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Glosario
Agonista. Es toda molécula quimica capaz de activar su receptor

Antagonista. Molécula quimica que ocupan el receptor impidiendo que el
agonista ejerza su accion

Antagonismo competitivo. La molécula del agonista y antagonista compiten por
el mismo sitio de union dentro del receptor.

Antagonismo no competitivo. El farmaco antagonista no actia en el mismo sitio
que el agonista, sino en una zona relacionada a él y necesaria para que el
agonista pueda ejercer su efecto.

Complejo motor migratorio (MMC). Es un patron de actividad motora ciclica que
se da en los periodos de ayuno.

Desensibilizacién. Cuando el efecto de un agonista disminuye gradualmente si
se administra continua o repetidamente en un periodo largo de tiempo (minutos a
horas)

Estequiometria. Son las relaciones cuantitativas de las subunidades que
conforman el canal.

Fibras posganglionares. Son neuronas cuyo cuerpo se localiza en el ganglio
nervioso que se sitla en el mismo érgano diana, y el axdn que origina es muy
corto porgue actia en ese organo.

Fibras preganglionares. Son fibras nerviosas autondémicas provenientes del
sistema nervioso central y que se dirigen al ganglio autonémico. Todas las fibras
preganglionares, bien sea de la division simpatica o parasimpatica, son
colinérgicas, es decir, usan como neurotransmisor a la molécula acetilcolina.

Ganglio. Son aquellas agrupaciones de los somas de las neuronas localizadas
fuera del SNC.

Inmunoreactividad. Es la reaccidbn que ocurre cuando un anticuerpo o
anticuerpos se unen con su antigeno.

Nervio. Es un conjunto de fibras nerviosas o axones, asociadas en fasciculos por
medio de tejido conjuntivo.

Nervios craneales. Son los doce pares de nervios que parten de la base del

cerebro o a nivel del tronco del encéfalo y emergen por los agujeros de la base del
craneo, distribuyéndose por la cabeza, el cuello, el térax y el abdomen.
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Neuronas intestinofugales. Tipo de neuronas sensitivas cuyo cuerpo celular se
localiza a nivel del plexo mientérico; establecen sinapsis con neuronas simpaticas
a nivel de los ganglios prevertebrales. Poseen mecanoreceptores y responden a
estiramiento de la capa muscular circular.

Nervios raquideos. También conocidos como nervios espinales son aquellos que
se prolongan desde la médula espinal y atraviesan los orificios vertebrales para
distribuirse a las zonas del cuerpo.

Neuronas Dogiel Tipo Il. Son neuronas que poseen diversos axones que se
pueden o no ramificar a poca distancia del cuerpo celular.

Receptores P2X. Son canales ionicos de membrana activados por ATP
extracelular.

Reflejo. Es la respuesta inmediata de naturaleza nerviosa que se produce ante un
estimulo determinado, externo o interno.

Reflejo peristaltico. Se refiere a la habilidad que posee el tubo digestivo para
detectar aumentos de la presion intraluminal y responder con una onda propulsiva
de contraccion oral y relajacion anal.

Sinergismo. Accion de coordinacion de dos o mas agonistas cuyo efecto es
superior a la suma de efectos individuales.

Sensibilizacion. Incremento progresivo y persistente de los efectos de una droga.
Taeniae coli (teniae coli). Son las tres cintas independientes longitudinal del

musculo liso en la parte exterior del colon ascendente, transverso, descendente y
sigmoide. Son visibles y se pueden ver justo debajo de la serosa
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Resumen
Los receptores P2X nativos de neuronas mientéricas del intestino de ratéon y

cobayo poseen propiedades distintas

Las propiedades farmacoldgicas vy fisiologicas de los receptores P2X en neuronas
mientéricas del intestino delgado de raton y cobayo fueron caracterizadas
utilizando la técnica Patch Clamp en su configuracion de célula completa. La
aplicacion rapida de ATP (1-3000 uM) indujo una corriente entrante rapida en el
95% de las neuronas mientéricas registradas en ambas especies cuando se fijo el
voltaje a -60 mV. Curvas concentracién-respuesta para ATP (1-3000 uyM) produjo
un valor de ECso de 114 y 115 puM, con un coeficiente de Hill de 1.02 y 0.79, para
las neuronas mientéricas de ratén y de cobayo, respectivamente. El a,3-metilen
ATP (a,B-meATP) fue inactivo. Piridoxalfosfato-6-azofenil-2’,4’-acido disulfonico
(PPADS) (0.01-30 pM) inhibi6 las corrientes inducidas por ATP (Iatp) con diferente
potencia, siendo los valores ICsp de 0.61 y 1.8 UM en neuronas mientéricas de
ratbn y de cobayo, respectivamente. En neuronas mientéricas de ratdn, la
respuesta a ATP fue inhibida por suramina, mientras que en neuronas mientéricas
de cobayo observamos ambos efectos, potenciacion e inhibicion, de estas
corrientes. En cobayo, ambos efectos de suramina tienen diferente dependencia
de la concentracion y cinética de recuperacion, indicando que son mediados por al
menos dos sitios de union diferentes. Nuestros resultados indican que los
receptores P2X mientéricos de ratdn tienen diferentes propiedades farmacologicas
que los presentes en cobayo.

PALABRAS CLAVE. Neuronas mientéricas, Receptores P2X, ATP, Suramina
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Abstract

The native P2X receptors of myenteric neurons of the small intestine of

mouse and guinea pig have different properties.

Whole-cell patch clamp recordings were used to characterize the physiological and
pharmacological properties of P2X receptors (P2XRs) of mouse and guinea-pig
myenteric neurons from the small intestine. ATP application induced a rapid inward
current in 95% of recorded neurons of both species when were voltage clamped at
-60 mV. Concentration-response curves for ATP (1-3000 uM) yielded ECs, values
of 114 and 115 pM for mouse and guinea-pig myenteric neurons, respectively, with
a Hill coefficient value of 1.02 and 0.79, respectively, which were not significantly
different from unity. The a,B-methylene ATP (100 pM) was virtually inactive.
Pyridoxalphophate-6-azophenyl-2”,4"-disulphonic acid (PPADS; 0.01-30 pM)
inhibited the ATP-induced currents (Iatp) with a different potency; being the ICs
0.61 and 1.8 uyM in mouse and guinea-pig, respectively. In mouse myenteric
neurons, latp were inhibited by suramin whereas in guinea pig neurons we
observed two effects, potentiation and inhibition of these currents. On guinea pig,
both effects of suramin had different recovering kinetics and concentration
dependency, indicating that they are mediated by at least two different binding
sites. Our observations indicate that myenteric P2XRs in these two species have

different pharmacological properties.

Keywords: Myenteric neurons, P2X Receptors, ATP, Suramin.
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l. INTRODUCCION

Los receptores P2X son una familia de canales catidnicos activados por ATP
extracelular. Hasta la fecha, siete subunidades han sido clonadas (P2X,.7), estas
subunidades pueden ensamblarse como trimero para formar receptores P2X
funcionales (Torres et al., 1999). Todas las subunidades, excepto la P2Xg, forman
receptores homomeéricos funcionales y cada una de ellas puede combinarse con
otras para formar receptores heteroméricos con estequiometria desconocida pero
con propiedades biofisicas y farmacoldgicas especificas (Brake et al., 1994; Valera
et al., 1994; Bo et al., 1995; Chen et al., 1995; Surprenant et al., 1995). Estas
propiedades, que se analizan en sistemas de expresion heterdlogos, son Uutiles
para proponer combinaciones de subunidades hipotéticas de receptores P2X
nativos de un determinado tejido. Sin embargo, los perfiles farmacolégicos de
estos receptores recombinantes no siempre coinciden con los receptores
enddgenos, indicando que algunos receptores nativos son canales hetero-
multiméricos compuestos de diferentes subunidades P2X o diferentes subtipos de
subunidades generadas por procesamiento post-transcripcional de splicing
alternativo del ARN mensajero (ARNm) a partir del mismo gen (Evans et al., 1995;
North, 2002).

Existe evidencia de por lo menos tres diferentes subunidades P2X en las
neuronas mientéricas de intestino delgado de cobayo. Asi, se ha demostrado
inmunoreactividad para P2X, (Castelucci et al., 2002), P2X3 (Poole et al., 2002;
Van Nassauw et al., 2002) y P2X; (Hu et al., 2001). En neuronas mientéricas de

ratén, se ha demostrado inmunoreactividad para P2X, (Ren et al., 2003), P2X3 y
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P2Xs (Ruan & Burnstock, 2005).Por otro lado, se ha reportado la falta de
inmunoreactividad para las subunidades P2X;, P2X; y P2Xs en neuronas
mientéricas de ratén (Ruan & Burnstock, 2005) y de cobayo (Hu et al., 2001).

Existen datos controversiales con respecto a las propiedades
farmacoldgicas de los receptores P2X nativos de neuronas mientéricas, 1o que
podria estar reflejando subpoblaciones de receptores entre estas neuronas o
diferencias entre especies. Por ejemplo, la suramina, un antagonista para muchos
receptores P2X, ha sido reportado que potencia (Barajas-Lopez et al., 1993;
Barajas-Lopez et al., 1996a), inhibe (Galligan & Bertrand, 1994), o no tiene efecto
(Glushakow et al., 1998) sobre las respuestas mediadas por receptores P2X
mientéricos de intestino delgado de cobayo. Un estudio mas reciente indica que la
suramina puede potenciar e inhibir estos receptores en estas neuronas (Hu et al.,
2001). Sin embargo, en neuronas mientéricas de rata, solo se ha descrito el efecto
inhibidor de suramina sobre las corrientes inducidas por ATP (Iatp) (Ohta et al.,
2005). Por lo tanto, hemos realizado un estudio comparativo en neuronas
mientéricas de ratdon y cobayo para proporcionar datos farmacologicos de los
receptores P2X mientéricos que podrian explicar esta controversia.

En este trabajo de tesis, encontramos que la cinéticas de las Iatp y €l orden
de potencia de los agonistas de los receptores P2X mientéricos de ambas
especies son indistinguibles. Sin embargo, los antagonistas PPADS y suramina
distinguen estos receptores entre ambas especies; PPADS es mas potente en
inhibir las Iatp €n neuronas mientéricas de raton que las de cobayo. Suramina

inhibe las Iatp mediadas por los receptores P2X mientéricos de raton pero tiene

2



ambos efectos (inhibicion y potenciacién) sobre las larp €n neuronas mientéricas
de cobayo. Ademas, se muestran evidencias que indican que estos dos efectos
son mediados por al menos dos diferentes sitios de unién a la suramina y que
ambos sitios estan presentes en los receptores P2X de las neuronas mientéricas
de cobayo, mientras que el sitio a suramina que produce potenciacion esta

ausente en los receptores de neuronas mientéricas de raton.



[I. ANTECEDENTES

El sistema nervioso tiene dos componentes diferenciados anatomicamente: el
sistema nervioso central (SNC), compuesto del encéfalo y la médula espinal, y el
sistema nervioso periférico (SNP), compuesto de grupos especializados de
neuronas, denominados ganglios y nervios periféricos. EI SNP consta de las
divisiones somatica y autébnoma. La divisibn somética comprende las neuronas
sensitivas que inervan la piel, los musculos y las articulaciones. La division
autonoma (sistema nervioso auténomo), es la mediadora de la sensibilidad
visceral, asi como del control motor de las visceras, musculos lisos y glandulas
endocrinas. Consta de los sistemas simpatico, parasimpatico y entérico (Kandel,
et.al.2000). Los sistemas nerviosos simpatico y parasimpético inervan los
musculos cardiacos, y liso y tejidos glandulares, y son mediadores de diversos
reflejos viscerales. Estas dos divisiones comprenden las neuronas sensitivas
asociadas a los nervios raquideos y craneales, las neuronas motoras
preganglionares y posganglionares, y los circuitos del SNC que conectan con las
neuronas motoras y sensitivas y las regulan. El sistema nervioso entérico (SNE)
tiene mayor autonomia que las otras dos divisiones, con un sistema en gran
medida independiente, cuyas conexiones con el resto del SNC son minimas.
Consta de las neuronas motoras y sensitivas del tubo digestivo que median los

reflejos digestivos (Kandel, et.al.2000).



1.1 Anatomiay fisiologia del sistema nervioso entérico

Las funciones gastrointestinales requieren del funcionamiento coordinado e
integrado de varios componentes del tubo digestivo como son: el epitelio mucoso,
submucoso, la musculatura lisa, vasos sanguineos, ganglios linfaticos y glandulas
anexas como son: glandulas salivales, pancreas o la vesicula biliar (Furness &
Costa, 1980). El SNE integra motilidad, secreciones, flujo sanguineo y respuestas
inmunes a través de una red neural cuyos cuerpos celulares se encuentran en la
pared del tubo digestivo (inervacioén intrinseca) y que estd comunicado con el SNC
(inervacion extrinseca) (Hansen, 2003). Otros subcomponentes importantes del
tubo digestivo como son el sistema endocrino (Furness, 2000) y el sistema
inmunologico (Hansen, 2003) también tienen relaciones estructurales vy
funcionales con el sistema neural, modulandose mutuamente entre si.

Los nervios entéricos llevan a cabo sus funciones utilizando mudltiples
mecanismos de neurotransmision que aumentan o disminuyen la excitabilidad
neuronal. Los cuerpos celulares de las neuronas del SNE se encuentran
aglutinadas en estructuras ganglionares las que, a su vez, se interconectan entre
si formando dos grandes plexos nerviosos: el plexo mientérico, situado entre la
capa muscular lisa longitudinal externa y circular interna, y se extiende a lo largo
de todo el tubo digestivo, del es6fago hasta el recto; y el plexo submucoso
ubicado entre la capa muscular circular y la mucosa y se localiza solo en el
intestino delgado y grueso (Figura 1). En general, el plexo mientérico controla la
contraccion y relajacion del musculo liso intestinal, mientras que el plexo

submucoso se ocupa del control de las funciones de absorcion y secrecion del
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epitelio gastrointestinal, flujo sanguineo local y respuestas. Los dos plexos estan
conectados entre si y contienen neuronas motoras que inervan tanto al musculo
liso como a las células secretoras de la mucosa, asi como a las neuronas
sensitivas que responden a la distencion, a la tonicidad y a sefiales quimicas

especificas. (Furness, 2000; Galligan, 2002; Wood, 2007).

Plexo
mientérico

Musculo
circular

Plexo
-« submucoso

“ﬁ.l?

