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Resumen

La prolactina (PRL) y la oxitocina (OT) son hormonas importantes en la lactancia, tanto
en el proceso de elaboracién de leche en el seno materno, como en la regulacion
inmunitaria y la maduracion intestinal en lactantes, ya que se encuentra entre los
componentes importantes de la leche materna. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el papel de la PRL y la OT en el tono muscular de intestino delgado de rata y
evidenciar su asociacion con la absorcién de nutrientes como la glucosa, asi como
identificar si el 6xido nitrico (NO) era un mediador involucrado. Se examiné la influencia
de dichas hormonas, aislando segmentos de intestino delgado de rata (duodeno,
yeyuno e ileon) en solucion fisiolégica conectados a transductores isométricos, pre-
contrayéndolos con cloruro de potasio (KCl) y exponiéndolos a concentraciones
crecientes acumulativas e individuales de PRL, OT o su combinacién (PRL+OT),
observando los cambios en la tension muscular del tejido en tiempo real. También se
evaluo el paso de glucosa a través de la region mucosa y serosa, mediante sacos
intestinales evertidos, y se determiné la produccion de NO por el método de Griess.
Los resultados mostraron que PRL, OT y PRL+OT regulan el tono muscular y el paso
de moléculas, como la glucosa, en las paredes intestinales, lo que facilita su absorcion.
Este estudio aporta informacién relevante sobre el papel de estas hormonas no sélo
en la lactancia, sino también en la regulacion hormonal de la funcion intestinal y en la

absorcidon de nutrientes en el lactante.

Palabras clave. Prolactina, Oxitocina, Intestino delgado, Musculo liso, Oxido nitrico.
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Abstract

Prolactin (PRL) and oxytocin (OT) are important hormones in lactation, both in the
process of milk production in the breast, immune regulation and intestinal maturation in
the infant, as they are among the components of milk. The aim of the present work was
to evaluate the role of PRL and OT in rat small intestinal muscle tone and to
demonstrate their association with the absorption of nutrients such as glucose, as well
as to determine whether Nitric Oxide (NO) is involved as a mediator. The influence of
these hormones was studied by isolating segments of rat small intestine (duodenum,
jejunum and ileum) in physiological solution, connected to isometric transducers, pre-
contracted with potassium chloride (KCI) and exposed to cumulative and individually
increasing concentrations of PRL, OT or their combination (PRL+OT), observing the
changes in muscle tension in the tissue in real time. Glucose passage from the mucosal
to the serosal side was also assessed using inverted intestinal sacs, and NO production
was determined by Griess method. The results showed that PRL, OT and PRL+OT
regulate peristalsis and the passage of molecules such as glucose through the
intestinal walls, facilitating its absorption. This study provides relevant information on
the role of these hormones not only in lactation, but also in the hormonal regulation of

intestinal function and the absorption of nutrients in the infant.

Keywords. Prolactin, Oxytocin, Small Intestine, Smooth muscle, Nitric oxide.
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Introduccion

La leche materna humana (LMH) es un fluido bioldgico y complejo, cuya composicion
se va modificando para adaptarse a las necesidades nutricionales del recién nacido y
del lactante, ademas de otorgar proteccion que persiste a lo largo del tiempo frente a
agentes infecciosos, tumorales y alergénicos (Gutiérrez De Teran Moreno, 2015).
Entre todos los componentes que presenta, existen carbohidratos, lipidos, proteinas,
inmunoglobulinas, lactoferrina, interferon, factores del complemento, factor bifidus, etc,
existen dos hormonas, prolactina (PRL) y oxitocina (OT) (Takeda et al., 1986); (Healy

et al., 1980), que han tenido impacto a nivel gastrointestinal.

Fisiologia de la lactancia

La lactancia representa la culminacion del ciclo reproductivo y es una de las etapas
principales del desarrollo de la glandula mamaria, que incluye la embriogénesis, la
mamogeénesis, la lactogénesis (o diferenciacion secretora - etapa |) y la activacion
secretora (etapa Il); la lactancia (o etapa lll), que es la secrecion completa de leche; y
la involucion de la mama (Lawrence, 2022). Bajo la influencia hormonal, en la pubertad,
estas glandulas mamarias se desarrollan como resultado de la accion de los
estrégenos y la progesterona, hormonas esteroideas ovaricas que desempefan un
papel fundamental en la reproduccion, regulando todos los aspectos de la reproduccién
femenina, desde el comportamiento sexual hasta la gestacién y la lactancia (Demayo
et al., 2002). El estrogeno y la progesterona estimulan el crecimiento de los conductos
en las mamas, y el desarrollo de los alvéolos, respectivamente (Cordero & Cordero,
2005). En el primer embarazo, a partir de la semana 20, la PRL, progesterona (PG) y
el lactdgeno placentario (LP) comienzan la etapa | de la lactogénesis (Gutiérrez De
Teran Moreno, 2015), a medida que aumentan los niveles de PG, PRL y LP, las
«unidades ductillo-lobulillares terminales» (TDLU) se expanden considerablemente, de
modo que cada lobulillo llega a parecerse a un gran racimo de uvas. En la mitad del
embarazo comenzara la diferenciacién secretora con aumento del ARNm para la
sintesis de muchas proteinas lacteas y enzimas para la produccion lactea. EI cambio,

a la diferenciacion secretora se le denomina lactogénesis |, en donde la glandula
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permanece quiescente pero preparada para iniciar la secrecion de leche después del
parto. Durante el embarazo existen niveles altos de progesterona en sangre, pero al
momento del parto, éstos disminuyen drasticamente, comenzando la etapa Il de la
lactogénesis, caracterizada por una secrecion copiosa de leche (Neville & Morton,
2001). Antes y durante el parto, una serie de eventos hormonales favorecen el inicio
de la lactogénesis, por lo que la primera toma del bebé va a ser decisiva para su
continuacion eficaz y de calidad en la nutriciéon y desarrollo de este (Sanés Espert,
2003) La eyeccion de la leche es un proceso tanto neural como endocrinolégico, donde
el amamantamiento estimula terminaciones nerviosas sensoriales en la areola y el
pezdn, activando reflejos neurales aferentes que llevan a la secrecion y liberacion de
PRL y OT (Lawrence, 2022). Si el recién nacido estimula el pezén de la madre,
empieza el mecanismo de reflejo de succidn, la succion estimula la liberacién de PRL
de la hipdfisis anterior, la cual viaja en direccion hacia los senos maternos,
promoviendo la produccion de leche, que nutrira al recién nacido, a través de la
estimulacién del pezén por medio de la succion ejercida por este (DrCondoriCh, 2019);
(Hernandez-Guzman et al., 2022); (Powe, Knott, & Conklin-Brittain, 2010), asimismo,
la OT, un neuropéptido compuesto por nueve aminoacidos que actua como hormona,
neurotransmisor y neuromodulador, conocido por su papel en el parto y la lactancia
(Bowen et al., 2016), interviene en el reflejo de eyeccion, comunmente llamado: bajada
de la leche. La PRL se sintetiza en los lactotropos de la adenohipdfisis (Patifio, 2008),
induciendo la diferenciacion de las células alveolares a galactocitos, asi como también
la produccion lactea, esta regulada tanto positiva como negativamente; su principal
control procede de factores inhibidores hipotalamicos como la dopamina, que actuan
sobre la subclase D2 de receptores de dopamina presentes en los lactétrofos. Sin
embargo, la progesterona y el lactégeno placentario, dos hormonas producidas en el
embarazo, principalmente por la placenta, (sin embargo, la progesterona puede
producirse en el cuerpo luteo en el ovario) (Gutiérrez-Rodriguez & Camacho-Arroyo,
2016) actuan como inhibidores competitivos, evitando que se produzca leche
(Asociacion Espanola de Pediatria (AEP), 2015). Estas hormonas disminuyen unas

semanas antes del nacimiento del bebé, comenzando la produccién abundante de
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leche, sobre todo, después del nacimiento, cuando el contacto precoz de la diada
madre-bebé promueva el amamantamiento, empezando la etapa Il de la lactogénesis
(Gutiérrez de Teran Moreno, 2015), al tener estimulacion tactil del complejo areola-
pezdn por la succion, ésta provoca sefales aferentes al hipotalamo que desencadenan
la liberacién de OT, provocando la contraccion de las células mioepiteliales, forzando
la entrada de leche en los conductos desde las luces alveolares y su salida a traves
del pezoén (Pillay J. & Davis TJ., 2023). (Figura 1)

3
Neuronas de la médula aginal también estimulan
la produccion y la liberacion de oxitocina desde
los nuiclecs paraventricular y supradptico.
La oxitocina se libera en la neurohipofisis y hacia
la sangre sistémica, donde realiza a continuacion
su viaje hasta la mama y las células mioepiteliales.

2
Neuronas de la médula espinal mhﬂ).en Ia liberacion de dopamina (DA)
desde el nuicleo arcuato. La disminucion de la concentracion de DA
elimina la inhibicion que normalmente produce la DA sobre las células
lactotropas en la hipéfisis anterior, dando lugar a liberacion de
prolactina. La prolactina estimula la produccion de leche en la mama.

Médula espinal

Arefl _
Neuronas desde la preopil ca
médula espinal inhiben
neuronas en el niicleo
arcuato y el drea
preoptica del
hipotilamo causando
un descenso en la

produccion de GnRH. B Desde
La menor estimulacion El estimulo derivado de la la mama
de los gonadotrofos succién viaja desde la mama

inhibe el ciclo ovirico.

a través de la médula espinal

Hipotalamo | arcuato

de la hipdfisis 2
) » "' ..

Gonadotropas —=-— @
pa; 7:‘ %

'1?‘ o

Figura 1. Fisiologia de la lactancia. (Angeles Zufiga, 2018).
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En la etapa Il de la lactogénesis, el sistema autocrino de la propia mama regula la
produccion de leche a través de la succion o extraccion mecanica, adaptandose a las
necesidades del lactante. Por el contrario, si la leche se acumula en la mama, ésta
provoca que aumente la presion intraalveolar, estimulando la produccion del Factor
Inhibidor de la Lactancia (FIL) que causa una disminucion en la sensibilidad a la PRL
(Gutiérrez De Teran Moreno, 2015). Cuando llega el destete, al cesar la extraccion de
leche, se produce la apoptosis de los galactocitos e involuciona la glandula mamaria,
ocasionando el cese de la lactancia. (Gutiérrez De Teran Moreno, 2015). El
mantenimiento de la galactopoyesis esta sujeto a cumplir la demanda del bebé en la
alimentacion (Sanés Espert, 2003), requiriendo el vaciado de la mama, ya que
disminuye la presion intraalveolar, y la concentracion del FIL, que provoca una
disminucién en la sensibilidad a la PRL, y, por ende, de produccion de leche (Gutiérrez
De Teran Moreno, 2015), el contacto precoz y el amamantamiento en la primera hora
permite que las madres amamanten por tiempos mas prolongados. (Salazar et al.,
2009).

Componentes de la leche materna

La LMH es el estandar de la nutricion infantil, porque es un biofluido especifico para
cada individuo, que presenta componentes biolégicamente activos en su composicion
gue son sintetizados por el epitelio mamario, secretados por células dentro de la leche
materna o provenientes del suero materno. Estos componentes afectan la condiciéon y
funcién del cuerpo del lactante al influir en los elementos y procesos bioldégicos como
favorecer la colonizacién del intestino por Lactobacillus bifidus; factores de
crecimiento, hormonas, prebidticos y probidticos, enzimas, citocinas, péptidos
antimicrobianos, entre otros (Hatmal et al., 2022). El contenido energético y nutricional
de la leche materna puede diferir a lo largo del tiempo por diversos factores, debido a
diferencias en la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales de leche
durante el embarazo (asociado probablemente a malnutricion materna, senales fetales
o caracteristicas innatas). (Powe, Knott, & Conklin-Brittain, 2010). Tras el nacimiento,

se genera el calostro, leche que se produce durante los 4 dias siguientes al parto, y
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comparado con la leche madura, tiene menos contenido energético, lactosa, lipidos,
glucosa, urea, vitaminas hidrosolubles y nucleotidos; asimismo, tiene mas proteinas,
acido sialico, vitaminas liposolubles E, A, K y carotenos; también es superior el
contenido de minerales, sodio, cinc, hierro, azufre, potasio, selenio y manganeso. El
neonato tiene enzimas intestinales inmaduras, por lo que el calostro presenta enzimas
en su composicion que apoyan con la digestion; todos estos componentes estimulan
la maduracion del tubo digestivo y sus sistemas de defensa, promueve el
establecimiento de la microflora digestiva del neonato y la maduraciéon del sistema
inmunoldgico, asi como efecto laxante que expulsa el meconio, que es la sustancia
inicial presente en los intestinos del feto en desarrollo y constituye la primera

deposicion del recién nacido (Skelly et al., 2022).

