Edicién patrocinada por:

’ C OLEGIO
SIDS2. OFICIAL DE
4@?, anne®d  F ARMACEUTICOS DE

D SALUTEM

QiR /7 ARAGOZA

>Tro

Ana Isabel Alcalde Herre

IMPORTANCIA DEL SISTEMA SEROTONINERGICO EN LA FISIOPATOLOGIA INTESTINAL

IMPORTANCIA DEL SISTEMA
SEROTONINERGICO EN LA
FISIOPATOLOGIA INTESTINAL

POR LA ACADEMICA DE NUMERO ELECTA
ILMA. SRA. DRA. D.? ANA ISABEL ALCALDE HERRERO

DISCURSO LEIDO EN EL ACTO DE SU RECEPCION ACADEMICA
EL DIA 22 DE MARZO DE 2011

DISCURSO DE CONTESTACION DEL
ACADEMICO DE NUMERO
ILMO. SR. DR. D. JESUS DE LA OSADA GARCIA

ACADEMIA DE FARMACIA “REINO DE ARAGON”
Zaragoza

2011









IMPORTANCIA DEL SISTEMA
SEROTONINERGICO EN LA
FISIOPATOLOGIA INTESTINAL

POR LA ACADEMICA DE NUMERO ELECTA
ILMA. SRA. DRA. D.* ANA ISABEL ALCALDE HERRERO

DISCURSO LEIDO EN EL ACTO DE SU RECEPCION ACADEMICA
EL DIA 22 DE MARZO DE 2011

DISCURSO DE CONTESTACION DEL
ACADEMICO DE NUMERO
ILMO. SR. DR. D. JESUS DE LA OSADA GARCIA

ACADEMIA DE FARMACIA “REINO DE ARAGON”
Zaragoza
2011



Edita:
Colegio oficial de Farmacéuticos de Zaragoza

Distribuye:
Academia de Farmacia “Reino de Aragén”

Imprime:
Cometa, S.A.
Ctra. Castellén, Km. 3,400 — 50013 Zaragoza

Deposito Legal:
7-499-11



Sumario

Discurso de recepcion Académica
Dra. D." Ana Isabel Alcalde HEIrero ..........ccccooeiviiniiiiiiiiiiiiie,

1. INTRODUCGCION......ostrvimmriimenienseeieeeeosessesesesesessssss s
2. EL SISTEMA SEROTONINERGICO INTESTINAL..........cccevveverenann.
2.1, L SETOtONINA ecuviiiiiiiiiiiiic i
Funciones centrales ........c..ccoovvieriiiniiiiiiiiiiiiccecceccecceeee
Funciones periféricas.........ccooiivviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicciccc

2.2. El transportador de serotonina (SERT)..........ccccociviiiiiiiinnnn.

3. EL INTESTINO COMO ORGANO INMUNOLOGICO...........cccccocecuc
3.1. El sistema inmune innato intestinal: Receptores tipo Toll (TLRs) .

4, MODULACION DE LA ACTIVIDAD Y EXPRESION MOLECULAR
DEL TRANSPORTADOR DE SEROTONINA MEDIADA POR LOS
RECEPTORES TLRS, 4Y Bttt

5. CONCLUSIONES .....oovoeee oo s s,
6. BIBLIOGRAFTA ...t

Discurso de Contestacion
Ilmo. Sr. Dr. D. Jests de Ia Osada Garcia ..........cccoeeevviiiiiiiiiiiniiiniinennnen.

15
19
23
27
28
32
37
39

45
47
49

59






Discurso de recepcion Academica
Dra. D.* Ana Isabel Alcalde Herrero

Catedratica de Universidad de Fisiologia
Facultad de Veterinaria

Universidad de Zaragoza
aalcalde@unizar.es






Excelentisimo Senor Presidente de la Academia de Farmacia
“Reino de Aragon” y Rector Magnifico

Excelentisimos e ilustrisimos Senoras y Senores Académicos
Queridos familiares y amigos
Senoras y Senores:

Es para mi un grandisimo honor poder optar a ser recibida como
Académica en esta ilustre Academia de Farmacia “Reino de Aragén”.
Ello ha sido posible gracias a la labor y generosidad del Presidente,
de los miembros fundadores de la Academia y de los académicos que
la constituyen, a los cuales agradezco que hayan considerado que mi
trayectoria académica era merecedora de esta distincion. Asimismo
es mi deseo manifestar mi mdas profunda deferencia hacia esta ins-
titucién joven, y mi sentimiento de respeto y proximidad hacia los
miembros de la misma, con gran parte de los cuales mantengo una
estrecha relacion en la actividad universitaria. Particularmente deseo
agradecer al profesor D. Jesus de la Osada haber aceptado realizar la
contestacion. Dado que la Academia de Farmacia “Reino de Aragon”
debe ser un referente en la sociedad en los aspectos relacionados
con el estudio, la investigacion y la difusion de las ciencias farmacéu-
ticas, deseo manifestar que supone para mi una enorme satisfaccion
personal formar parte de ella, al mismo tiempo que reconozco la
gran responsabilidad que representa.

Antes de abordar el desarrollo del tema de exposicion, quiero
expresar mi profundo agradecimiento a aquellas personas e insti-
tuciones que, a lo largo de mi vida universitaria y académica, han
hecho posible que me encuentre en esta tribuna delante de todos
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ustedes. En primer lugar, y en relacion a mis origenes académicos
en la Universidad de Navarra, deseo manifestar un especial recuerdo
y agradecimiento a mis directores de Tesis de licenciatura y Docto-
ral, D. Jesus Larralde, por aquel entonces Decano de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Navarra y Catedratico de Fisiologia
de dicha Universidad, y Dna. Ana Ilunddin actualmente Catedratica
de Fisiologia en la Facultad de Farmacia de Sevilla. A D. Jesus le
agradezco que me acogiera como alumna interna de Fisiologia en
tercero de carrera; con €l aprendi el significado de la proximidad y
el respeto, asi como el entusiasmo por la Fisiologia Animal. A Ana
Ilundain le agradezco su dedicacion, que me permitié adquirir la
formacion cientifica, la actitud de sacrificio por el trabajo, el espiritu
de lucha y el aliento en el ambito cientifico. Todo ello me ha per-
mitido, en gran medida, abordar con éxito el tema que he venido
desarrollando durante toda mi vida universitaria “La fisiologia intes-
tinal”. De este periodo de trabajo predoctoral en el departamento de
Fisiologia y Nutricion de la Facultad de Farmacia de la Universidad
de Navarra guardo ademas el magnifico recuerdo de companerismo
y amistad con Yolanda Barcina y Matilde Toval, asi como con el resto
de becarios y doctorandos del grupo de Fisiologia y Farmacologia de
Farmacia. Fueron esos unos tiempos de formacion, expansion y so-
cializaciéon que marcaron profundamente el sentimiento de trabajo,
disciplina, y sobretodo, amistad.

Finalizada mi etapa de formacion doctoral y con el titulo de Doc-
tora en Farmacia en la mano, continué mi actividad docente e inves-
tigadora incorporandome a la Facultad de Veterinaria de Zaragoza,
donde tras 26 anos sigo realizando mi labor. Los principios fueron
duros, y por ello debo agradecer a mis companeros su generosidad
y espiritu de lucha para llegar a ser quienes somos y ocupar el lugar
que ocupamos en la Fisiologia. Asi, deseo manifestar mi enorme gra-
titud a mis companeros de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria
de Zaragoza: A Divina Murillo por su generosidad y por abrirme las
puertas hacia la Fisiologia Veterinaria; A Pilar Arruebo, por su gran
apoyo en los primeros momentos y su inestimable labor en todo
momento, a M. Jestis Rodriguez, a M. Angel Plaza por su serenidad y
especialmente a José Emilio Mesonero por su importantisimo apoyo
en todo. A los profesores mads jovenes: Laura y Marta. A todos mis be-
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carios pasados, Herminia, Victor, Ruth, Nyurky, Carmen, y actuales
Eva, y demads becarios y técnicos de Fisiologia de Veterinaria, a todos
gracias por crear el ambiente de trabajo propicio para avanzar con
el rigor y sacrificio que la investigacion en Fisiologia exige y ademas
humanizar nuestro trabajo dia a dia.

Otra etapa interesante y aleccionadora en mi vida cientifica fue
la estancia post-doctoral que realicé a finales de los anos 80 en el
laboratorio de Recherche sur la Nutrition del Centre National de la
Recherche Scientifique de Meudon (Paris) con el Dr Francisco Al-
varado y la Dra Edith Brot-Laroche. Debo agradecer el carino con el
que me acogio el Dr Alvarado, la enorme amabilidad y comprension
de Brigitte Delhomme y la capacidad formativa y organizativa de la
Dra Brot-Laroche. Con mi estancia en Meudon tuve la oportunidad
de formarme en la tecnologia mas avanzada para el estudio de los
transportadores intestinales de azucares, y de convivir con personas
de ambitos cientificos distintos, que me acogieron y brindaron su
amistad. Quiero especialmente recordar a la Dra. Nieves Pérez de
la Universidad de Salamanca y agradecerle su apoyo y amistad, y a
la Dra. Cinta Bladé de la Universidad Rovira i Virgili, por compartir
los dias de laboratorio y de ocio en Paris.

