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GLOSARIO

Agonista: sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una
respuesta en la célula con el fin de estimular una funcion, ya sea especifica o
adversa, en el caso de reacciones que no se quieren observar.

Antagonista: sustancia que al unirse a un receptor celular no provoca una
respuesta bioldgica, pero bloquea o detiene respuestas mediadas por agonistas.

Coeficiente de Hill: indica cuantas de las zonas de unién de sustrato o agonista
de una enzima o receptor afectan a la afinidad de la union del sustrato o agonista
en el resto de las zonas de union. El coeficiente de Hill puede tomar valores
mayores o menores que 1:

e n < 1:indica cooperatividad negativa.
e n >1:indica cooperatividad positiva.

Configuracién de célula completa: configuracion de la técnica de patch clamp
en la que se incrementa la succién se rompe la membrana lo que brinda acceso del
electrodo al ambiente intracelular por un periodo de tiempo corto el ambiente
intracelular es diluido por los contenidos de la pipeta.

ECso: es la concentracion de un farmaco que induce el 50% del efecto maximo
excitatorio.

Fijacion de voltaje: variante de la técnica de patch clamp que implica fijar y
mantener de forma constante el potencial de membrana en una célula en registro.

Ganglio nervioso: formacién nodular que hay en el trayecto de los nervios,
formados por la acumulacion de cuerpos neuronales.

Genes ortologos: los que son semejantes por pertenecer a dos especies que
tienen un antepasado comun.

Genes paralogos: aquellos que se encuentran en el mismo organismo, y cuya
semejanza revela que uno procede de la duplicacién del otro.

ICs0: es la concentracion de un farmaco que induce el 50% del efecto maximo
inhibitorio.

Inmunoreactividad: capacidad de reaccionar con un anticuerpo dado.
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Nucleétidos: moléculas organicas formadas por la union covalente de un
monosacarido de cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo
fosfato.

Plexo: estructura nerviosa formada por nervios y ganglios.

Técnicas de patch clamp: son técnicas de fijacibn de membranas que se utilizan
en el laboratorio y permiten el estudio individual o multiple de canales idnicos. Usa
un micropipeta de vidrio con un didmetro suave y una abertura de
aproximadamente lum. La pipeta se llena con una solucion que depende del
estudio especifico o la técnica de patch clamp usada. Un electrodo de metal en
contacto con esta solucién conduce cambios eléctricos a un amplificador de voltaje.
Este esta presionado contra la membrana celular y se aplica succién para absorber
la membrana dentro de la pipeta con el electrodo para formar un sello
eléctricamente apretado de “giga-ohm”. En el patch clamp un solo electrodo se usa
para fijar el voltaje o la corriente a un nivel constante mientras que se graban los
cambios en la corriente o el voltaje respectivamente, debidos a la entrada o salida
de corriente.
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ABSTRACT

P2X4 subunits are part of P2X native channels in murine myenteric neurons

The aim of the present study was to investigate if P2X4 receptors are expressed in
murine myenteric neurons and if these receptors contribute to form functional
channels in the neuronal membrane by using molecular and electrophysiological
techniques. The whole-cell recording technique was used to record membrane
currents induced by ATP (Iatp) in myenteric neurons. Compared with recombinant
P2X4 receptor channels (reported by others in a previous study), native myenteric
P2X receptors have a relative lower sensitivity for ATP (ECs,=102 uM) and a,B3-
methylene ATP (not effect at 30 or 100 uM). BzATP was a weak agonist for native
P2X receptors. KN-62 had no effect on myenteric P2X channels whereas PPADS
(IC50=0.54 uM) and suramin (ICsp=134 uM) were more potent antagonists than on
P2X4 homomeric channels. Iarp were potentiated by ivermectin (effect that is
specific on P2X4 receptors) and zinc. Western blotting shows the presence of P2X4
protein and RT-PCR the corresponding mRNA transcript in the small intestine.
Immunoreactivity for P2X4 receptors was found in most myenteric neurons in
culture. Single-cell RT-PCR shows the presence of P2X4 mRNA in 90% of
myenteric neurons. Our results indicate that P2X4 receptors are expressed in the
majority of myenteric neurons, contribute to the membrane currents activated by
ATP, and because most properties do not correspond to P2X4 homomeric channels
it is proposed that they are forming heteromeric channels. P2X4 subunits have a
widespread distribution within the myenteric plexus and would be expected to play

an important role in cell signaling.

