebs estandar, solucion no-adrenérgica no-nitrérgica no-purinérgica (NANNNP) y soluciéon no-
adrenérgica no-colinérgica (NANC). Los resultados sugieren mecanismos selectivos para estimular
las vias motoras inhibitoria y excitatoria en el LES porcino. Las MNs inhibitorias se estimulan
intensamente mediante los receptores nAChRs y no responden a la estimulacion de los receptores
5-HT; y P2X. Por contra, las MNs excitatorias se estimulan a través de los receptores 5-HT3 y
P2X, la estimulacion a través de los nAChRs es dificil causando una respuesta débil.

El objetivo del segundo estudio, fue explorar los mecanismos mientéricos de control de la
motilidad esofdgica humana y el efecto de los neurotransmisores nitrérgicos y no-nitrérgicos,
mediante tiras esofagicas circulares en baiio de organos y microelectrodos. Se compararon las
respuestas obtenidas tras la EFS de las MNs entéricas 0 a través de los receptores nAChRs en el
cuerpo esofagico (EB) y en las regiones clasp y sling del LES. Los resultados muestran una
especializacién regional en la estimulacion de las MNs entéricas en el es6fago humano, con
respuestas inhibitorias mas intensas en las fibras clasp del LES y respuestas excitatorias
colinérgicas mas intensas en el EB. Las respuestas inhibitorias estan desencadenadas
principalmente por las MNs entéricas nitrérgicas que median los potenciales postunion inhibitorios
(IJP) en el LES y en el EB, la relajacién-on inducida por EFS en las zonas clasp y sling del LES
y la latencia en el EB. También se encontr6é un papel menor para las purinas (a través de receptores
P2Y,) y el VIP mediando parte de la relajacién no-nitrérgica en la zona clasp del LES.

El objetivo del tercer estudio, fue caracterizar los neurotransmisores implicados en el origen
y modulacién de las contracciones del musculo liso circular del EB porcino. Se estudiaron las
respuestas al EFS de las MNs de las tiras de EB en basio de organos y microelectrodos. Se
caracterizo el efecto de los antagonistas de los neurotransmisores inhibitorios (L-NAME ImM,
MRS2179 10uM) y excitatorios (atropine 1uM; SR140333 1uM-NK;ra-, GR94800 1uM-NKsra-) y
ganglidnicos (hexamethonium 100uM, ondansetron 1puM, NF279 10uM). Los resultados sugieren
que el timing (latencia) y amplitud de las contracciones esofagicas estan determinadas por un
equilibrio de interacciones complejas entre las MNs inhibitorias y excitatorias. La latencia depende
de la activacion de las MNs inhibitorias liberando NO y una contribucidon purinérgica menor a
través de receptores P2Y, y de las MNs excitatorias liberando ACh. La amplitud depende de una
contribucion principal de las MNs excitatorias liberando ACh y taquiquininas, y también de las
MNs inhibitorias liberando NO, ATP o una purina relacionada y neurotransmisores peptidérgicos
actuando como fuertes moduladores de la transmision neuroefectora excitatoria.




Abreviaturas

Abreviaturas

2-Me-5-HT, 2-metil-5-hidroxitriptamina
5-HT, 5-hidroxitriptamina, serotonina
a,B-meATP, a,3-metilenadenosina 5’-trifosfato
a-CT, a-quimotripsina

w-CTX (GVIA), w-conotoxina (GVIA)

AC, adenilato ciclasa

ACh, acetilcolina

ADP, adenosina bifosfato

ADPfS, adenosina 5’-[[3-tio]difosfato

AMP, adenosina monofosfato

AMPc, adenosin monofosfato-3°,5’ ciclico
ANS, sistema nervioso autonomo

APA, apamina

ATP, adenosina 5’-trifosfato

ATR, atropina

CCh, carbacol

¢DMN, ntcleo motor dorsal caudal

CGRP, péptido relacionado con el gen de la
calcitonina

CNS, sistema nervioso central

CNT, cinitaprida

CO, monoxido de carbono

CORM-1, molécula liberadora de CO
ChAT, colina acetiltransferasa

DAG, diacilglicerol

DES, espasmo esofagico difuso

DMN, nucleo motor dorsal

DRG, ganglio de la raiz dorsal

EB, cuerpo esofagico

EFS, estimulacion eléctrica de campo

EG, glia entérica

EMN, motoneurona entérica

eNOS, sintasa de 6xido nitrico endotelial
ENS, sistema nervioso entérico

EtOH, etanol

fEPSPs, potenciales postsinapticos excitatorios
rapidos

GABA, 4cido y-aminobutirico

GCs, guanilato ciclasa soluble

GEJ, unién gastroesofagica

GERD, enfermedad por reflujo gastroesofagico
GI, gastrointestinal

GIlyR, receptor de glicina

GMPc, guanosin monofosfato ciclico
GR38032, ondansetron

GRY94800, N-(Bz)-Ala-Ala-D-Trp-Phe-D-Pro-Pro-
Nle-NH,

HEX, hexametonio

HO-2, heme oxigenasa del tipo 2

IAS, esfinter anal interno

ICC, células intersticiales de Cajal
ICC-DMP, ICC del plexo muscular profundo
ICC-IM, ICC intramuscular

ICC-MY, ICC de la capa intermuscular a nivel del
MP

ICC-SEP, ICC de la septa

ICC-SMP, ICC del plexo submucoso

iGluR, receptor de glutamato ionotropico

1JPs potencial postunion inhibitorio

1JPf, potencial postunion inhibitorio rapido
1JP,, potencial postunion inhibitorio lento

iNOS, sintasa de 6xido nitrico inducible

IP;, inositol trifosfato

IPAN, neurona intrinseca aferente primaria
LEC, (musculo) esofagico inferior circular
LES*, esfinter esofagico inferior, lower esophageal
sphincter

LGIC, canal i6nico ligando dependiente

LMNs, neuronas motoras inferiores

L-NAME, N®-nitro-L-arginina metil éster
L-NNA, N®-nitro-L-arginina

LOS*, esfinter esofagico inferior, lower
oesophageal sphincter

M#** mol L™

mAChR, receptor colinérgico muscarinico

MN, motoneurona

MP, plexo mientérico

MRS2179, 2’-deoxi-N°-metiladenosina 3°,5’-
bisfosfato

MRS2279, (1R*,25*)-4-[2-Cloro-6-(metilamin
0)-9H-purin-9-il]-2-(fosfonooxi)biciclo[3.1.0]he
xane-1-metanol dihidrogeno fosfato éster
MRS2500, (1R*,25%*)-4-[2-Y 0odo-6-(metilamino)
-9H-purin-9-yl]-2-(fosfonooxi)biciclo[3.1.0]hexa
ne-1-metanol dihidrogeno fosfato éster

NA, nucleo ambiguo

nAChR, receptor colinérgico nicotinico
NADPH, nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato
NANC, no-adrenérgico, no-colinérgico
NANNNP, no-adrenérgico, no-nitrérgico, no-
purinérgico

NF279, acido 8 ,8’-[Carbonilbis(imino —4,1—
fenilenecarbonilimino- 4,1-fenilenecarbonilimino)]
bis —1,3,5-naftalentrisulfonico

NIC, nicotina

NKra, antagonista del receptor NK;

NKG,ra, antagonista del receptor NK,

NKA, neuroquinina A

NKB, neuroquinina B

nNOS, sintasa de 6xido nitrico neuronal

NO, 6xido nitrico

NOS, sintasa de 6xido nitrico

NT, neurotransmisor

NTS, nucleo del tracto solitario

ODQ 1H-[1,2,4]0Oxadiazolo[4,3-0]quinoxalin-1-
one

PACAP, polipéptido activador de la adenilil ciclasa
pituitaria

PLAZ2, fosfolipasa 2

PLC, fosfolipasa C

PKC, proteinquinasa C

rDMN, ntcleo motor dorsal rostral

RMP, potencial de membrana en reposo
SD-sIJP, desviacion estandar del IJP espontaneo



Abreviaturas

sGC, guanilato ciclasa soluble

sIJP, IJP espontaneo

SKCa 6 K(c,, s1ow), canales de potasio de baja
conductancia activados por calcio

SMP, plexo submucoso

SNP, nitroprusiato de sodio

SP, substancia P

SR140333, besilato de nolpitantium
TLESR, relajaciones transitorias del esfinter
esofagico inferior

TMS, estimulacion de campo transmural
TTX, tetrodotoxina

UES, esfinter esofagico superior

UDP, uridina bifosfato

UTP, uridina trifosfato

VIP, péptido intestinal vasoactivo

* En esta tesis he empleado las abreviaturas LES
(ortografia de inglés americano, USA) y LOS (ortografia
inglesa, UK). La abreviatura LES utilizada en los
Capitulos 2 y 3 y la abreviatura LOS utilizada en el
Capitulo 1. Aunque los capitulos 1 y 3 se han publicado
en la misma revista, Neurogastroenterology and Motility,
en el 2011, afio de publicacion del capitulo 3, la norma
ortografica habia cambiado.

Tanto en la Introduccién como en la Discusion General
he empleado unicamente la abreviatura LES.

** En esta tesis he empleado la abreviatura M (unidad de
concentracion, mol L) en el Capitulo 2 manteniendo la
nomenclatura de la revista American Journal of
Physiology Gastrointestinal Liver Physiology en la que
ha sido publicado. En los Capitulos 1 y 3 he mantenido la
nomenclatura propia de la revista Neurogastroenterology
and Motility en la que se publicaron, siendo M=mol L.
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Introduccion
1. GENERAL

El aparato digestivo es un conjunto de
Organos a través de los cuales se efectta Ia
absorcion y digestion de los alimentos. En la
especie humana consta de:

(i) una parte principal, el tubo digestivo o tracto
gastrointestinal (GI), que se abre en ambos
extremos del cuerpo por dos orificios (boca y ano) y
se divide en diferentes tramos, y

(i1) y de una parte anexa, formada por wvarias
glandulas (glandulas salivales, higado y pancreas)
que segregan diferentes  secreciones  que
participaran en la accion digestiva.

El tracto GI consta, anatomicamente, de:
boca, esofago, estdmago, intestino delgado
(duodeno, yeyuno e ileon), intestino grueso (colon
porcion ascendente, transverso, descendente y
sigma) y recto. En la boca se inicia la digestion, el
alimento se tritura y se forma el bolo alimenticio
que cruza la faringe, sigue por el eso6fago y llega al
estdbmago. En éste se mezcla y digiere, y gracias a
los jugos gastricos se convierte en el quimo y entra
en el intestino delgado. En él, el bolo se degrada y
transforma en substancias solubles (proceso de
digestion). Luego pasa al intestino grueso donde el
agua de los alimentos no digeridos se reabsorbe.
Finalmente, los restos indigeribles de los alimentos
se almacenan en el recto y se eliminan por el ano.
Las funciones del aparato digestivo son: el
transporte de los alimentos, la secrecion de los
jugos gastricos, la absorcion de los nutrientes y la
excrecion mediante el proceso de defecacion.

El tracto GI estda formado histologicamente por
capas que, desde el interior de la luz al exterior, se
denominan y distribuyen de la forma siguiente:

-Mucosa, capa formada por epitelio y el tejido
conjuntivo subyacente. Presenta funciones de
proteccion, secrecién y absorcidon, estando
especializada en cada tramo del tracto
gastrointestinal. Presenta una fina capa de
musculo liso, muscularis mucosae, y de tejido
conjuntivo, la lamina propia.

-Submucosa, situada bajo la mucosa, esta
formada por tejido conjuntivo y con presencia de
vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibras
nerviosas y prolongacion de glandulas de la

mucosa. Contiene el Plexo Submucoso 6 de
Meissner, componente del Sistema Nervioso
Entérico (ENS) y que controla principalmente
las actividades secretoras glandulares.

-Capa muscular externa compuesta por musculo
liso y formada por las capas circular interna y
longitudinal externa (excepto en el tercio
proximal del eséfago donde estan también
formadas por musculatura estriada). Los
fenomenos de contraccion-relajacion coordinada
de estas dos capas se denominan peristalsis y
permite la propulsion del bolo.

En algunas regiones como el esfinter esofagico
inferior (LES), las fibras musculares lisas estan
divididas por septos, tejido conjuntivo que
contienen vasos y axones que las envuelven.
Entre las dos capas musculares esta el Plexo
Mientérico (MP) 6 de Auerbach, que contiene
estructuras nerviosas organizadas en acumulos
de células ganglionares parasimpaticas y haces
nerviosos  interconectados.  Dichas  fibras
postganglionares se dirigen principalmente hacia
las fibras musculares adyacentes y su funcion
principal es el control de la motilidad intestinal.

-Serosa o adventicia, segun la regidn del tracto
digestivo que revista, intraperitoneal (serosa) o
retroperitoneal (adventicia) como en el esofago.
Es la capa mas externa y estd conformada por
tejido conectivo laxo.

2. ANA,TOMiA MUSCULAR
ESOFAGICA (desde el UES hasta el LES)

El es6fago es wuna estructura tubular
muscular de 18 a 26 cm que se extiende desde la
hipofaringe hasta la unidén gastroesofagica (GEJ)
debajo del diafragma, y conecta la faringe con el
estomago. Funcionalmente, el es6fago comprende
el esfinter esofagico superior (UES), el esfinter
esofagico inferior (LES) y el cuerpo esofagico (EB).
Las funciones de las regiones UES, cuerpo
esofagico y LES son: 1) facilitar el transporte aboral
(desde la boca) de la comida hacia el interior del
estdbmago una vez abandona la orofaringe; 2) y
prevenir el escape oral (hacia la boca) de contenidos
gastricos hacia el esofago y la faringe (Clouse &
Diamant, 2006). Entre degluciones el esdfago se
colapsa, pero el lumen puede distenderse hasta 2 cm
en la dimensién anterior-posterior y a 3 cm
lateralmente para acomodar al bolo deglutido (Long
& Orlando, 2002).
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Musculatura del esiéfago

Muzculo constrictor inferior dalafaringe

Rafe faringeo
Cartilago Zona con flbras musculare s escasas
tiroides
Cricofaringso imsculo jparts
del constictor Inferiords 1a
fanings

Hazprinclpal de maseuls longludinal
yando ascandents y wntraments para
wptaraceesono desds 13 supsrcls

Cartilago posteradateral del cartlago ericoldss

cricoides -
Hazde musculo accesorlo dasds la suparficle 55
postero<ateral del carfilago ercoldss

Fibras adicionales de la zona
cortralsteral del cricofaringeo
[rudscul o] parte dal constrictar

inferior da lataringe
Capa musUlar cirsular con sscasas
fllaras longudinale s &n area con forma
de ViTHangulo de Lalmer)

Gancho
fireabase en la superficie vertral 2

del esdfago

Masalateral de mdsculolongitudinal

Membranafibroel dstica con
escasas fibras musculares

Ventana cortada en lacapa
muscular lengitudinal

Capa muscular circular

Bronquio principal
izquierdo

Figura 1. Musculatura del es6fago. La capa muscular estd compuesta por una capa externa de fibras longitudinales y
una interna de fibras circulares. Las fibras longitudinales se distribuyen, de forma proximal, en tres fasciculos (haces de
fibras musculares), y descienden a lo largo del esofago combinandose para formar una capa uniforme que cubre la
superficie exterior del esofago. (Adaptada de Kuo & Urma, 2006, Netter medical illustration).

[ A Aunque el UES se define en términos fisiologicos,
2.1 ESFINTER ESOFAGICO SUPERIOR q g
(UES) sus correlaciones anatomicas son muy evidentes:

Fisiologicamente, el UES es una zona de
alta presion intraluminal que separa la faringe del
esofago. Es una estructura musculocartilaginosa
compuesta en su cara anterior por la superficie
posterior del cartilago tiroideo y cricoideo, y tres
haces musculares: cricofaringeo, tirofaringeo y estan implicados  ofros musculos estructuras
fibras del esofago cervical craneal. Cada musculo locales r(r)) deando la regién te reseflta da vor el
desempeiia un papel diferente en la funcion del UES sscul cofari glon _rep la hi F :
(Sivarao & Goyal, 2000). Actuando como barrera MUSCWIo - CTiCoTaringeo,  serian —fa  Mpolaringe
entre la faringe y el esofago, el UES previene la f:a%’tﬂ.aglnosla y el musculo constrictor fa}r1ngleo
entrada de aire en el tracto digestivo y del reflujo mlerior (€ ouse'& _D1amant,, 20(.)6)' Los musculos
del material del es6fago hacia la faringe en la tiroideo 'y gen1h101deo estdn implicados en la
deglucién, y permite la liberacion de material apertura activa del esfinter con las degluciones

intraesofagico al eructar o devolver (Singh & (Lang & Shaker, 1994) (Figura 1).
Hamdy, 2005).

i) la region de 1 cm de presion maxima corresponde
a la localizacion del musculo cricofaringeo
(Kabhrilas et al., 1988);

ii) en la zona de 2-4 cm de alta presion también
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2.2 CUERPO ESOFAGICO (EB)

El cuerpo esofagico puede dividirse en tres
segmentos segun su localizacion: cervical, toracico
y abdominal. Histologicamente, el EB se divide en
un segmento formado por musculatura estriada
como continuacion de las fibras musculares de la
hipofaringe que ocupa el tercio proximal, y un
segmento formado por musculatura lisa que ocupa
los dos tercios distales (Figura 2). Se denomina
zona de transicion a la region de union entre ambas
areas en las que se mezclan las fibras lisas con las
estriadas. La longitud promedio del EB medido
manométricamente es de 18 a 21 c¢cm (Clouse &
Staiano, 1991; Clouse & Staiano, 1993).

Cuerpo esofagico estriado, las fibras musculares en
la parte cervical y en una pequefia parte toracica del
esofago (que incluye el UES) estan formadas por
musculo estriado).

N 4
.'.\".,'

%1111"""‘?:

Circular

Longitudinal

Zona de transicion, es el segmento de unidon que
contiene ambos musculos estriado y liso, puede
tener una longitud de 4-6 cm y estad presente,
normalmente, sobre el nivel del arco aortico. Esta
zona de uniéon es el 4area con contracciones
peristalticas de fuerza mas débil.

Cuerpo esofdgico liso, los dos tercios inferiores del
esofago (partes toracica y abdominal que contiene
el LES), incluyendo ambas capas musculares, estan
compuestas por musculo liso (Kuo & Urma, 2006).

El EB presenta dos capas musculares, la capa
interna  estd formada por fibras musculares
dispuestas circularmente, o ligeramente inclinadas,

mientras que las fibras de la capa externa recorren
longitudinalmente todo el es6fago.

18-22 em longitud

UES

(esfinter esofagico superior)

Estriado

Liso

LES

(esfinter esofagico inferior)

Figura 2. Caracteristicas anatémicas del es6fago. El es6fago cervical y la pequefia parte del esdfago toracico que
incluye el UES, estan compuestos por miisculo estriado. Los dos tercios esofagicos inferiores, toracico y abdominal que
incluye el LES, estdn compuestos por musculo liso (Adaptada de Mashimo & Goyal, 2006).
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2.3 ESFINTER ESOFAGICO INFERIOR
(LES)

(i) El componente extrinseco consiste en el pilar
derecho del diafragma crural, que funciona como un
esfinter externo coadyuvante que aumenta la
presion en el esofago distal en relacion con los
movimientos de la respiracion y los incrementos de
presion intraabdominal (Delattre et al., 2000)

(Figura 3).

El esfinter esofagico inferior (LES) es una zona de
alta presion localizada donde se unen el esofago y el
estomago. El LES es una unidad funcional formada
por componentes intrinsecos y extrinsecos:

(i) La estructura intrinseca del LES consiste en

fibras musculares lisas esofdgicas y con control
neurohormonal;

sculo esofagico longitudinal

Mucosa esofagica 121 Maisculo esofagico circular

Subnmuicosa ngrosamiento nuscular leve gradual

igamento frenoesofagic o (ascendente o rama superion)
ascia supradiafragmeatica

Diafragma

ascia infradiafragmatica (transversalis)

igamento frenoesofagico
{rama descendente)}

Anillo adiposo
Feritoneo

Linea zigzag (Z): ncisura del cardias

union demucosa
esofagica y gastrica

Parte cardiaca
{cardias)
del estémago -

Pliegues gastricos v
{rargan) s

=culo esofagico longiudinal (¢ orte)

sculo esofagico circular
{ostrado agquian sspiral)

Incisura del cardias
Fundus
del estomago

Collar deHelvetius

Ventana cortada en mitad de la capa muscular circular
del estomago

Capa muscular oblicua mas interma del estonago
{forma siirg)

Capamuscular longitudingl mas extema
el estomago (core)

picg

Figura 3. Unién de la mucosa gastroesofagica y distribucién muscular en el eséfago inferior. El esfinter esofagico
inferior es una zona de alta presion localizada donde el esofago se une al estdmago. El LES es una unidad funcional
compuesta por fibras musculares esofagicas (estructura intrinseca) y por el musculo del diafragma (componente
extrinseco) que funciona como esfinter coadyuvante que incrementa la presion en el eséfago terminal relacionado a los
movimientos de la respiracion. (Adaptado de Kuo & Urma, 2006, Netter medical illustration).



Introduccion

El equivalente anatomico del LES es un
engrosamiento de la capa muscular circular que
tiene caracteristicas ultraestructurales diferentes del
musculo liso del cuerpo esofagico (Christensen &
Roberts, 1983; Seelig & Goyal, 1978). A nivel del
cuerpo esofagico, las fibras circulares forman
anillos que abrazan completamente la luz esofagica.
A nivel del LES, el componente muscular intrinseco

del mismo estd  compuesto por  dos
semicircunferencias de fibras circulares.
(i) A la izquierda, fibras musculares sling

localizadas a nivel de la curvatura mayor del
estomago formando bandas oblicuas largas que no
rodean completamente al esofago distal y se
extienden a ambos lados de la curvatura mayor del
estomago (Liebermann-Meffert et al., 1979).

(i) A la derecha, fibras clasp cortas, a nivel de la
curvatura menor, formando anillos semicirculares
cuyos extremos terminan en las paredes anterior y
posterior del esoéfago y se extienden a ambos lados
de la curvatura menor (Liebermann-Meffert er al.,
1979) (Figura 4).

Musculo longitudinal

Muscule mepiral

Fibras
sling

Fleras —
clagp

Empleando la técnica de imagen de

manometria 3D in vivo se demostré que el LES
humano tampoco es un anillo circular (Stein et al.,
1995). Vicente et al., demostraron que el cerdo es el
animal que presenta una arquitectura muscular de la
estructura gastroesofagica idéntica a la de la especie
humana anatomica y fisioldgicamente. En su
estudio anatémico confirmaron que la distribucion
de las fibras musculares en el area era practicamente
igual: el musculo era mas grueso en la zona en la
que se concentraban las fibras clasp (lado derecho)
y sling (izquierdo). En el estudio manométrico
obtuvieron las mismas asimetrias axiales y radiales
en la zona de alta presion del esofago distal, y
observaron que tenia dos componentes claramente
identificables: (i) interno o6 esfintérico, y; (ii)
externo 0 crural. Ademas, el esfinter se relajaba tras
la deglucidon siguiendo patrones idénticos a los
vistos en humanos (Vicente et al., 2001).
En un estudio in vitro reciente sobre las propiedades
funcionales de ambas zonas clasp y sling del LES
porcino, Farré et al., han mostrado una disposicion
anatomica de dichas fibras musculares en la unioén
gastroesofagica, tanto en un plano frontal como
transversal, muy similar también a la descrita en
humanos (Liebermann-Meffert et al., 1979; Korn et
al., 1997). En el cerdo, Farré et al., identificaron
dichas fibras como una banda engrosada de
musculo liso semicircular adyacente a las curvatura
mayor y menor del estomago, respectivamente
(Farré et al., 2007a).

El miusculo circular del LES forma un anillo
completo, en el LES canino (Friedland et al., 1971),
en el de la zarigiieya (Christensen & Torres, 1975),
en el del gato (Friedland et al., 1971, Preiksaitis et
al., 1994a).

Ademas de la similitud anatomica y estructural,
ambas especies (porcina y humana) pueden
considerarse homoélogas con respecto a la estructura
y codigo neuroquimico de las neuronas del sistema
nervioso entérico (Brown & Timmermans, 2004).

Figura 4. Esquema de disposicion de las fibras
musculares clasp y sling en la unién gastroesofagica.
Las fibras lisas circulares del LES se disponen: en la
curvatura menor, las fibras musculares clasp
transversales; y en la curvatura mayor (zona izquierda del
LES) las oblicuas y largas fibras sling. (Adaptado de
Miniarez & Jobe, 2006, Source: Jobe et al., 1998).
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3. INERVACION ESOFAGICA

3.1 Inervacion extrinseca del esofago y
del LES

El esofago, igual que el resto de visceras
digestivas, recibe una inervacion sensitiva dual
conocida tradicionalmente como parasimpdtica y
simpatica, sin embargo seria mas adecuada la
denominacion vagal y espinal ya que se basa en los
nervios reales (Goyal & Sivarao, 1999).

3.1.1 Inervacidn Sensitiva

Las neuronas aferentes vagales (parasimpatica)
componen el 80% del tronco vagal y tienen sus
cuerpos celulares en el ganglio nodoso y proyectan
hacia el nucleo del tracto solitario. Las vagales
aferentes que confluyen desde la capa muscular lisa
esofagica son sensibles a la distension mecanica
porque los receptores de distension estarian situados
en sus terminales nerviosos y cercanos a dicha
musculatura, mientras que las aferentes vagales
polimodales (responden a multiples modalidades de
estimulos) con campos receptivos en la mucosa son
sensibles a varios estimulos intraluminales
(osmotico, quimico, térmico, mecanico) (Fass,
2004). En general, las aferentes vagales no juegan
un papel directo en la transmision del dolor visceral,
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pero transducen la presion a sensaciones dolorosas a
través de los mecanoreceptores (Goyal & Sivarao,
1999).

Las neuronas aferentes espinales
(simpaticas) tienen sus cuerpos celulares en el
ganglio de la raiz dorsal (DRG) y terminan en la
columna espinal y en el mnucleo gracilis y
cuneiforme en el tronco del encéfalo. Desde aqui,
proyectan a través del talamo, a las areas cortical
insular y sensitiva primaria (Aziz & Thompson,
1998).

Las neuronas aferentes espinales que
confluyen desde los terminales nerviosos en la capa
muscular y la serosa act@ian como nociceptores para
la percepcion del malestar y del dolor y son
mecanosensitivas (Mayer & Gebhart, 1994). Las
aferentes espinales que confluyen de los terminales
nerviosos intraepiteliales estan implicadas en la
mediacion del dolor inducido por el acido durante la
exposicion topica al acido intraluminal, como por
ejemplo, durante los episodios de reflujo
gastroesofagico (Fass et al, 1998). Muchas
aferentes espinales contienen CGRP y substancia P
(SP), que son neurotransmisores importantes en la
mediacion de la nocicepcion visceral (Goyal &
Sivarao, 1999; Fass, 2004) (Figura 5).

Ganglio de la
raiz dorsal

Neurona de cuerno
dorsal espinal

=

Raiz dorsal
espinal

Meédula espinal
toracica

Cadena
simpatica

Figura 5. Diagrama esquematico de la inervacion vagal y espinal esofagica. El esofago estd doblemente inervado
por aferentes sensitivas primarias de los nervios espinal y vagal. Los cuerpos celulares de las aferentes vagales se
localizan en el ganglio yugular y nodoso, los de las aferentes espinales en el ganglio de la raiz dorsal cervical y toracica

(Adaptado de Sengupta, 2006).



Introduccion

3.1.2 Inervacion Motora

La inervacion motora extrinseca del esdfago esta
formada por el nervio vago.

Esofago estriado, los cuerpos celulares de las fibras
eferentes vagales, que inervan el UES y el musculo
estriado proximal esofagico, surgen en el nucleo
ambiguo (NA), las eferentes postganglionicas
surgen desde las neuronas motoras inferiores
(LMNSs) en el nucleo retrofacialis y la formacién
compacta del niicleo ambiguo (NA). Estos nervios
estan mielinizados, contienen ChAT y CGRP (Lee
et al., 1992; Sang & Young, 1998), y realizan
contacto directo sobre las fibras musculares
estriadas individuales via placas motoras (Zhou et
al., 1996).

El principal neurotransmisor en la placa
motora es la ACh, que actiia sobre los receptores
colinérgicos nicotinicos en el mtsculo estriado para
iniciar la contraccion muscular (Kerr et al., 1995).
El esofago cervical también tiene plexo mientérico
(MP), poco denso e irregular (Izumi et al., 2002),
con un alto nimero de neuronas, que contienen la
enzima de sintesis de 6xido nitrico (NOS), galanina,
CGRP (Kuramoto et al., 1999) y VIP (Sang &
Young, 1997), que se piensa que reciben un input
preganglionico desde el nicleo motor dorsal
(DMN) del vago. El 6xido nitrico (NO) podria
inhibir la liberacion de acetilcolina (ACh) desde la
placa motora (Izumi et al., 2003). No se conoce con
exactitud la funcion del MP del esofago cervical.

Esofago liso y LES, las fibras vagales
preganglionicas destinadas para el segmento de
musculo liso distal y del LES tienen su origen en el
nticleo motor dorsal (DMN) del nervio vago. Estas
fibras nerviosas preganglionicas forman el MP y
entran en el esofago en varios niveles.

Las fibras viajan pocos centimetros dentro
de la pared del esofago, y entonces conectan con las
neuronas postganglionicas (motoneuronas (MNs)
inhibitorias y excitatorias) en los plexos
intramurales, a diferencia de la musculatura estriada
las eferentes vagales no inervan directamente la
musculatura lisa.

En el LES la distribucion de los cuerpos de
las motoneuronas en el DMN es: (i) en el DMN
rostral (rDMN) se localizan las neuronas de la via
excitatoria, (ii) en la parte caudal del DMN
(cDMN) estan presentes las neuronas de la via
inhibitoria (Rossiter ef al., 1990) (Figura 6).

DMN * Rostral
Cauvdal
"\—.-.—r"’-‘

Neurona pregangliénica
Nervio vago

o=l B >

i
ACh (+) (+] ACh
Neurona postganglidnica
NOMIPIATP ()  (+) AChISP

Masculo liso C::I:)

Figura 6. Inervacién excitatoria e inhibitoria paralela
del musculo liso esofagico. La via excitatoria incluye a
las neuronas preganglionicas vagales localizadas en la
parte rostral del DMN. Proyectan sobre las neuronas
postganglidnicas excitatorias que contienen ACh y SP.
La via inhibitoria incluye fibras vagales preganglionicas
localizadas en la parte caudal del DMN. Proyectan hacia
neuronas inhibitoras postgangliénicas que contienen NO,
VIP y ATP. (Adaptado de Goyal & Chaudhury., 2008).

El es6fago recibe también inervacion
parasimpadtica y simpdtica que regula la secrecion
glandular, el calibre de los vasos sanguineos y la
actividad del musculo liso y estriado: (i) Ia
provision de nervios parasimpdticos procede del
ntcleo ambiguo (NA) y del niicleo motor dorsal
(DMN) del nervio vago y proporciona inervacion
motora a la capa muscular esofagica e inervacion
secretomotora a las glandulas; (ii) la provision de
nervios simpaticos procede de la cadena simpatica
toracica y cervical (segmentos espinales T1-T10) y
se dirigen al ganglio toracico, cervical y
posiblemente celiaco. Las fibras adrenérgicas
postganglionicas que surgen de estos ganglios
simpaticos viajan en los nervios esplancnicos
mayor y menor que termina en las MNs en el MP,
no terminan en las células musculares lisas. Las
fibras simpaticas regulan la constriccion de los
vasos sanguineos, el tono de los esfinteres
esofagicos y de la actividad peristaltica y glandular
(Kuo & Urma, 2006).
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Figura 7. Inervacion parasimpatica y simpatica en el eséfago. El esofago recibe una doble inervacion sensitiva,
tradicionalmente llamada parasimpatica y simpatica. (Adaptado de Kuo & Urma., 2006).
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3.2 Inervacion intrinseca:
mientérico y plexo submucoso

3.2.1 General

La actividad motora del tracto GI es critica
para vivir (Huizinga & Lammers, 2009). Es un
proceso complejo que implica multiples tipos
celulares tales como: (i) las neuronas entéricas, que
pueden detectar el contenido del tracto GI, integrar
informacién y crear un patron motor adecuado; (ii)
las ICC, que generan una ritmicidad eléctrica
intrinseca; y (iii) las células musculares lisas, que
pueden integrar una amplia seleccién de inputs
excitatorios ¢ inhibitorios y desarrollan las
respuestas apropiadas (Sanders & Ward, 2007).

El Sistema Nervioso Entérico (ENS) esta

considerado como un “minicerebro” y tiene unos
100.000 millones de neuronas. Se clasifica como
una parte separada del Sistema Nervioso Autonomo
(ANS) y esta constituido por una coleccion de
neuronas que pueden funcionar independientemente
del Sistema Nervioso Central (CNS), pero se
comunica con €l a través de las fibras aferentes y
eferentes simpaticas y  parasimpaticas. Sus
funciones son controlar o modular la motilidad, las
secreciones  endocrinas y  exocrinas, la
microcirculacion y los procesos inflamatorios e
inmunes. Se localiza en las paredes del tracto GI
desde el esdfago hasta el ano, las glandulas
asociadas (glandulas salivares, pancreas) y la
vesicula biliar.
El ENS es un sistema nervioso integrador y
funciona con neuronas sensitivas, interneuronas y
motoneuronas. Los cuerpos celulares de las
neuronas se localizan en ganglios situados en el
interior de las paredes musculares de la mayor parte
del tracto digestivo. Los ganglios estan
interconectados mediante extensiones de fibras
interganglionicas formando plexos ganglionados.
Estos son continuos y estan distribuidos en todo el
perimetro y a lo largo de cada uno de los 6rganos
especializados que conforman el tracto digestivo
(Wood, 2006).

El ENS humano esta compuesto por el
plexo mientérico (MP) 6 Plexo de Auerbach, y el
plexo submucoso (SMP) 6 Plexo de Meissner.

El plexo mientérico es el plexo de mayor
extension en el ENS, esta localizado entre las capas
musculares circular y longitudinal del tracto GI, y
en los humanos se extiende desde el es6fago medio
hasta el esfinter anal (Brookes & Costa, 20006).

El plexo submucoso es un plexo
ganglionado situado por todo el espacio submucoso
entre la mucosa y la capa muscular circular. Es mas
importante como red ganglionada en los intestinos
grueso y delgado. En el eséfago no existe un plexo
submucoso ganglionado, y en el estomago los

plexo

ganglios estan dispersos en el espacio submucoso.
En los grandes mamiferos (como cerdos y
humanos) el plexo submucoso esta formado por el
plexo submucoso interno (Plexo de Meissner)
situado en el lado seroso de la musculares mucosa,
el plexo submucoso externo (Plexo de Schabadasch
0 Henle) directamente adyacente al lado luminal de
la capa muscular circular y un Plexo Intermedio
localizado entre los dos (Hoyle & Burnstock, 1989;
Timmermans et al., 1997).

La funciéon y organizacion basica del

sistema nervioso entérico es muy parecida en todas
las especies. Existe una clara semejanza entre el
ENS porcino y humano, al menos en lo que se
refiere a la organizacion anatomica y a la presencia
de subtipos neuronales identificados
neuroquimicamente (Hens et al., 2000). Este hecho
y su similitud anatdmica han permitido considerar
al cerdo como un excelente modelo de estudio de la
neurogastroenterologia  humana  (Brown &
Timmermans, 2004).
Aunque se debe tener en cuenta, que las respuestas
farmacologicas en el ENS son especificas para las
especies y regiones, ya que difiere en la expresion
de los receptores funcionales (Furness, 2000;
Timmermans et al., 1992).

3.2.2 Glia

La Glia entérica (EG) forma parte activa e
integral de una red formada por glia, neuronas,
células epiteliales, células mesenquimales y células
inmunes. Todas ellas estan implicadas en
interacciones multidireccionales concertadas con
precision, siendo esenciales para un intestino sano y
funcional (Rihl, 2005). Tradicionalmente, se
suponia que la glia entérica servia solo como
soporte 6 como elemento nutritivo para las neuronas
entéricas. Sin embargo, estudios recientes indican
que la EG puede desempefiar un papel mas activo
en la fisiologia y fisiopatologia del tracto GI (Riihl
et al.,2004).

Funciones: (i) la EG contiene precursores
de neurotransmisores, (ii) presentan la maquinaria
para la absorcion y degradacion de neuroligandos,
(ii1) expresan receptores de neurotransmisores,
haciéndolos adecuados como intermediarios en la
neurotransmision entérica y en el procesamiento de
informaciéon en el ENS, (iv) tienen un papel
importante en el mantenimiento de la integridad de
la barrera de mucosa del intestino, (v) finalmente,
también sirve como unidon entre los sistemas
nervioso e inmune en el intestino, por su potencial
de sintesis de citokinas, la presencia de antigenos y
respuesta a fenomenos inflamatorios.
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Interacciones en el intestino entre glia-neuronas:
La EG es crucial para el mantenimiento neuronal.
Teoéricamente, la glia entérica podria mantener la
integridad neuronal mediante: (i) la provision de
soporte estructural (Gabella, 1981; Gabella, 1990),
(i1) la liberacion de factores neurotroficos, ¢ (iii)
asegurando un microentorno protector eliminando
el exceso de cationes.

Interacciones glia entérica-neurotransmision: La
glia podria tener dos funciones en Ila
neurotransmision entérica: (i) participaria en la
sintesis i/0 inactivacion de neurotransmisores, ¢ (ii)
podria responder a las moléculas de sefializacion y
participar directamente en la transmision sinaptica
(Riihl et al., 2004).

Estudios inmunohistoquimicos muestran que la EG
expresa la glutamina sintetasa (Bradley et al., 1997;
Ho et al., 2003). También seria fuente de glutamina
para el glutamato neuronal asi como para la re-
sintesis de GABA (Galligan et al., 2000). Estudios
recientes le confieren también funciones de
inactivacion y eliminacion de neuropéptidos en la
transmision neuropeptidérgica (Riuhl e al., 2005).
Y también estaria implicada en la neurotransmision
nitrérgica ya que la células gliales entéricas, y no las
neuronas, presentan inmunoreactividad en exclusiva
para la L-arginina (precursor del NO) lo que
indicaria que la sintesis de NO depende
parcialmente de la liberacion de L-arginina glial
(Nagahama et al., 2001).

3.2.3 Células Intersticiales
(ICC): Localizacion y funcion
En 1911, Ramoén y Cajal describid un tipo celular al
que atribuy6 la contraccion del musculo liso (Cajal,
1911). Estas células, se localizaban entre los
terminales nerviosos y las células del musculo liso
del tracto GI de ahi que las denominara
intersticiales. En las décadas de los afios 70 y 80,
los investigadores se centraron en dichas células y
sugirieron la posibilidad de que participaran en los
patrones de contracciones ritmicas del intestino (El-
Sharkawy et al., 1978; Faussone-Pellegrini et al.,
1977; Faussone-Pellegrini & Thuneberg, 1999;
Thuneberg, 1982). Las ICC se encuentran a lo largo
de todo el tracto GI desde el esdfago hasta el
esfinter anal interno (IAS) (Daniel & Posey-Daniel,
1984; Hagger et al., 1998). Aunque son un
componente menor de la capa muscular del tracto
GI (s6lo sobre un 5% de las células presentes)
(Ordog et al., 2004), estas células tienen roles
fisiolégicos muy importantes en su motilidad
(Sanders & Ward, 2007).

de Cajal

Funciones de las ICC: Las ICC tienen, al menos,
cuatro funciones especificas: (i) generan la onda
lenta eléctrica que se transmite de forma pasiva al
musculo liso GI (Huizinga et al., 1995; Ward et al.,
1994); (ii) podrian participar en la neurotransmision
nitrérgica y colinérgica (Burns et al., 1996; Ward et
al., 1994); (iii) establecen el potencial de membrana
del musculo liso y el gradiente de membrana
(Farrugia et al., 2003; Sha et al., 2007); (iv) podrian
estar implicadas en la mecanotransduccion (Strege
et al., 2005; Thuneberg & Peters, 2001; Wang et al.,
2005; Won et al., 2005).

Clasificacion de las ICC: existe mas de un tipo de
ICC respecto a su morfologia y su funcién. Siempre
se las ha clasificado respecto a su localizacion, sin
embargo Farrugia (Farrugia, 2008) considera
importante revisar dicha clasificacion y orientarla
hacia la funcion de estas células, sugiriendo como
un inicio razonable el subdividir las ICC en: (i)
aquellas que tienen la maquinaria para generar
ondas lentas, y (ii) aquellas que no la tienen.
Estudios morfologicos apoyados por algunas
evidencias funcionales recientes sugieren que
existen, al menos, tres grupos de ICC funcionales
independientes:

1) En muchas regiones del tracto GI, se
localiza una red de ICC en el espacio intermuscular
a nivel del MP (ICC-MY) entre las capas
musculares circular y longitudinal. Las ICC-MY
son las células marcapasos en estdmago e intestino
delgado, que desencadenan la generacion de ondas
lentas en la capa muscular (Ward et al., 2000).

2) Una segunda poblacion de ICC (conocida
como ICC intramuscular ¢ ICC-IM) se
encuentran en las capas musculares del tracto GI y
estan inervadas preferentemente por nervios
motores entéricos (Ward et al., 2000). Las ICC-IM
estan estrechamente asociadas tanto con los nervios
motores entéricos como con los nervios aferentes
vagales.

3) Una tercera poblacion de ICC serian las
ICC-SEP (Horiguchi et al., 2001), sitas en la septa
dentro de los haces musculares circulares: podrian
tener un papel en la conduccion de la informacion
eléctrica desde las ICC-MY hacia el interior de los
distantes haces musculares circulares.

Las ICC expresan el receptor c-kit
(Huizinga et al., 1995), por tanto la presencia de
este receptor se utiliza como marcador para el
marcaje de estas células. Recientemente se ha
identificado otra proteina expresada por las ICC, el
Anol. Gomez-Pinilla er al., realizaron un estudio
inmunohistoquimico con anticuerpos contra Anol y
en combinacion con anticuerpos contra Kit, en
distintas partes del tracto GI del ratén y del humano
(estomago, intestino delgado y colon) que les
permitio identificar al Anol como nuevo marcador

-10 -
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molecular altamente especifico para todas las clases
de ICC con la ventaja afiadida sobre el Kit de que
no marca mastocitos (Gomez-Pinilla et al., 2009).

Por otro lado, se han realizado estudios
utilizando animales (roedores) que presentan
mutaciones en el gen que codifica dicho receptor.
Ward et al., utilizaron ratones W/Wv (carencia de
ICC intramusculares (ICC-IM)) y observaron una
reduccion en la neurotransmision nitrérgica del LES
(Ward et al., 1998). Farré et al., utilizando ratas
mutantes Ws/Ws (carencia de ICC c-kit positivas),
estudiaron los neurotransmisores implicados en la
relajacion y contraccion del LES en respuesta a la
estimulacion eléctrica, y demostraron que la
carencia de ICC c-kit positivas incrementaba la
tension basal y la motilidad espontanea, pero no
limitaba la presencia de una inervacion intrinseca
inhibitoria y excitatoria viable y funcional (Farré et
al., 2007b).

A diferencia del LES y de otras regiones del
tracto GI, no existe ain evidencia fisiologica de que
las ICCs estén implicadas en la transmision
neuromuscular en el EB. Esto se debe, en gran
parte, a que los ratones deficientes de ICC que se
han utilizado para los estudios fisiologicos no tienen
un cuerpo esofagico de musculo liso. Se ha
especulado que las ICCs del cuerpo esofagico
podrian estar implicadas en la transmision
neuromuscular, o servir como receptores de tension
que entonces transmitirian informaciéon a las
neuronas intrinsecas o extrinsecas (Paterson, 2006).
Estudios morfoldgicos han mostrado intercalado de
ICCs entre las terminales nerviosas y las células
musculares lisas esofagicas en la zarigiieya
(Christensen et al., 1987a; Daniel & Posey-Daniel,
1984).

En resumen, se han descrito dos tipos de
interaccion entre las varicosidades terminales de las
neuronas motoras entéricas y las células musculares
lisas del tracto GI:

a) mediante interposicion de las ICC-IM, ya
que estan en contacto muy estrecho con las
varicosidades y forman uniones gap con las células
musculares, hecho que se ha demostrado
morfologicamente con microscopia electronica en el
LES, eséfago, estdbmago, intestino delgado y colon
(Daniel & Posey-Daniel, 1984; Faussone-Pellegrini
& Cortesini, 1985; Faussone-Pellegrini, 1987),
observacion que ha sugerido a algunos autores que
las ICC pueden participar en la neurotransmision,
aunque se dispone de escasas evidencias
funcionales;

b) las varicosidades pueden contactar
directamente con las células musculares lisas sin la
presencia de ICC, que es en la actualidad el modelo
mas aceptado (Mitsui & Komuro, 2002).

3.2.4-Tipos de Neuronas Entéricas

La neuronas entéricas pueden clasificarse segin su
morfologia (Dogiel tipos I-VII), sus propiedades
eléctricas (tipos S y AH), su codigo quimico
(transmisores u otros marcadores) o su funcion.
Siguiendo una clasificacion funcional se han
descrito:

-Neuronas sensitivas: también conocidas
como IPAN (Intrinsic Primary Afferent Neurons)
porque son intrinsecas a la pared del intestino y
traducen estimulos fisicos en actividad eléctrica
(Brookes & Costa, 2006). Tienen en sus terminales
en la luz intestinal, receptores especializados para
detectar cambios a diferentes estimulos. Los
receptores sensitivos en el tracto digestivo estan
clasificados segun la energia que detectan:
termoreceptores, quimiorreceptores y
mecanoreceptores. Las regiones sensoriales del
receptor, transforman los cambios en la energia del
estimulo en potenciales de accion que se transmiten
a lo largo de las fibras nerviosas sensitivas a otros
puntos del ENS e inician diferentes reflejos
digestivos (Wood, 2006).

-Interneuronas: Estan interconectadas unas
con otras formando redes que procesan Ia
informacion procedente de las neuronas sensitivas y
controlan el comportamiento de las motoneuronas
(MNs) hacia los sistemas efectores (Wood, 2006).
Son ascendentes (sentido oral) y descendentes
(sentido aboral) formando dichas cadenas de
interconexion. Las neuronas ascendentes son
principalmente colinérgicas, mientras que las
descendentes tienen una codificacion quimica mas
compleja que incluye ACh, NO, VIP, 5-HT vy
somatostatina (Furness, 2000).

-Neuronas motoras: Constituyen la via
final de la transmision de las sefiales que controlan
los sistemas efectores, agrupandose en tres tipos: 1)
MNs musculares (inervan fibras musculares):
inervan tanto las capas musculares, longitudinal y
circular, como la muscular de la mucosa a lo largo
de todo el tracto digestivo (Furness, 2000). Se
subdividen en MN excitatorias cuando liberan
neurotransmisores que estimulan la contraccion
muscular y la secreciéon glandular; y MN
inhibitorias cuando liberan transmisores que relajan
las células musculares lisas (Wood, 2006).
Mediante estudios inmunohistoquimicos, mecanicos
y electrofisiologicos se ha determinado que las
neuronas excitatorias presentan una transmision
colinérgica muscarinica predominante en todo el
tracto digestivo (Ratcliffe et al., 1998) y también
taquiquinérgica (SP, NKA y NKB) (Cao et al.,
2000; El-Mahmoudy et al., 2003; Krysiak &
Preiksaitis, 2001). Ademas, se ha descrito un
componente excitatorio residual mediado por el
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ATP actuando a través del receptor P2X; (Lecci et
al., 2002). Las neuronas inhibitorias codifican
como neurotransmisores inhibitorios el o6xido
nitrico (NO) (Auli et al., 2008; Farré et al., 2006;
Opazo et al., 2009; Preiksaitis et al., 1994b;
Todorov et al., 2003) el monéxido de carbono (CO)
(Watkins et al., 2004; Werkstrom et al., 1997; Xue
et al., 2000a), los péptidos VIP, PACAP, CGRP
(Uc et al., 1997; Uc et al., 1999; Xue et al., 2000a)
y el ATP (De Man et al., 2003; Mule & Serio,
2003; Pluja et al., 1999); 2) MNs secretomotoras y
vasomotoras que controlan las secreciones y el
torrente sanguineo, respectivamente; 3) MNs que
inervan las células enterocromafines (células
especializadas de la mucosa) (Hansen, 2003).

3.2.5 Neuronas motoras y
neurotransmisores neuromusculares

3.2.5.1 Neurotransmisores  Inhibitorios
NANC en el Eséfago (Respuesta Inhibitoria)

En el tracto GI los neurotransmisores
inhibitorios que presentan tal efecto son el 6xido
nitrico (NO), el monoxido de carbono (CO), el
péptido intestinal vasoactivo (VIP), el péptido
activador de la adenil ciclasa pituitaria (PACAP), la
adenosina-5-trifosfato  (ATP), y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP).
En cada especie su contribucion particular a la
relajacion muscular es especifica, y presentan
contribuciones variables en funcidon de la region
anatomica y la especie animal.

3.2.5.1.1 Oxido Nitrico (NO)

El NO es un gas radical libre cuya molécula es
altamente inestable en presencia de oxigeno.

Se sintetiza por accidon de una familia de enzimas
conocidas como sintasa de oxido nitrico (NOS) en
una reaccion en la que el aminoacido L-arginina se
convierte en NO y L-citrulina, requiriendo Ia
presencia de un cofactor (NAPDH, nicotinamida
adenin dinucledtido fosfato reducido, nad-fosfato
reducido) en presencia de oxigeno (Burnstock,
2009).

Hay tres isoformas de la NOS que son producto de
distintos genes:

1) La NOS inducible (iNOS) que, en condiciones
fisioldgicas, no estd presente normalmente en los
tejidos pero se induce en la inflamacion o dafio del
tejido. 2 y 3) Existen dos tipos de NOS constitutiva
que participan en las respuestas fisiologicas
normales, cada uno con una distribucion especifica:
2) La NOS neuronal (nNOS) se localiza en las
neuronas intramurales y terminales nerviosos

dirigidos hacia las células musculares lisas
(Chakder et al., 1997); 3) La NOS endotelial
(eNOS), localizada en las células musculares lisas
(Makhlouf & Murthy, 1997).

El NO es una molécula de sefalizacion que no se
almacena en la neurona ya que difunde libremente a
través de la membrana plasmatica. Este
neurotransmisor no actia sobre receptores
extracelulares de la membrana postunion de la
diana, sino que lo hace en sitios intracelulares. La
diana principal del NO es la guanilato ciclasa
soluble (GCs). El NO se une y activa la GC,
aumentando la conversion de GTP a GMP ciclico.
El GMPc actiia en su kinasa, la protein kinase G
(PKG), con cascadas de fosforilacion llevando a un
nimero de acciones fisiologicas (Shah et al., 2004).
Sin embargo, en condiciones fisiopatologicas y
probablemente en ciertas condiciones fisiologicas
normales la sefializacion mediada por NO puede ser
independiente de la activacion de la GC. El NO
regula, directamente, la funcidon de canales idnicos
(tanto por apertura de canales de K™ (Cayabyab &
Daniel, 1995; Koh et al., 1995) como por cierre de
canales de CI activados por Ca*" (Cl(ca)) (Zhang et
al., 1998), enzimas y otras tantas proteinas.

En 1990, Bult et al. propusieron que el NO podia
actuar como neurotransmisor NANC inhibitorio en
el tracto GI (Bult et al., 1990). Murray et al., en
1991 fueron los primeros que sugirieron el
importante papel del NO en la relajacion del LES,
estudiando el efecto de los inhibidores de la NOS
sobre las tiras musculares del LES (Murray et al.,
1991); mas tarde, se confirmé en el LES humano
(Oliveira et al., 1992; Preiksaitis et al., 1994b;
Tettrup et al., 1993). Diferentes estudios en diversas
especies en modelo animal mostraron que el NO es
el principal neurotransmisor que media la relajacion
del musculo liso del LES: en el perro (De Man et
al., 1991); en la zarigiieya (Murray et al., 1991); el
gato (Kortezova et al., 1996); la cobaya (Yuan et
al., 1998); el cerdo (Farré et al., 2006) y la rata
(Farré et al., 2007b). También se mostrd que el NO
desempefia un importante papel en las respuestas
mediadas por nervios NANC en el cuerpo esofagico
de la zarigiieya tanto in vitro (Christinck et al.,
1991; Du et al., 1991; Murray et al., 1991) como in
vivo (Yamato ef al., 1992b).

Experimentos in vivo mostraron que los inhibidores
de Ia NOS podian abolir o reducir la relajacion del
LES inducida por deglucion en la =zarigiieya,
(Yamato et al., 1992a), el gato (Xue et al., 1996), el
humano (Konturek et al., 1997) y el ratdon (Sivarao
etal., 2001).

En uno de los primeros estudios
morfologicos de la inervacion nitrérgica del esofago
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humano, Singaram et al., mostraron, mediante
técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas, que
el 55% de la poblacion neuronal mientérica eran
neuronas nitrérgicas. Estas, inervaban el musculo
esofagico circular y el longitudinal (Singaram et al.,
1994). Por otro lado, Mearin et al., confirmaron que
la sintasa de 6xido nitrico estaba presente en el MP
de la GEJ en pacientes control mientras que estaba
ausente en los pacientes con acalasia (Mearin ef al.,
1993). En un estudio morfoldgico reciente en las
fibras clasp (region del LES sita en la curvatura
menor del estdmago) y sling (region del LES sita en
la curvatura mayor del estomago) humanas en el
que determinan la morfologia y posicion de las
MN s excitatorias e inhibitorias, demostraron que la
mayoria de las MNs de las fibras clasp eran
principalmente neuronas inhibitorias positivas a
NOS, muchas de ellas procedentes del esofago (Liu
et al., 2011). En cuanto a estudios en diversos
modelos animales, en un estudio regional en el
esofago de gato observaron variaciones en la
densidad de los nervios que contienen NOS. Asi, la
densidad de inmunoreactividad a NOS era similar
en la region del LES y a un nivel 2 cm proximal a
¢éste, pero marcadamente menor, a un nivel 7 cm
proximal al mismo. Mientras que la capa muscular
circular mostraba una inmunorectividad a NOS
abundante, la de la capa muscular longitudinal era
escasa (Ny et al., 1995a). En la cobaya, encontraron
que las neuronas mientéricas positivas a NADPH-
diaforasa contribuyen a la inervacion del musculo
estriado del eso6fago y del musculo liso del LES. Las
neuronas positivas representaban un 69% del total
de neuronas mientéricas (Morikawa & Komuro,
1998).

Rodrigo ef al. encontraron fibras nerviosas
inmunoreactivas distribuidas a lo largo del eso6fago
del gato y del mono, formando parte de los ganglios
intramurales y de los plexos que invaden sus
diferentes capas. En el esofago felino, los tercios
medio e inferior contenian mas fibras nerviosas,
ganglios y neuronas inmunoreactivas que el tercio
superior esofagico, mas abundantes en la region
cercana al LES. El 30-45% de las neuronas eran
inmunoreactivas a la NOS. En el mono, la
inervacion nitrérgica era menos importante, pero
también era mayor en los tercios medio e inferior de
la pared esofagica, la capa muscular lisa estaba
intensamente inervada por fibras nerviosas
inmunoreactivas (Rodrigo et al., 1998).

3.2.5.1.2 Purinas

Geoffrey Burnstock establecid, en los afios
80, una clasificacion formal de los receptores de la
adenosina y el ATP (Burnstock, 1980). Los
receptores de purinas se clasifican de la siguiente
manera:

1) Los receptores P1: activados por adenosina, de
los que se han descrito cuatro subtipos A, Asa, Az
y Aj;. Estan acoplados a proteina G, ya sea
disminuyendo (A; y Az) o aumentando (Ays v Azg)
y la produccion de AMP-c por efecto de Ia
regulacion de la adenilato ciclasa (AC). También se
ha descrito que pueden activar la via de Ia
fosfolipasa C (PLC) produciendo los segundos
mensajeros inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol
(DAG). El IP; estimula la liberacién de Ca*
intracelular por la interaccidbn con receptores
especificos del reticulo sarcoplasmico. Este
aumento de Ca’" puede estimular diferentes vias
tales como la de la proteina kinasa C (PKC), la de la
fosfolipasa A2 (ZPLAZ), los canales de K'
dependientes de Ca”" y la sintasa de 6xido nitrico.

i1) Los receptores P2: activados por ATP, ADP,
UTP y UDP. Los receptores P2 se dividen en 2
familias: la  familia P2X, canales idnicos
dependientes de ligando (LGIC) cuya activacion
produce una respuesta rapida (~10 ms); se han
descrito siete receptores P2X;-P2X; todos ellos
unidos a canales cationicos para Na*, K"y Ca*"; y la
familia P2Y, que son receptores acoplados a
proteina G de los que se han descrito 8 subtipos,
P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Ye P2Yy, P2Y,, P2Yy5 y
P2Y 4. Son receptores metabotropicos de respuesta
lenta (< 100 ms) y actuan via proteina G acoplada a
la activacion de PLC, produciendo la formacion de
IP; y la movilizacién del Ca’" intracelular. También
se ha descrito que algunos pueden estar unidos a
proteinas G que activan la AC incrementando el
AMPc (Ralevic & Burnstock, 1998).