El calostro es un liquido escaso, de consistencia espesa que facilita el desarrollo
funcional de la succién, deglucién y respiracion en el neonato, éste contiene grandes
cantidades de componentes inmunolégicos que le permiten ejercer una funcion
protectora contra virus, bacterias y parasitos, como la inmunoglobulina A (IgA), que
juega un papel fundamental en la proteccién intestinal, impidiendo la adhesion de las
bacterias a las superficies mucosas (Salazar et al., 2009), posteriormente disminuye
su concentracién en la leche madura. Existen otro tipo de inmunoglobulinas, tales
como las IgG, IgM, IgD e IgE, la lactoferrina, interferén, factores del complemento C3
y C4 y factor bifidus, que, junto a los oligosacaridos favorecen el crecimiento del
microbiota, también se encuentra el acido sialico, fundamental en la formaciéon de
terminaciones nerviosas y dendritas en el cerebro. La lactosa, principal azucar de la
leche materna, tiene un papel en la sintesis de galactopéptidos, necesarios para la
mielinizacion del sistema nervioso, y favorece la absorcién de minerales como hierro y
calcio. La proporcion de minerales es variable, dependiendo de circunstancias como
la mastitis, una inflamacioén de la mama, que puede derivar en una infeccién bacteriana
y provocar el cese de la lactancia (Pevzner & Dahan, 2020) o la dieta materna, asi
como la categoria en la que se encuentre la leche (calostro o leche madura), y, en
cuanto a su contenido de proteinas, la ingesta proteica materna influye en las

proporciones presentes. Finalmente, la leche materna evita la aparicion de alergias
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debido a que las proteinas de la leche materna son especificas de la especie humana,
por lo que los nifios amamantados no desarrollan anticuerpos contra ellas (Juez Garcia
et al., 2010). Picciano, 2001, refiere que cada leche tiene caracteristicas propias que
la hacen adecuada a la cria de cada especie (Picciano, 2001), ya que, la leche de vaca
tiene beta-lactoglobulina, que tiene un gran potencial alergénico. Esta y otras proteinas
de la leche de vaca son los antigenos que con mayor frecuencia producen reacciones
de hipersensibilidad en los lactantes (Cubides-Munevar et al., 2020), debido a que la
mucosa intestinal del lactante no tiene un mecanismo que impida el paso de proteinas

enteras a la sangre (Juez Garcia et al., 2010).

Ademas, se encuentran presentes hormonas como la hormona liberadora de
gonadotrofinas, hormona liberadora de tirotropina (TRH), hormona estimulante de la
tiroides (TSH), PRL, gonadotrofinas, hormonas ovaricas, corticoesteroides vy
eritropoyetina, cuya concentracion es variable a lo largo de la lactancia (Sabillén &
Abdu, 1997). Gémez Gallego et al.,, 2009 coincide en que estas hormonas se
encuentran en la leche materna, ademas de incluir isbmeros de la PRL, leptina,
estradiol, OT, hormona adenocorticotropa, hormona estimulante del tiroides, hormona

del crecimiento, tiroxina, cortisol e insulina.

En un estudio realizado en la leche materna, se identificaron concentraciones de OT
desde 4.5 a 3.3 pyU los primeros 5 dias postparto (Takeda et al., 1986). En otro estudio,
se identific6 PRL en todas las muestras de leche humana, independientemente del
tiempo transcurrido desde su extraccion. Las concentraciones de PRL en leche fueron
muy altas durante los primeros 3 dias después del nacimiento, con niveles medios de
147, 137 y 157 ng/ml, respectivamente (Healy et al., 1980). Se ha observado que las
proteinas presentes en la leche y el suero pueden interactuar con la PRL, y se ha
planteado la hipotesis de que podrian funcionar como transportadores. Sin embargo,
esta funcion aun no ha sido comprobada (Postel-Vinay et al., 1991), no obstante, la
PRL puede formar complejos con proteinas, como la macroprolactina, formada al
unirse con la IgG (Kline & Clevenger, 2001); (Richa et al., 2010).
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La prolactina como componente de la leche materna

Como se mencionod anteriormente, la liberacion de la leche es apoyada por la PRL,
una hormona peptidica de 23 kDa conformada por 198 aminoacidos, codificada en el
cromosona 6. La forma predominante de la PRL es la de 23.5 kDa, y se encuentra
presente en la hipdfisis humana; sin embargo, puede adquirir grupos como
carbohidratos, dimerizarse, polimerizarse o ser hidrolizada, dando origen a otras

variantes, por modificaciones postraduccionales (Méndez et al., 2005).

En la literatura se han descrito cuatro isoformas de la PRL: Pequefia: 23 KDa,
Glucosilada: 25 KDa, Grande: 50 KDa, Grande-Grande: 200 KDa (Hernandez-Guzman
et al., 2022) (Figura 2). Por lo que la PRL es una hormona multifuncional, considerada
como una citocina, por sus acciones en el sistema inmune, versatil en las acciones que
ejerce, dependiendo de su polimorfismo estructural, asi como de la distribucion de sus

receptores membranales (Méndez et al., 2005).

Hipofisis
anterior

Prolactina Prolactina grande Macroprolactina

; 8
. . . Agregados de
Monomero Dimero Prolactina-lgG Prolactina-igA profactina
23 kDa 40-60 kDa >100-150 kDa
60-20% 15-30% 0-8% 0-2% 0-3%
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Figura 2. Variantes de PRL. Adaptado de (Stuebe, 2022).

El apareamiento provoca un aumento de PRL y programa aumentos diarios durante el
inicio de la gestacion, desempefando funciones importantes en el mantenimiento de
los cuerpos luteos durante el embarazo (Voogt et al., 2001). En todos los mamiferos,
las concentraciones presentes de PRL en la sangre dependen del estimulo de la
succion del pezon por parte de la cria, que produce una sefial en las vias neuronales
somatosensoriales que inervan la glandula mamaria, y esta sefial neuronal se
transmite al hipotalamo, donde se convierte en una sefial hormonal que regula la
hipdfisis anterior, induciendo la secrecion de PRL. La cantidad de PRL liberada
depende de la intensidad y duracion, asi como del tiempo transcurrido entre los
episodios de amamantamiento (Grattan, 2001). Tras una gestacion exitosa, la funcion
de la PRL cambia para incluir la sintesis y el mantenimiento de la leche durante la
lactancia. Cada vez que se amamanta, la PRL se libera y estimula la produccién de
leche al actuar sobre las células epiteliales de la glandula mamaria (Voogt et al., 2001).
La PRL también es sintetizada in situ en la glandula mamaria y secretada en la leche;
en la que puede desempenar funciones inmunoldgicas (Homez de Delgado, 2003). La
PRL va a estimular a la glandula mamaria y va a facilitar la captacién de glucosa,
lactosa, acidos grasos y de inmunoglobulina G y A, debido a la estimulaciéon de
linfocitos B y macréfagos, para producir mas inmunoglobulinas que van a pasar por la
leche al recién nacido (Vargas, 2019). La PRL, ademas, esta implicada en la

diferenciacion de las células alveolares secretoras (Gutiérrez de Teran Moreno, 2015).

Durante la lactancia, la PRL se libera cuando el pezén es estimulado durante la toma
de leche por el neonato, elevando los niveles séricos a los 20-30 minutos de la succién,
asimismo, durante el suefio, las concentraciones de PRL en plasma se elevan
(Gutiérrez de Teran Moreno, 2015). En la glandula mamaria, la PRL se sintetiza y se
secreta en las células epiteliales, durante la lactancia, tras su sintesis en la célula
epitelial, se une a proteinas transportadoras secretandose por exocitosis a través de
la membrana apical al lumen alveolar; en las células epiteliales se produce

procesamiento de la PRL sintetizada observandose la presencia de diversas formas
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proteoliticas de 11, 14, y 16 KDa; la leche materna contiene mas formas diferentes de
PRL (agregados, formas glicosiladas y fosforiladas) que el plasma sanguineo (Martin
Pérez, 2010).

La leche materna presenta cantidades de PRL a niveles representativos de la
concentracion circulante promedio. (Ostrom, 1990). Estos niveles de PRL sérica se
mantienen en torno a 1000 IU/L (unidades internacionales por litro), durante los 15
primeros meses de lactancia y descienden durante los 3 meses siguientes a 550 1U/L
(unidades internacionales por litro) (Hennart et al., 1981). El mondémero de 23 KDa se
encuentra en mayor cantidad en la leche materna, porque en el embarazo se favorece
la produccién del mondmero, en proporcién al dimero de PRL; mas del 90% de la PRL
en la leche esta presente como mondémero (Ostrom, 1990). Ademas, Postel-Vinay et
al., (1991) detectaron una proteina de unién a PRL presente en la leche humana, pero
no asi en el plasma, sin embargo, no se ha estudiado su especificidad. En la leche
humana, coexiste la proteina de union a hormona del crecimiento con la proteina de
unién a PRL, y esta proteina tiene una afinidad casi diez veces mayor a la hormona,
que la afinidad del receptor de membrana de la glandula mamaria (Postel-Vinay et al.,
1991). El estudio de Healy et al., (1980), confirma la existencia de una proteina de
unién a GH y PRL en la leche humana, con alta afinidad, y puede servir de manera
similar como un transportador de hormona del crecimiento (GH) y PRL al intestino del
lactante, queda por definir su importancia biolégica en la leche (Mercado & Baumann,
1994).

La PRL es la principal responsable de la produccion lactea, incrementando a nivel
celular la trascripcién del mRNA para la sintesis de las proteinas lacteas, como la
caseina, formada por beta-caseina, (Salazar et al., 2009), la cual es una fosfoproteina
producida por cuatro genes que codifican para las caseinas as1, a s2, By k, las cuales
se organizan en forma de micelas o unidades solubles (Guevara-Garay et al., 2014).
La caseina es una proteina que después de ser digerida en el tracto gastrointestinal,
libera péptidos con actividad opiacea, en donde se unen a sus receptores en el lumen

intestinal, ejerciendo un efecto local sin necesidad de absorcion sistémica, reduciendo
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el reflejo peristaltico mediante reduccion de la respuesta refleja; de manera que actuan
como moduladores exdgenos de la motilidad gastrointestinal, de la permeabilidad
intestinal y de la liberacidén de hormonas intestinales (Gomez Gallego et al., 2009), asi
como k-caseina, una proteina presente en la leche materna, altamente glicosilada, la
cual inhibe la adherencia de Helicobacter pylori a la mucosa gastrica humana (Salazar
et al., 2009).

El receptor de PRL, un miembro de la superfamilia de receptores transmembranales
de citocinas, es el que media las acciones de dicha hormona (Kline & Clevenger, 2001).
Su accion mas reconocida es ser responsable de la lactogénesis. Ademas, tiene
efectos inmunomoduladores sobre los leucocitos, en la alimentacion, coordinacion de
las adaptaciones neuroenddcrinas y conductuales en el cerebro materno, (Gutiérrez
de Teran Moreno, 2015) estabiliza y promueve la transcripciéon del ARNm de caseina;
puede estimular la sintesis de alfa-lactoalbumina, proteina reguladora del sistema
enzimatico lactosa sintetasa y aumenta la actividad de la lipoproteina lipasa en la
glandula mamaria (Ostrom, 1990). La expresion de las diferentes isoformas de PRL y
su receptor contribuyen a explicar las mas de 300 funciones descritas para esta

hormona (Ramos-Martinez et al., 2021) (Figura 3).
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Figura 3. Isoformas de los receptores de PRL (Ramos-Martinez et al., 2021);
(Abramicheva & Smirnova, 2019).

La PRL interactua con su receptor mediante dimerizacion, donde una molécula de PRL
se une a dos receptores, primero, PRL se une a un receptor formando un complejo
aun no activo, y posteriormente se une a otro receptor para formar un complejo activo
hormona-receptor, el receptor presenta puentes disulfuro que son cruciales para su
estructura y funcién. La activacién del receptor de PRL, que no tiene actividad
enzimatica, conduce a la fosforilacion de proteinas celulares, incluido el propio
receptor, por quinasas como Jak2 y Src. Estas fosfotirosinas actuan como sitios de
unién para proteinas como Stats, que, una vez fosforiladas, se disocian del receptor y
regulan la transcripcién génica en el nucleo. Ademas, proteinas como proteina SH2
inducible por citocinas (CIS) y Supresores de la sefializacién de citoquinas (SOCS)
inhiben la via Jak/Stat. La activaciéon de quinasas Src por PRL es esencial para la
proliferacion celular y la diferenciacion del epitelio mamario al activar vias como las
MAP quinasas y PI3K/PKB, esenciales para la progresion del ciclo celular (Martin
Pérez, 2010). (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de accion de PRL. Vias de sefalizacién PRL/PRLR. La PRL a
través de su receptor PRLR induce multiples cascadas de sefalizacidn que incluyen la
participacion de JAK, SFK, PI3K/ AKT, NEK3/VAV2, quinasas TEK/VAV1 y factores de
transcripcion STAT. Estas vias de sefalizacion estan implicadas en la lactancia, la
respuesta inmunitaria, la remodelacién del citoesqueleto y el crecimiento, la

proliferacion y la supervivencia celular (Kavarthapu & Dufau, 2022).

La oxitocina como componente de la leche materna

La OT es un nonapéptido producido principalmente en los nucleos supradptico y
paraventricular del hipotalamo (N. Liu et al., 2022). También es producida en las

neuronas hipotalamo-hipofisiarias que estimulan a los receptores oxitonérgicos (OTR),
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ademas se libera principalmente por exocitosis desde la neurohipodfisis y terminaciones
nerviosas para iniciar la eyeccién de la leche y el parto, sin embargo, puede participar
en otros procesos del sistema nervioso central, como la vinculacion, interaccion social,
entre otros (Okumura et al., 2022) La OT esta constituida por nueve aminoacidos
(cisteina, tirosina, isoleucina, glicina, asparagina, cisteina, prolina, leucina y glicina),
un grupo amino terminal y un puente de azufre entre las dos cisteinas. Su peso
molecular es de 1.007 kDa y se encuentra en el cromosoma 20 (Oae & Okuyama,
1992). Como se ha mencionado, es una hormona necesaria para el parto y la lactancia
normales, porque actua sobre las células mioepiteliales que rodean los alvéolos,
haciendo que éstas se contraigan y viertan la leche a los conductos de calibre superior,
produciéndose la eyeccion de la leche. Ademas, produce hipertrofia e hiperplasia del
acino lactifero (Vargas, 2019). Unido a la succién del bebé, permite un vaciado correcto
de la mama. (Gutiérrez De Teran Moreno, 2015). Es importante el contacto piel con
piel al momento del nacimiento, ya que, en un estudio, cuando las crias de rata son
separadas de sus madres, causa alteracion de la funcion de barrera mucosa en el
colon distal, debido al aumento de permeabilidad y la adherencia y penetracion
bacteriana, y al momento de restaurar el contacto madre-hijo, algunas funciones de la
barrera volvieron a la normalidad en varios dias (Gareau et al., 2006). No hay suficiente
informacion de los efectos de la OT en el neonato, sin embargo, las pocas
investigaciones al respecto nos hablan de que la OT y su receptor tienen efectos
importantes en las neuronas presentes en el intestino y su combinacion con secretina
muestra efectos antiinflamatorios en modelos de colitis, asimismo, los ratones sin OTR
presentan problemas en la estructura intestinal, motilidad, permeabilidad y respuestas
inflamatorias, por lo que la OT parece jugar un papel crucial en el desarrollo y funcion
intestinal temprana, regulando su expresién durante la lactancia, especialmente hacia
las células madre en las criptas intestinales (Klein et al., 2017). La OT ademas puede
inhibir la sefalizacion de mTOR, y, por tanto, reduce las lesiones de la mucosa
intestinal provocadas por la inflamacion, que pueden derivar a enterocolitis necrosante
(Klein et al., 2013); (Wang et al., 2020). Sus efectos antiinflamatorios podrian

desempenar un papel vital en el desarrollo, supervivencia y funcion de los enterocitos
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del intestino delgado en recién nacidos durante la colonizacion microbiana del
intestino, coincidiendo con el periodo de lactancia (Klein et al., 2016). Existe evidencia
que sugiere que la OT, junto con otros neuropéptidos como la secretina (S), son
cruciales en el condicionamiento de patrones de comportamiento adaptativo en bebés,
si estos mecanismos son andmalos, existen trastornos del desarrollo, como el autismo
(Welch & Ruggiero, 2005).