Deseo manifestar también mi agradecimiento a las instituciones
implicadas en el proceso de mi formacion pre y post doctoral y en el
desarrollo de la labor cientifica que en la actualidad llevo a cabo. En
este aspecto, deseo mencionar el Ministerio de Sanidad, el Ministe-
rio de Educacion y Ciencia, y el Ministerio de Ciencia e Innovacion,
asi como a las Universidades de Navarra y de Zaragoza, por su apoyo
en el desarrollo de mi actividad docente e investigadora.

Quede pues manifiesto mi agradecimiento a cuantos han estadoy
a los que siguen estando, codo con codo, trabajando y colaborando,
y que de este modo han contribuido a que todo sea siempre mejor.

La altima mencion deseo dedicdrsela a mi familia. A mi padre, ya
fallecido, a mi madre y hermanos, que siempre generosamente han
apoyado mis decisiones, y con su esfuerzo, dedicacion y compren-
sion han hecho posible que sea quien, personal y profesionalmente,
soy. Asimismo, y muy especialmente agradezco a mi marido Pedroy
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a mis dos hijas Beatriz y Monica la complicidad que han mostrado
conmigo, la fe que han vertido en mis proyectos y la generosa com-
prension y valoracion del esfuerzo, que hacen que cada dia tenga
mas sentido. A todos gracias en pasado, presente y futuro.

La actividad que llevo realizando desde que finalicé mis estudios
de Licenciatura en Farmacia ha ido encaminada a desarrollar labores
docente e investigadoras en el ambito de la Fisiologia. Mi formacion
investigadora, ademas, se ha especializado desde la realizacion de la
Tesis doctoral, en abordar los diferentes aspectos de la fisiologia in-
testinal, y mds concretamente en el estudio del transporte intestinal
y de las proteinas transportadoras de membrana. Las disertaciones
presentadas por los dos ultimos académicos nombrados por esta Aca-
demia: Los Dres Roncalés y De la Osada, nos situaron en el ambito
cientifico de la conservacion de los alimentos, y de las propiedades
del aceite de oliva virgen para la prevencion de la aterosclerosis,
respectivamente. Bien esta por tanto, que dando un paso mas en la
ciencia, nos situemos en la fisiologia intestinal, que es donde real-
mente incide el aprovechamiento nutritivo tanto de los alimentos
bien conservados, como del aceite de oliva virgen.

El ambito de la fisiopatologia intestinal es muy extenso, por ello
desarrollaré en esta disertacion un aspecto algo menos conocido
dentro del mismo, en el cual llevo trabajando los tltimos 10 anosy
que hace referencia al papel de la serotonina y del sistema serotoni-
nérgico en la fisiopatologia intestinal. Por ello he titulado mi tema
de disertacion:

IMPORTANCIA DEL SISTEMA SEROTONINERGICO
EN LA FISIOPATOLOGIA INTESTINAL

ANA ISABEL ALCALDE HERRERO
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1. INTRODUCCION

El intestino delgado es un 6rgano complejo cuya estructura se
encuentra formada por diferentes tipos de tejidos. Asi, si se realiza
un corte transversal del intestino observamos desde la parte externa
hacia la luz intestinal la capa serosa, el tejido muscular liso longitu-
dinal y liso circular, la submucosa y la mucosa. La mucosa presenta
un epitelio muy desarrollado y constituido por diferentes tipos ce-
lulares como son, células caliciformes productoras de moco, células
de Paneth, células endocrinas y los enterocitos, éstos ultimos son los
mas abundantes y desarrollan un papel importante en la fisiologia
intestinal, como mas adelante se detallara (Figura 1).

Figura 1. Estructura del intestino delgado y descripcion
de las células que conforman el epitelio intestinal.
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Esta compleja estructura tisular le permite al intestino delgado
desarrollar funciones diversas entre las cuales cabe mencionar:

— La actividad digestiva, que consiste en finalizar la digestion
iniciada por los enzimas pancreaticos en la luz duodenal, que
se produce en los enterocitos del epitelio intestinal que desa-
rrollan actividad hidrolitica en su membrana apical.

— La actividad motora, que presenta unos patrones diferentes
en periodo digestivo e interdigestivo. Compromete al tejido
muscular liso circular y longitudinal y realiza accion de mez-
clado y de propulsion.

— La absorcion de nutrientes, que consiste en el paso de nutrien-
tes desde la luz intestinal hacia la sangre y la linfa, y que se
realiza fundamentalmente en los enterocitos del epitelio in-
testinal. En ellos se genera un paso selectivo de las moléculas
liberadas en la actividad digestiva, tales como monosacaridos,
aminodcidos, etc. Para llevar a cabo esta actividad se requiere
la expresion de proteinas transportadoras en los bordes mem-
branosos de los enterocitos.

— La secrecion de aguay electrolitos, que viene determinada por
el paso de agua e iones desde el compartimento sanguineo e
interno hacia la luz intestinal. Es éste un proceso que se rea-
liza en los enterocitos del epitelio intestinal, especialmente
en los situados en las criptas intestinales, y estd mediado por
proteinas transportadoras o canales ubicados en las membra-
nas enterocitarias.

La puesta en marcha de las funciones intestinales antes detalla-
das conduce a un tratamiento y aprovechamiento 6ptimo del ali-
mento ingerido que llega al intestino parcialmente procesado desde
el estomago. Asimismo la funcion intestinal, tal como ha quedado
indicado anteriormente, exige la actividad de los distintos tejidos
que componen el intestino, que para actuar eficazmente, debe ser
coordinada puntualmente.

Especialmente interesante es por ello la existencia de dos siste-
mas de regulacion especificos del tracto gastrointestinal: El sistema
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nervioso entérico y el sistema endocrino gastrointestinal. El sistema
nervioso entérico esta constituido por dos plexos nerviosos especi-
ficos, el plexo mientérico ubicado entre las capas musculares longi-
tudinal y circular, y el plexo submucoso localizado entre el musculo
circular y la submucosa intestinal. El sistema endocrino intestinal,
por otro lado, lo constituyen células endocrinas especificas del tracto
digestivo ubicadas en el epitelio de la mucosa intestinal y situadas de
un modo disperso en la misma. Precisamente son los sistemas endo-
crino y nervioso entéricos los que ejercen la coordinacion de la acti-
vidad intestinal mediante la regulacion adecuada a cada situacion.

Figura 2. El sistema inmune intestinal. [1].

Otro aspecto muy significativo dentro de la fisiologia intestinal
es la actividad inmunolégica compleja que desarrolla el intestino.
Esta caracteristica hace que este 6rgano constituya la estructura mas
extensa con actividad inmunolégica dentro del organismo. El intes-
tino esta en continuo contacto por un lado, con componentes que
llegan a la luz intestinal por el tracto digestivo formando parte de
la ingesta y, por otro lado, con microorganismos comensales que
coexisten en contacto con la mucosa intestinal. Todos estos factores
pueden generar una respuesta del sistema inmune, provocando que
el intestino se mantenga en situacion de alerta tratando de mantener
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una condicion de equilibrio en condiciones fisiologicas, para lo cual
pone en marcha mecanismos de distinta naturaleza con implicacién
inmunologica (Figura 2). Este aspecto serd desarrollado mas ade-
lante dentro de la presente disertacion.
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2. EL SISTEMA SEROTONINERGICO INTESTINAL

Una vez detalladas la estructura y la funcion del intestino pase-
mos a desarrollar otro punto importante de la presente conferen-
cia, el sistema serotoninérgico, y especialmente su desarrollo en el
intestino.

La fisiologia intestinal, en lo que se refiere al transporte de nu-
trientes, finalizacion de la digestion, secrecion de agua y electrolitos
y parte de la respuesta inmune, se ubica en el epitelio intestinal.
Especialmente interesante es el hecho de que el epitelio intestinal
actiia como sensor que transfiere la informacién desde la luz in-
testinal a la submucosa y al sistema nervioso entérico, para lo cual
libera moléculas de naturaleza neuromoduladora entre las cuales se
encuentra la serotonina o 5-hidroxitriptamina.

La serotonina es una indolamina producto de la hidroxilacién
y posterior decarboxilacion del aminoacido L-triptéfano, que actia
como neuromodulador general del organismo. De la totalidad de
la 5-HT sintetizada en el organismo, el 95% se produce en el tracto
gastrointestinal, en concreto en las células enterocromafines distri-
buidas a lo largo del epitelio intestinal, y el 5% restante es sinteti-
zado en neuronas serotoninérgicas, la mayor parte de las cuales se
encuentran en el sistema nervioso central y, en menor medida, en
el sistema nervioso entérico.

Son muy numerosos los estudios que se han realizado acerca del
papel de la serotonina en la fisiologia del organismo; sin embargo
una gran parte de estos trabajos se han centrado en el papel de la
serotonina en el sistema nervioso central, y en ellos se muestra la
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participacion de la misma en funciones de tipo neuroendocrino,
cognitivo y afectivo, y la implicacion del sistema serotoninérgico en
las patologias de la conducta como la depresion, agresividad, con-
ducta bipolar, etc.