Ambos grupos de receptores P2X/P2Y juegan un
papel muy importante en la modulacion de la
motilidad en el tracto GI.

Estudios electrofisiologicos en el intestino
humano (Xue et al., 1999) y en el colon de raton
(Serio et al., 2003) demostraron que el ATP o una
purina relacionada es la responsable del
componente rapido (IJPf) de las hiperpolarizaciones
del musculo liso 6 IJP (potenciales postunion
inhibitorios) en ambos tejidos, mientras que se
propuso que el o6xido nitrico mediaria la parte lenta
0 hiperpolarizacion sostenida del 1JP (IJPs) en estas
especies.

Diferentes estudios en el LES de la
zariglieya, observaron que el ATP, ADP y la
adenosina disminuyen su tension (Rattan & Goyal,
1980), e inducen la hiperpolarizacion (Daniel et al.,
1983). Farré et al., demostraron que el ATP también
relaja las tiras de musculo liso en el LES porcino,
mediante un componente rapido seguido de un
periodo de relajacion lento (Farré et al., 2006). Se
han empleado diferentes antagonistas para el
estudio de los receptores y vias de accion del ATP y
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analogos. Estudios electrofisiologicos y mecanicos
en el LES de la cobaya (Imaeda et al., 1998); y del
cerdo (Farré et al., 2006) encontraron que la
suramina (antagonista inespecifico de los receptores
P2) y la apamina (bloqueador de los canales de K"
activados por Ca’' de baja conductancia (K, siow)))
reducen la hiperpolaricion y relajacién inducida por
el ATP en el musculo liso del LES de la cobaya
(Imaeda et al., 1998) y el cerdo (Farré et al., 2006).
Ademas, la apamina bloquea el componente rapido
de la relajacion inducida por ATP (Alexander ef al.,
2011).

La relajacion del musculo liso a lo largo de
todo el tracto GI incluye un componente sensible a
apamina que puede implicar como mediador al ATP
0 a purinas relacionadas (Costa et al., 1986), en el
fundus gastrico de rata (Lefebvre ef al., 1991), en el
de la cobaya (Ohno et al., 1996) y en ¢l IAS de la
rata (Rae & Muir, 1996). El componente sensible a
apamina se describié en la relajacion de las tiras
musculares del LES, inducida por estimulacion
eléctrica de campo (EFS), después del bloqueo de la
NOS. Esta observacion se realizd en diferentes
especies tales como la cobaya (Imaeda et al., 1998),
el humano (Gonzalez et al., 2004), el cerdo (Farré et
al., 2007a; Farré et al., 2006) y la rata (Farré et al.,
2007b). También se observo durante la estimulacion
vagal de la cobaya (Yuan & Brookes, 1999; Yuan et
al., 1998).

El desarrollo de farmacos especificos, tanto
con efecto agonista como antagonista, permiten
dilucidar la naturaleza de la via purinérgica.
Mediante antagonistas especificos como el
MRS2179 (antagonista selectivo de los receptores
P2Y)) se ha visto que bloquea el componente rapido
de la relajacion inducida por ATP en el LES
porcino (Farré et al., 2006). El componente no-
nitrérgico podia reducirse con MRS2179 en el cerdo
(Farré et al., 2006). También se ha utilizado en el
colon (Auli et al., 2008; Gallego et al., 2008a;
Gallego et al., 2006), en intestino delgado (Gallego
et al., 2008b), en el IAS porcino (Opazo et al.,
2009) y en la rata (Opazo et al, 2011).
Recientemente, el MRS2500 y MRS2279
(bloqueador del receptor P2Y; con mayor potencia)
han demostrado ser mas potentes que el MRS2179
en la caracterizacion de la respuesta inhibitoria
purinérgica del colon humano (Gallego et al.,
2011). También en el IAS de rata el MRS2500
demostrd ser mas potente que el MRS2179 (Opazo
etal., 2011).

Ademas, el agonista del receptor P2Y;
ADPQS y el 2-MeSATP inducen una relajacion de
las tiras musculares humanas del LES (Farré et al.,
2006). Todos estos resultados sugieren que el ATP
o purinas relacionadas juegan un papel en el
componente no-nitrérgico de la relajacion del LES
actuando a través de receptores P2Y; y activando

canales (Kca, siow). Se desconoce el tipo de
receptores purinérgicos implicados en la relajacion
del LES humano inducida por la deglucion o por las
relajaciones transitorias.

3.2.5.1.3 VIP/PACAP

Geoffrey Burnstock mostré en los afios 70
el papel del ATP como neurotransmisor de la via
inhibitoria no-adrenérgica y en consecuencia, a esta
via se la denominé Via Purinérgica (Burnstock,
1979). Mas tarde, y de igual modo, se defendié la
idea de un neurotransmisor peptidérgico, el péptido
intestinal vasoactivo (VIP), debido a tres tipos de
observaciones: 1) su localizacion en los nervios que
inervan al musculo liso circular, 2) su liberacion
desde los nervios inhibitorios no-adrenérgicos por
estimulacion eléctrica y, 3) a su capacidad para
producir la relajacion del musculo liso circular
(Bitar & Makhlouf, 1982).

El VIP es un péptido de 28 aminoacidos que
pertenece a la familia de péptidos reguladores y que
esta presente en el sistema nervioso central y
periférico (Rekik et al., 1996). El Péptido Activador
de la Adenil Ciclasa Pituitaria (PACAP) se ha
identificado en extractos del intestino en dos formas
amida, un péptido de 38 aminoacidos (PACAP-38)
y otro de 27 aminoacidos (PACAP-27), aunque
parece que predomina el PACAP-38 (Baccari &
Calamai, 2001).

En el LES felino y humano, Ny et al.,
hallaron que, en ambas especies, la concentracion
de PACAP-38 en el tejido era mayor que la del
PACAP-27, sin embargo, mientras que las
estructuras nerviosas inmunoreactivas a PACAP-27
presentaban una incidencia de moderada a
abundante, los experimentos preliminares con
antiserum de PACAP-38 fueron infructuosos (Ny et
al., 1995b).

El PACAP humano y el VIP poseen un alto

grado de homologia de secuencia (68% entre
PACAP-27 y VIP) y por tanto se identifica al
PACAP como miembro de la Superfamilia VIP-
secretina-GHRH-glucagon (Vaudry et al., 2009).
El VIP y su homoélogo estructural se consideran,
entre los polipéptidos, como los principales
neurotransmisores inhibitorios liberados desde
fibras NANC (Rekik ef al., 1996). En el MP, el VIP
juega el papel de neurotransmisor inhibitorio
liberado por neuronas no-adrenérgicas no-
colinérgicas (NANC) (Goyal et al., 1980).

Mediante la caracterizacion farmacologica y
basandose en sus afinidades relativas para VIP y
PACAP, se ha determinado la existencia de dos
tipos de sitios de union (binding site): a) Sitio de
union Tipo-I que exhibe mayor afinidad por
PACAP-38 y PACAP-37 y mucho menor por VIP;
b) Sitio de union Tipo-II que posee una afinidad
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similar por VIP y PACAP. Siendo éste mas
abundante en 6rganos periféricos varios (Vaudry et
al., 2009). Los subtipos de receptores para VIP y
PACAP definidos por la IUPHAR (International
Union of Pharmacology) presentan la siguiente
nomenclatura: PAC1-R que exhibe afinidad alta por
PACAP y baja por VIP; y VPACI-R, VPAC2-R
que tienen altas y similares afinidades por VIP y
PACAP (Harmar et al., 1998).

En cuanto al mecanismo de transduccion,
los tres receptores presentan un mecanismo
principal en el que estan acoplados a la familia de
proteinas Gs que estimula la AC y la produccion de
AMPc. El mecanismo secundario del PACI-R
emplea como transductor una proteina G (de
identidad desconocida) que estimula la fosfolipasa
C. El del VPACI-R emplea como posibles
transductores la familia G/G,, G¢/G1; 0 una proteina
G que estimula la fosfolipasa C, la fosfolipasa D. El
del VPAC2-R emplea una proteina G de identidad
desconocida que estimula la fosfolipasa C y la
fosfolipasa D (Harmar et al., 2011; Vaudry et al.,
2009).

A lo largo de todo el tracto GI se ha
encontrado gran cantidad de PACAP. La presencia
de cuerpos celulares inmunoreactivos a PACAP se
ha observado en los ganglios mientéricos. También
se han visualizado numerosas fibras que contienen
PACAP a lo largo de las fibras musculares
circulares y en la capa muscular lisa longitudinal del
esofago (Koves et al., 1993; Olsson & Holgrem,
1994; Uddman et al., 1991). En el LES de
diferentes especies, las fibras inmunoreactivas a
PACAP estan en la capa muscular circular (Ny et
al., 1995b; Uddman et al., 1991). Aunque debido a
las diferencias entre especies, el PACAP tiene un
papel controvertido en la neurotransmision del LES.

Diversos estudios de esofago en diferentes

especies ya sea animales, tales como la rata, el
cerdo (Uddman et al., 1978) y la zarigiieya
(Christensen et al., 1987b) como en humanos
(Aggestrup et al., 1983), han encontrado nervios
hacia ambas capas musculares (longitudinal y
circular) que son inmunoreactivos a VIP. El VIP
estaria contenido tanto en los nervios con cuerpos
celulares extrinsecos, como en los terminales de las
neuronas intrinsecas (Singaram ef al., 1991).
El VIP esta presente en las neuronas mientéricas del
LES humano (Aggestrup et al., 1985; Uddman et
al., 1991), del felino (Ny et al., 1995a; Uddman et
al., 1991), de la cobaya y el bovino (Uddman et al.,
1991).

En estudios in vivo se ha demostrado que el
VIP disminuye la presion del LES (Guelrud et al.,
1992; Rattan et al., 1982), y en estudios in vitro, el
VIP induce la relajacion del musculo liso del LES
del perro (Jury et al., 1992), de la zarigiieya (Jury et
al., 1992; Uc et al., 1999), del conejo (Kohjitani et

al., 1996) del gato (Kortezova et al., 1996) y del
cerdo (Farré et al., 2006). En el cuerpo esofagico,
sin embargo, existen evidencias que describen un
efecto excitatorio del VIP en el esdfago intacto de la
zarigiieya (Rattan et al., 1982).

Respecto al PACAP, diversos estudios in
vitro en diferentes especies tanto en animales como
en humanos, tales como el gato y el humano (Ny et
al., 1995b) y el cerdo (Farré et al., 2006), han
demostrado que el PACAP-27 y el PACAP-38
relajan las tiras musculares circulares del LES.

3.2.5.1.4 Calcitonin gene-related peptide (CGRP)

El péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) se produce en dos formas
diferentes (O’Halloran & Bloom, 1991). En el
intestino, las neuronas entéricas producen la forma
B del CGRP (Mulderry et al., 1988). En el LES de
la zariglieya estan presentes las neuronas
inmunoreactivas a CGRP (Rattan et al., 1988), in
vivo se vio que el CGRP disminuye la presion del
LES (Parkman et al., 1989; Rattan ef al., 1988).

Diferentes estudios in vitro mostraron que
el efecto del CGRP varia en funcién de la especie,
el CGRP no relaja las tiras musculares del LES de
conejo (Kohjitani et al., 1996) ni del cerdo (Farré et
al., 2006) pero induce una relajacion concentracion-
dependiente en las tiras musculares del LES de la
zariglieya que se antagoniza con CGRP 8-37. En la
misma especie, este antagonista, sin embargo, no
evita la relajacion inducida por EFS (Uc et al.,
1997; Uc et al., 1999). Aunque atn se desconoce el
papel del CGRP, los datos actuales no apoyan la
hipétesis de que el CGRP sea un mediador principal
en la relajacion del LES inducida por Ia
estimulacion de las MNs inhibitorias.

3.2.5.1.5 Monoéxido de Carbono (CO)

El monoxido de carbono (CO) es un gas que
produce su efecto debido a la activacion de la
guanilato ciclasa soluble (GCs) y la produccion de
GMPc (Ny et al., 1996). Este enzima esta formado
por una subunidad o y una subunidad [, su
ensamblaje es limitante para que la activacion por
sus ligandos produzca GMPc (Lucas et al., 2000).
Se ha sugerido que este gas podria jugar un papel en
la relajacion del musculo liso en diferentes areas del
tracto GI (Lim ef al., 2005; Watkins et al., 2004).

Aun asi, no se ha estudiado el rol del CO en
la relajacion de forma extensiva siendo resultados
no concluyentes. El enzima constitutivo responsable
de la sintesis del CO, haem oxygenase type 2, esta
presente en el ENS del LES colocalizandose en las
neuronas que contienen NOS y VIP (Ny et al.,
1996). Tanto el CORM-1, molécula que libera CO,
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como el CO puro pueden relajar las tiras musculares
del LES de la zarigiieya, el gato y el cerdo, sin
embargo el inhibidor selectivo de la haem
oxygenase, zinc protoporhyrin IX, no modifica la
relajacion inducida por EFS (Fan et al., 1998; Farré
et al., 2006; Ny et al., 1996). No se ha aclarado
completamente el rol del CO como neurotransmisor
inhibitorio NANC en el LES.

3.2.5.2 Neurotransmisores excitatorios en el
Esofago (Respuesta Excitatoria)

3.2.5.2.1 Acetilcolina (ACh)

La acetilcolina (ACh) es el principal
neurotransmisor excitatorio en el tracto GI. Existen
dos tipos de receptores que median la transmision
colinérgica en el ENS, los receptores nicotinicos
(nAChR) y los muscarinicos (mAChR) siendo éstos
ultimos los que estan implicados en las respuestas

contractiles del musculo liso. Los mAChR
pertenecen a la superfamilia de receptores

acoplados a proteina-G; todos son receptores de
membrana con una estructura comun, con siete
dominios transmembrana y los extremos, tanto
amino como carboxilo terminal, en el lado extra e
introcelular, respectivamente. Existen 5 subtipos de
mAChRs (M1, M2, M3, M4, M5), la unién de la
ACh en los M1r, M3r y M5r se produce via Go/Gy,
mientras que los M2r y M4r via Gy, (Caulfield &
Birdsall, 1998).

Uno de los primeros estudios de
localizacion de mAChR en el ENS, mediante la
unién de radio-ligandos no selectivos, demostro que
la mayoria de los mAChR estaban asociados a la
musculatura mas que a los plexos nerviosos
(Buckley & Burnstock, 1984); aunque Buckley et
al., también los localizaron en las neuronas
mientéricas (Buckley & Burnstock, 1986). En el
musculo liso del tracto GI esta expresada una
poblacion heterogénea de mAChR que presenta un
papel muy importante en la mediacion de la
transmision desde las motoneuronas finales hacia el
musculo. Los receptores M2 y M3 estan presentes
en la membrana celular de las células musculares
lisas. Estudios funcionales y anatomicos en el
musculo intestinal muestran proporciones de
receptores muscarinicos M2r de 70-80%, de M3r de
20-30% y proporciones no medibles de M1r y M4r
(Giraldo et al., 1988; Gomez et al., 1992; lino &
Nojyo, 2006; Ladinsky et al., 1988).

Funcionalmente, los mAChR localizados en
el musculo tienen un papel importante en Ia
mediacion de la contraccion muscular inducida
colinérgicamente (Tonini ef al., 1981), por Ia
mediacion, predominantemente, del efecto directo
de la ACh en los reflejos musculares. Aunque en las

c€lulas musculares lisas el M3r es menos abundante
que el M2r, funcionalmente es el receptor
predominante en la mediacion de la contraccion
muscular (Matsui et al., 2002; Uchiyama & Chess-
Williams, 2004). La ACh estimula los receptores-
M3 y provoca una contraccion directa del musculo
liso, la activacion de M3r estd unido a Go/Gy, altera
la actividad celular estimulando la fosfolipasa C
(PLC) y generando el segundo mensajero inositol
trifosfato (IP;), el cual induce la liberacion de calcio
desde depdsitos intracelulares del reticulo
sarcoplasmico y diacilglicerol (DAG) que causa el
influyjo del calcio extracelular que induce Ia
respuesta contractil (Caulfield & Birdsall, 1998). La
ACh via receptores M2 también induce Ia
contraccién indirectamente, M2r se une a proteinas
Gy, para inducir respuestas via inhibicion de
adenilato ciclasa (AC), la reduccion de los niveles
de AMPc y de la relajacion del musculo liso. Los
M3r también modularian las respuestas obtenidas
por la activacion de los M2r. La activacion de estos
ultimos inicia la abertura de canales catidnicos, que
producen depolarizacion (Bolton & Zholos, 1997).
Se cree que el M3r modularia la actividad de estos
canales. En cuanto a los mAChR localizados en las
fibras nerviosas que inervan el musculo, su
relevancia funcional consistiria en la regulacion de
la cantidad de ACh liberada hacia el musculo.
Dicha regulacion puede ser negativa O positiva,
como se vio en el ileon de la cobaya, negativa
porque los M2r pre-sinapticos en las fibras
nerviosas inhiben la liberacion de ACh (Kilbinger
& Wagner, 1975), 6 positiva porque el MIr facilita
la liberacion de ACh desde los nervios al musculo
(Kawashima et al., 1990; Schuurkes et al., 1988;
Soejima et al., 1993).

La colina acetiltransferasa (ChAT), enzima
catalitico implicado en la sintesis de la ACh, se ha
utilizado extensamente para marcar neuronas
colinérgicas en el ENS (Furness et al., 1984;
Schemann et al., 1993). En el MP del LES estan
presentes MNs excitatorias que son
inmunoreactivas para la ChAT (Seelig ef al., 1984).
En el estudio del efecto de agonistas y antagonistas
colinérgicos sobre las tiras musculares del LES, se
vio que agonistas como carbacol (CCh) y
betanecol inducen una contraccion del musculo liso
de forma concentracion-dependiente (Hubert et al.,
1993; Smid & Blackshaw, 2000). Asi mismo el
antagonista atropina inhibe la contraccion-off de
las tiras musculares del LES inducida por Ia
estimulacion eléctrica (EFS) (Farré et al., 2007a;
Gonzalez et al., 2004). Estudios del LES en
diferentes especies mostraron que en la zarigiicya
los receptores muscarinicos M2 estan localizados
directamente en el musculo liso (Gilbert et al.,
1984), en el gato, sin embargo, las contracciones
inducidas por CCh parecen estar mediadas por
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receptores M3, como sugeria la sensibilidad de estas
respuestas a los antagonistas metoctramina
(antagonista M2r), 4-DAMP (antagonista M3r), y
pirenzepina (antagonista M1r) (Preiksaitis et al.,
1994a; Sohn et al., 1993) corroboraron estos
resultados con experimentos, en dicha especie, en
células musculares aisladas cuya contraccion se
inhibié con el antagonista del receptor muscarinico
M3 p-fluoro-hexa-hydro-sila-difenidol. Sin
embargo, en células aisladas del musculo liso
esofagico, es el receptor M2 el que media las
respuestas contractiles (Preiksaitis & Laurier,
1998).

Recientemente, un estudio en tejido humano
ha demostrado que son los receptores M2 y M3 los
que contribuyen a la contraccion tonica de todo el
musculo liso del esdfago. Sin embargo, mientras
que el receptor muscarinico M2 juega un papel mas
importante en la mediacion de la contraccion de las
fibras clasp (derecha) y sling (izquierda) del LES, el
receptor M3 lo hace en las fibras del esofago mas
proximal (Braverman et al., 2009). Vegesna et al.,
comparando las respuestas de las dos regiones clasp
(derecha) y sling (izquierda) del LES de tejidos
humano y porcino, demostraron que en ambas
especies existe una mayor densidad de receptores
M2 que M3, y que estos receptores median la
contraccion esofagica (Vegesna et al., 2010).

3.2.5.2.2 Taquiquininas

Las taquiquininas son una familia de
péptidos que comparte una secuencia de
aminoacidos carboxi-terminal (Phe-X-Gly-Leu-
MetNH,), secuencia minima para inducir actividad
bioldgica en los receptores taquiquinérgicos. Las
primeras taquiquininas descubiertas en los
mamiferos fueron péptidos cortos de diez-once
aminoacidos que se expresaban en neuronas
sensoriales y en neuronas del CNS y del ENS. Son
los neuropéptidos conocidos como substancia P
(SP), neuroquinina A (NKA) y neuroquinina B
(NKB) (Lecci et al., 2006). Ejercen sus efectos a
través de receptores neuroquinina (NK) especificos
que estudios moleculares, de unién de ligando y
funcionales, clasifican como NK; (con mayor
afinidad por la SP), NK, (con especial afinidad por
NPK y NKA) y NK; (con alta afinidad por la NKB).
Los tres son receptores taquiquinérgicos que
pertenecen a la familia de receptores unidos a
proteina-G. Todas las taquiquininas actian como
agonistas completos en los tres receptores y es la
proteina-G implicada en la transduccion de la sefial
la que marca la diferencia de potencia entre ellos
(Holzer & Holzer-Petsche, 1997).

Posteriormente, se  identificaron el
neuropéptido K (NPK) y el neuropéptido-gamma

(NPy), formas alargadas de la NKA; y mas
recientemente se identific6 la hemoquinina-1
humana (hHK-1) (Lecci ef al., 2006). En el tracto
GI las taquiquininas participan en la contraccion
NANC vy contribuyen a la peristalsis que es
insensible a la atropina (Krysiak & Preiksaitis,
2001). Hay indicios que sugieren que la
estimulacion de la actividad motora gastrointestinal
por parte de la taquiquinina depende de Ia
activacion directa del musculo a través de los
receptores NK; 1/6 NK,, pero también implica la
estimulacion de receptores NK; i/6 NK; de los
nervios entéricos (Holzer & Holzer-Petsche, 1997).

Estudios en el esdfago de la zarigiieya
(Christensen et al., 1989), la cobaya (Leander ef al.,
1982), el conejo (Keast et al., 1987), el cerdo
(Aggestrup et al., 1986) y el humano (Aggestrup et
al., 1986; Singaram et al., 1991; Wattchow et al.,
1987) han localizado neuronas positivas a SP tanto
en el MP como en el SMP; mientras en el esofago
del gato estas neuronas positivas a SP sélo estan
presentes en el MP (Leander er al., 1982). Estas
neuronas intrinsecas emiten fibras inmunoreactivas
a SP que van en los mismos plexos e inervan el
musculo longitudinal, el musculo circular y Ia
musculares mucosae pero no las capas musculares
estriadas del esofago. Kovac et al., demostraron que
en el musculo liso esofagico humano, las
taquiquininas actian a través de receptores NK,
localizados en las células musculares. El
mecanismo de excitacion implica la combinacion de
la liberacion de calcio (Ca’") desde depdsitos
intracelulares, un influjo/entrada a través de canales
de Ca®™ de tipo L, y la activacion de corriente de
cationes no-selectivos (Kovac et al., 2006).

Estudios en el LES humano, porcino
(Aggestrup et al., 1986) y canino (Sandler et al.,
1991) mostraron fibras inmunoreactivas a SP y
NKA. La SP, NKA y NKB inducen una respuesta
contractil de forma concentracion-dependiente en
las tiras musculares del LES humano con un rango
de orden de potencia NKA > NKB > SP. La
respuesta de la NKA se inhibe con el antagonista
selectivo del receptor NK, (SR48968) y no lo hace
con el antagonista selectivo del receptor NK; (CP-
96345) (Huber et al., 1993). Esto sugiere que la
contraccion del LES inducida por taquiquininas esta
mediada por la estimulacion del receptor
taquiquinérgico NK,.

3.2.5.3 Co-transmision e interacciones
Durante muchos afios, la neurotransmision
se interpretd en base al Principio de Dale (Sir
Henry Hallett Dale), que mantenia que una neurona
liberaba solamente un Unico neurotransmisor. Esta
idea surgio a partir de una mala interpretacion
ampliamente extendida de la Teoria de Dale de
1935, que exponia que el mismo neurotransmisor
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estaba almacenado y liberado desde todos los
terminales de una neurona sensitiva tinica. Fue en
1957, cuando Sir John Carew Eccles introdujo el
término Principio de Dale y el concepto de que las
neuronas utilizan un UGnico transmisor, que
prevalecié hasta mediados de los afios 70. En ese
momento, surgieron varias evidencias
contradictorias con este principio, y Geoffrey
Burnstock introdujo el concepto de cotransmisioén
en 1976, afirmando que algunas fibras nerviosas
sintetizan, almacenan y liberan mas de un
neurotransmisor que produce cambios en la
actividad postunion via receptores postunion
especificos (Burnstock, 1976). Actualmente se sabe
que las neuronas individuales en los sistemas
nerviosos central y periférico contienen y pueden
liberar un nimero grande y variado de substancias
que son capaces de influir en las células diana
(Burnstock,  2007). El  codigo  quimico,
combinacion precisa de neurotransmisores (y
neuromoduladores) contenidos en las neuronas
individuales y sus proyecciones y conexiones
centrales, se ha definido gracias a estudios del ENS
(Furness & Costa, 1987).

Para poder establecer que compuestos
localizados en los nervios son realmente
cotransmisores, deben satisfacer varios criterios: (i)
La substancia se sintetiza y almacena en el terminal
nervioso; (ii) la substancia se libera tras Ila
estimulacion nerviosa; (iii) deben identificarse
receptores especificos para la substancia en sitios
postunion que, al ocuparse, inducen cambios en la
actividad postunion; (iv) debe estar presente un
sistema de transporte para la propia substancia o
para sus productos de descomposicion, la captacion
de los mismos conduce a la renovacion del
almacenamiento del mensajero en los terminales
nerviosos (Burnstock, 2004).

3.2.5.3.1 Co-transmision e interacciones entre los
neurotransmisores inhibitorios

Los neurotransmisores propuestos para las
MN entéricas inhibitorias en el tracto GI son el NO,
el VIP, el ATP, el PACAP, el CO y la CGRP.
Mediante estudios inmunohistologicos y
morfologicos se ha descrito la co-localizacion de los
mismos y/6 de sus enzimas de sintesis en las MN
entéricas inhibitorias del tracto GI superior,
incluyendo al LES (Ny et al., 1994; Ny et al,
1995a; Uc et al., 1997, Werkstrom et al., 1997).
Las sustancias co-localizadas pueden actuar como
neuromodulador, neurotransmisor o con efectos
troficos (Burnstock, 2004).
Se han propuesto varios mecanismos de interaccion
entre los neurotransmisores:

a) La liberacion en paralelo de dichas substancias,
presentando acciones independientes en los sitios
especificos  postuniéon  (conocida como  co-
transmision) (Burnstock, 2004);

b) Vias acopladas en serie (modelo cascada) con
liberacion de otros neurotransmisores, 6 modulacion
preunion y/o postunion de la sintesis de una
substancia  concreta a través de  otros
neurotransmisores.

INTERACCION VIP-NO: se ha descrito que la
interaccion entre VIP y NO puede producirse: (i)
VIP y NO acttan en paralelo a través de distintos
mecanismos de relajacion dependiendo de la
actividad de la adenilato ciclasa y de la guanilato
ciclasa, respectivamente (Barbier & Lefebvre, 1993;
Boeckxstaens et al., 1992; Farré et al., 2006; Keef
et al., 1994; Tettrup et al., 1991); (i) VIP y NO
actian en serie, donde el VIP liberado por las
neuronas estimula la produccion de NO, tanto en las
células musculares lisas como en los terminales
neuronales nerviosos, induciendo una relajacion
mediada por NO a través de la guanilato ciclasa
(Ergun & Ogulener, 2001; Grider, 1993; Grider et
al., 1992; Jin et al., 1993).

INTERACCION PACAP-NO: Al igual que el VIP,
se ha demostrado que también el PACAP es capaz
de estimular en serie la formacion de NO en las
c€lulas musculares del estomago de la cobaya, ya
que la relajacion inducida, de forma exogena, por
PACAP se inhibia parcialmente con un inhibidor de
la sintesis de NO (Katsoulis et al., 1996).

La via por la que VIP y PACAP estimulan la
formacion de NO en las células musculares es: VIP
y PACAP interaccionan con un receptor especifico,
(receptor acoplado a una proteina G (G;.,) sensible
a la toxina pertussis), que estd acoplado a Ia
activacion de la sintasa de NO unida a la membrana
plasmastica de las células musculares lisas y a la
estimulaciéon del influjo de Ca’’. La NOS y la
calmodulina estan fuertemente unidas entre ellas en
la membrana. El incremento de Ca*" conduce a la
activacion de la NOS y a la sintesis de NO. El NO
activa la guanilato ciclasa soluble (GCs) llevando a
la sintesis de GMP ciclico y a la activacion de la
proteina kinasa dependiente de CMPC (CG-kinasa)
(Murthy et al., 1996; Murthy & Makhlouf, 1994).

INTERACCION PURINAS-NO: Existe un papel
secundario para otros neurotransmisores, las purinas
acttan en paralelo con el NO en el estomago (Mule
& Serio, 2003) e intestino (De Man et al., 2003) de
raton, y en el colon de rata (Pluja er al., 1999).
También en el LES porcino el ATP actia en
paralelo con NO y VIP (Farré et al., 2006). Sin
embargo, el ATP puede inducir la produccién de
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NO en las células musculares lisas del yeyuno del
perro (Xue et al., 2000b).

INTERACCION  NO-CO: Diversos  anélisis
inmunohistoquimicos de la distribucién de la heme-
oxygenase-2 (HO-2, que sintetiza el CO) y de la
nNOS en el tracto intestinal humano (Miller et al.,
2001), felino y canino (Ny et al., 1997), y de
ratones (Zakhary et al., 1997) demostraron la co-
localizacion de nNOS y HO-2 en los ganglios del
MP, implicando que el CO y el NO pueden ser
producidos por las mismas neuronas. Xue et al., en
un estudio funcional (mecanico y electrofisioldgico)
del musculo liso intestinal de ratones carentes
(knockout) de nNOS, carentes de HO-2 o ambas
opciones simultaneamente, demostraron que Ila
relajacion muscular y la  neurotransmision
inhibitoria estaba reducida en dichos ratones
mutantes. En las preparaciones carentes de HO-2,
las respuestas a la estimulacion eléctrica estaban
casi abolidas a pesar de la expresion persistente de
la nNOS, mientras que el CO exoégeno restablecia
las respuestas normales, indicando que el sistema
NO no funciona en ausencia de la generacion de CO
(Xue et al., 2000a).

3.2.5.3.2 Co-transmision e interacciones entre los
neurotransmisores excitatorios

La acetilcolina (ACh) y la substancia P (SP)
son co-transmisores en las neuronas excitatorias
entéricas  (Burnstock, 2009). En distintas
preparaciones de musculo liso gastrointestinal (GI)
se ha demostrado que la ACh, la SP y la NKA
presentan una co-localizacion y co-liberacion
neuronal (Holzer & Holzer-Petsche, 1997; Lippi et
al., 1998; Maggi et al., 1993). La ACh es el
principal neurotransmisor excitatorio en el tracto GI
y las taquiquininas pueden tener un papel mas o
menos importante en la contraccion dependiendo de
la porcion del tracto GI estudiada (Cao et al., 2000;
El-Mahmoudy et al., 2003; Krysiak & Preiksaitis,
2001). Respecto al esofago, diversos estudios
inmunohistoquimicos han demostrado la presencia
de SP en los nervios que inervan el musculo liso en
el gato (Leander et al., 1982), la zarigiieya
(Christensen et al., 1989) y el humano (Krysiak &

Preiksaitis, 2001; Singaram et al., 1991; Singaram
et al., 1994; Wattchow et al., 1987; Wattchow et
al., 1988).

Domoto et al., realizaron un estudio
mecanico ¢ inmunohistoquimico de diferentes capas
musculares  esofigicas de la  zarigiieya.
Determinaron que: 1) los transmisores utilizados en
la union neuromuscular de la muscularis mucosa
eran la ACh y un mediador tipo-SP actuando en
receptores separados; 2) la ACh liberada de los
nervios intrinsecos inhibe la liberacion del
neurotransmisor tipo-SP; y 3) ambos mediadores
estan presentes en las mismas varicosidades
nerviosas y liberados en serie por la actividad
nerviosa (Domoto et al., 1983).
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Figura 8. Representacion esquematica de las dos vias paralelas principales de la neurotransmisién neuro-
efectora en el LES porcino. La relajacion del LES estd mediada por: (i) el NO a través de de la sefializacion de la
guanilato ciclasa y mecanismos insensibles a la apamina; (ii) el ATP o una purina relacionada actuando sobre los
receptores P2Y,, pero también con una menor contribucion de los receptores purinérgicos P2X y el PACAP. La
contraccion del LES estd mediada por: (i) la ACh en mayor medida; (ii) las taquiquininas. GC: guanilato ciclasa; NOS: sintasa
de 6xido nitrico; SK: canales de K activados por Ca* de baja conductancia Kca, siow) (Farré etal., 2006).

3.2.6 Neurotransmisores
neuronales

neuro-

3.2.6.1 Ligand gated ion channels (LGIC)

Los receptores tipo canales idnicos
dependientes de ligando (LGIC) son el segundo
gran grupo de receptores del ENS: Los LGIC son
proteinas de membrana integrales que contienen un
poro que permite el flujo de determinados iones a
través de la membrana plasmatica. Este flujo es
pasivo y se impulsa por un gradiente electroquimico
para los iones permeables. Los canales se abren o se
cierran, por la unién de un neurotransmisor a un
sitio(s)ortostérico (sitio habitual) desencadenando
un cambio conformacional que produce un estado
de conduccién, porque cambia la permeabilidad del
canal a un ion o iones especificos. No pueden pasar
iones a través del canal cuando estd inactivo, pero

cuando se une el ligando se permite el paso a su
través de 107 iones por segundo.

La modulacion del gating
(apertura/activacion 0  cierre/desactivacion  de
canales i6nicos) puede producirse por la union de
moduladores enddgenos o exdgenos a los sitios
alostéricos (sitio de unidn fuera del sitio habitual).

Los LGIC median la transmision sinaptica
rapida (ms, en escala de tiempo) en el sistema
nervioso y en la unién neuromuscular somatica
(musculo estriado). Esta transmision implica la
liberacion de un neurotransmisor desde una neurona
pre-sinaptica y la posterior activacion de receptores
localizados post-sinapticamente que median una
senal eléctrica rapida y fasica (el potencial
postsinaptico excitatorio o inhibitorio).

Sin embargo, ademas de su papel tradicional en la
neurotransmisiéon  fasica, se ha establecido
actualmente que algunos LGIC median una forma
tonica de regulacion neuronal que se produce por la
activacion de receptores extra-sinapticos debido a
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niveles ambientales bajos de neurotransmisor
(Alexander ef al., 2011).

Los LGIC pueden clasificarse en tres
superfamilias: teniendo en cuenta que presentan
similares secuencias de aminoacidos. Una familia se
compone por receptores que estan codificados por
genes distintos aunque similares y que reaccionan
basicamente a través del mismo mecanismo con el
mismo neurotransmisor. Una superfamilia, es un
conjunto de familias de receptores que presentan
funciones y mecanismos diferentes, muchas veces
reaccionando a neurotransmisores diferentes, pero
que parecen evolucionar de un ancestro comun. Las
tres superfamilias de LGIC son (Hucho & Weise,
2001):

3.2.6.1.1) La Superfamilia de receptores que se
asemejan a los receptores colinérgicos nicotinicos

(mAChR)

Consta de: (i) los receptores glicina (GlyR), (ii) los
receptores GABA, (GABALR), (iii) los receptores
de acetilcolina de tipo nicotinico (nAChR), y (iv)
algin receptor de serotonina (5-HT3;R). Presentan
una arquitectura basica de pentamero (Hucho &
Changeux, 1973). Tienen similares lazos peptidicos
formados por puentes disulfuro, patron de
glicosilacion y distribucion de los residuos prolina y
Ser/Thr (en un dominio especifico que forma la
pared del canal). Todos los receptores tienen cuatro
secuencias de aminoacidos hidrofobicos, que cruzan
la membrana plasmatica, se denominan “receptores
con cuatro secuencias transmembrana (4TM)”.
Todos presentan estructuras terciaria y cuaternaria
similares.

(1) Receptor glicina: Los GlyR se expresan en
algunas neuronas mientéricas. En estudios in vitro,
la glicina induce contracciones bifasicas y sensibles
a la neurotoxina tetrodotoxina (TTX) en tiras
musculares circulares del colon de la cobaya
(Pritchett et al.,, 1989). En este mismo modelo
animal, estudios electrofisiologicos intracelulares en
colon y estobmago muestran que la glicina
depolariza neuronas mientéricas (en este estudio
clasificadas como neuronas tipo-S (interneuronas,
motoneuronas) y tipo-AH (neuronas sensoriales
intrinsecas) (Neunlist et al., 2001). El GlyR es un
receptor tipo canal idnico con permeabilidad al
anion CI. El antagonista del receptor de la glicina
es la estricnina. El origen de la glicina endbgena
que activa los GlyR de las neuronas seria no-
neuronal, ya que no se dan respuestas sinapticas
sensibles a estricnina en las neuronas mientéricas.
La glicina que activaria el receptor procederia de
fuentes alimenticias (Pritchett ez al., 1989).

(i1)) Receptor GABA4: El GABA vy ¢l enzima
responsable de su sintesis, la dcido glutamico
decarboxilasa, se localizan en algunas neuronas
entéricas (Jessen et al., 1986). Las neuronas
entéricas también expresan un sistema de
recaptacion de GABA de alta afinidad, y Ia
liberacion de GABA es sensible a la neurotoxina
tetrodotoxina y dependiente de calcio (Kerr &
Krantis, 1983; Taniyama et al., 1983). Aunque el
receptor GABA, se localiza en las neuronas
sensitivas también se ha encontrado GABA en
neuronas que inervan las capas musculares
intestinales, y no se ha encontrado en los terminales
nerviosos en los ganglios (Furness et al., 1989;
Pompolo & Furness, 1990). Por tanto, no esta clara
la fuente endogena de GABA que seria necesaria
para la activacion fisiologica de los receptores
GABA, en las neuronas sensitivas.

En los mamiferos, se han descrito secuencias de seis
a, tres 3, tres Y, un O, tres P, un € un Ty un 0
subunidades del receptor GABA 4.

Los GABA, son receptores tipo canales
i6nicos con permeabilidad a los cationes CI". Los
agonistas del receptor gabaérgico GABA, en el
ENS son: GABA, muscimol. Los antagonistas del
receptor glutamatérgico GABA, en el ENS son:
Picrotoxin, bicuculline (Galligan, 2002).

(ii1)) Receptor nAChR: Propiedades de los
nAChRs entéricos: existen diferentes subtipos de
nAChRs neuronales con propiedades especificas en
funcién de su composicion, que viene dada por la
combinacion de subunidades a y B (Colquhoun &
Patrick, 1997, Lindstrom et al., 1996). Estudios
inmunohistoquimicos en el intestino de la cobaya
revelan que muchas neuronas entéricas expresan las
subunidades 03 y a5 mientras que so6lo algunas, asi
como fibras nerviosas, expresan la Q7
(Kirchgessner & Liu, 1998; Zhou ef al., 2002). Las
neuronas de los ganglios autondmicos expresan
tipicamente nAChRs compuestos por subunidades
03 combinados con 05,2 y/o B4 (Wang et al.,
1996). En las neuronas mientéricas estan presentes
las subunidades a3, a5y B2 (Zhou et al., 2002).
Las neuronas entéricas no expresan nAChRs
funcionales que contengan la subunidad a7
(Barajas-Lopez et al., 2001; Toroscik et al., 1991;
Zhou et al., 2002). Los nAChRs son receptores tipo
canales ionicos con permeabilidad a los cationes
Na’, K% Ca®". Los agonistas del receptor
colinérgico nicotinico en el ENS son: acetilcolina
(ACh), nicotina y DMPP. Los antagonistas de los
nAChRs en el ENS son: hexametonio,
mecamilamina (antagonista mas potente en nAChRs
con subunidades [4) y DHBE (dihydro-B3-
erythroidine) (Harvey & Luetje, 1996). La a-
bungarotoxina es un antagonista de los nAChRs
compuestos por subunidades a7 que no tiene efecto
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en las respuestas mediadas por nAChRs en el
intestino (Barajas-Lopez et al., 2001; Toroscik et
al., 1991; Zhou et al., 2002). nAChRs presindpticos:
los nAChRs estan localizados en la region
somatodendritica de las interneuronas y las
motoneuronas donde median la excitacion de las
mismas (Kunze & Furness, 1999; To6roscik et al.,
1991). Sin embargo, también pueden localizarse
nAChRs en los terminales nerviosos donde estos
receptores median la liberacion de
neurotransmisores ~ por un  mecaniSmo  no
dependiente de la transmision de un potencial de
accion y por tanto insensible a la TTX (MacDermott
et al., 1999; McGehee et al., 1995; Wonnacott,
1997).

(iv) Receptor 5-HTj3: Localizacion y funcién
de los receptores 5-HT; entéricos: En el intestino
delgado y en el colon, los 5-HT;R se localizan en
los terminales nerviosos sensitivos entéricos de la
mucosa (Bertrand et al., 2000; Foxx-Orenstein et
al., 1996). La serotonina (5-HT), liberada de las
células enterocromafines en la mucosa, inicia
reflejos intestinales, en parte, por la activacion de
los 5-HT;R en las terminaciones de la mucosa de
las neuronas sensitivas mientéricas (IPAN), con
posterior activacion de las MNs e interneuronas del
MP. En el intestino delgado, los 5-HT;R también
estan localizados en los cuerpos celulares nerviosos
de las MNs, interneuronas y las IPAN del ENS
produciendo depolarizaciones desensibilizantes y de
desarrollo rapido (Crist & Surprenant, 1988;
Derkach et al., 1989; Zhai et al., 1999; Zhou &
Galligan, 1999). En el estomago, combinando
estudios electrofisiologicos con marcaje retrogrado,
mostraron que las neuronas mientéricas gastricas
con proyecciones ascendentes expresan receptores
5-HT; funcionales (Michel et al.,, 1997). Las
neuronas que expresan 5-HT3;R son colinérgicas y
contienen también SP (Michel et al., 1997). Por
tanto, los 5-HT;R podrian participar en el control
neural de la motilidad gastrica.

La 5-HT actuando sobre 5-HT;R también

puede participar en la transmision ganglionica en el
MP.
Los 5-HT5R son receptores tipo canales idnicos con
permeabilidad a los cationes Na', K*, Ca*". Los
agonistas del receptor serotoninérgico 5-HT; en el
ENS son: 5-HT, 2-Me-5-HT. Los antagonistas de
los 5-HT;R en el ENS son: ondansetron,
granisetron, alosetron (Galligan, 2002).

Se han clonado cinco subtipos de receptores
5-HT; humanos (5-HT;ag), siendo caracterizados
con detalle los complejos homo-oligoméricos de 5-
HT;s y hetero-oligoméricos con subunidades 5-
HT;a y 5-HT;3g. Las subunidades 5-HT3c, 5S-HT3p y
5-HT;g, igual que la subunidad 5-HT;g, no forman
homoémeros funcionales, pero se asocian con la

subunidad 5-HTs4 para influir mas en su expresion
funcional que en su perfil farmacoldgico (Alexander
etal.,2011).

3.2.6.1.2) La Superfamilia de los receptores de

glutamato ionotrépicos (iGluR)

Presenta tres secuencias transmembrana
(3TM: M1, M3 y M4). Una cuarta secuencia
hidrofobica entra y sale de la membrana plasmatica
desde el lado citoplasmatico, de ese modo se forma
un lazo (lazo reentrante, dominio M2) que bordea el
canal. Los GluR son tetrameros. Las tres familias de
receptores ionotropicos de glutamato son AMPA,
Kainato y NMDA (Bigge, 1999).

Diferentes estudios en preparaciones in Vitro
musculo-nervio en el intestino de la cobaya
demostraron que las neuronas mientéricas expresan
receptores NMDA funcionales (Luzzi et al., 1988;
Wiley et al., 1991). Estudios inmunohistoldgicos
posteriores, mostraron que las neuronas entéricas
expresan inmunoreactividad a subunidades del
receptor AMPA, alrededor del 25-30% de las
neuronas mientéricas y sobre el 50% de las
neuronas de la submucosa contienen dichas
subunidades. Casi en cada neurona mientérica
puede encontrarse inmunoreactividad para el
receptor NMDA (Liu et al., 1997).

Los NMDA son receptores tipo canales
i6nicos con permeabilidad a los cationes Na', K,
Ca™. Los agonistas del receptor glutamatérgico
NMDA en el ENS son: glutamato, NMDA. Los
antagonistas del receptor glutamatérgico NMDA en
el ENS son: AP-5, MK-80.

Los AMPA son receptores tipo canales i6nicos con
permeabilidad a los cationes Na', K. Los agonistas
del receptor glutamatérgico AMPA en el ENS son:
glutamato, AMPA. Los antagonistas del receptor
glutamatérgico NMDA en el ENS son: CNQOX,
DNQX.

Los receptores NMDA se asocian como
heterémeros de las subunidades GluN1, GIuN2A-
GIluN2D, GluN3A-GIluN3B. Los receptores AMPA
se asocian como homémeros, ¢ heteromeros de las
subunidades GluAl, GluA2, GluA3, GluA4.

Los receptores Kainato se asocian como
homémeros de las subunidades GluK1, GluK2,
GluK3B (Alexander et al., 2011).
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3.2.6.1.3) Los receptores purinérgicos que unen

ATP (P2X)

Son miembros de la familia de los
receptores tipo LGIC que se abren como respuesta
al ATP extracelular. Los receptores P2X (P2XR)
contienen dos secuencias transmembrana (2TM).
Tienden a formar homotrimeros estables
(subunidades idénticas) y también pueden existir
como heteromeros (P2X;;) (Nicke et al., 1998;
North & Surprenant, 2000; Robertson et al., 2001).
Todas las subunidades pueden formar receptores
homoméricos excepto el P2X.

Los P2XR son receptores tipo canales
i6nicos con permeabilidad a los cationes Na', K,
Ca”" y excepcionalmente al anion CI. Los agonistas
de los P2XR en el ENS son: ATP (ligando
endogeno),  2-Me-S-ATP,  a,f-meATP. Los
antagonistas de los P2X en el ENS son: PPADS,
suramin, TNP-ATP (Galligan, 2002).
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Estudios de la excitacion sinaptica rapida
(fEPSP) en preparaciones del plexo mientérico del
intestino de la cobaya (ileon, yeyuno, colon
proximal y distal) mostraron que estas fEPSP tenian
un componente mediado por los receptores P2X,
aunque éste era mas importante en el ileon (LePard
et al., 1997). Los receptores P2X también participan
en la activacion de las neuronas sensitivas
intrinsecas e inician los reflejos motores intestinales
(Bertrand & Bornstein, 2002).

Los P2XR se distribuyen de forma extensa
por todo el cuerpo, incluyendo los sistemas
nerviosos autéonomo y periférico, el musculo liso, el
corazén y los leucocitos. Estan implicados en un
rango de procesos fisiologicos tales como Ia
modulacion de la transmision sinaptica, el tono
vascular, el ritmo cardiaco y la contractibilidad y
nocicepcion.
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Figura 9. Representacion esquematica de los posibles receptores tipo LGIC de las vias motoras inhibitoria y
excitatoria en el es6fago porcino. Los LGIC que se expresan en las motoneuronas del sistema nervioso entérico son:
(i) los receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs); (ii) los receptores purinérgicos P2X; y (iii) los receptores
serotoninérgicos 5-HT;. Se ha descrito que estos LGIC participan en la transmisién a las motoneuronas entéricas

inhibitorias y excitatorias (Galligan, 2002).
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4. TECNICAS DE ESTUDIO IN VITRO

Para el estudio de los neurotransmisores implicados
en la transmision neuroefectora y neuro-neuronal en
tejidos del tracto GI (desde el esofago hasta el
esfinter anal) de diferentes especies se emplean
técnicas in vitro como son: (i) el Bario de Organos,
y (i) la técnica  electrofisiologica  de
Microelectrodos.

(i) La Técnica de Baiio _de Organos,
permite el estudio de la motilidad de preparaciones
de musculo liso. Se estudia la respuesta mecanica,
registrandose los cambios de tension en el tono, es
decir permite la evolucion de la relajacion o
contraccion del musculo liso como respuesta a la
estimulacion eléctrica o farmacologica de los
diferentes elementos de la preparacion. Se estimula
la preparacion de dos maneras diferentes, por un
lado, se emplea la estimulacion eléctrica de campo
(EFS) de las MNs del MP contenidas en el
segmento estudiado, y por otro, se emplea la
estimulacion farmacoldgica, mediante la adicion
exogena de agonistas de receptores musculares o
neuronales. En ambos casos, se estudian los efectos
sobre el tono. Se utilizan antagonistas para evaluar
la liberacion enddgena de neurotransmisores en las
respuestas inducidas por la estimulacion eléctrica de
las MNs. también se emplean para estudiar su
efecto sobre el tono.

(i1)) La Técnica de Microelectrodos, sc
aplica a las células musculares lisas del tracto GI, y
mide el potencial de membrana de las mismas
gracias a la insercion de un electrodo muy fino
dentro de la célula (o microelectrodo) junto con un
electrodo de referencia extracelular. Permite medir
la hiperpolarizacion del potencial de membrana
(RMP, resting membrane potential), conocida como
potencial postunion inhibitorio (IJP, inhibitory
Jjunction potential) de las células musculares, debido
a la estimulacion selectiva de las neuronas
inhibitorias mediante diferentes tipos de pulsos
eléctricos. Permite estimar los efectos tanto de los
posibles  neurotransmisores sobre el RMP
(hiperpolarizacion el caso de los NANC
inhibitorios), mediante su adicion exdgena, como de
los diferentes antagonistas sobre los IJPs obtenidos.

5. FISIOLOGIA NORMAL DEL
ESOFAGO Y DEL LES. CONTROL DE
LA ACTIVIDAD MOTORA

Tanto en la degluciéon como en el periodo
entre degluciones, tiene lugar una actividad motora
coordinada para conseguir funciones motoras
esofagicas normales. El UES y el LES se relajan

durante la deglucion, y el EB secuencia
adecuadamente una contraccion peristaltica para
ayudar al transporte aboral del bolo hacia el
estomago. En el periodo entre degluciones, los
esfinteres mantienen el tono para prevenir el
movimiento oral de los contenidos esofagicos 6
gastricos, y el cuerpo esofagico se mantiene
colapsado y vacio. Las acciones motoras esofagicas
coordinadas iniciadas por la accioén voluntaria de la
deglucidon se denominan peristalsis primaria. La
contraccion progresiva del cuerpo esofagico
inducida mediante la distension (reflejo local) por la
comida mal aclarada o por contenidos gastricos
refluidos se denomina peristalsis secundaria, y
comienza en la zona del estimulo intraluminal 6 por
encima de éste (Clouse & Diamant, 2006).

La peristalsis terciaria es un mecanismo
intramural local que, en ausencia de conexiones con
el centro de la deglucion, puede actuar a veces
como un mecanismo de reserva para producir
peristalsis en el segmento esofagico de musculo
liso.

5.1 Peristalsis en el musculo estriado

La peristalsis esofagica comienza en la
region del musculo estriado del EB como una
progresion de la actividad muscular programada
centralmente en la faringe y el UES. La
coordinacion de la contraccion del musculo estriado
esta totalmente bajo control del CNS que dirige: (i)
el inicio de la onda peristltica primaria y
secundaria (Roman & Gonella, 1981; Ryan et al.,
1977). La peristalsis en esta porcion del esofago
estd generada por el nucleo ambiguo (NA) y
mediada por las neuronas motoras inferiores
(LMNs) vagales; (ii) y la naturaleza secuencial de la
contraccion. Es el NA el que genera una activacion
secuencial de las LMNs vagales, las cuales, una a
una producen contracciones anulares sucesivamente
mas distales en el esofago estriado. Son las
neuronas de deglucion promotoras en el subnicleo
central del NTS (nucleo del tracto solitario) las que
inician una activacion secuencial de las LMNs
vagales mediante descargas sumamente organizadas
y ordenadas. Esta activacion en serie de las
neuronas que inervan progresivamente regiones
distales produce ondas ordenadas de contracciones
de musculo estriado en direccion craneocaudal que
constituyen la contraccion peristaltica.

La peristalsis en esta region es abolida por
vagotomia o enfriamiento vagal bilateral (Roman &
Gonella, 1981; Ryan et al., 1977). La estimulacion
eléctrica directa de las eferentes LMN vagales solo
puede generar contracciones simultaneas en todos
los niveles del musculo estriado, lo que indica la
relevancia de los mecanismos centrales (Grundy,
1988) (Figura 10).
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Figura 10. Peristalsis en la porcién de misculo
estriado del es6fago. La peristalsis secundaria inducida
por distension y la propulsion esofagica en la porcion del
musculo estriado estdn mediadas por reflejos centrales.
Se piensa que la inhibicion deglutida en el esofago
cervical estd mediada centralmente inhibiendo a las
LMNs en la formaciéon compacta del NA. Se desconoce
si las neuronas positivas a NOS, intramurales en el MP
dentro del musculo estriado, juegan un papel en la
peristalsis y en la inhibicion deglutida. Se piensa que un
disparo secuencial central de neuronas motoras vagales
con fibras nerviosas independientes yendo de forma
progresiva y distal en el es6fago conduce a la peristalsis
en la porcion de musculo estriado esofagica. (Adaptado
de Mashimo & Goyal., 2006).
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5.2 Peristalsis en el musculo liso

El control de la peristalsis en la porcion
esofagica de musculo liso es mas complicado, ya
que es necesaria una combinacion integrada de los
mecanismos tanto central como intramural o
intrinseco. E1 CNS es necesario para la activacion
de la peristalsis primaria y ejercer algin control
sobre la secuenciacion de las contracciones
peristalticas. Sin embargo, la peristalsis puede
también producirse independientemente del CNS, lo
que destaca la importancia del mecanismo
neuromuscular intrinseco de la pared esofagica en la
generacion de la onda peristaltica (Paterson, 2006).

5.2.1 Peristalsis primaria en el musculo liso

En la porcidn esofagica de musculo liso, la
deglucidon produce el reflejo peristaltico que se
genera centralmente y estd mediado por las

neuronas vagales preganglionicas del nucleo motor
dorsal (DMN) (Figura 11). La peristalsis inducida
por deglucion se denomina peristalsis primaria.
Esta, es abolida por vagotomia bilateral. Las
neuronas  eferentes  preganglionicas  vagales
estimulan la peristalsis activando y modificando el
reflejo peristaltico esofagico intrinseco (peristalsis
secundaria).

El reflejo deglutorio que provoca la
peristalsis primaria esta organizado en el centro de
deglucion (localizado en el tronco del encéfalo) y se
comunica con el musculo liso esofagico mediante
las neuronas preganglidnicas: (i) se inicia la
deglucion y se activan primero las eferentes
preganglionicas que proyectan hacia las neuronas
postganglionicas NANC. Estas eferentes causan
una rapida inhibicion (< 1 s del inicio de Ia
deglucion) de todo el musculo liso esofagico,
fenomeno conocido como inhibicion deglutoria. El
grado y la duracidn de la inhibicién son mayores en
el extremo distal del esdfago, debido a un gradiente
de influencia NANC creciente que describiré mas
adelante en este mismo capitulo (descripcion del
mismo en el apartado Peristalsis secundaria en el
musculo liso, pdg.26); este gradiente se conoce,
también, como gradiente de latencia; (ii) tras la
respuesta inhibitoria se produce una contraccion
rebote con latencias incrementadas
progresivamente a lo largo del esofago; (iii) la
deglucidn inicia también la activacion secuencial de
un segundo grupo de fibras eferentes
preganglionicas con periodos de latencia
registrados de entre 1s y S5s. Se piensa que estas
fibras con latencias de mayor duracion proyectan
hacia las neuronas excitatorias del MP esofagico.

Durante la deglucion, la secuencia de
excitacion colinérgica estd programada para que se
superponga a la contraccion rebote NANC, esto
hace que aumente la amplitud y modula el gradiente
de latencia de la contraccidon peristatica primaria
(Gidda & Goyal, 1984).