La OT en el cerebro y la sangre tiene amplias funciones en las actividades mentales y
fisicas, estas funciones estan mediadas por receptores de OT (OTRs) que se
distribuyen en un amplio espectro de tejidos con un dimorfismo sexual dramatico (N.
Liu et al., 2022). El papel central de la OT en el comportamiento y la fisiologia es
estrechamente dependiente de hormonas esteroides y el género, la distribucion de la
OT vy los receptores especificos de ésta son mas abundantes en las mujeres. La
expresion de OTR desempefia un papel no sélo en el utero, sino también en otros
tejidos humanos: riidn, ovario, corazon, endotelio vascular, y otros (Lopez-Ramirez et
al., 2014). Las funciones de la OT dependen de la distribucién de las OTR y del cambio
relativo en los niveles de OT. En el cerebro y la médula espinal, la activacion de los
OTR se asocia con una variedad de actividades mentales, como la memoria social, el
vinculo de pareja, el comportamiento maternal y la agresion y comportamientos
instintivos como la actividad sexual, la ansiedad, la alimentacion y la percepcion del
dolor. La OT producida localmente puede promover la diferenciacion de las células
timicas, inhibir la inflamacién, proteger el corazén de la lesion isquémica, y suprimir la

metastasis del cancer colorrectal (N. Liu et al., 2022).

Cuando OT se libera de forma periférica, interviene en las contracciones uterinas para
el trabajo de parto y la produccion de leche, por otra parte, al ser liberada en el sistema
nervioso central (SNC), facilita las conductas del cuidado materno en diferentes
especies, relacionados a una mejor interaccién entre madres y bebés, asimismo, se
observa un rol similar en la conducta paterna y promueve la agresién defensiva y
ofensiva, regulado por el sistema limbico, por ejemplo, cuando la madre percibe un

potencial peligro para sus crias; la OT excita neuronas GABAérgicas de la amigdala
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central y lateral, que a su vez inhiben a las neuronas que se encargan de aumentar las
respuestas comportamentales del miedo, por lo que se concluye que la OT modula las
respuestas automaticas de miedo por sus efectos en la amigdala. Ademas, en la
funcién social de la OT se indica que tiene efectos en la preferencia social y en la
disminucién de los efectos comportamentales (evitacion y escape), pero no en la
activacion de la amigdala; sugiriendo que la OT podria revertir la evitacion social
inducida por el estrés y por lo tanto podria ser de uso para el tratamiento de la fobia y

disfuncion sociales en humanos (Florez-Acevedo & Cardenas-Parra, 2016).

La OT es liberada a la circulacién en forma pulsatil mediante estimulos sensoriales
(Augustine et al., 2018). En el caso de la mujer embarazada por estiramiento cervical
y vaginal, y por estimulacion del seno (Lippert et al., 2003). En condiciones basales,
los niveles circulantes de OT son relativamente constantes, pero, durante el parto y la
lactancia, la liberacion pulsatil de OT desencadena la contraccién ritmica del utero
durante el parto y la eyeccidon de leche durante la lactancia. Los cuerpos celulares y
las dendritas de las neuronas liberadoras de OT también estan densamente poblados
de vesiculas neurosecretoras que se liberan por exocitosis. (Augustine et al., 2018).
En mamiferos, se han identificado OTRs en un amplio espectro de tejidos, incluyendo
el rindn, corazon, timo, pancreas, adipocitos y otros sitios ademas del sistema nervioso
central (SNC) (N. Liu et al., 2022). La sintesis de receptores de OT es estimulada por
el estradiol e inhibida por la progesterona. El utero no gestante responde a la
administraciéon de OT en presencia de estradiol con un aumento de la actividad
peristaltica, por lo que no se puede reducir su funcién de manera exclusiva al embarazo
(Lippert et al., 2003). El estrégeno estimula la expresion de OTR en el hipotalamo, el
utero y las glandulas mamarias. En las mujeres, las OTR se localizan especificamente
en las células mioepiteliales de las glandulas mamarias y en el miometrio y endometrio
del utero. Las acciones periféricas de la OT se asocian comunmente con la contraccion
del musculo liso, particularmente en los tractos reproductores femenino y masculino
(N. Liu et al., 2022). La lactancia materna se asocia también con la administracion de

cantidades significativas de OT proveniente de la madre a los neonatos, sugiriendo
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que confiere proteccion a largo plazo contra la inflamacién gastrointestinal (Gl) (Welch
et al., 2010).

Asimismo, la OT se une a su receptor, induciendo la movilizacion del Ca2* en las
células musculares lisas del utero y del miometrio (Lopez-Ramirez et al., 2014). (Figura
3). El receptor de OT es el producto proteico codificado por el gen OTR que se localiza
en 3p25-3p26.2 en el cromosoma humano, conformando una familia de receptores de
siete transmembranas (7TMR) pertenecientes a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (Alanazi et al., 2020), su activacién esta regulada por el colesterol como
modulador alostérico, teniendo un perfil de expresion especifico del tejido (N. Liu et al.,
2022). La unién de OT a su receptor induce la formacién del inositol trifosfato (IP3),
que a su vez promueve la liberacion intracelular de Ca?*. En las células mioepiteliales
mamarias y el miometrio uterino, los complejos Ca?*-calmodulina formados activan la
actividad de la quinasa de cadena ligera de miosina, que a su vez inician contracciones
del musculo liso. Se especula que la misma cascada de sefalizacion intracelular tiene
lugar en las células musculares lisas del intestino. El OTR también estimula la via de
la quinasa regulada por sefales extracelulares 1/2 (ERK1/2), que conduce a un
aumento de la proliferacién celular en algunas células, como los astrocitos (Alanazi et
al., 2020).

Mediante la activacion de los OTRs, la OT provoca la activacién de una serie de
eventos de sefalizacion intracelular, como el aumento de la ciclooxigenasa-2, las
proteinas quinasas 1 y 2 reguladas por sefiales extracelulares, y la proteina quinasa
A; bajo la regulacion de estos factores extracelulares e intracelulares, la actividad
neuronal de OT y la secrecion de OT pueden satisfacer las demandas de la actividad

corporal en respuesta a los cambios ambientales (N. Liu et al., 2022).

En conclusion, OT desempeina acciones clave en la regulacion de la salud y la
enfermedad en las mujeres en diferentes etapas de la vida, por ejemplo, durante la
menstruacion, promueve la secrecion de hormonas que facilitan la ovulacion, en el
embarazo, contribuye al comportamiento maternal, |la lactancia y la contraccién uterina

al final del término, siendo que esta contraccién es facilitada por cambios en los
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canales ionicos y la expresion de receptores de OT, en el parto, la OT acelera la
expulsion del feto y reduce la hemorragia posparto y durante la lactancia, es crucial
para el reflejo de expulsion de leche y el comportamiento materno, debido a esto, los
problemas en la secrecion de OT pueden explicar la depresién materna y la
insuficiencia en la produccién de leche, asi como en la menopausia, que puede
contribuir a sintomas y enfermedades asociadas (N. Liu et al., 2022). La activacion de
OTR’s conduce a tres mecanismos diferentes de union a las proteinas GTP. El
mecanismo principal estd mediado por el camino de ida G/PLC/nsP, Cuando la OT se
une a receptores especificos de OT, se active proteinas G de tipo rodopsina (clase )
Gq Y luego fosfolipasa C (PLC) que induce la escision de PIP2 a inositotrifosiato (InsP3)
y diacilglicerol (DAG). InsP3 induce la liberacién de Ca?* de los depdsitos de Ca?* a
través de InsP3R y en algunas células, a causa del Ca?* induce la liberacién de Ca?*
(CICR) a través del receptor de rianodina (RyR). La activacion de Gq también provoca
la despolarizacion de la membrana que, a su vez, activa los canales de Ca2+ activado
por voltaje (VGCCs) y luego da la entrada a Ca?* a través de VGCCSs. Asi, el aumento
de Ca?* citosolico ((Ca?*]) estimula CaMK después de la union a la proteina de unién
de Ca?" Calmodulina. EI complejo Ca2+/CaM activa entonces CaMK y provoca
diversas respuestas celulares, tales como las contracciones del musculo liso o induce
la activacion de varios tipos de enzimas, tales como NOS o de PI3K. DAG causa la
activacion de la proteina cinasa C (PKC) y también diversas respuestas celulares
(Viero et al., 2010). (Figura 5)
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Figura 5. Mecanismo de accién de OT (Viero et al., 2010).

Antecedentes

Bases fisioldgicas del intestino delgado

El intestino delgado es un tubo contorneado de aproximadamente 2.5 cm de diametro,
gque en una persona viva puede llegar a medir 3 metros de largo, sin embargo, al
momento de la defuncion, por la relajacién del musculo liso, se alarga a unos 6 metros.
Comienza en el extremo distal del estbmago, en el esfinter pilérico y termina en la
valvula ileocecal, en donde se une al colon. (Hull, 2011) Se divide en tres regiones:
duodeno, yeyuno e ileon. La pared del intestino delgado esta compuesta por cuatro
capas que tienen diferentes tipos celulares (Figura 6) (Tortora & Derrickson, 2018). La
mucosa es la capa que esta en contacto directo con el lumen del tubo, y se subdivide

en tres capas (Gal Iglesias et al., 2007).
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- Superficie de la mucosa: Contiene dos tipos de células epiteliales:

o Células absortivas: Digieren y absorben nutrientes del quimo.
o Células caliciformes: Secretan moco.

- Células epiteliales: Se extienden en direccion inferior desde la superficie de la
mucosa para formar glandulas intestinales (Criptas de Lieberkihn), que
secretan jugo intestinal. Ademas de las células absortivas y caliciformes,
contiene:

o Células de Paneth: Secretan lizosima (bactericida), ademas, tienen
capacidad de fagocitosis.
o Células enteroenddcrinas:
= Células S: Secreta secretina
= Células CCK: Secreta colecistocinina
= Células K: Secreta péptido insulinotrépico dependiente de glucosa
(GIP)

- Lamina propia de la mucosa: Contiene tejido linfoide abundante, incluyendo

nodulos linfoides solitarios y agregados (Placas de Peyer)

- Pliegues circulares, vellosidades y microvellosidades
(Tortora & Derrickson, 2018)

La tercera capa es denominada muscularis mucosae, constituye la pared externa de
la pared del tracto gastrointestinal y consiste en dos capas de musculatura lisa, interna

circular y externa longitudinal (Gal Iglesias et al., 2007).
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Figura 6. Morfologia del intestino delgado, adaptacion de (Antfolk & Jensen, 2020).