Mucosa

Figura 1. Localizacién de los plexos mientérico y submucoso entre las capas de la pared
intestinal (Furness & Costa, 1980)

El SNE tiene tantas neuronas como las que tiene la médula espinal y
controla varias funciones de la musculatura lisa, de la micro-circulacion local y del
transporte transepitelial, ademas de ser responsable de importantes reflejos como
son el reflejo peristaltico y el complejo motor migratorio (MMC). Aunque es
altamente autonomo, el SNE mantiene estrechas conexiones con el SNC. Posee
una doble inervacion extrinseca a través de los sistemas simpatico y
parasimpatico. Ambos contienen fibras aferentes, sensoriales que transmiten

informacion al SNC, y fibras eferentes motoras que inervan los érganos efectores.
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Las fibras preganglionares parasimpaticas se proyectan hacia los ganglios
entéricos del estdbmago, el colon y el recto a través de los nervios vagos, pélvicos
y esplacnicos. Las fibras simpaticas se originan fundamentalmente en los ganglios
paravertebrales, aunque algunas lo hacen en los ganglios prevertebrales, y se
proyectan fundamentalmente a los plexos mientérico y submucoso (Figura 2)

(Kandel, et.al.2000; Wood, 2007).
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Figura 2. Vias aferentes y eferentes de los sistemas simpatico y parasimpatico.
NTS: nucleo del tracto solitario. DRG: ganglio de la raiz dorsal. NDV: nucleo dorsal del
vago. GPV: ganglios prevertebrales (celiaco, m. superior, m. inferior, pélvico) (Modificado
de Kandel, et.al.2000)
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1.2 Tipos de neuronas entéricas.
Al igual que el sistema nervioso central, el sistema nervioso entérico tiene tres

clases de neuronas de acuerdo a su funcionalidad:

1.2.1 Neuronas motoras

Representan la conexidon final motora con las células musculares lisas de las
capas circular y longitudinal. Se pueden subclasificar en motoneuronas
(excitatorias e inhibitorias), segun los neurotransmisores que codifican (Furness,
2000), y también se pueden subclasificar segun la capa muscular (Costa et al.,
2000). Se ha establecido que los neurotransmisores que codifican
mayoritariamente las motoneuronas excitatorias son la acetilcolina (ACh), las
taquininas, como son la neuroquinina A (NKA) y la Substancia P. Como
principales neurotransmisores inhibitorios codificados por motoneuronas se han
propuesto el 6xido nitrico (NO), el ATP, el péptido intestinal vasoactivo (VIP), el
péptido activador de adenil-ciclasa pituitaria (PACAP) y el mondxido de carbono
(CO). Por sus caracteristicas electrofisioldgicas se les clasifica como neuronas ‘S’,
que al ser estimuladas eléctricamente se generan potenciales postsinapticos
excitatorios (EPSPs) rapidos. Dentro de las motoneuronas podemos encontrar un
pequefio subgrupo, las neuronas secretomotoras y vasomotoras (Figura 3), que
sSon neuronas gque se proyectan a mucosa y a vasos sanguineos locales (Furness,

2000).



1.2.2 Neuronas sensoriales

Llamadas también neuronas aferentes primarias intrinsecas (IPANs), tienen sus
cuerpos celulares tanto en los ganglios del plexo mientérico como en los del plexo
submucoso y proyectan sus terminales hacia la mucosa intestinal. Responden a
estimulos quimicos, deformacién mecanica de la mucosa y otros estimulos como
el estiramiento radial y la tension muscular(Costa et al., 2000). En el cobayo estas
neuronas son Dogiel tipo Il (poseen diversos axones que se pueden o no ramificar
a poca distancia del cuerpo celular) y tienen propiedades electrofisiologicas tipo
AH (Afterhyperpolarization) que se caracteriza por una hiperpolarizacion de larga
duracion seguida por un potencial de accién (AHP). Se piensa que esta AHP
reduce grandemente la excitabilidad de los cuerpos neuronales de las células
sensoriales (Costa et al., 2000). Esta hiperporalizacién se debe a la entrada de
calcio (Ca**) durante el potencial de accién que abre a canales de potasio
activados por Ca?*. Las IPANSs recibe EPSPs lentos, la fuente de estos potenciales
son otras neuronas sensoriales intrinsecas formando redes inervadas
reciprocamente. Estos EPSPs lentos son principalmente mediados por substancia
P vy taquininas actuando sobre receptores a neuroquinina como NKj3 vy
posiblemente NK; (Bertrand, 2003). Ademas presentan varios receptores unidos a
proteinas G que cuando se activan también producen despolarizaciones similares
a EPSPs lentos, en particular receptores activados por 5-HT, colecistoquinina
(CCK), prostaglandina PGE,, histamina y ATP, éste ultimo actuando a través de
los receptores P2Y inhibidores. Las IPANs estan interconectadas formando redes

y reciben entradas de otras IPANs, ademas se conectan con interneuronas y con
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motoneuronas. Por lo general, no es frecuente que las neuronas sensoriales
intrinsecas reciban entradas sinapticas rapidas pero se ha encontrado que poseen
muchos de los receptores que median estas entradas como son los receptores

nicotinicos a ACh, 5-HT3, GABAA Yy P2X. (Costa et al., 2000).

1.2.3 Interneuronas

Se han identificado en todas las regiones del tracto gastrointestinal, posiblemente,
son las neuronas que mas varian entre regiones, mas que los otros dos tipos de
neuronas. Las interneuronas forman cadenas en direccién oral y aboral. Por lo
tanto, se pueden diferenciar en interneuronas ascendentes y descendentes. En el
intestino de cobayo hay un tipo de interneuronas ascendentes y tres tipos de
interneuronas descendentes (Furness, 2000). También hay un pequefio numero
de neuronas intestinofugales que mandan sus proyecciones al ganglio
prevertebral. Las interneuronas ascendentes son colinérgicas, formando cadenas
gue se extienden a lo largo del intestino. Al parecer estas interneuronas estan
implicadas en reflejos locales asi como dos de los tipos de interneuronas
descendentes. Los tres tipos de interneuronas descendentes tienen el siguiente
codigo quimico: ChAT/NOS/VIP-tBN+GABA+NPY, ChAT/SOM y ChAT/5-HT.
Estudios de las conexiones de estas neuronas sostienen la hipétesis de que el
primer tipo, las neuronas ChAT/NOS/VIP, estan involucrados en los reflejos de
motilidad local, que las neuronas ChAT/SOM estan involucradas en la conduccion
de MMC en el intestino delgado y las neuronas ChAT/5-HT estan involucradas en

los reflejos secreto-motores, pero no directamente en los reflejos de motilidad
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(Furness, 2000). Investigaciones farmacoldgicas de transmisidon de neurona a
neurona en el intestino delgado han revelado dos EPSPs rapidos no colinérgicos,
uno mediado por ATP y el otro por 5-HT. La transmision por ATP es en una via
descendente, sin embargo, ésta al parecer, no es una via para el control de la
motilidad a través de reflejos locales. Asi pues, el ATP podria ser un
neurotransmisor de las interneuronas ChAT/SOM o ChAT/5-HT. Otra posibilidad
es que el ATP seria un neurotransmisor de un sub-grupo de neuronas aferentes
primarias, las cuales tienen axones largos analmente dirigidos. Al igual que las

motoneuronas, se clasifican como neuronas ‘S’ (Furness, 2000).

.'\"5," > \Q'_ P 4 . _ S N \__

Figura3. Tipos de neuronas del intestino de cobayo: (1) interneuronas ascendentes;
(2)IPAN mientérica; (3) neurona intestinofugal; (4) motoneurona longitudinal excitatoria; (5)
motoneurona longitudinal inhibitoria; (6) motoneurona circular excitatoria; (7) motoneurona
circular inhibitoria; (8) interneurona descendente (reflejo local); (9) interneurona
descendente (reflejo secretomotor); (10) interneurona descendente (MMC); (11) IPAN
submucosa; (12) neurona secretomotora y vasodilatadora no colinérigica; (13) neurona
secretomotora 'y vasodilatadora colinérigica; (14) neurona secretomotora (no
vasodiladatora) colinérgica (Furness, 2000).
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Ademas de neuronas, en el SNE encontramos la glia entérica, que fue en
un principio descrita por Dogiel. Actualmente se sabe que superan a las neuronas
entéricas en un nimero de 4 a 1. En un principio se pensaba que la glia entérica
tenia basicamente un papel de soporte y de aporte de nutrientes, pero
recientemente se ha demostrado que la glia entérica puede tener varias funciones
asociadas a la neurotransmision, participando a su vez, en diversas funciones
motoras y de barrera. Diversas evidencias experimentales apoyan dichas hipotesis
(Ruhl et al.,, 2004). Aunque en la actualidad, la funcion de la glia es aun muy

desconocida a nivel del SNE.

1.3 Transmisidén sindptica en el SNE

El sitio donde una neurona se comunica con otra célula se le conoce como
sinapsis. Dos elementos pueden ser idéntificados en todas las sinapsis, el
presinaptico y el postsinaptico. La transmisién sinaptica puede ser de dos tipos:
una eléctrica debido a que la comunicacion se establece a través de canales
intercelulares (uniones comunicantes) que se caracterizan por una baja resistencia
eléctrica, y otra quimica debido a que utlizan substancias Illamadas
neurotransmisores, las cuales son liberadas del elemento presindptico y activan
proteinas receptoras en el postsinaptico. En ambos tipos de comunicacion
sinaptica se modula el potencial de membrana en reposo del elemento
postsinaptico. En la transmision sinaptica quimica, estos cambios de potencial
suceden por la activacion de receptores que modifican el flujo idnico a través de la

membrana plasmatica (Kandel, 2000).
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La transmision sinaptica en el SNE se realiza mediante receptores unidos a
proteinas G (GPCRs) o receptores metabotropicos y receptores directamente
asociados a canales i6nicos mejor conocidos como canales ionotropicos o canales

i6nicos activados por ligando (LGIC) (Galligan, 2002).

1.3.1 Receptores metabotropicos

Los GPCRs o0 receptores metabotropicos son estructuralmente diferentes a los
receptores ionotropicos ya que el canal idénico no esta localizado directamente
dentro de la misma proteina receptora. Los efectos de los GPCRs son mediados
por la activacidon de proteinas G a través de la conversiéon de GDP a GTP. Una vez
activado, el GTP difunde a través de la célula para activar una o0 mas vias de
sefalizacion intracelular cuyo blanco es la apertura de un canal idénico. Debido a
qgue las respuestas mediadas por estos receptores involucra varios pasos hasta
abrir el canal, el “onset” de la respuesta es lenta (>50 ms) y de larga duracién (de
segundos a minutos), por tal motivo se refieren como una neurotransmision lenta
(Galligan, 2002). Algunos ejemplos de GPCRs en el SNE incluyen a los receptores
GABAg una clase de receptor gabaérgico y los receptores P2Y una clase de
receptor purinérgico. Se pueden distinguir los receptores metabotropicos de los
receptores ionotropicos en al menos dos formas: 1) a través del uso de agonistas
y antagonistas especificos para cada subgrupo de receptor y 2) las diferencias que

hay en la entrada y duracion de la transmision neuronal.
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1.3.2 Receptores ionotrépicos

Los receptores ionotropicos o LGIC son la segunda clase mas amplia de
receptores en el SNE; estos receptores median respuestas sinapticas rapidas.
Tienen el sitio de unién al ligando y el canal ibnico como parte de un unico
complejo proteico. Por lo tanto, la unidn de un neurotransmisor a su receptor
puede causar la apertura del canal i6nico. EI movimiento idnico genera una
corriente de una magnitud proporcional al nUmero de canales abiertos y a la
corriente unitaria de cada canal. La direccion de la corriente depende del tipo de
iones y del sentido del flujo hacia el citoplasma o hacia el exterior de la membrana
(Galligan, 2002). Por convencién, el movimiento neto de cargas positivas hacia el
interior se le llama corriente entrante y el movimiento neto de cargas positivas
hacia el exterior se conoce como corriente saliente. Los LGIC pueden existir en
tres estados principales, normalmente estan cerrados en ausencia de ligando, y
cuando éste se une a su sitio receptor le tomarda ~0.02 ms para pasar al estado
abierto, y cuando el ligando se disocia el canal pasara al estado cerrado otra vez.
Estos canales también muestran desensibilizacion tras una exposicion prolongada
del agonista y, por tanto, tiene una duracibn mas corta de accién que los
receptores metabotropicos (<100 ms) (Connolly & Wafford, 2004). En el SNE se
expresan una gran variedad de receptores ionotropicos como son los nicotinicos
activados por ACh (nACh), los activados por serotonina (5-HT3), los activados por
GABA (GABA,), los activados por Glicina (GlyR), los activados por Glutamato

(NMDA y AMPA) y los activados por ATP (P2X) (Galligan, 2002). Estos receptores
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estan dispersos en todo el plexo mientérico y submucoso, con diferentes neuronas

expresando diferentes subunidades y diferentes perfiles.

1.3.2a Receptores purinérgicos en el SNE

En la época de 1970’s fue propuesto el ATP como neurotransmisor y desde
entonces muchos estudios han tratado de precisar el papel del ATP en la
transmision sinptica (Burnstock, 2006). Se ha demostrado su liberacién por parte
de las neuronas entéricas. En el plexo mientérico, el ATP es utilizado como un
neurotransmisor o co-transmisor por las motoneuronas y al menos un tipo de
interneuronas descendentes durante los reflejos locales. Sin embargo, hasta la
fecha no hay evidencia de que las IPANs liberen ATP como neurotransmisor (Ren
& Bertrand, 2008). Se ha reportado que el ATP y sus analogos activan receptores
purinérgicos que son divididos en dos categorias: P1 y P2. Los receptores P1 son
activados por adenosina, se han descrito cuatro subtipos los A1, Aoa, Axg Y As.
Todos ellos acoplados a proteinas G, actian mediante la inhibicién (A1 y A3z) o la
activacion (Aa Y Azg) de la adenilato ciclasa (Ren & Bertrand, 2008). En el SNE,
no hay evidencia clara de que los potenciales sinapticos sean causados por la
liberacion de adenosina actuando en receptores postsinapticos. Al parecer, la
funcion mas importante de la adenosina en el SNE es la modulacion de la
transmision sinaptica a través de la inhibicion de la liberacion del neurotransmisor,
ya que se ha visto que la inhibicion de receptores A; puede potenciar la liberacion
de ACh o taquininas del ganglio mientérico. Igualmente, los EPSPs rapidos son

reducidos en presencia de adenosina o AMP, un efecto bloqueado por
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antagonistas de receptores A;. Probablemente, esta modulacion se deba a través
de receptores A; ubicados en la membrana presinaptica.

Los receptores del tipo P2 son activados principalmente por ATP, ADP,
UDP y UTP. La categoria P2 es ademas subdivida en dos clases de receptores
llamados P2X y P2Y (Abbracchio & Burnstock, 1994; Burnstock, 2006). La clase
P2Y es metabotrépica, estan unidos a proteinas G y se han descrito ocho
subtipos: P2Y;, P2Y,, P2Y,4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13 Yy P2Y14, actualmente, se
han propuesto nuevos subtipos como los P2Y35 (Ren & Bertrand, 2008). El ATP es
el ligando de todos estos receptores pero UTP, UDP o ADP pueden ser mas
potentes y pueden utilizarse farmacolégicamente para distinguir entre subtipos de
estos receptores. En el SNE, se ha encontrado inmunoreactividad para los
receptores P2Y; (Gao et al., 2006), P2Y,, P2Ys y P2Y, (Xiang & Burnstock, 2006).
Se ha reportado que estos receptores median EPSPs lentos tanto en motoneurona
e interneuronas del plexo mientérico y submucoso. Ademas, estudios
electrofisiolégicos en IPANs de ileo de cobayo mostraron que los receptores P2Y
median una hiperpolarizacion de la membrana debido a la apertura de canales
potasio (K*) activados por Ca®", posiblemente a través de receptores P2Y; (Ren &
Bertrand, 2008). La clase P2X es ionotropica (Ralevic & Burnstock, 1998;
Burnstock & Knight, 2004) y es la involucrada en los estudios descritos en esta

tesis.
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RECEPTORES P2X

Estructura

Los receptores P2X son canales i6nicos de membrana activados por ATP
extracelular. Su activacion resulta en la apertura de un canal selectivo a cationes.
A la fecha, han sido clonadas siete subunidades P2X (P2X;.7) en diferentes tejidos
de mamifero adulto, muestran menos del 50% de identidad y van desde una
longitud de 379 (P2Xg) a 595 (P2X7) amino acidos. Cada subunidad muestra una
estructura molecular similar consistiendo de dos dominios transmembranales (TM1
y TM2) unidos por una asa extracelular hidrofilica, mientras que sus grupos amino
(NH,) y carboxilo (COOH) terminales son intracelulares (Figura 4). El dominio TM1
es responsable de la compuerta del canal y el dominio TM2 forma el poro del
canal. El asa extracelular se sugiere que esta involucrada en la union de dos
moléculas de ATP, asi como en la estructura terciaria de la proteina, ya que se
encuentran conservados 10 residuos de cisteinas, que al ser oxidados forman
puentes disulfuros (S-S). Todas las subunidades P2X tienen secuencias consenso
para glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr), y algunas glicosilaciones son esenciales para el

trafico de los receptores a la superficie de la membrana celular (North, 2002).
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Figura 4. Esquema representativo de la topologia general de una subunidad P2X (Li
et al., 2008).