Sin embargo, el hecho de que la mayor parte de la serotonina sea
sintetizada en el tracto intestinal, y ademas, los resultados obtenidos
en recientes estudios que han permitido caracterizar el sistema se-
rotoninérgico en este tracto, han generado un interés cada vez mas
creciente en el estudio del papel de la actividad serotoninérgica en
la fisiologia gastrointestinal.

Precisamente y en relacion con el papel de la serotonina en la
actividad intestinal, resultados obtenidos en nuestro laboratorio y
por otros autores han demostrado que dicha molécula regula la ab-
sorcion de nutrientes [5, 93], la actividad motora [85, 95] y la se-
crecion de agua y electrolitos [49] en el tracto intestinal. Asimismo,
la serotonina ha sido descrita como un importante transductor de
la informacién luminal intestinal, de tal modo que los estimulos de
la luz intestinal provocan su liberacion desde las células enterocro-
mafines, lo cual a su vez genera respuestas motoras, secretoras, y
reflejos vasodilatadores vasculares [73]. La actividad de la serotonina
requiere el despliegue de un complejo sistema serotoninérgico. En
el intestino este sistema presenta diferentes componentes que a con-
tinuacion pasamos a detallar (véase Figura 3):

Figura 3. Sistema serotoninérgico intestinal.
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En primer lugar consideraremos las células enterocromafines del
epitelio intestinal, encargadas de la sintesis y liberacion de seroto-
nina ante estimulos luminales. La liberacion de serotonina se realiza
tanto por el borde apical de estas células hacia la luz intestinal, como
por su borde basal hacia el compartimento intersticial. Este sistema
de sintesis y liberacion constituye el denominado mecanismo “ON”
del sistema serotoninérgico.

En segundo lugar hay que mencionar a los enterocitos del epite-
lio intestinal, que son los encargados de la recaptacion e internaliza-
cion de serotonina al interior celular. Para ello estas células expresan
el transportador de serotonina (SERT) tanto en la membrana apical
como en la basolateral [15, 69]. Este transportador intestinal es mo-
lecular y funcionalmente idéntico al que se expresa en el sistema
nervioso central [54] y constituye el denominado mecanismo “OFF”
del sistema serotoninérgico.

Por ultimo mencionaremos la familia de receptores de seroto-
nina constituida por 14 tipos diferentes incluidos en 7 familias y
que desencadenan los efectos intracelulares de la serotonina (Figura
4). Estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos en el
organismo, y especialmente en el tracto gastrointestinal [3, 55, 97].
El efecto final de la serotonina varia segun el tipo de receptor al
que se une, y fundamentalmente depende de la disponibilidad de

Figura 4. Tipos de receptores de 5-HT. [52].
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serotonina, que en definitiva viene determinada por la actividad de
los mecanismos “ON” (sintesis y liberacion) y “OFF” (recaptacion a
través del transportador).

Una vez descritos los componentes esenciales del sistema seroto-
ninérgico intestinal es importante senalar que existe, entre otras, una
importante diferencia entre el sistema serotoninérgico del tracto in-
testinal y el sistema serotoninérgico del SNC. En el SNC los sistemas
“ON” (sintesis y liberacion de 5-HT) y “OFF” (recaptacion de 5-HT
por SERT) se encuentran ubicados en la misma estructura celular,
la neurona presinaptica, mientras que en el intestino delgado ambos
sistemas (“ON”y “OFF”) estan localizados en células diferentes (cé-
lulas enterocromafines y enterocitos respectivamente) (Figura 5).

Figura 5. Estructura del sistema ON y OFF del serotoninérgico
en el SNCy en el tracto intestinal.

El hecho de que los sistemas “ON” y “OFF” del sistema serotoni-
nérgico se encuentren en cé€lulas separadas en el tracto intestinal,
hace del intestino un interesante modelo para el estudio y caracte-
rizacion de los distintos componentes del sistema serotoninérgico.
De hecho, resultados obtenidos en nuestro laboratorio y por otros
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autores [54, 69] han demostrado que los enterocitos, que expre-
san el transportador de serotonina, constituyen un modelo exce-
lente para el estudio del mismo. Debemos indicar al respecto, que
el transportador de serotonina es una de las dianas farmacolégicas
mas empleadas en las patologias que llevan asociadas alteraciones
del sistema serotoninérgico, de ahi la gran trascencendia de esta
posibilidad.

2.1. La serotonina

El sistema serotoninérgico que acabamos de describir, se ha gene-
rado entorno a una molécula moduladora, la serotonina, a la cual le
vamos dedicar unos minutos para describir sus caracteristicas.

La serotonina es una amina aromatica, perteneciente a la familia
de las indolaminas compuesta de un anillo indol hidroxilado en la
posicion 5, y una cadena lateral etilaminica (Figura 6). La amida
nitrogenada primaria actiia como aceptor de un proton a pH fisio-
légico, lo que hace que esta sustancia sea hidrofilica y como tal, no
pueda atravesar la barrera hematoencefilica.

Figura 6. Estructura quimica de la serotonina.

A principios del siglo XX, se creia que la tnica fuente de esta
sustancia en los mamiferos eran las plaquetas. En 1930 el Dr. Vittorio
Erspamer, buscando sustancias capaces de causar la contraccion del
musculo liso, identific6 en la mucosa gastrica de conejo una sustan-
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cia que la denominé enteramina. En 1948, el laboratorio de Dr. Ir-
ving Page, aisl6 una sustancia vasoconstrictora en el suero y la llamé
serotonina. La estructura de la serotonina fue identificada en 1949,
como 5-hidroxitriptamina y en 1952 se confirmé que la enteramina
y la serotonina eran la misma sustancia [27].

Los avances obtenidos hasta los anos 1960 fueron realizados em-
pleando métodos bioquimicos y fue en 1962 cuando Hillarp y su
equipo de trabajo, valiéndose de la técnica de visualizacion micros-
copica fluorescente, hicieron posible por primera vez la localizacion
anatomica exacta de este neuromodulador.

Actualmente se conoce que esta amina esta presente en el orga-
nismo de animales y vegetales y recibe el nombre, como se mencion6
anteriormente, de serotonina o 5-hidroxitriptamina.

Su sintesis ocurre a partir del triptéfano, aminoacido esencial
proveniente de alimentos como el maiz, el platano, las leguminosas,
las carnes, la leche y sus derivados. E1 2% del triptéfano presente en
la dieta es utilizado para la sintesis de serotonina. El triptéfano una
vez absorbido por el tracto gastrointestinal, es distribuido a todos
los tejidos del organismo, y su paso por las distintas membranas,
incluyendo la barrera hematoencefalica, se realiza por competencia
de transporte con los aminodcidos neutros tirosina, fenilalanina, leu-
cina, isoleucina y valina [76].

La concentracion final de triptéfano en el sistema nervioso cen-
tral depende de un estricto balance dietético, generandose un ritmo
circadiano propio, el cual también se encuentra bajo la influencia
del ciclo de luz-oscuridad, producto de la actividad de la glandula
pineal, la cudl es responsable de la N-metilacion de la 5-HT para
producir melatonina [61, 70].

Se conoce que la serotonina de los mamiferos se sintetiza basi-
camente en dos zonas: a nivel central en los nucleos localizados en
el tallo cerebral, y a nivel periférico en el sistema gastrointestinal
[36, 70].

A nivel central, [23] se identificaron 9 grupos de neuronas que
contenian serotonina, y que han sido clasificadas desde el By hasta
Bo. Estos grupos celulares estan localizados en el nucleo del rafe, con
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la excepcion del By que parte del tegmento ventrolateral del puente
y del cerebro medio (Figura 7).

Figura 7. Representacién de un corte sagital de cerebro de rata mostrando la
localizacion de los nucleos serotoninérgicos Bi-Bg segtin la clasificacion de
Dahlstrom y Fuxe (1964), asi como de las principales
proyecciones de los mismos [32].

Actualmente, y gracias a los métodos inmunohistoquimicos se
han identificado células serotoninérgicas fuera de los grupos B; a
By [105]. A pesar de la gran complejidad y la variedad de funciones
conocidas que regula la serotonina a nivel central, la mayor sintesis
de esta sustancia ocurre a nivel periférico, especificamente en el
sistema gastrointestinal, el cual es encargado de producir el 95%
de la serotonina total del organismo. Las células enterocromafines
o células de Kulchitsky son las responsables de la mayor sintesis,
almacenamiento y secrecion de esta sustancia en el sistema gastro-
intestinal, mientras que, aproximadamente un 5% es realizado por
las neuronas serotoninérgicas del sistema nervioso entérico [70], tal
como se ha mencionado con anterioridad.

Las células enterocromafines son abundantes en la mucosa del duo-
deno humano, y representan una poblacion especializada y compleja
de células epiteliales intestinales. A diferencia de las fibras nerviosas,
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estas células estan en contacto con la luz intestinal por lo que actian
como transductores de senales sensoriales fisicas y quimicas [29].