En los humanos, si al beber realizan tragos
(degluciones) sucesivos y rapidos del orden de un
trago cada 2 s, se observa claramente la inhibicion
deglutoria que precede a la peristalsis primaria, ya
que cada trago sucesivo inhibe la contraccion
peristaltica de la deglucion anterior y el esdfago
permanece inhibido hasta la ultima deglucion a la
que sigue la contraccidon peristaltica (Sifrim et al.,
1992).
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Figura 11. Control central de la peristalsis en la
porcion esofagica de musculo liso. Tras la deglucion, se
activan primero las neuronas de la via inhibitoria en el
DMN caudal (cDMN), que produce la inhibicién
simultdnea de todas las zonas esofagicas, siendo mas
larga en la zona inferior que en la superior. Cuando ésta
finaliza, la activacion secuencial de las neuronas
excitatorias (incluyendo colinérgicas) en el DMN rostral
(rDMN) produce una onda de contraccion de naturaleza
peristaltica. Las neuronas inhibitorias mientéricas actiian
liberando un neurotransmisor inhibitorio NANC, el NO.
(Adaptado de Mashimo & Goyal, 2006).

5.2.2 Peristalsis secundaria en el musculo liso

Se denomina peristalsis secundaria a la
producida por los reflejos locales (intrinsecos). La
peristalsis esofagica intrinseca estd mediada por
las neuronas mientéricas excitatorias colinérgicas
¢ inhibitorias NANC actuando de forma conjunta.
Aunque normalmente se las denomine como
“inhibitorias”, la estimulaciéon de las neuronas
NANC (motoneuronas inhibitorias) en las tiras de
musculo liso produce una respuesta bifasica que
consiste en: (i) una inhibicion, (ii) seguida de una
contraccidn rebote:

En los musculos lisos que no tienen tono
basal (caso del cuerpo esofagico), la inhibicidén se
manifiesta s6lo como un periodo de latencia
durante el periodo de estimulacién nerviosa. La

contraccidon del musculo liso se produce al final de
un estimulo prolongado y se denomina contraccion
rebote 6 contraccion-off (Christensen & Lund,
1969). Weisbrodt & Christensen, (Weisbrodt &
Christensen, 1972) estudiaron tiras de musculo
circular esofagico de la zarigiieya, y describieron
que las latencias de la contraccion-off (rebote)
aumentaban progresivamente en la orientacion
craneocaudal. Estos autores propusieron, pues, que
los nervios NANC son los que generan ¢l gradiente
de latencia a lo largo del esofago. Estudios
posteriores demostraron que el NO era el
neurotransmisor NANC responsable de esta
respuesta bifasica (Christinck ef al., 1991; Knudsen
et al., 1991; Murray et al., 1991; Preiksaitis et al.,
1994b).

Estudios in vitro (Murray et al., 1991) e in
vivo (Yamato ef al, 1992b) en la =zarigiieya
demostraron que los inhibidores de la NOS
suprimen la latencia y el gradiente de latencia de
las contracciones esofagicas producidas por la
estimulacion de los nervios NANC en diferentes
niveles del esofago, originando la aparicion de
contracciones simultaneas no progresivas.

Las neuronas excitatorias del MP esofagico

son de naturaleza colinérgica, ya que emplean la
ACh como neurotransmisor. En estudios in vitro
empleando la estimulacion nerviosa:
(i) de corta duracién, aparece primero la respuesta
inhibitoria NANC seguida de la contraccion
colinérgica, que puede solapar a la contraccion
rebote NANC; (ii) de duracidén prolongada, la
contraccidon colinérgica y la contraccién rebote
NANC pueden aparecer por separado. La
contraccion colinérgica se produce cercana al inicio
del estimulo y se denomina contraccion-on; la
contraccion rebote NANC se produce al finalizar el
estimulo y se denomina contraccion-off (Crist et
al., 1984a). De forma similar a las neuronas NANC,
las neuronas colinérgicas forman un gradiente
colinérgico pero en este caso su influencia decrece
distalmente a lo largo del esofago (Crist ef al.,
1984b). Crist et al. presentaron un modelo que
incorporaba los gradientes de influencias NANC
creciente y colinérgica decreciente a lo largo del
esofago para explicar la amplitud y la latencia de la
peristalsis esofagica (Figura 12). Este modelo
permite explicar: (a) los mecanismos periféricos del
comportamiento tipo-peristaltico de las tiras
musculares circulares esofagicas in vitro; (b) y la
peristalsis esofagica producida por la estimulacion
in vivo de las eferentes vagales.
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5.3 Relajacion del Esfinter Esofagico

Inferior

El LES esta formado por musculo liso
tonico con propiedades miogénicas intrinsecas, que
en condiciones basales, mantienen dicho esfinter
permanentemente cerrado. Desde el punto de vista
manométrico, el LES se muestra como una zona de
alta presion presente en el extremo inferior del
esofago. Este tono miogénico esta modulado tanto
por las vias vagales excitatorias como por las
inhibitorias. En estudios in vivo, se ha demostrado
que cuando las influencias excitatorias e inhibitorias
son iguales, ni la vagotomia bilateral (Rattan &
Goyal, 1974) ni el empleo de la neurotoxina
tetrodotoxina (TTX) cambian la presion del LES
(Goyal & Rattan, 1976). Por otro lado, el
antagonismo selectivo de una sola de las vias lleva a
efectos sin oposicion de la otra via. Esto quiere
decir que el bloqueo de la via excitatoria colinérgica
mediante agentes anticolinérgicos (Dodds et al.,
1981) o toxina botulinica (Pasricha et al., 1993)
disminuye la presion del LES debido a una accion
sin oposicion de los nervios inhibitorios. En
cambio, el bloqueo de la via inhibitoria nitrérgica
con inhibidores de la NOS produce un aumento de
la presion del LES debido a una accion sin
oposicion de los nervios excitatorios (Xue et al.,
1996; Yamato et al., 1992a).

La activacion selectiva de la via inhibitoria
vagal puede generar el reflejo de relajacion del LES
asociado con la deglucion. La relajacion del LES es
una parte integral de la peristalsis primaria
inducida por la deglucion: con el inicio de Ia
deglucion, el LES relaja la presion intragastrica

Musculoliso

| LES

Colinergico

No colinergico
!ﬁ?}gé%g’ Colinergico

No colinérglco

Figura 12. Gradiente de nervios inhibitorio no-
colinérgico y excitatorio colinérgico en la
porcion esofidgica del misculo liso. La
inervacién excitatoria colinérgica (color crema) es
mas marcada en la zona proximal y decrece
gradualmente en la parte distal. La inervacién
inhibitoria (color azul) se incrementa distalmente
a lo largo del es6fago. Tras la estimulacion, la
latencia de la contraccion aumenta gradualmente
de forma distal a lo largo del es6fago, resultando
en una contraccion de secuencia peristaltica
enteramente localizada localmente en la pared del
esofago. (Adaptado de Crist ef al., 1984b).

durante 8-10s y posteriormente se produce una
postcontraccion en la parte rostral/proximal del
LES, que es la continuacion de la contraccion
peristaltica en el EB. Esta serie de hechos permiten
el paso del bolo deglutido a través del LES de alta
presidon con una resistencia minima, y restituye la
barrera al contenido gastrico de forma inmediata
tras su paso. La relajacion del LES es el
componente mas sensible del reflejo peristaltico
primario (peristalsis primaria), ya que la relajacion
puede producirse sin peristalsis faringea 6 esofagica
asociada. La relajacion del LES producida por
distension de la porcion lisa del esdfago, con o sin
peristalsis secundaria asociada, es consecuencia de
reflejos locales intramurales, y no se afecta por
vagotomia.

Las vias excitatorias e inhibitorias vagales
hacia el LES se activan selectivamente en un
numero de reflejos motores que implican al LES. La
estimulacion de las aferentes vagales abdominales
y la distension del estdbmago proximal disparan la
via inhibitoria que produce la relajacion del LES.
Reflejos vago-vagales como eructar y las
relajaciones transitorias del esfinter (TLESR)
también dependen de la integridad de la via
inhibitoria para generar la relajacion del LES
(Chang et al., 2003).
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6. TRASTORNOS DE LA

MOTILIDAD ESOFAGICA

Los trastornos motores de la porcion
esofagica de musculo liso pueden clasificarse de
diversas maneras: (i) por la presencia de hipo- ¢
hipermotilidad; (i) en funcion del sintoma
principal; (iii) por el sindrome clinico; (iv) por
hallazgos de motilidad esofagica; (v) por transporte
esofagico del bolus; (vi) por fisiopatologia; 6 (vii)
por la zona anatémica de mayor implicacion. Las
clasificaciones mas recientes utilizan los elementos
fisiopatoldgicos que causan estas alteraciones como
mecanismo de ordenacion.

También, en la actualidad, se ha descrito la
Clasificacion de Chicago para los trastornos
motores esofagicos diagnosticados con manometria
de alta resolucion (Bredenoord et al., 2012). Esta
clasificacion se encuentra actualmente en fase de
validacion y aunque abre un extraordinario campo
de interés para la motilidad esofagica a nivel
clinico, no es objeto de discusion en esta tesis.

6.1 Clasificacion fisiopatologica de los
trastornos de la porcion de musculo

liso esofagico

Basados en el tipo de inervacion afectada,
los trastornos de la motilidad esofagica pueden
clasificarse, en lineas generales:
(i) Trastornos de la inervacion inhibitoria
(nitrérgica); o (ii) Trastornos de la inervacion
excitatoria (colinérgica 6 no-colinérgica).

(i) Trastornos de la inervacion inhibitoria: son
aquellos trastornos asociados con una funcion
reducida ¢ incrementada de la misma: i.1) Una
funciéon nerviosa inhibitoria disminuida/reducida
incluye tanto al espasmo esofagico difuso cuando
la reduccion es parcial y esta implicado,
principalmente, el EB, como a la acalasia, cuando
la reduccion es completa y estan implicados el LES
y el EB; 1.2) Una funcién incrementada de los
nervios inhibitorios nitrérgicos se manifiesta
mediante las relajaciones transitorias del esfinter
esofagico inferior (TLESR) y LES hipotenso.
Ambas anormalidades estan asociadas con la
enfermedad por reflujo gastroesofagico (GERD).

(ii) Trastornos de la inervacion excitatoria: son
aquellos que pueden incluir aquellos trastornos
asociados con una funcion reducida 6 incrementada
de la misma: ii.1) Manifestaciones de una funcién
nerviosa _excitatoria disminuida/reducida  son
similares a aquellas que presentan una funcién
miogénica disminuida. Incluyen la peristalsis
“hipotensiva” en el eséfago y LES hipotenso y
LES con un reflejo contractil pobre. Todas estas
anormalidades estan asociadas con ¢l GERD); ii.2)
Los nervios excitatorios con una funcién
incrementada, podrian ser responsables de las
contracciones peristalticas esofagicas hipertensas
/ hipertensivas (eséfago en cascanueces) 6 LES
hipertensivo y LES hiper contractil (Paterson et
al., 2006) (Figura 13).

TRASTORNOS MOTORES ESOFAGICOS

Trastomos de la
Inervacion inhibitoria

Trastomos de la

IIn&n-:nci,qn_f_:;::_ljca_tp_lin y musculo Iiz.ol

f@isminu}da‘} {éumentada

TLESR

'_.

< Hip-nl:ensiué}

ipertensivo

[

|_F'Er1-_=.talsls Hipote nslva] *1 |Peristalsis Hipertensiva| =

P
—* | Acalasia

|— LES Hipetensivo

| - I LES Hipertensivo -

Figura.13-Clasificacion fisiopatolégica de los trastornos motores de la porcion esofagica de musculo liso. DES,
espamo esofagico difuso; TLESR, relajaciones transitorias del esfinter esofagico inferior (Adaptada de Paterson ef al., 20006).
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, Trastornos Diagnosis Transito . . ,  Localizacion
Sintomas . ‘e . Fisiopatologia .
clinicos Manométrica Esofagico anatomica
Disfagia 'y . . | Nervios Esofago
dolor toracico Acalasia Acalasia Muy lento Inhibitorios toracico, LES
DES DES Lento {Nervios Eséfago
Inhibitorios toracico
TNervios
Peristalsis Lento Inhlbltqnos Esofago
Hipotensiva (posicional) iNerqu toracico
Excitatorios
|Miogénico
Ardor de TNervios
estdbmago y GERD TLESR Reflujo Inhibitorios LES
regurgitacion
TNervios
Inhibitorios
_ LES Reflujo |Nervios LES
Hipotensivo . .
Excitatorios
|Miogénico
Reflejo de | Nervios
contraccion de Reflujo Excitatorios LES
LES disminuido |Miogénico
TNervios
Peristalsis Lento Inh1b1tqr1os Esofago
Hipotensiva (posicional) \Nervios toracico
p p Excitatorios
|Miogénico
Dolor Hl?erlstalsp TNervios .

. . ipertensiva . . Esofago
toracico . Normal Excitatorios L .
e (Esofago en toracico

(¢disfagia?)
cascanueces)
TNervios
hi LES. Normal Excitatorios LES
1pertensivo
LES TNervios
hipercontractil Normal Excitatorios LES

Tabla.1- Muestra la correlacion entre la presentacion/tipo clinico del trastorno motor (primario 6 secundario) y
las vias motoras afectadas propuesta por William G Paterson (Porcion esofagica de musculo liso) (Adaptada de
Paterson et al., 2006).

6.1.1 Trastornos de la inervacion

inhibitoria

ACALASIA

La acalasia es un trastorno motor causado
por una degeneracion de las neuronas del MP
intramural. Se debe a una influencia neuronal
inhibitoria deficiente que implica tanto al EB como
al LES.

Se caracteriza por la presencia de
contracciones no-peristalticas en el segmento de
musculo liso esofagico, pérdida de la secuencia
peristaltica de las contracciones esofagicas debido a
la pérdida del gradiente de latencia de las mismas.

Asi como de una relajacion del LES ausente o
incompleta como respuesta a la deglucién, hecho
que la distingue de otros trastornos con aperistalsis
(Clavé & Castellvi, 2004).

Esta causada por una pérdida de neuronas
en el MP. En las fases iniciales de la enfermedad se
pierden, predominantemente, las  neuronas
inhibitorias que contienen VIP (Aggestrup et al.,
1983; Sigala et al., 1995) y la sintasa de NO (Lui et
al., 1997; Mearin et al., 1993), pero cuando la
enfermedad esta en una fase avanzada también se
perderian las neuronas excitatorias que contienen
ACh (Wattchow & Costa, 1996).

Las causas propuestas para la acalasia
primaria (6 idiopatica, causa desconocida) serian:

-29 -



Introduccion

degeneracion neuronal, infeccion viral, herencia
genética y enfermedad autoinmune. Se ha sugerido
que la lesion inicial del esdfago, quiza una infeccion
viral o algin factor medioambiental, produciria la
inflamacion del MP. Dicha inflamacion causaria
una respuesta autoinmune en la poblacion
susceptible predispuesta genéticamente.
Posteriormente, la inflamacion cronica destruiria las
células  gangliénicas mientéricas inhibitorias
produciendo un sindrome clinico de acalasia
idiopatica (Park & Vaezi, 2005).

Los sintomas que presenta son disfagia, dolor
toracico y regurgitacion.

DES (Diffuse esophageal spasm)

El espasmo esofagico difuso (DES) es un
trastorno de los nervios inhibitorios que causa una
inhibicion  deglutoria  deficiente  induciendo
contracciones simultaneas no-peristalticas en Ia
porcion esofagica de musculo liso. Pueden darse de
forma espontanea 6 en respuesta a la deglucion. Las
contracciones inducidas por deglucion pueden tener
una tension normal, incrementada 6 disminuida. La
relajacion del LES suele ser normal, aunque puede
producirse una disfuncién de la misma en menor
grado (Paterson et al., 2000).

No se conoce bien la patologia del DES.
Los pocos estudios histopatologicos disponibles
muestran una degeneraciéon neuronal irregular
localizada en los procesos nerviosos, y no en los
cuerpos celulares nerviosos (como es el caso de la
acalasia). Konturek er al., demostraron que los
pacientes con DES presentaban una disfuncion en la
sintesis o degradacion del NO endogeno (Konturek
et al., 1995). También se desconoce su etiologia. Se
piensa que, al menos en algunos pacientes, podria
representar el estadio inicial de una enfermedad de
denervacion del MP, ya que este trastorno puede
evolucionar a acalasia clasica.

Los sintomas mas usuales son disfagia a sélidos y
liquidos y dolor toracico.

TLESR (Transient Lower Esophageal Sphincter
Relaxation)

Se denomina TLESR al reflejo de las
relajaciones transitorias del LES (TLESR) que se
produce de forma no asociada a la deglucion 6 a
peristalsis esofagica. Es un reflejo vago-vagal
mediado centralmente, se activan las vias sensitivas
que van hacia el nucleo del tracto solitario (NTS) y
se activa después la via eferente del nicleo motor
dorsal (DMV) del nervio vago que inerva al MP,
donde hace sinapsis con las MNs inhibitorias y
excitatorias que inervan el LES.

El TLESR es el mecanismo fisioldgico por
el que se permite eliminar los gases del estomago
(eructo) y por el que se produce el reflujo
gastroesofagico en la poblacion sana (reflujo

fisioldgico). Sin embargo, cuando la frecuencia de
las TLESR se ve incrementada puede conducir a la
enfermedad por reflujo gastroesofagico (GERD).
Las TLESR estan asociadas, mas a menudo, con
episodios de reflujo gastroesofagico en presencia
del LES con un tono reducido (hipotenso) (Clavé et
al., 1998).

6.1.2 Trastornos de la inervacion
excitatoria y del misculo liso

Hipertensivo

PERISTALSIS  ESOFAGICA  HIPERTENSIVA

(ESOFAGO EN CASCANUECES),
LES HIPERCONTRACTIL Y LES HIPERTENSO

La peristalsis hipertensiva (también
conocida como Esofago en  cascanueces,
“nutcracker esophagus”), la hipertension del LES
aislado y el LES hipercontractil son diagnosticos
manométricos que presentan una importancia
clinica no suficientemente clara.

Se diagnostican cuando la amplitud de las
contracciones peristalticas, la post-contraccion
(after-contraction) del LES 6 la presion basal del
LES excede los valores normales.

El gradiente de latencia esta preservado, asi que no
es probable que estos trastornos impliquen una
pérdida de inervacion inhibitoria nitrérgica sino que
se debe a una hiperactividad de los nervios
excitatorios 0 a una hiperactividad de respuesta del
musculo liso a los nervios excitatorios. El estudio
inmunohistoquimico de pacientes con esofago en
cascanueces demostré que presentan un numero de
neuronas mientéricas inmunoreactivas a la enzima
colina acetiltransferasa (ChAT) mayor de lo
habitual, la ratio ChAT/NOS era significativamente
mayor tanto en el MP como en el musculo circular.
Existe un desequilibrio entre la inervacion
excitatoria e inhibitoria del esofago (Kim et al.,
2008).

Es importante subrayar que, tanto la
peristalsis hipertensiva como la hipertension del
LES aislado, son anomalias manométricas y no
entidades clinicas con secuelas funcionales
predecibles. De hecho, pueden ser fendémenos
transitorios relacionados con el estrés. Aunque la
anomalia manométrica mas comun encontrada en
pacientes con dolor toracico sea la peristalsis
hipertensiva, raramente coincide el dolor toracico
con los incrementos en la amplitud de la
contraccién. Se cree que las contracciones
hipertensivas son un probable epifendmeno, 6 un
indicador de hipersensibilidad o un eséfago hiper-
reactivo (Paterson et al., 2006).
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Hipotensivo
PERISTALSIS ESOFAGICA HIPOTENSIVA

El esofago hipotensivo se caracteriza por
una presion basal del LES reducida y unas
contracciones peristalticas esofagicas de baja
amplitud (< 30 mmHg), por debajo de ese valor el
transito esofagico y el aclarado de contenido
refluido son inefectivos. El tono basal reducido del
LES favorece el reflujo gastroesofagico causando
GERD. A menudo, las contracciones peristalticas
hipotensivas estan asociadas con contracciones no-
peristaticas  hipotensivas. Las  contracciones
esofagicas hipotensivas también se conocen
recientemente como motilidad esofdgica inefectiva,
particularmente en el contexto de pacientes con
reflujo gastroesofégico.

La fisiopatologia de la peristalsis
hipotensiva o de las contracciones no-peristalticas
puede implicar la supresion de la actividad
excitatoria colinérgica o una fuerza defectuosa de la
contraccion del musculo circular (atrofia muscular).
Una influencia colinérgica reducida causa tanto
reducciones en la fuerza de la contraccion como la
pérdida de la secuencia peristaltica. Entre el 25-40%
de los pacientes con GERD presentan peristalsis
con alteraciones secundarias de la motilidad del
cuerpo  esofagico caracterizadas por ondas
esofagicas de magnitud disminuida 6 por Ia
interrupcién de la progresion de la onda peristaltica
esofagica hasta el esofago distal (breaks).

No se sabe si es el resultado o la causa de la
esofagitis por reflujo. Causas secundarias de las
contracciones esofagicas hipotensivas incluirian el
uso de farmacos con efectos anticolinérgicos,
enfermedad vascular del colageno (incluyendo
escleroderma) vy enfermedades infiltrativas
(amiloidosis).

El sintoma que presentan es disfagia a
solidos debido a un transito defectuoso de la comida
deglutida porque las contracciones peristalticas no
tienen la fuerza necesaria para ocasionar una
propulsion esofégica eficaz (Paterson et al., 2006).

LES HIPOTENSIVO

Se caracteriza por un tono basal del LES
reducido, de manera que el gradiente de presion
entre el fundus gastrico y el LES es menor de
10mmHg. Esto puede causar reflujo del acido
gastrico hacia el es6fago cada vez que la presion del
estomago sobrepasa la del LES. Aunque la causa de
la hipotension del LES puede ser una disfuncion
del mecanismo colinérgico que regula la presion del
LES (Higgs et al., 1976), muchos casos estan
causados por un tono miogénico del LES
defectuoso. Puede producirse por miotomia
quirtrgica 6 dilatacién para la acalasia, por
inflamacion (esofagitis) asociada al reflujo. Los

casos graves de GERD presentan, a menudo, LES
hipotenso (Paterson et al., 2006).

6.1.3 Esofago Escleroderma

El esofago escleroderma es parte de un
trastorno del tejido conectivo, que lleva a la atrofia
del musculo liso esofagico con la consiguiente
pérdida del tono del LES y de la peristalsis
esofagica. De lo trastornos motores secundarios que
afectan al es6fago, es uno de los mas importantes.

La patologia se caracteriza por una atrofia

del musculo liso del eséfago y del LES con una
deposicion de colageno asociada entre las fibras de
musculo liso. Se desconoce su etiologia, pero se
cree que debe ser de naturaleza autoinmune.
Existen evidencias de disfuncion neuronal en la fase
inicial del eséfago escleroderma, posiblemente
debido a la microcirculacion defectuosa hacia las
neuronas intramurales. Posteriormente, se da una
marcada atrofia del muasculo liso esofagico con una
fibrosis importante. Esto produce una pronunciada
hipotension del LES y una pérdida de Ilas
contracciones peristalticas en el segmento de
musculo liso esofagico. Debido al escaso tono del
LES y al defectuoso aclarado esofagico,
normalmente, se produce reflujo.

Los pacientes pueden presentar sintomas 0
no presentarlos, 6 tener sintomas de reflujo, dolor
toracico y regurgitacion de acido. También es
comin la disfagia. Muchos pacientes tienen
asociado el fenémeno Raynaud. También pueden
tener sintomas respiratorios (Paterson et al., 2006).

6.1.4 LES incompetente y GERD

El LES incompetente es una de las causas
mas importante de los mecanismos de barrera
antirreflujo defectuosos en la union gastroesofagica
(GEJ), y de desarrollo de la enfermedad por
reflujo gastroesofagico (GERD).
La incompetencia del LES puede deberse a su
hipotension, a una elevada presion intraabdominal
que desborda a un cercano LES normal y a TLESR.
Otros factores que pueden desempefiar un papel
importante en el reflujo gastroesofagico serian una
reducida respuesta contractil del diafragma crural y
la presencia de una hernia de hiato.

GERD

La enfermedad por reflujo
gastroesofagico (GERD) se produce debido a una
complicacion de las defectuosas barreras anti-
refluyjo en la GEJ. Las barreras anti-reflujo
inefectivas pueden ser vulnerables debido a Ia
hipotension y a las relajaciones transitorias del LES
que se producen con una frecuencia mayor en
pacientes con GERD y ademas se asocian mas
frecuentemente a episodios de reflujo.
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La dislocacion del LES en el torax y la hernia de
hiato también pueden perjudicar la competencia del
LES, dado que permiten la disociacion entre los
componentes extrinseco (diafragma crural) e
intrinseco del LES.

El aclarado esofagico defectuoso de los contenidos
gastricos  refluidos debido a contracciones
hipotensivas 0 no-peristalticas puede empeorar el
dafio en la mucosa esofagica causado por el reflujo
del acido.

La enfermedad por reflujo
gastroesofagico (GERD) estd asociada con
sintomas de pirosis (sensacion de ardor en la region
del esternén) y regurgitacion. Algunos casos
presentan sintomas debidos a factores laringeos y
faringeos y sintomas pulmonares debido a la lesion
del acido gastrico. En los casos mas graves pueden
darse sangrado esofagico, constriccion péptica y
metaplasia intestinal con sus complicaciones
asociadas.

RELAJACIONES TRANSITORIAS DEL LES (TLESR)

La deglucion estd asociada con una
relajacion transitoria del LES y con contracciones
peristalticas esofagicas. Las TLESRs estan
inducidas por un reflejo vagal en el que Ia
informacién aferente de los receptores en el fundus
gastrico y la faringe se integra a nivel del sistema
nervioso central (CNS) y las descargas eferentes
mediadas por el vago activan las neuronas
inhibitorias para relajar el LES (Mittal et al., 1995).
Las TLESRs se producen tras las comidas y la
distension gastrica ¢ la estimulacion faringea, y son
el mecanismo fisioldgico que permite eructar (Dent
et al., 1980; Mittal et al., 1995; Schoeman et al.,
1995). La frecuencia postprandial de las TLESRs
también puede modularse mediante diferentes
propiedades de la ingesta, como la composicion de
grasa y la liberacion de CCK (Clavé et al., 1998). Si
aumenta la frecuencia del reflejo de relajacion del
LES de manera que se incrementan los episodios de
TLESR puede derivar en la enfermedad de reflujo
gastroesofagico (GERD).

DISMINUCION TONO LES

Como el LES es la principal barrera anti-
reflujo, cuando presenta una presion reducida
permite el paso del contenido gastrico hacia el
esofago, siempre que la presion del estomago
sobrepase a la del LES. Esto sucede en una pequefia
proporcion de casos de GERD.

VACIAMIENTO GASTRICO RETARDADO

El vaciamiento gastrico retardado supone
que el volumen del fluido gastrico se ve
incrementado. Se cree que el vaciamiento gastrico
retardado contribuye en una pequefia proporcion de
casos de GERD debido a un incremento del fluido

disponible para refluir. (Cadiot et al., 1997;

Yamashita et al., 2003).

ACLARADO ESOFAGICO INEFECTIVO

El aclarado esofagico inefectivo de la
comida 6 de otros contenidos puede darse con
contracciones hipotensivas 6 con contracciones no-
peristalticas (espasmo difuso esofagico) 6 en
ausencia de contraccion peristaltica debido a la
pérdida del reflejo deglutorio. Las contracciones
peristalticas con amplitud < 30 mmHg son
inefectivas para propulsar contenidos esofagicos.
Puede asociarse con sintomas de disfagia que, tras
una deglucion liquida, se produzca un incremento
en la frecuencia de las contracciones peristalticas de
baja amplitud 6 de las contracciones no-peristalticas
en el esofago distal. Sin embargo, son anomalias
manométricas comunes encontradas en pacientes
con esofagitis por reflujo, y también en pacientes
sin indicios de enfermedad por reflujo (Paterson et
al., 2006).

6.2 Trastornos en la contraccion del

musculo longitudinal

No se conoce bien el papel del muasculo liso
longitudinal en las funciones esofagicas. Esto se
debe, principalmente, a que la actividad de este
musculo no produce cambios en la presion
intraluminal, y por ello, no puede detectarse
mediante Manometria Intraluminal. Se ha sugerido
que la contraccion del musculo liso longitudinal
facilita el transito del bolo mediante el acortamiento
esofagico. Empleando la técnica de Ultrasonido de
alta frecuencia para estudiar la contraccion del
musculo longitudinal esofagico, se observo que una
contraccion anormal de esta capa muscular estaba
implicada en la patogénesis de la hernia de hiato y
en el dolor toracico (Paterson et al., 2006).

Hernia de hiato y contraccion del

musculo longitudinal

La hernia de hiato puede daiiar la barrera

anti-refluyjo en la GEJ y potenciar el reflujo
gastroesofagico (GER). Esto puede producirse de
muchas formas incluso causando la incompetencia
del LES debido a su dislocacion desde el abdomen
hasta el torax.
Tanto en modelos animal (Paterson, 1998; Paterson
& Kolyn, 1994; White et al., 2001) como humano
(Dunne & Paterson, 2000), se ha demostrado que el
acido intraluminal induce el reflejo de la
contraccion de musculo liso longitudinal.

Esta observacion ha llevado a especular que
esa contraccion del musculo liso longitudinal
inducida por un reflujo acido sostenido produce un
acortamiento esofagico que podria contribuir a la
génesis de la hernia de hiato.
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En estudios previos en el esofago de la
zarigiieya, Paterson et al., propusieron un
mecanismo por el cual las alteraciones de Ia
contractibilidad de la capa longitudinal participaban
en la aparicion y el desarrollo de la hernia Hiatal.
Estos autores demostraron un reflejo intramural que
llevaba a una contraccion longitudinal y
subsiguiente acortamiento secundario debido a la
exposicion al acido, y que se antagonizaba con
estabilizadores de mastocitos (Paterson WG, 1998;
Paterson & Kolyn., 1994). Mas tarde, White et al.,
llevaron a cabo un modelo de esofagitis por la
perfusion repetida de 4cido intraluminal y
observaron un marcado acortamiento del esofago,
que estaba asociado a una hiperexcitabilidad de la
capa muscular longitudinal. Dicha
hiperexcitabilidad de 1la capa de musculo
longitudinal estaba relacionada con un cambio
drastico en las propiedades de la membrana celular.
Tal cambio podia deberse a una alteracion de la
composicion de los mediadores del fluido
extracelular (incluyendo los mediadores liberados
por los mastocitos) y la via por la que estos
mediadores interactuan con la membrana, cambios
en la expresion de los canales i6nicos de membrana
o por algin mecanismo desconocido. En este
estudio proporcionan la evidencia de que Ia
esofagitis de reflujo per se produce acortamiento
esofagico, que podria contribuir a la formacién y
desarrollo de la hernia de Hiato (White et al., 2001).
Recientes estudios de Farré et al., ha confirmado la
alteracion de la permeabilidad de la mucosa
esofagica en pacientes sanos en continua exposicion
a soluciones acidas (Farré et al., 2010).

Esta linea argumental sugiere que la hernia
de hiato seria una patologia adquirida que puede
desarrollar un reflujo gastroesofagico secundario y
entonces, una vez desarrollado, puede agravar mas
la enfermedad por reflujo gastroesofagico (Heine
& Mittal, 1991; Mittal et al., 1987; Sloan et al.,
1992).

Dolor toracico y contraccion del musculo

longitudinal

Son estudios que emplean la ftécnica de
ultrasonido intraluminal de alta frecuencia (técnica
que mide el grosor de la pared esofagica y permite
el calculo de la contraccion esofagica del musculo
longitudinal, la biomédica de la pared esofagica y
su comportamiento durante la hipertrofia o Ia
distension inducida por reflujo) (Mittal et al., 2005).

En estos estudios con dolor toracico atipico,
una proporcion significativa de episodios de dolor
espontaneos parece correlacionarse temporalmente
con contracciones sostenidas del musculo
longitudinal. Ademads, el dolor inducido por Ia
perfusion de acido esofagico también se

correlaciona, a menudo, con la contraccion
provocada por la capa muscular longitudinal.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha consistido en el estudio in vitro de distintas zonas del
esofago (cuerpo esofagico (EB) y esfinter esofagico inferior (LES)) con tejido procedente de dos
especies, el humano y el cerdo. Para ello hemos empleado las técnicas de bario de organos y
microelectrodos, que nos han permitido: Estudiar los mecanismos de control y los
neurotransmisores implicados en las respuestas inducidas mediante la estimulacion de las
motoneuronas inhibitorias y excitatorias del plexo mientérico en el es6fago (LES y EB) humano y
animal. Hemos utilizado el modelo porcino porque estd considerado como un modelo animal
homologo al humano, ya que ambas especies presentan grandes similitudes tanto funcionales como
estructurales respecto al tracto gastrointestinal.

Objetivo 1. Evaluar el efecto de la estimulacion de los receptores tipo canal idonico dependiente de
ligando (LGIC, ligand-gated ion channels, nAChRs, 5-HTj, P2X) en el LES porcino. Y de forma
mas especifica, estudiar el efecto de la estimulacion selectiva de las motoneuronas inhibitorias 6 de
las motoneuronas excitatorias del plexo mientérico a través de dichos receptores LGIC en el LES
porcino.

Objetivo 2. Explorar los mecanismos mientéricos que controlan la motilidad esofagica en las dos
regiones del es6fago humano: cuerpo esofigico (EB) y las dos zonas del esfinter esofagico
inferior (LES) -region clasp vs regién sling-. Evaluar los neurotransmisores inhibitorios
implicados en las respuestas del EB y de ambas zonas del LES (clasp y sling) y los mecanismos de
especializacion funcional de las diferentes regiones del esfinter esofagico inferior y del cuerpo
esofagico humano.

Objetivo 3. Estudiar los patrones de contraccion del cuerpo esofagico (EB) porcino (musculo
liso) en respuesta a la estimulacion de las motoneuronas inhibitorias y excitatorias del plexo
mientérico. Caracterizar los neurotransmisores y los receptores que median el origen y la
modulacioén de la neurotransmision responsable de las contracciones del cuerpo esofagico porcino.

-49 -



Capitulo 1

Capitulo 1

Selective Stimulation of Intrinsic Excitatory and Inhibitory Motor
Pathways in Porcine Lower Oesophageal Sphincter

Lecea B, Matinez E, Auli M, Opazo A & Clavé P (2009). Selective stimulation of intrinsic excitatory and inhibitory
motor pathways in porcine lower oesophageal sphincter. Neurogastroenterol Motil 21: 1342-e130.

Abstract

The mechanisms of stimulation of
inhibitory and excitatory motor neurons (MNs)
in the lower oesophageal sphincter (LOS) are not
fully understood. The aim of this study was to
assess the effect of selective stimulation of
inhibitory and excitatory MNs in porcine LOS
through nicotinic  acetylcholine receptors
(nAChRs), 5-HT;, and P2X receptors. Circular
LOS strips from adult pigs were studied in organ
baths. We compared the effects of stimulation of
MNs by electrical field stimulation (26 V, 0.3-20
Hz); nicotine (1-300 pmol L™); 5-HT and 2-Me-
5-HT (1 nmol L'-30 pmol L™); and a,p-
methylene ATP (o,-meATP 1-100 pmol L™7); in
standard Krebs solution; a non-adrenergic non-
nitrergic non-purinergic (NANNNP) solution;
and a non-adrenergic non-cholinergic (NANC)
solution. Electrical stimulation of inhibitory MNs
caused an intense LOS relaxation (-78.94 + 4.50
% of LOS tone); and of excitatory MNs, a strong
contraction (17.89 £ 1.96 g). Nicotine 100 pmol L~
! relaxed LOS (-84.67 + 3.98 %) in standard
Krebs solution, an effect reduced by
Tetrodotoxin (TTX) 1 pmol L. Nicotine induced
a weak TTX-sensitive contraction (1.64 £ 0.4 g)
in NANNNP solution. 5-HT 10 pmol L and 2-
Me-5-HT 30 pmol L7 contracted LOS in
standard, NANC and NANNNP conditions,
maximal responses (7.30 £ 1.52 g, 3.50 £ 0.18 g
respectively) being reduced by TTX. a,p-meATP
100 pmol L™ caused a LOS relaxation (-17.45 *
6.62 %) unaffected by TTX in NANC solution,
and a contraction (6.7 £ 0.85 g) antagonized by
TTX in NANNNP solution. Our results suggest
selective mechanisms for stimulation of intrinsic
excitatory and inhibitory motor pathways in
porcine LOS. Inhibitory MNs are strongly
stimulated by nAChRs and do not respond to
stimulation of 5-HT; and P2X receptors. By
contrast, excitatory MNs are stimulated through
5-HT; and P2X receptors, stimulation through
nAChRs being difficult and causing a weak
response.

Introduction

The mechanisms that control lower
oesophageal sphincter (LOS) motility are mainly
confined to the oesophageal myenteric plexus
(Goyal et al., 2001; Paterson et al., 1992). Vagal
efferent fibres synapse with motor neurons (MNs)
in the myenteric ganglia to provide input for
swallowing-induced LOS relaxation during primary
peristalsis and the transient LOS relaxation that
causes physiological gastro-oesophageal reflux
(Chang et al., 2003; Goyal et al., 2001). Efforts
during recent years have been directed at
characterizing the mechanisms controlling LOS
tone and the neurotransmitters released by MNs and
sent to LOS smooth muscle. We found that human
and porcine LOS tone is mainly myogenic and is
modulated by tonic input from excitatory and
inhibitory MNs (Farré et al., 2007; Farré et al.,
2006; Gonzalez et al., 2004). Relaxation of porcine
LOS following stimulation of inhibitory MNs is
caused in a similar degree by two parallel pathways:
(i) one mediated by nitric oxide through guanylate
cyclase signaling mechanisms and (ii)) a second
pathway mainly mediated by ATP or a related purine
acting through P2Y, receptors (Farré et al., 2006).

In human studies, we found that nitric oxide
synthesis inhibitors reduced LOS relaxation by
more than 85%, and P2Y, antagonists blocked the
non-nitrergic relaxation (Gonzalez et al., 2004;
Lecea et al., 2008). In both species, the effects of
excitatory MNs are mediated by co-release of
acetylcholine (ACh) and tachykinins, the subtypes
of tachykinin receptors involved being species
dependent (Brown & Timmermans, 2004; Kovac et
al., 2006). By contrast, there is little data available
on the mechanisms and receptors involved in the
stimulation of excitatory and inhibitory motor
pathways from interneurons and vagal fibres in the
LOS. Acetylcholine released by vagal fibres acting
upon inhibitory ¥ MNs  through  nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs) has been
considered the main mechanism of transmission in
this pathway (Chang et al., 2003). Nevertheless,
there is some controversy over the nature of the
neural input to the excitatory MNs as its stimulation
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through nAChRs is difficult and causes a weak
response (Chang et al., 2003; Gonzalez et al., 2004;
Rattan & Goyal, 1974), suggesting the participation
of non-nicotinic mechanisms in neurotransmission
to excitatory MNs in human LOS (Gonzalez et al.,
2004).

Recent studies on other gastrointestinal
tissues described how nAChRs, purinergic (P2X)
and serotoninergic (5-HT;) receptors participate in
fast synaptic transmission to enteric MNs (Galligan,
2002). These nAChRs, P2X and 5-HT; receptors
are ligand-gated ion channels (LGICs) and are
expressed by MNs (S neurons) in the enteric
nervous system (Galligan, 2002). Synaptic
connections in the enteric nervous system are likely
to be chemically coded so that connections to MNs
can use specific neurotransmitter combinations
(Galligan & North, 2004).

The aim of this study was to assess the effect of
stimulation of ligand-gated ion channels in the
porcine LOS, and, specifically, the effect of
selective stimulation of intrinsic inhibitory and
excitatory MNs through nAChRs, 5-HT;, and P2X
receptors.

Materials and Methods

Preparations

Fifty-eight adult pigs (age, 6 months;
weight, 75-80 Kg) were stunned and killed by
exsanguination in a  slaughterhouse. The
experimental protocols were approved by the
Ethical Review Board of the Hospital de Mataro,
Barcelona, Spain. The mucosa was removed and full
thickness 3-mm-wide strips parallel to circular
muscle fibres were obtained from the clasp side of
the LOS (Farré et al., 2007; Farré et al., 20006).
Weight of the strips was similar (0.33 + 0.01 g, n =
21). Final strips measuring 10 mm in length were
placed in 15-mL organ baths containing a standard
Krebs solution constantly bubbling with 5% CO, in
0,, and after 30-min incubation, strips were stretched
up to 150% of their initial length and stabilized (Farré
et al., 2006). Changes in tension of the strips were
measured using isometric force transducers (Model
03 Force Transducer; Grass Instruments Co., Quincy,
MA, USA) and recorded on a computer using the data
acquisition software ACQKNOWLEDGE 3.7.2 (Biopac
Systems Inc., Goleta, CA, USA). Electrical Field
Stimulation (EFS) was applied by means of an
electrical stimulator (Model S88; Grass Instruments
Co., West Warwick, RI, USA) and a power booster
(Stimu-Splitter II; Med-Lab Instruments, Loveland,
CO, USA) (Farré¢ et al, 2006). Strips were
considered to originate from the LOS when
spontaneously develop tone during equilibration

period and relaxed in response to neural stimulation
by EFS (Farré et al., 2006; Gonzalez et al., 2004).

Drugs

Tetrodotoxin (TTX), the selective P2X
subtype receptor agonist o,B-methyleneadenosine
S'-triphosphate (a,p-meATP), 5-hydroxytryptamine
(5-HT), nicotine, hexamethonium chloride, apamin,
N“-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-
NAME), phentolamine hydrochloride, (1H-[1,2,4]
and Oxadiazole-[ 4,3 - o ] quinoxalin - 1 - one)
(ODQ) were obtained from Sigma-Aldrich Co.
(Madrid, Spain). The selective NK, receptor
antagonist (NK-2ra) Bz-Ala-Ala-D-Trp-Phe-D-Pro-
Pro-Nle-NH, was obtained from Bachem (Weil am
Rhein, Germany). Propranolol hydrochloride, 2-
Methyl-5-hydroxytryptamine hydrochloride (2-Me-
5-HT), ondansetron hydrochloride, substance P, the
competitive antagonist for P2Y, receptors MRS2179
(2’-Deoxy-N°-methyladenosine  3’,5’-bisphosphate
tetrasodium salt) and the antagonist for the P2X; 53
receptors NF279 ( 8 , 8 ¢ - [ Carbonylbis ( imino — 4
, 1 -—phenylenecarbonylimino -4 , 1 -
phenylenecarbonylimino ) ] bis — 1 , 3 , 5 -
naphthalenetrisulfonic acid hexasodium salt) were
purchased from Tocris Cookson Ltd. (Bristol, UK),
and Atropine from Merck (Darmstadt, Germany).
The selective NK; receptor antagonist besylate of
nolpitantium (SR140333) was a kind gift from Dr
X. Emonds-Alt (Sanofi Recherche, Montpellier
Cédex, France).

Experimental Design

Our experimental design included: (i) the
effect of direct stimulation of both excitatory and
inhibitory LOS MNs by EFS; (ii) the selection of
experimental conditions to specifically explore the
effect of stimulation of excitatory or inhibitory MNs
by agonist of LGICs and (iii) the characterization of
these responses with neurotoxins and specific
antagonists of neurotransmitters released by
excitatory or inhibitory MNs.

i) Electrical field stimulation of MNs

A frequency-related curve of the effect of
EFS on LOS strips was plotted to study both
relaxation and contraction responses induced by
stimulation of MNs. Transmural EFS (pulses of 0.4-
ms duration, frequency 0.3-20 Hz) was applied to
LOS preparations in 5-s trains at 26 V (Farré et al.,
2007; Farré et al., 2006; Gonzalez et al., 2004). In
this study, we also assessed the effect of
hexamethonium (100 pmol L), ondansetron (1
pumol L") and specific antagonists for NK,
(SR140333) and NK,; receptors (NKsra), and TTX
(1 pmol L™) on EFS responses.
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ii) Selection of conditions to specifically
explore the effect of stimulation of

excitatory or inhibitory MNs

In addition to the standard Krebs solution,
two additional solutions were used to explore the
specific effect of stimulation of either excitatory or
inhibitory MNs. A non-adrenergic non-cholinergic
Krebs solution (NANC, containing propranolol
hydrochloride 1 pmol L',  phentolamine
hydrochloride 1 umol L™ and atropine 1 pmol L)
was used to block the effects of neurotransmitters
released by excitatory MNs to explore the specific
effect of stimulation of inhibitory MNs. A non-
adrenergic, non-nitrergic and non-purinergic Krebs
solution (NANNNP, propranolol hydrochloride 1
umol L™, phentolamine hydrochloride 1 pmol L™,
L-NAME 1 mmol L" and apamin 1 pmol L) was
used to block the effects of inhibitory
neurotransmitters to explore the specific effect of
stimulation of excitatory MNs.

iii) Characterization of the responses
induced by stimulation of LGICs

Responses to (i) nicotine 1-300 pmol L
(Farré et al., 2006), (i) 5-HT 1 nmol L™'-30 pmol L°
! and the selective 5-HT; receptor agonist 2-Me-5-
HT 10 nmol L™'-100 pmol L™ (Janssen et al., 2002),
(iii) the selective P2XR agonist o,B-meATP 1-100
pumol L' (Farré et al., 2006) were assessed in
standard, NANC and NANNNP Krebs solutions and
compared to responses induced by electrical
stimulation of MNs. Strips were exposed to each
solution for 30 min before adding agonists, and
concentration-related curves were obtained by
exposing LOS strips to single concentrations of
agonists for 3 min. Strips were washed with 45 mL
of fresh solution and left for 30 min before next
agonist exposure. Using this protocol, repeated
additions of nicotine (100 pmol L™), 5-HT (1 pmol
L"), 2-Me-5-HT (10 pmol L™, or a,B-meATP (30
pmol L) did not result in changes in the responses
and did not desensitize the receptors (not shown).
LOS responses (relaxation or contraction) were
characterized by the neurotoxin TTX (1 pmol L™)
and antagonists for excitatory (atropine 1 pmol L™,
and SR140333 1 pmol L), and inhibitory (ODQ 10
pmol L' or L-NAME 1 mmol L) neurotransmitters
(Farré et al., 2007; Farré et al., 2006; Gonzalez et
al., 2004).

Data Analysis

Data are expressed as mean = SEM, and n
depicts number of animals. Relaxation was
expressed as a percentage of LOS tone at the end of
the equilibration period (Farré et al., 2007; Farré et
al., 2006). The concentration-response curve was

calculated and the ECs, values by GRAPHPAD
PRISM, version 4 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA). Contraction was expressed in grams. -
test was selected for comparisons, using the paired
mode when appropriate, and the effect of
pharmacological agents on frequency-response
curves was performed using two-way repeated
measure analysis of variance. When f¢-test was
significant, the Bonferroni test was carried out to
determine the frequencies of statistically different
responses. P < 0.05 was considered statistically
significant.

Results

Responses induced by electrical

stimulation of MNs

LOS strips developed 9.44 + 0.40 g of tone
after the equilibration period (# = 58). In
experiments with standard Krebs solution, LOS
strips responded to EFS with a sharp and intense
frequency-dependent relaxation during electrical
stimulus (on-relaxation), followed by a strong
phasic contraction at the end of the stimulus (off-
contraction) (Fig. 1). Hexamethonium did not affect
EFS-responses (100 pmol L', n = 3, ns), and
ondansetron 1 umol L™ did not affect on-relaxation
(+1.33 £ 3.8% at 20 Hz, n = 6, ns) and moderately
reduced off-contraction (-25.21 + 6.89% at 20 Hz, n
=6, P <0.05). TTX (1 pmol L) (n =6, P <0.001)
almost abolished on-relaxation and off-contraction
suggesting EFS responses are mainly caused by
stimulation of both excitatory and inhibitory MNs.
NK,ra 1 pmol L™ did not significantly affect off-
contraction (n = 4, not shown). By contrast, the NK;
receptor antagonist SR140333 1 pmol L’
significantly reduced the amplitude at 3-20 Hz (-
47.75 £ 9.30% to -21.21 + 6.36%, n =4, P < 0.01)
and sequential addition of atropine 1 pmol L
almost abolished EFS contraction (n = 4). SP 0.1
nmol L'-10 pmol L' induced a concentration-
dependent contraction (ECso= 113 nmol L™, n = 5),
the maximal contraction being 7.43 + 1.78 g,
representing 60.07 + 15.9% of maximal off-
contraction induced by EFS. NK,ra slightly reduced
the SP 1 umol L'-induced contraction by -16.20 +
3.99% (n = 7, P < 0.01). By contrast, the NK;
receptor antagonist SR140333 almost abolished the
SP 1 pmol L'-induced contraction by -92.37 +
0.62% (n =8, P <0.0001).

Electrical stimulation of MNs in NANC
Krebs solution induced a frequency-dependent
relaxation slightly above that observed in standard
Krebs solution (Fig. 1); off-contraction was strongly
reduced by up to -45.61 + 12.84%, (n =5, 20 Hz, P
< 0.001). EFS relaxation was almost abolished in
NANNNP solution (Fig. 1). In this experimental
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setting, NANNNP solution shifted the off- electrical stimulation (20 Hz, n = 7, P < 0.001, Fig.
contraction to on-contraction of increased amplitude 1, right panel).
of +49.83 + 15.54%, at higher frequencies of
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Figure 1. (A) Representative tracings and (B) frequency-response curves of electrical field stimulation responses
(0.3-20 Hz; 4 ms; 26 V) in standard Krebs solution (left panel curve), NANC (non-adrenergic non-cholinergic) Krebs
solution, n = 5, central panel and NANNNP (non-adrenergic non-nitrergic non-purinergic) Krebs solution, n = 7, right
panel. Electrical stimulation of motor neurons caused a relaxation during electrical stimulus (on-relaxation), followed
by a strong contraction at the end of the stimulus (off-contractions) in standard Krebs. Off-contraction was strongly
reduced in NANC solution; by contrast, on-relaxation was enhanced at higher frequencies of stimulation. On-relaxation
was almost blocked in NANNNP solution and off-contraction was shifted to on-contraction of increased amplitude at
higher frequencies of electrical stimulation. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs standard Krebs.
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Effect of stimulation of nAChRs

In standard Krebs solution, nicotine (1-300
pmol L) relaxed LOS strips in a concentration-
dependent manner (Figs. 2 and 3). ECs, was 15.9
pmol L™ and amplitude of maximal relaxation (-
84.67 + 3.98% of LOS tone, n = 6) was similar to
that obtained by EFS (-74.12 + 4.7% of tone, 3 Hz,
ns, Table 1). Hexamethonium fully blocked
nicotine-induced LOS relaxation (-98.27 £ 3.51%, n
=3, P < 0.05), and TTX 1 umol L' reduced it (-
40.51 £ 8.79%, n =5, P <0.01). ODQ 10 pmol L™
(-56.36 = 3.44%, n = 6, P <0.001) also antagonized
100 pmol L' nicotine LOS relaxation. The
relaxation induced by stimulation of nAChRs by

nicotine in NANC solution was significantly less
than that caused by stimulation of nAChRs in
standard conditions (Fig. 3). Relaxation caused by
nicotine in NANC solution was also significantly
antagonized by TTX (-74.21 + 59%, n = 5, P <
0.05). Stimulation of nAChRs by nicotine did not
cause any significant relaxation in NANNNP
conditions (Fig. 3). Nicotine induced a weak
concentration-dependent contraction in NANNNP
conditions (n = 3, Fig. 3, Table 1), fully antagonized
by atropine (-100%, n = 5, P < 0.001). Maximal
contraction induced by nicotine in NANNNP
solution was 9.17 + 2.47% of that caused by
stimulation of excitatory EMNs by EFS under the
same conditions (n =3, P <0.05).
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Figure 2. Representative tracings showing the morphology of responses induced by the agonists of nicotinic, 5-HT,
and P2X receptors in porcine LOS. In standard Krebs solution, 5-HT and 2-Me-5HT induced a contraction, and
nicotine, a relaxation. Stimulation of P2X receptors by o,3-meATP caused LOS relaxation in NANC solution and LOS
contraction in NANNNP solution.
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Table 1. ECsy, Eax of agonists causing LOS relaxation and contraction during standard Krebs, NANC and NANNNP

conditions.