En el intestino delgado, la estructura muscular desempefia un papel crucial, siendo
responsable de mantener la forma adecuada de la capa mucosa, distribuir los
alimentos digeridos, impulsar y mezclar su contenido mediante movimientos de
peristalsis. Debido a esto, esta region presenta una capa muscular mas gruesa en
comparacion con otros segmentos del sistema digestivo. La contraccion muscular
incrementa la altura de los pliegues de la mucosa, lo que facilita la absorcidon de
nutrientes. La capa muscular longitudinal del intestino es mas delgada que la capa
circular y se va haciendo aun mas delgada a medida que se aproxima al colon. A
diferencia de la capa longitudinal, la capa circular tiene una disposicion en forma de
anillos que se superponen, y es responsable de iniciar los movimientos peristalticos.
En la parte final del intestino delgado, la capa muscular se engrosa para formar el
esfinter ileosecal, el cual permanece en gran medida contraido. (Diaz-Rubio & Diaz-
Rubio, 2007).
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Su morfologia establece una barrera semipermeable entre el medio interno y externo,
mediante uniones intercelulares. Esta funcion de barrera intestinal es un sistema de
defensa compuesto por elementos extracelulares como celulares que actuan de forma
coordinada para impedir el paso de antigenos, toxinas u otros productos nocivos,
manteniendo el correcto desarrollo del sistema inmune o tolerancia hacia antigenos de
la dieta, por lo tanto, la alteracion de sus mecanismos favorece el desarrollo de una
respuesta inmune exagerada o desarrollo de enfermedades inflamatorias en el tracto
digestivo. (Salvo-Romero et al., 2015). Las células intestinales estan unidas entre si
por complejos de unién intercelulares, que miden de 0.1 a 0.6 ym y actuan como
barrera de difusion. (Herrera Ruiz et al., 2012) Se clasifican como uniones estrechas,
que permiten un cierre hermético entre las células que forman el epitelio, uniones
adherentes, uniones mecanicas resistentes, que constan de desmosomas vy
hemidesmosomas, y las uniones comunicantes o “gap”, que actuan como un medio de
comunicacion entre las células vecinas. (Alberts, 2011) Las moléculas en el lumen
intestinal pueden pasar a través del epitelio por la via transcelular, en donde pasan
iones y solutos que atraviesan el epitelio utilizando canales, transportadores y bombas
o ATPasas, o por la via paracelular, en la que el movimiento transepitelial se produce

por el espacio intercelular entre las células vecinas. (Groschwitz & Hogan, 2009)

Las uniones estrechas o “tight junction” desempefan una funcién clave en la via
paracelular, ya que mantienen el transporte unidireccional a través de los epitelios
sellando las células vecinas de manera que las moléculas hidrosolubles no pueden
pasar con facilidad por la via paracelular, aunado a mantener la polaridad de las células
epiteliales al evitar el movimiento de las proteinas entre las membranas apical y

basolateral. (Arenas Bazan, 2017)

El intestino delgado en personas sanas permite la absorcion de agua, iones, vitaminas,
azucares simples, grasas simples y aminoacidos, pero su impermeabilidad es
imperfecta, ya que péptidos pequefios y aminoacidos pueden cruzar facilmente la
barrera intestinal, en menor proporcién, también lo hacen los péptidos mas grandes y

algunas proteinas atraviesan la mucosa, aunque en menor cantidad (Seignalet et al.,
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2014). Estudios estiman que aproximadamente 1/1,000 de las proteinas intactas llegan
a la sangre portal. Dicha permeabilidad intestinal esta regulada por péptidos
sintetizados tanto por el sistema nervioso como por células enddcrinas del tracto
digestivo y pancreas, sin embargo en condiciones patoldgicas, la permeabilidad puede
aumentar debido a la adherencia de microorganismos a la mucosa intestinal,
medicamentos, disminucién de prostaglandinas o efectos en las mitocondrias, lo cual
puede llevar a la muerte celular y atrofia de las vellosidades intestinales, aunado a
esto, la fijacion de interferon gamma o interleucina 4 (moléculas presentes en procesos
inflamatorios), a receptores en los enterocitos puede alterar la resistencia eléctrica
temporalmente (Seignalet et al., 2014). Otros procesos patolégicos como la
enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, intolerancias alimentarias o infecciones
intestinales cursan con problemas de permeabilidad en el intestino, y esto surge por
debilitamiento de las uniones oclusivas y/o por degradacion de la capa de mucosa que
protege el tracto gastrointestinal. El contenido luminal del intestino afecta la integridad
y correcto funcionamiento de la barrera epitelial in vivo e in vitro (Abecia & McCartney,
2009). Por otro lado, de manera innata, el tracto gastrointestinal del recién nacido es
inmaduro, con una alta permeabilidad (Sabillén & Abdu, 1997). Se define que un
epitelio es permeable cuando presenta un voltaje transepitelial bajo y baja resistencia,
y aquellos con un voltaje transepitelial alto y resistencia alta se consideran
impermeables (Feldman et al., 2021). La permeabilidad intestinal normal se traduce
por una resistencia eléctrica transepitelial superior a 1.000 ohms por centimetro

cuadrado (Seignalet et al., 2014).

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER) es definida como la resistencia que ejerce
el tejido al paso de iones a través de la membrana celular, para ello se pueden utilizar
sustancias inertes que traspasan la mucosa sin transformacion ni ayuda (Noceto Turk
et al., 2018).

Las alteraciones de la unién estrecha se indican facilmente mediante los cambios de
TEER, sin embargo, para estudiar la permeabilidad intestinal y la integridad de los

tejidos o los modelos de cultivo celular, es necesario aplicar mediciones de marcadores
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de permeabilidad de diferentes tamafios. Dependiendo del tamafio, los marcadores se
utilizan como sondas paracelulares o transcelulares en estudios in vitro y ex vivo. Las
bacterias pueden utilizarse no s6lo como marcadores de permeabilidad, sino también

para estudiar las interacciones con el epitelio (Schoultz & Keita, 2020).

Las uniones estrechas de las vellosidades tienen una resistencia mayor que las de las
criptas. Estructuras compuestas por proteinas de membrana e intracelulares, definen
las propiedades fisicas y biolégicas del espacio paracelular y la comunicacién entre
células contiguas. La union estrecha bicelular (entre dos células), llamada zona
ocluyente (ZO), incluye proteinas de membrana como claudinas, ocludinas, moléculas
de adhesiodn, tricelulinas, entre otras. Las claudinas son una familia de 26 proteinas
transmembrana que forman poros y determinan la selectividad de carga, la ausencia
de éstas debilita la resistencia transepitelial. La mayoria de las proteinas
trasmembrana interactua con proteinas de andamiaje asociadas a membrana o
citosolicas, y las proteinas de soporte unen las proteinas de membrana a una serie de
proteinas cinasas, fosfatasas, y elementos del citoesqueleto (actina y miosina),
permitiendo una red compleja que regula la permeabilidad paracelular. El conocimiento
actual sobre el movimiento de iones, solutos y liquido a través del epitelio proceden de
varios estudios in vitro (modelos reduccionistas de lineas celulares o laminas
epiteliales aisladas) y métodos complejos (modelos animales, técnica de perfusion de
triple luz in vivo, organoides o monocapas epiteliales). En dichos modelos, se enfatiza
el movimiento transepitelial de iones (sodio, principalmente) desde la mucosa a la
serosa (conduciendo la absorcion de liquido), cloro en direccion contraria conduce a la

secrecion de liquido (Feldman et al., 2021).

El intestino delgado presenta ademas dos patrones motores fundamentales que
apoyan estos mecanismos de proteccion, siendo el primero el peristaltismo, que
provoca la propulsién para mover el contenido en direccion anal, y la segmentacion,
que provoca la mezcla para favorecer la absorcion de nutrientes y agua (Huizinga et
al., 2014). Asimismo, existen moduladores de los movimientos peristalticos como el

oxido nitrico (NO), un neurotransmisor producido en respuesta de la estimulacion
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nerviosa causando relajacion del musculo liso del tracto digestivo (Takahashi, 2003).
Sin embargo, existen otros estudios que nos hacen cuestionar el papel del éxido nitrico
en el tejido intestinal, puesto que la inhibicidn de la sintesis de 6xido nitrico elimina las
contracciones ritmicas regulares en el intestino delgado de rata in vivo e in vitro; por
ejemplo, en el duodeno (in vitro) y yeyuno (in vivo) de rata, los grupos de contracciones
aumentan en amplitud y frecuencia tras el inhibidor de la NOS, cambiando la
naturaleza de las contracciones, haciéndolas mas frecuentes, irregulares y propulsivas
(Bogeski et al., 2005); (Ferens et al., 2005). Asimismo, en el intestino delgado, los
nervios nitrérgicos pueden generar NO, como respuesta a las condiciones de
transporte, facilitado por su conectividad a través de uniones gap, asi como regula el
acoplamiento de las uniones entre neuronas centrales (Nagy et al., 2014); (Parsons &
Huizinga, 2021). Este mecanismo de control por el NO es similar a lo observado en
otros tejidos como los vasos sanguineos, que dependen de una produccion constante
de este por parte de las células endoteliales para mantener el ritmo de la contraccion-
relajacion (Matchkov V. V., 2010), aunque en otros estudios se determina que la
administracion de NO (10" a 3x10® M) en el musculo longitudinal del intestino,

provoca contraccion inmediata (Barthd & Lefebvre, 1994).

Efectos de prolactina en el aparato digestivo

Anteriormente, se ha investigado en conejos el efecto de la PRL en la secrecion de
leche y la permeabilidad del epitelio mamario, determinandose que el tratamiento con
PRL aumenté la concentracion de lactosa y el potasio (K) en la leche, mientras que
disminuyd los niveles de sodio (Na) y cloro (Cl) en la etapa avanzada de la lactancia.
De esta manera, se sugiere que la PRL afecta el transporte paracelular de iones y
pequeias moléculas a través del epitelio mamario, siendo este mecanismo
responsable de los cambios en la composicion de la fase acuosa de la leche (Linzell
et al., 1975).

Durante el embarazo, la masa de los islotes del pancreas aumenta y la secrecion de

insulina se vuelve cada vez mas sensible a la estimulacion de la glucosa, por ende, se
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ha llegado a la hipétesis de que los receptores PRL de las células 3 del pancreas tienen
un papel central en la adaptacién de los islotes al embarazo. C. Huang et al., 2009
afade validez a este modelo al demostrar que una consecuencia de la deficiencia de
receptores de PRL es que conduce a una condicion de diabetes gestacional en la que
los islotes no consiguen adaptarse a la mayor necesidad de insulina (Sorenson &
Brelje, 2009). En islotes de ratas neonatales, la PRL homdloga de rata (rPRL) aumenté
la secrecién de insulina, en conclusion, este estudio demuestra que rPRL tiene efectos
directos sobre el crecimiento de islotes de ratas adultas y neonatales in vitro (Brelje &
Sorenson, 1991). Se ha determinado que hay receptores para PRL en el higado, bazo
y pancreas, ademas, se ha demostrado que causa regeneracion hepatica después de
la hepatectomia parcial; produce crecimiento del intestino delgado y acelera el
transporte de bilis y taurocolatos durante la lactancia; aunado a la modulacion de la
proliferacion de células beta del pancreas (Velasquez & Fernandez-Michelena, 2004).
Para evaluar el papel regulador de la PRL en la funcién secretora de bilis en el
embarazo y periodo postparto de ratas, en un estudio las ratas fueron inyectadas con
bromocriptina para bloquear la secrecion de PRL, en el que, en un conjunto separado
de experimentos, a las ratas ovariectomizadas a las que se les implantaron
minibombas osmaticas que contenian concentraciones variables de PRL ovina (oPRL)
en dosis de 100, 250 y 500 microgramos/dia aumentd significativamente el flujo biliar
maximo y la tasa maxima de secrecion de acidos biliares (SRm) de forma dependiente
de la dosis, se sugiere que la actividad lactogénica es un potente regulador de la
funcién de los islotes, se apoya la hipotesis de que los lactégenos, ya sea como PRL
o como lactégeno placentario, son reguladores de la funcion de los islotes durante el
embarazo (Y. Liu et al., 1992).

Las acciones intestinales de la PRL y OT han sido poco descritas, sin embargo, se
sabe que la PRL estimula la absorcion intestinal de calcio, aumenta el recambio éseo
y reduce la excrecion renal de calcio. El intestino delgado, que es el unico érgano que
aporta calcio nuevo al organismo, expresa intensamente ARNm y proteinas de
receptores de PRL, especialmente en el duodeno y el yeyuno, lo que indica que el

intestino es un tejido diana de la PRL. En las ratas hembra, la exposicion aguda y a
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largo plazo a niveles elevados de PRL aumenta significativamente el transporte
transcelular activo, el inducido por el arrastre de disolventes y el pasivo de calcio en el
intestino delgado. Estos efectos se observan no sélo en animales prefiados y lactantes,
sino también en animales no prefiados y no lactantes. Los animales jovenes son mas
sensibles a la PRL que los adultos. Las senales de transduccién a nivel celular y
molecular de la PRL en los enterocitos son en gran medida desconocidas y aun
requieren investigacion (Charoenphandhu & Krishnamra, 2007). En la lactancia, la PRL
no solo es una hormona importante para la lactogénesis, sino también para la
regulacion del metabolismo general del calcio en el embarazo y la lactancia, en parte
mediante la estimulacién de la reabsorcién renal de calcio y la absorcion transcelular
de calcio en el intestino delgado. (Nakkrasae et al.,, 2010). Tres canales de calcio,
TRPV5, TRPV6 y Cav1.3, se expresaron conjuntamente en la membrana apical de
células epiteliales duodenales, yeyunales y colonicas. (Hoenderop et al., 2001); (Peng
et al., 2000).

Se examino la implicacién de TRPV5 en la absorcién de calcio estimulada por la PRL
en monocapas epiteliales intestinales de linea celular caco-2, humana, por su facilidad
de ser manipuladas genéticamente y caracteristicas del intestino delgado como la
presencia de borde en cepillo, expresion de enzimas como sucrasa-isomaltasa y
expresion de transportadores celulares de calcio, asi como la expresién de receptores
de PRL funcionales, para proporcionar evidencia de que Cav1.3 era el unico canal de
calcio que mediaba el transporte de calcio estimulado por PRL. Anteriormente,
(Charoenphandhu et al., 2006), demostraron que la PRL mejoraba el transporte
transcelular de calcio al aumentar la captacion de calcio apical (borde en cepillo)
(Nakkrasae et al., 2010) Durante la ultima década, se ha postulado que el Familia de
canales del potencial receptor transitorio (TRP) Subgrupo TRPV ("V" de vanilloide) 6
(TRPVG) es el principal canal de calcio para la entrada apical de calcio en el intestino
delgado, mientras que se pensaba que el Familia de canales del potencial receptor
transitorio (TRP) Subgrupo TRPV ("V" de vanilloide) (TRPV5), cuya expresion es
mucho menor que la del TRPV6 tanto en el duodeno (Van Cromphaut et al., 2001)