Keywords: enteric nervous system, myenteric neurons, mouse, purinoceptors, P2X

receptors, P2X4 receptors, suramin, PPADS, ivermectin, zinc, single cell PCR.
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RESUMEN

La subunidad P2X4 forma parte de los canales nativos P2X en las neuronas

mientéricas del ratén.

El objetivo del presente estudio fue investigar si los receptores P2X4 se expresan en
las neuronas mientéricas del ratdén y si estos contribuyen a la formacién de canales
funcionales en la membrana de estas neuronas mediante técnicas moleculares y
electrofisiologicas. La técnica electrofisiolégica de whole-cell se utilizé para registrar
las corrientes inducidas al aplicar ATP (larp) en las neuronas mientéricas.
Comparados con los canales P2X4 recombinantes (reportados por otros autores en
estudios previos), los canales P2X mientéricos nativos tienen una sensibilidad al
ATP (ECs5=102 pM) y al a,B-metileno ATP (ningun efecto a 30 o 100 uM)
relativamente baja. EI BzATP fue un agonista débil de los receptores P2X nativos.
KN-62 no tuvo efecto sobre éstos canales, mientras que el PPADS (IC50,=0.54 uM) y
la suramina (ICsp=134 uM) fueron antagonistas mas potentes que sobre los canales
P2X4 homoméricos. Las Iatp fueron potenciadas por la ivermectina (efecto que es
especifico sobre los receptores P2X4) y el zinc. Analisis por Western blot y RT-PCR
mostrd la presencia de la proteina de la subunidad P2X4 y el correspondiente
transcrito de mRNA en el intestino delgado. Se encontré inmunoreactividad para el
receptor P2X4 en la mayoria de las neuronas mientéricas en cultivo. La técnica de
RT-PCR en célula unica mostré la presencia de mRNA del receptor en el 90% de las
neuronas mientéricas. Nuestros resultados muestran que el receptor P2X4 se
expresa en la mayoria de las neuronas mientéricas, contribuye a las corrientes de
membrana inducidas por ATP, y debido a que la mayoria de las propiedades
observadas en dichas neuronas no corresponden a las de los canales P2X4
homomeéricos, se propone que estan formando canales heteroméricos. Los
receptores P2X4 tienen una amplia distribucion dentro del plexo mientérico y se

esperaria que jueguen un papel importante en la via de sefalizacion intracelular.

Palabras clave: sistema nervioso entérico, neuronas mientéricas, raton, receptores P2X,

receptores P2X4, suramina, PPADS, ivermectina, Zinc, PCR en célula Unica.
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. ANTECEDENTES GENERALES

Sistema Nervioso Entérico

Las principales funciones del tracto gastrointestinal son la digestion y absorcion de
nutrientes y la secrecién y absorcién de fluido. La motilidad intestinal (contraccion y
relajacion del musculo liso gastrointestinal) tiene una participacion importante en éstas
funciones. Tanto la motilidad como el transporte de fluido son regulados por neuronas del

sistema nervioso entérico.