Agonist Solution ECso (umol L) Enmax

LOS relaxation

EFS (3 Hz) Standard Krebs - -74.12+4.7%
Nicotine Standard Krebs 15.9 -84.7 + 4.0%, ns
a,B-meATP Standard Krebs 55.4 -36.21 £ 6.6% **

EFS (20 Hz) NANC - -78.94 + 4.50%
Nicotine NANC 22.6 -39.87 +£ 6.7 %**
a,-meATP NANC 42.8 -17.45 £ 6.6 %**

EFS (3 Hz) NANNNP - -12.05 +4.65%

LES contraction

EFS (20 Hz) Standard Krebs - 1236+1.39¢g
5-HT Standard Krebs 0.6 730+1.5¢g*
2-Me-5-HT Standard Krebs 5.90 3.50+£0.2 g **
a,3-meATP Standard Krebs 42.2 1.19+05¢g*

EFS (20 Hz) NANC - 562+1.10 g
5-HT NANC 5.8 3.55+0.5g,ns
2-Me-5-HT NANC 11.2 0.73+0.1 g **

EFS (20 Hz) NANNNP - 17.89+1.96 g
Nicotine NANNNP 122 1.64+04g*
5-HT NANNNP 4.64 6.28 +0.8 g **
2-Me-5-HT NANNNP 18.2 141 +£0.3 g**
a,-meATP NANNNP 28.6 6.7 £0.85 g **

* P <0.05, ** P<0.01 vs EFS in each experimental condition. E,,,,, maximal effect; EFS, electrical field stimulation;
LOS, lower oesophageal sphincter; NANC, non-adrenergic, non-cholinergic; NANNNP, non-adrenergic, non-nitrergic,
non-purinergic; 5-HT, 5-Hydroxytryptamine; o,3-meATP, da,3-Methylenenadenosine 5’-triphosphate; 2-Me-5-HT, 2-

Methyl-5-Hydroxytryptamine Hydrochloride.
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Figure 3. Log concentration-response curves (1 pmol L'-
300 umol L") induced by nicotine in standard Krebs
solution (n = 8), NANC conditions (n = 5), and NANNNP
conditions (n = 3), * P < 0.05, ** P < 0.01 vs standard
Krebs. Nicotine induced a strong concentration-dependent
relaxation in standard Krebs solution that was reduced in
NANC solution. In NANNNP solution, nicotine-relaxation
was abolished and nicotine induced a weak contraction.
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Effect of stimulation of 5-HT receptors

In standard Krebs solution, 5-HT (1 nmol L
.30 pmol L") evoked an intense concentration-
dependent contraction with ECs, 0.6 pmol L™ (n =
6) and maximal contraction 59.02 = 15.96% of that
induced by EFS (n =7, P <0.05), (Figs. 2 and 4). 2-
Me-5-HT (10 nmol L™'- 100 umol L) also induced
a concentration-dependent contraction with ECsy 5.9
pmol L™ and maximal amplitude representing 47.99
+ 10.3% of maximal contraction response induced
by 5-HT (350 + 0.18 g vs 7.17 = 140 g
respectively, n = 4, P < 0.05) (Figs. 2 and 4 and
Table 1). Ondansetron 10 pmol L™ antagonized the
contraction induced by 10 pmol L™ 2-Me-5-HT by -
527+ 72% (n =5, P <0.01) and at 1 pmol L
antagonized the contraction induced by 1 umol L
5-HT by -28.8 + 4.7% (n = 8, P < 0.01). Also in
standard Krebs solution, both TTX 1 umol L™ and
atropine 1 pmol L™ anta;?ronized the contraction
induced by 5-HT 1 pumol L™ (-49.67 + 6.62%, n =5
P <0.01 and -53.11 £ 13.28%, n =5 P < 0.05) and

2-Me-5-HT 10 pmol L™ (-81.54 £2.53% n=4 P <
0.0001, -48.78 = 10.28% n = 4 P < 0.05),
respectively. SR140333 1pmol L™ significantly
antagonized the contraction induced by 5-HT (-44.0
+2.1%,n=5, P<0.001) and 2-Me-5-HT (-32.60 +
5.70%, n = 6 P <0.01) in standard Krebs solution.
Maximal contractions to 5-HT and 2-Me-5-HT were
significantly reduced (-62.02 £ 9.13%, n = 4, P <
0.01, and -7892 + 1.68%, n = 7, P < 0.01
respectively) in NANC conditions and no relaxation
was observed (Fig. 4). The maximal contractions to
5-HT and 2-Me-5-HT were also significantly
reduced in NANNNP condition (-38.87 + 13.88%, n
=4, ns, and -62.84 £ 8.46%, n = 7, P < 0.01
respectively). TTX significantly antagonized the
contraction induced by 5-HT and 2-Me-5-HT in
NANC conditions (-29.84 + 8.76%, n = 4, P < 0.05;
-28.96 + 7.67%, n = 6, P < 0.05) and NANNNP (-
32.63 £ 8.20%, n =4, P <0.05; -69.96 + 6.86%, n =
6, P <0.001 respectively).
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Figure 4. Log concentration-response curves (1 nmol L'- 100 umol L") induced by 5-HT (left) and 2-Me-5-HT
(right) in standard Krebs solution (n = 4-9), NANC solution (n = 4-5), and NANNNP solution (n = 4-7). * P <0.05, **
P < 0.01 vs standard Krebs. In standard Krebs solution, 5-HT and 2-Me-5-HT induced a concentration-dependent
contraction that was reduced in NANC solution and no relaxation was observed. Contraction in response to 5-HT and 2-

Me-5-HT was also reduced in NANNNP solution.
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Effect of stimulation of P2X receptors

The P2X agonist o,3-meATP (I pmol L™'-
100 pmol L) evoked two types of LOS responses
in standard Krebs solution. In 60% of strips, a,3-
meATP (1 pmol L'- 100 umol L") induced a
moderate  concentration-dependent  contraction
(ECso 42.2 pmol L™, n = 6) (15.61 = 4.39% of that
induced by EFS, n =7, P <0.05). In 40% of strips,
a,3-meATP (1 umol L'~ 100 umol L) induced a
concentration-dependent relaxation (ECsy 55.4 pmol
L', n=5) 48.85 + 9.50% of that induced by EFS, n
=5, P <0.01, (Figs. 2 and 5). NF279 10 umol L™
antagonized the relaxation induced by 30 pmol L™
a,f-meATP by -204 £ 5.7% (n = 5, P < 0.05);
further addition of 10 pumol L' MRS2179 fully
abolished the relaxation induced by a,f-meATP (n
=5, P <0.001). The contraction response of a,[3-
meATP 30 pmol L' was enhanced by NF279 10
umol L' (76.73 + 25.7% n = 5, P < 0.05) and

further addition of MRS2179 10 pmol L
significantly enhanced the contraction response
(212.71 £ 63.03% n = 5, P < 0.05). By contrast,
a,B-meATP always evoked a LOS relaxation in
NANC conditions (Fig. 5). LOS relaxation induced
by a,B-meATP 100 pmol L™ in NANC conditions
was 22.11 + 8.48% of that induced by EFS (n =5, P
<0.01). Neither TTX 1 pmol L™ (-2.13 + 16.96%, n
=5, ns) nor L-NAME 1 mmol L' (40.30 + 20.05%,
n = 3, ns) antagonized relaxation induced by a,f3-
meATP 30 umol L™ in NANC solution. Maximal
contraction to d,3-meATP was significantly
enhanced (246.28 + 99.36%, n = 5, P < 0.05) in
NANNNP conditions and no relaxation was
observed. This contraction was 37.44 + 6.29% of
that induced by EFS (n = 7, P < 0.05) in the same
experimental  conditions  (Table 1). TTX
antagonized the contraction induced by o,3-meATP
30 pmol L™ (-36.03 + 6.86%, n = 8, P < 0.01) in
NANNNP conditions.
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Figure 5. Log concentration-response curves (1 nmol L'- 100 pmol L") induced by the selective P2X receptor
agonist, a,3-meATP, in standard Krebs solution (n = 6), NANC conditions (n = 5), and NANNNP conditions (n = 7) *
P < 0.05, ** P < 0.01 vs standard Krebs. In standard solution, a,3-meATP induced a concentration-dependent
contraction in 60% of strips and concentration-dependent relaxation in 40% of strips. In NANC solution, o,3-meATP
always evoked a LOS relaxation and in NANNNP solution, o,3-meATP induced a strong contraction and no relaxation

was observed.
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Discussion

Our results suggest selective mechanisms
for stimulation of intrinsic excitatory and inhibitory
MNs through LGICs in porcine LOS with potential
therapeutic implications. Inhibitory MNs are
specifically and intensively stimulated by nAChRs,
causing LOS relaxation. By contrast, excitatory
MNs are strongly stimulated by serotoninergic
receptors, causing LOS contraction. The stimulation
of excitatory MNs through nAChRs is weak and we
failed to stimulate inhibitory MNs through
serotoninergic receptors. The effect of P2X
receptors in porcine LOS is complex, involving
both a direct relaxant and contractile muscular
effect and a weak stimulation of excitatory motor
pathways.

Both excitatory and inhibitory MNs have
been efficiently stimulated by EFS in our
experiments with standard Krebs solution (Farré et
al., 2006; Gonzalez et al., 2004). The neurotoxin
TTX that interrupts transmission of action potentials
along the axon fully blocked, and the ganglionic
blocker hexamethonium unaffected EFS-responses
so their main origin was in the stimulation of the
soma of MNs (Costa ef al., 1996). Our preparation is
transmural and contains all the components of MP
including myenteric ganglia, and excitatory and
inhibitory MNs (Farré et al., 2007; Farré et al.,
2006; Gonzalez et al., 2004). We used a NANC
solution to provide an experimental setting that
allowed full stimulation of inhibitory MNs during
blockade of excitatory neurotransmitters. Although
we clearly found that NK,; receptors partially
mediate EFS contraction, we did not use NK;
antagonists in this solution due to the difficulties
caused by their exclusive ethanol dissolution. We
also used a NANNNP solution to fully block the
effect of inhibitory neurotransmitters allowing us to
specifically assess the mechanism of stimulation of
excitatory MNs (Farr¢ ef al., 2006).

Recent studies have found up to three
subsets of MNs in the myenteric plexus that could
be distinguished by the receptors mediating fast
excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs). In one
subset (representing only 25%-36% of MNs),
fEPSPs were mediated solely by nAChRs. In the
other subsets, fEPSPs were mediated by a mixed
contribution from nAChRs and P2X and 5-HT;
receptors (Galligan et al., 2000). The functional
significance of these receptors in the synaptic
transmission to excitatory and inhibitory MNs in the
LOS is unclear.

In our study, nicotine strongly stimulated inhibitory
motor pathways and relaxed LOS strips to a similar
extent that direct electrical stimulation of inhibitory
MNs. Nicotine-LOS  relaxation was partially
inhibited - but not blocked - by TTX suggesting the

presence of nAChRs in somatodendritic regions and
nerve terminals of inhibitory MNs (Farré et al.,
2006; Galligan, 2002).

In this study, NANC solution decreased
nicotine-induced LOS relaxation. In addition,
atropine antagonized nicotine-induced relaxation in
our previous study on the human LOS (Gonzélez et
al., 2004). Previous studies also found that atropine
can block several subtypes of neuronal nAChRs at
concentrations as low as 0.1 pmol L (frequently
used in experiments to antagonize muscarinic
receptors) (Barajas-Lopez et al., 2001; Zwart &
Vijverberg, 1997), suggesting that the effect of
atropine on nicotine-LOS relaxation was caused by
direct pharmacological antagonism.

By contrast, the effect of nicotine on the
excitatory pathway was very weak as maximal LOS
contraction induced by nicotine in NANNNP
conditions amounted to less that 10% of that
achieved by electrical stimulation of excitatory
MNs (Gonzalez et al., 2004). Classical in vivo
studies by Rattan and Goyal on the opossum
suggested that the vagi do not mediate any influence
upon excitatory MNs in the LOS and the vagal
influence on the sphincter is entirely inhibitory
(Goyal & Rattan, 1975; Rattan & Goyal, 1974).
These authors also found that nicotine only stimulated
inhibitory MNs and not the excitatory (Rattan &
Goyal, 1975). Recent studies on the same animal also
found that vagal stimulation did not evoke
excitatory responses even following complete
blockade of inhibitory LOS pathways, suggesting
that excitatory MNs in the LOS lack direct nicotinic
vagal inputs (Yuan et al., 1998), agreeing with our
studies.

Serotonin released from enterochromaffin
cells in the mucosa can initiate enteric reflexes by
activating 5-HT; receptors on interneurons and
MNs in the myenteric plexus (Zhou & Galligan,
1999). In the small intestine, 5-HT; receptors are
also localized in the nerve cell body of enteric S
neurons, where they mediate fast depolarization
(Surprenant & Crist, 1988; Zhou & Galligan, 1999).
We assess the effect of 5-HT, and the selective 5-
HT; agonist 2-Me-5-HT in our LOS preparation.
We found that in our three experimental conditions
both agonists induced a partial neurogenic LOS
contraction; by contrast, we failed to induce any
relaxation suggesting inhibitory MNs do not
respond to 5-HT; agonists in contrast to previous
studies also in the LOS (Blackshaw et al., 1995).
Previous work on the opossum reported that vagal
stimulation-induced LOS relaxation could be
attenuated by 5-HT antagonists (Rattan & Goyal,
1978); however, this was not the case in another
study on the same animal arguing against a major
physiological role for 5-HT receptors on the
inhibitory motor pathways to the opossum LOS
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(Paterson et al., 1992). Our results agree with those
from a similar study on the guinea pig gastric
fundus that found 5-HT; agonists specifically
activated cholinergic excitatory neurons and did not
mediate inhibitory responses (Michel et al., 1997).
In our study, contractions induced by stimulation of
5-HT receptors amounted to 59% of those obtained
by electrical stimulation of MNs. In addition,
contractions induced by either 5-HT or 2-Me-5-HT
were partly antagonized by TTX and atropine, and
the 5-HT; receptor antagonist, ondansetron, partly
inhibited EFS contractions but did not affect EFS-
relaxation, clearly showing the presence of 5-HTj;
receptors in the neural excitatory motor pathways to
the LOS (Galligan, 2002; Michel et al., 1997). The
greater amplitude of 5-HT-induced contraction
compared with that induced by 2-Me-5-HT might
be caused by simulation of other subtypes of 5-HT
receptors on excitatory MNs (5-HT,) and/or on
smooth muscle cells (5-HT,z) (Wouters et al.,
2007). The peak response caused by 2-Me-5-HT
was only 20% of that caused by 5-HT in studies in
myenteric neurons of guinea pig intestine, this
difference being attributed to a partial agonism or
even to an antagonism of 2-Me-5-HT on 5-HT;
receptors in enteric neurons (Zhou & Galligan,
1999).

Exogenous  ATP  caused a @ fast
depolarization of enteric S neurons that was similar
to that caused by stimulation of nAChRs (Barajas-
Lopez et al., 1994; Barajas-Lopez et al., 1996;
Galligan & Bertrand, 1994). Initial studies
characterizing P2X-mediated fEPSPs were carried
out in myenteric plexus preparations obtained from
the ileum. Subsequent studies were performed to
determine if P2X-mediated fEPSPs were a general
mechanism to fast synaptic excitation in the gut
(LePard et al, 1997). Recordings from the
duodenum to the distal colon revealed that there
was a P2X-mediated component to fEPSPs recorded
from myenteric neurones in each of these tissues but
that the P2X-mediated component was most
prominent distally (LePard & Galligan, 1999). In
our study, in NANC conditions, d,3-meATP always
induced a relaxation response that was unaffected
by TTX suggesting the presence of inhibitory P2X
receptors on LOS smooth muscle cells and agreeing
with our previous study on porcine LOS which
showed that NF279 partly antagonized non-nitrergic
LOS relaxation following stimulation of inhibitory
MNs (Farré et al., 2006). ATP-induced relaxation of
rat pylorus has also been attributed to P2X
purinoceptors located on smooth muscle cells
(Ishiguchi et al., 2000). In this study, NF279 partly
antagonized the o,B-meATP-relaxation and further
addition of MRS2179 fully abolished this response
suggesting that o,-meATP can stimulate inhibitory
P2X and P2Y receptors in smooth muscle cells of

porcine LOS as recently described in smooth
muscle cells of the human colon (King &
Townsend-Nicholson, 2008). In an earlier study on
the porcine LOS we found a strong inhibitory
pathway mediated by muscular P2Y; receptors and
a minor contribution of inhibitory P2X receptors
(Farré et al., 2006). This might explain the stronger
effect of MRS2179 compared with NF279 on a,3-
meATP relaxation. By contrast, in NANNNP
conditions, O,B-meATP induced a neural
contraction. The exact subtype and location of
neuronal P2X receptor stimulated by a,3-meATP
has not been settled. Studies have found that o,3-
meATP is an agonist at P2X receptors containing
P2X, and P2X; subunits but it does not activate
P2X, receptors expressed by S neurons (Galligan &
North, 2004). In addition - and also consistent with
our results - o,3-meATP elicited a neurogenic
contractile response via release of ACh from
excitatory MNs in the myenteric plexus of the
guinea-pig ileum (Sawyer et al., 2000). In our
study, maximal contraction to o,f-meATP was
significantly enhanced in NANNNP conditions
because the effect of o,p-meATP on muscular
inhibitory P2X receptors was blocked by apamin
and we could only observe the effects of P2X
receptors on excitatory motor pathways. In addition,
NF279 and MRS2179 enhanced this contractile
response, suggesting the net effect of a,f-meATP is
a balance of inhibitory and excitatory responses. We
believe blockade of the inhibitory P2X receptors by
NF279 and P2Y, receptors by MRS2179 enhanced
the contraction induced by a,f-meATP through
stimulation of P2X receptors located on excitatory
motor pathways to the LOS not affected by these
antagonists.

In summary, we found specific mechanisms
of control and stimulation of intrinsic excitatory and
inhibitory motor pathways to porcine LOS by
different classes of LGICs with different cellular
localization, and  different  pharmacological
properties with potential therapeutic implications in
the treatment of human LOS diseases. We
hypothesized that selective stimulation of excitatory
motor pathways by 5-HTj; receptors could be used
in the treatment of hypotonic LOS associated with
gastroesophageal reflux disease. By contrast,
selective stimulation of inhibitory motor pathways
by nAChRs agonists could be used in the treatment
of hypertonic LOS in early stages of achalasia with
preserved inhibitory innervation (De Giorgio et al.,
2004). Further in vitro studies on human
oesophageal tissue and clinical studies on patients
are needed to explore the potential therapeutic
effect of this approach.
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APPENDIX I: Complementary Studies on Anatomy and Physiology of Porcine
Lower Oesophageal Sphincter (LOS)

Summary

This section shows complementary figures that were originated from the experiments of
chapter 1 and were not published. In this in vitro mechanical study of porcine lower oesophageal
sphincter (LOS) strips we compared the effect of two neurotoxins on EFS-induced responses,
assessing the neural origin of them with the TTX and the release of neurotransmitters from nerve
varicosities with w-conotoxin (GVIA). The experiments assessing the effect of 5-HT; receptor
(ondansetron) and tachykinergic (SR140333-NK;ra, GR94800-NK,ra) antagonists on both on-
relaxation and off-contraction responses are included. We assessed the purinergic component of the
responses induced by mechanical and electrophysiological experimental techniques in the porcine
clasp LOS, and we found that following a nitrergic blockade this purinergic component was evident
in the mechanical responses, but it was not present in the electrophysiological porcine responses.
We also assessed the involvement of LGICs on LOS responses: (i) nAChRs, we determined the
pharmacological interaction of atropine with nicotine-induced relaxation responses in NANC Krebs
solution by increasing concentrations of this muscarinic antagonist. We also studied the effect of a
[34-nAChR agonist (cytisine) on LOS strips in standard, NANC and NANNNP Krebs solution. Only
in standard conditions cytisine induced a moderate LOS relaxation; (ii) 5-HT3;R, we assessed a
desensitization study of 5-HT and 2-Me-5-HT agonists-induced responses and we found that
repetitive addition of these agonists did not affect the amplitude of responses. We studied the effect
of NK;ra (SR140333) and 5-HT3R (ondansetron) antagonists on 5-HT and 2-Me-5-HT contraction
responses. We also assessed the effect of the components of NANNNP Krebs solution on 5-HT and
2-Me-5-HT contractions and we found that apamin had no effect on them whereas phentolamine
reduced them significantly; (iii) P2XR, we carried out a desensitization study of d,3-meATP
agonist-induced responses and we found that the amplitude of the relaxation responses was not
affected. We also assessed the effect of purinergic P2XR (NF279) and P2Y;R (MRS2179)
antagonists on d,3-meATP relaxations. Taken together, our studies suggest that different classes of
LGICs are involved in inhibitory and excitatory motor pathways to porcine LOS. Functional 5-

HT;Rs are in the excitatory pathway and nAChRs are in the inhibitory one.
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PHYSIOLOGICAL STUDIES:

Electrical field stimulation of enteric motorneurons (MNs) in the porcine lower

oesophageal sphincter
Origin of EFS-induced responses

Effect of neurotoxins
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Figure 1.1 Effect of the neurotoxin tetrodotoxin on electrically-induced responses. Tetrodotoxin (TTX, n = 6) on
EFS-induced responses on the porcine clasp LOS strips. (A) Representative tracings, and (B) Quantitative effects of
blockade of action potentials transmission along the axon by TTX on EFS-induced responses in standard Krebs solution

(n=6,* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs previous response).
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Porcine lower oesophageal sphincter (LOS)
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Figure 1.2 Effect of the neurotoxin w-conotoxin GVIA on electrically-induced responses. (A) Representative
tracings, and (B) Quantitative effects of the inhibition of neurotransmitters release from nerve varicosities by w-
conotoxin (GVIA), antagonist of N-type Ca”" channels, on EFS-induced responses in standard Krebs solution on the
clasp LOS strips (n =5, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs previous response).
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5-HTj receptor
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Figure 2. 5-HT; receptors. (A) Representative tracings, and (B) Quantitative effects on frequency-related (0.3-20 Hz)
clasp LOS responses. Blockade of serotoninergic 5-HT; receptors by ondansetron did not affect the on-relaxation but
moderately reduced off-contraction responses. (n = 6, * P < 0.05 vs previous response).
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Porcine lower oesophageal sphincter (LOS)

Tachykinergic component

NK, receptor
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Figure 3.1. Tachykinergic component (NK; receptor). (A) Representative tracings, and (B) Quantitative effects on
frequency-related (0.3-20 Hz) clasp LOS responses. Blockade of tachykinergic NK; receptors by SR140333 did not
affect on-relaxation but significantly reduced the amplitude of off-contractions. Subsequent addition of atropine
blocking muscarinic acetylcholine receptors (mAChRs) did not affect on-relaxation but significantly reduced off-
contraction (n =4, * P <0.05, ** P<0.01, *** P <0.001 vs previous response).
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NK,; receptor
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Figure 3.2. Tachykinergic component (NK, receptor). (A) Representative tracings and (B) Quantitative effects on
frequency-related (0.3-20 Hz) clasp LOS responses. Blockade of tachykinergic NK, receptors by Bz-Ala-Ala-D-Trp-
Phe-D-Pro-Pro-Nle-NH,* did not affect either the on-relaxation or the off-contraction responses. (n = 5, ns).
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Porcine lower oesophageal sphincter (LOS)

Purinergic component (mechanical studies)
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Figure 4. Porcine clasp lower oesophageal sphincter. The non-nitrergic relaxation was antagonized by the specific
P2Y, antagonist MRS2179 in our previous study. (Adapted from Farré et al., 2006. J Pharmacol Exp Ther 316: 1238-
12438).
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Purinergic component (electrophysiological studies)

CLASP LOS
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Figure 5. Microelectrode tracings of porcine clasp lower oesophageal sphincter. Tracings of intracellular
microelectrode recordings in the porcine clasp LOS corresponding to two different experimental protocols. MRS2179
10 umol L™ did not affect either the amplitude or the duration of the 1JP while L-NAME 1 mmol L™ completely
abolished it, independently of the order in which they were incubated.
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Porcine lower oesophageal sphincter (LOS)

Characterization of the responses induced by stimulation of ligand-gated ion
channels

(i) Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs)

Effect of atropine on nicotine-induced LOS relaxation response
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Figure 6. Characterization of the effect of atropine on nicotine (NIC)-induced relaxation in porcine lower
oesophageal sphincter. (A) Representative tracings, and (B) Quantitative effects of increased concentrations of
atropine on nicotine-induced relaxation showing the inhibitory effect of the muscarinic receptor antagonist. Atropine
inhibited NIC-induced LOS relaxation (control) in a concentration-dependent manner. 100 umol L™ atropine abolished
NIC-relaxation (n = 4, * P < 0.05 vs first NIC concentration on control conditions (black plot)). In the presence of TTX
1 umol L™, where terminals of inhibitory enteric MNs can be stimulated, atropine also blocked NIC-induced relaxation
in a concentration-dependent manner suggesting a direct pharmacological antagonism (n = 4, * P < 0.05 vs first NIC
concentration on TTX conditions (white plot)).
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Figure 7. Effect of the B4-nAChR agonist, cytisine, on clasp lower oesophageal sphincter strips. (A)
Representative tracings of main responses, and (B) Log concentration-response curves (1 pmol L' - 300 umol L)
induced by cytisine, the 4-nAChR agonist, in standard Krebs solution (z = 6), NANC conditions (n = 5) and NANNNP
conditions (n = 3). Cytisine caused a concentration-dependent relaxation of LOS strips in standard Krebs solution (ECsq
=15.1 pmol L") and amplitude of maximal LOS relaxation (-20.2 + 7.6 % of Total Tone) was significantly lower than
that induced by nicotine. In NANC conditions, cytisine did not cause any significant response. Moreover, cytisine did
not cause any significant contraction in NANNNP conditions (* P < 0.05, ** P <0.01 vs standard Krebs).
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Porcine lower oesophageal sphincter (LOS)

(ii) 5-HT receptors
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Figure 8. Desensitization study on 5-HT receptor. Repeated additions of the non-selective 5-HT receptor agonist, 5-
HT (1 pmol L™), did not result in changes in the amplitude of the LOS contractions. (A) Representative tracings, and
(B) Quantitative effects of repeated 1 pmol L' 5-HT additions on LES strips (n = 4, ns).
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5-HT; receptors
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Figure 9. Desensitization study on 5-HT; receptor. Repeated additions of the selective 5S-HT; receptor agonist, 2-Me-
5-HT (10 umol L™), did not result in changes in the amplitude of the LOS contractions. (A) Representative tracings, and
(B) Quantitative effects of repeated 10 pumol L' 2-Me-5-HT additions on LOS strips (n = 3, ns).
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Characterization of 5-HT and 2-Me-5-HT normalized responses
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Figure 10.1 Characterization of 2-Me-5-HT and S5-HT agonists-induced responses. Quantitative effects of NK;
receptor antagonist, SR140333 1 pmol L', and 5-HT; receptor antagonist, ondansetron 1-10 pmol on 2-Me-5-HT 10
pmol L' and 5-HT 1 pmol L' normalized contraction responses on LOS strips in standard Krebs solution. (A)
Blockade of NK; receptor by SR140333 1 pmol L™ significantly reduced 2-Me-5-HT 10 pmol L' (n=6) and 5-HT 1
pmol L' (n = 5)-induced responses; (B) Blockade of 5-HT; receptor by ondansetron 1-10 pmol L' significantly
antagonized 2-Me-5-HT 10 pmol L' (n=5) and 5-HT 1 pmol L (n = 8)-induced responses (** P < 0.01, *** P <
0.001 vs control response).
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Simultaneous effect of atropine and SR140333 on 2-Me-5-HT responses
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Figure 10.2 Characterization of 2-Me-5-HT agonist-induced response. Quantitative effects of NK; receptor
antagonist, SR140333 1 umol L™ and atropine 1 pmol L™ on 2-Me-5-HT 10 pmol L' normalized contraction responses
on LOS strips in standard Krebs solution. Simultaneous blockade of NK; receptor by SR140333 1 pmol L and
mAChR by atropine 1 pmol L™ significantly reduced 2-Me-5-HT 10 pmol L™'-induced responses and no relaxation was
observed. (n =7, *** P <0.001 vs control response).
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Porcine lower oesophageal sphincter (LOS)

Effect of apamin and phentolamine on 5-HT and 2-Me-5-HT responses
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Figure 11. Effect of apamin and phentolamine on 5-HT (A) and 2-Me-5-HT (B)-induced responses. Quantitative
effects of non-purinergic (apamin 1 pmol L) and non-adrenergic (phentolamine 1 pmol L) antagonists on (A) 5-HT 1
pmol L™ (n = 7), and (B) 2-Me-5-HT 10 umol L (n = 4) contraction responses on LOS strips. Blockade of small
conductance Ca®"activated K channels by apamin did not affect either 2-Me-5-HT or 5-HT contraction responses.
Subsequent addition of phentolamine blocking a-adrenergic receptor strongly reduced 2-Me-5-HT-induced contractions
and moderately inhibited 5-HT-induced contractions (*** P < 0.001 vs previous response).
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(iii) P2X receptors
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Figure 12. Desensitization study on P2X receptor. Repeated additions of the selective P2X receptor agonist, o,[3-
meATP (30 pmol L), did not result in changes in the amplitude of LOS relaxations. (A) Representative tracings, and
(B) Quantitative effects of repeated 30 umol L a,B-meATP additions (n = 5, ns) on LOS strips.
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Characterization of o,3-meATP responses
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Figure 13. Characterization of a,f-meATP-induced responses. Sequential quantitative effects of P2X receptor
antagonist, NF279 10 umol L™, and P2Y, receptor antagonist, MRS2179 10 pmol L on a,3-meATP 30 pmol L
normalized responses on LOS strips in standard Krebs solution. Blockade of P2X receptor by NF279 10 umol L™
significantly reduced the relaxation induced by 30 umol L™ a,B-meATP (1 = 5). Sequential blockade of P2Y receptors
by MRS2179 fully abolished the a,3-meATP-induced relaxation (n = 5). The contraction response was enhanced by
both NF279 and MRS2179 antagonists (* P < 0.05, *** P <0.001 vs previous response).
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(iii) Glycine, glutamate and GABA receptors
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Figure 14. Glutamate, glycine, and GABA receptors. (A) Representative tracings, and (B) Log concentration-
response curves (0.1 umol L'- 10 mmol L) of glutamate (n = 6), glycine (n = 7) and GABA (1 = 4) receptor agonists
on LOS strips in standard Krebs solution. Glutamate evoked a very weak relaxation, high concentrations of glycine
induced a moderate concentration-dependent contraction and GABA did not induce any response on LOS strips.
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Capitulo 2

Regional Functional Specialization and Inhibitory Nitrergic and
Nonnitrergic Coneurotransmission in the Human Esophagus

Lecea B, Gallego D, Farré R, Opazo A, Auli M, Jiménez M & Clavé P (2011). Regional functional specialization and
inhibitory nitrergic and nonnitrergic coneurotransmission in the human esophagus. Am J Physiol Gastrointest Liver

Physiol 300: G782-94.

Abstract

The aim of this study was to explore the
myenteric mechanisms of control of human
esophageal motility and the effect of nitrergic
and nonnitrergic neurotransmitters. Human
circular esophageal strips were studied in organ
baths and with microelectrodes. Responses
following electrical field stimulation (EFS) of
enteric motoneurons (EMNs) or through
nicotinic acetylcholine receptors were compared
in the esophageal body (EB) and in clasp and
sling regions in the lower esophageal sphincter
(LES). In clasp LES strips: ) sodium
nitroprusside (1 nM to 100 pM), adenosine-5’-[f3-
thio]diphosphate trilithium salt (1-100 pM), and
vasoactive intestinal peptide (1 nM to 1 pM)
caused a relaxation; 2) 1 mM N“nitro-L-
arginine (L-NNA) shifted the EFS on-relaxation
to an off-relaxation, partly antagonized by 10
nM 2’-deoxy-N’-methyladenosine 3,5-
biphosphate tetrasodium salt (MRS2179) or 10
U/mL  o-chymotrypsin; and 3) nicotine-
relaxation (100 pnM) was mainly antagonized by
L-NNA, and onmnly partly by MRS2179 or a-
chymotrypsin. In sling LES fibers, EFS and
nicotine relaxation was abolished by L-NNA. In
the EB, L-NNA blocked the latency period, and
MRS2179  reduced  off-contraction.  The
amplitude of cholinergic contraction decreased
from the EB to both LES sides. EFS induced a
monophasic inhibitory junction potential in
clasp, sling and EB fibers abolished by L-NNA.
Our study shows a regional specialization to
stimulation of EMNs in the human esophagus,
with stronger inhibitory responses in clasp LES
fibers and stronger cholinergic excitatory
responses in the EB. Inhibitory responses are
mainly triggered by nitrergic EMNs mediating
the inhibitory junction potentials in the LES and
EB, EFS-on-relaxation in clasp and sling LES
sides, and latency in the EB. We also found a
minor role for purines (through P2Y, receptors)
and vasoactive intestinal peptide-mediating part
of nonnitrergic clasp LES relaxation.

Introduction

The main physiological function of the
lower esophageal sphincter (LES) is to generate a
zone of high pressure that prevents the reflux of
acid gastric content into the esophagus. LES
relaxations occur briefly after swallowing, and
transient LES relaxations cause physiological
gastroesophageal reflux and allow belching. Enteric
motoneurons (EMNs) are the final step in the
inhibitory vagal pathway to the LES, mediating
swallow-induced and transient LES relaxation
(Chang et al., 2003). Nitric oxide (NO) released
from these inhibitory EMNS is the major contributor
to LES relaxation in humans (Gonzalez et al., 2004)
and opossums (Murray et al., 1991; Tettrup et al.,
1991). However, vasoactive intestinal peptide (VIP)
and ATP are putative inhibitory neurotransmitters in
animal studies (Imaeda & Cunnane, 2003; Ny ef al.,
1994; Ny et al., 1995a; Ny et al., 1995b; Ny et al.,
1997; Uc et al., 1997; Werkstrom et al., 1997; Yuan
et al., 1998), and the relative contribution of each of
these neurotransmitters remains unclear in humans.
Our laboratory has recently found that the relaxation
of porcine LES is caused by two main neural
pathways of similar magnitude: /) NO through
guanylate cyclase signaling pathways; and 2) an
apamin-sensitive pathway mediated by ATP or a
related purine acting through P2Y receptors (Farré et
al., 2006). In contrast, we found that, in humans, NO
is the main neurotransmitter released after stimulation
of inhibitory EMNs and causes 85% of LES
relaxation, an apamin-sensitive neurotransmitter
having only a minor role (Gonzalez ef al., 2004). The
role of purines and VIP in human LES relaxation has
not been established.

In vivo manometric studies performed on
humans and animals have shown significant radial
asymmetry in the distribution of LES pressures, the
highest pressures being recorded in the left lateral
direction of the LES (Preiksaitis et al., 1994a;
Richardson & Welch, 1981; Schulze et al., 1977;
Vicente et al., 2001). Moreover, both in humans
(Richardson & Welch, 1981) and animals
(Preiksaitis et al., 1994a), atropine decreases LES
pressure more on the left than the right side. The
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macroscopic arrangement of LES inner muscle
circular smooth fibers in humans and pigs is very
similar, with semicircular transverse muscle clasps
on the lesser curve side (“clasp fibers”) and long
oblique gastric “sling” fibers in the greater
curvature on the left side of LES (Liebermann-
Meffert et al., 1979; Vicente et al., 2001). Porcine
LES shows a strong transversal functional
asymmetry, as neural stimulation induces stronger
nitrergic responses and weaker cholinergic
responses in clasp fibers and, in contrast, weaker
nitrergic responses and stronger cholinergic
responses in the sling region (Farré et al., 2007). A
very recent study on mice also found regional
differences in the inhibitory junction potential (1JP)
between clasp and sling LES sides (Zhang et al.,
2008).

In the human and porcine esophageal body
(EB), the circular fibers are arranged in rings, and
both inhibitory and excitatory EMNs play an
important role in the peripheral mechanism of EB
peristalsis. Animal studies found cholinergic nerve
stimulation enhanced the amplitude and duration of
esophageal peristalsis, with the influence of
cholinergic  EMNs being most prominent
proximally along the smooth muscle portion of the
esophagus (Crist et al., 1984). Human studies
showed that activation of inhibitory EMNs preceded
that of cholinergic EMNs during EB peristalsis
(Sifrim et al., 1992). However, the neuromyogenic
mechanisms  of  the regional functional
specialization in the LES and the EB have not been
fully characterized in humans.

The aims of the present study are to
explore, in vitro, the myenteric mechanisms of
control of human LES and EB motility and the
effect of nitrergic and nonnitrergic inhibitory
neurotransmitters in the human esophagus (LES and
EB).

METHODS

Preparations

We studied specimens of the gastric fundus,
the gastroesophageal junction, and the EB from 9
organ donors, and more restricted specimens from the
LES and EB from 15 patients with esophageal cancer.
The overall sample included 24 esophageal
specimens (4 women/20 men; mean age, 53.7 £ 3.5
yr). The study protocol was approved by the
Institutional Review Board of the Hospital de Mataro,
Barcelona, Spain. The gastroesophageal junction
was opened along the anterior side, the mucosa was
carefully removed, and the clasp and sling fiber
bundles of LES were readily identified as a
thickened band of semicircular oriented smooth
muscle adjacent to the greater and lesser curvature

of the stomach, respectively (Liebermann-Meffert et
al., 1979; Vicente et al., 2001). Full thickness
preparations, including the circular and longitudinal
muscle layers, as well as the myenteric plexus, were
obtained from each LES side (clasp/sling strips) by
cutting 3-mm-wide strips parallel to circular muscle
fibers (Farré et al., 2006; Gonzalez et al., 2004). Up
to four consecutive strips were obtained from both
the clasp and sling region of the LES of each
specimen from organ donors and from the EB, 5 cm
above the transitional line (Farré et al., 2007;
Gonzélez et al., 2004). The weight of the strips was
similar in the three regions studied: /) clasp, 0.29 +
0.01 g (n=18); 2) sling, 0.31 £0.02 g (n = 13); and
3)EB, 0.31 +0.02 g (n =28).

Solutions and drugs

The Krebs solution used in these experiments
was the same as in our laboratory’s previous studies
(Farré et al., 2007; Farré et al., 2006; Gonzalez et
al., 2004). Sodium nitroprusside (SNP), nicotine,
nifedipine, tetrodotoxin (TTX), the selective P2X
subtype receptor agonist o,B-methyleneadenosine
S'-triphosphate (a,f-meATP), the P2Y, receptor
agonist adenosine-5’-[[3-thio]diphosphate trilithium
salt (ADPBS), N“-Nitro-L-arginine (L-NNA), a-
chymotrypsin, and VIP were obtained from Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA). The competitive
antagonist for P2Y, receptors 2’-deoxy-N°‘-
methyladenosine 3°,5’-bisphosphate tetrasodium
salt (MRS2179) was purchased from Tocris
Cookson Ltd. (Bristol, UK), and atropine from
Merck (Darmstadt, Germany). All drugs were
dissolved in distilled water, except nifedipine, which
was dissolved in ethanol (0.0104% vol), and L-NNA,
which was dissolved in Krebs solution by sonication.

Techniques

a) Organ bath studies. Final strips
measuring 10 mm in length were placed in 15-mL
organ baths containing Krebs' solution constantly
bubbled with 5% CO, in O,. Changes in tension of
the strips were measured using isometric force
transducers (Model 03 Force Transducer and Model
7 Series Polygraph, respectively, Grass Instruments
Co., Quincy, MA), computed using the data
acquisition software Acgknowledgd 3.7.2 (Biopac
Systems, Inc., Goleta, CA, USA). After an
equilibration period of 60 min, strips were stretched
up to 150% of their initial length and positioned
between two parallel platinum wire electrodes 10
mm apart (Farré et al., 2007; Farré et al., 2006;
Gonzélez et al., 2004). Thereafter, strips taken from
the LES progressively increased their tone during
the following 1-2 h, and those from the EB did not.
Total tone achieved by LES strips was defined as
the tone developed by the strips after the
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equilibration period. Electrical field stimulation
(EFS) was applied by means of an electrical
stimulator (Model S88, Grass Instruments Co.,
West Warwick, RI, USA) and a power booster
(Stimu-Splitter II, Med-Lab Instruments, Loveland,
CO, USA) (Gonzalez et al., 2004). These electrical
stimuli were simultaneously recorded with tracings
of mechanical responses through a synchronized
transistor-transistor logic signal between the
electrical ~ stimulator Grass S88 and the
computerized Biopac System to assess whether the
mechanical responses occurred during (“on”-
responses) or after (“off’-responses) the electrical
stimulus. Only the strips that developed
spontaneous tone during the equilibration period
and relaxed during EFS were considered as
pertaining to the LES.

b) Electrophysiological studies.
Transmural circular LES and EB muscle strips were
placed in a Sylgard-coated chamber continuously
perfused with Krebs solution at 37 + 1°C. Strips
were pinned on a cross-sectioned slab, allowing
microelectrode recordings of circular muscle
(Gallego et al., 2006). Smooth muscle cells from
the circular layer were impaled with glass
microelectrodes (40-60 MQ) filled with 3 M KCI.
Membrane potential was measured using standard
electrometer Duo773 (WPI Inc., Sarasota, FL,
USA). Tracings were displayed on an oscilloscope
4026 (Racal-Dana Ltd., Windsor, Berkshire,
England) and simultaneously digitalized (100 Hz)
using PowerLab 4/30 system and Chart 5 software
for Windows (all from ADInstruments, Castle Hill,
NSW, Australia). EFS was applied using two silver
chloride plates placed perpendicular to the
longitudinal axis of the preparation and 1.5 cm
apart. Nifedipine (1 uM) was used to abolish the
mechanical activity during electrophysiological
experiments and obtain stable impalements.

Experimental design

(a) Organ bath studies:

a.l) CHARACTERIZATION OF MECHANICAL
RESPONSES FOLLOWING STIMULATION OF
EMNs IN THE LES AND EB. The neural responses
in clasp and sling regions of LES were compared
with those from EB in experiments with stimulation
of EMNs by EFS or through nicotinic acetylcholine
receptors (nAChRs). Transmural EFS (pulses of
0.4-ms duration, frequency 0.3-20 Hz) were applied
to LES and EB preparations in 5-s trains at 26 V
(Farré et al., 2006). Experiments were conducted
during electrical stimulation of both excitatory and
inhibitory EMN by EFS, with sequential addition of
antagonists to assess the nature and effects of the
neurotransmitters released. First, the nitrergic and

cholinergic components of EFS responses were
sequentially blocked by 1 mM L-NNA and 1 uM
atropine. In the LES, the effect of 10 uM MRS2179
and 10 U/mL oa-chymotrypsin on L-NNA-resistant
EFS relaxation was assessed. In the EB, the effect
of nitrergic, cholinergic, VIP, and P2Y, antagonists
was also assessed on EFS responses. The effect of
single doses of 100 UM nicotine on LES strips was
also assessed (Farré et al., 2006). After washing the
strips with 45 mL of fresh buffer, there was a 30-
min period before the following exposure.
Repetitive additions of nicotine did not result in
desensitization of nAChRs (Farré et al., 2006). The
neurotransmitters released by stimulation of EMN
through nAChRs were characterized by sequential
addition of L-NNA and atropine, and the effect of
MRS2179 or a-chymotrypsin on L-NNA-resistant
nicotine relaxation was also assessed. Drugs were
added to the baths 30 min before the stimulation of
inhibitory EMN with nicotine.

a.2) EFFECT OF AGONISTS FOR PUTATIVE
EXCITATORY AND INHIBITORY
NEUROTRANSMITTERS IN THE LES. The dose-
related effects on LES tone of the NO donor SNP (1
nM to 100 uM), the P2Y, agonist ADPBS (1-100
UM), the P2X agonist a,f-meATP (1-100 uM), and
VIP (1 nM to 1 uM) were assessed in the presence
of the neurotoxin TTX (1 pM). Concentration-
related curves of the effects of agonists were
obtained by exposing LES strips to single doses of
agonists for up to 3 min (reported concentrations are
final bath concentrations). After washing the strips
with 45 mL of fresh buffer, there was a 30-min
period before the next exposure.

(b) Electrophysiological studies: Two different
protocols with different EFS parameters were
performed during electrophysiological studies. The
first protocol consisted of an electrical stimulus
with the following characteristics: total duration,
100 ms; frequency, 20 Hz; pulse duration, 0.3 ms;
and increasing amplitude voltage, 5, 10, 12, 15, 17,
20, 25, 30 and 50 V. The amplitude and the
duration of EFS-induced IJP were measured under
control conditions and after addition of each drug.
Second, longer pulses of 5 s at supramaximal
voltage of 50 V and pulse duration of 0.3 ms were
performed at 1 Hz (5 pulses) and 5 Hz (25 pulses).
These longer pulses elicited a longer monophasic
hyperpolarization (Gallego et al., 2008). The EFS-
induced hyperpolarizations (IJPs) were evaluated
before and after the sequential addition of atropine
(I pM), MRS2179 (10 pM), a-chymotrypsin (10
U/mL) and L-NNA (1 mM). The effect of these
drugs on the resting membrane potential (RMP) was
also measured.
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Data Analysis

Studies were designed to /) study and
compare pairs of clasp and sling strips from the
same specimen; 2) compare LES and EB responses;
and 3) explore the nitrergic and nonnitrergic
inhibitory coneurotransmission in human LES and
EB. The effect of EFS or pharmacological agents
was determined in terms of changes in total tone.
Relaxation was expressed in grams and/or in the
percent change in total LES tone. Contraction was
expressed in grams. The frequency of spontaneous
IJP (sIJP) was measured by the standard deviation
(SD-slJP; expressed in mV) (Gil et al., 2010). The
number of experiments was represented by n. Data
are expressed as means + SE. Student’s #-test was
selected for comparisons, using the paired mode
when appropriate. To further characterize EFS
responses, the effect of pharmacological agents on
frequency-response curves was performed using
two-way repeated measures ANOVA. When the ¢-
test was significant, the Bonferroni test was carried
out to determine the frequencies of statistically
different responses. A P value < 0.05 was
considered statistically significant. The differences
between the amplitude and duration of the 1JPs
before and after drug infusion were compared by
two-way analysis of variance (drug and voltage),
followed by Bonferroni post hoc test, using
GraphPad prism 4 (version 4.01, La Jolla, CA,
USA). A P value < 0.05 was considered statistically
significant.
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Results
Organ Bath Studies in the LES

(a) Basal tone: Total tone after the equilibration
period in clasp strips (10.05 £ 0.7 g, n = 20) was
higher than tone in sling fibers (4.48 £ 0.52 g, n =
10, P < 0.05). L-NNA (1 mM) increased total tone
by 35.5 £ 6.1% in the clasp and only by 18.1 +
1.9% in the sling region (P < 0.05). Atropine (1
uM) did not significantly reduce LES tone in either
clasp or sling fibers (not shown).

(b) EFS-responses: LES strips from both clasp
and sling regions responded to EFS with a sharp
relaxation during electrical stimulus (“on”-
relaxation), followed by a phasic contraction at the
end of the stimulus (“off”’-contraction) (Fig. 1). The
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amplitude of both responses was frequency
dependent (Fig. 1). Amplitude of “on’-relaxation
was greater in clasp strips than in sling fibers (-
91.55 £ 3.4% of total tone in clasp vs -43.32 +
6.3%; in sling at 5 Hz, n = 4, P < 0.05). In contrast,
the amplitude of “off’-contraction was greater in
sling strips than in clasp fibers (3.63 + 1.1 g sling vs
0.35+ 0.3 gin clasp, P < 0.05 at 5 Hz, n = 4). In
clasp strips (Fig. 1), L-NNA (1 mM) fully abolished
EFS “on”-relaxation at all frequencies tested (n = 4,
P <0.001) and switched EFS responses to an “on”-
contraction of enhanced amplitude and an “off’-
relaxation of similar amplitude to “on”-relaxation in
control experiments (Fig. 1). Subsequent addition of
atropine fully abolished EFS “on”-contraction at all
frequencies tested (n = 4, P < 0.001), and a
prominent “off”’-relaxation remained (Fig. 1).
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Fig. 1. Quantitative aspects of responses induced by electrical stimulation of enteric motorneurons (EMNs) in
clasp (4) and sling (B) regions of human lower esophageal sphincter (LES). Amplitude of electrical field stimulation
(EFS) “on”-relaxation was higher in clasp strips, and amplitude of EFS “off”’-contraction was higher in sling strips. In both
regions, N”-nitro-L-arginine (L-NNA) changed the response to a cholinergic “on”-contraction. Values are means + SE. * P <

0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; # P <0.05 vs clasp.
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This persistent “off”’-relaxation following L-
NNA and atropine was significantly antagonized,
but not completely abolished, by the P2Y;
antagonist MRS2179 at 3-10 Hz (-60.16 = 4.2% at 5
Hz, n = 5, P < 0.05) (Fig. 24). In independent
experiments (Fig. 2B), we also found the peptidase
a-chymotrypsin 10 U/mL, which cleaves VIP at the
level of tyrosine residues, strongly antagonized
EFS-relaxation at 3-20 Hz following L-NNA and
MRS2179. In sling muscle, 1 mM L-NNA switched
the “off’-response from a contraction to a relaxation
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of lesser amplitude than the “on”-relaxation
observed in the control experiments, and the “on”-
relaxation to an “on”-contraction of greater
amplitude than in control experiments. In contrast,
amplitude of “off’-relaxation was strongly reduced
by L-NNA compared with sling strips in control
experiments (n = 4, P < 0.001, Fig. 1). In sling
strips, subsequent addition of atropine fully
abolished EFS contraction and no relaxation
remained (Fig. 1).
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Fig. 2. Effect of MRS2179 (4) and a-chymotrypsin (a-CT; B) on nonnitrergic EFS-induced LES relaxation in
clasp strips. 4: Sequential addition of 10 UM MRS2179 further decreased the nonnitrergic electrical relaxation at 3-10
Hz following blockade of nitric oxide synthesis by 1 mM L-NNA (rn =5, * P <0.05). B: a-CT strongly antagonized EFS
relaxation at 3-20 Hz following L-NNA and MRS2179 (n =3, ** P <0.01, *** P <0.001). Values are means + SE.

(c) Nicotine-responses: Nicotine (100 pM)
induced a sharp relaxation in both clasp and sling
muscles (Fig. 3, 4 and B). The amplitude of
nicotine-induced relaxation was higher in clasp
strips than sling fibers (-96.73 = 2.9% vs -65.02 +
1.2% of total tone, n = 4, P < 0.05). In clasp strips,
following L-NNA, nicotine induced a biphasic
response with a weak contraction followed by a
strong relaxation (Fig. 3C). This nonnitrergic
relaxation induced by stimulation of inhibitory
EMNs through nAChRs in clasp fibers was
significantly antagonized by MRS2179 (-58.48% =+

12.2%, n =5, P <0.01). In an independent group of
experiments also on clasp strips, MRS2179 failed to
antagonize the nicotine relaxation. However,
sequential addition of L-NNA after MRS2179
caused a strong inhibition of nicotine relaxation (n =
4, -80.25 £ 7.1%) exceeding that caused by L-NNA
alone (P < 0.05, Fig. 3D). Also in clasp strips, a-
chymotrypsin (10 U/mL) antagonized the
nonnitrergic relaxation induced by nicotine by -52.1
+ 1.9%, n = 3, and the relaxation induced by
nicotine following L-NNA and MRS2179 by -72.9
+ 13.5%, n =3 (Fig. 3E).
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Fig. 3. Responses to stimulation of EMNs through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) in human clasp
and sling LES regions. Nicotine (NIC) induced a strong relaxation in both clasp (n = 4; 4) and sling (n = 4; B) LES
sides. # P < 0.05, sling control vs clasp control. 4: Following L-NNA, NIC still induced an intense relaxation in clasp
region (n = 4). Nonsignificant and *** P < 0.001 vs control contraction. B: In contrast, L-NNA fully abolished NIC
relaxation in sling strips (n = 4). * P < 0.05 # P < 0.05 vs clasp control relaxation or control contraction. C: In clasp
strips, 10 UM MRS2179 antagonized NIC relaxation following L-NNA. ** P < 0.01 vs nonnitrergic relaxation. D: The
antagonism of NIC relaxation by MRS2179 and L-NNA exceeded that of L-NNA alone (n = 5). £: 10 U/mL o-CT
antagonized the relaxation induced by NIC following L-NNA and MRS2179 (n = 3, *** P <0.001 vs control relaxation,
** P<0.01 vs control contraction, * P <0.05 vs L-NNA + MRS2179 relaxation or contraction. Values are means + SE.
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(d) Effect of __ putative inhibitory = 3), induced a sustained contraction (Fig. 4). Strips
neurotransmitters in_ the LES: We explored the  from each region of the LES show similar
direct effect of the proposed inhibitory  concentration-dependent profiles induced by the

neurotransmitters in clasp LES strips pretreated
with the neurotoxin TTX, and we found that the NO
donor, SNP (1 nM to 100 uM, n = 4), and VIP (1
nM to 1 UM, n = 3) induced a strong monophasic
relaxation, the P2Y, receptor agonist, ADPBS (1-
100 UM, n = 4), induced a weak, fast and transient
relaxation, followed by a contraction, and the
purinergic P2X agonist, o,3-meATP (1- 100 UM, n

A CLASP

agonist SNP, the main putative inhibitory
neurotransmitter in human LES. The ECs, and the
maximal effect of the relaxation of total tone
induced by SNP in clasp fibers (0.41 uM, -85.4 +
4.3%, n = 3) were of similar magnitude to those
induced by SNP in sling fibers [0.59 uM, -87.9 +
8.5%, n =3, P, not statistically significant (NS)].
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Fig. 4. Effect of agonists of proposed inhibitory neurotransmitters on human clasp LES strips pretreated with
the neurotoxin tetrodotoxin. 4: Concentration-related curves. Values are means + SE. B: Representative traces of
responses. SNP, sodium nitroprusside; VIP, vasoactive intestinal peptide; ADPS, adenosine-5’-[3-thio]diphosphate
trilithium salt; o, -meATP, a,B-methyleneadenosine 5’-triphosphate.
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Organ Bath Studies in the EB

Strips from the EB did not develop active
tone and presented much less total tone than LES
strips at the end of the equilibration period (2.7 + 0.2
g, n =16, P <0.05 vs clasp and sling fibers). EB
strips responded to electrical stimulation of EMNs
with a brief “on”-contraction at the beginning of the

electrical stimulus and a more prominent “off’-
contraction at the end of it (Fig. 5). The amplitude
of both contractions was frequency dependent, and
“off’-contractions were greater than “on”-
contractions (n = 6, P <0.001, Fig. 5).
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Fig. 5. Representative tracings (4) and frequency-related responses on amplitude (B) and latency (C) of
esophageal body (EB) contractions. Strips from the EB responded to electrical stimulation of EMNs with an “on”-
contraction at the beginning of the stimulus and an “off’-contraction following the end of the stimulus. Blockade of
P2Y, receptors by MRS2179 decreased amplitude of both “on”- and “off’-contractions without affecting latency. In
contrast, L-NNA fully abolished latency of “off’-contractions, inducing the appearance of “on”-contractions of
enhanced amplitude (n = 6). Values are means + SE., (* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs each control; ## P<
0.01, ### P< 0.001 “off’-contraction vs “on”-contraction).
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The latency period of “off’-contractions was
measured as the time from initiation of the electrical
stimulus to the onset of the contraction, and this
latency increased with the frequency of electrical
stimulation (Fig. 5). Blockade of P2Y; receptors by
MRS2179 (10 uUM) decreased amplitude of both
“on”- (20 Hz, -55.42 £+ 8.1%, P < 0.05) and “off’-
contractions (20 Hz, -39.37 £ 10.1%, P < 0.001),
without affecting latency at all frequencies except 0.3
Hz, P < 0.05 (Fig. 5). In addition, a-chymotrypsin
similarly reduced the amplitude of the “on”- (20 Hz,
-50.5 £ 10.0%, P < 0.05), and “off’-contractions (20
Hz, -35.7 £ 6.4%, P < 0.001) without affecting
latency at all frequencies (not shown). In contrast, L-
NNA (1 mM) completely abolished the latency of
“off’-contractions, inducing the appearance of “on”-

10 Hz

contractions of enhanced amplitude during the
electrical stimulus (Fig. 5). We compared the
amplitude of the esophageal contractions induced
by electrical stimulation at 10 and 20 Hz in the EB
with those induced by the same electrical stimuli in
clasp and sling fibers in the LES (Fig. 6). Amplitude
of electrical induced “off’-contractions, as well as
amplitude of electrical “on”-contractions following
L-NNA (1 mM) was higher in the EB than in both
clasp and sling sides of the LES (Fig. 6). As “on”-
contraction following L-NNA is almost completely
blocked by atropine in the EB and clasp and sling
fibers in the LES, these results suggest that the
effect of cholinergic neurons was stronger in the EB
than in either LES side.
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Fig. 6. Vertical differences of cholinergic innervation between the EB and both LES sides. The amplitude of the
cholinergic “on”-contraction following L-NNA is higher in the EB than in either LES side. Values are means + SE. ¢ P <
0.05; # P <0.05 vs “on”-control contraction; ** P < (.01, *** P <0.001 vs each control.
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Electrophysiological Studies in the
LES and EB

The nature of inhibitory neurotransmitters
in clasp LES and EB fibers was also explored in
electrophysiological studies. Resting membrane
potential (RMP) in clasp (-43.9 + 0.4 mV, n = 4)
and sling (-42.66+1.91 mV, n = 3) regions of the
LES was similar, and both were significantly less
negative than the RMP in the EB (-52.5+ 1.7 mV, n
=4, P <0.01 vs clasp and sling). The RMP in the

clasp LES and EB presented continuous small
A CLASP

CONTROL #ATROPINE 1M

oscillations (unitary potentials, Figs. 7 and 8) and
low SD-sIJP values of 0.079 = 0.047 mV (r =4) in
the clasp, 0.16 = 0.026 mV (n = 3) in the sling, and
0.13 £ 0.05 mV (n =15) in the EB (NS), suggesting
that there are very few spontaneous sIJPs in the
human esophagus under these experimental
conditions. Neither atropine, MRS2179 nor L-NNA
affected RMP or SD-sIJPs in the clasp and sling
LES and EB (not shown). Stimulation of inhibitory
EMNs by single EFS pulses caused a monophasic
1JP in the clasp and sling regions of the LES and EB
(Figs. 7 and 8).
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Fig. 7. Intracellular microelectrode recordings. EFS-induced inhibitory junction potential (IJP) elicited at 50 V and
voltage-dependent curves showing the sequential effect of 1 pM atropine, 10 pM MRS2179, and 1 mM L-NNA on the
amplitude and duration of the EFS-induced IJP in clasp (4) and sling (B) LES strips. Values are means + SE. * P < 0.05,
** P<0.01 *** P<0.001.
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The amplitude and the duration of the 1JP
was voltage dependent, reaching similar maximal
transient hyperpolarizations [n = 4 each, NS; 50 V,
clasp strips, amplitude: -53 + 0.43 mV and
duration: 3.16 £ 0.08 s; sling strips, amplitude: -
3.99 + 1.44 mV and duration: 2.95 £ 0.31 s (Fig. 7),
and EB, amplitude: —5.2 = 2.0 mV and duration: 3.0
+ 0.26 s, (Fig. 8)]. In both clasp and sling regions of
the LES and in the EB, the amplitude and duration

A EB

CONTROL +ATROPINE 1puM

of the IJP was unaffected by atropine or the P2Y;
antagonist, MRS2179, and, in contrast, both
amplitude and duration were fully abolished by 1
mM L-NNA, showing that NO mediates the
transient hyperpolarization in the human LES and
EB (Figs. 7 and 8). The amplitude and duration of
the IJP was also unaffected by a-chymotrypsin (not
shown).
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Fig. 8. Intracellular microelectrode recordings showing the sequential effect of 1 uM atropine, 10 uM MRS2179 and
1 mM L-NNA on the EFS-induced 1JP elicited at the maximum voltage of stimulation (50 V) in the EB. B: Plot graphs
showing the amplitude and duration of the IJP at 5-50 V of stimulation. Values are means = SE. * P < 0.05 *** p <

0.001.
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In an independent set of experiments, electrical
pulses of 1 and 5 Hz also originated a sustained
monophasic IJP in the LES and EB. The
electrophysiological response was unaffected by

A cLasp

CONTROL ATHOPINE 1M

MRS2179 and almost completely blocked by L-
NNA in both clasp and sling LES regions and EB
fibers (Fig. 9).
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Fig. 9. Intracellular microelectrode recordings in clasp (4) and sling (B) LES strips and EB (C) showing the EFS-
induced 1JPs obtained during 5-s stimulation at 5 Hz (25 pulses) and 1 Hz (5 pulses). Atropine (1 pM) and MRS2179
(10 uM) did not affect either amplitude or duration of these 1JP, whereas L-NNA (1 mM) fully abolished the IJP in

clasp, sling and EB regions.