como en las células Caco-2, desempenaba un papel menor. No obstante, los TRPV5
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y TRPV6 intestinales podrian ser importantes para aumentar el transporte transcelular
de calcio en determinadas condiciones estimulantes, como la acidosis metabdlica
cronica y la exposicion prolongada a estrogenos o 1,25(0H)2D3. Ademas, se sugiere
que la permeabilidad paracelular aumentada por PRL no tiene relaciéon con las
funciones de estos tres canales de calcio, aunque el reordenamiento citoesquelético
perijuncional, un paso inicial para aumentar la permeabilidad paracelular, puede estar
controlado, en parte, por la entrada de calcio apical (Nakkrasae et al., 2010). Posterior
a esto, se demostré que la fosforilacion de serina de la proteina de la unién estrecha
claudina-15 era esencial para el transporte paracelular de calcio potenciado por PRL
en la monocapa Caco-2 (Charoenphandhu et al., 2009). Los cambios en la expresion
de claudina en las ceélulas absorbentes intestinales estaban estrechamente
relacionados con el aumento del transporte paracelular de calcio, por lo que es posible
que la PRL actue en el intestino mediando la permeabilidad celular por la regulacion
de las proteinas de uniones estrechas para la entrada del calcio por la via paracelular.
(Jantarajit et al., 2007). Se ha determinado que la PRL también aumenté el movimiento
paracelular de calcio a través del epitelio duodenal de ratas macho de forma
dependiente de PI3K. Ningun cambio en el TER duodenal sugirié que PRL no amplié
simplemente las uniones estrechas para aumentar el movimiento paracelular del ion.
Mas bien, la sobreexpresion o fosforilacion de algunas proteinas de la familia claudina
(por ejemplo, claudina-2, -12 y -15) puede aumentar selectivamente la permeabilidad
de las uniones estrechas intestinales al calcio sin ampliarlas (Dorkkam et al., 2013).
Dorkkam et al., (2013) Se llevé a cabo un estudio en ratas macho para investigar los
efectos de la PRL sobre el transporte transepitelial de calcio en el duodeno, segmento
intestinal reconocido como el sitio mas eficiente para dicho transporte tanto celular
como paracelular en comparacion con otros segmentos intestinales, empleando la
técnica de camara de Ussing en tejidos duodenales ex vivo, la cual utiliza una lamina
plana de mucosa montada entre dos semicamaras llenas de buffer oxigenado
continuamente. Esta técnica permite estudios detallados sobre el transporte de iones,
la absorcion de farmacos, la absorcion de proteinas y diversos procesos

fisiopatolégicos en modelos animales y humanos, y proporciona un sistema avanzado
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que facilita la realizacion de estudios exhaustivos sobre la barrera intestinal, incluyendo
el uso de inhibidores y estimuladores (Schoultz & Keita, 2020), y como resultado en la
exposicion de PRL en la camara de Ussing, la hormona potencid el transporte
transcelular y paracelular duodenal de Ca?* en ratas macho, con la dosis de 200 ng/mL,
alter6 el TER duodenal. El transporte transcelular de Ca?* potenciado por la PRL
depende del canal de Ca?* tipo L. Tanto la Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica
(PMCA) y el intercambiador NCX1 Na+/Ca?', dos proteinas que regulan las
concentraciones intracelulares de Ca?* mediando el eflujo de Ca®* en las células
epiteliales absorbentes (Magyar et al., 2002), en el estudio, fueron esenciales para el
eflujo basolateral de Ca?" en el duodeno. JAK2, MEK, PI3K y Src mediaron la
senalizacion de PRL en las células duodenales de ratas macho. De hecho, se ha
informado de que estas quinasas median la sefalizacion de PRL en otros tipos
celulares, como hepatocitos, células endometriales, células mamarias, células Caco-
2. No obstante, se requieren mas investigaciones para demostrar en profundidad la
transduccion de sefales de PRL en las células epiteliales duodenales (Dorkkam et al.,
2013). La PRL es responsable de la adaptacion de la mucosa intestinal, posiblemente
para aumentar la superficie de absorcion, y mejorar la expresion de los transportadores
de calcio, que juntos podrian aumentar la absorcién de calcio. (Wongdee et al., 2016)
realizaron experimentos en ratas lactantes, con el objetivo de visualizar cambios en la
mucosa intestinal, la expresion de ARNm del transportador de calcio duodenal y la
expresion de proteina FGF-23 en el intestino de ratas lactantes, administrandose
bromocriptina, un potente inhibidor de la secrecién pituitaria de PRL, para determinar
los efectos de esta. En concreto, la lactancia provocé un aumento de la altura de las
vellosidades duodenal, yeyunal e ileal, asi como de la profundidad de las criptas
cecales, dichos cambios fueron abolidos por la bromocriptina, confirmando la
contribucion de la PRL a las adaptaciones de la mucosa en ratas lactantes. La qRT-
PCR revel6 ademas la regulacion al alza inducida por la PRL de las expresiones de
transportadores de calcio mas importantes, como TRPV6, PMCA1b y NCX1. La PRL

también aumento la expresion de FGF-23, un regulador de retroalimentacién negativa
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de la absorcién de calcio, tanto en el duodeno como en el ciego, que eran lugares de

alta tasa de absorcién de calcio (Wongdee et al., 2016).

Aunado a los experimentos anteriores, en un modelo ex vivo del segmento ileon de
intestino delgado aislado de cobayo, la administraciéon de PRL provoco contracciones
una vez que se administré al bafio de tejidos, por lo que la PRL parece tener un efecto
contractil en el musculo liso intestinal, involucrado en las contracciones peristalticas,
siendo inhibidos por la atropina, un farmaco antagonista muscarinico (anticolinérgico)
qgue bloquea los receptores muscarinicos, los cuales son activados por la acetilcolina,
causando relajacion del musculo liso, disminuyendo el tono, la amplitud y la frecuencia
de las contracciones peristalticas. A su vez, los efectos ejercidos por la PRL son
potenciadas por la neostigmina, un inhibidor de la colinesterasa, aumentando la
concentracion de acetilcolina al evitar su degradacion, lo que intensifica la estimulacion
de los receptores muscarinicos, incrementando las contracciones musculares
intestinales, sugiriendo que la PRL podria actuar indirectamente sobre el musculo liso
a través de la liberacion de acetilcolina y la activacion de los receptores muscarinicos,
correlacionandose con el aumento en el transito intestinal en ratones, aunque estos
datos no fueron publicados. Este hallazgo refuerza la informacion obtenida con el
informe de (Adams et al., 1976), en el que observaron que la atropina bloqueaba el
aumento de la actividad motora intestinal en ratones lactantes que presentaban niveles
elevados de PRL (Padmanabha Pillai et al., 1981).

Efectos de la oxitocina en el aparato digestivo

Principalmente, se han realizado estudios con OT para evidenciar sus efectos. En el
epitelio mamario, se ha investigado en conejos los efectos de la OT sobre la secrecion
de leche y la permeabilidad. Inmediatamente después de una dosis unica de 100 mu
(milinunidades) de OT no se evidenciaron efectos significativos en la composiciéon de
la leche, pero después de 1 u. (unidad) de OT, [Na] y [CI] presentes en la leche
aumentaron su concentracion significativamente. Veinticuatro horas después de 1 u.

(unidad) de OT, [Na] y [CI] de la leche disminuyeron, mientras que [K], lactosa, grasa
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y la concentracion proteica aumentaron. Durante una infusion intravenosa de OT, [Na]
y [Cl] de la leche aumentaron, mientras que la [K] y la [lactosa] disminuyeron. También
aumento el paso de sacarosa, Na y Cl de la sangre a la leche. Estos efectos de la OT
tienen relacion con la permeabilidad del epitelio mamario y las vias de circulacién de

los iones (Linzell et al., 1975).

Recientemente se ha demostrado la expresion de OT y OTR en el intestino, (Okumura
et al., 2022). OTR se concentra en las uniones adherentes apicales de los enterocitos
en la union cripta-vellosidad del duodeno de rata (Welch et al., 2009) y otros érganos
periféricos como en la mucosa y el musculo liso del cuerpo del estdmago, el duodeno,
el yeyuno y el ileon entre las ratas lactantes y postdestete (W.-J. Huang et al., 2008).
Estos resultados sugieren que el ARNm de la OTR es detectable en el tracto
gastrointestinal de las ratas y que la expresion de la proteina OTR en el tracto
gastrointestinal de las ratas disminuye durante la lactancia temprana, denotando que
los OTR entéricos no son exclusivamente neuronales, ya que los enterocitos expresan
este receptor y se concentran en los complejos de union, entre los limites entre cripta
y vellosidades, con la posibilidad de que regulen neuronalmente la permeabilidad
intestinal, asi como la modulacién de la proliferacion de las células de la cripta (Welch
et al., 2009). En un estudio, se observé que la permeabilidad intestinal macromolecular
en ratones knockout (OTRKO) para los receptores de OT era mayor que en ratones de
tipo silvestre (WT). En ratones WT, se administr6 OT exdgena (100 pg/kg) por via
subcutanea para evaluar su efecto en el tiempo total de transito gastrointestinal (GITT),
el vaciado gastrico, el transito intestinal delgado y la motilidad colonica. En ratones
OTRKO C57BL/6, se extrajo y monto el colon completo en un experimento separado
para obtener imagenes de los patrones motores espontaneos y crear mapas
espaciotemporales. El colon vacio se canulé en ambos extremos y se colocd en un
bafo de 6rganos horizontal, superfundido tanto con solucién de Krebs oxigenada a
35°C en el compartimento luminal como en el seroso. Se capturaron imagenes de la
actividad contractil utilizando una camara LoGITTech Quickcam pro colocada a 7-8 cm
sobre el intestino. Después de un equilibrio inicial de 30 minutos, se grabaron cuatro

videos de 15 minutos cada uno. Estos mapas espaciotemporales se utilizaron para
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medir la frecuencia de las contracciones migratorias motoras cecales (CMMC),
definidas como constricciones que se propagaron al menos el 50% de la longitud de
las preparaciones, asi como para evaluar la velocidad y longitud de propagacion de
estas contracciones. Los resultados refieren que la OT (5 x 107 M) disminuyo
significativamente tanto la frecuencia de los complejos motores migratorios colénicos
(CMMCs), como la velocidad de propagacion, que son parametros dependientes del
sistema nervioso entérico (ENS). La OT no afectd significativamente la longitud
contractil, lo que puede significar que no ejerce un efecto importante sobre el musculo
liso. OT, ademas, no logré alterar la frecuencia CMMC o la velocidad de propagacién
en el colon aislado de ratones OTRKO. Por lo tanto, la accién de la OT en el colon
aislado esta mediada por la OTR (Welch et al.,, 2014). En el mismo estudio, se
administré isotiocianato de fluoresceina (FITC)-dextrano por via oral y se midié su
fluorescencia en sangre después de 2 y 5 horas. Se evalud la permeabilidad en dos
momentos distintos después de la ingestién de FITC-dextrano para detectar posibles
cambios temporales en la permeabilidad in vivo. Se observo que la fluorescencia FITC
fue significativamente mayor en los ratones OTRKO que en los ratones WT tanto a las
2 como a las 5 horas después de la administracion de FITC-dextrano. En resumen, se
concluye que la permeabilidad macromolecular es mas alta en los ratones OTRKO en
comparacion con sus contrapartes WT, lo que sugiere que los complejos de unién entre
los enterocitos, que regulan la translocaciéon paracelular de macromoléculas, son
menos efectivos en los animales OTRKO que en los WT. Ademas, se realizé una
administracion intravenosa de peroxidasa de rabano (HRP), que se acumuld en el
espacio intercelular y se detuvo en las uniones estrechas apicales entre enterocitos
tanto en el intestino delgado como en el grueso de ratones WT y OTRKO. La longitud
del espacio intercelular donde se retuvo la HRP fue sistematicamente mayor en los
ratones OTRKO en comparacién con los WT, lo que sugiere que la OT actua
directamente sobre el intestino delgado y el colon para influir en funciones
gastrointestinales, incluida la permeabilidad intestinal. (Welch et al., 2014).

Una de las funciones de la OT en el colon es la proteccién de lesiones oxidativas

inducidas por acido acético, y en combinacion con la secretina (S), una hormona
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duodenal liberada en respuesta a la acidificacion de la luz intestinal (Welch et al.,
2010), evitan la inflamacion intestinal evitando la transmisién de sefales provocadas
por la misma a los nucleos paraventriculares, amigdala y corteza piriforme, (Welch et
al., 2014) ya que la S puede activar los nervios sensoriales vagales, y ademas, se
sintetiza en el cerebro y puede activar las neuronas hipotalamicas. (Welch et al., 2010).
En un estudio se indujo una inflamacion intestinal cronica mediante la administracién
rectal de acido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico (TNBS) y se determinaron los efectos de
la vagotomia subdiafragmatica y de las combinaciones de S y OT sobre la activaciéon
asociada a la inflamacion de las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo
(PVH), la amigdala central (CeA), la amigdala basolateral (BLA) y el cértex piriforme
(PIR). Las observaciones sugieren que las sefiales procedentes del intestino inflamado
por TNBS se transmiten a PVH, CeA, BLA y PIR independientemente del nervio vago;
esta sefalizacidén se antagoniza mediante la administracion periférica, pero no central,
de S/OT, por tanto, reduce tanto las manifestaciones de inflamacion en el intestino
como la excitacion de las neuronas centrales (Welch et al., 2010). La eficacia de la
combinacién S/OT para inhibir la activacion de las neuronas cerebrales asociadas a la
colitis parece estar relacionada con los efectos periféricos de estas hormonas (Welch
et al., 2014), asimismo, se evalua la relacidén entre la OT y la colecistoquinina (CCK),
una hormona sintetizada en las células endocrinas de la mucosa del intestino delgado
que se libera en la sangre tras la ingestion de alimentos grasos y ricos en proteinas,
actuando sobre los nervios vagales aferentes, las neuronas del plexo mientérico y
directamente sobre las células musculares intestinales, en la que su estrecha relacién
data de la evidencia de que los péptidos CCK también se sintetizan en las neuronas
hipotalamicas oxitocinérgicas. La CCK administrada sistémicamente y los alimentos
estimulan la secrecién hipofisaria de OT en la rata a través de las neuronas vagales
aferentes. Tanto las neuronas parvocelulares que se proyectan al complejo vagal
dorsal como las magnocelulares que se proyectan a la hipdfisis secretan OT en
respuesta a la CCK, aunado a que la liberacion de OT tras una comida es secundaria
a la hipercolecistocininemia (Sjolund et al., 2002). En otro estudio se evalud el efecto

de la OT en la motilidad duodenal en ratas hembras, en el que el efecto inhibidor de
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los altos niveles de OT sobre la motilidad intestinal se puede explicar por el alto nivel
de colecistoquinina (CCK) en el duodeno, aunado a que estos efectos también pueden
atribuirse al efecto de la OT sobre los adrenoceptores (-2 coexpresados con OTR en
el duodeno y dicha coexpresion de OTR puede estar puede estar acoplada a una
nueva via de adrenoceptores -2 que produce este efecto inhibidor, ya que las dosis
bajas de OT aumentan la motilidad duodenal, pudiendo explicarse esto por un
mecanismo indirecto (Abood & Ahmed, 2012). La regulacién de la liberacién de OT en
los seres humanos y su efecto sobre la funcién intestinal, asi como sus interacciones

con otras hormonas deben evaluarse mas a fondo (Sjolund et al., 2002).