El sistema nervioso entérico (SNE) forma parte del sistema nervioso autbnomo, se
encarga de controlar directamente el aparato digestivo aunque también se comunica de
forma bidireccional con el sistema nervioso central (Brookes, 2001). El SNE consiste de
dos plexos ganglionares: el plexo mientérico y el plexo submucoso. El plexo mientérico
controla la motilidad (Kunze and Furness, 1999) y se encuentra entre las capas
musculares externas longitudinal y circular del intestino (Fig. 1). Se extiende a lo largo del
tracto digestivo desde el eséfago hasta el recto. El plexo submucoso se encuentra entre
la capa mucosa y musculo circular del intestino (Fig. 1). Esta distribuido solamente en el
intestino delgado y grueso (Furness and Costa, 1980). Controla las funciones secretoras
y absorbentes del epitelio gastrointestinal, el flujo sanguineo local y la respuesta
neuroinmune (Galligan, 2002). Ambos plexos contienen neuronas sensoriales,
interneuronas y neuronas motoras interconectadas por sinapsis quimicas que forman una

red de circuito neuronal.



Plexo mientérico

Plexo submucoso , .
b | ~Musculo circular

Q

___Submucosa

~ Musculo
longitudinal

Figura 1. Representacion esquematica de un corte transversal del intestino delgado que
muestra la localizacion del plexo mientérico y submucoso. De adentro hacia fuera se
observa la luz del intestino, la vellosidad intestinal, la mucosa, y submucosa en donde se
encuentra embebido el plexo submucoso; el musculo circular sobre el cual descansa el plexo
mientérico y por ultimo el musculo longitudinal. Fuente: Nature Reviews Neuroscience 8, 466-
479, Junio 2007.



Las neuronas mientéricas se clasifican por su funcién, forma, patron de
proyeccion, comportamiento electrofisioldgico y neurotransmisores que liberan (Costa
et al., 1996; Furness, 2000). De forma general en cuanto a la funcién principal que
realizan, las neuronas se clasifican en neuronas sensoriales, interneuronas y neuronas

motoras.

Neuronas sensoriales. Son las neuronas entéricas sensibles a estimulos
guimicos 0 mecanicos del tracto gastrointestinal cuyo cuerpo neuronal esta en el plexo
mientérico y submucoso. A estas neuronas se les conoce como neuronas intrinsecas
aferentes primarias, y son aparte de las neuronas extrinsecas aferentes primarias cuyo
cuerpo neuronal esta en el ganglio nodoso o en el ganglio de la raiz dorsal (Furness et
al., 1998). Muchas neuronas sensoriales entéricas tienen caracteristicas
electrofisiologicas del tipo de neuronas “AH” (por sus sigas en inglés de: after
hiperpolarization), que por su comportamiento electrofisiologico se definen por
presentar una hiperpolarizacion inmediatamente después del potencial de accion, la
cual dura mas de un segundo (Furness et al., 1998; Hirst et al., 1974; Mao et al., 2006).
La mayoria de las neuronas sensoriales tienen cuerpo suave y son multipolares con
proyecciones que corren hacia el epitelio mucoso entre el plexo mientérico y
submucoso, hacia ellas mismas y cerca del ganglio (Furness et al., 1998; Pompolo and
Furness, 1988). Estas forman sinapsis con otros tipos neuronales. Sin embargo, hasta
la fecha no existe evidencia de que las neuronas sensoriales entéricas liberen ATP

COMO neurotransmisor.



Interneuronas. Otro tipo de neuronas que se encuentra en el SNE son las
interneuronas, las cuales se encuentran principalmente en el plexo mientérico donde
generalmente existe un subtipo (dos subtipos en el colon) con proyeccion ascendente,
y al menos tres subtipos de interneuronas con proyeccion descendente. Existe también
un numero de neuronas intestino fugales que mandan proyecciones al ganglio

prevertebral (Castelucci et al., 2002).