-95-



Inhibitory coneurotransmission in the human esophagus

Discussion

In this study, we found that human LES
relaxation induced by stimulation of inhibitory
motoneurons of the myenteric plexus is mainly
mediated by neural NO with a minor contribution of
a purine acting through P2Y, receptors and VIP. In
contrast, the IJP in the LES and EB, and /latency of
EB contractions, are fully mediated by NO, and we
could not find a purinergic or VIP-ergic component
in the IJP. We also found the human esophagus
presents a  significant  intrinsic  regional
specialization in response to neural stimulation of
the myenteric plexus that consists of a transversal
asymmetry in the LES with stronger inhibitory
responses in the clasp fibers of the lesser curvature
and a vertical asymmetry from the EB to the LES,
with stronger effect of excitatory cholinergic
responses in the EB.

We also found important functional
differences between clasp and sling fibers of human
LES. Total tone developed by clasp strips was higher
than tone developed by sling fibers, in accordance
with previous human studies (Preiksaitis et al.,
1994b). EFS caused strong stimulation of inhibitory
EMNs in the clasp region, as relaxation was greater
than in the sling region (Korn et al., 2000). In
contrast, EFS in the sling region induced a less
efficient relaxing response and a more intense
contraction. In the clasp region, nicotine caused
strong stimulation of nitrergic EMNs and induced a
relaxation similar to that obtained by maximal EFS.
In the sling region, stimulation of inhibitory EMNs
through nAChRs caused a higher relaxation than
that obtained by maximal EFS; however, the
amplitude of this relaxation was lower than that
obtained in clasp strips. In contrast, the direct effect
of inhibitory NTs is similar between both LES
sides, suggesting this functional asymmetry can be
attributed to specialization at the myenteric plexus
level. These results in the human LES agree with
our laboratory’s previous studies on pigs (Farré et
al., 2007) and previous studies in cats (L Heureux
et al., 2006), which found that stimulation of EMNs
induces stronger inhibitory responses in clasp fibers
and stronger excitatory responses in sling fibers.
Supporting our results on both humans and pigs,
studies on the guinea pig LES also show a marked
functional neural asymmetry, as vagal stimulation
causes activation of excitatory and inhibitory EMNs
on the sling LES side (Yuan & Brookes, 1999) and
only inhibitory responses in the clasp (Yuan et al.,
1998). In addition, all of these functional studies
and our present results on humans agree with
morphological studies mapping the regional
distribution of EMNs in guinea pig LES that found
that, in the clasp region, 33% of the neurons stain
positively for cholineacetyl-transferase, whereas
70% stain positively for NO synthase (Brookes et

al., 1996). In contrast, sling fibers are mainly
innervated (> 80%) by cholinergic neurons, with
only 15% staining positively for NO synthase
(Brookes et al., 1996; Yuan & Brookes, 1999).
Taken together with our previous functional studies,
all of these findings strongly suggest that, in the
human LES, the inhibitory neurons predominate in
the clasp, whereas the excitatory ones predominate
in the sling fibers.

LES responses to EFS and nicotine in this
study are similar to those our laboratory found in
earlier studies on the human LES (Gonzalez et al.,
2004). Then we found NO was the main mediator
for LES relaxation in the human LES and that other
minor apamin-sensitive inhibitory
coneurotransmitters were released (Gonzalez et al.,
2004). In the present study, both the EFS “on”-
relaxation observed in organ bath studies and the 1JP
observed in electrophysiological studies were fully
abolished by NO synthesis inhibitors, further
confirming a major role for NO in LES
hyperpolarization and subsequent relaxation of
human LES following stimulation of inhibitory
EMNs. We also conducted additional experiments
showing that adding L-NNA first completely
abolished the 1JP, without unmasking a late-onset
1JP. However, a relevant nonnitrergic “off ’-relaxation
was still observed in clasp strips following
stimulation of inhibitory EMNs by EFS or through
nAChRs during full blockade of NO synthesis by L-
NNA (1 mM), clearly suggesting again the
participation of other inhibitory neurotransmitters in
human LES relaxation. In our studies on porcine
LES, we found two components in the nonnitrergic
and apamin-sensitive relaxation: /) a main
component inhibited by MRS2179 showing the
effect of a purine acting on P2Y, receptors; and 2) a
minor component slightly but consistently inhibited
by the P2X receptor antagonist NF279. We have
now found, in the human LES, that the P2Y,
agonist ADPPBS caused a relaxation of LES,
whereas the P2X agonist caused a contraction. In
addition, we found the nonnitrergic “off’-relaxation
following stimulation of EMNs by EFS or through
nAChRs was significantly inhibited by the P2Y,
antagonist MRS2179. In our study, VIP also caused
a strong relaxation of human LES, and the residual
nonnitrergic and nonpurinergic relaxation following
stimulation of inhibitory motoneurons by EFS or
through nAChRs was antagonized by the peptidase
a-chymotrypsin, also suggesting a minor role for
VIP in human LES relaxation (Chang et al., 2003).

In the present study, electrical stimulation of
EMNSs produced a low-amplitude monophasic IJP in
both clasp and sling strips, fully abolished by L-NNA
and similar to that observed in the EB. The IJP in
human LES and EB has different properties than the
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IJP we recorded in response to identical electrical
stimulus from other areas of the human
gastrointestinal tract. In the colon (Gallego et al.,
2008; Gallego et al., 2006) and small intestine
(unpublished observations), the IJP has a fast
component of ~20-40 mV, which is sensitive to
P2Y, antagonist, followed by a slow component of
~10-20 mV, which is mainly nitrergic. The fast
component presents a rundown, whereas the slow
component can be sustained (Gallego et al., 2008).
In the clasp region of the mouse (Imaeda &
Cunnane, 2003; Zhang et al., 2008), IJP also has a
fast component partly antagonized by apamin,
followed by a slow sustained nitrergic component.
In the present study, we could not record a biphasic
1JP, and the response in strips obtained from both
the EB and the clasp and sling regions in the LES
showed only a slow component with a small
amplitude (5-6 mV), which was L-NNA sensitive
and could be sustained under repetitive stimulation.
A similar IJP of small amplitude has also been
described in the opossum, which presents anatomic
similarities to the human LES (Zhang et al., 2010).
In our study, electrophysiological data match with
mechanical data, because the ‘“on”-relaxations
observed in both clasp and sling fibers were
inhibited by L-NNA, and latency observed after
EFS in the EB was also blocked by L-NNA.
Unfortunately, we could not find a purinergic or
VIP-ergic component in the IJP responsible for
nonnitrergic relaxation in clasp fibers. This can be
attributed to the different electrical stimuli we used
in organ bath or microelectrode experiments to
stimulate EMNSs or to a putative
nonelectromechanical coupling in the L-NNA-
resistant inhibitory pathway. It is important to
notice that the RMP of clasp (-44 mV) and sling
muscle (-42 mV) was more positive than that of the
EB (-53 mV). This difference might be responsible
for the myogenic tone present in sphincters, which
is absent in the EB. Taken together, our results
suggest that “on”-relaxation and the IJP in the
human LES is caused by NO release from inhibitory
EMNSs, and there is a minor nonnitrergic “off”-
relaxation mainly mediated by the release of both a
purine, also from inhibitory EMNs acting at
muscular P2Y, receptors, and VIP.

There is some controversy in the literature
regarding the definition of the LES from both an
anatomic and physiological perspective, and it
seems that researchers in this field have developed
two different viewpoints. One group of researchers
considers the LES to be the clasp and sling muscle
fiber complex (Farré et al., 2006; Gonzalez et al.,
2004; Korn et al., 2000; L’Heureux et al., 2006;
Liebermann-Meffert et al., 1979; Preiksaitis et al.,
1994b; Stein et al., 1991; Stein et al., 1995).
Another group of researchers consider the LES to

be the circular smooth muscle near the distal end of
the esophagus (LEC, lower esophageal circular)
(Miller et al., 2009; Vegesna et al., 2010). There are
those at one extreme of the controversy who do not
believe that the clasp-sling muscle fiber complex
pertains to the LES (Vegesna et al., 2010), and at
the other extreme who do not believe the lower
esophageal circular (LEC) even exists. We believe
part of the discrepancy is due to differences
between humans and the animal species used in
some of the previous studies, and another important
part of this controversy is due to different
methodological approaches (in vivo vs in vitro).
Although our study has not been specifically
designed to solve this controversy, we have not
found circular fibers at the end of the human
esophagus behaving, in vitro, as a sphincter. Further
studies on humans combining morphological
(electronic microscopy, immunohistochemistry) and
functional methods (in vivo and in vitro physiology)
will clarify this point in the next few years.

Circular esophageal muscle fibers from the
EB respond with a minor contraction during the
electrical stimulus, “on”-contraction, and a
prominent “off”’-contraction shortly after the end of
the stimulus. The time between the beginning of the
stimulus and the initiation of the “on”- and “off”-
contraction is termed latency (Auli et al., 2008).
Animal studies described that NO released from
inhibitory myenteric neurons controlled both the
amplitude and the latency timing of the “off’-
response in the distal smooth muscle esophagus
(Crist et al., 1984) and mediated nerve-induced
hyperpolarization of circular esophageal and LES
smooth muscle (Christinck et al., 1991; Du et al.,
1991). These in vitro animal studies also found that
inhibition of NOS with L-NNA or by blocking the
NO-intracellular pathway with the guanylate
cyclase inhibitor ODQ attenuated or even abolished
the “off”’-response and shortened the latency period,
inducing the appearance of a cholinergic “on”-
contraction of greater amplitude than the previous
“on”- and “off’-contractions (Crist et al., 1984;
Murray et al., 1991). In our human study, in vitro
“on”- and “off”’- EB contractions are similar to these
previous in vitro animal studies and to the two types
of esophageal peristaltic contractions found during
in vivo vagal stimulation in the opossum esophagus
(Murray et al., 1991). The contraction during vagal
stimulation was primarily cholinergic and was
called the “A wave.” The other contraction occurred
after stimulus and was called the “B wave.” NOS
inhibitors strongly increased the velocity of the
cholinergic A wave by decreasing the time of its
arrival in the distal esophagus (Yamato er al.,
1992), a very similar result to what we found on
latency in the human EB. Animal studies also found
that the amplitude of esophageal peristalsis is
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controlled by a peripherally located gradient of
cholinergic innervation, most prominent proximally,
and which decreases distally along the smooth
muscle portion of the esophagus (Crist ef al., 1984).

Our results also suggest a complex interplay
between the excitatory cholinergic and the
inhibitory nitrergic systems in the control of
esophageal peristalsis in the human esophagus. Our
electrophysiological results in the human esophagus
show that the IJP in the EB is fully nitrergic, as well
as latency of “off’-contractions, suggesting that
nitrergic EMNs control the velocity of peristalsis.
We also found that the RMP of the human EB
muscle is more “negative” compared with that of
clasp LES fibers, agreeing with the differences
observed in the tone of both regions (Yuan et al.,
1998; Zhang et al., 2008). Blockade of NO
synthesis in the EB strips shifted “off’-contraction
to an enhanced cholinergic ‘“on”-contraction,
suggesting an inhibitory effect of nitrergic EMNs
on amplitude of EB contractions, as well as a
predominant role of cholinergic neurons in the
amplitude of EB peristalsis. We found decreasing
effects of the intrinsic cholinergic innervation from
the EB to both sides of human LES, supporting the
concept that amplitude of esophageal contractions is
determined by a balance of these intrinsic circuits.
Finally, the P2Y, receptor antagonist MRS2179 did
not affect latency, but reduced amplitude of “off”’-
contractions, suggesting a modulation of cholinergic
neurons by excitatory P2Y, receptors (Auli et al.,
2008).

Alterations in these intrinsic mechanisms
controlling LES and EB physiology contribute to
the pathophysiology of gastroesophageal reflux
disease and achalasia. Recent studies found that the
smooth muscle pressure component of the LES
caused by the clasp and sling muscle fibers is
defective in patients with gastroesophageal reflux
disease (Miller et al., 2009). Cytokines and free
radicals might mediate esophagitis-associated
impairment of cholinergic EMNSs, decreasing LES
tone and amplitude of esophageal peristalsis (Stein
et al., 1991). Otherwise, the imbalance between a
preserved excitatory and an impaired intrinsic
inhibitory innervation (Park & Vaezi, 2005) might
explain why patients with achalasia show a
hypertensive and nonrelaxing LES, greatly
increased tone in the LES, and non-progressive
simultaneous contractions in the EB (Mearin et al.,
1993; Stein et al., 1995).
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APPENDIX II: Complementary Studies on Anatomy and Physiology of Human
Esophagus (Esophageal Body, EB; Lower Esophageal Sphincter, LES)

Summary

This section shows complementary figures that were originated from the experiments of chapter 2
and were not published. We have described the anatomical origin of the strips included in these experiments
in the human esophagus [esophageal body (EB), and clasp and sling regions of the lower esophageal
sphincter (LES)].

We also carried out mechanical and electrophysiological studies in the human EB and in the clasp
and sling regions of the LES. We assessed the morphology of the mechanical tone developed in the human
EB and in the clasp and sling regions of the LES, and we found that active tone was developed in clasp and
sling zones but it was not in the EB.

Purinergic and peptidergic components of mechanical and electrophysiological responses:

The electrophysiological experiments assessing the purinergic component of the human clasp LES
responses are included. We found that the Inhibitory Junction Potential (IJP) was completely nitrergic and
there was no unmasked nonnitrergic IJP in the human clasp LES.

We assessed the effect of purinergic (MRS2365 and ADPS) and peptidergic (VIP) agonists on the
membrane potential and on the total tone of the human clasp LES. Electrophysiological experiments
assessing the effect of the peptidergic (a-chymotrypsin) antagonist on amplitude and duration of 1JP in the
human EB and clasp LES were also included.

We characterized the mechanical responses induced by the peptidergic agonist (VIP) on the total
tone of the human clasp LES with TTX and a-chymotrypsin. We assessed the peptidergic component of the
nicotine-induced relaxation of the human clasp LES by the antagonist a-chymotrypsin following a nitrergic
blockade, and we found that a-chymotrypsin reduced this nonnitrergic relaxation.

Mechanical effects of agonists and antagonists on human esophagus:

We assessed the EFS-induced responses obtained in the human EB and in the clasp and sling regions
of the LES. Mechanical experiments assessing the effect of agonists (SNP donor of NO, CCh, ACh
analogue) and antagonists (L-NNA, nitrergic blockade; atropine, cholinergic blockade) on the total tone of
the human EB and of the clasp and sling regions of the LES were included.

Morphological studies of the human clasp LES and EB:

Histological studies show the circular and longitudinal smooth muscle layers of the clasp LES and
EB. Immubhistochemical S100 staining identified a neural ganglion at the myenteric plexus between both
smooth muscle layers of the clasp LES. We observed some interstitial cells of Cajal in the circular smooth
muscle of the clasp LES and in the myenteric ganglion.

Electrophyvsiological effects of agonists and antagonists on human esophagus:

Electrophysiological experiments assessing the comparison of the resting membrane potential (RMP)
of the human EB and clasp and sling LES were included. We also assessed the effect of antagonists (L-NNA,
nitrergic blockade; atropine, cholinergic blockade; MRS2179, purinergic blocked; o-chymotrypsin,
peptidergic blockade) on the RMP of the human EB and of the clasp and sling regions of the LES.
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INDEX:
1) MORPHOLOGICAL STUDIES:

ANATOMY
-Figure 1. Preparation. Anatomical origin of the human esophageal strips included in the in vitro
study.

2) HUMAN MECHANICAL AND ELECTROPHYSIOLOGICAL STUDIES

-Figure 2. Morphology of the total tone developed by the strips from different regions of the
human esophagus (equilibration period) at mechanical recordings.

-Figure 3. Representative tracings and quantitative aspects of intracellular microelectrode
responses in clasp region of human LES. Effect of sequential addition of L-NNA, atropine and
MRS2179.

-Figure 4. Representative tracings and quantitative aspects in A) Intracellular microelectrode,
and B) mechanical responses in clasp region of human LES. Effect of MRS2365, ADPf3S and VIP.

-Figure 5. Representative tracings and quantitative aspects of intracellular microelectrode
responses in human A) esophageal body (EB), and B) clasp region of LES. Effect of a-
chymotrypsin on the EFS-induced 1JP.

-Figure 6. Mechanical studies. A) Quantitative aspects, and B) Representative tracings of VIP-
induced responses in clasp human LES. Effect of TTX and a-chymotrypsin on mechanical
responses.

-Figure 7. Mechanical studies. Quantitative aspects of nicotine-induced responses in clasp
human LES. Effect of a-chymotrypsin on mechanical non-nitrergic responses.

-Figure 8. Mechanical studies. A) EFS-induced mechanical responses, and B) Mechanical effect
of agonists SNP and CCh in human clasp, sling LES and EB strips.

-Figure 9. Mechanical studies. C) Mechanical effect of antagonists atropine and L-NNA in
human clasp, sling LES and EB strips.

-Figure 10. Morphological studies. Haematoxilyn & Eosin, S100 and c-Kit stainings of sections
of human clasp LES and EB.

-Figure 11. Electrophysiological studies. Quantitative aspects of microelectrode resting
membrane potential (RMP) in human EB, and clasp and sling LES strips.

-Figure 12. Electrophysiological studies. Representative tracings and quantitative aspects of
different blockers on the RMP in human EB, and clasp and sling LES strips.

-Table 1. Effect of direct agonists for the main inhibitory and excitatory neurotransmitters (NO
donor SNP and ACh-analogue CCh) in each region of the human esophagus.

-Table 2. Effect of different antagonists on the RMP, spontaneous IJPs and total tone of human
LES and EB strips.
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1) MORPHOLOGICAL STUDIES:
Anatomy

Preparation
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Figure 1. Preparation. Anatomical origin of the human esophageal strips included in the present study.
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2) HUMAN MECHANICAL AND ELECTROPHYSIOLOGICAL STUDIES

Morphology of the total tone developed
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Figure 2. Morphology of the total tone developed. Representative tracings showing the total tone developed during
the equilibration period by the strips from different regions of the human esophagus. Following similar procedures (60
min incubation, and stretch to 150% of their initial length) strips from clasp and sling regions of the LES developed
active tone, whereas those from EB did not.
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Electrophysiological studies
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Figure 3. Electrophysiological studies. A) Intracellular microelectrode recordings showing the sequential effect of L-
NNA 1 mM, atropine 1 pM and MRS2179 10 pM on the EFS-induced 1JP, elicited at the maximum voltage of
stimulation (50 V) in clasp LES strips (top), and B) plot graphs showing the amplitude and duration at different
voltages of stimulation (5-50 V) (bottom). The IJP was nitrergic in the human LES (completely blocked by L-NNA) and
there was no unmasked non-nitrergic 1JPs following the adition of L-NNA. (n = 3, * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <
0.001).
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Electrophysiological studies: purinergic and peptidergic agonists
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Figure 4. Effect of purinergic and peptidergic agonists. A) Intracellular microelectrode recordings showing the effect

of MRS2365 (10 pM), ADPBS (100 uM) and VIP (1 uM) (top) and histogram expressing this effect as mean + SEM;
B) Representative tracings of the clasp LES relaxation induced by MRS2365, ADPS and VIP (top) and quantitative

effects (bottom).

- 107 -



Apéndice del Capitulo 2

Electrophysiological studies: peptidergic antagonist

A

LIP Amplitude (mV)

Figure 5. Effect of a peptidergic antagonist on electrophysiological responses. A) Intracellular microelectrode
recordings showing the effect of a-chymotrypsin (10 U/mL) on the EFS-induced 1JP elicited at the maximum voltage of
stimulation (50 V) in EB strips (top), and plot graphs showing the amplitude and duration at different voltages of
stimulation (5-50 V) (bottom). B) Intracellular microelectrode recordings showing the effect of a-chymotrypsin (10
U/mL) on the EFS-induced 1JP elicited at the maximum voltage of stimulation (50 V) in clasp LES strips (top), and plot
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graphs showing the amplitude and duration at different voltages of stimulation (5-50 V) (bottom).
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Mechanical studies: peptidergic agonist and antagonist
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Figure 6. Characterization of VIP (100 nM) responses in clasp LES strips. A) Representative tracings, and B)
Quantitative effects of VIP-induced responses. TTX 1 uM only partly (-36.8 + 9.8%, P < 0.05) antagonized VIP
responses, showing a strong, direct, muscular relaxant effect. Sequential addition of the peptidase a-chymotrypsin (10
U/mL) almost abolished VIP relaxation by -90.7 £+ 7.3%.
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Mechanical studies: nicotine-induced responses
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Figure 7. Characterization of nicotine-induced responses in clasp LES strips. A) Representative tracing, and B)
Quantitative effects on nicotine-induced responses. Effect of a-chymotrypsin 10 U/mL following nitrergic blockade by
L-NNA 1 mM. a-chymotrypsin reduced the non-nitrergic relaxation by -52.1 = 1.9%. (n = 3 in each experiment, * P <
0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs the previous experimental condition).
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Mechanical studies: EFS and agonists-induced responses in the human esophagus
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Figure 8. EFS-induced responses on human esophagus. A) Electrical field stimulation-induced responses at different
frequencies in both clasp and sling regions of the lower esophageal sphincter (LES) and the esophageal body (EB).
“On”-relaxation and “off’-contraction values for n = 3. (# # P < 0.01 clasp vs sling fibers; @ P < 0.05 EB vs clasp LES;
T P < 0.05 EB vs sling LES). Agonists-induced responses on human esophagus. B) Concentration-response curves
for carbachol (CCh, middle graph) and sodium nitroprusside (SNP, right graph) in the clasp and sling muscles of human
LES and EB. (n =3, @ P <0.05 EB vs clasp LES; ¥ P <0.05 EB vs sling LES).
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Mechanical studies: effect of antagonists in the human esophagus

C) EFFECT OF ANTAGONISTS
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Figure 9. Effect of antagonists in the human esophagus. Effect of L-NNA and atropine on total tone in the clasp and
sling regions of human LES. L-NNA blocking nitric oxide synthesis significantly increased total LES tone in both sling
and clasp LES regions as well as in EB. (** P <0.01, *** P <(.001 vs each control value). The increase of total tone in
clasp LES side is significantly higher than the one observed in sling LES. The increase of total tone in EB is
significantly lower than the one observed in both sling and clasp LES. Atropine reduced EB total tone but not
significantly, neither total clasp or sling LES tone. (# P < 0.05 clasp LES vs sling LES; @@ P < 0.01, 9090 P < 0.001
clasp LES vs EB. 1 P <0.05, 11 P <0.01 sling LES vs EB).

-112 -



Human EB and clasp and sling LES

MORPHOLOGICAL STUDIES:

Figure 10. Stainings of different parts of the human esophagus. A) Haematoxilyn & eosin stain of a transversal
section at the transmural clasp LES including both circular and longitudinal smooth muscle layers. B) Neural S100
staining of the circular transmural clasp LES. C) Neural ganglion at the myenteric plexus with S100 staining. D)
Intramuscular interstitial cells of Cajal at the clasp LES circular muscle layer. E) Neural ganglion in the myenteric
plexus with c-KIT staining. F) Hematoxylin & eosin stain of a transversal section at the transmural EB including both
circular and longitudinal smooth muscle layers. CM indicates circular muscle; EB, esophageal body; Ng, neural
ganglia; LM, longitudinal muscle; LES, lower esophageal sphincter; MM, muscularis mucosa; MP, myenteric plexus;
N, nerve fibers and SM, submucosa.
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Electrophysiological studies: Resting Membrane Potential comparison
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Figure 11. Resting membrane potential in the human esophagus. Representative histograms showing the
comparison of the RMP between the EB and the LES (clasp/sling) fibers.
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Electrophysiological studies: Resting Membrane Potential comparison
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Figure 12. Effect of antagonists on RMP in human esophagus. Representative tracings and histograms showing the
lack of effect of the different blockers on the resting membrane potential (RMP) in clasp, sling LES and EB strips.
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Table 1. Effect of agonists in the human esophagus. Effect of direct agonists of the main inhibitory (SNP) and
excitatory (CCh) neurotransmitters in each region of the human esophagus.

AGONIST ZONE ECs (uM) E ax
LES and EB relaxation
EFS (3 Hz) | CLASP-LES - -86.9 £ 5.3%, # # vs sling
0.41 pM -85.4 £4.3%,
SNP CLASP-LES NS vs sling; NS vs EB NS vs sling; @ vs EB
EFS (3 Hz) | SLING-LES - -52.3£4.5% ; # # vs. Clasp
0.59 uM -87.9+8.5%
SNP SLING-LES NS vs clasp; NS vs EB NS vs clasp; T vs EB
EFS (3 Hz) EB - -
0.13 uM -50.5+£10.2%
SNP EB NS vs clasp; NS vs sling T vs sling; @ vs clasp
AGONIST ZONE ECs (UM) E ax
LES and EB contraction
042+03¢g
EFS (20 Hz) | CLASP-LES - NS vs sling: @ vs EB
} 0.63 uM 48+0.1g
CCh CLASP-LES # vs sling; NS vs EB NS vs sling; @ vs EB
028+02¢g
EFS (20 Hz) | SLING-LES - NS vs clasp; 1+ vs EB
) 2.1 yM 42+09¢g
CCh SLING-LES # vs clasp ; T vs EB NS vs clasp; T vs EB
88+34¢g
EFS (20 Hz) EB ) @ vs clasp ; T1 vs sling
0.68 UM 78+16¢g
CCh EB NS vs clasp; T vs sling O vs clasp; T vs sling

# P < 0.05 clasp vs sling, ## P < 0.01 clasp vs sling; @ P < 0.05 clasp vs EB ; ¥ P <0.05 sling vs EB, {1 P < 0.01 sling

vs EB ; NS, not statistically significant.
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Table 2. Effect of agonists in the human esophagus. Effect of different antagonists on resting membrane potential,
spontaneous [JPs and total tone of LES and EB strips.

ZONE CONTROL L-NNA ATROPINE
RMP CLASP LES —43.8?::0:;2 mv 439521 mV 445+ 126 mV
—_— CLASP LES 0.079;:Z (i.%w mv 0.056 + 0.02 mV 0.072 + 0.044 mV
RMP SLING LES —42.6?:::1.39) 1 mV -40.51 = 4.95 mV 42.18+3.9mV
SD-LIPs SLING LEs | 016 ?n0;0§)6 mv 0.13 + 0.046 mV 0.15 £ 0.044 mV
TOTAL TONE | SLING LES 3-?::05? g . lcils ; ;3;/01313 o e
RMP EB —52.4?;::146)8 mV -52.56 £1.51 mV 50.12+19mV
SD-LIPs B 0.135; 298 mv 0.15 + 0.026 mV 0.13 £ 0.039 mV
oo _m Gy M, D

# P < 0.05 clasp vs sling, # # P < 0.01 clasp vs sling; @@ P < 0.01 clasp vs EB ; + P <0.05 sling vs EB, {1 P < 0.01
sling vs EB.
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Capitulo 3

Origin and Modulation of Circular

Smooth Muscle Layer

Contractions in the Porcine Esophagus

Lecea B, Gallego D, Farré R & Clavé P (2012). Origin and modulation of circular smooth muscle layer contractions in
the porcine esophagus. Neurogastroenterol Motil 24: 779-e355.

Abstract

The origin and modulation mechanisms
controlling timing and amplitude of esophageal
body peristalsis are not fully understood. We
aimed to characterize the neurotransmitters
involved in the origin and modulation of circular
smooth muscle esophageal body (EB)
contractions. Responses of porcine EB strips to
electrical stimulation of motor neurons (IMNs)
were assessed in organ baths and with
microelectrodes. The effect of antagonists of
inhibitory (L-NAME 1 mmol L', MRS2179 10
pmol L) and excitatory neurotransmitters
(atropine 1 pmol L7; SR140333 1 pmol L'-
NK;ra -, GR94800 1 pmol L'- NK,ra -) and of
ganglionic neurotransmitters (hexamethonium
100 pmol L, ondansetron 1 pmol L™, NF279 10
pumol L") were characterized. Electrical field
stimulation (EFS) induced a frequency-
dependent off-contraction (16.8 + 0.8 g) following
a latency period. Latency was significantly
reduced by L-NAME (-66.1 + 4.1%) and
MRS2179 (-25.9 + 5.6%), and strongly increased
by atropine (+36.8 *= 5.8%). Amplitude was
reduced by L-NAME (-69.9 = 10.4%), MRS2179
(-341 £ 6.0%), atropine (-42.3 = 4.7%),
hexamethonium (-18.9 + 3.3%), NF279 (-20.7 +
3.5%), ondansetron (-16.3 = 3.2%), GR94800 (-
28.0 + 4.8 %) SR140333 (-20.9 + 7.1%), and Q-
chymotrypsin (-31.3 + 7.0%). The EFS induced a

monophasic  nitrergic inhibitory junction
potential. Our results suggest that timing
(latency) and  amplitude of esophageal

contractions are determined by a balance of
complex interactions between excitatory and
inhibitory MNs. Latency depends on the
activation of inhibitory MNs releasing NO and a
minor purinergic contribution through P2Y,
receptors, and excitatory MNs releasing ACh.
Amplitude depends on a major contribution of
excitatory MNs releasing ACh and tachyKkinins,
and also on inhibitory MNs releasing NO, ATP
or related purines and peptidergic
neurotransmitters acting as strong modulators of
the excitatory neuroeffector transmission.

Introduction

Bolus transport in the esophagus is caused
by peristalsis; sequential downward contraction of
circular muscle fibers originating in the esophageal
body (EB). The EB peristalsis depends on central
and peripheral mechanisms and consists of
sequences of inhibition followed by excitatory
responses. Classical studies have found its timing
and amplitude is mainly controlled by enteric motor
neurons (MNs) located in the myenteric plexus
(MP) (Christensen & Lund, 1969; Dodds et al.,
1978; Mukhopadhyay & Weisbrodt, 1975;
Weisbrodt & Christensen, 1972). In the human and
porcine EB, the circular fibers are arranged in rings
and are innervated by both inhibitory and excitatory
MNs from the MP (Lecea et al, 2011). Primary
esophageal motor disorders are mainly caused by
alterations in these intrinsic neural mechanisms that
control EB motor function (Paterson ef al., 2006).

The relevance of these peripheral
neuromuscular  control mechanisms in  the
generation of EB peristalsis has been recognized for
years, although not fully understood. Previous
animal (Christensen & Lund, 1969; Crist et al.,
1984a; Crist et al., 1984b) and human (Krysiak &
Preiksaitis, 2001; Lecea et al., 2011) studies showed
that direct activation of neurons by electrical field
stimulation (EFS) in circular EB smooth muscle
strips produced a minor on-contraction during the
electrical stimulus and a more prominent off-
contraction shortly after the end of the stimulus.

The time between the beginning of the
stimulus and the initiation of the contractions is
termed latency and determines the speed of
propagation of these esophageal contractions along
the esophagus (Auli et al., 2008; Krysiak &
Preiksaitis, 2001; Lecea et al., 2011). In vitro
studies (Crist et al., 1984b) showed that inhibitory
MNs were responsible for the period of latency and
NO (nitric oxide) was proposed as the main
neurotransmitter in the esophagus of several
species, including humans (Christinck et al., 1991;
Du et al., 1991; Gonzalez et al., 2004; Lecea et al.,
2011; Murray et al., 1991). The amplitude of these
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EB contractions is mainly mediated by cholinergic
nerves and tachykinergic influences have also been
described in the human esophagus (Krysiak &
Preiksaitis, 2001). In contrast, the effects of other
putative neurotransmitters released by both
inhibitory and excitatory MNs on the amplitude of
contractions and on latency have not been
determined (Christinck et al., 1991; Du et al., 1991;
Lecea et al., 2011). In earlier studies, we used
porcine esophagus as a homologous animal model
for the study of human esophageal motility
disorders and found that inhibitory responses in the
porcine lower esophageal sphincter (LES) following
stimulation of intrinsic inhibitory MNs was
mediated by two main neuromuscular pathways: (i)
NO through guanylate cyclase signaling, and (ii)
non-nitrergic neurotransmission mainly mediated by
ATP or a related purine acting on P2Y,; receptors
and a minor contribution of P2X receptors and
peptidergic inhibitory neurotransmitters,
particularly PACAP (Farré et al., 2006). These two
intrinsic neural pathways, in combination with
myogenic factors (Helm et al., 1991), generate the
aborally progressive peristaltic wave (Anand &
Paterson, 1994). Overall, the nerves and
transmitters mediating the contraction and
relaxation of circular fibers and mechanisms of
modulation of peristalsis have not yet been
established and might help to improve our
understanding of the pathophysiology of primary
and secondary motor disorders of the esophagus,
and to design new prokinetic agents.

The aim of this study was to characterize in
vitro the motor patterns, the neuromuscular
neurotransmitters and the role of receptors
mediating ganglionic neurotransmission in the
origin and modulation of timing and amplitude of
porcine circular EB contractions wusing an
experimental design involving electrical stimulation
of excitatory and inhibitory MNs.

Materials and Methods

Preparations

Specimens including the gastroesophageal
junction and the esophagus were obtained from 47
adult pigs (age, 6 months; weight, 75-80 Kg)
according our previous studies (Farré et al., 2007,
Farré et al., 2006; Lecea et al., 2009). The
experimental protocols were approved by the Ethical
Review Board of the Hospital de Matar6, Barcelona,
Spain. Four to six transverse strips of EB muscle, 3-
mm wide, were prepared from each pig, 3-5 cm above
LES, and in additional experiments, we also studied
smooth muscle strips from 5 to 6 cm above LES
(Farré et al., 2007; Farré et al., 2006; Lecea et al.,

2009). We observed that the overall esophageal
length was 20-24 cm with 5-7 cm of distal smooth
muscle.

(i) Organ_bath studies: Final strips
measuring 10 mm in length were placed in 15-mL
organ baths containing a standard Krebs solution
constantly bubbling with 5% CO, in O, and, after 30-
min incubation, strips were stretched up to 150% of
their initial length and stabilized (Farré et al., 2006).
Weight of the EB strips was 0.34 + 0.01 g, n = 43.
Changes in tension of the strips were measured using
isometric force transducers (model 03 Force
Transducer, Grass Instruments Co., Quincy, MA,
USA), and recorded on a computer using the data
acquisition software AcqKnowledge 3.7.2 (Biopac
Systems, Inc., Goleta, CA, USA). Electrical field
stimulation was applied by means of an electrical
stimulator (Model S88, Grass Instruments Co.,
West Warwick, RI, USA) and a power booster
(Stimu-Splitter II, Med-Lab Instruments, Loveland,
CO, USA) (Farré et al., 20006).

(ii)  Electrophysiological _ studies:
Circular EB muscle strips were placed in a Sylgard-
coated chamber continuously perfused with Krebs
solution at 37 £ 1 °C (Gallego et al., 2006). Smooth
muscle cells from the circular layer were impaled
with glass microelectrodes (40-60 MQ) filled with 3
mol L' KCl. Membrane potential was measured
using standard electrometer Duo773 (WPI Inc.,
Sarasota, FL, USA). Tracings were displayed on an
oscilloscope 4026 (Racal-Dana Ltd., Windsor,
Berkshire, England) and simultaneously digitalized
(100 Hz) using PowerLab 4/30 system and Chart 5
software for Windows (all from ADInstruments,
Castle Hill, NSW, Australia). The EFS was applied
using two silver chloride plates placed
perpendicular to the longitudinal axis of the
Preparation and 1.5 cm apart. Nifedipine (1 pmol L~
) was used to abolish the mechanical activity
during electrophysiological experiments and obtain
stable impalements.

Solutions and Drugs

N,N,N,N ,N, N —Hexamethyl— 1, 6
- hexanediaminium dichloride (hexamethonium
dichloride), Nw-Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME), a-chymotrypsin, apamin,
phentolamine hydrochloride, atropine sulfate salt
monohydrate, carbamoylcholine chloride
(carbachol, CCh) were obtained from Sigma
Chemicals (St. Louis, MO, USA). Tetrodotoxin
(TTX), the selective NK, receptor antagonist (NK-
2ra)  N-(Bz)-Ala-Ala-D-Trp-Phe-D-Pro-Pro-Nle-
NH, (GR94800), propranolol hydrochloride, the
selective 5-HT; receptor antagonist ondansetron
hydrochloride (GR 38032), the competitive
antagonist for P2Y, receptors MRS2179 (2’-Deoxy-
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N°-methyladenosine 3°,5’-bisphosphate tetrasodium
salt), and the antagonist for the P2X, 3 receptors
NF279 (8,8’-[Carbonylbis(imino-4,1-
phenylenecarbonylimino-4,1-
phenylenecarbonylimino)]bis-1,3,5-
naphthalenetrisulfonic acid hexasodium salt) were
purchased from Tocris Cookson Ltd. (Bristol, UK).

The selective NK; receptor antagonist,
besylate of nolpitantium (SR140333) was a kind
gift from Dr X. Emonds-Alt (Sanofi Recherche,
Montpellier Cédex, France). The 5-HT,4 receptor
agonist 4-amino-N-[1-(cyclohex-3-en-1-ylmethyl)
piperidin-4-yl]-2-ethoxy-5-nitrobenzamide
(cinitapride I-tartrate) was a kind gift from Dr.
Angel Navarro (Laboratorios Recordati Espaiia,
Madrid, Spain). All drugs were dissolved in
distilled water except for SR140333, which was
dissolved with < 0.0001% (v/v) ethanol (Lecea et
al., 2009). In preliminary experiments, we found
that EFS-induced responses did not decrease
significantly over time or by the effect of vehicles
used in the present study, as distilled water and
ethanol (data not shown).

Experimental Design

Organ _bath_studies: Our experimental
design included: (i) the effect of direct stimulation
of both excitatory and inhibitory MNs by EFS on
EB contractions; (ii) the characterization of these
responses with neurotoxins and specific antagonists
of neurotransmitters released by excitatory or
inhibitory MNs; and (iii) the modulation of these
motor responses in the EB through antagonists of
ganglionic receptors and (iv) the characterization of
the effect of the prokinetic agent, cinitapride.
Antagonists were added to the bath 30 min before
the stimulation of inhibitory and/or excitatory MNs
by EFS, with the exception of a-chymotrypsin and
cinitapride which were added 10 min before.
Reported  concentrations are  final  bath
concentrations.

1. Neural origin of electrical field

stimulation-induced responses

A frequency-dependent curve of the effect
of EFS on EB strips was plotted to study both
latency and amplitude of contraction responses
induced by stimulation of MNs, using the same
electrical conditions as in our previous studies on
the human (Génzalez et al., 2004; Lecea et al., 2011)
and porcine esophagus (Farré et al., 2007; Farré et
al., 2006; Lecea et al., 2009). The neural origin of
EFS-induced responses was assessed by the
neurotoxin tetrodotoxin (TTX 1 pmol L™).

2. Neurotransmitters involved in the
origin  of esophageal responses
following stimulation of inhibitory and
excitatory enteric motor neurons Dby

electrical field stimulation

Three different protocols were conducted
during direct and simultaneous stimulation of
inhibitory and excitatory MNs by EFS and
sequential addition of antagonists to assess the
nature and effects of the released neurotransmitters
on latency and amplitude of contractions, as in our
previous studies (Lecea et al., 2011; Opazo et al.,
2011). We assessed the effect of L-NAME (1 mmol
L™, atropine (1 pmol L), MRS2179 (10 pmol L
", a-chymotrypsin (10 U mL™), SR140333 (1 pmol
L"), and GR94800 (1 pmol L") on EFS-induced
responses.

3. Modulation of responses to electrical
field stimulation of enteric motor
neurons by antagonist of ganglionic
neurotransmitters

We also assessed the effect of
hexamethonium (100 pmol L), ondansetron (1
pmol L), and NF279 (10 pmol L) on
amplitude/frequency of EFS-induced responses
(Lecea et al., 2009).

4. Effect of the prokinetic agent
cinitapride

We explored the effect of cinitapride (0.1-
100 pmol L") on latency and amplitude of maximal
EB contractions at 20 Hz in standard Krebs solution
and, also, in NANNNP Krebs solution (Lecea et al.,
2009). The effect of cinitapride on smooth muscle
cells was assessed on EB strips precontracted with
carbachol (1 pmol L' or 10 pmol L) in the
presence of TTX 1pmol L™

Electrophysiological studies: Two protocols
with different EFS parameters were carried out:
Protocol A: total duration of train, 100 ms;
frequency, 20 Hz; pulse duration, 0.3 ms, 8-40 V.
Protocol B: longer pulses of 5 s (supramaximal
voltage 32 V, 0.3 ms) were performed at 1 Hz (5
pulses: P1 to P5) and 5 Hz (25 pulses) (Gallego et
al., 2008). In each protocol, the amplitude and
duration of inhibitory junction potential (IJPs) were
evaluated before and after the
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sequential addition of atropine (1 pmol mL™),
MRS2179 (10 pmol mL™), a-chymotrypsin (10 U
mL™"), and L-NAME (1 mmol mL™). The effect of
these drugs on the resting membrane potential
(RMP) was also measured.

Data Analysis and Statistics

Data are expressed as mean + SEM, and » depicts
number of animals. Latency of EFS contractions
was defined as the period of time (expressed in s)
from the beginning of EFS to the onset of
contraction. =~ Maximal  amplitude of EFS
contractions (expressed in g) was also measured
(Auli et al., 2008; Gonzalez et al., 2004; Lecea et
al.,2011).

The effect of specific antagonists for

excitatory and inhibitory neurotransmitters on
latency and amplitude of EB contractions was
analysed using two-way ANOVA (Gonzélez et al.,
2004; Lecea et al., 2011). Contraction was
expressed in grams. ¢-test was selected for
comparisons, using the paired mode when
appropriate. When #test was significant, the
Bonferroni test was carried out to determine the
frequencies of statistically different responses.
The differences between amplitude and duration of
the IJPs before and after drug infusion were
compared by two-way ANOVA (drug and voltage)
followed by Bonferroni post-hoc test, the
differences in the RMP and the pulses of 1 Hz and 5
Hz were assessed by one-way ANOVA and followed
by Bonferroni post-hoc test using GraphPad prism 4
(Version 4.01, La Jolla, CA, USA). A P value less
than 0.05 was considered statistically significant.

Results

(a) Organ bath studies in_the distal
esophageal body

1. Neural origin of electrical field
stimulation-induced responses

Esophageal body strips did not develop
active tone after the 2-h equilibration period (n =
85). In experiments with standard Krebs solution,
EB strips responded to EFS (transmural, pulses of
0.4 ms duration, frequency 0.3-20 Hz, 5 s trains, 26
V (Farré et al., 2007; Farré et al., 2006; Gonzalez et
al., 2004; Lecea et al., 2011; Lecea et al., 2009)
with an on-contraction (1.6 + 0.1 g) at the beginning
of the stimulus and an off-contraction (16.9 £ 0.9 g)
following the end of the stimulus (latency period),
both frequency-dependent (Fig. 1, left panel curve).

The neurotoxin TTX (1 pmol L") (n = 11, P <
0.001) almost completely abolished the off-
contraction, further confirming that EFS responses
are mainly caused by stimulation of both excitatory
and inhibitory MNs. In contrast, on-contractions
observed in control conditions were unaffected by
TTX (not shown).

2. Neurotransmitters involved in the
origin  of esophageal responses
following stimulation of inhibitory and
excitatory enteric motor neurons Dby
electrical field stimulation

Protocol 1. Effect of NO.

Blockade of NO synthesis by L-NAME (1
mmol L) strongly reduced latency (-66.1 + 4.1%, n
=16, P <0.001) at 20 Hz, switching off-contraction
to an on-contraction during EFS with significant
inhibition of amplitude (-61.2 + 7.2% at 3 Hz, n =
16, P < 0.001) (Fig. 1). Sequential addition of
MRS2179 (10 pmol L) significantly reduced
latency at lower frequencies, switching off-
contraction to an on-contraction, with additional
reduction in amplitude (Fig. 1). Subsequent
cholinergic blockade by atropine (1 umol L)
significantly increased latency at all frequencies
tested (n = 16, P < 0.001), switching on-contraction
to an off-contraction after EFS, and greatly reduced
amplitude (n =16, P <0.001) (Fig. 1).

Protocol 2. Effect of purines and a-
chymotrypsin.

In this second set of experiments, blockade
of P2Y, receptors by MRS2179 (10 pmol L) did
not affect latency at any frequency tested, but
significantly reduced amplitude of contractions at
higher frequencies (Fig. 2).
Sequential addition of L-NAME (1 mmol L™)
strongly reduced both latency and amplitude (n =
12, P < 0.001), switching off-contraction to an on-
contraction during EFS (P < 0.001) (Fig. 2).
Subsequent addition of atropine (1 pmol L™)
significantly increased latency (n = 12, P < 0.001),
switching on-contraction to an off-contraction after
EFS with strong inhibition of amplitude (n = 12, P
<0.001) (Fig. 2).
In an inde]pendent set of studies, a-chymotrypsin
(10 U mL™) did not affect latency, but significantly
reduced amplitude of off-contractions at higher
frequencies (-31.3 = 7.0%, 10 Hz, n = 4, P < 0.01).
Sequential addition of L-NAME did not block
latency (not shown) suggesting a minor role for VIP
on inhibitory neurotransmission.
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Figure 1. Protocol 1: Sequential nitrergic, purinergic, and cholinergic blockade. Representative tracings (A) and
quantitative effects (B, C) on frequency-related (0.3-20 Hz) responses on amplitude (B) and latency (C) of EB
contractions. Blockade of nitric oxide synthesis by L-NAME (1 mmol L") decreased latency and reduced amplitude.
MRS2179 (10 pmol L) decreased latency at lower frequencies and reduced amplitude of on-contraction. Atropine (1
pmol L") enhanced latency and almost blocked amplitude. (n = 16, ** P <0.01, *** P <0.001 vs previous response).
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Figure 2. Protocol 2: Sequential purinergic, nitrergic, and cholinergic blockade. Blockade of purinergic P2Y,
receptors by MRS2179 (10 pmol L™) did not affect latency, but significantly reduced amplitude of off-contractions at
higher frequencies of stimulation. L-NAME (1 mmol L) decreased latency and amplitude. Atropine (1 pmol L™)
significantly enhanced /atency and almost blocked amplitude of these off-contractions. (n = 12, * P <0.05, ** P <0.01,
**% P <(0.001 vs previous response).
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Protocol 3. Cholinergic effects.
When atropine (1 pmol L) was used at the
beginning of the experiment, it did not affect
latency, but significantly reduced amplitude of
contractions at frequencies above 5 Hz (n = 15, P <
0.01) (Fig. 3). Sequential addition of L-NAME (1
mmol L) significantly reduced amplitude of

Z
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T

contractions at all frequencies tested (n = 15, P <
0.001) and subsequent addition of MRS2179 (10
pumol L) significantly reduced amplitude of
contractions at frequencies above 5 Hz (P < 0.001)
(Fig. 3). All EFS-induced responses remained off-
contraction type throughout this protocol (Fig. 3).
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Figure 3. Protocol 3: Sequential cholinergic, nitrergic, and purinergic blockade. Atropine (1 pmol L") did not
affect latency, but reduced amplitude of off-contractions and prevented the effect of L-NAME (1 mmol L") and
MRS2179 (10 pmol L) on latency. (n =15, * P <0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001 vs previous response).
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Protocol 4. Effect of tachykinergic
neurotransmitters.

The sequential addition of the NK;
[SR140333 (1 pmol L™)] and NK, [GR94800 (1
pmol L) (Lecea et al., 2009) receptor antagonists
did not affect latency, but significantly reduced
amplitude of off-contractions at higher frequencies
[(-20.9 = 7.1%, 20 Hz, n =6, P < 0.05) and (-28.0 £
4.8%, 20 Hz, n = 6, P < 0.01), respectively]. In
these sequential experiments, further cholinergic
blockade by atropine (1 pmol L) also significantly
increased latency (+15.4 £ 1.07%, 20 Hz,n =6, P <
0.001) and reduced amplitude of off-contractions (-
61.6 £2.1%,20 Hz, n =6, P < 0.001).

3. Modulation of responses induced by
electrical field stimulation of motor
neurons by antagonists of ganglionic
neurotransmitters

In separate experiments, we found that the nicotinic
antagonist, hexamethonium (100 pmol L™); the
antagonist for the P2X,,;, receptors, NF279 (10
pmol L), and the selective 5-HT; receptor
antagonist, ondansetron (1 pmol L™), did not affect
latency, but significantly reduced amplitude of off-
contractions at higher frequencies (10 Hz: -18.9 +
3.3%,n="7;-20.7+£3.5%,n=9; and 20 Hz: -16.3 +
3.2%, n =28, P <0.01; respectively).

4. Effect
cinitapride

of the 5-HT, agonist

In standard conditions (Standard Krebs
solution),  cinitapride  (0.1-100 pmol L™)
significantly increased latency and decreased
amplitude of EB contraction response to 20 Hz in a
concentration-dependent manner (Fig. 4A-C.1).
Similarly, we found cinitapride increased /atency of
EB contraction (Fig. 4B) in strips studied in
NANNNP Krebs solution to assess cinitapride’s
effect on excitatory MNs, and had a dual effect on
amplitude of EB as amplitude of contraction
increased at a concentration range of 1-10 umol L™
(n=4, P<0.05) and decreased at 100 pmol L' (n =
4, P < 0.001 vs control response; (Fig. 4A and
C.2)).

These results suggest that cinitapride acts on 5-HT,
receptors located in excitatory and inhibitory
esophageal MNs in the EB.

Finally, to assess whether cinitapride has any direct
effect on smooth muscle contractility in the EB, the
compound was also tested against a submaximally
effective carbachol-induced contraction in the
presence of TTX 1 pmol L. We found that, in the
presence of cinitapridle 100 umol L™  the
contractions to carbachol 10 umol L' were
significantly reduced by -41.2 + 3.8% (n = 4, P <
0.05 wvs control response), suggesting a direct
inhibitory effect of stimulation of 5-HT, receptors
by cinitapride on esophageal smooth muscle cells.
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Figure 4. Effect of cinitapride on electrical field stimulation contractions (20 Hz). Esophageal body strips in a
Standard Krebs solution (n = 8) and esophageal body strips in a NANNNP Krebs solution (n = 4). (* P <0.05, ** P <
0.01, *** P <0.001 vs control response).
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(b) Organ bath studies in the proximal
smooth-muscle esophageal body

Esophageal body strips obtained from the upper part
of the smooth muscle esophageal body responded to
EFS in control conditions with an on-contraction
(3.7 £ 1.1 g) followed by an off-contraction (14.4 +
4.1 g); (Fig. 5, left panel curve). Atropine (1 pmol
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L") significantly reduced amplitude of off-
contraction (n = 4, P < 0.001), increased its latency
(n=4, P<0.001), and did not affect amplitude of
on-contraction (Fig. 5). Subsequent addition of L-
NAME (Immol L) significantly increased
amplitude of on-contraction (n = 4, P < (0.001) and
reduced latency of off-contraction (n =4, P <0.001)

(Fig. 5).
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Figure 5. Proximal smooth muscle esophageal body. Representative tracings (A) and quantitative effects on (B)
amplitude and (C) latency of frequency-related (0.3-20 Hz) contractions in the proximal smooth EB. Atropine
significantly enhanced latency and reduced amplitude of off-contraction. (n = 4, * P < 0.05, ** P <0.01, *** P <0.001
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(c) Electrophysiological studies in_the
esophageal body

The RMP of the EB strips was -41.26 = 2.03 mV (n
= 4), and was unaffected by atropine, MRS2179, a-
chymotrypsin or L-NAME (data not shown).
Protocol A: Single EFS pulses caused an IJP with a
monophasic profile and a voltage-dependent
amplitude (Fig. 6A). The maximal amplitude and
duration of 1JP was 548 £ 0.9 and 3 + 0.24 s,
respectively. The amplitude and duration of the 1JP
were unaffected by atropine, by the P2Y,; antagonist

A} CONTROL ATROPINE 1 umol L”

o "

v \/
B)

1Hz ‘ m/\
SHz
,.""'h—r-‘
‘_l;fu“‘* |

.I"'n .I"Mk"

MRS2179 and by a-chymotrypsin. In contrast, both
amplitude and duration were fully abolished by 1
mmol L™ L-NAME (n = 4, P < 0.001). Protocol B:
pulses at 1 and 5 Hz also originated a sustained
monophasic 1JP (amplitude: 6.88 + 1.14 mV, 1 Hz
pulse; 13.79 + 1.9 mV 5 Hz pulse) unaffected by
atropine, MRS2179 or a-chymotrypsin and fully
blocked by L-NAME, (notice that at 5 Hz a residual
slight response of about 1-2 mV still remains) (n =
4, P <0.001) (Fig. 6B). Both protocols showed NO
mediated this hyperpolarization.

MRS217910 pmol L' a-CHYMOTRYPSIN 10 U mL" L-NAME 1 mmaol L™
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Figure 6. Electrophysiological studies on porcine esophageal body. Intracellular microelectrode recordings showing
(A) the sequential effect of atropine 1 umol L, MRS2179 10 umol L™, o-chymotrypsin 10 U mL" and L-NAME 1
mmol L' on the EFS-induced IJP elicited at 40 V in distal EB strips, and (B) the EFS-induced IJPs obtained during 5-s
at 5 Hz (25 pulses) and 1 Hz (5 pulses). (n =4, * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).
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Discussion

The aim of this study was to characterize
the neuronal mechanisms and neurotransmitters
involved in origin and modulation of porcine EB
peristalsis. Our results suggest a major role for
excitatory MNs releasing ACh and tachykinins,
which control amplitude of contractions, and a
major role for inhibitory MNs releasing NO and a
purine acting on P2Y; receptors, which control
latency time of porcine esophageal contractions.
However, we also found a complex interplay
between these excitatory and inhibitory MNs
controlling each of these two critical motor events
which produce EB peristalsis. Amplitude of EB
contraction also depended on prominent effects of
inhibitory MNs with NO, purines, and peptidergic
neurotransmitters acting as strong modulators of the
excitatory neuroeffector transmission. Latency and
timing of this contraction also depended on
activation of excitatory MNs releasing ACh. The
contribution of cholinergic MNs on the timing of
these EB contractions is very relevant, as we found
cholinergic blockade prevented the effect of specific
antagonists of inhibitory neurotransmitters on off-
contraction /atency. In addition, in our preparations,
the antagonists of nAChRs, P2X, and 5-HT;
receptors expressed by MNs did not exert
significant influences on latency and only minor
reductions in contraction amplitude. We explored
the effects of the SHT, receptor agonist, cinitapride,
and found that the net effects of this compound on
EB peristalsis were a balance of excitatory effects
on both excitatory and inhibitory MNs and direct
inhibition of smooth muscle cells contractility.
Finally, we found that the IJP in the EB was fully
nitrergic.

Classical in vivo (Anand & Paterson, 1994;
Dodds et al., 1978; Sugarbaker et al., 1984; Yamato
et al., 1992) and in vitro (Christensen et al., 1979;
Crist et al., 1984a; Crist et al., 1984b; Tettrup et al.,
1990; Weisbrodt & Christensen, 1972) studies
proposed that the normal peristaltic wave was a
result of the interaction of mixed innervation along
the esophagus. Excitatory MNs might activate EB
contraction by neuroeffector excitatory
neurotransmitters release directly depolarizing the
EB smooth muscle. Studies found amplitude of EB
off-contractions was significantly reduced by
atropine, suggesting that ACh released from
excitatory MNs was involved in this response (Crist
et al., 1984b; Paterson et al., 2006; Preiksaitis &
Laurier, 1998; Preiksaitis et al., 1994; Tettrup et al.,
1990). In our study, we also found a strong
atropine-insensitive component in the nerve-evoked
responses with the largest contribution in off-
contraction accounting for approximately 60% to

70% of the response. Previous human (Krysiak &
Preiksaitis, 2001; Tettrup et al., 1990) and animal
(Crist et al., 1984a; Preiksaitis & Laurier, 1998)
studies also identified this atropine-insensitive
component, and tachykinins through NK, receptors
were found to mediate this response (Krysiak &
Preiksaitis, 2001). We also found a modest
contribution of NK, receptors in the porcine
esophageal contraction. On the other hand,
inhibitory neurons might cause contraction through
a “rebound” depolarization following an initial
hyperpolarization (Paterson, 2006). Previous in
vitro animal studies also found that NOS inhibition
with L-NNA, or ODQ, attenuated or even abolished
the off-response (Crist et al., 1984b; Murray et al.,
1991). The inhibitory effect of a-chymotrypsin on
amplitude can also be attributed to a similar
mechanism of hyperpolarization inhibition. Both
nitrergic and purinergic neurotransmitter
antagonists significantly reduced amplitude of
electrically-induced  off-contractions, either in
combination or independently of the addition order
(Auli et al., 2008). The purinergic inhibition may
suggest a modulation of cholinergic neurons by
excitatory P2Y receptors in accordance with results
of our recent study on the human esophagus (Lecea
et al., 2011). Moreover, a recent work on feline
smooth muscle also found a role for ATP through
P2Y receptors mediating EFS-induced contractions
(Cho et al., 2010).