De acuerdo con lo reportado por Racké y colaboradores (1996)
[88], las células enterocromafines secretan serotonina en respuesta
a estimulos mecanicos y quimicos, como son el incremento de la
presion intraluminal por la presencia del contenido de nutrientes,
y los cambios en la osmolaridad y acidez luminal. Este proceso es
controlado por complejos mecanismos mediados por receptores, los
cuales pueden ser estimulantes como los -adrenérgicos, muscarini-
cos, nicotinicos y el 5-HT3, o inibidores como los ae-adrenérgicos, el
gamma-aminobutirico, histaminérgicos Hs, receptores del VIP, de la
somatostatina y el 5-HTj.

Las células enterocromafines acumulan serotonina almacenan-
dola en granulos densos en la porcién basal de las células; sin em-
bargo, una pequena parte se encuentra en forma libre en el citosol
cerca del borde luminal. Este patron de distribucion indica que se
puede liberar tanto hacia el intersticio celular como hacia la luz
intestinal [63, 88].

En el tracto intestinal la serotonina sintetizada por las células en-
terocromafines actiia como una molécula de senalizacién paracrina,
que inicia reflejos peristalticos y secretorios, y modula la absorcion
intestinal de nutrientes; mientras que la sintetizada por las neuro-
nas serotoninérgicas actia como un neurotransmisor entérico que
permite la participacion de la serotonina en la propagacion de estos
reflejos [24, 70].

No todas las células que contienen serotonina la sintetizan.
Tal es el caso de las plaquetas, las cuales acumulan el 8% del to-
tal, captandola del plasma a través del transportador de serotonina
(SERT), proceso en el cual el calcio intracelular parece jugar un
papel regulador.

La serotonina se secreta en respuesta a diferentes estimulos, y tras
su liberacion puede activar una gran variedad de receptores especi-
ficos que provocan la respuesta biologica. Dicha respuesta finaliza
cuando esta monoamina es recaptada por el transportador especi-
fico de serotonina para posteriormente ser metabolizada [38].
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La metabolizacién de la serotonina ocurre a nivel intracelular,
principalmente por la actividad de la enzima monoanimo oxidasa
(MAO) que produce una desaminacion oxidativa, dando lugar a la
formacion de un producto intermediario, el 5-hidroxi-indolacetal-
dehido, el cual posteriormente es oxidado por un aldehido deshi-
drogenasa para formar el acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA).
Cuando este sistema se satura, el producto intermedio se reduce en
el higado, produciendo 5-hidroxitriptofol. Asimismo, en el sistema
digestivo la serotonina también puede ser catabolizada por la gluco-
ronil transferasa y otras enzimas intracelulares, al igual que la MAO
y la aldehido-deshidrogenasa [35, 41].

La serotonina libre una vez que se une a sus receptores participa
en una gran variedad de funciones y estados patologicos, gracias a
su amplia distribucién en el organismo. Sus efectos fisiologicos los
podemos dividir en: funciones centrales y funciones periféricas, que
a continuacion pasamos a detallar.

Funciones Centrales

En el sistema nervioso central la serotonina influye sobre casi
todas las funciones cerebrales, porque como se mencion6 anterior-
mente, las neuronas serotoninérgicas forman una compleja red neu-
rohistologica responsable del procesamiento de toda la informacion
que llegay es emitida por el sistema nervioso central. En lineas gene-
rales, en la mayoria de las areas del sistema nervioso central, la sero-
tonina tiene una accién inhibitoria fuerte, inhibiendo directamente
o por estimulacion del GABA. Sin embargo, también hay una serie
de situaciones en las que la serotonina, en lugar de inhibir, excita.

Debido a sus eferencias ascendentes la serotonina regula proce-
sos tan importantes como los ciclos sueno-vigilia, las funciones neu-
roendocrinas, el apetito y la saciedad, la manifestacion de ndusea,
la actividad sexual, el ritmo circadiano, la temperatura corporal, la
memoria y aprendizaje, la ansiedad, las emociones, los estados de-
presivos y de agresividad, y ademas contribuye a coordinar la sintesis
de hormonas, como la melatonina y la hormona del crecimiento
[45, 58]. En las eferencias descendentes hacia las astas dorsales de
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la médula espinal, la serotonina esta involucrada en la percepcion
del dolor, vasoconstriccion del musculo liso, agregacion plaquetaria,
peristaltismo intestinal, contraccion urinaria y broncoconstriccion

[66, 92].

Aparte de la implicacion del sistema serotoninérgico en la de-
presion y esquizofrenia, se conoce la participacion de la serotonina
en otras enfermedades psiquidtricas como el panico y la ansiedad, el
trastorno obsesivo-compulsivo, la anorexia y la bulimia [19]. Por otra
parte, parece que también esta relacionada con la sintomatologia de
algunas enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson [17], el
Alzheimer [100], o el Corea de Huntington [22] y parece estar impli-
cada en algunos trastornos neurolégicos como la migrana [53, 62].

Funciones periféricas

A nivel periférico participa en procesos fisiologicos entre los que
se incluyen: hemostasia, regulacion del sistema cardiovascular, con-
trol de la motilidad, secrecion y absorcion epitelial intestinal [66].

La serotonina en el sistema cardiovascular causa la contraccion
del musculo liso vascular, por lo que es un potente vasoconstrictor,
con la excepcion de los vasos sanguineos del corazéon y del musculo
estriado esquelético, en donde en condiciones normales produce
vasodilatacion y en condiciones patologicas la respuesta es una va-
soconstriccion. Asimismo, estimula la agregacion plaquetaria por lo
que contribuye en el proceso de la hemostasia [31].

Adicionalmente, el efecto de la serotonina en el sistema cardio-
vascular es muy complejo, pudiendo producir bradicardia o taquicar-
dia, hipotension o hipertension, y vasodilatacion o vasoconstriccion,
dependiendo de su union a 4 diferentes tipos de receptores.

Dado que el sistema gastrointestinal es el objeto de interés en la
presente disertacion, realizaré una descripcion mas detallada de las
funciones de la 5-HT en este sistema.

Como se mencion6 anteriormente en el tracto gastrointestinal
(GI) se sintetiza mas del 95% de la 5-HT total del organismo. Esta

ANA ISABEL ALCALDE HERRERO



amina una vez sintetizada se puede almacenar o secretar en res-
puesta a varios estimulos fisiol6gicos o patologicos.

Dentro de los estimulos fisiologicos se encuentran los mecani-
cos, producto de la distension de la pared intestinal cuando ingresa
el bolo alimenticio, y los quimicos dados por los cambios de pH y
osmolaridad como consecuencia de la presencia de carbohidratos,
por ejemplo la glucosa, en la luz intestinal [98].

Por otro lado, los estimulos desestabilizadores pueden ser agudos
y cronicos. Los agudos son producto de la presencia de enterotoxinas
bacterianas (toxinas del Vibrio Cholera, Escherichia coli y Salmonella),
estrés agudo con liberacion de hormonas, como la hormona libera-
dora de la corticotropina, y péptidos relacionados con la hormona
liberadora de la corticotropina [106] y alergias alimenticias ([33].
En condiciones crénicas las células enterocromafines pueden ser
estimuladas en enfermedades como la diabetes mellitus, trastornos
alimenticios, tumores neuroendocrinos, en pacientes colectomiza-
dos, y por el efecto de algunos farmacos [48].

Lasecrecion de serotonina ocurre tanto en direccion a las porciones
mas internas de la pared del tracto intestinal (la lamina propia), como
hacia la luz intestinal [48]. Si la secrecion de serotonina es en direc-
cion a la lamina propia, se puede unir a receptores en los axones de
las neuronas aferentes primarias intrinsecas submucosales que inervan
el epitelio secretorio y son las encargadas de iniciar los reflejos secreto-
rios y peristalticos, y/o puede unirse a sus receptores en las neuronas
aferentes primarias intrinsecas mientéricas y participar en la regulacion
de la peristalsis a través del inicio de las contracciones migratorias [10,
39, 48]. Ademas, también se ha demostrado que la serotonina regula
la actividad de las células intersticiales de Cajal, con la correspondiente
regulacion de la actividad eléctrica del musculo liso [109].

Por otra parte, las neuronas aferentes extrinsecas son activadas
directamente por la serotonina liberada de las células enterocroma-
fines e indirectamente por las neuronas aferentes primarias intrinse-
cas, llevando la informacion del tracto intestinal al sistema nervioso
central a través del nervio vago. Esta informacion esta relacionada
con la sensibilidad luminal a la glucosa a través de una via similar
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a la de los lipidos y posiblemente de los aminoacidos. Igualmente
media la inhibicién del vaciamiento gastrico y las respuestas moto-
ras duodenales, por lo que se relaciona con la natsea y el vomito,
asi como también con la conducciéon de senales que conllevan a las
percepciones de incomodidad y dolor en el tracto gastrointestinal,
proceso llevado a cabo por via aferente espinal [20, 46]. Este ultimo
proceso esta poco definido, aunque puede ser ésta la via que utilizan
algunos farmacos ligados a la serotonina para disminuir los sintomas
de patologias como el sindrome del colon irritable.