La estructura molecular de un receptor P2X es probablemente como trimero.
Dichos trimeros pueden estar compuestos de la misma o diferentes subunidades
formando receptores homomeéricos o heteroméricos, respectivamente.

El co-ensamblamiento de los receptores P2X se ha estudiado en modelos
de expresion heter6loga, de tal forma que se ha podido obtener informacion
acerca de cudles son las subunidades que se co-ensamblan. Por ejemplo, en
estos estudios, todas las subunidades pueden formar homomeros, excepto la
P2Xs, la cual solo se combina con otras subunidades. También se ha determinado
la existencia de receptores heteromeéricos como son P2Xy/, P2Xy4, P2Xy/5, P2X/3,
P2X26, P2X46, (North, 2002; Roberts et al., 2006) y P2X,47; (Guo et al., 2007). La
combinacion de algunas subunidades resulta en canales con propiedades
fisiologicas y farmacologicas distintas a las observadas en cada canal expresado

de manera individual. Por ejemplo, los receptores P2X, expresados de manera
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individual no son activados por el analogo de ATP, a,3-meATP, y desensibilizan
muy lento. Por su parte, los receptores P2X3 si son activados por dicho analogo y
desensibilizan rapidamente. La combinacion de ambas subunidades resulta en
corrientes activadas por a,f-meATP cuya desensibilizacion es lenta (Lewis et al.,
1995). Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion se ha encontrado que la
mayoria de las subunidades P2X son candidatos a formar heteromeros, a

excepcion de la subunidad P2X; (ver Tabla I).

Tabla I. Posibles co-ensamblados de las subunidades P2X (North, 2002)

P2X, P2X, P2Xs P2X,4 P2Xs P2Xs P2X7
P2X; + + + - + + -
P2X, + + - + + -
P2X; + - + + -
P2X,4 + + + -
P2Xs + + -
P2Xs - -
P2X7 +

Las propiedades identificadas en los sistemas heterélogos pueden ser
extrapoladas para identificar la posible combinacion de las subunidades que
componen a los receptores P2X en células nativas. Sin embargo, las propiedades
farmacoldgicas de los receptores P2X recombinantes no siempre corresponde a

los receptores enddgenos, por lo tanto, es posible que algunos receptores nativos
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sean canales hetero-multiméricos compuestos de diferentes subunidades (Evans

et al., 1995; North, 2002).

Propiedades biofisicas

Los receptores P2X abren rapidamente después de la union del ATP. La posterior
cinética de la respuesta es dependiente del receptor en cuestion y puede ser
sujeta a regulacion. En general, los receptores P2X; y P2X3 muestran
desensibilizacion réapida con respuestas a aplicaciones sostenidas de
concentraciones maximas de agonista decayendo mas del 90% en 1-2 s (North,
2002). El resto de los receptores homoméricos y el heteromérico P2X;;3 muestran
desensibilizacion lenta, es decir son respuestas sostenidas a 1-2 s de aplicacion

del agonista (ver Figura 5).

P2X1 P2X> P2X3 P2X4 P2Xs P2X7

J1nA

20s

Figura 5. Cinética de las corrientes inducidas por ATP en distintos subtipos de
receptores P2X de rata. Corrientes inducidas por aplicaciones largas de ATP (30 uM,
excepto 1 mM para P2X5). La desensibilizacion de los receptores P2X es diversa: rapida
para P2X; y P2X;, lenta para P2X, y P2X, y nula para P2X;. Los registros fueron
obtenidos 48 horas después de la transfeccion de células HEK 293 con 1 pg/ml de cDNA
(North, 2002).
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Existen algunas diferencias en las cinéticas de la respuesta entre los
diversos estudios y sistemas de expresion, sugiriendo que tal vez este sujeto a
regulacion por el nivel de expresion, tipo celular o ambiente local. En varios
trabajos se han estudiado las bases moleculares de la cinética de las respuestas
de los receptores P2X. Por ejemplo, existen estudios con quimeras de las
subunidades P2X, en donde sustituyen el dominio TM1 o el dominio TM2 de la
subunidad P2X; o P2X3; por el de las subunidad P2X, observando una
desensibilizacion parecida a la del receptor P2X, Demostrando que los dos
dominios transmembranales podrian contribuir a la cinética de la respuesta
(Werner et al., 1996). Posteriormente, analisis de variantes generadas por splicing
alternativo del ARNm de la subunidad P2X, indican que el COOH terminal
intracelular también regula la cinética de desensibilizacion (Brandle et al., 1997;
Smith et al., 1999). La contribucion de la regién correspondiente al amino terminal
intracelular se demostro a través de una mutacion en un sitio de fosforilacion, en el
residuo Tre 18, el cual es fosforilado por la proteina cinasa C. Dicho residuo esta
presente en el amino terminal y conservado en todas las subunidades P2X. Esta
mutacion condujo a una reduccién en la amplitud del pico de corriente y velocidad
de la cinética de desensibilizacion de varios receptores P2X (Boue-Grabot et al.,
2000; Ennion & Evans, 2002). También, mutaciones en el dominio extracelular de
receptores P2X; pueden cambiar significativamente la cinética de la respuesta asi
como la potencia del ATP (Ennion et al., 2000). Tomando en conjunto estos

estudios, se demuestra que la regulacion de la cinética de la respuesta a ATP de
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los receptores P2X es un proceso multicomponente que involucra interacciones de

varios regiones del receptor.

Propiedades farmacoldgicas

En la actualidad se conoce que la farmacologia de los receptores P2X es muy
compleja. No existen a la fecha agonistas o antagonistas especificos para la
mayoria de los receptores P2X. Inclusive la sensibilidad a agonistas o
antagonistas depende no solo del subtipo de receptor P2X sino ademas de la
especie de donde fue obtenido el receptor. Por ejemplo, mientras que los
receptores P2X, de rata son poco sensibles al antagonista PPADS (ICso > 100
uM), el P2X, de humano es notablemente mas sensible a este antagonista (ICsp <
10 pM) (Jones et al., 2000). Por otra parte, se ha demostrado que los receptores
P2X7; de humano y rata son altamente sensibles al agonista BzZATP mientras que
el de cobayo es insensible o antagonizado por este mismo agonista (Fonfria et al.,
2008).

Los receptores P2X también pueden estar influenciados por moduladores
alostéricos como son los cationes divalentes, por ejemplo el Zn** el cual potencia
los receptores P2X, y P2Xy3 mientras que inhibe a los receptores P2X; y P2X;
(Roberts et al., 2006). La ivermectina es un modulador positivo especifico de los
receptores P2X, y P2Xy46, mientras que es inactivo sobre los receptores P2X;,
P2Xs3, P2Xy3, ¥y P2X; (Khakh et al., 1999). Estas moléculas pueden ser
importantes herramientas farmacologicas para la caracterizacion de los receptores

P2X expresados enddgenamente en los tejidos nativos.
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En las tablas Il y Ill se enlistan los agonistas y antagonistas utilizados en
esta tesis y sus valores de concentracion que producen el 50% del efecto maximo

(ECso € 1Csp) en los diferentes receptores P2X recombinantes (Gever et al., 2006).

Tabla Il. Comparacion de las propiedades farmacologicas de los receptores P2X
homoméricos (Gever et al., 2006).

P2X;  P2X, P2X3 P2X,; P2Xs P2Xs  P2Xy
Desensibilizacion Rapida Lenta Rapida Lenta Lenta Lenta Lenta
Agonista ECsg (UM)
ATP 1 1-30 1 10 10 12 >100
ATP-y-S 3 1-30 0.5 10 10 9 >100
a,B-meATP 1 >300 1 >300 >300 >100 >300
Antagonista ICsg
(HM)
PPADS 1 1 1 >500 <1 >100 500
Suramina 1 10 3 >500 <1 >100 250

Tabla Ill. Comparacion de las propiedades farmacoldgicas de
los receptores P2X heteroméricos (Gever et al., 2006).

P2Xys P2Xys P2Xoes P2Xus
Desensibilizaciéon Lenta Lenta Lenta Lenta
Agonista ECsg (UM)
ATP 1 1 30 5
ATP-y-S 1 1 30 8
a,B-meATP 1-5 1-3 >100 12
Antagonista ICsg (UM)
PPADS <1 <4 ? >10
Suramina <1 <4 6 >10
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Localizacion de los receptores P2X en el SNE

En el intestino de cobayo, el subtipo P2X, fue localizado por inmunohistoquimica
en motoneuronas inhibidoras, neuronas secreto-motoras no-colinérgicas e IPANs
de los plexos mientérico y submucoso (Castelucci et al., 2002). Mientras que el
subtipo P2X3 se ha encontrado en diferentes neuronas mientéricas incluyendo
algunas neuronas NOS positivas (motoneuronas inhibidoras e interneuronas
descendentes), interneuronas ascendentes y motoneuronas del musculo
longitudinal, pero no en neuronas sensoriales (Poole et al., 2002; Van Nassauw et
al., 2002). Por otra parte, (Yiangou et al., 2001) encontr6 abundante
inmunoreactividad para el subtipo P2X7 en la superficie de cuerpos celulares de
ganglios en ambos plexos mientérico y submucoso de intestino delgado de
cobayo. En el intestino de ratén, por inmunohistoquimica, se ha demostrado la
presencia de los receptores P2X,, P2X3 y P2Xs en muchas neuronas mientéricas y
submucosas (Ruan & Burnstock, 2005). Aunque, se ha reportado que solo los

receptores P2X; participan en la transmision rapida (Ren et al., 2003).

Los receptores P2X median la transmisién sindptica rapida en el SNE

En ileo de cobayo, registros electrofisioldgicos indican que los EPSPs rapidos del
67% de neuronas S mientéricas son sensibles a antagonistas PPADS o suramina
(Galligan & Bertrand, 1994). Sin embargo, los EPSPs rapidos purinérgicos no son
uniformemente distribuidos a lo largo del tracto gastrointestinal. Registros de
diferentes segmentos del intestino indican que los EPSPs rapidos purinérgicos son

mas comunes en el ileo que en el duodeno, yeyuno, taeniae coli y colon proximal y
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distal, mientras que son ausentes en el cuerpo gastrico. También se han
identificado EPSPs rapidos mediados por ATP en el plexo submucoso del cobayo

(Ren & Bertrand, 2008).

Receptores P2X implicados en desdrdenes gastrointestinales

(Yiangou et al., 2001) demostré por inmunohistoquimica y Western blot un
incremento significativo en la expresion del receptor P2X3 en los plexos
submucoso y mientérico de intestino delgado en pacientes con IBD (enfermedad
del intestino inflamado), lo que sugiere que el receptor P2X3 podria tener un papel
primordial en el incremento de la dismotilidad (motilidad anormal del intestino) y
dolor. Este punto de vista es apoyado en un modelo de colitis en ratas, donde se
demostré que los receptores P2X3 estan inducidos en el Ganglio de la Raiz Dorsal
(DRG) y que el ATP liberado por la distension se incrementa, resaltando la
contribucion de los receptores P2X en la traduccion mecano-sensorial (Wynn et
al., 2004). Ademas, en un ratén knock-out de la subunidad P2X3 la peristalsis se
ve afectada en el intestino delgado (Bian et al., 2003). También, se tiene evidencia
de que la sensibilizacién periférica de los receptores P2X3; en neuronas aferentes
vagales y espinales en el estbmago podrian contribuir a la dispepsia y el desarrollo
de hiperalgesia visceral (Dang et al., 2005). Recientemente, los receptores P2X;
también se han relacionado con la percepcion del dolor. Ratones que carecen del
receptor P2X; muestran una reduccion marcada en el dolor de tipo neuropatico y
cronico de tipo inflamatorio (Chessell et al., 2005) y antagonistas especificos de

P2X7 (A-438079 y A- 740003) inhiben el dolor neuropatico en ratas (Honore et al.,
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2006; Donnelly-Roberts & Jarvis, 2007). Por tal motivo, la posibilidad de que los
receptores P2X sean blancos potenciales para el tratamiento con farmacos del

sindrome del colon irritable (IBS) ha ido en aumento (Galligan, 2004).

Propiedades electrofisioldgicas y farmacoldgicas de los receptores P2X en el
SNE

La técnica de Patch Clamp en sus modalidades de célula completa y “outside-out”
se usaron para caracterizar las propiedades fisiologicas y farmacoldgicas de los
receptores P2X en neuronas mientéricas de ileo de cobayo. ATP y analogos
indujeron una corriente entrante rapida en mas del 90% de las neuronas
estudiadas; dichas corrientes mostraron rectificacion entrante y un potencial de
inversion de 0 mV dependiente de la concentracibn de sodio extracelular.
Corrientes de canal unico fueron observadas cuando los parches de membrana
“outside-out” fueron expuestos a ATP. Estos canales tienen una conductancia de
aproximadamente 17 picosiemens (pS) (Barajas-Lopez et al., 1996a). Las Iatp Se
desensibilizan en un 80% en 7 s (Zhou & Galligan, 1996). EI PPADS antagonizé
los efectos del ATP con un ICso de 4 pM. Cibacron Blue 3GA incremento las
corrientes activadas por ATP mientras que el Basilen Blue E-3G tuvo un efecto
antagonico muy débil (IC50=3 mM). El orden de potencia de los agonistas usados
para inducir corrientes entrantes fue: ATP-y-S = ATP = 2-Me-S-ATP>>q,3-meATP
= B,y-meATP; adenosina y UTP (a una concentracion mayor de 1 mM) fueron

inactivos (Barajas-Lopez et al., 1996a).
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En neuronas mientéricas de cobayo, el a,8-meATP fue un agonista débil y
no antagonizo los efectos de ATP sobre los receptores P2X (Barajas-Lopez et al.,
1996a); sin embargo (Zhou & Galligan, 1996) encontrd lo contrario, ya que este
analogo de ATP, actlio como agonista parcial de las Iarp. Unicamente los subtipos
homoméricos P2X; y P2X3 y subtipos heteroméricos P2Xy33, P2Xys Yy P2X46 son
sensibles a a,3-meATP (North & Surprenant, 2000); asi, los receptores P2X
presentes en las neuronas mientéricas de cobayo, pueden ser receptores
homoméricos P2X,. Todavia se desconoce si estos receptores en el intestino
delgado de cobayo sean homoméricos o heteroméricos conteniendo otro subtipo
de receptor. En ratén, se encontré que el ATP pero no el a,3-meATP depolariza
las neuronas S en tejidos de intestino delgado en ratones silvestres, pero en
ratones carentes de la subunidad P2X,, el ATP o a,-meATP no depolarizaron las
neuronas S. Estos datos indican que en el intestino delgado de ratén el receptor
P2X expresando en neuronas S es el subtipo P2X; (Ren et al., 2003).