El papel del é6xido nitrico en la funcidn intestinal

EI NO es un radical libre producido por la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS), se expresa constitutivamente en las células endoteliales y
endocardicas, promoviendo la angiogénesis y la vasodilatacion. (Gonzalez et al.,
2008). EI NO es una molécula que tiene diversas funciones, como ser un segundo
mensajero intracelular e intercelular, producido desde la activacion de la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS). Existen tres isoformas de NOS, dos de éstas isoformas
participan en respuestas fisiolégicas normales, por ejemplo, NOS neuronal (nNOS)
esta localizado en las neuronas (Takahashi, 2003), cuyas funcién se ha demostrado
que interviene en la regulacion central de la presidn arterial mediante la induccion de
hipertension sistémica al bloquear la actividad de la nNOS en la médula y el
hipotalamo, asimismo, los efectos de la nNOS en la regulacion del tono vascular son
independientes de sus efectos en el SNC. La produccion de NO por nervios que
contienen nNOS (nervios nitrérgicos) estimula la guanilil ciclasa sensible al NO y
disminuye el tono de los musculos lisos inervados en la periferia, incluidos los vasos
sanguineos, ademas, en la fosforilacion de la nNOS participan las proteinas cinasas
dependientes de Ca?*/calmodulina (CaM), la proteina cinasa dependiente de AMP
ciclico (PKA), la proteina cinasa dependiente de GMPc y la proteina cinasa C (PKC),

en cambio, la relajacién de las células musculares lisas estd mediada por el GMP
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ciclico (Pourbagher-Shahri et al., 2021) (Figura 7). En la periferia, muchos tejidos
musculares lisos estan inervados por nervios nitrérgicos, es decir, nervios que
contienen nNOS y generan y liberan NO, por ende, algunas alteraciones del tono del
musculo liso del tracto gastrointestinal como la enfermedad por reflujo gastroesofagico,
pueden estar relacionadas con una sobreproduccion de NO por la nNOS en los nervios
nitrérgicos periféricos (Forstermann & Sessa, 2012). NOS endotelial (eNOS) esta
localizado en el endotelio (Takahashi, 2003). La eNOS, principal generadora de NO en
el endotelio vascular, esta presente en diversos tipos celulares como cardiomiocitos,
plaquetas, neuronas cerebrales especificas, sincitiotrofoblastos placentarios y células
epiteliales tubulares renales. Su actividad es regulada principalmente por la
calmodulina activada por Ca?*, que aumenta la produccion de NO al incrementarse el
Ca?* intracelular. Ademas, la proteina de choque térmico 90 (hsp90) actia como
modulador alostérico, favoreciendo la actividad de la eNOS. La caveolina-1, por otro
lado, actua como inhibidor ténico de la eNOS localizada en caveolas, y su ausencia
produce mayor relajacion endotelial en ratones. La eNOS puede ser activada por
estrés de cizallamiento de fluidos, independientemente del aumento de Ca?*
intracelular, mediante fosforilacién en residuos de serina (Ser), treonina (Thr) y tirosina
(Tyr) (Figura 7). Durante este proceso de regulacion por fosforilacion, los cambios en
la actividad de las fosfatasas también pueden influir significativamente en la generacion
de 6xido nitrico (Pourbagher-Shabhri et al., 2021). NOS inducible (iNOS) normalmente
no esta presente en tejidos con en condiciones fisioldégicas normales, éste es inducido
durante los procesos inflamatorios, por ejemplo, los macréfagos lo producen en
procesos inflamatorios (Takahashi, 2003) (Figura 7). Una vez expresada, la iNOS esta
constantemente activa y no esta regulada por las concentraciones intracelulares de
Ca?*, por ultimo, la produccion excesiva de NO por la iNOS desempeiia un papel
crucial en el shock séptico (Forstermann & Sessa, 2012). Se ha demostrado que el NO
producido por macréfagos murinos es responsable de las alteraciones del ciclo de
Krebs y de la acumulaciéon de citrato asociada a la polarizacion, ademas, los
macrofagos desvian el piruvato de la piruvato deshidrogenasa (PDH) de forma

dependiente del NO e independiente del factor inducible por hipoxia 1a (Hif1a),
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promoviendo asi la anaplerosis basada en glutamina, en el que la acumulacién de NO
conduce a la supresion y pérdida de los complejos mitocondriales de la cadena de
transporte de electrones (ETC). Se revela que la reconfiguracion metabdlica de los
macrofagos, in vitro e in vivo, depende de que el NO se dirija a vias especificas, lo que
resulta en una menor produccién de mediadores inflamatorios (Palmieri et al., 2020).
El NO tiene un impacto funcional en la acumulacion de metabolitos caracteristicos de
la polarizacion de macréfagos M1, como el citrato, el succinato y el itaconato,

elevandose también la captacion de glucosa (Pourbagher-Shahri et al., 2021).
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Figura 7. Mecanismos de accion de las NOS. (Boucher et al., 2014; Dimmeler et al.,
1999; Hubbard & Miller, 2007; Montagnani et al., 2001)

En el tracto gastrointestinal se ha demostrado que el NO es un neurotransmisor
inhibidor no adrenérgico, no colinérgico (NANC), que atraviesa facilmente las
membranas celulares y es producido en respuesta de la estimulacion nerviosa
causando relajacion del musculo liso del tracto digestivo (Takahashi, 2003). En el tracto
gastrointestinal de una persona adulta, la mayor parte de neuronas que producen NO
se encuentran en el plexo mientérico donde actuan como inhibidoras y motoneuronas
(Ceregrzyn & Kuwahara, 2002). Asimismo, se ha propuesto que los nervios nitrérgicos,
que secretan NO, desempenan un papel fundamental en la direccidn de las actividades
peristalticas en todo el tracto gastrointestinal (Parsons & Huizinga, 2021). Por otro lado,
la inhibicidn de la sintesis de NO provoca un aumento en la contraccién sostenida o
tono muscular en el musculo liso del estdmago, por lo que el éxido nitrico puede actuar
para relajar estas fibras musculares (Meile et al., 2006). Asimismo, en otro estudio se
compara el NO y acetilcolina (ACh) como efectores de los movimientos inhibitorios y
excitatorios, respectivamente, en el tono muscular del tracto gastrointestinal, para la
modulacién de la peristalsis in vitro, aunado a un hallazgo importante que indica que
el NO ejerce una accion inhibidora ténica sobre la motilidad espontanea en el intestino
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delgado de los nifios, pero no en el de los adultos (Wittmeyer et al., 2010). En otros
tejidos, como las células endoteliales, el NO difunde a las células del musculo liso
vascular, donde se une a la guanilato ciclasa, induciendo asi la produccidn intracelular
de guanidinemonofosfato ciclico (GMPc) con la consiguiente relajacion del musculo
liso (Meile et al., 2006). La NOS endotelial se encuentra en las células endoteliales
vasculares y en el tracto gastrointestinal, y participa en la regulacion del flujo sanguineo
(Ceregrzyn & Kuwahara, 2002). Esto se refleja en estudios como el realizado en anillos
de aorta de rata, en el que se evidencia que en los anillos adrticos precontraidos con
norepinefrina (30 nM), la OT indujo una respuesta vascular bifasica vasorrelajacion a
dosis bajas (10° a 108 M) de OT con una relajacion maxima de alrededor del 23% de
inhibiciéon de la vasocontraccién inducida por la norepinefrina. Sin embargo, la OT a
dosis altas (107 M) evoco una respuesta de constriccion demostrando que la OT puede
activar diferentes vias de sefializacidén para causar vasorrelajacion o vasoconstriccion.
La estimulacion por la OT del éxido nitrico derivado de PI3K/eNOS puede participar en

el mantenimiento de la homeostasis cardiovascular (Xu et al., 2022).

Por otro lado, el efecto vasodilatador tonico mediado por receptores 2-adrenérgicos
bloqueado por la infusion de PRL implica la liberacién endotelial de NO, concordando
con hallazgos anteriores, segun los cuales el fragmento N-terminal 16-kDa de la PRL
inhibe la actividad de la NO sintasa inducida por la acetilcolina en las células
endoteliales de la vena umbilical bovina y la relajacion de los vasos coronarios del
corazon de rata perfundido aislado (Gonzalez et al., 2004), y que la liberacion de NO
del endotelio puede modular o mediar los efectos adrenérgicos en la vasculatura

coronaria y periférica (Molinari et al., 2007).

Estudio de las acciones de PRL y OT en un modelo ex vivo de intestino delgado

de rata

Los modelos fisiolégicos ex vivo de tejidos aislados permiten evaluar el funcionamiento
particular de un tejido, por ejemplo, el intestino delgado del sistema digestivo, aunado

a las comunicaciones bioquimicas involucradas entre los mismos. El sistema de tejidos
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aislados investiga la fisiologia de intestinos, realizandose mediciones isométricas con
transductores. La medicion isométrica se utiliza para evaluar la contraccion,
manteniendo la longitud del tejido constante. El sistema de anillos aislados, acoplado
a los transductores isométricos, se utiliza principalmente para monitorear la tension en
secciones de tejido y anillos de conductos. El transductor isométrico esta elaborado de
un material conductor que permite medir la presion, carga o par, basado en el efecto
piezorresistivo, una propiedad que poseen algunos materiales para cambiar su

resistencia eléctrica al someterse a determinados esfuerzos. (Gonzalez et al., 2018).

De acuerdo a lo anterior descrito, la metodologia para el sistema de tejidos aislados
es la siguiente: “A los anillos o segmentos del tejido en estudio, se les colocaran en
sus extremos dos ganchos metalicos, que se sumergiran en camaras de doble pared
con solucion fisiolégica oxigenada a 37 °C. Uno de los ganchos se fijara en el fondo de
la camara, mientras que el otro esta conectado al transductor isométrico, acoplado a
su vez a un sistema de adquisicion de datos, los cuales seran visualizados en una
computadora por medio de un software especializado, que registra en tiempo real,
tanto la tensiéon basal que se aplica a los anillos en estudio, como los efectos
dilatadores (disminucion de la tensién) o contractiles (aumento de la tension) ejercidos
por un agente determinado (Cameron, 1986). De esta forma, el anillo en estudio puede
ser tratado 0 no con sustancias bioactivas control, para contraer el anillo o incrementar
su tensién, a través de aumentar su resistencia eléctrica. Adicionalmente, en la
solucion fisiolégica que contiene al anillo, bajo un tratamiento determinado, se realizara
la cuantificacién de una variedad de mediadores o moléculas que se producen de ese
tratamiento; tales como 6xido nitrico o evaluar la expresidn proteica en el mismo tejido

u organo en el cual se realizan las evaluaciones fisiologicas” (Gonzalez et al., 2018).

Los modelos murinos permiten estudiar la estructura y funcién de diversos 6rganos,
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Estos modelos pueden clasificarse
en organicos, tisulares y celulares. Dentro de los modelos tisulares se encuentra el uso
de anillos aislados de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), para la evaluacion

del tono del musculo liso.
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Antecedentes inmediatos obtenidos en el Laboratorio de Fisiologia Celular en

torno a la PRL y su asociacion con el NO como mediador de sus acciones

De acuerdo con la relacion entre las hormonas y su capacidad de inhibir o incrementar
la tension en los tejidos mediante los mecanismos de accion relacionados con el NO.
Previamente en el laboratorio de fisiologia celular se evalué la respuesta inducida por
la PRL y el lactégeno placentario en anillos de intestino, a una exposicion de 0.01, 0.1,
1y 10 nM. Dicha respuesta se obtuvo introduciendo los anillos en solucién Tyrodes
con un agente contractil, cloruro de potasio (KCI, 30 nM) y un relajante (Norepinefrina,
NE, 55 nM), administrandose en concentraciones acumulativas. La PRL administrada
en concentraciones acumulativas a los anillos sin una previa contraccion por KCI
muestra que la hormona no afecta por si misma el tono del musculo liso gastrointestinal
ni la generacion de NO. Por otro lado, cuando la PRL fue administrada en los anillos
precontraidos con KCI, este indujo un efecto dual y transitorio de relajacion y
posteriormente se mostré una contraccion sostenida del anillo. Gonzalez, datos aun
no publicados., por lo que se concluye que la PRL ejerce efectos bifasicos en el tono
muscular de aorta, siendo consistentes con otros estudios (Ceregrzyn & Kuwahara,
2002). eNOS se expresa de manera constitutiva en las células endoteliales y
endocardicas, promoviendo tanto la angiogénesis como la vasodilatacion al relajar el
musculo liso de las paredes de los vasos sanguineos. Las vasoinhibinas (Vi), péptidos
derivados de la PRL, tienen la capacidad de inhibir la formacion de nuevos vasos
sanguineos y la expansiéon del diametro vascular. En células endoteliales coronarias
(CEC) y en vasos coronarios de corazones aislados de cobayas perfundidos, se ha
observado que la PRL estimula la produccion de NO e induce la relajacion de los vasos
sanguineos. Sin embargo, las vasoinhibinas inhiben estas acciones. Es importante
destacar que estas acciones son dependientes del NO, ya que son bloqueadas por la
infusién de L-NAME, un inhibidor competitivo de la NOS. Estos hallazgos sugieren que
la PRL y las vasoinhibinas ejercen efectos contrarios en la regulacion del tono vascular,
posiblemente a través de un eficiente mecanismo de retroalimentacién para controlar

la funcion vascular. Estos resultados son relevantes para mejorar la comprensioén y el
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manejo de enfermedades relacionadas con la angiogénesis y las patologias

cardiovasculares (Gonzalez et al., 2008).