Todas las interneuronas tienen un solo axoén, pero presentan diversidad de
dendritas con diferente morfologia. Electrofisiolégicamente las interneuronas se
caracterizan como neuronas del tipo “S”, que son neuronas en las que un solo estimulo
eléctrico aplicado a una conexién interganglionar produce potenciales postsinapticos
excitatorios rapidos (Bornstein et al., 1994; Hirst et al., 1974). Estas pueden diferir en
su nivel de excitabilidad y su habilidad para disparar potenciales de accién de forma
repetitiva (Bornstein et al., 1994; Kunze and Furness, 1999; Smith et al., 1999). Al
menos un tipo de interneurona descendente utiliza el ATP como neurotransmisor o
coneurotransmisor durante reflejos locales en el plexo mientérico (Bian and
Bertranda€], 2000; Bornstein, 2006). En el plexo submucoso las interneuronas
comprenden menos del 15% de la poblacién total de neuronas y parece que no liberan

ATP o0 adenosina como neurotransmisor.

Neuronas motoras. Las neuronas motoras se encuentran en el plexo mientérico
y submucoso. Estas tienen un solo axén y dendritas cortas de morfologia de tipo Dogiel
I. En el plexo mientérico hay cuatro clases funcionales de neuronas motoras que

inervan hacia las capas de musculo liso del intestino (Brookes, 2001; Furness and



Sanger, 2002): neuronas motoras inhibitorias o excitatorias que inervan hacia las capas
del musculo liso circular como hacia las del musculo longitudinal. Todas las neuronas
motoras tienen propiedades de neurona tipo “S”, y como las interneuronas, pueden
diferir en sus niveles de excitabilidad (Bornstein et al., 1994). Las neuronas motoras
inhibitorias que van hacia el musculo liso del intestino usan el ATP como co-
neurotransmisor (Costa et al., 1996; Furness and Sanger, 2002). Por su parte en el
plexo submucoso hay dos tipos de neuronas secretomotoras excitatorias que van al
epitelio y al menos un tipo de neurona vasodilatadora que va a las arteriolas del plexo
submucoso. Las neuronas vasodilatadoras/secretomotoras no colinérgicas suman el
45% de las neuronas submucosas, y pueden utilizar ATP como co-neurotransmisor
(Hu et al., 2003; Monro et al., 2004). Las neuronas que utilizan ATP o adenosina como
transmisores son llamadas purinérgicas y la sefializacion en la que participan se

conoce de la misma manera.

1.2 Sefalizaciéon purinérgica

Las purinas adenosina y ATP son reconocidas como neurotransmisores o
neuromoduladores en el sistema nervioso central e.g. (Edwards et al., 1992), el sistema
nervioso periférico e.g (Evans et al., 1992; Silinsky et al., 1992) y el SNE (Costa et al.,
1996; Galligan, 2002). Los receptores que activan son conocidos como receptores

purinérgicos P1 y P2, activados por adenosina y ATP respectivamente.

La adenosina actia a través de receptores acoplados a proteinas G. El ATP
actua tanto sobre los receptores/canal ionicos P2X (Khakh et al., 2001; North, 2002),

como sobre los receptores P2Y acoplados a proteinas G (Abbracchio et al., 2006; von



KAv.gelgen and Wetter, 2000). La adenosina es liberada de las células como
consecuencia del estrés metabdlico o como un producto de la degradacion del ATP
liberado (ref). Por el contrario, el ATP es primeramente liberado por fuentes neuronales
como neurotransmisor, aungque existe evidencia de la liberacion de ATP por células no

neuronales en el masculo en accion (Abbracchio et al., 2006).

Receptores P2X

Los receptores P2X son canales catidnicos que se abren en respuesta a la union de
ATP extracelular (Roberts et al., 2006). Tienen el sitio de unién a su ligando o agonista,
y el poro o canal i6nico, como parte de un mismo complejo multimérico. Como estos
complejos receptor/canal idnico no requieren la generacion de segundos mensajeros
intracelulares para transmitir la sefial primaria (como sucede con los receptores
acoplados a proteinas G), la latencia de respuesta (<ms) y la duracion (<100 ms) son

muy cortas.