(Barajas-Lopez et al., 1993) reporto que la suramina, un antagonista de los
receptores P2X, potencio las Iatp €n neuronas mientéricas de cobayo, a través de
un mecanismos que fue independiente de su efecto inhibitorio sobre la actividad
ectonucleotidasa. Por el contrario, (Galligan & Bertrand, 1994) encontré6 que la
suramina inhibié los EPSPs rapidos inducidos por ATP en 30 de 35 neuronas
mientéricas de ileo de cobayo. Por otra parte, (Hu et al., 2001) observé que la
suramina potencio las corrientes activadas por ATP en el 70% de estas neuronas,
mientras que en el otro 30% de las neuronas la corriente fue suprimida por este

antagonista. Por otro lado, en neuronas mientéricas de rata, soOlo el efecto
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inhibidor de suramina sobre los receptores P2X se ha descrito (Ohta et al., 2005).
Estas controversias podrian ser el resultado de la expresiéon y combinacion de

subpoblaciones de receptores en estas neuronas y diferencia de especies.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Basados en lo anterior, en el presente trabajo planteamos realizar un estudio
comparativo de los efectos de la suramina sobre los receptores P2X en las
neuronas mientéricas de raton y cobayo que pudieran explicar estos resultados
controversiales. Ademas, en estos modelos se evaluaran las propiedades
electrofisiolégicas, como son el “onset”, “decay” y la cinética de desensibilizacién
de los receptores P2X, asi como el efecto de PPADS sobre las Iarp, por medio de
registros de célula completa. Estos resultados nos daran informacién sobre la
existencia de posibles variaciones entre especies y la presencia de diferentes

subpoblaciones de receptores P2X en neuronas mientéricas de raton y cobayo.
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente se ha propuesto a los receptores P2X como blancos terapéuticos
para el tratamiento de pacientes con desordenes gastrointestinales en base a los
resultados de expresion, distribucion y funcion de estos receptores en el intestino.
Sin embargo, falta mas informacién acerca de las propiedades farmacolégicas de
estos receptores en neuronas entéricas, ya que la mayoria de los estudios previos
se han realizado con farmacos poco selectivos, lo que imposibilita una
caracterizacion completa de dichos receptores. Asimismo, uno de los animales de
experimentacion mas estudiado ha sido el cobayo, puesto que constituye un
modelo experimental Unico debido a la facilidad de acceso a los distintos plexos
nerviosos. Sin embargo estudios previos demuestran que los receptores P2X de
cobayo tienen diferentes propiedades comparado con aquellos presentes en otras
especies, a pesar de que son los mas parecidos a los receptores P2X humanos.
Por lo que resulta interesante encontrar si las propiedades farmacolédgicas de los
receptores P2X de neuronas mientéricas de raton son similares aquellas

presentes en neuronas mientéricas de cobayo.
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V. HIPOTESIS

Los receptores P2X de rata y raton tienen propiedades farmacologicas similares y
los receptores P2X de neuronas mientéricas de rata poseen propiedades
farmacoldgicas diferentes con respecto a los P2X mientéricos de cobayo, por lo

cual proponemos que estos ultimos son diferentes a los de raton.

VI. OBJETIVO
Caracterizar electrofisiologica y farmacologicamente los receptores P2X nativos en
neuronas mientéricas de ratdén y de cobayo usando la técnica de Patch Clamp en

su configuracién de célula completa para medir la actividad de estos canales.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Preparacion del cultivo celular

Ratones C57/BL6 (19 — 25 g) y cobayos (100 — 200 g) de ambos sexos, fueron
sacrificados por decapitacion y se extrajo un segmento de 10-15 cm de yeyuno
proximal. Se mantuvo abierto longitudinalmente en solucién de Krebs modificada
(en mM: NaCl, 126; NaH,PO,, 1.2; MgCl,, 1.2; CaCl,, 2.5; KCI, 5; NaHCOg3, 25;
glucosa, 11; gasificada con 95% O, and 5% CO,). En ambos animales, la capa
mucosa y submucosa de este segmento de intestino fue disecada. En cobayo, se
removid la mayoria del musculo circular, quedando el plexo mientérico embebido
en el musculo longitudinal, mientras que en ratén la muscularis externa completa
permanecieron con el plexo mientérico.

La preparacion del plexo mientérico fue disociada usando un tratamiento
secuencial con dos soluciones enziméticas, descrito por (Barajas-Lopez et al.,
1996b). Se describe brevemente, la primera solucién contiene papaina (0.01
mg/ml; activada con 0.4 mg/ml de L-cisteina) y la segunda contiene colagenasa (1
mg/ml) y dispasa (4 mg/ml). Las enzimas fueron lavadas con medio L-15 y
después las células se sembraron en medio D-MEM sobre cubreobjetos redondos
cubiertos con colagena estéril de cola de rata. El medio de cultivo D-MEM
contenia 97.5% de medio minimo esencial, 2.5% de suero de cobayo (excepto
para los cultivos celulares de raton, el cual contenia 2.5% de suero bovino fetal),
L-glutamina 2 mM, penicilina 10 U/ml, estreptomicina 10 pg/ml, glucosa 15 mM,

citosina-B-D-arabinofuranosida 10 puM, fluorodeoxiuridina 10 puM y uridina 10 pM.
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Registros electrofisioldgicos

Se conoce que el ATP modula canales de potasio en la membrana de neuronas
entéricas via receptores unidos a proteinas G (Christofi et al., 1997; Barajas-Lopez
et al., 2000), para disminuir la participacion de estos canales en las corrientes, los
experimentos se realizaron en presencia de Cs*, el cual bloquea los canales de
potasio. Ademas, las corrientes de membrana generadas tras la aplicacion del
agonista fueron registradas usando la técnica de Patch Clamp en su configuraciéon
de célula completa, lo que descartaria efectos mediados por segundos mensajeros
(Gillis et al., 1991). Esta configuracién se logra después de obtener un gigasello
entre la pipeta de cristal y los lipidos que componen la membrana celular
(configuracion de célula sellada), una vez que se alcanza esta configuracion se
aplica una succién para romper la membrana que separa al citoplasma del interior
de la pipeta, logrando asi continuidad entre los componentes (configuracién de
célula completa) (Figura 6). Esto nos ayuda a monitorear los cambios iénicos que
Nnos generan las corrientes que registramos.

Las Iatp fueron registradas en cultivos primarios de neuronas mientéricas de
corto tiempo (2 — 48 h), para evitar problemas de fijacién de voltaje, con los
amplificadores Axopatch 1D o Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). Las pipetas de registro se fabricaron utilizando capilares de borosilicato y el
estirador de pipetas Narishigue. Posteriormente fueron pulidas utilizando el
microscopio/pulidor Narishigue (MF-830) hasta que el diametro externo de la
pipeta fuera de 1.5 a 2.0 um con una resistencia de entre 1-4 MQ. Estas pipetas

de baja resistencia y una ligera succion en el interior de la pipeta ayudan a
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mantener una baja resistencia de acceso (por lo general inferior a 5 MQ), el error

de voltaje debido a la resistencia en serie fue inferior a 10 mV, y por lo tanto, no se

realizd ninguna compensacion.

Estrecho contacio entre O Citoplasma continuo con
pipeta y membrana elinterior de la pipeta

Célula sellada Célula completa

Figura 6. Patch Clamp en su configuracién de célula completa. Patch clamp es una
técnica electrofisioldgica que se usa para estudiar la actividad de canales i6nicos en la
membrana celular. Se basa en la formacién de un sello de alta resistencia entre la
micropipeta y la membrana celular. El sello se logra aplicando una succién suave. Una vez
logrado el sello se aplica otra succion de mayor intensidad para romper la membrana y

obtener la configuracion de célula completa.

El potencial de membrana se fijo a -60 mV. La composicion de las soluciones
utilizadas fue la siguiente: dentro de la pipeta (en mM): CsCl, 150; EGTA, 10;
HEPES, 5; NaCl, 10; ATPMg, 3 and GTPNa, 0.1; se ajusto el pH a 7.3 — 7.4 con

CsOH. La solucién externa (en mM): NacCl, 160; CaCl,, 2; glucose, 11; HEPES, 5
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and CsCl, 3; el pH fue ajustado a 7.3 — 7.4 con NaOH. Con estas soluciones, la
resistencia de acceso de las neuronas fue =21 GQ. Cuando las concentraciones de
ATP usadas para estimular las células eran mas altas que 100 uM, se reajusto el
pH con NaOH. Las corrientes de célula completa fueron registradas en una PC
usando los softwares AXOTAPE y AxoScope 9 (Axon Instruments) y analizadas
con los software Clampfit 10.0 y Axograph X1.1 (Axon Instruments). La camara de
registro fue continuamente perfundida con solucién externa aproximadamente a
una velocidad de 2 ml/min. Cambios rapidos en la solucion externa fueron
realizados utilizando un dispositivo de ocho-tubos, estos tubos estaban
conectados a jeringas que contenian las soluciones control y experimental. El tubo
gue contenia la solucion control fue colocado enfrente de la célula por registrar y
una aplicacién externa de la solucion experimental fue realizada por el cambio
rapido del tubo control por el tubo que liberaba esta misma solucion mas la
substancia experimental, el cual ya drenaba la solucion que contenia. Los tubos
son movidos usando un micromanipulador (WR-88; Narishigue Scientific
Instrument Lab, Tokyo Japan). Las substancias experimentales fueron removidas
por el regreso a la solucién control (Figura 7). La solucion externa fue liberada por
gravedad y el nivel de la jeringa fue continuamente ajustado para minimizar los
cambios en la velocidad de flujo. Todos los experimentos fueron realizados a

temperatura ambiente (~23°C).
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Perfusion de la

para aplicaciones rapidas

Figura 7. Representacion esquematica de camara de registro y del sistema de tubos
para aplicaciones rapidas de las soluciones experimentales (esquema creado por

Barajas-Lopez C.)

Farmacos y soluciones utilizadas
Medio L15, MEM, Solucion Hanks, penicilina-estreptomicina y L-glutamina fueron
comprados en GIBCO, las enzimas colagenasa tipo | y la papaina fueron
adquiridas de Worthington. La dispasa fue adquirida de Roche. Las siguientes
substancias fueron adquiridas en Sigma: L-cisteina, ATP, a,p-meATP, ATP-y-S,
suramina, PPADS, CsCl, EGTA, HEPES, NaCl, ATPMg, GTPNa, CaCl,, glucosa,
CsOH, NaOH, NaH;POQO,4, MgCl,, KCI, NaHCOs.

Las soluciones stock (10 y 100 mM) de ATP y otros farmacos se prepararon
usando agua destilada y se almacenaron a -20°C. Para la aplicacién de todos los

farmacos fueron diluidos en solucién extracelular a la concentracién requerida.
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Analisis de datos

Para normalizar las lIatp, la respuesta a ATP 1 mM fue considerada como el 100%,
en cada célula. Los resultados fueron expresados en promedio * el error estandar
del promedio (S.E.M.). Los datos fueron considerados estadisticamente diferentes
cuando los valores de P a dos colas fueron menores a 0.05. Para probar
diferencias entre dos conjuntos de datos del mismo grupo de neuronas usamos la
prueba de t-Student pareada. Para datos obtenidos de grupos diferentes de
neuronas usamos Analisis de varianza (ANOVA), para probar si las varianzas son
homogéneas o0 no, y entonces usamos la adecuada prueba de t-Student no
pareada para encontrar diferencias entre los valores promedio. La prueba de
ANOVA de una via y la prueba de Dunnett se usaron cuando se hicieron
comparaciones multiples de promedios. El numero de células usadas se
representa como n y los datos de las curvas concentracion-respuesta se ajustaron
a una funcion logistica. Los datos mostrados en las Figuras 12 y 15 se ajustaron a
una funcién logistica de dos parametros y los datos de las Figuras 11, 13A-B, 14D
y 16 se ajustaron a una funcion logistica de tres parametros como lo describid

(Kenakin, 1993).

El ajuste exponencial para el analisis del “onset”, de la caida de la corriente,
asi como para la desensibilizacion de la corriente se realizé utilizando el software
Axograph X1.1 (Axon Instrumens). Dicho software utiliza la técnica de Chebyshev,
la cual es rapida, no iterativa y estable; fue desarrollada por George C.

Malachowski y la licencia es de Axon Instrumens.
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VIIl. RESULTADOS

a. Las cinéticas de las latp de las neuronas mientéricas de ratén no

presentan diferencias a las de cobayo

La aplicacion de 1 mM de ATP indujo una corriente entrante rapida en la gran
mayoria de las neuronas mientéricas analizadas, especificamente en ratdén fueron
125 de 127 neuronas y en cobayo fueron 80 de 83 neuronas. El pico de esta
corriente fue alcanzado en un segundo y el promedio de amplitud del pico fue de
1.3 £ 0.8 (en el rango de 0.20 a 5.8 nA) para raton y 1.5 £ 0.9 nA (en el rango de
0.20 a 5.5 nA) para cobayo. Los onsets de la Iatp €n neuronas mientéricas de
ratdn y cobayo no fueron significativamente diferentes. De esta manera, el tiempo
requerido para alcanzar la corriente media maxima fue de 40 + 4 (n=13) y 49 + 7
(n=16) ms para ratdon y cobayo, respectivamente (Figura 8A-B). Después de
remover el ATP de la solucion extracelular, la corriente disminuy6 rapidamente y
este decaimiento se ajusto de la mejor manera a una funcién exponencial y sus
valores de t fueron 106 + 18 ms (11 neuronas de raton) y 142 + 17 ms (12
neuronas de cobayo) (Figura 9A-B). Después de alcanzar sus amplitudes
maximas las Iatp disminuyeron a pesar de la presencia del agonista
(desensibilizacion de la corriente). La cinética de este proceso de desensibilizacion
fue similar en ambas especies (Figura 10A-B). En cuatro neuronas de ratén y
cinco neuronas de cobayo analizadas, expuestas a aplicaciones largas (90 s) de

ATP 1 mM, la desensibilizacién del receptor fue mejor ajustada a la suma de dos
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funciones exponenciales, siendo los valores de t1=5.4 £ 1y 12=34 £ 5 s para raton

y 11=4.4 + 1y 12=55 + 11 s para cobayo.
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Figura 8. Los onsets de la Iatp €n neuronas mientéricas de raton y cobayo no son
diferentes. A: Registros representativos del onset de las Iatp. Las flechas indican la mitad
de la corriente méxima. Solamente la porcion inicial de las corrientes (~1 s) es mostrada y
estas fueron registradas a un potencial de -60 mV. B: Las barras y la linea en la parte
superior de éstas representan el promedio y el S.E.M. del tiempo requerido para alcanzar
la corriente media maxima inducida por 1 mM de ATP en neuronas mientéricas de raton
(n=13) y de cobayo (n=16), el cual no fue significativamente diferente (NS).
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Figura 9. La cinética de la caida de las Iatp €s similar en neuronas mientéricas de
ratén y cobayo. A: Registros representativos de las I, 1mM de una neurona de ratén
(registro izquierdo) y una de cobayo (registro derecho). La caida de la Iatp S€ ajusto
mejor a una sola funcion exponencial (linea gris sobrepuesta en los registros
originales). B: las barras y las lineas sobre la parte superior de éstas representan el
promedio y el S.E.M. de los valores t de las exponenciales de 11 neuronas raton y 13
neuronas de cobayo. La t de la cinética de caida de la Irrp de raton no fue
significativamente diferente (NS) de la t de cobayo.
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Figura 10. La cinética de desensibilizacién de las Ixtp €n neuronas mientéricas de
ratbn y cobayo no son diferentes. A: Registros representativos de las corrientes
inducidas por aplicaciones de larga duracion (90 s) de ATP 1 mM de una neurona
mientérica de raton y cobayo. La cinética de desensibilizacion de las I tp para ambas
especies se ajusto mejor a la suma de dos funciones exponenciales. El ajuste a las
funciones exponenciales fue realizado usando los datos entre el pico y el estado cuasi
estacionario de las corrientes. B: Las barras y la linea en la parte superior de éstas
graficas representan el promedio y el S.E.M. de los valores t de las dos funciones
exponenciales de 4 neuronas de ratén y 5 de cobayo. Los valores 1 de las dos funciones
exponenciales de las I,tp €n neuronas de raton no fueron significativamente diferentes
(NS) de los valores 1 de las Iatp €n neuronas de cobayo.
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b. Orden de potencia de agonistas