Justificacion

La PRL y la OT emergen como moléculas clave que podrian influir significativamente
en el desarrollo y la salud gastrointestinal del lactante, ya que la leche materna
presenta estas hormonas en su composicion (Healy et al., 1980); (Takeda et al., 1986),
y ha demostrado ser fundamental para la proteccién contra diversas enfermedades
infecciosas y alérgicas (Brahm & Valdés, 2017); (Moscoso & Quera, 2016), asi como
para el desarrollo 6ptimo del sistema digestivo del lactante (Minchala-Urgiles et al.,
2021); (Wongdee et al., 2016); (Dorkkam et al., 2013). La PRL, conocida por su papel
en la lactancia, también parece desempefar funciones en la adaptacion y maduracion
del tracto gastrointestinal del lactante, promoviendo la absorcion de nutrientes
esenciales como el calcio (Dorkkam et al., 2013). Por otro lado, la OT, ademas de sus
efectos como neurotransmisor en el sistema nervioso central, podria facilitar la
motilidad intestinal y mejorar la digestién en los lactantes (Welch et al., 2014). Estas
hormonas pueden contribuir significativamente a fortalecer la barrera intestinal y
regular la respuesta inmunoldgica del lactante, reduciendo asi el riesgo de trastornos
digestivos funcionales y enfermedades inflamatorias intestinales durante la infancia
(Bustos-Fernandez & Hanna-Jairala, 2022). Por lo tanto, entender y estudiar las
acciones especificas de la PRL y la OT, a nivel intestinal podria coadyuvar en la
generacion de estrategias mas efectivas para promover la salud intestinal y el bienestar
general de los lactantes, especialmente en aquellos que dependen de férmulas lacteas

infantiles como alternativa a la leche materna (Martin Martinez, 2005).
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Hipotesis
La prolactina y oxitocina como moléculas bioactivas de la leche materna regulan la

motilidad y permeabilidad del intestino delgado en funcion de la modulacion de la

produccion de oxido nitrico.

Objetivo general

Evaluar y estudiar las acciones inducidas por la prolactina y oxitocina sobre el tono
muscular y la permeabilidad de segmentos aislados de intestino delgado de rata y su

asociacion con la produccién del 6xido nitrico como mediador.

Objetivos particulares

1.- Evaluar en un modelo “ex vivo” de anillos aislados de intestino delgado de rata
cambios en el tono muscular inducido por concentraciones crecientes, acumulativas e

individuales de prolactina y oxitocina, asi como su combinacion (PRL + OT)

2.- Identificar si el NO es un mediador asociado a los cambios en el tono muscular de
anillos aislados de intestino delgado de rata tratados con concentraciones crecientes,
acumulativas e individuales de prolactina y oxitocina, asi como su combinacién (PRL
+ OT).

3.- Evaluar si la PRL, OT o su combinacion regulan el paso de glucosa desde el lado

de la mucosa al lado seroso, a traves del modelo de intestino delgado evertido.

Metodologia

Sustancias quimicas

Prolactina humana recombinante (PRL) obtenida de invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc., Alcobendas (Madrid), ESPANA, Oxitocina (OT) sigma, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania.
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Biomodelos experimentales

Ratas macho de la cepa wistar (100 a 150 g) se alojaron dos por jaula bajo un ritmo
circadiano de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con agua y comida ad libitum.
Para la reseccion del intestino delgado se administré pentobarbital sdédico via
intraperitoneal (50 mg/kg), una vez alcanzada la sedacién profunda, de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, y la guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud (NIH, publicacion No. 92-3415
Bethesda, MD, EUA, 1992). CEID registro CONBIOETICA CONBIOETICA-24-CEl-
003-20190726, CEID2020-012, CEID2023-05-R1.

Determinacién del grado de contraccioén de anillos aislados de intestino delgado

de rata en presencia de PRL y OT

Para la determinacion de los efectos fisioldgicos en anillos aislados de intestino
delgado de rata, se secciono transversalmente un segmento de 1.0 cm de duodeno, el
cual se coloco en una caja Petri con soluciéon de Tyroides (NaCl 136.9 mM, KCI 2.69
mM, MgCl2 1.05 mM, CaClz 1.8 mM, Dextrosa 5.55 mM, NaH2PO4 0.42 mM, NaHCOs
11.9 mM) a pH 7.4 y a 37°C. Posteriormente se elimind el tejido adiposo periférico, y
el duodeno, yeyuno o ileon se segmentd en anillos de 1 cm de longitud. Los anillos
individuales se montaron en bafios fisioldgicos acoplados a transductores de fuerza de
Grass (FT.03). Dichos anillos fueron contenidos en la solucién Tyrodes y acoplados a
transductores isométricos, se aplicdé una carga pasiva de 0.5 g y los segmentos de
intestino se estabilizaron durante media hora. Posteriormente, fueron precontraidos
con cloruro de potasio (KCl) y se realizé la administracion de concentraciones
crecientes y acumulativas de la hormona en estudio (Rango de 0.01 a 1 nM). Los datos

obtenidos fueron colectados y analizados en un software Labscribe. (Figura 8)
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Figura 8. Metodologia anillos intestinales en el fisidgrafo.

Determinacién y analisis de nitratos y nitritos

Se diluy6 en serie una solucién estandar de nitrato (100 mM) por duplicado en una
placa de microtitulacién de poliestireno (Corning) de 96 pocillos y fondo plano. El medio
de dilucidon se utilizé6 como blanco estandar. Después de cargar la placa con las
muestras (100 ul), se anadi6 rapidamente VCls (100 ul) a cada pocillo, seguido de la
adicién de los reactivos de Griess, SULF (50 ml) y NEDD (50 ml). Los valores en blanco
de las muestras se obtuvieron sustituyendo el reactivo de Griess por medio de dilucion.
El nitrito se midio de forma similar, excepto que las muestras y los patrones de nitrito
so6lo se expusieron a los reactivos de Griess. En ambos casos se midi6 la absorbancia
a 595 nm utilizando un lector de placas tras la incubacion (normalmente 30-45 min).
Se utilizé la regresidn lineal de los valores medios de la absorbancia a 595 nm para
cada conjunto de estandares menos los valores en blanco para determinar las
concentraciones de nitrito o NOx total en las muestras, a continuacién, se restaron

estos valores para obtener la concentracion de nitritos y nitratos.

Preparacion de curva estandar NO2/NOs a partir de solucion

Estandar Concentracion (uM) Volumen stock yL ~ Volumen medio pL
1 200 200 800
2 100 500 (1) 500
3 50 500 (2) 500

57



25
10

2.5

© 00 N o o b
(6)]

Determinacién de glucosa a través de sacos intestinales evertidos

500 (3)
400 (4)
500 (5)
500 (6)
400 (7)
0

500
600
500
500
600
1000

Medio: Solucion fisiologica

Cada segmento intestinal de yeyuno se lavé a fondo con solucion fisioldgica Tyrodes.

A continuacién, el segmento se everti6 de acuerdo con (Hamilton & Butt, 2013).

Brevemente, la porcidn superior se fijo a una pipeta Pasteur con un trozo de hilo y la

porcién inferior se atdé con otro trozo de hilo. EI segmento intestinal se llené con 300

ML de solucion fisioldgica, que contenia glucosa 5,5 mM, y el lado de la mucosa se

incubd o no con PRL, OT o PRL+OT. Al mismo tiempo, un numero apropiado de tubos

de ensayo de 5 mL, cada uno conteniendo 3 mL de una solucion fisiolégica (glucosa

5,5 mM) se preincubaron a 37° C a 1 y 30 minutos. Al final del tiempo, se midi6 la

concentracion de glucosa “fuera” (lado mucoso) con un glucémetro contour plus ELITE.

(Figura 9).
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Figura 9. Metodologia saco intestinal evertido.

Analisis estadistico

Los datos de tension derivados de los tratamientos con las hormonas bajo las
administraciones acumulativa e individual se expresaron como media + los errores
estandar de cinco experimentos independientes sometidos a analisis estadistico
mediante la prueba t de student o el ANOVA unidireccional y la prueba post hoc de
Tukey para la deteccién de diferencias entre grupos. Los datos de concentracion
individual en tension y absorcion de glucosa se expresaron como media + intervalo de
confianza de tres experimentos independientes sometidos a analisis estadistico
mediante la prueba ANOVA unidireccional o la prueba post hoc de Tukey para la
deteccidn de diferencias entre grupos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
el programa JASP. Los valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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Resultados

Elaboracioén de controles de contraccion y relajacion en segmentos de intestino

delgado

Para comprobar la viabilidad del intestino, se realizaron controles con cloruro de
potasio (KCI) para ejercer un efecto contractil. EI KCl actua generando una apertura de
los canales de calcio, promoviendo un potencial de accidn que provocara una
contraccion (Kirschstein et al., 2009). Una vez estabilizado el tejido, se toma la
medicion de la tension, y este sera el 100% de la tension ejercida por el tejido. Para el
control del efecto de relajacion, se administra nitroprusiato de sodio (NPS), un donador
de NO, que bloqueara los canales de calcio y generara un efecto de relajacion en el

intestino (Figura 10).

NPS

Tension 100% - Linea basal 1

' KCl

|

Tension

Y Y Y v T g T
1009 2000 2000 4000 000

Tiempo (%)

Figura 10. Controles contraccién y relajacion

Concentraciones crecientes y acumulativas de PRL y OT indujeron efectos

duales sobre la tension de los anillos aislados de intestino de rata joven

Los efectos inducidos por concentraciones acumulativas (0.01, 0.1, y 1 nM) de PRL y
OT fueron evaluados en anillos de intestino delgado pre-contraidos con KCI. Las
concentraciones acumulativas de PRL y OT mostraron efectos transitorios sobre la

tension.
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Cuando se administré PRL al duodeno, se promovio un efecto contractil transitorio y
enseguida la tension muscular se estabilizd en valores inferiores a la contraccion de
KCI por la concentracion de PRL de 0,1 y 1 nM (valores estadisticamente no
significativos). La PRL indujo un perfil de efecto contractil transitorio en yeyuno. En el
duodeno el efecto contractil transitorio fue seguido a la tensién muscular cuya magnitud
alcanzé gradualmente el 100% del valor de contraccion de KCI. En contraste, el
tratamiento con PRL en ileon, exhibié un efecto relajante transitorio seguido de la

recuperacion gradual del efecto contractil.

El tratamiento de OT en duodeno indujo un efecto contractil transitorio seguido de una
estabilizacién del efecto relajante. En contraste, en yeyuno la OT indujo un efecto
relajante transitorio, seguido de un efecto contractil como los inducidos por KCI. En

ileon con OT, se observd un efecto contractil.

La oxitocina aumenta la produccién de NO en el duodeno, el yeyuno y el ileon

A concentraciones crecientes y acumulativas de 0,01, 0,1 y 1,0 nM, la PRL no tuvo
ningun efecto sobre la producciéon de NO en el duodeno y el yeyuno, pero tuvo un
efecto a p< 0,05 en el ileon, donde la PRL indujo un aumento en la producciéon de NO
en comparacion con las muestras de control no tratadas. OT indujo en los segmentos
un aumento de la produccion de NO que fue significativo a p< 0,001 a concentraciones

crecientes y acumulativas de 0,01, 0,1y 1,0 nM de OT.

Sin embargo, no se evidencidé una asociacion directa entre los niveles de NO vy la

tensidn intestinal bajo el tratamiento hormonal.

La prolactina y la oxitocina mostraron un perfil opuesto en el perfil de

contraccion transitorio en el segmento precontraido de yeyuno

Los registros representativos del yeyuno muestran que en presencia de PRL

predomina un efecto contractil transitorio mientras que en presencia de OT predomina
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un efecto relajante transitorio. Si superponemos ambos registros, se observa este
efecto complementario de ambas hormonas (Figura 15). Por este motivo, decidimos
evaluar el efecto directo de estas hormonas y su combinacién en la capacidad de
regular la absorcion de nutrientes, utilizando sacos intestinales invertidos de

segmentos yeyunales.

Las administraciones individuales de PRL y OT, asi como su combinacioén

presentan un comportamiento caracteristico en funcion del segmento intestinal

Las concentraciones individuales de PRL y OT indujeron efectos diferenciales sobre la
contraccion de los anillos aislados del intestino de rata en la funcién del segmento
intestinal, y aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
efectos sobre la tension en funcion de la concentracion, se decidio utilizar y evaluar la
concentracion intermedia de ambas hormonas para estudiar sus efectos en
condiciones de administracién individual y su combinacién (PRL+OT) durante un

periodo de 20 minutos.

Se adjunta un cuadro con el resumen de los resultados (Figura 11).

| Duodeno Yeyuno ileon
Contraccion (%) NO (pM) Contracgion (%) NO (uM) Contracoion (%) NO (M)
Control 100% 2545+ 256 100% 2852 +£1.35 100% 1141219
PRL 108.60 + 11.61* 66.21£8,18 = 137.81 £32.68 ** 13,2212 55* 109.95 + 62.93 27.3324.13%
orT 83.04 £ 13.004 *** 6.0312.01* 123.96 + 15.48 21.331£3.92 98.10 £ 1045 27442225
PRL+OT 7767 £ 21.34" 5.34:0.64" 10095 £ 6293 * 13.3524 55" 88,08 2 2.34" 2593:7.86°

Figura 11. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos para la
determinacién de los efectos de contracciéon y produccion de NO con los tratamientos

de PRL, OT y PRL+OT, en los tres segmentos intestinales.
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La prolactina y la oxitocina aumentan la absorcion de glucosa en los sacos

intestinales invertidos

Teniendo en cuenta que 1) en los anillos aislados de yeyuno se observaron efectos
opuestos en el que la PRL provocaba contraccion y la OT provocaba relajacion,
semejantes a los movimientos peristalticos, 2) que los eventos de contraccion y
relajacion intestinal son determinantes en los proceso de absorcidén de nutrientes, y 3)
el yeyuno representa la region mas larga del intestino delgado, en donde existe una
mayor absorcién de nutritentes, al poseer una mayor superficie de contacto (Basile et
al., 2023). Por lo anterior, se decidié evaluar la absorcion de glucosa, en la region
mucosa y serosa en el yeyuno, en este se decidié evaluar el efecto de las hormonas
en el proceso de absorcion de la glucosa. Con un glucoémetro se evalué el contenido
de glucosa fuera del saco intestinal (Mucosa intestinal) y dentro del saco intestinal
(Serosa). En los sacos intestinales yeyunales se administraron 3 yL de OT, 3 uL de
PRL y 3 yL de PRL+OT, en concentracién 0.1 nM. A nivel de la mucosa, la PRL
promovié una mayor absorcion de glucosa, reduciendo en un 20% el contenido de
glucosa. Cuando se administré OT, se redujo en 50% el contenido de glucosa fuera
del saco. La combinacion PRL+OT no presentd algun efecto significativo en la
captacion de glucosa. A nivel de la serosa, la PRL+OT aumenté 50% el contenido de

glucosa, pero no se modificé en presencia del tratamiento con PRL o con OT.