A gradient of increasing inhibitory neural
influence  causing  off-contractions  latency
progressing aborally along the esophagus results in
peristaltic propagation of contractions along the
esophagus (Crist et al., 1984b; Lecea et al., 2011).
We found two interesting things: (i) both nitrergic
and purinergic blockade were necessary to fully
block latency and switch off-contraction to on-
contraction; and (ii) the effect of these inhibitory
neurotransmitters on latency depended on the
functional cholinergic MNs integrity, as atropine
prevented the effect of antagonists of these
neurotransmitters. These results suggest that latency
was mainly caused by stimulation of inhibitory
enteric MNs releasing NO and a minor contribution
of a second non-nitrergic neurotransmitter, probably
ATP, acting at P2Y, receptors (Farré et al., 2006).
Interestingly, when purinergic blockade was first
carried out, MRS2179 did not affect latency, which
was only blocked after sequential addition of L-
NAME, switching the response to on-contractions,
showing that both inhibitory antagonists were
needed. Cholinergic blockade increased latency of
all responses and prevented the effects of L-NAME
and MRS2179. This suggests that L-NAME and
MRS2179 inhibitory effect on latency was
dependent on cholinergic transmission integrity.
This paradox was already observed in previous
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experiments that found postjunctional mechanical
and electrophysiological effects of neurally-released
NO were not apparent in guinea-pig taenia coli,
when atropine was present (Knudsen & Tattrup,
1992; Ward et al., 1996). It still remains unclear
how atropine prevents all these NO-dependent
responses. Some theories proposed muscarinic
regulation of NO release or muscarinic regulation of
another excitatory neurotransmitter (tachykinins),
which, when blocked, masked the NO
postjunctional effects (Ward et al., 1996). These
studies argued that NO may have a
neuromodulatory role controlling other
neurotransmitters release in addition to a primary
inhibitory neuroeffector neurotransmitter (Ward et
al., 1996).

Our results also agree with earlier in vitro
studies in opossum (Christensen et al., 1979; Cohen
& Green, 1974), which described the cholinergic
agents influence on non-cholinergically mediated
esophageal contractions. Those studies reported that
cholinergic agonists reduced /latency in the distal
esophagus and suggested that peristaltic velocity
could be modulated in vivo by changes in the
acetylcholine levels acting on smooth muscle. In
strips from the upper part of smooth muscle EB, we
observed that atropine increased latency. In a
classical in vitro study on opossum, Crist et al.,
found that atropine increased off-contraction latency
in both proximal and distal EB regions (Crist et al.,
1984b). In vivo studies with vagal stimulation also
in the opossum showed that atropine increased off-
contraction latencies in the proximal esophagus and
had little or no effect in the most distal portions,
agreeing with our results (Dodds et al., 1978).
Dodds et al., studied the effect of atropine on
primary peristalsis in human esophagus, and found
that atropine increased latency of contractions at all
esophageal sites, but particularly in the proximal
smooth muscle part (Dodds et al., 1981). We also
found this mechanism in the porcine EB and agree
with the potential value of this cholinergic-
dependent mechanism as a pharmacological target
to modulate the velocity of EB peristalsis.

In the intracellular recordings, we found
that neither MRS2179 nor a-chymotrypsin affected
amplitude and duration of 1JP. In contrast, L-
NAME fully blocked this response showing that
esophageal IJP is fully nitrergic under these
particular stimulation conditions of inhibitory MNs.
We also found an identical discrepancy between the
inhibitory mechanical (nitrergic and purinergic) and
electrophysiological (only nitrergic) responses in
the human esophagus (Lecea et al., 2011), and we
have attributed it to differences in the electrical
stimulus of each technique. nAChRs, P2X and 5-
HT; receptors are LGIC expressed by MNs. These
receptors respond to synaptically released

neurotransmitters, circulating hormones, and locally
released substances and have been proposed as
useful targets for drugs to treat gastrointestinal
function disorders (Galligan, 2002). We previously
found selective mechanisms for excitatory and
inhibitory motor pathways stimulation through
nAChRs, P2X, and 5HT; receptors in the porcine
LES with potential therapeutic implications (Lecea
et al., 2009). The functional significance of these
receptors in the synaptic transmission to excitatory
and inhibitory MNs in the EB remains unclear; we
found a more modest and uniform effect of
nicotinic, P2X, and 5-HT; antagonists on EB
physiology with a slight decrease in amplitude and
without effects on latency response. Our results
suggest the presence of nAChRs, 5-HT;, and P2X
receptors in the neural excitatory motor pathway to
the EB (Galligan, 2002; Lecea ef al., 2009).

An ideal prokinetic agent in the EB should
mainly increase amplitude and contractility of EB
peristalsis. We explored the effects of cinitapride on
EB muotility in our experimental model. Cinitapride
is a prokinetic agent widely used in clinical practice
for the treatment of motility disorders associated
with delayed gastrointestinal transit (Gallego Santos
et al., 1991) and gastro-esophageal reflux disease
(Surés et al., 1992). Cinitapride’s main
pharmacological mechanism of action is as an
agonist of 5-HT, receptors and, to a lesser extent, as
an agonist of 5-HT; and as an antagonist of 5-HT,
receptors (Fernandez & Roberts, 1991). In our
study, we used a NANNNP Krebs solution to
investigate the effect of cinitapride on excitatory
MNs and three different actions of the 5-HT,
agonist were obtained: (i) at lower concentrations,
cinitapride enhanced of EFS-on contractions
amplitude; (ii) at concentrations greater than 10
pmol L™, it reduced amplitude of cholinergic EFS-
induced responses; and (iii) it enhanced latency of
these contractions. The amplitude and latency
enhancement can be attributed to a stimulant effect
of the 5-HT, agonist on both excitatory and
inhibitory MNs (Cellek et al., 2006). We also
observed that the EB off-contractions were reduced
by higher concentrations of cinitapride, an effect
that can be attributed to functional antagonism of
the EFS-induced contraction due to activation of the
inhibitory smooth muscle 5-HT, receptors, as it
affected the tone elevated by carbachol (Cellek et
al., 2006; Leclere et al., 2005). Thus, in our
preparations, cinitapride minimally  affected
amplitude and latency of EB contractions. These net
effects of cinitapride on EB peristalsis are
dependent on concentration and are a balance of
excitatory effects on both excitatory and inhibitory
MNs and direct contractility inhibition of smooth
muscle cells. Taken together, our results suggest
minor effects on EB peristalsis by agonist and
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antagonists of receptors expressed by neurons in the
esophageal MP and, in contrast, strong effects by
pharmacological modulation of neuromuscular
neurotransmission. Future studies should explore
the effect of compounds acting at the
neuromuscular transmission level and target them
for drugs aiming to improve EB peristalsis.
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Apéndice del Capitulo 3

APPENDIX III: Complementary Studies on Anatomy and Physiology of Porcine
Esophageal Body.

Summary

This section shows complementary figures that were originated from the experiments of chapter 3
and were not published. The anatomical origin of the strips included in these experiments in the porcine
esophageal body is described. In the physiological experiments we carried out both organ bath and
electrophysiological studies.

a) Organ bath studies:

We assessed the neural origin of both latency and amplitude of the EFS-induced contraction
responses in experiments with the neurotoxin TTX. The experiments assessing the effect of peptidergic (-
chymotrypsin), tachykinergic (SR140333-NK;Ra, GR94800-NK,Ra) and adrenergic (propranolol,
phentolamine) antagonists on latency and amplitude of responses were included. We also assessed the
modulation of EFS-induced contractions with antagonists of ligand-gated ion channels as hexamethonium,
NF279, and ondansetron on EFS-induced responses (nAChR, P2XR, and 5-HT; receptors antagonists,
respectively). Latency was not affected and the three antagonists reduced amplitude of esophageal
contractions. We studied the effect of cinitapride (0.1-100 umol L") on EB contractions in two experimental
conditions: (i) in standard Krebs solution, with simultaneous electrical stimulation of both inhibitory and
excitatory MNs; and (ii) in NANNNP Krebs solution, with selective stimulation of excitatory MNs. What we
found was that in:

(a) on EB strips without mucosa in standard Krebs solution, latency was increased at higher
frequencies and amplitude was decreased in a concentration-dependent manner,

(b) on EB strips with mucosa in standard Krebs solution, cinitapride increased latency and decreased
amplitude.

(c) on EB strips without mucosa in NANNNP Krebs solution, cinitapride increased amplitude of
these on-contractions at 1-10 umol L™, We also assessed the direct effect of cinitapride on clasp LES where
cinitapride had a dual effect as this compound induced LES contractions inhibited by atropine and a
relaxation response reduced by L-NAME.

Finally, we also found cinitapride has a direct effect on EB smooth muscle contractility. The
contraction response obtained by CCh on strips pretreated with TTX were reduced by cinitapride. Taken
together, our studies suggest the net effects of the 5-HT, receptor agonist, cinitapride on EB peristalsis are a
balance of excitatory effects on both excitatory and inhibitory MNs of the esophageal myenteric plexus and
direct inhibition of contractility of smooth muscle cells.

b) Electrophysiological studies:

The experiments assessing the effect of muscarinic (atropine), purinergic (MRS2179), peptidergic
(a-chymotrypsin), and nitrergic (L-NAME) antagonists on amplitude and duration of 1JP responses were
included. The IJP was nitrergic in the porcine EB (completely blocked by L-NAME).
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INDEX:

1) MORPHOLOGICAL STUDIES:

ANATOMY
-Figure 1.1. Anatomical origin of porcine esophageal strips included in the in vitro study.

-Figure 1.2. Arrangement of clasp/sling strips at lower esophageal sphincter (LES) and
esophageal body.

-Figure 2. Anatomy of the porcine esophagus according to our observations.

2) PHYSIOLOGICAL STUDIES:

2.1. Organ bath studies

ORIGIN OF EFS-INDUCED RESPONSES
-Figure 3. Representative tracing showing the morphology of the mechanical response induced
by electrical field stimulation (EFS) on the porcine EB strips.

-Figure 4. Neural origin of EFS-responses. Effect of EFS on the EB strips: A) Representative
tracing, and B) Characterization of EFS-induced responses by TTX.

-Figure 5. Assessment of the peptidergic component of EFS-responses: A) Representative
tracing, and B) Characterization of EFS-induced responses with a-chymotrypsin and L-NAME.

-Figure 6. Tachykinergic component: A) Representative tracing, and B) Effect of NK; and NK,
receptors antagonists: characterization of EFS-induced responses.

-Figure 7. Adrenergic influence on EFS responses: A) Representative tracing, and B)
Characterization of EFS-induced responses with propranolol and phentolamine.

MODULATION OF EFS-INDUCED RESPONSES
Effect of antagonists of ligand-gated ion channels

-Figure 8 Role of nAChRs, P2X, and 5-HT; receptors. Characterization of EFS-induced
responses by A) hexamethonium, B) NF279, and C) ondansetron. Representative tracings showing
the effect of EFS on the EB strips.

-Figure 9. Role of 5-HT;Rs. Representative tracing showing the effect of EFS on the EB strips.
Characterization of EFS-induced responses by ondansetron.

-Figure 10. Role of time, and vehicles (distilled H,O, EtOH): Characterization of EFS-induced
responses by time, distilled H,O and EtOH. Representative tracings showing the effect of EFS on
the EB strips.

Characterization of the effect of cinitapride
-Figure 11. Representative tracing showing the effect of EFS on the EB strips without mucosa.
Modulation of EFS-induced responses by cinitapride.

- 136 -



Apéndice del Capitulo 3

-Figure 12. Representative tracing showing the effect of EFS on the EB strips with mucosa.
Modulation of EFS-induced responses by cinitapride.

-Figure 13. Representative tracing comparing the effect of EFS on the EB strips with/without
mucosa. Modulation of EFS-induced responses by cinitapride.

-Figure 14. Representative tracing showing the effect of EFS on the EB. Modulation of EFS-
induced responses by cinitapride in a NANNNP krebs solution.

-Figure 15. A) Log concentration- -response curve induced by cinitapride on porcine clasp LES
strips. B) Characterization of 100 pmol L™ cinitapride-induced relaxation response by L-NAME. C)
Characterization of 1 pmol L™ cinitapride-induced contraction response by atropine.

-Figure 16. Characterization of 10 pmol L carbachol-induced contraction response, 1 pmol L™
TTX-pretreated, by 100 pmol L™ cinitapride on porcine EB.

2.2. Electrophysiological studies

-Figure 17. Electrophysiological studies on porcine esophageal body: sequential effect of
atropine, MRS2179, a-chymotrypsin and L-NAME on 1JP.
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1) MORPHOLOGICAL STUDIES: Anatomy
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Figure 1.1. Photograph of the porcine specimen containing the stomach and esophagus. Anatomical origin of the
porcine esophageal strips included in the present study. Circular muscle for in vitro studies was obtained from each area
indicated. The circular EB strips were obtained from 5-7 cm above the LES.
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ESOPHAGEAL BODY

Figure 1.2. Preparation: Photograph of the anatomical origin of the porcine EB and LES strips included in the present
study. Note the arrangement of short transverse clasp muscle fibres on the lesser curve side, and long oblique gastric
sling fibres in the angle of His of the greater curvature, on the left side at the gastroesophageal junction of the porcine
stomach. The stomach was opened on the middle of both curvatures; the inside esophageal lumen and stomach wall is
shown and the mucosa was not stripped off. The muscular clasp and sling layers are exposed.
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Figure 2. Anatomy of the porcine esophagus according to our observations of more than 100 specimens. The
proximal and mid parts of the esophagus are composed of striated muscle and the lower/distal part of the esophagus is
composed of smooth muscle. The esophageal length was 20-24 cm and the smooth muscle portion of the esophagus had
a length of 5-7 cm. We obtained strips from two regions of the EB containing smooth muscle: (i) the proximal site, 5-6
cm above the LES; (ii) the distal site, 3-5 cm above the LES.
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2) PHYSIOLOGICAL STUDIES:
2.1. Organ bath studies
Origin of EFS-induced-responses in the porcine esophageal body

ESOPHAGEAL BODY
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Figure 3. Representative tracing showing the morphology of the mechanical response induced by electrical field
stimulation in the porcine esophageal body: Porcine EB strips responded to electrical stimulation of enteric MNs
with an on-contraction at the beginning of the stimulus and an off~contraction following the end of the stimulus. Latency
of EFS contractions was defined as the period of time (expressed in s) from the beginning of EFS to the onset of EB
contraction.
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Neural origin of EFS-responses
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Figure 4. Neural origin of electrically-induced responses in the porcine esophageal body: Representative tracings
(A) and quantitative effects (B, C) on frequency-related (0.3-20 Hz) responses on (B) amplitude and (C) latency of EB
contractions. The neurotoxin tetrodotoxin (TTX 1 pumol L), which interrupts transmission of action potentials along
the axon, abolished the off-contractions at all frequencies of stimulation. (n = 11, * P <0.05, ** P<0.01, *** P <0.001
vs control response).
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Peptidergic component
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Figure 5. Peptidergic component in the EFS-induced responses of porcine esophageal body: Representative
tracings (A) and quantitative effects (B, C) on frequency-related (0.3-20 Hz) responses on (B) amplitude and (C)
latency of EB contractions. The peptidase a-chymotrypsin (a-CT, 10 U mol") significantly enhanced latency only at
0.3 Hz of frequency and reduced amplitude of off-contractions at higher frequencies of stimulation. Subsequent addition
of L-NAME significantly decreased /atency at all frequencies and shifted off-contraction to an on-contraction during
EFS at 20 Hz of frequency and with a significant reduction of amplitude of off-contraction. (n =4, * P < 0.05, ** P <
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Tachykinergic component
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Figure 6. Tachykinergic component in the EFS-induced responses of porcine esophageal body: Representative
tracings (A) and quantitative effects (B, C) on frequency-related (0.3-20 Hz) responses on (B) amplitude and (C)
latency of EB contractions. The vehicle EtOH did not significantly reduced EFS-induced responses. Blockade of
tachykinergic NK; receptors by SR140333 did not affect /atency but reduced amplitude of off-contractions. Subsequent
addition of GR94800 blocking tachykinergic NK, receptors did not affect latency but significantly reduced amplitude of
off-contractions. Atropine significantly enhanced /atency at higher frequencies and reduced amplitude of off-

I ]
20 130

contractions at all frequencies. (n =6, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs previous response).
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Adrenergic influence
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Figure 7. Adrenergic influence in the EFS-induced responses of porcine esophageal body: Representative tracings
(A) and quantitative effects (B, C) on frequency-related (0.3-20 Hz) responses on (B) amplitude and (C) latency of EB
contractions. Blockade of B-adrenergic receptors by propranolol did not affect latency but significantly reduced
amplitude of off-contractions at 20 Hz of frequency of stimulation. Subsequent addition of phentolamine blocking a-
adrenergic receptors did not affect latency but significantly reduced amplitude of off-contractions at higher frequencies
of stimulation. (n =3, * P <0.05, *** P <(.001 vs previous response).
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2) PHYSIOLOGICAL STUDIES:
Modulation of EFS-induced responses

1) Effect of antagonists of ligand-gated ion channels
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Figure 8. Effects of antagonists of ligand-gated ion channels on EFS-induced responses of porcine esophageal
body. Quantitative effects and representative tracings on frequency-dependent electrical field stimulation-induced
responses of: A) hexamethonium (100 pmol L™) (n = 7), B) the antagonist of P2X, 53 NF279 (10 umol L") (n = 9), and
C) the selective 5-HT5 receptor antagonist ondansetron (1 pmol L™) (n = 8). (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <0.001 vs
each control).
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Serotoninergic 5S-HT3;R antagonists
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Figure 9. Role of 5-HT}; receptors on porcine esophageal body. Representative tracings (A) and quantitative effects
(B, C) on frequency-related (0.3-20 Hz) responses on (B) amplitude and (C) latency of EB contractions. Blockade of 5-
HT; receptors by 1 pmol L™ ondansetron did not affect latency but significantly reduced amplitude of off-contractions
at higher frequencies of stimulation. Sequential addition of 10 umol L™ ondansetron significantly enhanced latency and
reduced amplitude of off-contractions at higher frequencies of stimulation. (n = 8, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <
0.001 vs previous response).
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Role of time of incubation and the vehicles on electrically-induced responses in porcine
esophageal body
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Figure 10. Effect of (A) time of incubation, and the vehicles (B) distilled H,O, and (C) EtOH on electrical field
stimulation-induced responses in porcine esophageal body. Quantitative effects (left and middle panels) and
representative tracings (right panel) showing a slight, non significant effect of vehicles on EFS-induced responses
(latency and amplitude of contraction). Maximal effect on amplitude was caused by 30 min incubation with 100 pL
distilled water (-13.8 + 4.5%, 10 Hz, n = 4, NS), and maximal effect on /atency was caused by 30 min incubation
without any addition of vehicle (+2.7 = 0.3%, 10 Hz, n = 4, NS). Incubation with EtOH affected neither amplitude (-2.2
+4.2%, 10 Hz, n = 4, NS), nor latency (-0.4 £ 0.7%, 10 Hz, n = 4, NS) of EFS-induced responses.
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11) Characterization of the modulation effect of the 5-HT, receptor agonist

Strips without mucosa in standard Krebs solution
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Figure 11. Effect of cinitapride on strips without mucosa of porcine esophageal body in standard Krebs solution.
Effect of increasing concentrations of the 5-HT, receptor agonist cinitapride on EB strips: cinitapride from 10 pmol L'
to 100 pmol L™ concentrations significantly reduced amplitude and increased latency of off-contractions. (n = 8, *P <
0.05, **P < 0.01, ***P <0.001 vs previous response; T P <0.05, 1 P <0.01, 1 P <0.001 vs control response).
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Strips with mucosa in standard Krebs solution
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Figure 12. Effect of cinitapride on strips with mucosa of porcine esophageal body in standard Krebs solution.
Effect of increasing and consecutive concentrations of the 5-HT, receptor agonist cinitapride on EB strips with mucosa:
from 0.1 pmol L™ to 100 pmol L™ cinitapride concentrations significantly reduced amplitude and increased latency of
off-contractions. (n =5, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs previous response; i P < 0.05, 1 P <0.01, 71 P <
0.001 vs control response).
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Comparative experiments. Effect of cinitapride in strips without mucosa vs strips
with mucosa in standard Krebs solution
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Figure 13. Comparative experiments showing the effect of cinitapride in strips with mucosa versus strips without
mucosa in porcine esophageal body. In this figure we compared the effect of increasing concentrations of the 5-HT,
receptor agonist cinitapride on both EB strips with and without mucosa in standard Krebs solution: Amplitude of EFS-
induced off-contraction was significantly higher at both all frequencies and cinitapride concentrations at strips without
mucosa compared with strips with mucosa. Latency of off-contractions was lower at strips with mucosa irrespective
strips without mucosa until 1 umol L™ cinitapride, from 10 pmol L™ to 100 pmol L™ cinitapride concentrations latency
was significantly higher at almost all frequencies. (# P < 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001 strips with mucosa vs strips
without mucosa at each concentration; n = 8 and n = 5, respectively).
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Effect of cinitapride in strips without mucosa in NANNNP Krebs solution (selective
stimulation of excitatory enteric MN5s)
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Figure 14. Effect of cinitapride in strips without mucosa of porcine esophageal body in NANNNP Krebs
experiments. At NANNNP control conditions strips from the EB responded to electrical stimulation of enteric MNs
with an on-contraction at the beginning of the stimulus at higher frequencies and with an off-contraction following the
end of the stimulus only at lower frequencies. Increasing and consecutive concentrations of the 5-HT, receptor agonist
cinitapride on EB strips: 0.1 pmol L™ cinitapride did not affect amplitude of EFS-induced contractions and significantly
reduced latency and switched off-contraction to on-contraction during EFS. 1 pmol L™ cinitapride significantly reduced
latency at lower frequencies and increased amplitude of on-contractions at higher frequencies. Subsequent addition of
10 pmol L cinitapride significantly reduced amplitude of contraction at lower frequencies. 100 pmol L' cinitapride
significantly reduced amplitude and increased latency of contractions at higher frequencies. (n = 4, *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001 vs previous response; T P <0.05, T+ P<0.01, ¥+ P <0.001 vs control response).
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i11) Effect of cinitapride on porcine clasp LES strips

A) *
5 -
g 01
w
zE 5 x
- a3 §
= .
BE 40 *
= ¢
A5 -
* TG P TR M,
20 -
T T T T T
10" 407 10* 40" 10
[ CINITAPRIDE mal L]
E}CIHITAPHIDE 1 pmaol L'
1.4 - ATROPME 3 ol L* ATROPINE 1 prmal L
E '1..,2 - 1 Il' imin
T ‘[ ATRIFINE 1 .-rnd.L 15,0
E 1,0 - STUE ¥ jarmad L E vas oHT "i“' —l-:l"il
o 0.8 -[ w o |t CHT
“_,‘é 05 ERTT] 1 il L [~
E Ll [29:5:5.9%] ; ]
z 0.4 RER e g 135 w
o 0,2 4 2 13,0
0.0 - 4 P
CNT CHT CNT
=] Rt} &0
TIME (min)

C}CIHITAPRIDE 100 pmoel L?

1
CNT  CNT " MAME 1 mmol L’

]
GHT 100 pmod L -:NT 100 gl L

g 18 jig
7] 4 =
= ] & u
W= - Hede =
wo 9 w
| ; [40.5419.4%] B 1
= 43 4 |
L-NAME 1 memal L' 12
-15 = 1o
—
0 b
TIME {min}

Figure 15. Effect of cinitapride on porcine clasp lower esophageal sphincter strips: A) Log concentration-response
curve (30 nmol L™'-100 pmol L) induced by cinitapride (CNT, 5-HT, receptor agonist) on LES total tone in standard
Krebs solution (n = 4, * P < 0.05 vs first concentration response, 30 nmol L™). Cinitapride induced contraction and
relaxation responses at lower and higher concentrations; (B, C) Quantitative effects. On clasp LES strips B) 1 pmol L™
CNT induced a contraction response significantly reduced by atropine (1 pmol L™") (n = 6); and C) 100 umol L' CNT
induced a relaxation of LES strips significantly reduced by L-NAME (1 mmol L), by nitric oxide synthesis blockade (n
=4,* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).
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1v) Effect of cinitapride on porcine EB strips
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Figure 16. Effect of cinitapride on porcine esophageal circular smooth muscle cells. Effect of 100 pmol L'
cinitapride (CNT), the 5-HT, receptor agonist, on 10 pmol L' CCh-induced contraction response on EB strips, pre-
incubated with the neurotoxin TTX 1 umol L in standard Krebs solution: A) Representative tracing and, B, C)
Quantitative effects. 100 pmol L™ cinitapride significantly reduced the medium value of the amplitude of CCh-induced
control contraction. (* P <0.05, ** P <0.01 vs previous response; n = 4).
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2.1. Electrophysiological studies
The inhibitory junction potential in the porcine esophageal body
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Figure 17. Electrophysiological studies on porcine esophageal body. Plot graphs showing the sequential effect of
atropine 1 pmol L', MRS2179 10 umol L™, O-chymotrypsin 10 U mL" and L-NAME 1 mmol L™ on the amplitude (left
panel) and duration (right panel) of EFS-induced 1JP at different voltages of stimulation (8-40 V). (n =4, * P <0.05, **
P <0.01, ¥** P<0.001).
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DISCUSION GENERAL

Esta tesis doctoral consta de un conjunto de
estudios in vitro sobre los mecanismos de control
de la actividad motora tanto en el es6fago humano
como en un modelo experimental de cerdo, que
comparte muchas similitudes estructurales y
funcionales con el es6fago humano. Los estudios se
han llevado a cabo, fundamentalmente, con la
técnica de baiio de organos y se han
complementado con estudios de electrofisiologia
(técnica de microelectrodos) y algunos estudios
histologicos. Todo ello nos ha permitido evaluar, en
profundidad, la fisiologia basica de las respuestas
motoras de las siguientes regiones del eséfago: el
cuerpo esofagico (EB) y el esfinter esofagico
inferior (LES).
Las areas de estudio hacia las que hemos dirigido
nuestras investigaciones son las siguientes:

(1) Anatomia vy estructura del esofago,
descripciones del EB y del LES en los dos modelos
experimentales, a saber, el humano (como objetivo
final de la investigacion) y el animal (cerdo) como
modelo experimental. Exponemos las similitudes
entre ambos modelos, y la idoneidad del modelo
porcino para emplearlo como referencia para los
estudios humanos;

(2) Neurotransmisores implicados en la motilidad
del LES humano y porcino, en el LES humano
descripcion de la neurotransmision neuroefectora y
en el LES porcino descripcion de la
neurotransmision neuro-neuronal a través de los
receptores tipo canales ionicos dependientes de
ligando, LGIC, que relacionan y conectan a las
motoneuronas (MNs) neuroefectoras con el resto de
clementos del plexo mientérico (MP) y Ia
Inervacion extrinseca;

(3) Peristalsis en el EB, descripcion de los
neurotransmisores responsables de las respuestas
contractiles obtenidas en ambos modelos humano y
porcino;

(4) Modulaciéon de las contracciones del EB
porcino, descripcion de la modulacion de las
respuestas a través de dos vias, por un lado, la
modulacién de la neurotransmisién neuro-neuronal
a través de los receptores tipo LGIC, y por otro, la
neurotransmision neuromuscular a través de la
modulacion farmacoldgica mediante cinitaprida
(agonista de los receptores serotoninérgicos 5-HT,).

La motilidad del eséfago ha sido objeto de
estudio mediante investigaciones in vitro a lo largo
de los afios, aunque ha recibido menos atencion que
otros tramos del tracto gastrointestinal. Los
primeros trabajos significativos se iniciaron en los
afios 60-70 del pasado siglo XX. Christensen et al.,
estudiaron los fenémenos asociados a la activacion
del musculo liso esofagico longitudinal en el

esofago felino, mediante las respuestas mecanicas y
eléctricas a varios farmacos autondémicos. Estos
estudios permitieron explicar algunas caracteristicas
de los receptores adrenérgicos en este tejido.
Observaron que los receptores O-adrenérgicos eran
excitatorios y parecian estar localizados en los
nervios colinérgicos postganglionicos del plexo
mientérico esofagico. En cambio, los receptores [3-
adrenérgicos eran inhibitorios y se encontrarian en
las células del muasculo liso (Christensen & Daniel,
1966). En la misma especie, exploraron la funcion
de los receptores adrenérgicos en el LES pero esta
vez en preparaciones de musculo circular.
Observaron que en el LES, los receptores -
adrenérgicos eran excitatorios y los B-adrenérgicos
inhibitorios  (Christensen & Daniel, 1968).
Christensen & Lund, estudiaron en preparaciones de
musculo liso esofagico de la zariglieya si
concentraciones altas de atropina tenian un efecto
indirecto modulando la liberacion de
neurotransmisores locales, o bien si su accioén era
directa sobre el musculo liso. Por las respuestas
obtenidas concluyeron que reflejaba una accion
directa del antagonista colinérgico sobre el musculo
(Christensen & Lund, 1968). Estos mismos
investigadores llevaron a cabo estudios tanto in
vivo como in vitro en el eséfago de la zarigiicya
para mostrar las respuestas a la distension y a la
estimulacion eléctrica del esofago distal intacto (in
vivo) y aislado (in vitro). Las observaciones in vivo
permitieron definir de forma mdas precisa los
principales patrones de las respuestas esofagicas,
como la respuesta-on, la respuesta-off y la
respuesta de duracion, y fueron capaces de
inducirlas también in vitro viendo que en el
esofago aislado las respuestas a la distension y a la
estimulacion  eléctrica eran muy  similares
(Christensen & Lund, 1969).

Posteriormente, en un estudio in vitro
comparativo en tres especies, zarigiieya, gato y
mono rhesus, se determiné que la estimulacion
eléctrica del estomago, el cuerpo esofagico y la
unién gastroesofagica (GEJ) inducia respuestas
diferentes y caracteristicas en cada zona en las tres
especies, siendo la GEJ la que presentaba una
especializacion intrinseca en la naturaleza de la
inervacion y en las propiedades mecanicas de la
capa de musculo interno. En este trabajo
determinaron el estiramiento dptimo de las tiras de
la GEJ, que debia ser del 160% de su longitud
inicial (Christensen ef al., 1973). En otro trabajo in
vitro en diferentes niveles del esofago de Ia
zariglieya, Christensen et al., estudiaron la posible
influencia de varias variables sobre la latencia de la
contraccion-off,  variables de tipo: 6)
metodoldgicas: dimension y estiramiento de las
tiras; (ii) farmacologicas: variacion de la
concentracion del potasio extracelular, antagonistas
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ganglidnicos, agonistas colinérgicos, agonistas y
antagonistas adrenérgicos. Llegaron a la conclusion
de que la latencia no esta fija y que si el gradiente
de la latencia estaba relacionado con la naturaleza
progresiva de la peristalsis, la velocidad de la
misma podria modularse in vive, mediante cambios
en los niveles de acetilcolina u otros
neurotransmisores que actuaran sobre el musculo
liso (Christensen et al., 1979).

A inicios de la década de los 90, diversos
estudios in vivoe daban informacién sobre la
motilidad del eséfago humano-facilmente accesible
al estudio mediante manometria esofagica-,
mientras que los estudios in vitro se llevaban a
cabo en modelos animales, que estaban limitados
por las diferencias entre las especies. En esos afios,
en un conjunto de trabajos realizados por
farmacdlogos y gastroenterologos de la Universidad
de Aarus (Dinamarca), Tettrup et al.,, llevaron a
cabo el primer estudio de las propiedades mecanicas
del esofago humano (Tettrup et al., 1990c).
Afirmaban que un estudio in vitro sobre la funcién
neuromuscular esofagica humana exige un
conocimiento de las caracteristicas mecanicas del
musculo liso en el area de los resultados en los
modelos animales. Por ello, examinaron Ilas
propiedades mecanicas activas y pasivas del
musculo liso esofagico humano aislado, obtenido
del EB y de la GEJ, con el objeto de definir cuales
serian las condiciones experimentales Optimas en
los estudios realizados con este tejido. Concluyeron
que era posible preparar y montar tiras de musculo
aisladas procedentes del esofago inferior humano
en un baiio de OJrganos bajo condiciones
estandarizadas (Tettrup et al., 1990c). En la misma
época, realizaron otro trabajo en el esfinter
esofagico inferior (LES) humano con el que
establecieron la técnica de estimulacion de campo
transmural (TMS), que exploraba los efectos de los
nervios autonomicos en dicha region. Como
necesitaban estimular los nervios sin excitar de
forma directa el musculo liso, emplearon la TMS
que les permitid determinar cuales eran los
parametros de estimulacion necesarios para obtener
las respuestas Optimas en dicha especie. Con la
TMS investigaron la excitacion de los nervios en
preparaciones de musculo liso circular y
longitudinal aisladas. Emplearon una metodologia
gracias a la cual les fue posible dilucidar los
componentes responsables de las respuestas
obtenidas de las capas musculares en ¢l EB y la
GEJ, asi en la capa muscular longitudinal la
respuesta se debia a una trasmision colinérgica,
mientras que en la capa circular estaban implicados
transmisores  no-adrenérgicos  no-colinérgicos
(NANC) en la inhibicién y colinérgicos en la
contraccion. Establecieron las pautas a seguir en los
experimentos in vitro de bario de érganos en el

esofago humano (Tattrup et al., 1990b). Con este
método y en el basio de érganos también pudieron
estudiar preparaciones de musculo aislado de ambas
capas musculares, procedentes de pacientes con
acalasia, para evaluar la funcion de la inervacion
postganglionica de la GEJ (Tettrup et al., 1990a).

Saltando hacia delante en el tiempo, y
aplicando  los  parametros establecidos y
estandarizados por los anteriores investigadores,
nuestro grupo también encaminé sus
investigaciones hacia la exploracion in vitro del
eséfago tanto humano como animal. En términos
generales, nuestros estudios siguen fielmente la
metodologia de estudio in vitro descrita por estos
autores, tanto en lo que hace referencia al
estiramiento y condiciones mecanicas de las tiras
como a los parametros eléctricos necesarios para
estimular las MNs del plexo mientérico.

Como la informaciéon sobre la anatomia y
fisiologia del circuito neuronal que controla
directamente el musculo liso del eso6fago era escasa,
Gonzalez et al., llevaron a cabo un estudio in vitro
en el que comparaban los efectos de la estimulacion
de las MNs inhibitorias y excitatorias intrinsecas en
el musculo liso esofagico humano con nicotina, por
un lado, y mediante la estimulacion directa con
estimulacion eléctrica de campo (EFS) por el otro
(Gonzalez et al., 2004).

También en el basio de organos y
empleando el cerdo como modelo animal, Farré et
al., estudiaron, in vitro, los mecanismos y los
neurotransmisores que controlaban el tono y la
relajacion del LES tras la estimulacion de las MNs
entéricas  inhibitorias mediante los mismos
estimulos que se emplearon en el es6fago humano,
la nicotina a través de los receptores colinérgicos
nicotinicos (nAChRs) y la EFS (Farré ez al., 2000).
Asi mismo, con el modelo porcino, realizaron un
estudio comparativo sobre las propiedades
funcionales de los musculos clasp y sling del LES
(Farré et al., 2007a). Todos estos estudios previos
de nuestro grupo se han realizado utlizando una
metodologia validada y conocida, y esa misma
metodologia es la que hemos empleado en esta
tesis.

1) Anatomia y estructura comparada
del esofago humano y porcino adulto

En esta tesis hemos empleado dos modelos
experimentales para estudiar la fisiologia esofagica.
Por un lado, el modelo humano, y por otro, el
modelo animal (cerdo). Ambas especies comparten
muchas similitudes estructurales y funcionales.
Segun nuestras observaciones, el eséfago porcino
tenia una longitud total, aproximada, de 20-24 cm,
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estaba compuesto por musculo estriado en las zonas
proximal/media y por musculo liso en la zona
inferior/distal con una longitud de 5-7 cm (Wu et
al., 2003). Los cerdos pesaban 75-80 kg y tenian
seis meses de edad. El eséfago humano tiene una
longitud de 21-25 cm y esta compuesto por musculo
estriado en el esofago cervical (5-17%), mixto (23-
37%) y por musculo liso los tercios medio y distal
(56-60%) (Worl & Neuhuber, 2005).

Como hemos indicado, para estudiar la
fisiologia esofagica empleamos dos modelos: el
modelo _humano, que es el tejido a estudiar por
excelencia, pero que presenta una disponibilidad
bastante limitada. Esto nos llevo, por tanto, a
utilizar en nuestros estudios
neurogastroenteroldgicos un segundo modelo, el
modelo animal, el cerdo. La organizacion
anatomica y las caracteristicas neuroquimicas y
clectrofisiologicas de las redes neuronales
intrinsecas que controlan las funciones digestivas,
son mas complejas en los modelos de animales

obtendriamos las tiras que pasarian a incluirse en
los estudios in vitro: (i) en la exploracion del EB
empleamos tiras esofagicas procedentes de las
zonas proximal (modelo porcino) y distal (modelo
porcino y humano (éstas ultimas gracias a los
especimenes procedentes de pacientes con cancer
esofagico)) de la region de musculo liso del cuerpo
esofagico (Capitulos 2 y 3); (ii) en la exploracion
del LES empleamos preparaciones que se
correspondian con las regiones clasp y sling del
LES. En este caso, con el modelo porcino
estudiamos las tiras clasp (Capitulo 1), y con el
modelo humano pudimos realizar una comparativa
de las dos regiones anatdomicamente diferenciadas
del LES (Capitulo 2), gracias a que también
tuvimos la oportunidad de estudiar especimenes
procedentes de donantes de organos intactos desde
el punto de vista anatémico.

En todos nuestros estudios, tanto en los
presentes como en los anteriores, hemos descrito el
origen anatémico de las tiras del LES incluidas en

grandes (incluidos los humanos) que en los
modelos de animales pequefios de laboratorio como
la rata o la cobaya (Brown & Timmermans, 2004).
Nosotros utilizamos el modelo porcino porque esta
considerado como un modelo animal homélogo al
humano, debido a que ambas especies presentan
grandes similitudes en: (a) el tamafo de los drganos
del tracto gastrointestinal (GI); (b) la organizacion
anatomica: b.1) tanto en el eséfago porcino, ya que
igual que el humano, tiene musculo liso en la zona
distal (y predomina en el LES), a diferencia de
otros modelos animales (Aggestrup et al., 1986)
como el perro, la rata, el raton, el conejo, la oveja,
la cobaya en los que la region inferior/distal del
esofago esta formada totalmente por musculo
estriado; y por mixto en el gato y el mono (Worl &
Neuhuber, 2005), b.2) como en el LES porcino,
porque la distribucion macroscopica de las fibras de
musculo liso del LES es similar en cerdos y
humanos, existiendo una asimetria anatomica
transversal (fibras clasp y sling) (Aggestrup et al.,
1986; Farré et al., 2007a; Liebermann-Meffert et
al., 1979; Vicente et al., 2001); (c) la histologia
(células musculares lisas); (d) la organizacién del
sistema nervioso entérico (ENS) (Wu et al., 2003),
los neurotransmisores, las MNs entéricas, el codigo
neuroquimico en cerdo y en humano (Aggestrup et
al., 1986; Brown & Timmermans, 2004). Por otro
lado, en estudios in vive en cerdos, observaron una
relajacion del LES, inducida por deglucion, seguida
de contracciones que era muy similar en los
humanos (Vicente et al., 2001).

En nuestros estudios del es6fago definimos
y determinamos, de forma muy precisa, las zonas
(tanto del EB como del LES) de las que

nuestro trabajo basandonos en un criterio anatomico
(Korn et al., 1997) aceptado durante aflos en la
literatura médica y quirrgica, establecido por
anatomistas y cirujanos. Confirmando dicho
criterio, igual que se ha visto en estudios previos en
cerdos (Vicente et al., 2001), nosotros también
observamos que, tanto en el cerdo como en el
humano, el LES esta formado por las fibras clasp
(fibras musculares transversales semicirculares),
que abrazan la zona de la curvatura menor en la
region derecha, y por las fibras sling gastricas
oblicuas en la curvatura mayor en la region
izquierda (Liebermann-Meffert et al., 2001; Vicente
et al., 2001). Como veremos mas adelante, esta
organizacion estd ampliamente aceptada en la
comunidad cientifica y s6lo un pequefio grupo de
farmacélogos difiere conceptualmente de este
modelo de anatomia funcional del LES humano.

Cuando exploramos el LES,
independientemente de la especie empleada, nuestro
grupo utiliza dos criterios estrictos para seleccionar
las tiras como pertenecientes al esfinter esofagico
inferior:

(1) El primer criterio es anatomico vy lo
establecemos antes del experimento y durante la
diseccion del espécimen, como ya hemos descrito
previamente. Ademas, en el estudio del humano
realizamos una diseccion de la zona de la GEJ
abriéndola a lo largo de la cara anterior, para
obtener, simultineamente, tiras de ambas regiones
derecha/izquierda de la GEJ de los especimenes de
donantes de Organos, y asi poder compararlas.
Obteniamos tiras de un tamafio 10 x 3 mm,
comenzando a nivel de la /linea de tramsicion y
progresando oralmente.
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(i) El segundo criterio es funcional y se
establece durante el experimento, ya que sé6lo las
tiras obtenidas de estas regiones (clasp y sling) que:
(1) desarrollaban tono miogénico activo durante el
periodo de equilibrado, y (2) que se relajaban tras la
estimulacion de los nervios inhibitorios se
consideraban como pertenecientes a cada lado del
LES.

Sélo se incluyeron las tiras que cumplian
ambos criterios. Nuestra opinion es que el
desarrollo del tono espontaneo, activo y de origen
miogénico es una condiciébn obligada para
considerar que la tira pertenece a un esfinter liso
del tracto digestivo.

Controversia respecto a la definicion
anatéomica y funcional del LES: En los ultimos
afios se ha venido desarrollando un debate en la
literatura sobre la definicion del esfinter esofagico
inferior (LES), debido a que no existe un acuerdo
entre las definiciones anatomica y fisiologica del
LES humano.

Anatémicamente, el concepto clasico del
LES lo describe como un anillo de musculo liso
circular, como puede observarse en el perro
(Friedland et al., 1971), el gato (Preiksaitis et al.,
1994a) y la zarigiieya (Christensen & Torres, 1975).
Sin embargo, esto no es asi en el cerdo (Farré ef al.,
2007a; Vegesna et al., 2010) ni en los humanos. En
los humanos, anatémicamente, no existe un anillo
que rodee la GEJ, sino que este esfinter esta
formado por una pared gruesa de musculo liso con

haces de la capa interna que no rodea la
circunferencia del eséfago, sino que son
semicirculares, con una ‘“abrazadera” muscular

semicircular transversal corta en la zona de la
curvatura  menor (fibras clasp) y fibras
semicirculares gastricas oblicuas en el angulo de
His de la curvatura mayor en el lado izquierdo
(fibras sling) (Korn et al., 1997; Liebermann-
Meffert et al., 1979; Stein et al., 1995b). Esta
estructura es idéntica en el esfinter esofagico
inferior (LES) del cerdo (Farré et al., 2007a).

Pero llegado a este punto se dan dos
enfoques diferentes por parte de los investigadores:
(1) un grupo de investigadores, principalmente
cientificos basicos, consideran que el LES es un
complejo de fibras musculares clasp y sling (Farré
et al., 2006; Gonzalez et al., 2004; Korn et al.,
2000; Preiksaitis et al., 1994b; Stein et al., 1991;
Stein et al., 1995a; Vicente et al., 2001); (2) otro
grupo de investigadores, principalmente
investigadores clinicos, consideran que el LES es
un musculo liso circular (LEC) cercano al extremo
distal del esofago por encima de las fibras clasp y
sling descritas anatdmicamente (Miller et al., 2009;
Vegesna et al., 2010). En este grupo, existen

estudios fisiologicos in vive que describen el LES
desde un punto de vista funcional con: (i) un
componente funcional de musculo liso mas
proximal,“LES superior”, que se mueve con el
esfinter crural implicando un acoplamiento rigido
de los ligamentos freno-esofagicos; y (ii) otro
componente musculo liso mas distal, “LES
inferior”, distal al diafragma aproximadamente en
la localizacion de las fibras musculares clasp-sling
en la union esofago-cardias (Brasseur et al., 2007;
Miller et al., 2009; Miller et al., 2011). Miller et al.,
proponen que ¢l tercer componente esfintérico
esta asociado a los grupos de musculos clasp-sling
pudiendo ser la primera linea de defensa contra el
reflujo de los contenidos gastricos en el esofago, y
pudiendo tener un papel significativo en Ia
proteccion contra la enfermedad por reflujo
gastroesofagico (GERD) (Miller et al., 2011). Sin
embargo, estos términos no estan aceptados de
forma general ni se han utilizado en los estudios in
vitro que exploran la asimetria funcional del LES y
que hemos utilizado nosotros como referencia.

La controversia se produce porque, de un
lado, los investigadores bdsicos no creen en la
existencia del LEC, de otro, los investigadores
clinicos no creen que el complejo de fibras
musculares clasp-sling pertenezca funcionalmente
al esfinter esofagico inferior (Vegesna et al., 2010).
Estos tltimos investigadores nunca han probado en
sus estudios im vivo (manométricos y
ultrasonograficos) que exista una estructura
anatomica con propiedades esfintéricas por encima
del complejo clasp-sling.

En nuestra opinion, el debate se produce
porque: (i) existen diferencias entre las especies
humana y animal utilizadas en algunos estudios
previos; (ii) en ambos grupos de investigacion se
emplean distintas metodologias (in vive vs in vitro)
a la hora de estudiar el LES. Por ¢jemplo, en los
estudios in vive del LES, éste recibe la influencia
mecanica del diafragma crural, sin embargo, en
los estudios in vitro el diafragma no esta presente y
no puede ser un punto de referencia anatomico que
defina la localizacion anatomica del LES.

Nuestros  estudios no se disefiaron
especificamente para solucionar esta discrepancia,
aun asi, podemos decir que nosotros no
encontramos fibras circulares en el extremo distal
del eséfago humano cuyo comportamiento
fisiolégico in vitro, fuese compatible con la
definicion funcional de un esfinter liso.

- 160 -



Discusion General

2) Neurotransmisores implicados en la
motilidad del LES

2.1 Neurotransmision neuroefectora

2.1.1 LES humano:

(a) Primer objetivo: asimetria funcional

La neurotransmision en el LES humano la
exploramos en las preparaciones procedentes de las
regiones clasp y sling, mediante experimentos in
vitro en baiio de organos y microelectrodos. La
exploracion de tiras emparejadas de ambas zonas
procedentes de un mismo espécimen, nos permitio
comparar entre si las respuestas a un mismo
estimulo de las dos regiones anatémicas definidas, y
asi poder evaluar la existencia de una asimetria
funcional en el LES humano (especializacion
transversal, clasp vs sling) que ya ha sido
observada previamente por nuestro grupo en el
cerdo (Farré et al., 2007a). Para estudiar dicha
asimetria funcional, empleamos los siguientes
estimulos: (i) la estimulacién eléctrica de campo
(EFS), (ii)) la estimulacion de las motoneuronas
mediante la activacion de los receptores
colinérgicos nicotinicos (nAChRSs) con nicotina.

Nuestro primer objetivo consistid en
evaluar en dichas respuestas, la implicacion de los
componentes nitrérgico (en las respuestas a EFS, en
las respuestas a nicotina) y colinérgico (en las
respuestas a EFS). Lo primero que observamos fue
que como tiras pertenecientes al LES (regiones
clasp y sling), éstas desarrollaban, durante el
periodo de equilibrado, un fono total pero de
diferente magnitud siendo mayor el de las tiras
clasp. Estas diferencias en el tono total también las
encontraron otros autores en otros estudios in vivo
en el LES humano (Preiksaitis et al., 1994b) y
felino (Muinuddin et al., 2004) sin embargo, en el
LES porcino observamos previamente, que eran las
fibras sling las que desarrollaban un tono total
mayor (Farré et al., 2007a).

En los estudios de estimulacidon vimos:

(i) Estimulacion de las MNs entéricas del LES
humano mediante EFS

Respuesta de relajacion del LES: Resultados
mecanicos (Baifio de organos):

En los estudios in vitro de las
preparaciones del esfinter esofagico inferior (LES)
en los que se explora la estimulacion eléctrica
(EFS) de las MNs del plexo mientérico, se ha
descrito una respuesta patrén consistente en una
relajacion intensa que se produce durante el
estimulo eléctrico (relajacion-on), seguida de una

contraccion que se produce cuando acaba el
estimulo (contraccion-off). Esta respuesta patron
caracteristica se observa tanto en el modelo animal
(cobaya (Beveridge & Taylor, 1989), zarigiieya
(Tettrup et al., 1991), gato (Fields et al., 1995), rata
(Farré et al., 2007b), cerdo (Farré et al., 2007a;
Farré et al., 2006)) como en el modelo humano
(Gonzalez et al., 2004). Su correlacion in vivo se
corresponde con la relajacion del LES. Cuando se
inicia la deglucion, el LES se relaja durante 8-10s y
seguidamente se contrae (aftercontraction) en la
parte rostral/proximal del LES, esta contraccion es
continuidad de la contraccion peristaltica en el EB.
Esta serie de fenémenos permite el paso del bolo
deglutido a través del LES con una resistencia
minima y restablece la barrera al contenido gastrico
inmediatamente después de su paso (Chang et al.,
2003).

En nuestro estudio in vitro, vimos que la
respuesta a la estimulacion eléctrica en ambas zonas
clasp y sling consiste en una relajacion que se
produce durante el estimulo (relajacion-on)
seguida de una contraccidn que aparece una vez
finaliza el estimulo (contraccién-off, que
describiremos seguidamente en la pagina 162)
(Farré et al., 2007a; Farré et al., 2000).
Comparando las relajaciones control de ambas
zonas, observamos que las relajaciones de las
preparaciones clasp eran de mayor amplitud que las
obtenidas en la zona sling en todas las frecuencias
estudiadas. Resultados é€stos que se correlacionan
con los obtenidos en el estudio in vitro previo
realizado en el cerdo (Farré ef al., 2007a), en el que
se evaluo la asimetria funcional del LES porcino.

Para evaluar estas diferencias a la
estimulacion eléctrica de las tiras clasp y sling
emparejadas, diseflamos un protocolo experimental
que nos permitiera caracterizar farmacoldgicamente
estas respuestas inducidas por EFS. Por ello, para
estudiar en las dos regiones anatomicas cual es la
contribuciéon de los diferentes neurotransmisores
responsables de dichas respuestas, utilizamos
antagonistas de cada uno de ellos. Comenzamos
estudiando la implicacién del 6xido nitrico (NO), y
la obtuvimos calculando la diferencia entre la
respuesta control y la inducida tras la incubacion del
antagonista de la sintesis del NO, el L-NNA. Vimos
que el componente nitrérgico estaba presente en
ambas regiones anatdmicas pero su contribucion en
las relajaciones de cada una de ellas diferia. En la
zona clasp observamos una mayor implicacion
nitrérgica a bajas frecuencias de estimulacion
eléctrica, mientras que en la zona sling era mayor
en las frecuencias altas. En ambas regiones
observamos una contraccion-on (comentada mas
adelante) seguida de una relajacién-off. Aunque en
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ambas zonas obtuvimos dicha relajacién-off no-
nitrérgica, en las tiras clasp esta respuesta
presentaba una amplitud similar a la amplitud de la
propia relajacién-on control y, una amplitud
mucho mayor que la obtenida en las tiras sling. En
dicha relajacion-off estudiamos el componente no-
nitrérgico (componentes purinérgico y peptidérgico
que comentaremos mas adelante, en la pagina 163)
de la respuesta. Estos resultados son coincidentes
con los obtenidos previamente en ¢l LES porcino,
en las fibras clasp y sling del cerdo la estimulacion
neuronal indujo respuestas nitrérgicas mas intensas
en la zona clasp que en la sling (Farré et al.,
2007a), y ademas, las respuestas en el lado clasp
mostraban también un componente inhibitorio doble
(nitrérgico y no-nitrérgico) mientras que en la zona
sling era mayoritariamente nitrérgico (Farré et al.,
2007a). Los resultados en ambas especies sugieren
mecanismos de co-neurotransmision en la relajacion
del LES.

Respuesta de contraccion del LES: Resultados
mecanicos (Baifio de organos):

Al estimular eléctricamente ambas regiones
vimos que la respuesta de contraccion-off control,
producida tras la relajacion una vez que finaliza el
estimulo, también es diferente en ambas zonas clasp
y sling del LES humano. Comparandolas hemos
observado que eran de mayor amplitud las
contracciones de las preparaciones sling en casi la
totalidad de las frecuencias estudiadas. Una vez
incubamos el L-NNA, para el estudio del
componente nitrérgico, observamos en ambas zonas
una contraccion-on de similar amplitud a
frecuencias altas de estimulacion, y en dicha
respuesta contractil evaluamos el componente
colinérgico con el antagonista atropina. Vimos que
en ambas zonas la atropina abolia la contraccion en
todas las frecuencias estudiadas, sin embargo,
mientras que en las tiras sling no observamos
ninguna relajacion, en las tiras clasp obtuvimos una
importante relajacion-off remanente/residual en la
que estudiariamos el componente no-nitrérgico (que
comentaremos mas adelante, en la pagina 163) de la
respuesta. La contribuciéon del componente
colinérgico era mayor en la zona sling. En cuanto a
las contracciones observadas en el LES porcino por
Farré et al.,, vieron que tras la estimulacion
neuronal era en la zona clasp la que presentaba una
contraccion-off control de mayor amplitud, no la
region sling. Posteriormente, al inhibir la guanilato
ciclasa con ODQ también se evidenciaron
contracciones-on en ambos lados del LES, siendo
de mayor amplitud en el lado sling que en el clasp.
En ambas regiones se estudid el componente
colinérgico, que resultd ser mas débil en las tiras
clasp y mas intenso en las sling (Farré¢ et al.,
2007a).

(i1) Estimulacion de las MNs entéricas del LES
humano a través de los nAChRs con nicotina

Cuando estimulamos las MNs a través de
los nAChR con nicotina, vimos que la relajacion
presentaba una magnitud diferente en cada zona
clasp y sling del LES, siendo mayor la de la zona

clasp. En las tiras clasp observamos Ilos
componentes nitrérgico y no-nitrérgico

(comentamos mas adelante, en la pagina 163) de la
respuesta, siendo de tipo inhibitorio ambos y de tipo
excitatorio el segundo, mientras que en las tiras
sling s6lo observamos el componente nitrérgico.
Por tanto, los neurotransmisores inhibitorios y
excitatorios liberados por las MNs cuando se
emplea la nicotina como estimulo quimico tienen
una importancia diferente segin sea la zona del
LES. En el estudio previo de nuestro laboratorio en
el LES porcino (Farré et al., 2007a), aunque la
nicotina indujo relajaciones similares en ambas
regiones del LES, en las preparaciones clasp se
evidenciaron también unos componentes de tipo
inhibitorio nitrérgico y no-nitrérgico importantes,
mientras que en las sling solo estaba presente el
componente nitrérgico (Farré et al., 2007a). La
fisiologia clasica del sistema nervioso entérico del
esofago humano supone la existencia de
receptores nicotinicos en las MNs inhibitorias y
excitatorias. Estos estudios han confirmado nuestros
trabajos previos que evidencian la presencia de
estos receptores en las motoneuronas inhibitorias
pero no en las excitatorias (Gonzalez ef al., 2004).