En la Figura 11 se muestran las curvas concentracion-respuesta para ATP (10 —
3000 uM) en neuronas mientéricas. Los valores de ECsy fueron de 114 + 19 uM
(coeficiente de Hill de 1.0 £ 0.1) en raton y de 115 = 51 pM (coeficiente de Hill de
0.8 + 0.2) en cobayo. La figura 11 también muestra las curvas concentracion-
respuesta para ATP-y-S (3 —1000 uM), la cual tiene similar potencia que la del
ATP. Asi, el valor de ECsq para raton fue de 98 + 35 (coeficiente de Hill 1.1 £ 0.3) y
para cobayo fue de 114 + 45 uM (coeficiente de Hill 0.9 £ 0.2. Cien micro molar de
a,B-meATP no indujo ninguna respuesta en cinco neuronas mientéricas de raton e
indujo una respuesta marginal en siete neuronas mientéricas de cobayo (Figura
11). Por lo tanto, el orden de potencia de los agonista es el mismo en ambas

especies, siendo ATP= ATP-y-S>> a,3-meATP.
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Figura 11. El orden de potencia de los agonistas para los P2XRs de neuronas
mientéricas de ratén es similar que para los de cobayo. Curvas concentracion-
respuestas para ATP, ATP—y-S y a,—meATP. Los simbolos representan el valor promedio
y las lineas verticales muestran los S.E.M. de datos obtenidos de 3-15 neuronas mientéricas
de raton y cobayo. Las lineas sigmoideas representan el mejor ajuste a una funcién logistica
de tres parametros. Varias concentraciones de ATP y analogos de éste se aplicaron durante
5 s cada 5 min. Las respuestas se normalizaron respecto a 1 mM de ATP en la misma
célula.
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C. Efectos inhibitorios del PPADS sobre las Iatp €n neuronas mientéricas
de raton y cobayo

Las latp 1 mM fueron inhibidas por PPADS (0.01 — 30 uM) en una manera
dependiente de la concentracion en ambas especies (Figura 12A-B). Este efecto
fue dependiente del tiempo, requiriendo 4 min para alcanzar su efecto maximo.
PPADS fue mas potente en ratdn que en cobayo (P<0.05), siendo los valores de
ICs50 de 0.6 £ 0.1 (coeficiente de Hillde 1.0 £ 0.2) y 1.8 = 0.3 uM (coeficiente de Hill
de 1.1 + 0.2), respectivamente.

Como se inform6 anteriormente en neuronas mientéricas de cobayo
(Barajas-Lopez et al., 1996a), el efecto inhibitorio del PPADS fue dificil de eliminar
y la Iatp se recupero solo el 24 + 4% (3 neuronas de raton) y 20 + 7 % (5 neuronas
de cobayo) de la amplitud de la Iarp control, diez minutos después de la
eliminacién de este antagonista. Por lo tanto, cambiamos el cubreobjetos que
contenia las neuronas después de cada experimento con PPADS, incluso con los

experimentos fallidos.
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Figura 12. PPADS es mas potente para inhibir las Iatp €n neuronas mientéricas de
ratén que las de cobayo. A: Registros representativos de las I, 1mM antes y durante la
aplicacion de diferentes concentraciones de PPADS en la misma neurona mientérica de
raton (registro izquierdo) y de cobayo (registro derecho). B: curva concentracion-
respuesta para el efecto de PPADS (0.01-30 puM) sobre las Iarp. El porcentaje de la
respuesta fue estimado comparado la amplitud de la Iatp €n presencia de PPADS con la
de su ausencia. Los datos fueron ajustados a una funcion logistica de dos parametros
(asumiendo el 100% de inhibicion) como lo reporto Kenakin (1993) y obtuvimos un valor
ICso de 0.6 £ 0.1 pM (Coeficiente de Hill de 1.0 + 0.2) para neuronas mientéricas de ratén
y 1.8 + 0.3 (Coeficiente de Hill de 1.1 + 0.2) para neuronas mientéricas de cobayo. Cada
punto representa el promedio + S.E.M. de tres a cinco neuronas.
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d. Efectos de la suramina sobre las latp €n neuronas mientéricas de
raton
En neuronas mientéricas de raton, suramina (10 — 3000 uM) siempre inhibio
las Iatp, de manera reversible y dependiente de la concentracion (Figura 13A). La
curva concentracion-respuesta para el efecto de la suramina revelé un efecto
maximo del 76%, sugiriendo que hay una subpoblacion de canales (24% del total)
gue son resistentes a suramina. En presencia de 30 uM de suramina, la curva
concentracion-respuesta de ATP fue desplazada a la derecha, dando un valor de
ECso 140 = 47 uM con un Coeficiente de Hill de 1.0 £ 0.3 (Figura 13B). Este efecto
inhibitorio no fue superado por el aumento de la concentracién de ATP, lo cual
indica que la suramina no compite por el sitio del ATP. Este efecto inhibitorio se
observd durante aplicaciones separadas (Figura 13C) y secuenciales de ATP y
suramina (Figura 13D); no se observd potenciacibn en ninguno de los
experimentos.
En aplicaciones secuenciales de ATP y suramina (ATP-ATP+Suramina-
ATP), la corriente se recupero de la inhibicion y esta recuperacién se ajusto mejor
a una funcién exponencial con una t promedio de 0.2+0.1 s y 0.4+0.1 s para 30

MM y 3000 pM de suramina (n=5) (Figura 18Ay E).
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Figura 13. Suramina es un antagonista no competitivo de los receptores P2X
mientéricos de ratdn. A: curva concentracion-respuesta del efecto de suramina sobre las
Iatp 1 MM, Las lineas sigmoideas representan el ajuste matematico a la ecuacién de Hill
produciendo un valor ICs, de 50 £ 18 uM (Coeficiente de Hill de 0.7 + 0.2) y un efecto
maximo de 76+0.06%. Los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales
los S.E.M. de los datos obtenidos en 3 a 17 neuronas. B: curva concentracion-respuesta
de ATP (ImM) en ausencia y presencia de suramina (30 uM). La respuesta fue
normalizada con respecto a la obtenida con ATP 1 mM en cada célula, en ausencia de
suramina. Los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales los S.E.M. de
los datos obtenidos de 6-10 neuronas. C: registros representativos de las corrientes
entrantes durante aplicaciones separadas de ATP 1 mM, antes, en presencia, y 5 min
después de lavar suramina 30 uM. Las barras horizontales arriba del registro indican la
duracion de aplicacion del agonista Suramina se aplicd 15 s antes de la aplicacion de
ATP. D: registro representativo de la aplicacion secuencial de ATP (1 mM) y suramina (30
UM) en otra neurona. La linea gruesa gris representa la cinética de desensibilizacion,
calculada por el mejor ajuste de los datos localizados entre ambas flechas. Note que
después de remover suramina no se observa potenciacion.
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e. Efecto de la suramina sobre las Iatp €n neuronas mientéricas de

cobayo
En neuronas mientéricas de cobayo, nuestro laboratorio observo que la suramina
(1 — 30 uM) potencio las Iatp en una forma dependiente de la concentracion. Este
efecto se produjo cuando se aplico suramina antes (1 — 20 min) o durante la
estimulacién con ATP (Barajas-Lopez et al., 1993). Sin embargo, también ha sido
reportado que inhibe los receptores P2X (Galligan & Bertrand, 1994) o que tiene
ambos efectos en estas neuronas (Hu et al., 2001). En el presente estudio,
encontramos que el efecto de la suramina sobre las Iatp es diferente a
concentraciones bajas y altas. De este modo, suramina a concentraciones <30 yM
potencia las Iatp €en un 90% de las neuronas de cobayo (27 de 30 células; Figura
14A). A concentraciones de 100 — 1000 uM, la suramina potencia las Iatp €en el
50% de las neuronas (14 de 28 células; Figura 14A). Analizando todos los datos
en una curva concentracion-respuesta (3-1000 uM), encontramos que tiene forma
de campana, demostrando claramente un efecto bifasico (Figura 14B). Cuando
separamos las neuronas, de acuerdo al efecto predominante de suramina, la
inhibicion no fue dependiente de la concentracién y por lo tanto, no se ajusto con
una curva sigmoidea (Figura 14C). El efecto potenciador es dependiente de la
concentracion y se fija bien a una curva sigmoidea a concentraciones <30 uM pero
no a concentraciones mas altas (Figura 14D).

El efecto potenciador de la suramina también fue dependiente de la
concentracion de ATP, siendo sus valores de ECso de 0.2 £ 0.04 y 34 £+ 12 uM

para 10 y 100 uM de ATP, respectivamente (Figura 15, asumiendo un efecto
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maximo del 70%), estos resultados sugiere que el ATP y la suramina compiten por
el mismo sitio de union. Ademas, la suramina incremento la eficiencia de ATP sin
cambiar su potencia (Figura 16). Puesto que el valor de ECsy para ATP no fue
diferente in presencia de 30 uM de suramina (126 + 104 uM) que en su ausencia
(115 + 50.5 pM). Mientras, que el promedio de la amplitud de las corrientes
inducidas por 3 mM de ATP aumentaron significativamente (P<0.05) en presencia
de suramina con respecto a su valor control, de -1591 + 406 a -1840 + 467 pA
(n=6). Estas observaciones apoyan la hipotesis de que la suramina desplaza al
ATP de su sitio de unién, el cual podria ser responsable de una cooperatividad

negativa, lo que resultaria en una potenciacion de Iatp.
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Figura 14. Suramina tiene efectos potenciatorio e inhibitorios sobre los receptores
P2X de neuronas mientéricas de cobayo. A: Distribucién de frecuencia del porcentaje
de neuronas que mostraron inhibicién y potenciacién por suramina. A concentraciones <
30 uM, suramina potencia las Iatp en el 90% de las neuronas de cobayo. A
concentraciones de 100 —1000 pM, suramina potencia el 50% de las neuronas. B: La
curva concentracion-respuesta del efecto de suramina sobre las I e tiene forma de
campana, indicando un efecto bifasico. Los simbolos representan el valor promedio y las
lineas verticales los S.E.M. de los datos obtenidos de 4-14 neuronas. C: Curva
concentracion-respuesta de suramina mostrando Unicamente el efecto inhibitorio sobre las
Iatp, €l cual no fue dependiente de la concentracion (n=14). D: La curva concentracion-
respuesta del efecto potenciador de suramina sobre las Iatp Se ajusta mejor al modelo
logistico a concentraciones <30 uM (n=27). La curva fue ajustada a una funcién logistica
de dos parametros, asumiendo un efecto méaximo del 70% debido a que a
concentraciones mas altas no se ajusta a este modelo.
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Figura 15. El efecto potenciador de Suramina es dependiente de la concentracion
de ATP. Curva concentracién-respuesta del efecto potenciador de suramina sobre las
corrientes inducidas por varias concentraciones de ATP (10 y 100 uM). Los simbolos
representan el valor promedio y las lineas verticales los S.E.M. de los datos obtenidos de
3 —10 neuronas. La curva fue ajustada a una funcion logistica de dos parametro,
asumiendo un efecto maximo del 70% debido a que a concentraciones mas altas no se
ajusta mejor a este modelo, dando valores de ECs, de 0.2 + 0.04 and 34 + 12 uM para 10
y 100 uM de ATP, respectivamente.
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Figura 16. Suramina incrementa la eficiencia del ATP sin cambiar su potencia en las
neuronas mientéricas de cobayo. Curva concentracién-respuesta para ATP (100 uM) en
ausencia y presencia de suramina (30 uM). La respuesta fue normalizada con respecto a la
obtenida con ATP 1 mM en cada célula. Los simbolos representan el valor promedio y las
lineas verticales los S.E.M. de los datos obtenidos de 6 — 10 neuronas. Las lineas
representan el ajuste matematico a una curva sigmoidea obteniendo un ECs, de 115451 y
126+104 pM, antes y en presencia de suramina, respectivamente. Mientras que el
promedio de la amplitud de las corrientes inducidas por 3 mM de ATP aumentaron
significativamente (P<0.05) en presencia de suramina con respecto a su valor control, de -
1591 + 406 a -1840 + 467 pA (n=6).
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Por otro lado, en veinte neuronas, se aplicaron tanto una concentracion de
suramina baja (3-10 uM) como una alta (100 — 1000 pM), y encontramos que el
35% de estas neuronas responden con potenciacion (14 + 3.6%) e inhibicidén (8 +
3.6%) a bajas y altas concentraciones, respectivamente (Figura 17A). En cinco
neuronas en donde una concentracion alta de suramina inhibié la Iarp durante
aplicaciones separadas de ATP (Figura 17B), llevamos a cabo aplicaciones
secuenciales de ATP (ATP-ATP+Suramina-ATP). En todas estas neuronas, la
suramina induce ambos efectos; en primer lugar se observé una inhibicién seguida
de una potenciacién justo después de eliminar la suramina. La Figura 17C muestra
un registro representativo de este experimento. Estas observaciones muestran
gue ambos efectos estan presentes en la misma neurona y que la potenciacion
probablemente esté presente en la mayoria, si no es que en todas, las neuronas.
La mezcla de los efectos potenciador e inhibidor a concentraciones altas de
suramina explicaria por qué en el cobayo, estos efectos no son dependientes de la
concentracion, a este rango de concentracion (ver Figura 14D).

Durante aplicaciones secuenciales de ATP y suramina, la recuperacion de
la inhibicion y potenciacion se ajustd mejor a una funcién exponencial. Los valores
de t para la recuperacion de la potenciacion incrementaron conforme se
aumentaban las concentraciones de suramina (Figura 18C, D y F). Siendo esos
valores de 1.0 £ 0.4, 1.5+ 0.3,y 3.9 £ 0.8 s, para 10, 30, y 300 uM de suramina,
respectivamente. La inhibicion inducida por 300 uM de suramina, se recupera mas

rapido (P<0.01) que la recuperaciéon de la potenciacion y su valor de t fue de 0.16

+ 0.1 s en cuatro neuronas de cobayo tratadas con 300 uM de suramina (Figura
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18B y E). Experimentos secuenciales similares al mostrado en la figura 18D
demuestra que no hay evidencia de inhibiciobn por suramina en 5 neuronas
analizadas. Si una fuerte potenciacion estuviera enmascarando el efecto inhibitorio
en estas células, esperariamos observar una potenciacion grande transitoria justo
después de quitar la suramina debido a que la potenciacion se recupera ~24 veces
mas lenta que la inhibicion, sin embargo, nosotros no observamos eso. Por lo
tanto, es probable que el efecto inhibitorio sea minimo o ausente en algunas
neuronas mientéricas, lo cual indica que estos efectos son mediados por sitios de

unién a suramina que no siempre estan co-expresados en la misma célula.
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Figura 17. El efecto potenciador e inhibidor de suramina sobre los receptores P2X
coexiste en la misma neurona mientérica de cobayo. A: Corrientes entrantes inducidas
por 100 uM de ATP en la misma célula: antes (trazo izquierdo), durante la aplicacion de
dos concentraciones de suramina y 5 min después de retirar suramina (trazo derecho). B 'y
C: son registros representativos de las Iarp de otra neurona mientérica. Suramina tiene un
efecto inhibitorio sobre las Ixrp durante aplicaciones separadas (B) y secuenciales (C) de
100 puM de ATP y 300 puM de suramina. Sin embargo, durante aplicaciones secuenciales
de ATP y suramina, una potenciacion transitoria se puede notar justo después de quitar
suramina. Esto es demostrado por el trazo sobrepuesto en el registro original de la
corriente esperada (como lo indica la linea gris). Esta corriente esperada se calculd
mediante la basqueda del mejor ajuste (una sola exponencial mas una constante) para la
cinética de desensibilizacién antes de agregar suramina, como lo indican las flechas. Las
barras negras horizontales arriba de los trazos indican la duracién de aplicacion del
agonista y la barra blanca indica la aplicacion de suramina. En A y B, suramina se aplico
15 s antes de la aplicacién de ATP.