En el tracto intestinal la administracion exégena de serotonina
ademas de regular la motilidad, produce un potente efecto secreta-
gogo de electrolitos y fluidos en todo el intestino de todas las espe-
cies estudiadas, incluyendo a la humana. La respuesta electrolitica
a nivel del yeyuno e ileon es generalmente un incremento en la
secrecion de Cl y una disminucion en la absorcion de Na*. En colon,
su efecto es principalmente secrecion de Cl [48] y en este sentido,
existen evidencias que indican que inhibe la actividad del intercam-
biador Na*/H"y CI'/OH [44, 91].

Ademas, en el intestino se ha visto que la serotonina regula la
proliferacion de las células epiteliales y, tal como hemos podido de-
mostrar en nuestro laboratorio, inhibe la absorcion intestinal de
monosacaridos y aminodcidos [5, 94].

La aplicacion de serotonina exégena en el tracto gastrointestinal
provoca respuestas fisiologicas relevantes por la presencia de varios
subtipos de receptores, en diversas clases de neuronas mientéricas,
células musculares lisas y células epiteliales [24, 55].

Los subtipos de receptores de serotonina 5-HTi, 5-HTe, 5-HTs,
5-HT4, y 5-HT7 son conocidos por afectar la funcion motora intes-
tinal. El receptor 5-HT1a esta expresado en neuronas de los plexos
mientérico, submucoso y células enterocromafines [60]. Produce
una rapida disminucion de la amplitud de los potenciales postsi-
napticos excitatorios [10]. Por otro lado, para los 5-HTig, 5-HT1p y
5-HTga se ha demostrado que estimulan o inhiben la contraccion
del musculo liso dependiendo de la porcion del tubo digestivo y de
la especie en referencia [10, 13, 97].
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Los receptores 5-HTeg, [28], regulan el sistema nervioso entérico.
Sin embargo, este tipo de receptor puede cumplir con otras funcio-
nes en humanos como es la de mediar la contraccion del musculo liso
longitudinal. Asimismo, los receptores 5-HT: parecen estar involucra-
dos en la regulacion de la absorcion intestinal de nutrientes [93].

Los receptores 5-HTs y 5-HT4, al ser estimulados tanto central
como periféricamente, promueven el vomito, el vaciamiento gastrico,
secrecion de electrolitos, secreciéon de serotonina en células entero-
cromafines, contraccion y/o relajacion de la musculatura lisa y modu-
lan la absorcién de aminodcidos a nivel intestinal [47, 81, 94].

Con respecto al receptor 5-HT7, su activacion produce relajacion
en ileon y colon [86] y también se ha postulado que su sobrestimu-
lacion puede llevar a la acomodacion exagerada del musculo liso
circular del colon con aumento del volumen, sintoma comun en
muchos trastornos funcionales intestinales [101].

Resultados recientes, obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado
que tanto 5-HT1a como 5-HT7 se expresan en células epiteliales intesti-
nales y modulan la actividad del transportador de serotonina [55].

Ademas de los efectos fisiologicos de la serotonina, numerosos
trabajos de investigacion indican que la alteracion del sistema seroto-
ninérgico juega un papel importante en el desarrollo de trastornos
funcionales del tracto gastrointestinal [10, 18] y en procesos inflama-
torios [9, 104, 110]. Tal es el caso del sindrome carcinoide (enferme-
dad producto de la tumoracion de las células enterocromafines), que
cursa con incremento en la liberaciéon de 5-HT, contribuyendo a la
diarrea grave y al dolor abdominal relacionado con la enfermedad.

También es bien conocidala relacion que existe entre la alteracion
del sistema serotoninérgico intestinal y la disfuncion gastrointestinal
en patologias como el sindrome del colon irritable (Irritable Bowel
Syndrome, IBS) y la enfermedad intestinal inflamatoria crénica (In-
flammatory Bowel Diseases, IBD) y [10]. Resultados recientes [110]
sugieren que el sindrome del colon irritable con predominancia
de diarrea, cursa con aumento en la concentracion de serotonina,
posiblemente por alteracion en la funcionalidad del transportador
de serotonina.
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Por otro lado, numerosas evidencias indican que la serotonina
juega un papel clave en la inflamacion intestinal crénica de pacientes
con enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o con historial de diver-
ticulitis. Asi se han asociado estos procesos con un incremento en el
namero de células enterocromafines [11, 18] y la disminucién en la
transcripcion del gen del transportador de serotonina [18, 21], provo-
cando ambas alteraciones un aumento en la disponibilidad de 5-HT.

La disponibilidad de serotonina es clave en la regulacion de la
respuesta serotoninérgica en cualquier 6rgano. Esta respuesta cul-
mina cuando la 5-HT es extraida del espacio intersticial gracias a su
recaptacion por el transportador selectivo expresado en neuronas,
enterocitos o en las plaquetas [20].

Precisamente el papel fundamental que juega el transportador
de serotonina en la actividad serotoninérgica ha provocado que sea
una molécula muy estudiada tanto en su caracterizacion molecular
como en su regulacion. Gran parte de estos estudios han ido enca-
minados a mejorar el rendimiento de su uso como diana farmaco-
l6gica en patologias en las que se encuentra implicado el sistema
serotoninérgico, por lo que haremos una breve mencion especial a
dicho transportador.

2.2. El transportador de serotonina (SERT)

Molecularmente el transportador de serotonina es una proteina
integral de membrana con doce dominios transmembrana cuyos
grupos amino y carboxi terminal se encuentran en el lado citoplas-
matico (Figura 8) y que pertenece a la familia de transportadores
dependientes de Na*:Cl" (SLC6), al igual que los transportadores de
dopamina (SLC6A3) y noradrenalina (SCL6A2).

El gen que codifica el transportador de serotonina humano
(SLC6A4 5HTT) fue inicialmente clonado en rata en 1991 por
Blakely y Hoffman [12, 51] y posteriormente lo fue en la especie
humana [87], ratén y oveja, entre otras especies, presentando una
homologia que puede ir desde el 98 al 21% [70]. En la especie
humana, se encuentra ubicado en el cromosoma 17q11.2 con un
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tamano de 37.8 Kb y 14 exones, que codifican una proteina de 630
aminoacidos [82, 103].

Figura 8. Estructura molecular transmembrana del
transportador de serotonina (SERT). [102].

Existen varios polimorfismos como consecuencia de empalmes
alternativos debido a la combinacion entre los exones 1A, By C en
tejidos especificos y el uso de sitios de poliadenilizacion alternos
(Figura 9). Ello da como resultado multiples ARNm que son la clave
en la regulacion de la expresion del transportador de serotonina hu-
mano (hSERT) [84]. Ademas varios dominios de regulacion contro-
lan la expresion selectiva del transportador en neuronas serotoninér-
gicas. La actividad transcripcional del transportador de serotonina
humano es modulada por un elemento repetitivo de una longitud
variable en la region 5’ localizada a ~1.4 kb por encima del sitio de
inicio de la transcripcion, llamado region polimorfica ligada al gen
S5HTT (5bHTT gene-linked polymorphic region o 5SHTTLPR). Segiun
Linden y cols. (2009) [67], el sitio de inicio de la transcripcion de
SERT en el tracto GI es diferente al encontrado a nivel central, lo
que podria explicar la causa por la cual el polimorfismo implicado
en trastornos afectivos, no esta asociado a disfuncion intestinal.
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Figura 9. Organizacion exénica de SERT vy localizacion de polimorfismo [82].

Adicionalmente, se han descrito tres variantes transcripcionales
en regiones no codificantes: I. Deleccion a -380bp entre la region
polimorfica ligada al gen 5HTT y el sitio de inicio de la transcrip-
cion, la cual puede ser inestable in vivo. II. Un namero variable de
tandem repetido (VNTR) en el intréon 2. III. Modificacion de la
base nitrogenada G por T en el sitio de adenilizacion en la region
3> UTR [8, 65].

En lo que se refiere a su actividad, el funcionamiento del trans-
portador de serotonina no esta completamente claro. Esta proteina
transportadora es dependiente de Na":Cl" y opera principalmente
por un mecanismo de acceso alterno, en donde un sitio de union a
nivel extracelular es ocupado por Na*, Cl'y 5-HT al mismo tiempo.
Cuando el sitio de unién esta completamente ocupado, se produce
un cambio conformacional que transloca este sitio desde el exterior
celular hacia la superficie citoplasmatica de la membrana celular.
Después de la disociacion de 5-HT, Na* y CI', el K* se une al mismo
sitio de union, que se encuentra en este momento en el interior ce-
lular, y provoca otro cambio conformacional que transloca este sitio
de unién de regreso al exterior celular, accesible a otra unién 5-HT,
Na* y CI. En este proceso un solo sitio de union multifuncional es
responsable de la circulaciéon de 5-HT, Na*, CI' y del K*.