(b) Segundo objetivo: Origen de la
asimetria funcional

Como hemos explicado previamente, hemos
observado diferencias funcionales en ambas
regiones del LES humano. Estas podrian deberse a
dos grandes factores: (i) la existencia de una mayor
sensibilidad o eficacia a los neurotransmisores
inhibitorios y excitatorios por parte de las fibras
musculares, 0 (ii) a la existencia de una diferente
inervacion  selectiva  (distribucion de  MNs
inhibitorias y excitatorias) en estas dos regiones.
Para distinguir la causa de dicha diferencia
funcional, realizamos un grupo de experimentos en
los que exploramos las diferencias regionales
miogénicas entre las zonas clasp y sling del LES
humano para farmacos representativos de los
principales neurotransmisores putativos inhibitorio
(SNP, nitroprusiato de sodio) y excitatorio (CCh,
carbacol). Cuando afiadimos de forma exogena los
agonistas SNP y CCh a las preparaciones clasp y
sling vimos que: en ambas regiones clasp y sling (i)
las mismas concentraciones de SNP inducian
relajaciones de similar amplitud, presentando una
curva de concentracidon con valores de ECsq y efecto
mdximo parejos, y (ii) las mismas concentraciones
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de CCh provocaban contracciones, también, de
amplitud similar con un efecto mdximo semejante.
Por tanto, estos resultados indicarian que las
respuestas farmacologicas miogénicas a estos
agonistas exdgenos son muy parecidas en las zonas
clasp y sling del LES, sin embargo, en dichas zonas
diferian las respuestas obtenidas tras la estimulacion
eléctrica de las MNs y la posterior liberacion
endogena de los neurotransmisores. En conjunto,
estos resultados sugeririan ~ una  fuerte
especializacion a nivel del plexo mientérico. En el
estudio previo en el LES porcino (Farré ef al,
2007a), se vio que las fibras clasp y sling
respondian con distinta magnitud a la adicion
exogena del SNP y del CCh. La misma
concentracion de SNP relajaba mas las tiras clasp
que las sling, y la contracciéon inducida por la
misma concentracion de carbacol era casi el doble
en las tiras sling que en las clasp. En el cerdo, las
tiras de cada region del LES mostraban unos
perfiles de la curva de concentracion diferentes para
el SNP y el CCh, evidenciando en cada zona una
sensibilidad diferente para el SNP y una eficacia

tonica de pequenas cantidades de
neurotransmisores, principalmente, desde las MNs
intrinsecas de tipo inhibitorio (nitrérgico).

(¢c) Tercer objetivo: estudiar el
componente no-nitrérgico de la relajacion en
la zona clasp del LES humano

Como hemos explicado anteriormente, tras
la evaluacion de los componentes nitrérgico y
colinérgico de las respuestas inducidas mediante la
estimulacion neuronal con EFS o con nicotina en
ambas zonas del LES humano, s6lo observamos un
componente no-nitrérgico, evidenciado por una
relajacion-off remanente/residual, en las respuestas
inhibitorias de la region clasp, ya que en la region
sling la respuesta inhibitoria era mayoritariamente
nitrérgica. Estos resultados confirman la mayor
preponderancia de la inervacion inhibitoria en la
zona clasp y coinciden con los observados
previamente en el LES porcino, ya que también en
esta especie se encontrd un componente
mayoritariamente nitrérgico en la zona sling, y un
doble componente inhibitorio en la zona clasp. Por

diferente para el CCh (Farré et al., 2007a). Futuros
estudios con técnicas de biologia molecular, que
permiten cuantificar la expresion de estos
receptores, combinados con estudios
inmunohistoquimicos permitirdn resolver esta
cuestion.

Estudiamos, también, el efecto de los
antagonistas de las vias inhibitoria (L-NNA) y
excitatoria (atropina) sobre el tono ftotal
desarrollado por las tiras en ambas zonas del LES
humano, con ello evaludbamos la actividad neural
tonica ejercida sobre el mismo: vimos, por un lado,
que el L-NNA provocaba un incremento del fono
mayor en la zona clasp que en la sling; y por otro,
que la atropina no provocaba ninglin cambio en el
tono basal de las fibras de ambas regiones. En el
estudio previo en el LES porcino (Farré et al.,
2007a), el ODQ incrementd significativamente el
tono s6lo en la zona sling, mientras que la atropina
lo disminuy6 en ambas zonas con una mayor caida
del mismo en la zona sling (Farré et al., 2007a).
Asi, en el cerdo la modulacion neural era nitrérgica
y colinérgica en la zona sling mientras que en la
zona clasp era Unicamente colinérgica y de menor
magnitud (Farré et al., 2007a).

Llegado a este punto y compendiando los
datos obtenidos respecto al tono muscular del LES
humano diriamos que: (i) el tono basal
desarrollado es mayor en las fibras clasp que en las
fibras sling; (ii) tiene un origen miogénico dado que
se desarrolla de forma progresiva durante el periodo
de equilibrado, y el SNP relaja casi totalmente las
fibras de ambas regiones del LES, aboliéndolo; (iii)
muestra una influencia neural debida a la liberacion

esa razon, también en los estudios previos en el
cerdo utilizamos previamente las fibras clasp para
estudiar la neurotransmisiéon caracterizandola
farmacologicamente (Farré et al., 2007a; Farré et
al., 2006).

Por tanto y volviendo a esta tesis y al tejido
humano, nuestro tercer objetivo consistid en
estudiar, en las preparaciones clasp Ia
neurotransmision inhibitoria no-nitrérgica mediante:
(1) la evaluacion del efecto farmacoldgico directo
de los neurotransmisores no-nitrérgicos (purinas a
través de los receptores P2Y; y P2X; y VIP) sobre
el tono del LES (Farré et al., 2006); (2) la
evaluacion de la liberacion endogena de estos
neurotransmisores mediante la caracterizacion
farmacologica de la relajacion-off inducida tras la
estimulacion de las motoneuronas inhibitorias con
EFS y nicotina (Farré et al., 2006).

(1) Para evaluar los posibles
neurotransmisores inhibitorios implicados en Ia
relajacion-off de la zona clasp del LES humano,
estudiamos el efecto de la aplicacidon exogena de los
agonistas de los receptores purinérgicos P2Y;, P2X
y de los receptores peptidérgicos con el ADPS, el
o,f-meATP y el VIP, respectivamente. Los
agonistas ADPBS y VIP indujeron una relajacion,
mientras que el d,B-meATP indujo una contraccion
tras la estimulacion de los receptores P2X. La Q-
quimotripsina  (peptidasa que facilita Ia
fragmentacion de enlaces peptidicos mediante una
reaccion de hidrolisis) bloqued la relajacion directa
inducida por el VIP. En el LES porcino tanto el
ATP como el VIP indujeron una respuesta
inhibitoria a través de un mecanismo insensible a la
TTX. Mientras que el ATP relajaba completamente
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el LES induciendo una respuesta bifasica, el VIP
era menos eficiente e inducia una respuesta
monofasica (Farré et al., 2006). Los experimentos
realizados con TTX mostraban claramente que el
efecto de estos agonistas se producia a través de su
interaccién con receptores musculares en la célula
muscular lisa del LES.

(2) Para estudiar la naturaleza de los
neurotransmisores no-nitrérgicos liberados de forma
endogena por la estimulacion neural con EFS y con
nicotina, diseflamos un protocolo experimental de
bloqueo secuencial empleando distintos
antagonistas (Farré et al., 2006): (i) Evaluamos el
componente purinérgico de la respuesta inducida
por EFS una vez bloqueados los componentes

purinérgico con MRS2179. Estos resultados
sugieren la participacion del VIP en la relajacion
del LES inducida tras la estimulacion de las MNs
inhibitorias mediante estimulo eléctrico y a través
de los receptores nAChRs. También en el LES
porcino se mostr6 un componente peptidérgico
(Farré et al., 2006), evidenciado por un efecto
menor ejercido sobre la relajacion en presencia de la
a-quimotripsina. El PACAP, y no el VIP, era el
responsable de esta respuesta ya que en el estudio
de adicion exogena se vio que la relajacion rapida,
inducida por este agonista en el LES porcino, se
antagonizaba con apamina (Farré et al., 2006).

Por tanto, nuestros resultados mecanicos en

nitrérgico y colinérgico de la misma. En la
respuesta inducida con nicotina, evaluamos el
componente purinérgico tras el bloqueo nitrérgico;
(i1)) En cuanto al componente peptidérgico de las
respuestas inducidas, bien con EFS bien con
nicotina, lo evaluamos tras los bloqueos nitrérgico
y purinérgico de las mismas. Esto nos permite ir
evaluando los neurotransmisores responsables de
cada tipo de relajacion.

Los resultados en el LES humano
demuestran que la respuesta inhibitoria no-
nitrérgica presenta un componente purinérgico y un
componente peptidérgico, componentes que Sse
observaron previamente en el estudio in vitro en el
LES porcino, y que, en el cerdo, contribuian
también en diferente grado a la respuesta inhibitoria
resistente al bloqueo nitrérgico y colinérgico (Farré
et al., 2006). En la relajacion-off no-nitrérgica de
las fibras clasp del LES humano, ¢l componente
purinérgico se debe a una purina que actua sobre
receptores P2Y. Estos resultados se evidencian por
la inhibicion de la respuesta-off por parte del
MRS2179  (antagonista  P2Y;). Igualmente
observamos que dicho antagonista no afectaba a la
relajacion control del LES, (relajacion-on), en la
que no habiamos ejercido el bloqueo nitrérgico
previo. En el LES porcino (Farré et al., 2006), se
evidencio un componente sensible a la apamina que
estaba mediado por ATP o una purina relacionada
que actuaba sobre receptores P2Y, en esta especie
y a diferencia del humano, se encontrd también un
efecto menor sobre receptores P2X pre- i/0 post-
sinapticos, evidenciado por la inhibicién de Ia
respuesta en presencia de NF279 (antagonista P2X)
(Farré et al., 2006).

Nuestros experimentos en el LES humano
sugieren que el componente peptidérgico se debe
fundamentalmente a un receptor de la familia
VIP/PACAP.  Encontramos que la «-
quimotripsina antagonizaba la relajacién no-
nitrérgica tras el bloqueo nitrérgico con L-NNA y

el bario de organos en el LES humano sugieren
que la estimulacion de las motoneuronas del plexo

mientérico, tanto mediante EFS como por
estimulacion de los nAChRs inducen la liberacion
de: (i) el o6xido nitrico (NO), siendo el

neurotransmisor inhibitorio principal en la zona
clasp y unico en la zona sling del LES; (ii) una
purina, con una contribucién menor, que actia
sobre los receptores P2Y; Unicamente en la zona
clasp; (iii) y el VIP en la zona clasp.

(d) Cuarto objetivo: estudiar las
respuestas electrofisiolégicas en las zonas
clasp y sling del LES (Microelectrodos)

Nuestro cuarto objetivo consistio en evaluar
la naturaleza de los neurotransmisores inhibitorios
en las regiones clasp y sling del LES, también
mediante estudios electrofisiologicos con: (1) la
caracterizacion farmacologica de la respuesta
inducida por la estimulacion eléctrica de las MNs
inhibitorias; (2) la administracion exoégena de dos
agonistas purinérgicos y uno peptidérgico en las
preparaciones clasp del LES humano.

(1) En primer lugar, disefiamos un
protocolo experimental en el que evaluamos el
bloqueo secuencial del IJP & potencial postunion
inhibitorio, la respuesta obtenida, con diferentes
antagonistas. Obtuvimos, en ambas zonas clasp y
sling del LES humano, una hiperpolarizacion
control monofésica y sostenida. La amplitud y
duracion del IJP eran muy similares en ambas
regiones aunque ligeramente superiores en las fibras
clasp.

Nuestras preparaciones manifestaban pequefias y
continuas fluctuaciones de potencial de membrana.
Los potenciales de union inhibitorios espontdineos
(sIJP) se producen como consecuencia de una
liberacion tonica y continua de neurotransmisores
inhibitorios (Gil et al., 2010), y pueden estudiarse
midiendo su desviacion estandar (SD-sIJP,
expresado en mV) (Powell ef al., 2001). Siguiendo
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la linea descrita por el Doctor Marcel Jiménez,
investigador de la UAB, para el estudio de estos
1JPs, evaluamos el SD-sIJP en ambas zonas del
LES. Obtuvimos valores similares entre ellos, y
mucho menores a los encontrados en otras zonas del
tracto GI, como el colon (Gil er al., 2010) y el
esfinter anal interno (Opazo et al., 2011) de rata.
Estos datos sugieren que en el LES humano
(regiones clasp y sling) el potencial de membrana
es mas estable que el encontrado en otras zonas del
tracto GI, como el colon (Gil er al., 2010) y el
esfinter anal interno (Opazo et al., 2011) de rata, y
que hay muy pocos potenciales unitarios
espontaneos (spontaneous unitary potentials) en las
condiciones experimentales en las que nosotros
estudiamos las tiras. Una posible explicacion para
esta discrepancia podria ser la aplicacion de un
grado de estiramiento diferente en el estudio in
vitro de los diversos tejidos, a la dificultad para
estirar el esofago humano debido al grosor
importante de la pared muscular y a la marcada
resistencia a la distension de la region del LES.

Con respecto al estudio farmacoldgico de
las respuestas electrofisiologicas: (i) En primer
lugar, evaluamos los componentes purinérgico y
nitrérgico del IJP previo bloqueo colinérgico, por
este orden. Los resultados nos indican que el 1JP
del es6fago humano estd mediado Ginicamente por
NO y que no se evidencia un componente
purinérgico, ya que el MRS2179 no afectaba ni a la
amplitud ni a la duracion de la respuesta; (ii) En
segundo lugar, evaluamos también de forma
independiente, la implicacion de un componente

IJP aplicando los dos protocolos experimentales
que empleamos en el LES humano. Intentamos
evidenciar el componente purinérgico con dos
bloqueos secuenciales: (i) evidenciarlo tras el
bloqueo colinérgico inicial y previamente al
bloqueo nitrérgico por el L-NAME; y (i)
evidenciarlo tras los bloqueos nitrérgico y
colinérgico. En ambas condiciones experimentales
vimos que el MRS2179 no afectaba al IJP inducido
en el LES porcino. Estos resultados nos indicaban
que el IJP era nitrérgico ya que se bloqued
completamente con el L-NAME.

Discrepancias _entre los resultados
mecanicos y eléctrofisioldgicos:

Por tanto, comparando los resultados de los
estudios mecanicos (baiio de organos) con los
obtenidos en los estudios electrofisiologicos
(microelectrodos) en el LES humano, vimos que
aunque hemos podido demostrar la participacion del
NO, de purinas (receptores P2Y;) y de VIP en la
relajacion del LES humano tras la estimulacion de
las MNs inhibitorias, el IJP, sin embargo, era
totalmente nitrérgico.

La discrepancia electro-mecanica
consistiria en: (i) en el estudio del LES humano los
registros mecdnicos muestran una relajacién-on
nitrérgica durante el pulso eléctrico y una
relajacion-off una vez acaba el estimulo de EFS.
Sin embargo, los registros eléctrofisiologicos
unicamente muestran un IJP nitrérgico durante el
estimulo eléctrico. Por tanto, tras la estimulacion de
las MNs inhibitorias en los estudios de basio de
organos tenemos la posibilidad de explorar tanto las

peptidérgico en el IJP de la region clasp del LES
humano, pero no observamos efecto alguno en
presencia de la a-quimeotripsina; (iii) En tercer
lugar, estudiamos el IJP de la region clasp, con un
nuevo protocolo experimental en el que invertimos
el orden de los antagonistas siguiendo la misma
secuencia que empleamos en los estudios mecanicos
(baiio de organos), es decir, aplicamos inicialmente
un bloqueo  nitrérgico, y a continuacion
administramos atropina y MRS2179 para poder
desenmascarar la posible existencia de un IJP
mediado por los receptores P2Y; (componente
purinérgico), pero de nuevo encontramos que el IJP
en las preparaciones clasp del LES humano era
completamente nitrérgico; (iv) En cuarto lugar,
analizando el efecto de los antagonistas empleados
sobre el potencial de membrana en reposo (RMP)
vimos que la adicion secuencial de la atropina,
MRS2179, a-quimotripsina y L-NNA no
modificaba significativamente dicho RMP.

En nuestros estudios previos en las
preparaciones clasp del LES porcino (ver Figure
5 en Apéndice de Capitulo 1, pagina 71) también
evaluamos los neurotransmisores implicados en el

respuestas-on (nitrérgica) como las respuestas-off
(no-nitrérgicas) mientras que en los estudios
electrofisiologicos s6lo podemos estudiar las
respuestas-on ya que el IJP era completamente
nitrérgico;  (ii)) También encontramos esta
discrepancia  entre  registros  mecdnicos 'y
eléctrofisiologicos en el LES porcino siguiendo los
mismos protocolos experimentales; (iii) La
amplitud del 1JP es similar en ambas zonas clasp y
sling del LES humano, sin embargo en las fibras
clasp la relajacion mecdnica que vimos tras la
estimulacion de las MNs entéricas inhibitorias era
mayor que en las fibras sling; (iv) queriendo
profundizar en este andlisis, evaluamos el efecto
directo de los agonistas purinérgicos ADPBS y
MRS2365 y peptidérgico VIP sobre el tono
(mecanico) y el potencial de membrana en reposo
(RMP) (electrofisioldgico) de las preparaciones
clasp del LES humano.

Los resultados nos mostraron la misma desigualdad
al comparar las respuestas mecdnica 'y
electrofisiologica del agonista P2Y ADPfS, el
agonista especifico P2Y,; MRS2365 y el agonista
peptidérgico VIP, ya que los tres agonistas inducian
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una relajacion  mecanica pero no  una
hiperpolarizacion de las fibras clasp.
Por tanto, nuestros resultados

electrofisiologicos indican que el IJP en el LES
humano es completamente nitrérgico
independientemente de la region estudiada, del
orden de los antagonistas establecido para su
caracterizacion y de las caracteristicas del estimulo
eléctrico. Estos resultados complementan los
obtenidos en los estudios mecdnicos y permiten

MNE
INHIBITCORIA

nAChR

-—-- Esofago humano

completar la caracterizacion de los principales
aspectos de la neurotransmision neuroefectora
inhibitoria en el LES humano.

MIME
EXCITATORIA
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nAChE
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Figura 1. Representacion esquematica de las dos vias paralelas principales de la neurotransmisién neuroefectora
en el es6fago humano. La relajacion del LES estd mediada: (i) en la zona clasp, por el NO y con una contribucion
menor por una purina actuando sobre los receptores P2Y; y por el VIP; en la zona sling, por el NO de forma

mayoritaria.

2.2 Neurotransmision neuro-neuronal

Los mecanismos de transmision sinaptica y
estimulacion de las motoneuronas, tanto excitatorias
como inhibitorias, del plexo mientérico esofagico
también han sido motivo de nuestra atencion y
estudio. Las motoneuronas neuroefectoras son
estimuladas por fibras vagales durante la peristalsis
primaria 'y por redes de interneuronas del plexo
mientérico durante la peristalsis secundaria.

Ligand-gated ion channels (LGIC)

En los estudios in vitro en el LES humano
(Gonzélez et al., 2004) y porcino (Farré et al.,
2006) previos que desarrollamos en nuestro
laboratorio, vimos que era posible estimular las

MNs entéricas inhibitorias de forma facil y eficiente
empleando tanto la estimulacion eléctrica (EFS)
como la estimulacion quimica (nicotina) a través de
los receptores nAChRs, ya que en ambos
procedimientos se observaba una relajacion intensa
y de similar amplitud. Sin embargo, las
conclusiones obtenidas correspondientes a la
respuesta de las MNs entéricas excitatorias a estos
mismos estimulos fueron diferentes. Cuando se
bloqueaba la via inhibitoria con los antagonistas L-
NNA (Gonzalez et al., 2004) 6 L-NAME (Farré et
al., 2006) (componente nitrérgico) y apamina
(Gonzalez et al., 2004; Farré et al, 2006)
(componente purinérgico) aunque si bien es cierto
que ambos estimulos inducian una contraccion del
LES de componente colinérgico,  estas
contracciones diferian en su magnitud: mientras que
con EFS amplitud de la contraccion observada era
importante, con la nicotina la contraccion resultd
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mucho menor. Estas diferencias evidenciaban la
dificultad para estimular, in vitro, a las MNs
excitatorias a través de los nAChRs con nicotina
en el LES humano y porcino. Esta necesidad de
bloquear los componentes nitrérgico y purinérgico
de la via inhibitoria para poder mostrar las
respuestas de las MNs excitatorias colinérgicas ya
se habia observado previamente en un estudio in
vivo en el LES de la cobaya (Yuan & Brookes,
1999).

Aunque es bien sabido que la ACh que se
libera de las fibras vagales y que actiia en las MNs
inhibitorias y excitatorias a través de los nAChRs
seria el principal mecanismo de transmision en estas
vias, esto no estaria tan claro en el caso concreto de
la via excitatoria (Chang et al., 2003). Como hemos
comentado anteriormente, en ¢l LES humano y
porcino la via excitatoria presentaba un
componente nicotinico débil, asi pues la
neurotransmision podria deberse a un componente
no-nicotinico. Este hecho ya se evidencié en
anteriores estudios in vivo en el LES de la
zarigiieya, en los que se vio la implicacion de los
receptores muscarinicos M1 (Gilbert ef al., 1984)
y de los serotoninérgicos (5-HT5) (Paterson ef al.,
1992) en la transmision ganglidonica al LES en la
via inhibitoria vagal. Y ya en estudios mas recientes
en otros tejidos gastrointestinales, se ha descrito la
participacion de los receptores nAChRs,
purinérgicos (P2X) y serotoninérgicos (5-HT;) en
la transmision sinaptica rapida (fEPSP, potenciales
postsinapticos excitatorios rapidos) a las MNs
entéricas (Galligan, 2002; Galligan et al., 2000).
Los receptores nAChRs, P2X y 5-HT; son
receptores tipo canales ionicos dependientes de
ligando (LGIC) que expresan las MNs (neuronas S)
del sistema nervioso entérico (Galligan, 2002). Por
tanto, teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente,
podemos decir que mientras que la estimulacion de
las MNs inhibitorias por parte de las fibras vagales
es facil y eficiente, las MNs excitatorias requieren
neurotransmisores no-nicotinicos u otros circuitos
que no se conocen en su totalidad. Este fue el punto
de partida que utilizamos para explorar la naturaleza
de estos mecanismos _ no-nicotinicos de
estimulacion de las motoneuronas inhibitorias y
excitatorias.

Para ello, diseNlamos una estrategia
experimental que nos permitiera estudiar estos
mecanismos no-nicotinicos de estimulacion de las
MNs en el LES porcino. En dicha estrategia
combinabamos tres herramientas: (1) el medio
Krebs, que en funcion de la via motora a explorar
podia ser bien estindar (lo que permitia la
estimulacion simultanea de ambas vias, inhibitoria y
excitatoria) 6 bien modificado (NANC, NANNNP

para las vias exclusivamente inhibitoria 0
exclusivamente excitatoria, respectivamente); (2) la
estimulacién eléctrica de campo (EFS), una vez
decidida la via a estudiar y seleccionado el medio
Krebs correspondiente, la EFS nos permitia
evidenciar la integridad de dichas vias en cada uno
de los medios; (3) los receptores interneuronales
implicados en ambas vias motoras y a través de los
cuales pretendiamos estimular a las MNs
inhibitorias y/o a las MNs excitatorias (Galligan,
2002) en el LES porcino.

2.2.1 LES porcino

(a) Primer objetivo: estudio de los
LGIC en el LES (clasp) porcino, medio
Krebs estandard

Medio Krebs estandar: medio en el que
estimulamos de forma simultanea a las MNs
inhibitorias y a las MNs excitatorias.

Nuestro primer objetivo en este estudio
consistio en describir la funcion de los LGIC en las
respuestas (efecto de la estimulacion) de la region
clasp del LES porcino y que estarian implicados en
la neurotransmision ganglidnica en las vias motoras
inhibitoria y excitatoria. Para evaluar el efecto de la
estimulacion de los LGIC en la zona clasp del LES
porcino hemos utilizado dos tipos de estimulos en
un medio Krebs estandar: (i) la estimulacion de
campo eléctrico (EFS), y (ii) la estimulacion de las
MNs a través de la activacion de los receptores
colinérgicos nicotinicos (nAChRys), los
purinérgicos P2X, los serotoninérgicos 5-HT;,
mediante la adicion exodgena de sus agonistas.
También estudiamos los receptores de glicina,
glutamato y GABA, aunque éstos los expresarian
las neuronas AH (Galligan, 2002).

(i) Desarrollando el primer punto y como ya
vimos en anteriores trabajos de nuestro laboratorio
(Farré et al., 2007a; Farré et al., 20006), las tiras
clasp del LES porcino, de este estudio, nos
respondieron a la estimulacion de EFS con una
relajacion-on durante el estimulo, seguida de una
pronunciada contraccién-off una vez finalizado el
mismo. Caracterizamos la respuesta inducida por
EFS. Esta respuesta a EFS la bloqueamos con TTX
en su totalidad, demostrando que las respuestas
estan causadas por la activacion simultanea de las
MNs inhibitorias y excitatorias. Ademas, el
bloqueador ganglionico hexametonio no afect6 a la
respuesta, mostrando que la EFS no producia una
activacion de las fibras preganglionares y que el
origen de las respuestas se debe a la estimulacion
del soma de las MNs neuroefectoras (Farré et al.,
2007a; Farré et al., 2006). Con el empleo de la
neurotoxina w-conotoxina (GVIA), bloqueador de
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los canales de Ca®* de tipo N (Daniel ef al., 2000),
estudiamos el efecto de la inhibicion de la
liberacion de neurotransmisores desde las
varicosidades nerviosas en las respuestas inducidas
por EFS. Observamos que la contraccion se reducia
de forma importante, mientras que la relajacion solo
se veia afectada de forma moderada. Este resultado
sugiere: por un lado, la participacion de
mecanismos de exocitosis y canales de calcio de
tipo N en la liberacion de neurotransmisores
excitatorios; y por otro, que una parte importante de
la liberacion de neurotransmisores inhibitorios
desde las MNs-principalmente de NO- no esta
mediada por los canales de Ca*" de tipo N, como ya
se vio en estudios previos en el LES del perro
(Daniel et al., 2000).

Y empleamos el antagonista del receptor 5-
HT;, ondansetron, para conocer la posible
implicacion de dichos receptores en las respuestas
inducidas tras la estimulacidon eléctrica simultanea
de las MNs inhibitorias y de las MNs excitatorias.
Vimos que ¢l ondansetron inhibia parcialmente la
contraccion-off del LES sin afectar a su
relajacion-on, sugeriendo la presencia de los 5-
HT; en la via motora excitatoria.

(i) Desarrollando el segundo punto, para
evaluar la funcion de los LGIC expresados por las
motoneuronas, ¢ implicados en las respuestas del
LES, estudiamos el efecto de la estimulacion de
dichos receptores mediante la aplicacion exdgena de
nicotina (agonista del receptor nAChR) y citisina
(agonista de [4-nAChR), serotonina (5-HT,
agonista no selectivo de los receptores 5-HTR) y 2-
Me-5-HT (agonista del receptor 5-HT;), a,B-
meATP (agonista del receptor P2X). En nuestro
estudio, encontramos que ¢l LES porcino se
relajaba con la nicotina, citisina y el a,3-meATP,
y se contraia con la 5-HT, el 2-Me-5-HT vy el a,B-
meATP, pero con respuestas que diferian bastante
en su magnitud. Debido a la posibilidad de
desensibilizacion de los LGIC por parte de los
agonistas, hicimos unos estudios previos en los que
evaluamos la magnitud de las respuestas tras la
adicion repetida de los mismos. Vimos que la
nicotina (Farré et al., 2006), el a,3-meATP, la 5-
HT y la 2-Me-SHT no desensibilizaron a sus
receptores especificos ya que las adiciones repetidas
no indujeron ningin cambio en la magnitud de sus
respuestas.

(A) Receptores nAChR: En nuestro estudio
en el medio Krebs estandar en el que podemos
estimular ambas MNs inhibitorias y excitatorias
simultdneamente, vimos que la nicotina estimul6
con intensidad la via motora inhibitoria, relajando el
LES porcino con una magnitud similar a la
magnitud de las respuestas obtenidas mediante
estimulacion eléctrica. El hexametonio abolio la

respuesta indicando la especificidad de este agonista
por los receptores nAChRs (Farré et al., 2006). La
TTX inhibio6 parcialmente la relajacion inducida por
nicotina, hecho que nos sugiere la presencia de
receptores  nicotinicos, tanto en  regiones
somatodendriticas como en las terminaciones
nerviosas de las MN inhibitorias (Farré et al.,
2006). Los nAChRs neuronales estan formados por
diferentes combinaciones de subunidades o y B que
determinan las propiedades de cada subtipo
diferente de nAChR (Galligan & North, 2004). La
citisina es un agonista selectivo de los nAChRs que
contienen la subunidad PB4, y presenta la misma
efectividad que la nicotina provocando una
depolarizacion rapida en el 70% de las neuronas S,
y no depolariza las neuronas AH que excita la
nicotina (Schnaider et al., 2000). En nuestro
estudio vimos que la citisina relajaba el LES
porcino con una respuesta de menor amplitud que
la inducida por la nicotina y por la EFS.

(B) Receptores 5-HTR (5-HT;R): En
nuestro estudio en el medio Krebs estandar en el
que podemos estimular ambas MNs inhibitorias y
excitatorias simultaneamente, vimos que tanto la 5-
HT como el agonista del receptor 5-HTs;, la 2-Me-
5-HT, contrajeron el LES porcino, siendo de
menor magnitud la contraccion inducida por la 2-
Me-5-HT (48%). Estos resultados son similares a
los de un estudio previo en las neuronas mientéricas
del intestino de la cobaya, que mostrd una respuesta
para la 2-Me-5-HT del 20% de la obtenida con la 5-
HT (Zhou & Galligan, 1999). La maxima respuesta
de la 5-HT era significativamente menor (59%) que
la inducida por la estimulacion eléctrica de las MN.
A continuacion evaluamos la accion de diferentes
antagonistas y bloqueadores sobre las respuestas
inducidas por dichos agonistas, para dilucidar la
implicacion de ambos agonistas en las vias motoras
inhibitoria y excitatoria. La TTX, por una parte,
redujo parcialmente la contraccion inducida por la
5-HT, y por otra, inhibi6o casi en su totalidad la
inducida por la 2-Me-5-HT, sugiriendo Ia
localizacion de receptores 5-HT; en las MNs
excitatorias. La atropina redujo parcialmente
ambas respuestas. El ondansetron (antagonista del
receptor 5-HT3;) redujo moderadamente Ia
contraccion inducida por 5-HT y de forma mas
intensa, pero no completamente, la de la 2-Me-5-
HT. Este resultado coincide con estudios previos en
el tracto GI de la cobaya (Gonzalez & Puig, 1997;
Yamano & Miyata, 1996) en el que ya se vio este
antagonismo competitivo del ondansetron respecto
a la 2-Me-5-HT (Butler et al., 1988; Cohen et al.,
1989; Costall et al., 1987, Mohan & Ravikuar,
1995). También evaluamos el efecto del SR140333
(antagonista taquiquinérgico del receptor NK;)
sobre las contracciones inducidas por la 5-HT y la
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2-Me-5-HT, y observamos que ambas se reducian.
Ademas, bloqueamos  simultaneamente  los
componentes  colinérgico y  taquiquinérgico
(atropina y SR140333, respectivamente) de la
respuesta inducida por la 2-Me-5-HT en el LES
porcino, y no se evidenciaba ninguna relajacion de
las tiras, unicamente vimos que se reducia de forma
importante la contraccion inducida por 2-Me-5-HT.

Por tanto, estos resultados de los agonistas

nitrérgica sensible a la apamina y este componente
estaba mediado principalmente por una purina a
través del receptor P2Y y en menor magnitud por
el receptor P2X (Farré et al., 2006).

(D) Receptores de Glicina, Glutamato,
GABA: En nuestro estudio en el medio Krebs
estandar en el que podemos estimular ambas MNs
inhibitorias vy excitatorias  simultineamente,

serotoninérgicos, que nos muestran una contraccion
del LES porcino sin conseguir inducir ninguna
relajacion bajo ninguna circunstancia experimental,
sugieren que las MNs inhibitorias no responderian a
los agonistas 5-HT;. Hecho que corroboramos al ver
que el antagonista del receptor S-HT;,
ondansetron, solo reducia la contraccion inducida
por EFS sin afectar a la relajacion del LES. Michel
et al., ya habian mostrado previamente en el fundus
gastrico de la cobaya, que los agonistas 5-HTj;
activaban especificamente las neuronas excitatorias
colinérgicas, sin mediar en las respuestas inhibitoras
(Michel et al., 1997). Este tema es controvertido, ya
que en anteriores estudios in vivo en otras especies,
como el hurén (Blackshaw et al., 1995) 6 Ia
zarigiieya (Rattan & Goyal, 1978), se vio la
participacion de receptores serotoninérgicos en la
via inhibitoria, ya que los antagonistas de los
mismos atenuaban la relajacion del LES inducida
por estimulacién vagal. Sin embargo, Paterson et
al., estudiando la via motora inhibitoria hacia el
LES de la zarigiieya, no encontraron ningun papel
importante para los receptores de la 5-HT
(Paterson et al., 1992).

(C) Receptores P2X: En nuestro estudio en
el medio Krebs estaindar en el que podemos
estimular ambas MNs inhibitorias y excitatorias
simultaneamente, el a,3-meATP, agonista del
receptor P2X, produjo dos tipos de respuestas en el
LES porcino. En el 60% de las tiras indujo una
contraccion moderada y mucho menor que Ia
inducida eléctricamente, mientras que en el 40%
restante indujo una relajacion cuya magnitud era un
49 % menor que la de las respuestas a EFS.
Disefiamos un protocolo de adicion secuencial de
los antagonistas de los receptores P2X (NF279) y
P2Y (MRS2179) para evaluar la respuesta
inhibitoria del LES inducida por ¢l a,f-meATP, y
que aplicamos tnicamente, por tanto, en el grupo de
tiras del LES que presentaban una relajacion como
respuesta control. Vimos que el NF279 reducia la
relajacion de forma moderada y el MRS2179 abolia
la relajacidn residual. Estos resultados sugieren que
el a,B-meATP podria estimular tanto receptores
P2X como receptores P2Y en las vias motoras
inhibitoria y excitatoria hacia el LES. En el estudio
previo en el LES porcino ya se demostrd el
componente purinérgico en la relajacion no-

evaluamos la adicion exogena de los respectivos
agonistas glicina, glutamato y GABA. En nuestro
trabajo vimos que la glicina contraia el LES
porcino y el glutamato inducia una respuesta
bifasica, en ambos casos de forma moderada pero
unicamente a concentraciones muy altas. El GABA
no indujo ninguna respuesta en nuestras
preparaciones del LES porcino. Hemos querido
evaluar el efecto de la adicion exdgena de dichos
agonistas sobre el tono del LES porcino aun
sabiendo que son las neuronas AH (subgrupo de
neuronas clasificadas asi de acuerdo a sus
propiedades electrofisiologicas en el intestino (Hirst
et al., 1974)) las que expresan dichos receptores
(Galligan, 2002).

En conclusion, durante los experimentos en el
medio Krebs estindar observamos que cuando
estimulamos simultineamente las MNs inhibitorias
y_excitatorias a través de los LGIC vemos:
relajaciones muy intensas a través de los nAChRs
localizados tanto en las regiones del soma como en
el terminal nervioso de las MNs inhibitorias, una
contraccion y sin conseguir ninguna relajacion a
través de la estimulacion de los receptores 5-HT;,
y observamos relajaciones moderadas en el 40% de
las tiras y contracciones en el 60% a través de los
receptores P2X.

(NEUROTRANSMISION GANGLIONICA 0]
PRESINAPTICA?

En la introduccion del Capitulo 3 (esofago
porcino)  utilizamos el término  receptor
presinaptico (Ligand-gated ion channels) para
referirnos a los receptores localizados en las MNs
entéricas 'y que interaccionan con los
neurotransmisores liberados por las interneuronas y
las fibras vagales. Pero el editor del articulo de la
revista Neurogastroenterology & Motility nos
indico que lo sustituyéramos por transmision
ganglionica, que se establecia entre las fibras
eferentes vagales y las neuronas intramurales
excitatoria e inhibitoria.

Nosotros nos referiamos a los receptores
presindpticos teniendo en cuenta que en la
transmision neuromuscular la MN inhibitoria o
excitatoria seria la neurona transmisora y los
receptores localizados en ellas serian

- 169 -



Discusion General

“presinapticos” mientras que la célula muscular
seria la célula receptora 6 postsinaptica.
Encontramos ejemplos en la literatura sobre Ia
nomenclatura de estos receptores y los denominan
presinapticos en el trabajo de Galligan (Galligan,
2002) que es el que hemos utilizado como base a
nuestro estudio. Sin embargo, en un articulo previo
los mismos autores se refieren a esta transmision
como ganglidnica (Galligan et al., 2000).

(b) Segundo objetivo: estudio de la respuesta
a la estimulacion _selectiva de las
motoneuronas inhibitorias y excitatorias a
través de los LGIC en el LES (clasp)

En el punto anterior hemos comentado, por
un lado, la existencia de un componente no-
nicotinico en la neurotransmision de la via
excitatoria en el LES humano y porcino, y por otro
la implicacion de los LGIC en estas respuestas en
otros tejidos gastrointestinales de otras especies.

Nuestro segundo objetivo consistid en
evaluar qué receptores (LGIC) estaban implicados
en la estimulacion de las vias motoras inhibitoria 6
excitatoria desde las interneuronas y las fibras
vagales hacia el LES porcino. Para ello estudiamos
la estimulacion selectiva de las MNs inhibitorias 6
excitatorias intrinsecas a través de los receptores
nAChRs, P2X, 5-HT;

Hasta este punto, hemos discutido el estudio
de la implicacion de los LGIC en las vias motoras
inhibitoria y excitatoria hacia el LES porcino en un
medio Krebs estandar. Es importante sefialar el
medio empleado en el punto anterior, porque en él
la estimulacion de las MNs del plexo mientérico se
realiza de forma simultanea y no especifica (se
estimulan tanto las excitatorias como las
inhibitorias). En esas condiciones experimentales
hemos encontrado que la estimulacion de diferentes
LGIC inducen diferentes respuestas: (i) contraccion;
(ii) relajacion; (iii) ambas de forma secuencial.

Por tanto, nuestro siguiente paso en el
estudio de la transmision neuro-neuronal tuvo como
objetivo evaluar la posibilidad de estimular de
forma selectiva las MNs inhibitorias 6 las MNs
excitatorias a través de diferentes LGIC. Para ello
era necesario disponer de dos medios concretos: (1)
un medio especifico para poder evidenciar el efecto
de estimular selectivamente las MNs inhibitorias, en
este caso utilizamos la conocida solucion de Krebs
NANC (no-adrenérgico, no-colinérgico), empleada
desde hace aflos para explorar los mecanismos que
median las respuestas inhibitorias en el tracto GI; y
(2) un medio especifico para poder evidenciar el
efecto de estimular selectivamente las MNs
excitatorias, que definimos como solucion Krebs
NANNNP (no-adrenérgico, no-nitrérgico, no-
purinérgico) que concretamos siguiendo el estudio
previo en las tiras clasp del LES porcino (Farré et

al., 2006), ya que fue en éste trabajo donde se
determinaron los diferentes componentes que
contribuian a la respuesta inhibitoria del LES
porcino.

Empleando los dos medios de forma
independiente pasamos a nuestro objetivo principal,
que era ver si éramos capaces de estimular de forma

selectiva las  MNs inhibitorias 6 las  MNs
excitatorias intrinsecas a través de diferentes
agonistas de LGIC.

2.2.1.1 Medio NANC (no-adrenérgico, no-
colinérgico)

Como hemos indicado previamente, el
medio NANC se emplea para el estudio de las
respuestas de la via inhibitoria mientras se bloquean
los efectos de los neurotransmisores liberados por
las MNss excitatorias.

En el medio NANC se bloquean los componentes
adrenérgico con fentolamina y propranolol
(antagonistas de los  receptores -y [3-
adrenérgicos respectivamente) y el colinérgico con
atropina. Es una solucién clasica y ampliamente
utilizada a lo largo de los afios para el estudio y
caracterizacion de la via inhibitoria (Bennett, 1997).

Como en nuestros estudios previos en la
zona clasp del LES porcino se evidencido un
componente no-colinérgico en la contraccion (Farré
et al., 2007a; Farré et al., 2006), evaluamos la
posible  contribucion de un  componente
taquiquinérgico en dicha respuesta con dos
métodos: (i) Caracterizamos la respuesta inducida
por EFS con los antagonistas de los receptores
taquiquinérgicos NK; (SR140333) y NK, (NK,ra)
y vimos que los receptores implicados en la via
excitatoria en el cerdo eran unicamente los NK;.
Ambos antagonistas no afectaron a la relajacion; (ii)
Evaluamos, por tanto, en las tiras clasp del LES
porcino el efecto de la adicion exdgena del agonista
taquiquinérgico del receptor NK,, la substancia P
(SP). Observamos que inducia una contraccion que
practicamente se reducia con SR140333 y no se
afectaba con el antagonista del receptor NK..
Nuestros resultados indican que los receptores
taquiquinérgicos que podrian mediar parcialmente
la contraccion del LES porcino inducida por EFS
serian los NK; Pensamos inicialmente en modificar
la solucion NANC anadiendo el bloqueo no-
taquiquinérgico (solucion NANCNT) con el
SR140333, pero su disoluciéon con etanol nos
dificultaba el estudio y finalmente decidimos
utilizar la solucion NANC en su composicion
tradicional.

En el medio NANC, observamos que la
estimulacion eléctrica (EFS) de las MNs en las
preparaciones clasp del LES porcino inducia una
relajacion-on de magnitud similar a la obtenida en
condiciones estandar -incluso mayor a altas
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frecuencias-, seguida de una contraccion-off de
amplitud muy disminuida respecto al control. Por
tanto en este medio nos dispusimos a estudiar la
posibilidad de estimular selectivamente las MNs
inhibitorias a través de diferentes agonistas de los
LGIC, entre ellos:

(A) Receptores nAChR: en este medio en el
que estimulamos selectivamente las MNs
inhibitorias, vimos que la nicotina estimuld la via
motora inhibitoria relajando el LES porcino pero
con una intensidad menor que la observada en el
medio estandar. La citisina no indujo ninguna
respuesta significativa. Observamos pues que las
respuestas de ambos agonistas nicotinicos eran
menos intensas en este medio NANC que en
condiciones estandar. Este hecho ya lo habiamos
observado en el LES humano, el como la atropina
antagonizaba la relajacion inducida por la nicotina
(Gonzalez et al., 2004). Por otro lado, y como ya
hemos descrito en condiciones estandar y en
estudios previos (Farré et al., 2007a; Farré et al.,
2006), vimos que la TTX antagonizaba
parcialmente la relajacion del LES inducida por
nicotina y sugeria la presencia de nAChRs en el
soma y en los terminales nerviosos de las MNs
inhibitorias. Teniendo en cuenta los resultados
anteriores, diseflamos en este estudio un protocolo
experimental para evaluar el efecto de la atropina
en la relajacion inducida por nicotina en el LES
porcino. Consistid6 en explorar el efecto de
concentraciones crecientes de atropina sobre la
relajacion  inducida por nicotina, ésta a
concentracion unica, tanto en condiciones estandar
como en presencia de TTX, en estas tltimas se
estimulaban selectivamente los nAChRs del
terminal nervioso de las MNs inhibitorias.
Observamos que a medida que aumentabamos la
concentracion de atropina se reducia la relajacion
inducida por mnicotina hasta abolirla a una
concentracion de atropina 100 veces superior a la
empleada en ¢l medio NANC. En presencia de
TTX, la atropina también redujo la relajacion y
finalmente la bloque6. Estos resultados sugerian un
antagonismo farmacologico directo de la atropina a
concentraciones altas, sobre los nAChRs. Con este
experimento se selecciond una concentracion de
atropina (1 pmol L) para los estudios posteriores
que no tuviera efectos importantes sobre las
respuestas de la nicotina. Sin embargo, para
explicar el antagonismo del medio NANC (que
contiene atropina 1 pmol L) sobre las respuestas
inducidas por nicotina que observamos en nuestro
estudio, nuestra primera hipotesis sigue siendo el
efecto de un antagonismo farmacologico directo. En
estudios previos ya se vio que la atropina puede
bloquear varios subtipos de receptores nAChRs
neuronales a concentraciones tan bajas como 0.1

pmol L' (que se usa frecuentemente en
experimentos  para  antagonizar  receptores
muscarinicos (mAChRs)) (Barajas-Lopez et al.,
2001; Zwart & Vijverberg, 1997).

Otro punto interesante que se nos presento
con este medio NANC es si su empleo ofrecia 6 no
una informacion extra respecto a un medio
tinicamente NC  (no-colinérgico), nosotros
decidimos utilizar el medio NANC porque dicho
medio NANC es el que se utiliza para explorar la
naturaleza de los neurotransmisores responsables de
la transmision entre los nervios y las células
musculares lisas (Makhlouf & Grider, 1963). En un
principio se creia que las transmisiones entre las
neuronas  entéricas  estaban mediadas  por
acetilcolina y noradrenalina (paradigma clasico),
pero se vio que esto no era correcto gracias a
experimentos electrofisioldgicos que demostraron la
existencia de hiperpolarizaciones mediadas por
transmisores ~ no-adrenérgicos  no-colinérgicos
(Bennett et al., 1966). Clasicamente, es bien
conocido que el principal mecanismo para relajar el
LES es mediante la liberacion de transmisores
inhibitorios NANC sobre el musculo liso circular
(Sanders & Ward, 1992).

(B) Receptores serotoninérgicos, S-HTR (5-
HT;R): en este medio en el que estimulamos
selectivamente las MNs inhibitorias, vimos que
tanto la 5-HT como el agonista del receptor 5-HT;,
la 2-Me-5-HT, indujeron de nuevo una contraccion
del LES porcino, aunque de magnitud mucho
menor (62-78%) a las obtenidas en condiciones
estandar. En ambos casos no observamos ninguna
relajacion del LES porcino. La TTX redujo
parcialmente la contraccion inducida por la 5-HT y
por la 2-Me-5-HT sugiriendo la localizacion de
receptores 5-HT; en las MNs excitatorias. Y como
hemos comentado anteriormente en las condiciones
estandar, estudiamos el bloqueo simultineo de los
componentes  colinérgico y  faquiquinérgico
(atropina y SR140333, respectivamente) en un
intento de aplicar un medio NCNT (no-colinérgico
no-taquiquinérgico) pero incluso ni en estas
condiciones experimentales tan favorables para la
estimulacion  selectiva de las motoneuronas
inhibitorias pudimos evidenciar una relajacion del
LES porcino. Estos resultados sugeririan, igual que
en condiciones estandar, que las MNs inhibitorias
no responden a los agonistas de los receptores 5-
HT;, y que la via serotoninérgica no es una via
relevante para la estimulacion de las MNs
inhibitorias del LES.

(C) Receptores purinérgicos P2X: en este
medio en el que estimulamos selectivamente las
MNs inhibitorias, vimos que el a,3-meATP,
agonista del receptor P2X, indujo tinicamente una
respuesta de relajacion en todas las tiras de LES
porcino estudiadas. Esta respuesta inhibitoria no se
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veia afectada por TTX o L-NAME sugiriendo la
presencia de receptores P2X en las células
musculares lisas del LES porcino. Estos resultados
coinciden con los obtenidos previamente en el LES
porcino, en los que el antagonista NF279
antagonizaba parcialmente la relajacion del LES
no-nitrérgica después de estimular las MNs
inhibitorias (Farré et al., 2006). Ishiguchi et al.,
describieron previamente en el piloro de la rata que
la relajacion inducida por el ATP se atribuia a
receptores P2X localizados en las células
musculares lisas, resultado totalmente en linea con
nuestras observaciones (Ishiguchi ez al., 2000). Ya
hemos visto anteriormente en las condiciones
estandar la inhibicion de las respuestas de relajacion
por parte de los antagonistas NF279 y MRS2179,
entonces teniendo en cuenta los resultados en
ambos medios el a,B-meATP podria estimular los
receptores P2X y P2Y inhibitorios en las células
musculares lisas del LES porcino. Estudios previos
de nuestro grupo realizados por Farré¢ et al., ya
demostraron previamente que los receptores P2Y,
musculares y en menor medida los receptores P2X
musculares participan en la via inhibitoria del LES
porcino (Farré et al., 2006).

En conclusion, durante los experimentos en el

practicamente la relajacion y transforma Ia
contraccion-off en una contraccion-on de mayor
amplitud. Por tanto, en este medio nos dispusimos a
estudiar la posibilidad de estimular selectivamente
las MNs excitatorias a través de agonistas de los
LGIC mediante el estimulo de:

(A) Receptores nAChR: en este medio en el
que estimulamos selectivamente las MNs
excitatorias, vimos que la nicotina estimul6 la via
motora excitatoria ya que contraia el LES porcino,
pero lo hacia de forma muy débil, llegando sélo al
10% de la contraccion obtenida al estimular
eléctricamente las MNs excitatorias. La citisina no
indujo ninguna respuesta significativa. Estos
resultados nos indicarian que no podemos estimular
significativamente la via motora excitatoria
mediante estos agonistas nicotinicos en el LES
porcino. Nuestros resultados son coincidentes con
los obtenidos en estudios previos en el LES
humano (Gonzalez et al., 2004) y porcino (Farré et
al., 2006) en nuestro laboratorio. En estudios
clasicos in vivo en el LES de la zarigiieya, el grupo
de Goyal ya sugeria que la unica influencia vagal
que recibia el esfinter era inhibitoria, es decir, que
el vago no mediaba ninguna influencia sobre las
MNs excitatorias en el LES (Rattan & Goyal, 1975;

medio NANC observamos que cuando estimulamos
selectivamente las MNs inhibitorias a través de los
LGIC vemos: relajaciones muy intensas a través de
los nAChRs localizados tanto en las regiones del
soma como en el terminal nervioso de las MNs
inhibitorias, no observamos ninguna relajacion a
través de la estimulacion de los receptores 5-HT; y
observamos relajaciones intensas a través de los
receptores P2X localizados en la célula muscular
lisa.

2.2.1.2 Medio NANNNP (no-adrenérgico, no-
nitrérgico, no-purinérgico)

Como hemos indicado previamente, hemos
empleado ¢l medio NANNNP para el estudio de las
respuestas de la via excitatoria mientras se bloquean
los efectos de los neurotransmisores liberados por
las MNs inhibitorias. En este medio NANNNP se
bloquean los componentes adrenérgico con
fentolamina y propranolol (antagonistas de los
receptores O- y [3- adrenérgicos respectivamente),
el nitrérgico con L-NAME (inhibidor de la sintasa
de NO) y el purinérgico con apamina (bloqueador
de los canales de K activados por Ca®* de baja
conductancia, (Kca, siow)))-

En los experimentos en el medio NANNNP,
observamos que la estimulacion eléctrica de las
MNs en las preparaciones clasp del LES porcino
inducia una respuesta en la que se inhibe

Rattan & Goyal, 1974). Y coincidiendo con
nuestros resultados, estudios posteriores realizados
en el mismo animal también encontraron que la
estimulacion vagal no producia respuestas
excitatorias tras el bloqueo completo de las vias del
LES inhibitorias, sugiriendo que las MNs
excitatorias en el LES carecen de influencia vagal
nicotinica directa (Yuan et al, 1998). Estos
interesantes resultados abren la cuestion sobre
cuales son los mediadores y los mecanismos que
participan en la estimulacion vagal de las
motoneuronas excitatorias.

(B) Receptores 5-HTR (5-HT;R): en este
medio en el que observabamos el efecto de Ia
estimulacion selectiva de las MNs excitatorias,
también vimos que tanto la 5-HT como ¢l agonista
del receptor 5-HT;, la 2-Me-5-HT, indujeron de
nuevo una contraccion del LES de magnitud menor
en el caso de la 5-HT (62%) y mucho menor en la
2-Me-5-HT (37%) comparada con la obtenida en
condiciones estandar. Para estudiar dichas
diferencias, disefiamos un protocolo que nos
permitiera evaluar el efecto de los distintos
antagonistas sobre las respuestas pero de forma
secuencial. Vimos que ambas contracciones no eran
sensibles a la apamina, pero al bloquear el
componente adrenérgico con fentolamina se redujo
moderadamente la contraccion de S5-HT e
intensamente la de 2-Me-5-HT. Estos resultados
nos indicarian que los receptores Q-adrenérgicos
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podrian interferir con la activacion de las MNs
colinérgicas por parte de los agonistas de la 5-HT
(Gonella ef al., 1979). En este medio NANNNP, la
TTX también redujo la contraccion inducida por los
agonistas serotoninérgicos, de forma moderada pero
significativa la respuesta de la 5-HT y en su mayor
parte la de la 2-Me-5-HT, sugiriendo la localizacion
de receptores 5-HT; en las MNs excitatorias del
LES porcino.

(C) Receptores P2X: en este medio en el
que observamos el efecto de la estimulacion
selectiva de las MNs excitatorias, vimos que el a,3-
meATP indujo Unicamente una contracciéon en
todas las tiras de LES porcino estudiadas y que
presentaba una magnitud mucho mayor que la
obtenida en condiciones estandar, no se observo una
relajacion en ningun caso. La TTX redujo
parcialmente la contraccion inducida por el agonista
de los receptores P2X. Estos resultados nos
indicarian que el a,B-meATP estaria actuando solo
sobre los receptores P2X localizados en la via
motora excitatoria porque los receptores P2X
inhibitorios musculares estarian bloqueados con la
apamina de ahi que no se produzca relajacion
ninguna. Ademas recordemos que en condiciones
estandar cuando bloquedbamos la respuesta
inhibitoria del a,f-meATP con NF279 y MRS2179
se incrementaba la respuesta contractil. En
conjunto, esto sugeriria que el efecto neto del a,B-
meATP es un equilibrio por el balance de las
respuestas inhibitoria y excitatoria.

En conclusion, durante los experimentos en el
medio  NANNNP _ observamos que  cuando
estimulamos selectivamente las MNs excitatorias a
través de los LGIC obtenemos contracciones muy
débiles a través de los nAChRSs, contracciones
intensas a través de los receptores 5-HT;
localizados en las MNs excitatorias colinérgicas,
contracciones muy intensas a través de los
receptores P2X localizados en las MNs excitatorias
colinérgicas.

3) Cuerpo esofagico humano y porcino

3.1 EB humano

La zona de musculo liso del cuerpo
esofagico (EB) presenta la propiedad para
contraerse en dos intervalos diferentes en relacion a
su estimulacion, en el inicio de la estimulacion con
una respuesta-on, y tras el cese de la estimulacion
con una respuesta-off (Diamant & El-Sharkawi,
1977). Los estudios llevados a cabo en el EB
muestran:

(i) en los estudios in vitro de las
preparaciones del musculo liso del cuerpo
esofagico (EB) en los que se explora Ila
estimulacion eléctrica (EFS) de las MNs del plexo
mientérico, se obtiene una respuesta patrén
consistente en una contraccién inicial que se
produce durante el estimulo (contraccion-on)
seguida de una contraccidon que se produce una vez
cesa el estimulo (contraccion-off) (Christensen &
Lund, 1969; Crist et al., 1984a). Ambas respuestas
presentan un periodo de latencia que se
corresponde con el tiempo que transcurre desde el
inicio del estimulo hasta que comienza Ila
contraccion. Esta latencia de la contraccion es mas
corta en los segmentos proximales que en los
segmentos distales esofdgicos, y la duracion de este
periodo de latencia se incrementa progresivamentre
desde el esdfago proximal al distal (Crist et al.,
1984b; Weisbrodt & Christensen, 1972). Al
evaluarse las respuestas a lo largo del esofago se
define el gradiente de latencia (diferencia entre las
latencias de las contracciones de tiras obtenidas en
distintas zonas a lo largo del eséfago) lo que
determina la velocidad de peristalsis (Crist et al.,
1984a; Crist et al., 1984b).

De la misma forma, cuando se realizan
estudios exvivo sobre el esdfago completo aislado
en los que se evalia el efecto bien de Ia
estimulacion del nervio vago, bien de Ia
estimulacion eléctrica local 6 de la estimulacion con
balon de distension se obtiene una respuesta de
contraccion transitoria al inicio de la estimulacion,
respuesta-on, y una contraccion intensa que se
produce con un retraso variable tras el cese de la
estimulacion, respuesta-off, con una progresion
peristaltica a lo largo del musculo liso esofagico
(Christensen, 1970; Christensen & Lund, 1969;
Diamant, 1974; Tieffenbach & Roman, 1972).

(i1)) En cuanto a los estudios in vive, la
respuesta manométrica que se obtiene en respuesta
a la deglucion es una contraccion peristatica normal,
peristalsis primaria, que presenta un gradiente de
latencia creciente a lo largo del esofago (Yamato et
al., 1992). Por otro lado, la estimulacion eferente
vagal causa una respuesta al inicio del periodo de
estimulacion, contraccion A, y una respuesta una
vez finalizado éste, contraccion B (Dodds et al.,
1978; Yamato et al., 1992). La velocidad de
peristalsis de las ondas A era similar a las
contracciones inducidas por deglucion, mientras que
las ondas B se producian casi simultancamente,
poco después del cese del estimulo (Dodds er al.,
1978).