Rat6n ATP 1 mM [Suramina] en uM E Cinética de la Caida de Inhibicion

I
A /
30 f
/ @ 04 D Cobayo
T°
= .
| 0.5 nA ?',’ I:l Ratén
5s c 02
[
=020 s -
0
30 3000 300
Cobayo [Suramina] en uM
ATP 100 pM
300 - : -
B | —— e F Cinética de la Caida de Potenciacion
| e

| / orrs

ATP 100 uM

T en segundos

10 30 300
[Suramina] en pM

Figura 18. La inhibicion y potenciacién son mediadas por diferentes sitios de union
a suramina en los receptores P2X mientéricos de cobayo, como lo indican sus
diferentes cinéticas. A: registro representativo de la corriente durante la aplicacion
secuencial de ATP 1 mM y suramina en una nheurona mientérica de ratéon. B — D:
corrientes representativas en respuesta a aplicacion secuencial de ATP 100 uM en tres
neuronas mientéricas de cobayo. Suramina inhibe las Ixtp €n Ay B pero potencia en C y
D. El mejor ajuste para la recuperacion de la inhibicion y potenciacion fue obtenido por
una sola funciéon exponencial (como lo indica la linea negra sobrepuesta en el registro
original), los valores de t para esta funcién son indicados. Todos los registros estan
presentados a la misma escala de tiempo. Suramina (como lo indica la barra blanca) se
agrego durante la aplicacion de ATP, a las concentraciones indicadas. La recuperacion de
la inhibicion en ratén no es significativamente diferente a la de neuronas de cobayo (E).
Sin embargo, la recuperacion de la potenciacion tiene un valor de t significativamente
mayor (P = 0.01) y aumenta significativamente después de aumentar las concentraciones
de suramina (F). Las barras y lineas son el promedio de los valores de t y S.E.M (n=3-5)
para la funcién exponencial de la recuperacion de la inhibicién (E) y de la potenciacion (F).
El valor P fue obtenido con la prueba de Dunnet.
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IX. DISCUSION

Este es el primer estudio comparativo realizado en neuronas mientéricas de raton
y de cobayo que demuestra propiedades farmacolégicas distintas entre sus
receptores P2X nativos. Ademas, nuestros datos aclaran la controversia existente
respecto a los efectos de la suramina sobre los receptores P2X en neuronas
mientéricas de cobayo, revelando que la suramina principalmente potencia las latp
a concentraciones micromolares bajas pero un efecto inhibitorio aparece a
concentraciones altas. Nuestras observaciones indican que el efecto inhibidor y
potenciador son mediados por dos diferentes sitios de unién a suramina. En
ambas especies, esta presente el sitio de unién que produce inhibicion y al
parecer este sitio es similar. Sin embargo, solamente el sitio de unién que produce
potenciacion esta presente en los receptores P2X mientéricos de cobayo.

Varios de nuestros resultados demuestran que la suramina actia sobre dos
diferentes sitios de union para modular las Iatp €n las neuronas mientéricas de
cobayo: primero, la suramina tiene dos efectos opuestos sobre las Iarp; sSegundo,
el efecto inhibidor y potenciador fueron observados a diferentes concentraciones
de suramina; tercero, la recuperacion de la corriente del efecto inhibidor vy
potenciador tiene cinéticas completamente diferentes; y finalmente, en algunas
neuronas solo se observa el efecto potenciador.

Nuestros resultados demuestran que la suramina inhibe y potencia las larp,
y el efecto predominante observado en cada neurona depende de la concentracion
de suramina y ATP. Esto origina que el efecto de suramina en los receptores P2X

mientéricos de cobayo sea complejo, y esto probablemente esté relacionado con
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la controversia que existe con respecto a la accion de suramina en estas neuronas
(ver introduccién). Ademas, es complicado el mecanismo de accién de la suramina
sobre las Iarp mediadas por los receptores P2X mientéricos de cobayo por el
hecho de que ambos efectos (potenciacion e inhibicion) coexisten en algunas
neuronas, mientras que la potenciacion parece ser el Unico efecto en un subgrupo
de neuronas. Es probable que ambos efectos sean dependientes de la
concentracion pero debido a que estos coexisten en mas del 50% de las
neuronas, no es clara su dependencia. En apoyo a esta interpretacion, la
potenciacion fue claramente dependiente de la concentracidén con cantidades <30
UM de suramina y fuimos capaces de desenmascarar la potenciacion cuando en
las neuronas mientéricas dominaba el efecto inhibitorio, mediante aplicaciones
secuenciales. En conjunto, nuestros datos indican que la farmacologia compleja
de los receptores P2X mientéricos es probablemente la explicacion para la
controversia sobre los efectos de suramina en neuronas mientéricas de cobayo.

Es muy factible que el sitio de unién a suramina que media la inhibicion de
las Iatp Sea similar en ambas especies y esto es reforzado por el hecho de que las
cinéticas de la fase de recuperacion de la inhibicién no fueron diferentes en raton y
cobayo. Ademas, en ambas especies, la inhibicion se observo a concentraciones
relativamente altas. Los receptores P2X de neuronas mientéricas de rata son
también inhibidos por suramina con una potencia similar (Ohta et al., 2005) a la del
raton, lo que indica que el sitio inhibitorio activado por esta sustancia podria ser

comun en ratén, rata y cobayo.
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Es posible que la poblacidén de receptores P2X expresados en las neuronas
mientéricas de raton sea diferente a los de cobayo, debido a que los receptores de
ratdbn son mas sensibles a PPADS y carecen del sitio de unién a suramina que
causa potenciacion de las Iatp, l0 cual podria deberse a la diferente composicion
de subunidades o a diferencias en la estequiometria entre ambas especies. Esto
se va a investigar en futuros experimentos usando técnicas de biologia molecular.
Ademas, es poco probable que los receptores P2X sean una poblacion
homogénea es ambas especies. Puesto que en raton, la suramina parece inhibir
solamente alrededor del 76% de la Iatp. Igualmente para cobayo, no todos los
receptores contienen los sitios de union de potenciacién e inhibiciébn porque los
efectos de la suramina son bastante aleatorios entre diferentes células y el efecto
inhibitorio parece estar ausente en algunas neuronas. No obstante, nuestros datos
no excluyen que algunas subpoblaciones de receptores P2X nativos de neuronas
mientéricas de cobayo expresen ambos sitios de unién a suramina. Apoyando esta
idea de que los receptores P2X mientéricos son una poblacion heterogénea, se ha
descrito la existencia de por lo menos tres diferentes subtipos de receptores P2X
mientéricos de cobayo (Zhou & Galligan, 1996), de las cuales dos desensibilizan
lentamente, como la que describimos aqui, pero solamente un subtipo es activado
por a,B-meATP. Es probable que la pequefia respuesta a a,3-meATP observada
agui podria ser mediada por este subtipo de receptor y por lo tanto, parece que
representan sélo una pequeia subpoblacion del total de receptores mientéricos. El
tercer subtipo de receptor, es activado por ATP y a,-meATP pero desensibiliza

rapidamente, se encuentra en un porcentaje pequefio de neuronas mientéricas
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(Barajas-Lopez et al., 1996a; Zhou & Galligan, 1996). Las corrientes de membrana
gue podrian estar mediadas por este subtipo de receptor no fueron detectadas en
este estudio.

La cinética y propiedades farmacoldgicas descritas en este estudio para los
receptores P2X en neuronas mientéricas de raton y cobayo comparten algunas
propiedades con las del receptor recombinante P2X, de rata (Brake et al., 1994;
Galligan & Bertrand, 1994; Barajas-Lopez et al., 1996a). Por ejemplo, las cinética
de desensibilizacion es similar, muestran la misma sensibilidad al ATP y ATP-y-S,
son insensibles a a,f-meATP, y al menos una subpoblacion de canales parece
tener un sitio unidon para suramina que media la inhibicion y son inhibidos por
PPADS. El efecto potenciador de suramina, como el que se muestra aqui para los
receptores P2X mientéricos de cobayo, también se ha observado para los
receptores recombinantes P2X, de cerebro de ratén y este efecto fue mas fuerte
cuando estos canales se co-expresaron con una variante recombinante corta
(P2X4,) presentes en este tejido (Townsend-Nicholson et al., 1999). Por ello, es
posible que las subunidades P2X, puedan ser responsables del efecto potenciador
de suramina en los receptores P2X de neuronas mientéricas de cobayo. Sin
embargo, no se ha encontrado inmunoreactividad para esta subunidad en estas
neuronas (Hu et al., 2001), lo que sugiere que otra subunidad o un subtipo de la
P2X4 muy diferente puede ser responsable del efecto potenciador reportado aqui.
Es evidente que para entender las bases de las propiedades uUnicas de los
receptores P2X mientéricos de cobayo, se requiere clonar, expresar y co-expresar

las diferentes subunidades en un sistema de expresion heterélogo para
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caracterizar sus propiedades y correlacionar éstas con aquellas presentes en los

receptores nativos.

X. CONCLUSION

En conclusion los receptores P2X nativos de neuronas mientéricas de raton
y cobayo presentan distintas propiedades farmacolégicas. En neuronas
mientéricas de cobayo, la suramina tiene un efecto potenciador e inhibidor sobre
las Iatp mediadas por sitios distintos de unién a suramina presentes en los
receptores P2X. El sitio de unién a suramina que activa la potenciacion no esta
presente en los receptores de neuronas mientéricas de raton pero éstos Ssi
presentan el sitio que produce la inhibicibn. En conjunto todos nuestros datos
indican que los receptores P2X de neuronas mientéricas de cobayo tienen
propiedades farmacol6gicas mas complejas que los del raton, lo cual esta
probablemente relacionado a la controversia existente sobre los efectos de la

suramina en neuronas de cobayo.
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APENDICE

Aislamiento y clonacidon de los genes que codifican
para los receptores ionotropicos P2X; y 5-HTsa de

intestino de ratdén
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Resumen

En el Sistema Nervioso Entérico (SNE) se expresan una gran variedad de canales
ionicos activados por ligando (LGICs) como son los activados por serotonina (5-
HT3), y los activados por ATP (P2X). Estos receptores estan dispersos en todo el
plexo mientérico y submucoso, con diferentes neuronas expresando diferentes
subunidades y diferentes perfiles. Con la finalidad de aislar y clonar DNAs
complementarios (cDNAS) correspondientes a los receptores 5-HT3za y al P2X; del
intestino delgado de raton, se disefiaron oligonucleétidos en base a secuencias de
dichos receptores de otros tejidos de raton reportados en el GenBank. De esta
manera, logramos aislar secuencias de cDNAs que codifican para los receptores
ionotrépicos P2X; y 5-HT3a de intestino de raton C57/BL6 (Mus musculus).
Amplificamos una Unica banda de 1490 pb que corresponde al gen 5-HT3as de
ratén. La secuenciacion revelo un unico marco de lectura abierto correspondiente
a una proteina de 483 amino acidos, con una identidad del 100% a la subunidad
5HT3a variante corta (5-HT3as) con nimero de acceso NP_001093114.1. Ademas,
el analisis de secuencia del cDNAs P2X7 aislado de intestino de raton revel6 dos
diferentes marcos de lectura abierto. El primero correspondié a una proteina de
595 amino acidos, con una identidad del 100% a la subunidad P2X; isoforma a
con numero de acceso NP_035157.2. La segunda secuencia origin0 a una
proteina de 545 amino acidos, con una identidad del 91% a la isoforma a. Con el
propésito de caracterizar molecularmente estos receptores aislados de intestino de

raton, dichos cDNAs se clonaron en el vector de expresion pCDNA3. El
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aislamiento y clonacion de los receptores 5-HTsas Y las dos variantes del receptor
P2X7 aislados del plexo mientérico de raton permitird su caracterizacion molecular,
biofisica y farmacologica en un sistema de expresion heterélogo y de ese modo
ayudarnos a entender las propiedades farmacoldgicas de los receptores 5-HT3y

P2X nativos en neuronas mientéricas de raton.
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Introduccion

La habilidad de las neuronas de responder a cambios en el medio ambiente es
llevada a cabo a través de la expresion en la superficie celular de un repertorio de
receptores especificos. Estos receptores por lo tanto traducen las sefiales del
medio ambiente y generan respuestas quimicas o eléctricas apropiadas a través
de rutas de sefalizacion membranal e intracelular (Kandel, 2000). La transmision
sinaptica quimica depende de la conversion de una sefial quimica a una eléctrica
gue se manifiesta por cambios en el potencial de membrana a nivel postsinaptico.
Este tipo de procesos es frecuentemente mediado por un tipo de proteinas
receptoras presentes en la membrana neuronal las cuales contienen un canal
idnico por lo que se les conoce como receptores ionotropicos o canales activados
por ligando (LGIC; por sus siglas en inglés) (Kandel, 2000).

Los receptores ionotrépicos son proteinas integrales de la membrana
compuestas por varias subunidades (unidas por uniones no-covalentes) para
formar una sola macromolécula, que contiene un dominio extracelular que forma el
receptor del neurotransmisor y otro que abarca toda la membrana y forma un
canal i6nico (Galligan, 2002). En ausencia del ligando, estos receptores tienen una
muy baja probabilidad de apertura; una vez activado por la unién del ligando a su
sitio, estos receptores incrementan su probabilidad de apertura para permitir la
transferencia de iones entre el medio extracelular e intracelular (Galligan, 2002).

Los receptores ionotropicos se dividen en cuatro superfamilias: la Cys-loop,
los receptores a glutamato (NMDA, AMPA y Kainato), los canales TRP (Transient

Receptor Potential) y los receptores P2X (Connolly & Wafford, 2004).
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Receptores Cys-loop

Los miembros de la familia Cys-loop son diversos y su activacion es responsable
de potenciales sinapticos excitatorios e inhibitorios dependiendo de si su
permeabilidad es a cationes (NAChR, 5-HT3) 0 permeables a aniones (GABAa,
receptores glicinérgicos) (Connolly & Wafford, 2004).

Los receptores Cys-loop poseen una estructura similar, estan formados por
cinco subunidades. Cada subunidad estd constituida por un dominio amino
terminal extracelular, cuatro dominios transmembranales (M1-M4) y un dominio
carboxilo terminal extracelular. Entre los dominios M3 y M4 tienen un dominio
largo intracelular, el cual ha sido implicado en la interaccion entre el receptor y la
matriz intracelular. Caracteristicamente, la subunidad a que conforma a estos
receptores contiene dos residuos de cisteina en el dominio amino terminal
formandose un puente disulfuro (Lester et al., 2004). En este trabajo solo se

discutird a cerca de los receptores 5-HT3 miembro de esta familia.

Receptores 5HT3

Estos receptores median la transmision sinaptica rapida en el SNC y SNP. Estan
compuestos de 5 subunidades (5-HT3ag), aunque sélo se conocen las secuencias
de aminoéacidos de tres subunidades (5-HTszac). Ha sido demostrado que la
subunidad 5-HT3s forma canales homoméricos funcionales, mientras que la
subunidad 5-HT3g, necesita ser coexpresado con la subunidad 5-HT3a para formar
canales funcionales (Davies et al., 1999). El gen que codifica la subunidad 5-HT3a

de raton produce las variantes alternativas de ARNm 5-HT3as (isoforma corta) y 5-

72



HTsaL (isoforma larga) presentes en la linea celular de neuroblastoma de raton
(NCB-20) y en tejidos neuronales como son corteza, hipocampo, ganglio cervical
superior (Reeves & Lummis, 2002). Los ARNm de las subunidades 5-HT3as y 5-
HT3aL difieren por seis codones en la region que codifica por el dominio intracelular
largo.