Es importante tener en cuenta que este transportador ha mos-
trado actividad de canal, funciéon que al igual que la de transporte
de sustrato, no esta clara si la realiza formando un complejo de oli-
gomerizacion o a través de subunidades individuales [103].
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Lalocalizacion del transportador de serotonina se ha demostrado
tanto a nivel central como periférico. A nivel central lo podemos
encontrar en cuerpos celulares, dendritas y a lo largo de los axones
neuronales, concentrado en las varicosidades y botones terminales
del nucleo dorsal y medio del rafe, talamo, hipocampo y corteza
cerebral [102, 114]. Ademas de la expresion neural, a nivel perifé-
rico éste se encuentra en plaquetas, placenta, endotelio pulmonar,
tracto gastrointestinal, glandula adrenal, mastocitos y linfocitos, [6,
50]. Estudios realizados por nuestro grupo de investigaciéon han de-
mostrado que las células de tipo epitelial intestinal humano Caco-2
expresan este transportador, el cual ademas es funcional [54].

En el tracto intestinal las células epiteliales de la mucosa y las
neuronas serotoninérgicas entéricas expresan el transportador en
su membrana celular. Un dato muy importante es que esta proteina
transportadora es idéntica a la expresada por las neuronas serotoni-
nérgicas [54, 107].

El transportador de serotonina tiene como funcién transportar
o recaptar serotonina desde el espacio extracelular de regreso al in-
terior celular, por lo cual es responsable de la intensidad y duracién
de la respuesta serotoninérgica [70]. El organismo necesita recaptar
la 5-HT porque las enzimas capaces de degradarla se encuentran
en el interior celular (monoaminooxidasa y glucoroniltransferasa).
Si este proceso no se llevara a cabo, y debido a que la difusion pa-
siva es muy lenta, se produciria un incremento en la concentraciéon
de serotonina que estd en contacto con el receptor, situaciéon que
potenciaria sus efectos fisiologicos y provocaria la desensibilizacion
de sus receptores. Por otra parte, la recaptacion permite que cierta
cantidad de 5-HT se recicle, lo que representa un importante ahorro
de energia celular.

El transportador de serotonina desempena un papel fisiologico
importante en el mantenimiento de la comunicacion quimica me-
diada por serotonina, tanto central como periférica, y es blanco de
varias farmacos antidepresivos, tales como los triciclicos, los inhibi-
dores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIs), asi como
de sustancias de abuso como la cocaina y las anfetaminas [80, 103].
Ademas, el bloqueo mas o menos selectivo de la recaptacion de 5-HT
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produce importantes consecuencias conductuales por modificacion
de la accion del neurotransmisor en sus receptores.

La alteracion de la estructura primaria del transportador de se-
rotonina no ha sido asociada directamente con cuadros clinicos, sin
embargo el polimorfismo del gen que lo codifica ha sido correlacio-
nada con varias enfermedades neuropsiquiatricas, como la enferme-
dad de Parkinson, la depresion, la conducta suicida, la esquizofrenia,
los desordenes alimenticios y la adiccion a drogas [75]. Asimismo,
investigaciones diversas han relacionado varios factores, como las
interleucinas [78], glucocorticoides ([79] y factores de crecimiento
[77] como responsables de afectar la recaptacion de serotonina.

En lo que al intestino hace referencia, se conocen las consecuen-
cias fisiopatologicas de la excesiva liberacion de 5-HT, incluyendo la
diarrea inducida por la toxina del célera [9, 104], las nduseas y los
vomitos [96]. De hecho, también se ha relacionado la concentra-
cion elevada de serotonina en el sindrome del colon irritable con
predominancia de diarrea. Una de las causas de tal incremento en
la concentracion de serotonina es la alteracion en la funcionalidad
del transportador [110]. Por ello, el papel de la serotonina y del
sistema serotoninérgico en el origen o persistencia de las patologias
intestinales, esta siendo objeto de numerosos estudios.

Ya hemos comentado con anterioridad que el sistema serotoni-
nérgico y en concreto el transportador de serotonina se encuentran
implicados en la fisiologia intestinal. Asimismo, numerosos estudios
evidencian que diversas patologias intestinales cronicas implican al-
teraciones del sistema serotoninérgico intestinal.

Por otro lado, existe una funcion inmunolégica desarrollada por
el intestino que contribuye enormemente a la situacion homeosta-
tica y fisiologica intestinal y cuya alteracion conduce a las enferme-
dades inflamatorias crénicas.

Vamos a desarrollar este aspecto de la fisiopatologia intestinal
para poder asociar el papel del sistema serotoninérgico con la
actividad modulada por el sistema inmunologico intestinal. Para ello
primeramente detallaremos algunos aspectos del intestino como or-
gano inmunolégico.
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3. EL INTESTINO COMO ORGANO INMUNOLOGICO

La luz del intestino se encuentra colonizada por una pobla-
cion de microorganismos que el intestino adquiere en el na-
cimiento y que en los individuos adultos permanece bastante
estable a lo largo del tiempo. Es el denominado microbioma
intestinal. Esta microflora intraluminal afecta el desarrollo del
sistema inmune intestinal, proporciona nutrientes clave y mo-
dula la energia metabdlica intestinal, existiendo por tanto inte-
racciones hospedador-microflora que pueden ser mutuamente
beneficiosas.

El epitelio intestinal, ademas de desarrollar actividad digestiva
y absortiva, constituye una barrera anatomica e inmunolégica en-
tre la luz y el compartimento interno intestinal. Este epitelio esta
en intimo contacto con una gran variedad de microorganismos
comensales y con los productos de la digestion de la ingesta. Am-
bos suponen una amenaza para la estabilidad inmunolégica del
intestino.

Precisamente el complejo sistema inmunolégico desarrollado
en el intestino delgado permite realizar actuaciones continuas de
barrera para mantener la fisiologia intestinal frente a posibles agre-
siones originadas por el contenido luminal. Por ello, el epitelio in-
testinal, ademads de ser muy importante en la fisiologia intestinal,
desarrolla mecanismos de informacion y proteccion que permiten
al organismo mantenerse libre del ataque de agentes microbianos.
Tres son los mecanismos implicados en la estabilidad del epitelio en
su papel de barrera intestinal (Figura 10):
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1) El sistema inmune innato, que es la primera linea de defensa
frente a la microflora residente intestinal o a patogenos inva-
sores luminales.

2) La barrera transepitelial en el que el epitelio de la mucosa
es la primera linea de defensa fisica contra las agresiones lu-
minales. La integridad de esta barrera epitelial es mantenida
mediante moléculas de adhesion y de union intercelular que
permiten establecer la polaridad epitelial.

3) El sistema inmune intestinal adaptativo que se pone en mar-
cha cuando se rompe el equilibrio entre la estimulacion de
origen antigénico o de tipo patégeno y la actividad inmune
innata intestinal.

Figura 10. Sistemas implicados en la de barrera intestinal.

La alteracion de cualquiera de estos tres sistemas, es decir, una
inapropiada regulacion del sistema inmune innato, un aumento de
la permeabilidad epitelial o una regulacion defectuosa del sistema
inmune adaptativo, supone un riesgo para desarrollar una patologia
inflamatoria en la mucosa intestinal (Figura 11). En consecuencia el
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epitelio intestinal juega un papel fundamental, no sélo en Ia fisiolo-
gia del intestino y como transductor de la informaciéon luminal, sino
también como primer sistema de mantenimiento de la estabilidad
intestinal por su accion de barrera, de cuya eficacia depende la apa-
ricion de patologias inflamatorias.

Figura 11. Alteracion de la barrera intestinal. Respuesta inflamatoria.
Efecto global intestinal con detalle del epitelio.

3.1. El Sistema Inmune innato intestinal. Receptores tipoToll
(TLRs)

Uno de los sistemas que actdan para establecer el mecanismo
de barrera del epitelio es el sistema inmune innato. Este sistema
presenta una gran complejidad por ser multifactorial, sin embargo
dado el interés que presenta para el desarrollo de la presente diser-
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tacion, vamos a realizar una descripcion mas detallada de un sistema
implicado en la inmunidad innata intestinal: los receptores tipo Toll
(TLRs).

La mucosa intestinal produce beneficio mutuo para el hospeda-
dor y la microflora, de tal modo que los microorganismos comen-
sales y patogenos generan senales en el sistema inmune innato di-
rigidas a proteger las funciones epiteliales que ayudan a mantener
la integridad de la barrera mucosal. Los mecanismos de la inmuni-
dad innata reconocen lo que se denominan patrones moleculares
propios de los microorganismos (Pathogen Associated Molecular
Pattern, PAMP), que estan constituidos por moléculas propias de
la estructura microbiana. Precisamente para esta funcién de reco-
nocimiento, el hospedador posee diversas familias de receptores
que reconocen al microorganismo (Pattern Recognition Receptor,
PRR). Dentro de estas familias se encuentran los receptores tipo
Toll.

Estos receptores se encuentran localizados en células mononu-
cleares, dendriticas, macrofagos, asi como en diferentes células epi-
teliales [2], y suponen un mecanismo importante en la inmunidad
innata del epitelio intestinal [64]. Se ha descrito que en la mayoria
de los mamiferos se expresan entre 10 y 15 tipos de TLRs [57]. En
la especie humana se han identificado sé6lo 11 tipos distintos (TLR
1-11) (Figura 12).