Se conocen siete genes para siete subunidades de receptores P2X (P2X; a
P2X7 (North, 2002)). Los genes varian considerablemente en tamafio (e.g., P2X2: 3 Kb,
P2X7: 45 Kb, ambos de la rata). En los vertebrados, todos los genes ortologos de las
subunidades P2X4 y P2X7 estan localizados muy cercanos entre si en el mismo
cromosoma. P2X1 y P2X5 también se encuentran localizados en el mismo cromosoma,
y el resto de los genes estan situados en cromosomas diferentes. Los genes paralogos
de subunidades P2X comparten la misma organizacion génica que consiste en 11 a 13
exones en sus variantes largas o completas y poseen secuencias bien conservadas de

los limites exon/intron (Fig. 2). Se conocen varias secuencias completas de receptores



P2X en vertebrados no mamiferos y en algunos organismos invertebrados como
Dictyostelium, algas verdes, y Schistosoma mansoni también se ha descrito este tipo
de receptores (Agboh et al., 2004; Fountain et al., 2008; Fountain et al., 2007; North,

2002).



Exon 2

P2X1 HARRLODELSA-FFFq' PRMVLVRNKK

VIFRLIQLVVL£
P2X2 HVRRLARGCWS-AFWE ETPKVIVVRNRR
Y]

IGWVFVY ss 59
FVHRMVQLLILLYFVWYVFIVOK SE 59
IINRAVQLLII%ﬁPVGHVFLH, RD 53
LMNRAVQLLILAYVIGWVFVWE TD 58
LLYRVLQLIIL ﬂLLIHVFLIggg iD 59

qz WD 60

ISQRLLOLGVV§§VIGHALLA

P2X3 —=====- MNCIS-DFFTYETTKSVVVKSWT
P2X4 MAGCCSVLG~-S-FLF PRIVLIRSRK
P2X5 MGQOAAWKGFV-LSLFDYKTAKFVVAKSKK
P2X6 MASAVAAALVSWGFLDYKTEKYVMTRNCW