Los receptores 5HT3; son modulados por una gran variedad de sustancias
incluyendo cationes divalentes, alcoholes, esteroides, anestésicos, etc. Sin
embargo, el conocimiento de su mecanismo de accion es limitado. Por ejemplo
iones calcio actdan inhibiendo al receptor probablemente actuando en el sitio de
unién al ligando. El receptor 5HT3; también es blanco principal de algunos
anestésicos locales como el halotano o el isoflurano potenciando respuestas

mediadas por este receptor (Reeves & Lummis, 2002).

Receptores P2X

Inicialmente se pensaba que el canal P2X tenia la misma estructura de la
superfamilia de los receptores Cys-loop, sin embargo después de un andlisis
estructural fue reportado que hay diferencias sustanciales entre estas dos familias
de receptores. Las subunidades de la familia de receptores P2X tienen solo dos
dominios transmembranales (TM1 y TM2) con un largo dominio extracelular en
forma de asa entre ellos, haciendo que ambos dominios, el amino y carboxilo
terminal, sean intracelulares. EI modelo mas aceptado de la conformacion de
estos canales es el que considera que los canales funcionales estan compuestos

por tres subunidades que estan organizados como homotrimeros, y en algunos
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casos como heterotrimeros conteniendo dos subunidades diferentes (Khakh,
2001; North, 2002).

A la fecha, han sido clonadas siete subunidades del receptor P2X (P2X1.7).
De estas, todas excepto P2Xs son capaces de formar canales homoméricos (North
& Surprenant, 2000). También han sido descubiertos cinco canales heteroméricos
incluyendo los receptores P2Xy3 P2X46 P2X15, P2X26 (North, 2002; Roberts et al.,
2006) y P2X47 (Guo et al.,, 2007). Para fines de este trabajo solo se discutira

respecto al receptor P2X5.

Receptor P2Xy

Es un canal catiénico activado por ATP extracelular, es el Unico entre la familia
P2X que bajo continua estimulacion resulta en la formacién de un gran poro lo cual
facilita la entrada de cationes con peso molecular mayor a 900Da. El receptor
P2X7; se expresa principalmente en células de linaje hematopoyético incluyendo
monocitos, macréfagos, microglia, células dendriticas, células T y células B. La
activacion del receptor P2X; por ATP modula mudultiples funciones inmunes,
incluyendo produccion de mediadores inflamatorios, como son la liberacion de IL-
1B e IL-18, eventos de fusion de membrana y apoptosis (Becker et al., 2008). En
estudios recientes con ratones deficiente de P2X; se ha encontrado que se
suprime la habilidad del ATP extracelular para inducir la liberacion de IL-1B de
macrofagos aislados (Solle et al., 2001). Ademas analisis de estos ratones revelan
que P2X7 tiene un rol importante en enfermedades auto-inmunes como son la

artritis reumatoides, puesto que los ratones deficientes de P2X; son protegidos
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contra el desarrollo de sintomas y destruccion de cartilago en ratones con artritis
inducida con anticuerpos anti-colagena (Labasi et al., 2002). En estudios previos
se ha revelado que el carboxi-terminal de este receptor posee un dominio de union
a lipidos el cual regula la funcion de éste, como son la actividad del canal y su

trafico (Denlinger et al., 2003).
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Materiales y métodos

Preparacion del cultivo celular de plexo mientérico de raton

Ratones adultos C57 (19 — 25 g) de ambos sexos, fueron sacrificados por
decapitacion y se extrajo un segmento de 5 cm de yeyuno proximal. Se mantuvo
abierto longitudinalmente en solucion de Krebs modificada (en mM: NaCl, 126;
NaH,PO,, 1.2; MgCl,, 1.2; CaCl,, 2.5; KCI, 5; NaHCOg3, 25; glucosa, 11; gasificada
con 95% O, and 5% CO,), la capa mucosa y submucosa de este segmento de
intestino fue disecada dejando las capas del musculo circular y longitudinal con el
plexo mientérico.

La preparacion del plexo mientérico fue disociada usando un tratamiento
secuencial con dos soluciones enziméaticas, como ya lo describié (Barajas-Lopez
et al., 1996). Se describe brevemente, la primera solucién contenia papaina (0.01
mL/mL; activada con 0.4mg/mL de L-cisteina) y la segunda contenia colagenasa
(1 mg/mL) y dispasa (4 mg/mL). Las enzimas fueron lavadas con medio L-15 y
después las células se sembraron en medio D-MEM sobre cubreobjetos redondos
cubiertos con colagena estéril de cola de rata. El medio de cultivo D-MEM
contenia 97.5% de medio minimo esencial, 2.5% de suero bovino fetal, L-
glutamina 2 mM, penicilina 10 U/mL, estreptomicina 10 pg/mL y glucosa 15 mM. El
cultivo celular se mantuvo durante cuatro dias y se le cambio el medio cada 48
horas. Después de ese tiempo de incubacion se aspiré el medio de cultivo y se le
agrego 800 pL de solucion Cellstripper (Mediatech, Inc.) para separar las células

de la superficie de crecimiento, una vez separadas se pasaron a un tubo Falcon
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de 15 ml y se centrifugo a 600 rpm durante 5 min, se descarto el sobrenadante y
se agrego el buffer de Lisis para extraccion de ARN.

Aislamiento de los cDNAs que codifica para receptores 5-HTza y P2X; de
cultivo primario de plexo mientérico de raton

El ARN total de las células del cultivo primario de plexo mientérico se extrajo
usando un kit de extraccion RNAqueous (Ambion, Inc.) y tratado con DNAsa |
(Invitrogen). La sintesis de la primera cadena de cDNA fue sintetizada (50 min,
42°C) usando el kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen). La mezcla de reaccion fue incubada con RNAsa H a 42°C por 50 min,
después a 70°C por 15 min y finalmente a 37°C durante 20 min para eliminar la
moléculas hibridas de ARN:ADN del templado RNA. Para cada muestra se llevo a
cabo una reaccion control sin Transcriptasa reversa. Los oligos fueron disefiados
en las regiones conservadas 5 y ‘3-UTR de los cDNAs 5-HTsza y P2X7
pertenecientes a raton. Para 5-HT3a los oligos fueron los siguientes: oligo sentido,
5-ACATCTGGAATTCTTGCCATGCGGC-3’; oligo antisentido, 5'-
CGAATTCCTGCCAGGCTGTGC-3'. Para P2X; los oligos fueron los siguientes:
oligo sentido, 5-CGAATTCGAGCCTGTCGCCATG-3’; oligo antisentido 5'-
GGCTTTCAGTAGGGATACTTGAAG-3'. Las amplificaciones por PCR fueron
llevadas a cabo usando 1 pl del cDNA usando los oligos sentido y antisentido (10
pmol/ul de cada oligo), 200 yM de cada desoxinucléotidos, 160 uM de MgCl, en
presencia de 2.5 unidades de Platinum® Taq DNA polimerasa (Invitrogen). Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: para 5-HTga, un ciclo de 94°C, 5 min,

42 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 63°C y 2 min a 72°C con una extension final de 8
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min a 72°C. Para P2X7, un ciclo de 94°C, 5 min, 42 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min
a 60°C y 2 min a 72°C con una extension final de 8 min a 72°C. Los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para ambos
casos, un producto Unico fue aislado y clonado en el vector pCR 4 TOPO (TA
Cloning Kit, Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Ocho clonas
fueron secuenciadas completamente utilizando un secuenciador de ADN
automatico. Para la expresion funcional del receptor, los cDNA 5-HT3a y P2X; de
intestino delgado de raton fueron subclonados en el vector de expresion pcDNA
3.1 en el sitio EcoRIl. La identidad y orientacién de los resultados fueron
verificadas por secuenciacion y analisis de restriccion. Los alineamientos de
secuencias fueron llevados a cabo con los programas (DNASTAR, Madison USA)
y CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988). Las secuencias fueron comparadas con

aguellas disponibles en EMBL GenBank.
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Resultados y discusion

Organizacion gendémica del receptor 5-HTgsa

La organizacién genomica de la subunidad 5.HT 34 fue descrita por primera vez por
(Werner et al., 1994). Este gen es copia Unica en el genoma de ratén, y se localiza
en el cromosoma 9. Posee un marco de lectura abierto (ORF) de 1467 pb, dividido
por 8 intrones. La longitud del fragmento de gen que flanquea los exones 1y 9
asciende a 11.5 Kb.

El primer exén (en lo que corresponde al ORF) codifica para el péptido
sefal; los exones 2 al 6 corresponden a la mitad del amino terminal (NH>); el exén
7 codifica para los dos primero dominios transmembranales (TM1 y TM2); el tercer
dominio transmembranal (TM3) y la mitad del loop intracelular son codificados por
el exon 8. El dltimo exon codifica para la otra mitad del loop intracelular, el dominio

transmembranal 4 y el carboxilo (COOH) terminal extracelular (Figura 1).

Aislamiento del cDNA 5-HT3a de intestino de ratdon

Con la finalidad de aislar y clonar el cDNA correspondiente al receptor 5-HTza del
intestino delgado de ratdn, se disefiaron oligonucleotidos en base a secuencias del
5-HT3a de otros tejidos de ratén (GenBank X72395). Mediante la técnica de PCR
se logré amplificar un fragmento de cDNA de 1490 pb a partir de ARN de intestino
delgado (Figura 2). Dicho cDNA corresponde al ORF mas 25 pb de UTRS’ y 16 pb
de UTR3’, y se clond en el vector pCR 4 TOPO® para su secuenciacion.

El andlisis de dicha secuencia revelé un marco de lectura abierto correspondiente

a una proteina de 483 amino acidos, la cual presenta una identidad del 100% con
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la subunidad 5HT3a variante corta (5-HT3as) previamente descrita por (Werner et

al., 1994) con numero de acceso NP_001093114.1 (Figura 2).

NH.,, N — - - -_ --COOH

11.5Kb ‘

| .

Tl L |2Ba[s[e ! g e

| ORF (1.467 Kb) |

Figura 1. Organizacion del gen que codifica la subunidad 5-HTza.En la parte
superior se muestra un esquema representativo de la estructura proteica de la
subunidad. La linea roja representa el péptido sefial, los dominios
transmembranes se representan con los cilindros naranjas. En la parte inferior se
muestra un esquema representativo de la organizacion del gen. Las cajas verdes
representan los exones, las lineas verticales negras representan la posicion de los
intrones y el asterisco sefala la pérdida de 6 codones en el exén 9 generando la
subunidad 5-HT3as por splicing alternativo.

1 2 3

3Kb
1.6Kb
1Kb

Figura 2. Amplificacion mediante PCR del cDNA 5-HT3as. Gel de agarosa 1%
tefido con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de peso molecular de 1Kb. Carril
2, producto de PCR del cDNA 5-HT3as. Carril 3, control negativo (sin transcriptasa
reversa).
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5-HT;, [MRLCI PQVLLALFLSMLTAPGEGBRRRATQARDTTQPALLRLSDHLLANYKKGVRPVRDWRKPTTVSI DVI MYAI LNVDE 80

5-HT a4 MRLCI PQVLLALFLSMLTAPGEGBRRRATQARDTTQPALLRLSDHLLANYKKGVRPVRDWRKPTTVSI DVI MYAI LNVDE 80

Intestino [MRLCI PQVLLALFLSMLTAPGEGSRRRATQARDTTQPALLRLSDHLLANYKKGVRPVRDWRKPTTVSI DVI MYAI LNVDE 80
*

5-HT;,  KNQVLTTYlI WRQYWTDEFLQWTPEDFDNVTKLSI PTDSI WPDI LI NEFVDVGKSPNI PYVYVHHRGEVQNYKPLQLVT 160
5-HT,,g KNQVLTTYI WRQYWTDEFLQWTPEDFDNVTKLSI PTDSI WPDI LI NEFVDVGKSPNI PYVYVHHRGEVQNYKPLQLVT 160
Intestino  KNQVLTTYI WRQYWTDEFLQWTPEDFDNVTKLSI PTDSI WWPDI LI NEFVDVGKSPNI PYVYVHHRGEVQONYKPLQLVT 160

5-HT;, ACSLDI YNFPFDVQNCSLTFTSWLHTI QDI NI TLWRSPEEVRSDKSI FI NQGEWELLEVFPQFKEFSI DI SNSYAEMKFY 240
5-HT,,, ACSLDI YNFPFDVQNCSLTFTSWLHTI QDI NI TLWRSPEEVRSDKSI FI NQGEWELLEVFPQFKEFSI DI SNSYAEMKFY 240
Intestino  ACSLDI YNFPFDVQNCSLTFTSWLHTI QDI NI TLWRSPEEVRSDKSI FI NQGEWELLEVFPQFKEFSI DI SNSYAEMKFY 240

* *

5-HT;, VI I RRRPLFYAVSLLLPSI FLMVVDI VGFCLPPDSGERVSFKI TLLLGYSVFLI | VSDTLPATAI GTPLI GVYFVVCMAL 320
5-HT a4 VI'1| RRRPLFYAVSLLLPSI FLMVVDI VGFCLPPDSGERVSFKI TLLLGYSVFLI | VSDTLPATAI GTPLI GVYFVVCMAL 320
Intestno VI | RRRPLFYAVSLLLPSI FLMVVDI VGFCLPPDSGERVSFKI TLLLGYSVFLI | VSDTLPATAI GTPLI GVYFVVCMAL 320

5-HT;, LVI SLAETI FI VRLVHKQDL QRPVPDW. RHLVLDRI AWM L CL GEQPMAHRPPATFQANKTDDCSGSDLLPAMGNHCSHVG 400

5-HT,;5s LVISLAETI FI VRLVHKQDL QRPVPDWLRHLVLDRI AW L CL GEQPMAHRPPATFQANKTDDC- - - - - - SAMGNHCSHVG 394
Intestino LVI SLAETI FI VRLVHKQDL QRPVPDWLRHLVLDRI AWM LCLGEQPMAHRPPATFQANKTDDC- - - - - - SAMGNHCSHVG 394

5-HT;, GPQDLEKTPRGRGSPLPPPREASLAVRGLLQELSSI RHFLEKRDEMREVARDWL.RVGYVLDRLLFRI YLLAVLAYSI TLV 480
5-HT,,s GPQDLEKTPRGRGSPLPPPREASLAVRGLLQELSSI RHFLEKRDEMREVARDWLRVGYVLDRLLFRI YLLAVLAYSI TLV 474
Intestino GPQDLEKTPRGRGSPLPPPREASLAVRGLLQELSSI RHFLEKRDEMREVARDWLRVGYVLDRLLFRI YLLAVLAYSI TLV 474

5-HTg, TLWSI WHYS 489
5-HT,, TLWSIWHYS 483
Intestno TLWSI WHYS 483

Figura 3. Comparacion de la secuencia de amino &cidos de la proteina 5-HT3as
aislado de intestino delgado de ratdén con la subunidad 5-HT3a. (NP_038589.2) y
5-HT3as (NP_001093114.1) de ratdn reportadas en GenBank. El péptido sefial de
la proteina se muestra dentro del recuadro. Los asteriscos sefialan los sitios de
glicosilacion y los dominios transmembranales estan indicados en barras negras.
Los alineamientos de secuencias fueron llevados a cabo con los programas
(DNASTAR, Madison USA) y CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988)

Werner et al., (1994) demostro por ensayos de proteccion de RNAsa que el
ARNmM 5-HT3as (version corta) es aproximadamente 5 veces mas abundante que
el ARNm 5-HT3za. (version larga) en lineas celulares de neuroblastomas y tejidos
neuronales, por lo que no se descarta la posibilidad de la co-existencia de ambas
formas en el intestino delgado de ratdn. Dichas formas son el resultado de corte y
empalme alternativo del ARN mensajero (ARNm) a partir del mismo gen (Hope et

al., 1993). Este procesamiento del ARNm es un mecanismo comun para generar
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heterogeneidad en canales idnicos activados por ligando, pero la significancia
fisiolégica de la existencia de estas variantes todavia no es bien entendida, sobre
todo para el caso del receptor 5-HT3a, puesto que no se han encontrado
diferencias en las caracteristicas electrofisiolégicas de ambas variantes (Werner et
al., 1994).