Cada TLR reconoce patrones moleculares de microorganismos
especificos, activando una via de senalizacion intracelular compleja
[4, 99], generando un patron de sintesis y liberacion de citocinas di-
ferentes para alcanzar diversas respuestas fisiologicas. Asi por ejem-
plo, la activacion de determinados TLRs hace que la expresion de
otros se eleve, lo que se refleja en la modificacion del patrén de
citocinas cambiando el tipo de respuesta inmune dependiendo del
patréon molecular involucrado [7].

Los TLRs se expresan en el tracto gastrointestinal, en concreto
y de modo endogeno, en las células epiteliales, donde recientes re-
sultados han demostrado su contribucién a la homeostasis intestinal
[89].
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La actividad de los TLRs en el tracto gastrointestinal debe estar
controlada para generar mecanismos de tolerancia y evitar respues-
tas ante la microflora comensal que podrian conducir a alteraciones
intestinales no deseadas. Parte de este control se lleva a cabo por la
internalizacion o alteracion del trafico intracelular de estos recep-
tores [42]. También se ha propuesto que en condiciones normales
las células de las criptas, que no tienen contacto directo con las
bacterias comensales, expresarian TLR2 y TLR4, mientras que las
células epiteliales intestinales maduras expresarian TLR3, que s6lo
reconoce ARN de doble hebra (dsARN) virico y que no se encuentra
normalmente entre la microflora intestinal [37].

Figura 12. Descripcion de los distintos tipos de TLRs
en la célula y su ubicacion [90].
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Otros autores, sin embargo, concluyen que los TLR2 y 4 se ex-
presan fundamentalmente en la membrana apical de las células
epiteliales intestinales, controlando de esta manera la composicion
bacteriana de la luz intestinal. Otros estudios recientes demuestran
que TLR2y 4 enterocitarios contribuyen a la integridad de la barrera
epitelial a través de la sintesis de poliaminas [16]. En individuos
sanos la mucosa intestinal expresa niveles bajos de proteina TLR2
y 4. Sin embargo, el nivel de expresion de TLR2 aumenta significa-
tivamente en células epiteliales intestinales y mononucleares en las
enfermedades inflamatorias intestinales [34].

En consecuencia, el epitelio intestinal desarrolla sistemas de re-
conocimiento del contenido luminal microbiano (PAMPs) que gene-
ran respuestas para mantener la homeostasis de la barrera epitelial
cuya accion mas estudiada es la generacion de factores relacionados
con la respuesta inflamatoria (citocinas y quimiocinas) en el propio
epitelio o en el sistema inmune adquirido.

La alteracion del equilibrio entre la informacion y la respuesta
generada por estos sistemas, tal como hemos mencionado anterior-
mente, es una de las multiples causas descritas en el origen de las en-
fermedades inflamatorias intestinales. Por tanto y tal como conclu-
yen algunos autores [14], el sistema inmune innato intestinal supone
un complejo sistema de senalizacion que paraddjicamente puede
mediar tanto respuestas de proteccion como de destruccion de la
mucosa intestinal. El estudio de los efectos de los receptores tipo Toll
en la respuesta inflamatoria intestinal esta siendo amplisimo por la
gran trascendencia que presenta en la aparicion y persistencia de las
enfermedades inflamatorias intestinales cronicas.

Aunque la actividad desarrollada por la mucosa en relacién a la
actividad inmune intestinal es multifactorial, existen numerosos re-
sultados que evidencian que también la serotonina mucosal modula
la respuesta inmune, y por tanto es capaz de influir en los procesos
inflamatorios intestinales [108]. Mas concretamente, se ha descrito
que la serotonina promueve la activacion de linfocitos y la secrecion de
citocinas proinflamatorias [112] y ademas, tanto las células dendriticas
como los linfocitos, macréfagos, células endoteliales y células epiteliales
entéricas expresan receptores de serotonina [40, 56, 73, 111]. Estos es-
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tudios evidencian, por tanto, que la serotonina juega un papel impor-
tante en la homeostais de la mucosa intestinal.

No so6lo hay que tener encuenta que la serotonina parece mediar
en la respuesta inflamatoria intestinal, sino que también se ha des-
crito que los efectos biologicos de los mediadores de la inflamacion
pueden conducir a una progresion en el dano tisular y a una altera-
cion de la actividad serotoninérgica intestinal, como se ha demos-
trado en animales con ileitis inducida [83]. En este mismo sentido,
se conoce el efecto de ciertas citocinas [59, 78], del TNFo y de diver-
sos factores proinflamatorios sobre la actividad del transportador de
serotonina [30]. Asimismo, recientes resultados obtenidos en nues-
tro laboratorio demuestran que la adenosina, factor incrementado
en situacion inflamatoria, inhibe la actividad de SERT [72].

Estudios realizados en pacientes con enfermedades inflamato-
rias intestinales cronicas indican que la serotonina mucosal podria
jugar un papel importante en la inflamacion intestinal, ya que se ha
observado en pacientes con colitis ulcerosa y con enfermedad de
Crohn un aumento de los niveles de serotonina y del numero de
células enterocromafines [11, 18, 26]. Ademas, se ha descrito que en
pacientes con colitis ulcerosa y con historia reciente de diverticulitis,
el nivel de transcripcion del transportador de serotonina esta dismi-
nuido [18, 21]. Asimismo, un reciente trabajo de Ghiay cols. (2009)
[43] muestra como la serotonina mucosal juega un papel clave en
la patogénesis de la colitis experimental actuando en el origen de la
inflamacion intestinal a través de la activacion de las células inmu-
nologicas mucosales.

Otros autores han descrito la implicacion del sistema serotoni-
nérgico intestinal en las alteraciones sensitivas y motoras que se pro-
ducen en las enfermedades inflamatorias intestinales [25]. Todos
estos estudios realizados en pacientes informan de la modulacién del
sistema serotoninérgico una vez instaurada la patologia inflamatoria
(Figura 13).
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Figura 13. Respuesta serotoninérgica a estimulos inflamatorios en el intestino [68].

El papel de la serotonina como neuromodulador de la actividad
intestinal, tal como hemos mencionado anteriormente, es bien co-
nocido. También ha sido descrita la implicacion de la serotonina en
la respuesta inflamatoria mucosal, y la afectacion del sistema seroto-
ninérgico en las patologias imflamatorias instauradas. Por otra parte
se ha evidenciado el importante papel de los receptores tipo Toll en
la homeostasis intestinal. Sin embargo, el estudio de la participacion
de estos receptores en la modulacion del sistema serotoninérgico
intestinal permanece inexplorado.

Precisamente el estudio de la interaccion entre el sistema sero-
toninérgico y la actividad de los receptores tipo Toll en el epitelio
intestinal esta siendo motivo de estudio en nuestro laboratorio en
estos ultimos anos, por ello me van a permitir que brevemente haga
indicacion de los logros obtenidos por el grupo de investigacion que
dirijo en relacion a la interaccion entre el sistema inmune innato y
el transportador de serotonina.
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4. MODULACION DE LA ACTIVIDAD Y EXPRESION
MOLECULAR DEL TRANSPORTADOR DE SEROTONINA
MEDIADA POR LOS RECEPTORES TLR3,4 Y 5

Tal como hemos indicado anteriormente hemos podido recien-
temente demostrar en nuestro laboratorio que el aumento extrace-
lular de factores liberados en la inflamacién inhibe la actividad del
transportador de serotonina [71, 72]. Dado que el transportador
internaliza la serotonina, los resultados parecen indicarnos que estos
mismos factores inflamatorios incrementan la disponibilidad extra-
celular de serotonina, la cual podria intentar paliar o contribuir a la
situacion inflamatoria.

Con el fin de dirigir nuestro estudio hacia el origen de la res-
puesta inflamatoria mediada por la inmunidad innata, nos pareci6é
interesante determinar si la activacion de diversos receptores tipo
Toll podria modular también la actividad del transportador de se-
rotonina. Para ello estudiamos el TLR3 que es activado por ARN de
doble hebra de origen virico, el TLR4, que es activado por el lipo-
polisacarido de bacterias Gram negativas y el TLR5 que es activado
por la proteina flagelina de microorganismos flagelados presentes
en el intestino como la Salmonella y 1a Escherichia Coli.

Nuestros resultados indican que la activaciéon de los TLR3, 4 6 5
reduce la actividad del transportador de serotonina. Este efecto, siendo
similar en el resultado final, se produjo en cada caso por la activacion
de vias de senalizacion intracelular distintas; asi el TLR3 parece mediar
su efecto por la activacion de la via de la cinasa MAPK p38, el TLR4 por
la activacion de la PKCy el TLR5 a través del cinasa MEK1 /2.
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Este hecho parece sugerir que la activacion de los distintos re-
ceptores tipo Toll estudiados, pueden sumar sus efectos cuando son
activados por los microorganismos que los reconocen, y finalmente
producir un aumento de la disponibilidad de 5-HT en el medio
extracelular, tanto en el borde luminal, como subepitelial.

Este aumento de serotonina libre extracelular podria actuar
como senal para regular la actividad del intestino y generar una res-
puesta fisiolégica intestinal de reconocimiento a los microorganis-
mos, o bien, en caso de desregulacion de la activacion de los TLRs,
contribuir a la respuesta inflamatoria.