P2X7 MPACCSWN----DVFQYETNKVIRIQSVNYGTIKWILHMTVFSYVS-FALMS KE 55
on
P2X1 D-LISSVS LAVT--QLQGLG-PQ-~~--VWOVADYVFBAHGDSSFVVMTNFIVTPQ 111
P2X2 TGPESSII KGITMS ~———~ EDK=mm === VWDVEEYVKPPEGGSVVSIITRIEVTPS 107
P2X3 TAIESSVV KGFGRY-———— ANR-—————= VMDVSDYVTFPQGTSVFVIITKMIVTEN 101
P2X4 S-VVSSVT KGVAVT--NTSQLG=-FR-~~-IWDVADYVIPAQEENSLFIMTNMIVTVN 110
P2X5 TSLQSAVV KGVAYTNTTMLGER= === === LWDVADFVIPSQGENVFFV TINLIVTPN 112
P2X6 MDPQISVI KGVSVTQVKELEKR—=====— LWDVADFVRBSQGENVFFLVTNFLVTPA 113
P2X7 P-LISSVH KGVAEVTENVTEGGVTKLVEGIFDTADYTLHELQG-NSFFVMINYLKSEG 113
Exon 4 n 5 _
P2X1 QGH NPE-GG-I@QDNSGETPOKAERKAQGIR C 1 167
P2X2 LG 'ESMRVHSSTCHSDDDEIAGQ C C 166
P2X3 QGF| EEKYR--EVSDSQE--G I TGRE C 155
P2X4 Qs IPDKTS-IEN TPy RC 167
P2X5 ROGI REGIPDGEESEDDDEH 171
P2X6 QG HPSVPLANCWADEDCPEGEMGTYSH 171
P2X7 EQK YPSRGK-QEHSDOGEIKGWMDPQSK 170
—®Exon 6 f
P2X1 VDDKIPSPALLREAENFTLF SISFPRFKVNRRNLVEEVNGTYMKKELYHKIQHP 227
P2X2 DG-TSDNHFLGKMAPNFTILIKNS IHYPKFKFSKGNIASQKSD-YLKE Troobsopgg 224
P2X3 D-TVEMPIM-MEAENFTIF IKNSIRFPLFNFEKGNLLPNLTDKDIKRERFHPEKAP 209
P2X4 NDVGVPTPAFLKAAENFTILLVKNNIWYPKFNFSKRNILPNITTSYLKS@IYNAQTDPF 227
P2X5 TK-SMPTDPLLKDAESFTIS FIRFPKFNFSKANVLETDNKHFLKT@HFSSTN-LY 229
P2X6 SS-AVPRKPLLAQAKNFTLF IKNTVTFNKFNFSRTNALDTWDNTYFKYCLYDSLSSPY 230
P2X7 EGKEAPRPALLRSAENFTVL IDFPGENYTTRNILPGMNIS----E@TFHKTWNP 226
P2X1 VFNLGYVVRE DFRSLAE KE@DLOWHVRHEKPI HGL---YGEKN 284
P2X2 IFRLGFIVEKAGENFTELAH NEDLDLSESE RRLD--PKYDP 282
P2X3 ILRVGDVVKF udax R VEDLDKAWDQE I TRIDGVSEKSS 269
P2X4 IFRLGTIVGDAGHSFQEMAV D ab RAAS RRLDTRDLEHN 287
P2X5 IFRLGSIVRW qdoo L DEDLDKAAS NRLDNKHTHS - 288
P2X6 VFRIGDLVAM DFEDLAL DENLDOTKGSDES, -Rgoz------ 283
P2X7 IFRLGDIFQEIGENETEVAV DENLDSWSH RRLDDKYTNES 286
. n 10
P2X1 LSPGF RHFVQ-NGTN ILNDGKﬁ KFDIIPTMTTIGSGIGI 343
P2X2 ASSGY KYYKINGTTT qguco KFSLIPTIINLATALTSI 342
P2X3 VSPG KYYKMENGSE I'YGNAGKENIIPTIISSVAAFTS 329
P2X4 VS KYYRDLAGKE qxgupcx KFDIIPTMINVGSGLAL 347
P2X5 ISSGY RYYRDPNGVE DV IVINGK KﬂSIﬂiTVINIGSGLAL 348
P2X6 --RGY NYWWAASGVE DILVTGQAGKFALIPTAITVGTGAAW 341
P2X7 LFPGY KYYKE-NGME ILVFGTGGKFD ITOLVVYIGSTLSY 345
11
P2X1 Gﬁ%n ------------------- ILPKRHYYKQRKFKYAEDMGPGEGEHDPV 384
P2X2 VGSFLCOWILLT==mmmmm=——————— ---FMNKNKLYSHKKFDKVRTPKHPSSRWPVTL 384
P2X3 VGTVLCOIILLN==mmmmmm—————— e FLKGADEYKARKFEEVTETTLKGTASTNPV 371
P2X4 VATVLCDVIVLY-mmem e mm e CMKKKYYYRDKKYKYVEDYEQGLSGEMNQ 389
P2X5 AGAFFCOLVLIY=mmmmmm e ——mm e LIRKSEFYRDKKFEKVRGQKEDANVEVEAN 390
P2X6 MVTFLCDLLLLY===== === == ——m e e — VDREAG RTKYEEARAPKATTNSA 379
P2X7 LATVCIDLIINTYASTCCRSRVYPSCKCCEPCAVNEYYYRKKCEPIVEPKPTLKYVSFVD 405
P2X1 ATSSTLGLQENMRTS 399
P2X2 ALVLGQIPPPPSHYSQDQPPSPPSGEGPTLGEGAELPLAVQSPRPCSISALTEQVVDTLG 444
P2X3 FASDQATVEKQSTDSGAYSIGH 393
P2X5 EMEQERPEDEPLERVRQDEQSQELAQSGRKQNSNCQVLLEPARFGLRENAIVNVKQSQIL 450
P2X7 EPHIWMVDQQLLGKSLODVKGQEVPRPQTDFLELSRLSLSLHHSPPIPGQPEEMQLLQIE 465
P2X2 QHMGQRPPVPEPSQQDSTSTDPKGLAQL 472
P2X5 HPVKT 455
P2X7 AVPRSRDSPDWCQCGNCLPSQLPENRRALEELCCRRKPGQCITTSELFSKIVLSREALQL 525
P2X7 LLLYQEPLLALEGEAINSKLRHCAYRSYATWRFVSQDMADFAILPSCCRWKIRKEFPKTQ 585