Otro resultado interesante que obtuvimos, fue una variante que presento un
coddén de paro del receptor 5-HT3A por medio de PCR. Durante el proceso de
aislamiento del cDNA 5-HT3A utilizamos una Taq polimerasa convencional la
cual en la amplificacibn cometi6 un error en el nucledtido (nt) 1341 pb,
cambiando el nt G por el nt A. Dicha polimerasa introdujo un nuevo codon
de paro, resultando un marco de lectura mas pequefio, que nos originaria una
proteina mas corta, la cual carece de los ultimos 36 amino acidos de la
proteina completa, por lo que carece de un tercio del loop intracelular, del
dominio transmembranal 4 (TM4) y el COOH-terminal. Esta variante truncada
puede ser muy util para los estudios de interacciones cruzadas entre
receptores P2X y 5-HT3A, ya que se ha propuesto que una parte del loop
intracelular del receptor 5-HT3A pudiera estar interaccionando con el COOH-
terminal del receptor P2X (Boue-Grabot et al., 2003). Con el resultado
anterior, las siguientes amplificaciones por PCR fueron realizadas
utiizando Taq polimerasas de alta fidelidad para evitar posibles errores en

la amplificacion.
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Organizacion gendémica del receptor P2X7

Los genes que codifican las subunidades P2X varian considerablemente en
tamafo, por ejemplo el gen que codifica para la subunidad P2X3 de raton tiene un
tamafio de 30 Kb (incluyendo los exones e intrones) (Souslova et al.,, 1997)
mientras que el gen que codifica la subunidad P2Xs mide 12 Kb (incluyendo los
exones e intrones) (Urano et al.,, 1997). Los cDNAs que codifican para las
variantes completas presentan de entre 11 a 13 exones, y todos muestran una
estructura comun, con bordes intron/exén bien conservados (North, 2002). Con
respecto al gen que codifica para la subunidad P2X; de raton es copia Unica en el
genoma y se localiza en el cromosoma 5, tiene un tamafio de 47.5 Kb, su ORF

mide 1,785 pb, consta de 13 exones divididos por 12 intrones.

Aislamiento del cDNA P2X; de plexo mientérico de ratdn

Con la misma finalidad de aislar un cDNA correspondiente de P2X7 de intestino
delgado de raton, utilizando oligonucleétidos especificos basados en la secuencia
de cDNA P2X; de ratdn aislado de microglia (GenBank NM_011027). Por la técnica
de PCR, amplificamos un cDNA de 1810 pb a partir de un ARN total de cultivo
primario de plexo mientérico de intestino delgado de raton por medio de PCR
(Figura 4). El cDNA se clono en el vector pCR 4 TOPO® para su secuenciacion. Se
analizaron 8 clonas diferentes por restriccion y secuenciacion. El analisis de
secuencia revelo dos diferentes marcos de lectura abiertos. El primero
correspondio a una proteina de 595 amino acidos, con una identidad del100% a la

subunidad P2X; isoforma a con numero de acceso NP_035157.2. La segunda
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secuencia origino a una proteina de 545 amino acidos, con una identidad del 91% a
la subunida P2X; isoforma a (Figura 5). Solo con el analisis de secuencia nos fue
posible detectar estas dos variantes generadas por “splincing” del receptor P2X5.
En el gel de agarosa al 1% no nos fue posible detectar las dos bandas, ya que la

diferencia en pares de bases es muy pequefia (150 pb).

et

3 KD —

1.6 Kb —
1TKbh —

Figura 4. Amplificacion mediante PCR del cDNA P2X;. Gel de agarosa 1% tefiido
con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de peso molecular de 1Kb. Carril 2,
control negativo (sin transcriptasa reversa). Carril 3, producto de PCR del cDNA
P2X7.

Dos variantes del canal P2X; de plexo mientérico de intestino delgado de
raton fueron aisladas e identificadas. Una variante correspondiente a la forma larga
identificada previamente (Chessell et al., 1998) y otra registrada anteriormente en
la base de datos GenBank con numero de acceso EDL 19673.1. Esta ultima
variante carece del exén 11, el cual codifica para 9 amino acidos del TM2 y 41
amino acidos del carboxilo terminal. Se sabe que el TM2 forma el poro del canal

(North, 2002) y recientemente se ha encontrado que el carboxilo terminal del
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receptor P2X7; es un modulador de la actividad del canal (Becker et al., 2008). Las
implicaciones funcionales de esta variante las desconocemos aun, sin embargo,
una variante P2X; similar se ha reportado en humano, la cual carece
completamente del carboxilo terminal y parte del TM2. Dicha variante es altamente
expresada en varios tejidos humanos y se encontré que media el influjo de Ca®*
regulado por ATP y la depolarizacion de la membrana cuando se expresa en
células HEK 293 (Cheewatrakoolpong et al., 2005). Otra variante truncada del
receptor P2X7;, designada como P2Xz;, fue identificada, esta se expresa
normalmente en células de cancer cervical. Esta variante interacciona con la
subunidad P2X; isoforma a formado hetero-oligomeros, lo cual trae como
consecuencia el bloqueo de las funciones del canal P2X; (Feng et al., 2006). Por
las evidencias anteriores, podemos especular que la variante del receptor P2X5,
carente del exén 11, aislada de plexo mientérico de raton, podria formar un canal
funcional pero con propiedades diferentes 0 mas aun formar canales heteroméricos
ya sea con la subunidad P2X; a (subunidad larga) expresada también en el plexo
mientérico (este estudio) o con otras subunidades expresadas en el mismo plexo
como son P2X,, P2X3 y P2Xs (Ruan & Burnstock, 2005) y formar canales con

propiedades Unicas.
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NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

NP_035157.2
P2X7 a intestino
P2X7 var intestino

Figura 5.

|—>Ex0n 2

MPACCSWNDVLQYETNKVTRI QSTNYGTVKWLHMI VFSY| SFALVSDKLYQRKEPVI SSVHTKVKGI AEVTENVTEGGY 80
MPACCSWNDVL QYETNKVTRI QSTNYGTVKWLHMI VFSY| SFALVSDKL YQRKEPVI SSVHTKVKGI AEVTENVTEGGVY 80
MPACCSWNDVLQYETNKVTRI QSTNYGTVKWLHM VFSY| SFALVSDKLYQRKEPVI SSVHTKVKGI AEVTENVTEGGY 80

Exon 3 Exon 4 Exon 5
TKLGHS| FDTADYTFPLQGNSFFVMTNYVKSEGQVQTL EYPRRGA SDRI KGWMDPQSKGI QT GRCVPYDKTRK 160
TKLGHS| FDTADYTFPLQGNSFFVMTNYVKSEGQVQTLICPEYPRRGA SDR KGWMDPQSKGI QT GRCVPYDKTRK 160
TKLGHS| FDTADYTFPLQGNSFFVMTNYVKSEGQVQTLCPEYPRRGA SDR KGWMDPQSKGI QTGRCVPYDKTRK 160
Exon 6 Exon 7
TCEVSA TEEEKEAPRPALLRSAENFTVLI KNNI HFPGHNYTTRNI LPTMNGSC[T FHKTWDP | FRLGDI FQEAGE 240
TICEVSA TEEEKEAPRPALLRSAENFTVLI KNNI HFPGHNYTTRNI LPTMNGSCT FHKTWOP | FRLGDI FQEAGE 240
TCEVSA TEEEKEAPRF‘ALLRSAENFTVLI KNNI HFPGHNYTTRNI LPTMNGS FHKTWDP | FRLGDI FQEAGE 240

Exon 8 Exon 9

NFTEVAVQGGI MGI EI YWDCNL DSWSHHCRPRYSFRRLDDKNTDESFVPGYNFRYAKYYKENNVEKRTLI KAFGI RFDI L 320
NFTEVAVQGGI MGI El YWDCNL DSWSHHCRPRYSFRRLDDKNTDESFVPGYNFRYAKYYKENNVEKRTLI KAFGI RFDI L 320
NFTEVAVQGGI MGI EI YWDCNL DSWSHHCRPRYSFRRLDDKNTDESFVPGYNFRYAKYYKENNVEKRTLI KAFGI RFDI L 320

l—»Exon 10 l—-Exon 1 |—>Exon 12
VFGTGGKFDI | QLVVYI GSTLSYFGLATVCI DLLI NTYSSAFCRSGVYPYCKCCEPCTVNEYYYRKKCES| MEPKPTLKY 400
VFGTGGKFDI | QLVVY! GSTLSYFGLATVCI DLLI NTYSSAFCRSGVYPYCKCCEPCTVNEYYYRKKCES| MEPKPTLKY 400
VFGTGGKFDI | QLVVYI GSTLSYFGL.- - - - - - - - - - - - - m s m s o m o m e oo e oo e TLKY 350

|—>Exon13
VSFVDEPHI RMVDQQL L GKSLQVVKGQEVPRPQMDF SDL SRLSLSLHDSPLTPGQSEEI QLLHEEVAPKSGDSPSWCQCG 480
VSFVDEPHI RMVDQQL L GKSLQVVKGQEVPRPQOMDF SDL SRLSLSLHVSPLTPGQSEEI QLLHEEVAPKSGDSPSWCQCG 480
VSFVDEPHI RMVDQQL L GKSLQVVKGQEVPRPQMDF SDL SRLSLSLHDSPLTPGQSEEI QLLHEEVAPKSGDSPSWCQCG 430

NCLPSRLPEQRRALEELCCRRKPGRCI TTSKLFHKLVLSRDTLQLLLLYQDPLLVLGEEATNSRLRHRAYRCYATWRFGS 560
NCLPSRLPEQRRALEELCCRRKPGRCI TTSKLFHKLVLSRDTLQLLLLYQDPLLVLGEEATNSRLRHRAYRCYATWRFGS 560
NCLPSRLPEQRRALEELCCRRKPGRCI TTSKLFHKLVLSRDTLQLLLLYQDPLLVLGEEATNSRLRHRAYRCYATWRFGS 510

QDMADFAI LPSCCRWRI RKEFPKTEGQYSGFKYPY 595
QDMADFAI LPSCCRWRI RKEFPKTEGQYSGFKYPY 595
QDMADFAI LPSCCRWRI RKEFPKTEGQYSGFKYPY 545

Alineamiento de las secuencias de amino &cidos de la proteina P2X;

aislado de cultivo mientérico de intestino delgado de ratén con la subunidad P2X5
isoforma a (NP_035157.2) reportada en GenBank. Los dominios transmembranales
estan indicados por las barras negras y los asteriscos sefialan los sitios de
glicosilacién. Las cisteinas conservadas en la familia de los receptores P2X se
indican con recuadros. Las posiciones correspondientes al inicio de cada exén son
indicadas con flechas. Los alineamientos de secuencias fueron llevados a cabo con
los programas (DNASTAR, Madison USA) y CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988)

Clonacién de 5-HT3as Y P2X7 en el vector pcDNAS.1

Nuestro siguiente objetivo fue construir vectores para la sobreexpresion de los

receptores aislados en este estudio. Para ello, se utilizé el vector pCR 4 TOPO®

para facilitar los pasos de subclonacién en el vector de expresion pcDNA 3.1®. El

vector pcDNA 3.1® es un plasmido disefiado para facilitar un alto nivel de

expresion de cDNAs clonados en células de mamifero, ya que posee el promotor
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inmediato temprano de citomegalovirus (CMV), un sitio clonacion multiple (MCS)
en orientacion sentido y antisentido para facilitar su clonacién y un gen de
resistencia a neomicina para la seleccion de lineas estables. Ademas, el MCS esta
flanqueado por los promotores derivados de bacteriéfagos T7 y SP6 para permitir
la transcripcion in vitro de cualquier cadena del DNA clonado, lo que permite la
sintesis de ARN mensajero (ARNm) in vitro. Los ARNm in vitro de canales i6nicos
han sido usados extensamente para la microinyeccion de ovocitos de Xenopus
laevis.

El vector pCR 4 TOPO® fue digerido con la enzima EcoRI para liberar los
cDNAs 5-HT3as Y P2X7. Por otro lado, el vector pcDNA3.1 fue digerido con la
enzima EcoRlI para eliminar un inserto que no era de nuestro interés, y en su lugar
subclonar los cDNAs 5-HT3as Yy P2X;. Una vez purificados los productos de la
digestidn, se realizo la ligacién del vector con el inserto, con la enzima T4 DNA
ligasa (Invitrogen), el producto de la ligacion se utilizd para electroporar la cepa
DH5a de E. coli y las clonas que crecieron en medio selectivo fueron
caracterizadas mediante analisis de restriccion y secuenciacion. En la Figura 6 se
muestra un ejemplo de la clonacion del gen P2X;. En la Tabla | muestro un
resumen de los cDNAs aislados de intestino de ratdn reportados en este estudio

que se tienen clonados en el vector pcDNA3.1®.
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MNde | (485)
Sca | (6814) gg: :I[[Jy CMV promotor

Amp(R) MV forward primer
Hind [l {812)
T7 promoFcFF RI(953)
pUC ongin—
6 Kb pcDNA3P2X7 P2X7
Sal | (5067) — 72 Kb
3Kb SW40 pA BEFIPT [I1 1:31:1259]
Sca | (1859)
16 Kb Neo(R) Sal | (2177)
co Rl (2768)
1 Kb BGH pA pgy| (783

SV40 early promoter
f1 arigin

Rl EFcoRI
K v o

Figura 6. Analisis de restriccion del vector pcDNA3/P2X7. A) Gel de agarosa
1% tefido con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de peso molecular de 1Kb.
Carril 2, vector sin digerir. Carril 3, vector digerido con Eco RI. Carril 4, vector
digerido con Sca I. Carril 5, vector digerido con Nde I. Carril 6, vector digerido con
Bgl II. Carril 7, vector digerido con Sal I. B) Mapa de restriccion del vector. C)
Representacion esquematica del vector donde se indica la region, en la que se
realizo la introduccion del cDNA P2X7.

Tabla |I. cDNAs aislados de intestino de ratén clonados en el vector
cDNA3.1

Nombre del gen | Tamafio del Tamafo de la % de identidad de la
aislado de inserto proteina (amino | proteina con respecto ala
intestino de clonado acidos) reportada en el GenBank

raton (pb)

5-HTzas 1490 483 100%(NP_001093114.1)

5-HT3za 1490 447

(truncada)*

P2X; isoforma a 1810 595 100% (NP_035157.2)

P2X; truncada 1660 545 91% (NP_035157.2)

* Variante truncada de la subunidad 5-HT3, generada por un artefacto de la PCR.

88



En resumen, la clonacién de los receptores 5-HT3zas Y las dos variantes del
receptor P2X; aislados del intestino delgado de ratdn permitird su caracterizacion
molecular, biofisica y farmacolégica en un sistema de expresion heterélogo y de
ese modo ayudarnos a entender las propiedades farmacologicas de los

receptores 5-HT3a Yy P2X nativos en neuronas mientéricas de raton.
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ANEXO

Guerrero-Alba, R., et al., Two suramin binding sites are present in guinea pig but
only one in murine native P2X myenteric receptors, Eur. J. Pharmacol. (2009),
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