En consecuencia, y de forma escueta, podriamos afirmar que la
activacion de los receptores tipo Toll, no s6lo conduce a la produc-
cion de citocinas y factores proinflamatorios, sino que también son
capaces de modular la actividad del sistema serotoninérgico intes-
tinal regulando la disponibilidad de serotonina libre a través de la
inhibicién de su transportador.
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5. CONCLUSIONES

Elintestino es un 6rgano de una gran complejidad que desarrolla
multitud de funciones conducentes al aprovechamiento nutritivo
del alimento. Para ello cuenta, ademas, con una extensa poblacion
de microorganimos que colonizan la luz intestinal, y que obligan al
intestino a desarrollar una potente actividad inmunologica, que de-
fienda de ataques extranos sin comprometer su funcién, siendo muy
notorio el papel que ejerce el sistema inmune innato para mantener
esta homeostasis.

Todas estas funciones se hallan reguladas por mecanismos ner-
viosos y endocrinos, destacando entre todos ellos el papel del sistema
serotoninérgico.

Este sistema serotoninérgico intestinal presenta la mayor parte
de sus componentes en el epitelio de la mucosa y contribuye a la res-
puesta fisiol6gica del intestino y su regulacion. Ambos sistemas, sero-
toninérgico e inmune innato se encuentran implicados en el origen
y/ o persistencia de las enfermedades inflamatorias intestinales.

La produccion cientifica generada en relacion a la actividad in-
munologica de la mucosa intestinal y a las alteraciones de la misma
en las patologias inflamatorias intestinales, esta siendo enorme en
estos ultimos anos. He intentado por ello, desarrollar en esta diserta-
cién una pequena parte del conocimiento vertido hasta el momento
en relacion a este tema, tratando asimismo de dar a conocer en su
justa medida al sistema serotoninérgico, un importante componente
implicado en la fisiopatologia intestinal.
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No obstante no debemos pasar por alto, el papel primordial que
desarrolla el sistema serotoninérgico en el sistema nervioso central,
y como los resultados obtenidos en relacion a la respuesta inflamato-
ria intestinal podrian suponer una interesante aportacion a la hora
de estudiar la respuesta inflamatoria en este sistema nervioso debida
a las enfermedades neurodegenerativas.

He dicho
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Discurso de Contestacion
I[Imo. Sr. Dr. D. Jesus de la Osada Garcia






Contestacion al discurso de entrada de 1a Dra. Ana Isabel Alcalde
Herrero como académica de la Academia de Farmacia “Reino de
Aragén”.

Pocos encargos podrian serme mas gratos que el que hoy me han
encomendado nuestro Presidente y la Junta de Gobierno, de adelan-
tarme en nombre de la Academia de Farmacia para mostrar nuestra
bienvenida a la Doctora Ana Isabel Alcalde Herrero, en su ingreso
en esta Academia. Este momento tiene para mi unas caracteristicas
muy peculiares, la persona que ingresa, a la que me une amistad y
respeto, viene avalada por un magnifico Curriculum Vitae, es una
entusiasta companera y brillante profesora de la Facultad de Ve-
terinaria de la Universidad de Zaragoza. Quisiera aprovechar esta
ocasion para presentarles algunos de los méritos profesionales y la
trayectoria cientifica de la Doctora Alcalde, que le han hecho acree-
dora de aspirar al rango de Académica de Numero y que va a poner al
servicio de esta Corporacion junto con la vitalidad, iniciativa y talento
que la caracterizan.

Mi descubrimiento de la capacidad docente de la profesora Al-
calde se remonta a los primeros anos de la década de los noventa.
Por aquel entonces, nuestro Vicedecano de Investigacion, nuestro
actual presidente de la Academia, organizaba una serie de seminarios
por y para investigadores basicos. El que impartié Anabel estaba bien
estructurado, con los apoyos documentales cuidadosamente seleccio-
nados. Esto unido a su entusiasmo y maestria consiguieron volatilizar
el tiempo. Desde entonces nuestra relacion se ha ido estrechando
con multiples intercambios de opinion y de trabajos cientificos, cons-
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cientes cada uno de la actividad del otro. No quisiera que estos anos
de amistad y companerismo me resten la objetividad necesaria para
resaltar con lucidez los hechos mas destacados que singularizan la
carrera cientifica de Anabel para que los que me escuchan puedan
juzgar la exactitud de mis afirmaciones.

La Dra. Alcalde realiz6 sus estudios universitarios en la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Navarra. En 1981 defendi6 su
tesina y obtuvo el grado de Licenciado con la calificacion de Sobre-
saliente y premio extraordinario. En 1984 con la Tesis Doctoral titu-
lada: “Estudio del transporte de D-galactosa a través del borde serosal
del intestino delgado de mamifero” obtuvo el titulo de Doctor con la
calificacion de sobresaliente “cum laude”. Su trabajo constituyé un
importante avance a lo que durante anos ha sido una fructifera linea
de investigacion dirigida por el Dr. Larralde y la Dra. Ilundain.

Su decidida vocacion docente hizo que se incorporase como pro-
fesor ayudante ya durante su etapa de realizacion del doctorado.
Faceta que ha continuado con singular éxito hasta la actualidad,
ya como Catedratica de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria de
la Universidad de Zaragoza. Destaca la doctora Alcalde, entre otras
cualidades positivas, por su teson, dedicacion y su capacidad para
transmitir ideas con extraordinaria eficacia. Su amplia actividad do-
cente universitaria se ha reflejado en clases teodricas y practicas de
diversos cursos en varias Licenciaturas, ahora Grados, y monografi-
cos de Doctorado.

La inquietud cientifica de Anabel y su laudable deseo de ampliar
conocimientos en el transporte intestinal le llevaron a solicitar una
beca postdoctoral de la Direccion General de Universidades e Inves-
tigacion para formacion de personal investigador en el Extranjero.
Con ella se trasladé a Francia para trabajar con los profesores Alva-
rado y Brot-Laroche del Centre National de la Recherche Scientifi-
que de Meudon (Paris). Durante esta estancia alli obtuvo abundan-
tes resultados que fueron motivo de diversas publicaciones.

La Dra. Alcalde ha sido investigadora principal en diversos pro-
yectos de investigacion financiados por programas de la Direccion
General de Investigacion Cientifica y Técnica, del Gobierno de
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Arago6n, donde ha demostrado siempre su responsabilidad y ca-
pacidad investigadora. También ha recibido subvenciones de la
Fundacion ARAINF. Su trayectoria como investigadora y docente
ha cristalizado en numerosos cursos impartidos, conferencias pro-
nunciadas, ademads de articulos de investigacion recogidos en ba-
ses de datos internacionales. Cabe citar entre ellos: Proceedings
of the National Academy of Sciences USA, Biochemical Pharmaco-
logy, Journal of Pineal Research, American Journal of Physiology,
Endocrinology... Sus participaciones en congresos dentro y fuera
de Espana son numerosas y en ellos ha intervenido con ponen-
cias, comunicaciones, y mesas redondas. Ejerce como revisora de
diversas revistas, asi como para diversos organismos nacionales de
financiaciéon de proyectos de investigacion. En su haber también
cuenta la direccion de siete tesis doctorales todas acreditadas con
la maxima calificacion.

Seria muy prolijo detallar aqui los muchos y diversos méritos por
los que la Doctora Alcalde ha sido elegida y les ruego acepten ese
somero bosquejo como muestra. Otra prueba evidente de la capaci-
dad intelectual de la Doctora Alcalde es el discurso que acabamos de
escuchar, trazado con la firmeza de una mente serena y con la frase
oportuna de quien sabe ver con profundidad y perspectiva.

La doctora Alcalde ha hecho una revisiéon exhaustiva del sistema
serotoninérgico en el intestino y su cada vez mayor relevancia en la
fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias intestinales. Hoy
gracias a este discurso, también conocemos mejor la complejidad
de la respuesta defensiva del intestino a los agentes externos y la
macrobiota, en general. Esta recopilacion se ha centrado en el me-
tabolismo de la serotonina en intestino por ser el tema de investi-
gacion actual del grupo del Dr. Alcalde encaminado a determinar
los diversos agentes que lo modulan.

Mi mas sincera enhorabuena, por su discurso y por su trayectoria
cientifica. Felicitacion que quiero hacer extensiva a su familia. A
Pedro, que ha sabido entender y apoyarla en todos los momentos y
a sus hijas Beatriz y Ménica para que la cercania y la juventud no les
impidan nunca ver los logros y el compromiso de una mujer inteli-
gente y perseverante.
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Al darle la bienvenida en nombre de todos los académicos de
esta Academia quiero desearle, junto con mi enhorabuena y sin-
cera felicitacion, el deseo de que su permanencia entre nosotros sea
fructifera. Quienes le recibimos esperamos que su talento, su capaci-
dad critica y creadora, su laboriosidad y su entusiasmo encuentren
entre nosotros el clima apropiado para el enriquecimiento de las
tareas académicas y para un mayor prestigio de esta Corporacion.

Profesora Alcalde, Anabel, amiga: j;jMuchas felicidades!!!

Muchas gracias

ANA ISABEL ALCALDE HERRERO