Entre los estudios in vivo e in vitro existen
diferencias con respecto a la velocidad observada o
calculada a la que la onda peristaltica puede o
podria pasar a través del es6fago de musculo liso,
dependiendo de si la velocidad peristaltica se
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observa tras la deglucion, tras un periodo variable
de distension de balon o de estimulacion vagal, o se
calcula a partir de la gradacion de los retrasos de la
respuesta-off vista en las tiras de musculo aislada
(Diamant & El-Sharkawi, 1977). La velocidad de
peristalsis in vivo es mas lenta que la velocidad mas
lenta observada en los estudios in vitro (Crist et al.,
1984b; Diamant & El-Sharkawi, 1977).

La neurotransmision en el cuerpo esofagico
(EB) humano la exploramos en preparaciones
procedentes de la parte distal de la zona de musculo
liso esofagico mediante experimentos in vitro
empleando las técnicas de bario de organos y
microelectrodos.  Dichas  preparaciones  las
obtuvimos de los dos grupos de especimenes que ya
hemos descrito previamente en la discusion del
LES humano, a saber: (i) de donantes de 6rganos,
que nos permitid extraer tiras del EB y de las dos
zonas del LES de un mismo espécimen y asi
realizar dos tipos de comparaciones regionales, una
comparacién transversal (asimetria funcional del
LES, descrita previamente) y una comparacioén
vertical 6 longitudinal (diferencia vertical de la
inervacion colinérgica) de los mecanismos
mientéricos de control de la motilidad; (i) de
pacientes con cancer esofagico.

Nuestros objetivos en este estudio fueron:
(1) explorar la neurotransmision inhibitoria
(nitrérgica y no-nitrérgica) en el EB humano; (2)
evaluar la existencia de una gradiente vertical
esofagico, comparando las respuestas mecanicas
obtenidas en el EB humano con las obtenidas en
ambas zonas del LES humano. Para llevarlos a
cabo utilizamos como estimulo la estimulacion
neuronal del plexo mientérico mediante EFS.

En estudios previos en el eséfago humano
llevados a cabo en nuestro laboratorio, ya
demostramos que era posible preparar y montar en
bafio de organos tiras musculares aisladas
procedentes del LES y del EB bajo unas
condiciones estandarizadas (Gonzalez et al., 2004).
En el presente estudio, lo primero que observamos
fue que las tiras del EB humano no desarrollaban
un tono total activo (Gonzélez et al., 2004), cosa
que si vimos en las preparaciones de ambas zonas
del LES. Ya en trabajos anteriores se demostrd que
el tono desarrollado por el LES es un tono activo
causado especificamente por la contraccion activa
de las células musculares lisas del LES, ya que
desaparece cuando se elimina el calcio extracelular
en presencia de concentraciones altas de un
antagonista de los canales de Ca" tipo-L, o con
donadores de NO (Gonzalez et al., 2004; Tettrup et
al., 1990a; Tettrup et al., 1990b).

(a) Primer objetivo: estudio de la
neurotransmision inhibitoria nitrérgica y no-
nitrérgica en bario de érganos y microelectrodos

(i) Estimulacion de las MNs entéricas del EB
humano mediante EFS (Resultados mecanicos,
baiio de organos):

En el cuerpo esofagico humano, vimos que la
respuesta mecdnica a la estimulacién eléctrica
consistia en una contraccién-on de menor
magnitud que se producia durante el estimulo, y una
contraccion-off de mayor magnitud poco después
del cese del estimulo. Ambas respuestas estan
definidas por dos parametros que son la amplitud y
la latencia (Gonzalez et al., 2004). Cuando
hablamos de amplitud nos referimos a la magnitud
de la contraccion, y definimos la latencia como el
periodo de tiempo que transcurre desde el inicio del
estimulo (EFS) hasta el inicio de la contraccion
(Auli et al., 2008; Gonzalez et al., 2004). Estas
respuestas son muy similares a la que se observan
en las ondas esofagicas peristalticas en los estudios
in vivo.

En el trabajo previo en el EB humano que
se llevo a cabo en nuestro laboratorio (Gonzalez et
al., 2004), se observd que las tiras circulares de
musculo liso distal del EB presentaban una
contraccion-on colinérgica y una contraccion-off
que soélo lo era en parte, sugiriendo la participacion
de un segundo mecanismo no-colinérgico
(depolarizacion de rebote) 6 de un segundo
neurotransmisor excitatorio (taquiquininas). La
inhibicion del componente nitrérgico (inhibicion de
la sintesis de NO con L-NNA) transform¢6 Ia
contraccion-off en una contraccion-on colinérgica
y de mayor amplitud completamente bloqueada por
atropina (Gonzalez et al., 2004).

En el presente estudio, nuestro primer
objetivo consistio en evaluar la contribucion de los
diferentes neurotransmisores responsables de la
amplitud y la latencia de las respuestas del EB
humano inducidas mediante EFS. Para ello
disefiamos protocolos experimentales que nos
permitieron caracterizar farmacologicamente las
respuestas mecanicas estudiando en ellas la
contribucion de los componentes nitrérgico y no-
nitrérgico. Realizamos adiciones secuenciales de los
antagonistas de los diferentes neurotransmisores, y
comenzamos analizando la posible contribucion de
las purinas en los dos parametros que definen las
respuestas contractiles del EB humano. Los
cambios en la amplitud y la latencia los obtuvimos
calculando la diferencia en gramos y segundos,
respectivamente, entre la contraccion control y la
inducida tras la incubacién de antagonista del
receptor P2Y, el MRS2179. Vimos que el
componente purinérgico no estaba presente en la
latencia, pero si en la amplitud de la respuesta
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porque el MRS2179 redujo la amplitud de ambas
contracciones -on y -off sugiriendo la modulacion
de las neuronas colinérgicas mediante los receptores
P2Y, localizados en las motoneuronas excitatorias
(Auli et al., 2008). De forma secuencial, estudiamos
la contribucion del o6xido nitrico (NO) a las
respuestas con el L-NNA, inhibidor de la sintesis
del NO. Vimos que el L-NNA abolia la latencia de
la contraccion-off transformando esta respuesta en
una contraccion-on de mayor amplitud. Estos
resultados sugerian, por un lado, que la latencia de
la contraccion-off presentaba un componente
totalmente nitrérgico, y por otro, que su amplitud se
veia sometida a un efecto inhibitorio de las MNs
entéricas nitrérgicas, resultados que coincidian con
el estudio previo en el EB humano (Gonzalez et
al., 2004). También estudiamos una posible
contribucién de un componente peptidérgico en las
respuestas y vimos que tampoco estaba presente en
la latencia de la contraccion-off porque esta
latencia no se veia afectada en presencia de la a-
quimotripsina, pero si afectaba minimamente a la
amplitud de la contraccion.

(i1) Estimulacion de las MNs entéricas del EB
humano mediante EFS (Resultados
electrofisiolégicos, microelectrodos).

Evaluamos también la naturaleza de los
diferentes neurotransmisores inhibitorios
responsables de la amplitud y la duracion de las
respuestas electrofisiologicas en el EB humano.
De la misma forma, exploramos la contribucion de
los componentes nitrérgico y no-nitrérgico

es el que marca la diferencia entre el musculo liso
del EB y el del LES, y estas propiedades
especializadas que presentan las células musculares
lisas en el LES justificarian el origen
principalmente miogénico de su tono basal (Farré &
Sifrim, 2008). De acuerdo con los estudios previos,
y como hemos comentado con anterioridad,
nuestras preparaciones de EB humano no
desarrollaron un fono total activo a diferencia de las
preparaciones de ambas zonas del LES que si que
lo hicieron.

En el EB humano, igual que en ambas
zonas del LES, también observamos pequefas y
continuas fluctuaciones del potencial de membrana,
los sIJP (potenciales de wunion inhibitorios
espontaneos) cuya frecuencia evaluamos con el
parametro SD-sIJP (desviacion estindar) (Powell
et al., 2001), viendo que era menor que en otras
zonas del tracto GI (Gil et al., 2010; Opazo et al.,
2011). Nuestros resultados sugerian que Ia
estabilidad del potencial de membrana en el EB era
mayor que en otras zonas del tracto GI estudiadas
también por nuestro grupo (colon e ileon humano) y
que presentaba pocos sIJP en las condiciones

experimentales en las que se estudiaron las
preparaciones.
En el estudio del IJP en nuestras

preparaciones de¢ EB humano obtuvimos una
hiperpolarizacion control monoféasica y sostenida.
La exploracion farmacolodgica de las respuestas de
IJP la llevamos a cabo de la siguiente forma: (i)
evaluamos la posible contribucion de los
componentes purinérgico y nitrérgico en el IJP,

disenando protocolos experimentales que nos
permitieran caracterizar farmacoldgicamente las
respuestas  electrofisiologicas.  Estudiamos el
bloqueo secuencial de los posibles componentes
responsables de las respuestas de IJP mediante los
diferentes antagonistas que utilizamos en los
estudios mecanicos. En el presente estudio, nuestro
primer objetivo consistid en evaluar la contribucion
de los diferentes neurotransmisores responsables de
la amplitud y la latencia de las respuestas inducidas
mediante EFS en el EB humano.

Lo primero que observamos en ¢l EB fue
que el potencial de membrana en reposo (RMP) era
mas negativo que el obtenido en el LES (tanto
clasp como sling), nuestros resultados coincidian
con estudios previos en la zarigiiecya en los que se
mostraba que las células de musculo liso del LES
presentaban una mayor despolarizacion y un RMP
menos negativo que las células de musculo liso del
EB, con valores de -41 mV respecto a los -50 mv
del cuerpo esofagico (Zhang et al., 2000). Esta
diferencia explicaba que en el LES se indujeran
potenciales de accion espontaneos (“tipo-spike™) y
se generara su fono basal (Zhang et al., 2000). El
desarrollo de este fono activo/espontaneo en el LES

previo bloqueo colinérgico y por este orden.
Observamos que el IJP en el EB humano se debe
por completo al NO ya que se abolia con el L-NNA,
y no se evidencid ninglin componente purinérgico
porque el MRS2179 no afectaba ni a la amplitud ni
a la duracion de la respuesta; (ii) evaluamos
también de forma independiente, la posible
existencia de un componente peptidérgico en el
IJP, y tampoco observamos ningin efecto en las
respuestas en presencia de la d-quimotripsina.

También analizamos el efecto de estos
antagonistas sobre el potencial de membrana en
reposo (RMP) y observamos que la adicion
secuencial de atropina, MRS2179 y L-NNA, asi
como la a-quimotripsina de forma independiente,
no modificaban significativamente el RMP.
Tampoco se vio afectada por dichos antagonistas la
frecuencia de los potenciales de union inhibitorios
espontaneos (sIJP) debido a que no evidenciamos
ninguna variacion en el valor del parametro SD-
sLJP.

Igual que hicimos con el LES humano,
también para el EB humano comparamos los
resultados obtenidos en los estudios mecanicos
(baiio de érganos) con los obtenidos en los estudios
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electrofisiologicos  (microelectrodos).  Pudimos
demostrar que tras la estimulacion de las MNs
entéricas inhibitorias tanto la latencia de la
contraccion-off, obtenida en los estudios de baiio
de organos, como el 1JP, obtenido en los estudios
electrofisiologicos, eran completamente nitrérgicos.
En ningin caso encontramos implicacion de las
purinas o el VIP en la via inhibitoria. Por tanto, y
en esta zona esofagica y a diferencia del LES,
nuestros resultados indicarian que no existen
discrepancias mecanico-eléctricas.

(b) Segundo objetivo: asimetria
vertical, EB versus LES (Baiio de organos)

Nuestro segundo objetivo en el estudio del
EB humano consistié en comparar las respuestas
mecanicas obtenidas en el EB con las obtenidas en
ambas zonas clasp y sling del LES, para explorar la
posible existencia de una asimetria/gradiente
vertical en la inervacién esofagica.

Comparacién de las respuestas
mecdnicas: Tomamos como elementos de
comparacion entre el EB y el LES (ambas zonas
clasp y sling) las respuestas contractiles inducidas
por EFS a las dos frecuencias mas altas (10Hz y
20Hz), y confrontamos la amplitud de dichas
contracciones en las tres regiones esofagicas
(cuerpo esofagico vs las dos regiones del LES).
Vimos que tanto las contracciones-off control
como las contracciones-on obtenidas a las mismas
frecuencias y tras el bloqueo nitrérgico con el L-
NNA, respectivamente, presentaban una mayor
amplitud en el EB que en ambas zonas clasp y sling
del LES. El bloqueo colinérgico posterior abolié las
contracciones-on tanto del EB como del LES.
Nuestros resultados sugerian que el efecto de las
neuronas colinérgicas era mayor en el EB que en el
LES, y que podia apreciarse un efecto decreciente
de la inervacion colinérgica intrinseca desde ¢l EB
hasta ambas zonas del LES humano. Este gradiente
se habia sugerido en estudios animales pero nunca
en el humano.

Estudio de las propiedades miogénicas: Como ya
comentamos previamente en el LES, estudiamos las
diferencias  regionales  miogénicas de las
preparaciones de las zonas clasp y sling del LES
entre si, y las de éstas con las obtenidas en el EB,
procedentes todas del mismo espécimen. Gracias a
ello pudimos comparar las respuestas obtenidas en
las tres zonas. En el EB también exploramos los
principales neurotransmisores mediante agonistas
inhibitorio (SNP) y excitatorio (CCh). Cuando
anadimos de forma exdgena los agonistas SNP y
CCh a las preparaciones de EB vimos que: (i) las
mismas concentraciones de SNP inducian
relajaciones de menor magnitud en el EB que en
ambas zonas del LES; (i) las mismas

concentraciones de CCh provocaban contracciones
de mayor amplitud en el EB que en ambas zonas del
LES.

Estudiamos también en el EB, igual que
hicimos con el LES, el efecto de los antagonistas de
las vias inhibitoria y excitatoria sobre el tono fotal
desarrollado por las tiras del EB. Asi evaluamos
qué tipo de influencia neural se ejercia sobre estas
preparaciones y pudimos comparar los resultados
con los obtenidos en el LES. Por un lado, el
bloqueo nitrérgico con L-NNA produjo un ligero
incremento del tono del EB que era menor que el
causado en ambas zonas del LES. Por otro, el
blogqueo colinérgico con atropina indujo una ligera
reduccion del mismo con un efecto mayor que el
visto en las tiras de ambas zonas del LES, regiones
en las que no se vio afectado.

En nuestro estudio en el EB humano, los
resultados indicarian que existe una compleja
interaccion entre los  sistemas  excitatorio
colinérgico y el inhibitorio nitrérgico. El o6xido
nitrico (NO) liberado de las MNs entéricas
inhibitorias seria responsable de la latencia y estaria
implicado en el control de la amplitud de las
contracciones esofagicas, y la acetilcolina (ACh)
liberada de las MNs excitatorias seria responsable
de la amplitud de las contracciones esofagicas.
Estas MNs excitatorias colinérgicas estarian
moduladas por purinas actuando sobre receptores
P2Y,. Ademas, nuestro estudio muestra que en el
esofago humano se observa una especializacion
regional a la estimulacion de las MNs entéricas, con
respuestas inhibitorias mas intensas en las fibras
clasp del LES y respuestas excitatorias colinérgicas
mas intensas en el EB.

Estudios clasicos in vitro en la zarigiieya ya
definieron un mecanismo periférico mientérico de
control de la peristalsis, que consistia en Ia
descripcion de gradientes de neuronas colinérgicas
y no-colinérgicas a lo largo de la porcion de
musculo liso esofagica. La influencia colinérgica
predomina en el esofago proximal y decrece
distalmente. Al contrario, la influencia no-
colinérgica es minima en la zona proximal y se
incrementa en la parte distal del esofago (Crist et
al., 1984b). Esto queria decir que, por un lado la
estimulacion de los nervios  colinérgicos
incrementaban la amplitud y la duracion de la
peristalsis esofagica, siendo mayor la influencia de
las MNs entéricas colinérgicas en la zona proximal
de la porcidén de musculo liso del eséfago. Y por
otro, también describieron que el NO liberado de
las MNs inhibitorias controlaba tanto la latencia
como la amplitud de las respuestas-off en la zona
distal del musculo liso esofagico (Crist et al.,
1984b). Estudios in vitro en la misma especie,
describieron que tras el bloqueo nitrérgico se abolia

- 176 -



Discusion General

la respuesta-off y se acortaba la latencia,
obteniéndose una contraccion-on colinérgica de
mayor amplitud que las contracciones —on y —off
previas (Crist et al., 1984b; Murray ef al., 1991). En
nuestro estudio en el EB humano, las
contracciones —on y —off obtenidas eran muy
similares a las de los trabajos anteriores. Yamato et
al., describieron en un estudio in vivo en la
zarigiieya, que la contraccion que se producia
durante la estimulacion vagal era principalmente
colinérgica y se denomindé “ondas A”. La otra
contraccion que se producia tras el estimulo se
denominé “ondas B”. Al bloquear el componente
nitrérgico aument6 la velocidad de la onda A al
decrecer el tiempo de llegada al eséfago distal
(Yamato et al., 1992). Estos resultados son
totalmente superponibles a los que hemos
encontrado modulando la /atencia en el EB
humano.

3.2 EB porcino

En el cuerpo esofagico del cerdo, nuestro
primer objetivo fue caracterizar los mecanismos
neuronales y los neurotransmisores implicados en el
origen de la peristalsis en el EB porcino.

La neurotransmision en el EB porcino la
exploramos, in vitro, con las técnicas de bario de
organos 'y microelectrodos en preparaciones
procedentes de la zona de musculo liso circular
esofagico. Preparaciones que obtuvimos de dos
areas situadas por encima de la linea de transicion.
De esta region estudiamos dos grupos de tiras, por
un lado tiras de la parte distal (3-5 cm sobre el
LES) en las que llevamos a cabo el grueso de la
investigacion, y por otro, tiras de la parte proximal
(5-6 cm sobre el LES) que nos aportaron una mayor
compresion de los resultados. De ahora en adelante,
los resultados comentados se corresponden con los
estudios de las tiras de la parte distal, e indicaremos
claramente cuando lo sean de la parte proximal.

3.2.1 Estudios de bario de organos
(Resultados mecanicos)

Lo primero que observamos en los estudios
mecanicos en bario de drganos es que las tiras de
EB porcino, procedieran de la parte distal o de la
proximal, no desarrollaban un tono activo que si se
observa en ambas zonas del LES en la misma
especie (Farré et al., 2007a).

Para explorar la neurotransmision a nivel de
la unién neuromuscular utilizamos como estimulo la
estimulacion _eléctrica (EFS). Vimos que la
respuesta a la EFS en el EB consistid en una
contraccion-on de pequefia magnitud que se
producia en el inicio del estimulo, seguida de una

contraccion-off intensa que se inicia poco después
del cese del estimulo. A diferencia del estudio en el
es6fago humano, en este trabajo la minima
magnitud de la contraccion-on nos hizo centrarnos
exclusivamente en la exploracion de las respuestas
—off. Aun asi, estas contracciones-off se definen
por los dos mismos parametros que vimos en ¢l EB
humano, a saber, la amplitud y la latencia
(Gonzalez et al., 2004). Recordamos que Ia
amplitud define la magnitud de la contraccion, y la
latencia el periodo de tiempo que transcurre desde
el inicio de la EFS hasta el inicio de la contraccion
(Auli et al., 2008; Gonzalez et al., 2004).

En el cerdo, vimos que esta contraccion-off
inducida por EFS se debia a la estimulacion de las
MNss entéricas, tanto inhibitorias como excitatorias,
ya que la TTX abolia estas respuestas, siendo estos
resultados similares a los observados en
publicaciones previas en otras especies, ya sea
animal como la zarigiieya (Crist et al., 1984a; Lund
& Christensen, 1969) o en humanos (Gonzalez et
al., 2004). Sin embargo, y contrariamente a los
hallazgos de estudios previos (Bennett & Stockley,
1975; Crist et al., 1984a) la contraccion-on cra
insensible a la neurotoxina y se produciria por
estimulacion directa del musculo (Lund &
Christensen, 1969). De nuevo, la morfologia de las
respuestas mecanicas obtenidas in vitro en nuestro
estudio era muy similar a la morfologia de la onda
esofagica que puede observarse in vivo en el
cuerpo esofagico liso del cerdo (Vicente et al.,
2001).

Nuestro objetivo en el estudio del EB
porcino consistio en explorar la contribucion de los
diferentes neurotransmisores que se liberan al
estimular eléctricamente las MNs inhibitorias y
excitatorias y que serian responsables de Ia
amplitud y la latencia de las contracciones-off.
Para ello, caracterizamos farmacoldgicamente las
respuestas inducidas con EFS con los antagonistas
de los diversos neurotransmisores ya utilizados en

el LES. Disefiamos  varios  protocolos
experimentales en los que afadiamos los
antagonistas de forma secuencial, y asi

estudiabamos los posibles componentes implicados
en los dos parametros que definen las respuestas.

En un primer grupo de experimentos
exploramos los componentes nitrérgico (L-NAME),
purinérgico (MRS2179) y colinérgico (atropina)
de forma secuencial. Realizamos tres protocolos en
los que alternamos el orden de adicion de los tres
antagonistas correspondientes en la secuencia, y asi
evaluamos, por un lado, la contribucidon neta de
cada uno de ellos, y por otro su efecto tras los
bloqueos previos.

En un segundo grupo de experimentos
independientes  exploramos el  componente
taquiquinérgico (antagonistas SR140333-NKra-,
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GRY94800-NK,ra-) y la influencia adrenérgica
(fentolamina, propranolol antagonistas a- y [3-
adrenérgicos, respectivamente).

La amplitud de las respuestas la obtenemos
calculando la diferencia en gramos entre las
contracciones inducidas con EFS previa vy
posteriormente a la adicion del farmaco a estudiar.

Nuestros resultados en el EB porcino
demuestran que la amplitud de la contraccion-off
se debe a la acetilcolina (ACh) y a un componente
insensible a la atropina, que en el cerdo seria
responsable de un 60-70% de la respuesta, en su
mayor contribucion a la misma, y que se ha descrito
previamente en humanos (Krysiak & Preiksaitis,
2001) y en animales como la zariglieya (Crist et al.,
1984a) y el gato (Preiksaitis & Laurier, 1998).
Observamos que las taquiquininas mediaban
moderadamente esta respuesta a través de
receptores NK, (Krysiak & Preiksaitis, 2001),
resultados que se evidenciaban por la modesta
inhibicién por parte del GR94800. Por otro lado, en
nuestro estudio vimos que la respuesta contractil
también estaba mediada por un componente
nitrérgico, un componente purinérgico y un
componente peptidérgico, evidenciado por la
reduccion de la amplitud de las contracciones-off,
inducidas eléctricamente, por parte del L-NAME, el
MRS2179 y la a-quimeotripsina respectivamente.
En el caso de los antagonistas de los
neurotransmisores nitrérgico y purinérgico, la
inhibicion de la respuesta se daba igual cuando se
evaluaban conjuntamente, y asi se veia en estudios
previos en el colon humano (Auli ef al., 2008), o
como en nuestro trabajo_independientemente de su
orden de adicion. En el EB porcino vimos que
cuando inhibiamos la sintesis de NO se reducia la
respuesta-off coincidiendo con estudios previos en
la zariglieya (Crist et al., 1984b; Murray et al.,
1991). La inhibicion de la amplitud en presencia de
la a-quimetripsina podria ser atribuible también a
un mecanismo similar de inhibicion de la
hiperpolarizacion. Con respecto al componente
purinérgico, nuestros resultados en el EB porcino
coinciden con los que observamos en el esofago
humano, la inhibicidon purinérgica que se pone de
manifiesto por el efecto del MRS2179 sugiere que
los receptores P2Y excitatorios ejercerian un efecto

de la respuesta-off en una contraccién-on que
seria consecuencia, por tanto, del bloqueo de la
latencia producida tras la adicion secuencial de L-
NAME y MRS2179. Pero hemos de sefialar un
hecho importante en la exploracion de Ia
contribucion de los componentes nitrérgico y
purinérgico en la latencia, y es que observamos un
efecto diferente sobre la latencia en funcion del
antagonista de los neurotransmisores inhibitorios
que se incubara/explorara en primer lugar. Cuando
el primer bloqueo que se llevd a cabo fue el
purinérgico vimos que no afectaba a la latencia y
solo se acorté tras el bloqueo nitrérgico secuencial.
Cuando la secuencia la iniciamos con el L-NAME,
aunque observamos la transformacion de Ia
respuesta -off en -on en un alto grado,
evidenciamos que era necesario el MRS2179 para
bloquear la /atencia en su totalidad. Por otro lado,
no vimos ningin efecto sobre la latencia en
presencia de la d-quimotripsina.

En la evaluacion de la contribucion del
componente colinérgico en la /atencia advertimos
que la atropina: (i) incrementaba la latencia de
todas las respuestas, aunque no de forma
significativa, (ii) cuando se incubaba en primer
lugar en el bloqueo secuencial, impedia el efecto
que los antagonistas de los neurotransmisores
inhibitorios deberian haber ejercido sobre la
latencia y que si evidenciamos en los otros 6rdenes
secuenciales explorados en nuestro estudio, esta
paradoja ya se describié previamente en la faenia
coli de la cobaya (Knudsen & Tettrup, 1992; Ward
et al., 1996). No se conoce bien como impide/evita
la atropina estas respuestas dependientes del NO.
Algunas teorias proponian que se producia una
regulacion muscarinica en la liberacion del NO 6
una regulacion muscarinica de otro neurotransmisor
excitatorio _(taquiquininas) que al bloquearse
enmascaraban los efectos post-sinapticos del NO
(Ward et al., 1996). Estos autores exponian que el
NO, ademas de su papel como principal
neurotransmisor neuroefector inhibitorio, podia
tener un papel neuromodulador controlando Ia
liberacion de otros neurotransmisores (Ward et al.,
1996).

A continuacion estudiamos el
comportamiento _de tiras del EB porcino pero

de modulacién de las neuronas colinérgicas (Auli et
al., 2008), como se ha descrito recientemente en el
esofago del gato (Cho et al., 2010).

Nuestros resultados en el EB porcino
demuestran que la latencia de la contraccion-off se
debe a la estimulacion de las MNs entéricas
inhibitorias que liberan principalmente NO y un
segundo neurotransmisor no-nitrérgico,
probablemente ATP, actuando sobre receptores
P2Y, con una contribucion leve (Farré et al., 2006).
Estos resultados se evidencian en la transformacion

obtenidas de la zona proximal del cuerpo
esofagico. Nuestro objetivo era evaluar la influencia
muscarinica sobre la amplitud y la latencia en esta
parte del esofago y, como estd descrito en la
literatura, que la atropina incrementaba la latencia
en el esofago pero de forma importante en la parte
proximal del musculo liso (Crist et al., 1984b;
Dodds et al., 1978; Dodds et al., 1981). En las
preparaciones proximales también empleamos
como estimulo la estimulacion eléctrica de campo
(EFS), y respondieron con una contraccion-on de
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mayor magnitud y una contraccién-off de menor
magnitud comparandolas con las respuestas de la
zona distal del EB.

Estudiamos de forma secuencial Ia
contribucion de los componentes colinérgico y
nitrérgico a las contracciones obtenidas en la zona
proximal, y en este orden para poder contrastar el
efecto producido por el bloqueo muscarinico en las
preparaciones proximales versus las distales. En
el EB porcino vimos que los efectos muscarinicos
son mas importantes en el EB proximal, coinciendo
con lo descrito previamente en el eséfago de la
zarigiieya (Crist et al., 1984b). En nuestro estudio
observamos que la ACh es la principal responsable
de la amplitud de la contraccion-off, estos
resultados se evidencian por la intensa inhibicion
por parte de la atropina, sin embargo, ésta no
afectd a la amplitud de la respuesta-on. También
observamos que incrementaba significativamente la
latencia de la contraccion-off, resultados que
confirmaban que los efectos muscarinicos son mas
importantes en el EB proximal que en la parte
distal (Crist et al., 1984b). El posterior bloqueo
nitrérgico, por un lado, incremento la contracciéon-
on y, por otro, no consigui6 inhibir la latencia de la
respuesta-off, la atropina, igual que en las
preparaciones distales, impidio el efecto del L-
NAME.

Por tanto, respecto a la latencia hemos
observado que: (i) en la zona distal del cuerpo
esofagico para poder inhibir la latencia, y que con
ello se transforme la contraccion-off en una
contraccion-on, son necesarios ambos bloqueos
nitrérgico y purinérgico; (ii) el efecto de estos
neurotransmisores inhibitorios sobre la latencia
depende de la integridad funcional de las MNs
colinérgicas, ya que hemos visto, tanto en la zona
distal como en la proximal, que la atropina
evitaba/impedia el efecto de los antagonistas de
estos neurotransmisores; (iii)) la  influencia
muscarinica es mayor/mas importante en el EB
proximal que en el distal. Estos resultados
describen la compleja interaccion entre las
motoneuronas inhibitorias y excitatorias en la
génesis de la peristalsis esofagica.

3.2.2 Estudios de microelectrodos
(Resultados electrofisiologicos)
Estimulacion de las MNs entéricas del EB
porcino mediante EFS (microelectrodos):

Siguiendo los resultados que obtuvimos en
los estudios de bario de organos nos dispusimos a
evaluar, también mediante estudios
electrofisioldgicos, la contribucion de los diferentes
neurotransmisores inhibitorios en la amplitud y la
duracion de las respuestas en el EB distal porcino.
Disefiamos un protocolo experimental para explorar
la contribucion de los componentes nitrérgico y no-

nitrérgico, y que nos permitiera caracterizar
farmacologicamente las respuestas eléctricas. Con
los mismos antagonistas que utilizamos en los
estudios mecanicos (baiio de 6rganos), estudiamos
el bloqueo secuencial de las respuestas obtenidas
mediante estimulacion eléctrica (IJP) para dilucidar
los posibles componentes responsables de dichas
respuestas.

En el estudio del IJP en nuestras
preparaciones en ¢l EB porcino obtuvimos una
hiperpolarizacion control monoféasica y sostenida.
Igual que en ambas regiones del LES. La
exploracion farmacolégica de las respuestas de IJP
la llevamos a cabo de la siguiente forma: evaluamos
la posible contribucion de los componentes
purinérgico, peptidérgico y nitrérgico en el IJP,
previo bloqueo colinérgico y por este orden.
Observamos que el IJP en el EB porcino se debe
por completo al NO ya que se abolia con el L-
NAME, y no se evidencié ningin componente
purinérgico ni peptidérgico porque ni el MRS2179
ni en presencia de la a-quimeotripsina se apreciaba
ningln efecto sobre la amplitud y la duracion de la
respuesta.

También analizamos el efecto de estos
antagonistas sobre el potencial de membrana en
reposo (RMP) y observamos que la adicion
secuencial  de atropina, ¥ MRS2179, a-
quimotripsina 'y L-NAME no modificaban
significativamente el RMP. Igual que hicimos con
el EB y el LES humanos y ¢l LES porcino,
también para el EB porcino comparamos los
resultados obtenidos en los estudios mecanicos con
los obtenidos en los estudios electrofisiologicos.
Nuestros resultados mecanicos (Bario de organos)
en el EB porcino distal indican que habriamos
podido evidenciar la participacion del NO, de
purinas (receptores P2Y,) en la latencia de la
contraccion del EB tras la estimulacion de las MNs
inhibitorias. Sin embargo, el IJP era totalmente
nitrérgico. La discrepancia _electro-mecdnica
consistiria en: (i) en el estudio de estimulacion de
las MNs inhibitorias en el EB porcino distal los
registros mecdnicos ~muestran una latencia
(respuesta inhibitoria) que se inhibe necesariamente
con la combinacion de los antagonistas nitrérgico y
purinérgico. Sin embargo, en los registros
electrofisiologicos obtenidos en nuestras
particulares condiciones de estimulacién de las
MNss inhibitorias en el EB porcino distal, muestran
un IJP que se debe completamente a un
componente nitrérgico. Como hemos descrito
previamente, esta  discrepancia  mecanico-
electrofisiolégica que se produce entre las
respuestas inhibitorias mecdnicas (nitrérgica y
purinérgica) y las electrofisiologicas (nitrérgica)
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también la encontramos en el LES humano y en el
LES porcino, sin embargo, en el EB humano
ambos métodos experimentales eran coincidentes.
En nuestro estudio hemos atribuido dichas
discrepancias a las diferentes caracteristicas en el
estimulo eléctrico que utilizamos en cada técnica,
que probablemente estimula con intensidad
diferente a las motoneuronas en ambos sistemas
experimentales. Lo que hemos observado en los
casos en que si existe discrepancia es que
unicamente previo bloqueo nitrérgico somos
capaces de poner de manifiesto/desenmascarar la
contribucién de un componente purinérgico en las
respuestas  inhibitorias.  Nuestros  resultados
indicarian que en la especie porcina podemos
adjudicar un papel/rol a las purinas a través de
receptores P2Y,; en la respuesta inhibitoria en el
esofago, mientras que en el humano s6lo podemos
atribuirle un papel en la relajacion del LES pero no
en la latencia del EB.

3.2.3 Funcion de los LGIC en las
respuestas contractiles del EB porcino

Existen en la literatura estudios tanto in
vivo como in vitro que versan sobre el origen de la
peristalsis esofagica. En estudios clasicos in vivo en
la zariglieya propusieron que la onda peristaltica
normal se producia como resultado de la interaccion
combinada de la inervacion a lo largo del es6fago
(Anand & Paterson, 1994; Dodds et al., 1978;
Sugarbaker et al., 1984; Yamato et al., 1992), y esto
mismo se ha observado in vitro en especies tanto
animal, como la zarigilieya (Christensen et al., 1979;
Crist et al., 1984a; Crist et al., 1984b; Weisbrodt &
Christensen, 1972) y por lo visto en nuestros
resultados también en el cerdo, como en ¢l humano
en nuestro presente estudio y en estudios previos
(Tettrup et al., 1990b).

En nuestro estudio in vitro en el EB
porcino (tanto distal como proximal) hemos visto
que era necesaria la integridad de la transmision
colinérgica para que los antagonistas de los
neurotransmisores inhibitorios pudieran ejercer
su efecto sobre la latencia, nuestros resultados
coincidian con estudios previos in vitro en la
zarigieya (Christensen et al., 1979; Cohen &
Green, 1974) en los que describian que los
agonistas colinérgicos reducian la /atencia en el
esofago distal y sugerian que la velocidad
peristéltica podia modularse in vivo con cambios en
los niveles de acetilcolina que actiian sobre el
musculo liso. Este es un hecho significativo por el
interés clinico de controlar la velocidad de la
peristalsis esofagica. Esta vez en estudios in vivo
con estimulacion vagal, también en esta misma
especie, describieron que el bloqueo colinérgico
incrementaba la latencia de la contraccion-off en la

zona proximal del EB y tenia poco o ningun efecto
en la zoma distal (Dodds et al., 1978).
Posteriormente y estudiando el efecto de Ia
atropina sobre la peristalsis primaria en el esofago
humano, Dodds et al, encontraron que
incrementaba la /atencia de las contracciones en
todas las zonas esofagicas, pero particularmente en
la parte proximal del musculo liso (Dodds et al.,
1981). Estos estudios eran coincidentes con los
resultados obtenidos en nuestro estudio in vitro en
el EB porcino. Crist e/ al., también describieron
previamente en un estudio cldsico in vitro que en
las zonas proximal y distal del esofago de Ia
zariglieya, la atropina incrementaba la latencia de
las respuestas-off (Crist et al., 1984b). Por tanto,
los mecanismos colinérgico-dependientes podrian
ser una diana farmacologica para modular la
velocidad de la peristalsis esofagica, dado que la
latencia determina la velocidad de propagacion de
las contracciones esofagicas a lo largo del esofago
(Krysiak & Preiksaitis, 2001).

El desarrollo de farmacos procinéticos con efecto
sobre la amplitud de la peristalsis esofagica es de
gran interés clinico. En nuestro estudio en ¢l EB
porcino nos fijamos dos objetivos respecto al
estudio de la modulacién de la contraccion del EB:
(1) evaluacion de la modulacion de las respuestas
motoras en el EB a través de los antagonistas de los
receptores ganglionicos (a continuacion); (ii)
caracterizacion del efecto de la cinitaprida (agente
procinético de amplio uso en pacientes con GERD,
enfermedad por reflujo gastroesofagico) (punto
3.2.4 dela Discusion General, paginal 82).

Anteriormente, hemos explicado que en el
LES porcino (apartado 2.2.1 pagina 167)
encontramos  mecanismos  selectivos en la
estimulacion de las vias motoras inhibitoria y
excitatoria a través de los receptores nAChRs,
P2X y S5-HT; Estos receptores tipo LGIC
expresados por las motoneuronas (Galligan, 2002),
son los que estudiamos en el LES porcino, por
tanto nos dispusimos a explorar qué papel
desempefiaban estos LGIC en la neurotransmision
ganglionica en las vias motoras inhibitoria y
excitatoria en el EB porcino. Nuestro primer
objetivo en el estudio de la modulacién de Ia
contraccion en el EB porcino consistioé en evaluar
qué funcion tenian estos receptores tipo LGIC en
las respuestas contractiles del EB porcino que
obteniamos mediante estimulacion eléctrica (EFS).

Para ello disefiamos varios protocolos
independientes en los que estudiamos qué efecto
producian los antagonistas de los receptores
nAChR (hexametonio), P2X (NF279) y S5-HT;
(ondansetron) sobre los parametros de la latencia y
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la amplitud de las contracciones inducidas

eléctricamente.

En nuestro estudio observamos que en ¢l cuerpo
esofagico los tres antagonistas (hexametonio,
NF279 y ondansetron) inducian un efecto
uniforme y modesto sobre las respuestas, y se ponia
de manifiesto al observar que la amplitud disminuia
ligeramente y que en la latencia no se apreciaba
ningin cambio. Al ser unos resultados moderados,
podria darse el caso que el efecto asignado a los
antagonistas utilizados se debiera, en realidad, bien
a la fatiga propia de las tiras del cuerpo esofagico,
bien a un efecto del vehiculo empleado en este
estudio. Por ello, realizamos otro grupo de
experimentos secundarios en los que evaluamos,
por un lado, el efecto del tiempo de incubacién (30
min) para determinar la fatiga del tejido, y, por otro
lado, el vehiculo empleado en la dilucién de los tres

MMNE
INHIHITORELA

nAChE

-— Esofago porcino

antagonistas (agua destilada) y observamos que en
ambas situaciones experimentales no se producia
una disminucion significativa de las respuestas
inducidas por EFS.

Nuestros resultados sugeririan que en la via motora
excitatoria estarian presentes los receptores
nAChRs, P2X y 5-HT;.

MMNE
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Figura 2. Representacion esquematica de los LGIC de las vias motoras inhibitoria y excitatoria en el eséfago
porcino. Los LGIC que participan en la transmision a las motoneuronas entéricas inhibitorias y excitatorias en el
esofago porcino son: (i) en el LES (zona clasp), los receptores nAChRs estan involucrados en la estimulacion de la
via motora inhibitoria y por tanto, en la relajacion, los receptores 5-HT; estan presentes en la via motora excitatoria y
por tanto implicados en la contraccion, los receptores P2X estan presentes en la via motora excitatoria y en la célula de
musculo liso con implicacidon en contraccion y relajacion; (ii) en el EB, los receptores nAChRs, 5-HT; y P2X estarian
presentes en la via motora excitatoria y por tanto, implicados en la amplitud de la contraccion esofagica.
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3.2.4 Funcion de la cinitaprida, agonista
del receptor 5-HT,, en las respuestas contractiles
del EB porcino

El reflejo peristaltico se inicia con la
estimulacion de las neuronas sensoriales primarias
por contacto con el bolo alimenticio, y que produce,
entre otros efectos, una contraccion del musculo
circular ascendente con una relajacion descendente
y con la consiguiente propulsion caudal. Esta
descrito en la literatura que la 5-HT liberada desde
las células enterocromafines por la presion luminal
juega un papel clave en la traduccion del estimulo
de presion en un estimulo nervioso, el reflejo
peristaltico se suprime tanto reduciendo el
reservorio de 5-HT de la mucosa o bloqueando los
receptores S-HT; y 5-HT, (Spiller, 2002).

El papel de la 5-HT en la modulacion de la
motilidad digestiva es muy complejo, y todavia no
esta claro el efecto de los diversos subtipos de
receptores serotoninérgicos en el control general de
la motilidad gastrointestinal, y en particular en el
esofago.

Los agonistas de los receptores 5-HT, son
conocidos como farmacos procinéticos porque
facilitan la neurotransmision en los circuitos
neuronales responsables (Gershon & Tack, 2007).

Se sabe que la activacion del receptor juega
un importante papel modulador en la funcién de
varios tejidos. Estudios funcionales y de
radioligando en el intestino sugieren que los
receptores 5-HT, estan presentes en todos los
segmentos del tracto gastrointestinal humano, y se
expresan en las células enterocromafines, las
IPANSs, las interneuronas y las neuronas eferentes
del plexo mientérico y en las células musculares
lisas (Gershon & Tack, 2007; Cash & Chey, 2005;
DeMaeyer et al., 2008; Tonini & Pace, 2006).

En los ultimos afios, se han llevado a cabo
estudios in vivo explorando el efecto de diversos
agonistas de los receptores 5-HT, sobre la funcion
esofagica. Se vio que la cisaprida incrementaba el
tono del esfinter esofagico inferior y la peristalsis
esofagica, aceleraba el vaciado gastrico (Maddern
et al., 1991; Pehlivanov et al., 2002), la mosaprida
(Ruth et al., 1998) disminuia el reflujo acido e
incrementaba la funcién motora esofagica en
pacientes con GERD. Sin embargo, en el eséfago
de la rata el velusetrag (TD-5108) produjo una
relajacion concentracién-dependiente, y en este
mismo estudio se vio el mismo tipo de respuesta por
parte de diferentes agonistas como el tegaserod, la
cisaprida y la mosaprida (Beattic et al., 2008).

En Espana, desde 1990, se ha
comercializado la cinitaprida como farmaco
procinético  gastroentérico. Actualmente  esta
indicado para el reflujo gastroesofagico, y en los
analisis de datos de prescripcion muestra su

distribucion de uso en dispepsia (35%) y en reflujo
gastroesofagico (28%) (Portincasa ef al., 2009). En
estudios clinicos previos en pacientes con dispepsia
funcional, observaron que la cinitaprida mejoraba
sus sintomas e incrementaba el vaciado gastrico
(Portincasa et al., 2009), y en pacientes con
enfermedad por reflujo gastroesofagico,
mejoraba los sintomas de acidez/pirosis/ardor,
disfagia esofagica y regurgitacion (Surds et al.,
1992).

La cinitaprida presenta un mecanismo
farmacologico de accion principal como agonista de
los receptores 5-HT4, y un efecto mas reducido
como agonista del receptor 5-HT, y como
antagonista del receptor 5-HT, (Ferndndez &
Roberts, 1991).

En los estudios in vitro de la cinitaprida,
que se llevaron a cabo con anterioridad,
concretamente en el intestino de la cobaya,
observaron que la cinitaprida era un estimulante
potente del musculo liso intestinal de la cobaya con
un mecanismo de accion que implicaba un
incremento pre-union de la liberacion de la ACh
desde las neuronas colinérgicas intramurales
(Massingham et al., 1985).

En nuestro trabajo en el EB porcino, el
segundo objetivo en el estudio de la modulacién de
la contraccion en el EB porcino consistio en la
exploracion in vitro del efecto de la cinitaprida
(agonista del receptor 5-HT,) sobre la motilidad
esofagica en nuestro modelo experimental. Nuestro
interés se centraba, principalmente, en el estudio del
efecto de este agente procinético sobre la latencia y
la amplitud de las contracciones del EB inducidas
mediante la estimulacion eléctrica de las MNs
entéricas. Por otra parte, también exploramos su
efecto sobre el tono del LES porcino. Volviendo al
cuerpo esofagico, realizamos diversos estudios
sobre el efecto de Ila cinitaprida en las
preparaciones del EB porcino que separariamos en
dos grupos independientes (1) El primer grupo se
corresponderia con la exploracion del efecto del
agonista sobre las vias motoras inhibitoria y
excitatoria, y, (2) el segundo grupo se
corresponderia con una exploracion especifica de su
efecto directo sobre el musculo liso.

(1) Para ello, y en primer lugar, evaluamos
qué efecto ejercian concentraciones secuenciales
crecientes del agonista del receptor 5-HT,
cinitaprida sobre las respuestas obtenidas al
estimular eléctricamente las MNs entéricas en dos
condiciones experimentales: (i) cuando, gracias a un
medio Krebs NANNNP, estimulamos
eléctricamente las MNs excitatorias de forma
selectiva; (ii) cuando, en un medio Krebs estandar,
estimulamos eléctricamente las MNs inhibitorias y
excitatorias de forma simultinea. Comparamos los
efectos inducidos por la cinitaprida en ambos
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medios para ver si existian diferencias en sus

respuestas.
(2) En segundo lugar, y de forma
complementaria, también evaluamos si la

cinitaprida ejercia algin efecto directo sobre la
contractibilidad del musculo liso.

(1) En el primer gran grupo, por un lado,
comenzamos disefiando un protocolo experimental
que nos permitiera estudiar el efecto de la
cinitaprida sobre la via motora excitatoria. Para
ello, y como ya vimos y definimos en el apartado
del LES porcino (apartado 2.2.1.2 pagina 172),
empleamos como medio la solucion Krebs
NANNNP que bloqueaba el efecto de los
neurotransmisores inhibitorios y nos permitia
evaluar de forma especifica el mecanismo de
estimulacion de las MNs excitatorias. En este
medio Krebs modificado NANNNP, cuando
estimulamos eléctricamente las preparaciones de
EB porcino éstas respondieron con una
contraccion-on control durante el estimulo. Por
otro lado, diseflamos otro protocolo en el que
pudiéramos evaluar el efecto de la cinitaprida
sobre ambas vias motoras inhibitoria y excitatoria.
En el medio Krebs estandar, evaluamos el efecto
de la cinitaprida sobre ambas vias motoras
inhibitoria y excitatoria, y, como ya hemos visto en
el apartado anterior (apartado 3.2.1, pagina 177), la
estimulacion eléctrica inducia una contraccion-on
seguida de una contraccion-off como respuesta
control.

(2) En el segundo grupo, y para explorar un
efecto directo sobre el musculo liso, indujimos una
contraccion con carbacol (CCh) en tiras de EB
porcino, que previamente habiamos tratado con
TTX, y evaluamos qué efecto inducia la
cinitaprida sobre estas respuestas.

(1) Volviendo al primer gran grupo, en él
exploramos qué efecto producian concentraciones
crecientes de cinitaprida [0.1 pmolL™" — 100 umolL™"]
sobre los parametros que definian las contracciones
del cuerpo esofagico, en este caso, la latencia y la
amplitud de las contraccién-on, en el medio Krebs
NANNNP en el que estimulamos selectivamente a
las  MNs escitatorias. Observamos que la
cinitaprida: (i) a concentraciones menores de 10
pmolL" incrementaba la amplitud de las
contracciones-on inducidas por EFS; (i) a
concentraciones mayores de 10 umolL™ reducia la
amplitud de las contracciones colinérgicas
inducidas mediante EFS; (iii) incrementd Ia
latencia de estas contracciones. Por otro lado, en el
medio Krebs estandar observamos que el agonista
del receptor 5-HT,;, y Unicamente a altas
concentraciones, reducia la amplitud y aumentaba
ligeramente la latencia de la contraccion-off.

(2) En cuanto al segundo grupo de estudios
observamos que la cinitaprida afectaba al tono
elevado inducido por el CCh.

En un grupo independiente exploramos
también el efecto de la cinitaprida sobre el fono del
LES porcino en un medio Krebs estandar. En
nuestro estudio vimos que este agonista del receptor
5-HT, inducia una respuesta doble en funcion de la
concentracion ya que: Por un lado, y a
concentraciones < 10 pmolL", inducia una
contraccion colinérgica que se ponia de manifiesto
por la abolicién de la respuesta por parte de la
atropina y de la TTX, y que sugeria la presencia de
receptores 5-HT, en las neuronas excitatorias
colinérgicas. Por otro lado, y a concentraciones
mayores, indujo una relajacion nitrérgica que
sugeria la presencia de los receptores 5-HT, en las
neuronas inhibitorias dado que se inhibia casi
completamente con L-NAME.

Volviendo al cuerpo esofagico, nuestros
resultados en el EB porcino sugieren que el
agonista del receptor 5-HT, ejerceria un efecto
estimulante en ambas MNs inhibitorias y
excitatorias, y se pone de manifiesto por el
incremento tanto de la latencia como de la
amplitud, esta misma funcidn de los receptores 5-
HT, se ha descrito previamente en el coléon humano
(Cellek et al., 2006). Ademas, la cinitaprida
activaria receptores 5-HT, inhibitorios en el
musculo liso ya que, como pudimos ver,
concentraciones altas de cinitaprida redujeron la
amplitud de las contracciones-off. Dicho efecto
inhibitorio sobre la contraccion inducida mediante
EFS, se podria atribuir a un antagonismo funcional
ejercido sobre la misma, que se deberia a la
activacion de receptores 5-HT, inhibitorios en el
musculo liso por parte de la cinitaprida, ya que,
como también hemos visto, este agonista reducia el
incremento del tono del EB (Cellek et al., 2006;
Leclere et al., 2005).

En una vision global de los resultados de los
estudios de la cinitaprida en el EB y en el LES
porcinos vemos que en ambas regiones esofagicas
las respuestas funcionales que se obtienen son
duales y que dependen de la concentracion del
agonista utilizada. Podemos decir, pues, que los
efectos netos/globales del agonista del receptor 5-
HT, sobre el eséfago son un equilibrio de los
efectos estimulantes sobre ambas MNs inhibitorias
y excitatorias y la inhibicion de la contractibilidad
de las células de musculo liso. El efecto procinético
se obtendria seleccionando el rango de
concentraciones en el que se produce la
estimulacion de las motoneuronas excitatorias.
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En conjunto, los resultados que hemos
obtenido en el estudio de la transmision
neuromuscular en el EB porcino indicarian que la
modulacion de estas respuestas esofagicas tipo-
peristalsis se llevaria a cabo de la siguiente manera:
(i) por parte de los antagonistas de los receptores
expresados por las neuronas del plexo mientérico
esofagico se induciria un efecto menor; (ii) con un

efecto intenso a través de la modulacion
farmacologica de la neurotransmision
neuromuscular.

Tras haber expuesto los resultados obtenidos en la
exploracion del papel que desempefian los
receptores tipo LGIC expresados por las neuronas
del plexo mientérico en las respuestas tanto del LES
como del EB porcino, podemos decir que:

(1) Los receptores nAChR: en el LES estarian
involucrados en la estimulacion de la via motora
inhibitoria, y por tanto, implicados en las respuestas
de relajacion. En el EB estarian presentes en la via
motora excitatoria, y por tanto, implicados en la
amplitud de la contraccion.

(ii)) Los receptores 5-HT;: en el LES estarian
presentes en la estimulacion de la via motora
excitatoria, y por tanto, implicados en las respuestas
de contraccion. En el EB estarian presentes en la via
motora excitatoria, y por tanto, implicados en la
amplitud de la contraccion.

(iii) Los receptores P2X: en el LES estarian
presentes en la via motora excitatoria y en la célula

de musculo liso, y por tanto, su implicacion es mas
compleja ya que participarian tanto en las
respuestas de relajacion como en las de contraccion.
En el EB estarian presentes en la via motora
excitatoria, y por tanto, implicados en la amplitud
de la contraccion.

Por tanto hemos visto que la importancia
funcional de estos receptores nAChRs, 5-HT;,
P2X tipo LGIC era diferente en ambas regiones
esofagicas: (i) En el LES nos permiten estimular de
forma eficiente y selectiva las MNs inhibitorias a
través de los nAChRs y las MNs excitatorias a
través de los 5-HTs;, (ii) en el EB presentan un
papel minimo y Unicamente en la via motora
excitatoria. En el cuerpo esofagico seria el
receptor 5-HT, el que nos pemitiria la modulacion
de las respuestas motoras a través de la modulacion
de la transmision neuromuscular. Estudios futuros
deben permitir determinar si estos mecanismos de
estimulacion selectiva tienen un potencial efecto
terapetitico en pacientes con GERD (estimulacion
selectiva de motoneuronas excitatorias) y/o
pacientes con acalasia o trastornos motores
primarios  (estimulacion  selectiva de la
motoneuronas inhibitorias). Es evidente el interés
del estudio de estas dos dianas farmacologicas,
puesto que ninguno de estos dos grupos de
enfermedades de la motilidad esofagica (GERD,
acalasia) tiene en la actualidad un tratamiento
farmacologico especifico.
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Conclusiones

(1). En el esfinter esofigico inferior (LES) humano, la activaciéon de las motoneuronas
inhibitorias del plexo mientérico provoca una relajacion en ambas regiones clasp (curvatura
menor) y sling (angulo de His, curvatura mayor).

—>En la zona clasp, la relajacion depende de forma mayoritaria de la liberacion de o6xido
nitrico (NO) y también de una contribucion, de menor magnitud, de una purina que actua a
través de receptores P2Y; y también del VIP. En la zona sling, la relajacion depende
completamente de la liberacion de NO.

—>La amplitud de la relajacion del LES es mayor en la zona clasp que en la zona sling,
reflejando la existencia de una asimetria transversal en el LES humano que afecta a las
respuestas inhibitorias.

(2). En el LES porcino, existen mecanismos de estimulacion selectiva de las vias motoras
excitatorias 0 inhibitorias a través de los receptores tipo canales ionicos dependientes de ligando
(LGIC):

—>Por un lado, la estimulacion selectiva de las motoneuronas inhibitorias que provoca la
relajacion del LES, se consigue de forma intensa y especifica a través de los receptores
colinérgicos nicotinicos (nAChRs), pero es ineficiente a través de los receptores 5-HT3;.
—>Por otro, la estimulacion selectiva de las motoneuronas excitatorias, que provoca la
contraccion del LES, se consigue de forma intensa a través de los receptores 5-HT3, pero es
muy poco efectiva a través de los receptores nAChRs.

(3). En el cuerpo esofagico (EB) humano, la estimulacion eléctrica de las motoneuronas del plexo
mientérico induce una respuesta consistente en una breve contraccion al inicio del estimulo
(contraccion-on) seguida de una contraccion intensa una vez finalizado el estimulo (contracciéon-

off):

—>La contraccion-off esta siempre precedida por un periodo de latencia que esta totalmente
mediado por la liberacion de NO desde las motoneuronas inhibitorias, y la amplitud de dicha
contraccion estd mediada por la estimulacion de las motoneuronas excitatorias colinérgicas y
modulada por una purina actuando sobre receptores P2Y; situados en estas neuronas
excitatorias.

—En el cuerpo esofagico (EB) humano, la estimulacion de las motoneuronas excitatorias
del plexo mientérico induce respuestas colinérgicas de efecto mas intenso en el EB que en
ambas regiones (clasp y sling) del LES, lo que demuestra la existencia de un gradiente
vertical descendente desde el cuerpo esofagico hacia el LES.

—>Tanto la asimetria funcional transversal en el LES como este gradiente vertical
descendente en el cuerpo esofagico se deben a diferencias en la respuesta a la estimulacioén
neural del plexo mientérico y representa un importante mecanismo de especializacién
regional intrinseca en el es6fago humano.
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(4). En el cuerpo esofagico (EB) porcino, la activacion de las motoneuronas del plexo mientérico
induce una respuesta contractil al inicio del estimulo (contraccién-on) seguida de una contraccion
que se inicia una vez que finaliza el estimulo (contraccidon-off) y que esta precedida por un periodo
de latencia:

—>La latencia esta mediada por la estimulacion de las motoneuronas inhibitorias que liberan
NO y una purina, actuando ésta ultima sobre los receptores P2Y |, mientras que la amplitud
de dicha contraccion esta mediada por las motoneuronas excitatorias que liberan acetilcolina
(ACh) y taquiquininas actuando estas ultimas sobre receptores NK; y NK,.

(5). Tanto en el cuerpo esofagico humano como en el porcino, existe una compleja interaccion
entre las motoneuronas inhibitorias y las excitatorias del plexo mientérico tanto en el origen como
en el control de las respuestas contractiles de tipo peristaltico:

—2En el eséfago humano, la amplitud de la contraccion estd mediada de forma
predominante por las motoneuronas excitatorias colinérgicas ejerciendo un efecto
decreciente desde el EB hacia las dos zonas del LES, y estd modulada por un efecto
inhibitorio de las motoneuronas inhibitorias;

—>En ¢l cuerpo esofagico porcino, la activacion de las motoneuronas inhibitorias también
ejerce un importante efecto modulador sobre la amplitud de la contraccion. Ademas la
activacion de las motoneuronas excitatorias también modula la latencia y el timing de la
misma, siendo fundamental la integridad de la transmision colinérgica para la preservacion
de la latencia de la contraccion y por tanto para la modulacion de la velocidad de la
peristalsis esofdgica.
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