Discusion

En el presente estudio, se revela la accion de OT y PRL sobre la regulacion de la
contraccion del intestino delgado de ratas infantes y su relacion con el proceso de
absorcion de glucosa. Este estudio sugiere que las hormonas promueven la absorcion
de nutrientes, como la glucosa, y controlan su entrada en los tejidos. Se sugiere una
nueva funcién de estas hormonas en el intestino delgado y podrian explicar su
presencia en la leche materna, junto con otros componentes como enzimas,
inmunoglobulinas o probidticos, que podrian ayudar a reducir los sintomas de la mala

digestion causada por un intestino delgado inmaduro. Por ejemplo, el cdlico intestinal,
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una de las dolencias mas frecuentes prevalece entre el 10 y el 40% de los bebés
alimentados con férmula lactea infantil comparado contra el 10 y el 20% alimentados
con leche materna (Lewandowska & Zych, 2017). El cdlico es causado por las
flatulencias, una acumulacion excesiva de aire o gas en el estbmago o los intestinos,
que incluye ruidos abdominales, malestar estomacal, calambres, dolor y diarrea (Price
et al., 1988). Una de las causas de las flatulencias pueden ser la mala digestion de la
lactosa, un disacarido comun en la alimentacion humana, tanto en lactantes como en
adultos, su digestion requiere una enzima especializada llamada lactasa (Fassio et al.,
2018). En un recién nacido, la lactasa es funcional en un 70% en comparacién con un
adulto, explicando por qué los bebés deben consumir exclusivamente leche materna o
preparados para lactantes durante los primeros meses de vida, y por qué su
distribucién de macronutrientes debe ser de un 15% de proteinas, un 35% de

carbohidratos y un 50% de grasas (Cuadros-Mendoza et al., 2017; Porras & Polo, n.d.).

Aunque la férmula infantil se define como un alimento infantil adecuado como sustituto
total o parcial de la leche humana y tiene una composicion de macronutrientes como
la leche materna, se ha investigado la adicion de componentes para prevenir la
incidencia de problemas gastrointestinales como cdlicos o reflujo (Martin Martinez,
2005); (Herrera H et al., 2013). Uno de los componentes presentes en la leche materna
es la PRL (Hennart et al., 1981). De acuerdo con los resultados obtenidos, se
demuestra que ejerce un papel importante en la regulacién del tono muscular y se
correlaciona con la absorcion de glucosa. Uno de los mediadores involucrados en los
movimientos de relajacién del musculo liso en el intestino, es el NO, un importante
neurotransmisor inhibidor no adrenérgico, no colinérgico (NANC) en el tracto
gastrointestinal (Gl). EI NO se sintetiza mediante la activacién de la NO sintasa
neuronal (nNOS) en el plexo mientérico y desempefna un importante papel fisioldgico,
como la regulacién del tono muscular del esfinter de la parte inferior del eséfago, el
piloro, el esfinter de Oddi y el ano, ademas de regular el reflejo de acomodacion del
fundus y el reflejo peristaltico del intestino. La reduccion de la expresion de la nNOS,
asociada a una produccion local alterada de NO, puede ser responsable de los

trastornos de la motilidad en el tracto gastrointestinal, como en el caso de los pacientes
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con dispepsia funcional, que presentaban una reduccion de la liberacion de NO y/o de
la expresion de la nNOS (Takahashi, 2003).

En anillos intestinales aislados de duodeno y yeyuno, la presencia de los tratamientos
individuales de hormonas presenta un patrén diferente a las concentraciones
acumulativas, con OT disminuye la produccién de NO, mientras que PRL aumenta
dicha produccién, y su combinacién disminuye la produccion de NO. Por lo tanto,
podemos suponer que sus hormonas regulan la produccién de NO en funcién de
regular la tensién en el segmento intestinal. Li et al., (2015) plantearon la hipotesis de
que la OT en el intestino podria desempenar un efecto antinociceptivo mediante la
activacion de nNOS en las neuronas entéricas, provocando la liberacién de NO y la
apertura de canales KATP en las fibras nerviosas mesentéricas espinales que inervan
la pared del intestino (Li et al., 2015). Los resultados del presente estudio concuerdan
con los de (Lv et al., 2010), que demostraron que la OT (10° y 10 M) inhibia la
contraccion espontanea de las tiras musculares en el duodeno de ratas (Lv et al.,
2010), Nuestro estudio demuestra que la OT ejerce diferentes efectos dependiendo

del segmento.

Por otro lado, al investigar el NO como mediador al administrar PRL en
concentraciones crecientes y acumulativas, se descubre que los segmentos de
duodeno y yeyuno no presentan diferencias estadisticamente significativas en la
produccion de este mediador, recordando que la fisiologia intestinal propia de cada
segmento es unica, y el ileon, al estar cerca del colon, puede tener mas actividad en
la regulacion de la motilidad intestinal, por lo que puede presentar mas neuronas
nitrérgicas, que producen éxido nitrico (OpenAl, 2024). Recordando que existen 7
isoformas del receptor de PRL en humanos, 4 en ratones y 3 en ratas, y que cada una
de éstas tiene diferentes propiedades de senalizacion, se ha estudiado el receptor de
la isoforma larga, que ha sido el mas caracterizado, contrario a su isoforma corta, de
la cual se sabe poco, actuando a través de la isoforma larga, la PRL activa muchas
quinasas, incluyendo la Jak2/Stat, la quinasa Src, la fosfatidilinositol-3 quinasa

(PIBK)/AKT, la proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK) y las vias Nek3-vav2-
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Rac1 (Binart et al., 2010). Aunado a esto, poco se sabe de las vias de sefalizacion
que puede activar la PRL en el intestino delgado, sin embargo, los resultados obtenidos
nos dan el indicio de que su activacion en el intestino delgado en concentracion unica
(0.1 nM) conduce a una cascada de sefalizacion que implica la activacion de los
receptores muscarinicos, probablemente debido a que PRL promueve la liberacién de
acetilcolina y estimula estos receptores, que activan a la fosfolipasa C (PLC), una
enzima que se encuentra acoplada al receptor a través de proteinas G, la PLC hidroliza
el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en IP3 y DAG, y el IP3 liberado se une a
receptores en el reticulo endoplasmico, liberando calcio desde el reticulo hacia el
citoplasma, provocando contraccion del musculo liso intestinal (Diakonova, 2015). Por
otro lado, a pesar de que no hay muchos estudios para comprender la cascada de
sefalizacion de la OT en el intestino delgado, se puede sugerir que la OT se une a su
receptor, que activa los receptores beta adrenérgicos, probablemente debido a que
promueve la liberacion de noradrenalina, y el receptor beta adrenérgico activa la via
de la adenilato ciclasa, produciendo 6xido nitrico y culminando con la relajacién del

musculo liso intestinal (Viero et al., 2010) (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo de accion propuesto para los efectos inducidos en el intestino
delgado de las hormonas PRL y OT. (Viero et al., 2010); (Kavarthapu & Dufau, 2022);
(Martin Pérez, 2010); (Alvarez-Santos et al., 2020)

Asimismo, puede que la PRL no provoque una cascada de sefalizacién debido a que,
en lugar de unirse a su receptor, pase por la barrera intestinal, ya que en el yeyuno e
ileon, se ha demostrado que la PRL lactea pasa del tracto gastrointestinal a la
circulacién de la rata lactante (Gonnella et al., 1989), aunque se desconoce el

mecanismo.

En sacos intestinales invertidos de yeyuno, se demuestra que la PRL y OT aumenta la
absorcion de glucosa, y esta informacién se asocia con estudios en los que se
demuestra que la OT aumenta la captacion de la glucosa por otros tejidos, como

miobastos murinos (Lee et al., 2008), las células madre derivadas del musculo
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(MDSCs) bovinas (Zhang et al., 2017), o en cardiomiocitos de ratas neonatales (Florian
et al., 2010). Mientras que PRL tiene efectos de manera indirecta en la homeostasis
de la glucosa, como estimular la proliferacion de células beta del pancreas que, a su
vez, liberaran insulina para captacion de la glucosa en el torrente sanguineo (Petryk et
al., 2000).

La fermentacion de carbohidratos por la flora bacteriana colénica produce gases y
acidos grasos de cadena corta (SCFAs), la absorcion de estos ultimos recupera
energia (Olesen et al., 1999). Por lo tanto, es probable que la presencia de estas
hormonas en la leche materna esté disefiada para absorber tanta glucosa como sea
posible para evitar que las bacterias de la microbiota inmadura del bebé la conviertan
en gas y provoquen molestias al expulsarla, sin embargo, los resultados obtenidos nos
demuestran que si bien, estas hormonas de manera individual ejercen un efecto de
mayor captacion de glucosa, en combinacion no tienen este mismo efecto, sino que se
antagoniza. Una probable causa sea el hecho de que en nuestro modelo experimental
decidimos utilizar concentraciones equimolares como un primer abordaje
experimental, se incita a que los proximos estudios realicen los experimentos con
concentraciones que presenta la leche materna. Aunque en el lado de la mucosa no
se evidencié una mayor captacion de glucosa, en el lado seroso se observo que existe
mayor concentracion de glucosa. Al momento se desconoce su importancia fisioldgica,
o si acaso el musculo liso se encuentre captando la glucosa para almacén y reserva
futura de energia, también es probable que el musculo liso de las ratas infantes en
contacto con la combinaciéon de dichas hormonas, ejerza un efecto protector para que
la absorcion de glucosa sea mas ralentizada, se incita a que los experimentos con la

combinacion PRL+OT se extienda por mayores periodos de tiempo.

Asimismo, es probable que dicho comportamiento de la combinacion PRL+OT sea
debido a que puede existir interaccion molecular entre ambas hormonas, semejante a
la que se genera cuando se forma la macroprolactina y por ende, inhibir su funcién, en
esta forma compleja de alta masa molecular, la PRL se hace bio-nodisponible y, en

consecuencia, parece bioinactiva in vivo (Gibney et al., 2005). La existencia de la

68



macroprolactina se conoce desde hace 30 afos, sin embargo, su importancia aun es
desconocida, asi como su estructura, ya que diversas formas han sido descritas, como
aquellas en la que se sugiere que la macroprolactina es un gran complejo antigeno-
anticuerpo formado por PRL monomérica y autoanticuerpos anti-PRL, siendo éstos
ultimos anticuerpos IgG con baja afinidad receptora, u otro estudio en el que se
describe que es un complejo heterogéneo de PRL unida de forma covalente y no
covalente con una mayor glicosilacion, detallando que la formacién de macroprolactina
tiene diferentes etiologias (Sadideen & Swaminathan, 2006). Se ha demostrado la
presencia de PRL no glicosilada de 23 kDa (NG-PRL) en la macroprolactina unida a
lgG, esta PRL unida a IgG tiene una actividad biologica similar a la PRL libre in vitro y
se elimina de la circulacion mas lentamente que la PRL libre (Hattori & Inagaki, 1997),
en otro estudio se ha demostrado la presencia tanto de NG-PRL como de PRL
glucosilada (G-PRL) en la macroprolactina aislada (Fahie-Wilson et al., 2005).
Haciendo énfasis en la PRL sérica, en caso de existir macroprolactina, su actividad
bioldgica es limitada, debido a que el gran complejo PRL-IgG puede no alcanzar los
receptores debido a su tamafno y la incapacidad para atravesar el endotelio vascular
(Sadideen & Swaminathan, 2006), no obstante, en el intestino delgado, un 6rgano

encargado de la absorcidén puede tener otra funcion.

Nuestros resultados abren la posibilidad de afadir nuevos componentes a los
preparados para lactantes que no pueden consumir leche materna, como los bebés
con galactosemia, y subrayan la importancia de la leche materna en los primeros
meses de vida para la maduracién y regulacion del intestino delgado y, posiblemente,

del tracto gastrointestinal.

Conclusiones

Las hormonas PRL y OT, presentes en la leche materna, ejercen funciones a nivel
gastrointestinal, especificamente en el intestino delgado, por lo que se deduce que
estas moléculas actuan como agentes en la regulacion de la motilidad intestinal y su

consiguiente efecto en la absorcion de nutrientes como la glucosa, en los lactantes.
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Actualmente el panorama de la incidencia de enfermedades gastrointestinales ha ido
en aumento en la poblacion infantil y adulta, por lo que una de las causas puede ser la
alimentacion con leche de férmula antes que la lactancia materna. Sin embargo, no se
limita la innovacion e investigacién para perfeccionar las formulas lacteas infantiles,
sino que el estudiar los componentes presentes en la leche materna y elucidar su
funcidn en el organismo nos pueden ofrecer un panorama positivo para que los
lactantes sean alimentados de manera Optima para promover la correcta asimilacion

de nutrientes y maduracion intestinal.
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