P2X7 GQYSGFKYPY 595

Figura 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los receptores P2X de la
rata. Los aminoacidos conservados se muestran en cajas, las cisteinas conservadas estan
sombreadas y las dos regiones transmembranales hidrofobicas se encuentran indicados con
una linea sobre ellos. También se indica el inicio de cada exon. Las secuencias y la estructura
gendmica se obtuvo de las secuencias con numero de acceso: P47824 (P2X1), 2020424A
(P2X2), CAA62594 (P2X3), CAA61037 (P2X4), CAA63052 (P2X5), CAA63053 (P2X6), y
CAAB5131 (P2X7).



Las proteinas de las subunidades P2X tienen diferente tamafio que varia en el
rango de 388 (P2X4) a 595 (P2X7) amino&cidos, numero de aminodcidos
correspondientes a la rata. Cada subunidad tiene dos regiones hidrofobicas (TMI y
TMIIl) que se extienden aproximadamente del residuo 30 al 50 y del 330 al 353
(numeros correspondientes al P2X2 de rata) (ref). Evidencia experimental y estructural
ha mostrado que el TM1 es responsable del “gating” o apertura del canal y el TM2
forma el poro por donde pasan los iones. Dichas regiones hidrofébicas estan separadas
por la parte mas grande del polipéptido (~280 amino&cidos) conocida como asa
extracelular, la cual estd involucrada en la union con el ATP. Los extremos NH2 y
COOH de la proteina son intracelulares y el carboxilo es la region que mas difiere entre
genes paralogos. Sin embargo, una secuencia dentro de la region C-terminal, YXXXK
(donde X es cualquier aminoacido) se conserva entre los receptores P2X y esta
involucrada con la retencién en la membrana celular (Khakh and North, 2006) (Fig. 3).
Considerando la region de la proteina que incluye los dos dominios transmembranales
y el dominio extracelular (aminoacidos 30-353 del P2X2 de la rata), las subunidades
P2X son 40 a 55% idénticas, de éstas la P2X4 es la mas parecida con respecto a las

demas y la P2X7 la mas diferente.

Diez cisteinas conservadas entre las diferentes subunidades se encuentran en el
asa extracelular, éstas forman puentes de disulfuro que contribuyen a la estructura
terciaria de la proteina, y los residuos consenso (Asn-X-Ser/Thr) también presentes en
ésta region, contribuyen a las glicosilaciones tipo N de dichos receptores (Fig. 3). Los
grupos terminales amino y carboxilo presentan motivos o aminoacidos involucrados en

otras funciones, tales como: endocitosis del canal, cambios de permeabilidad, union a



lipopolisacéaridos e interaccion con otras proteinas (Khakh and North, 2006; Murrell-

Lagnado and Qureshi, 2008).

Dominio
extracelular

Dominio
transmembranal

Dominio citosdlico

> Glicosilaciones tipo N

“ Puentes disulfuro

O Cisteinas conservadas

Coordinan los fosfatos del ATP

Motivo de internalizacion YXXXK

. Sitio de proteina quinasa Involucrados en unién aprotones

O
O
O
O

. Aminoacidos aromaticos Involucrados en unidén con Zn2+

Figura 3. Topologia y aminoacidos clave de una subunidad de P2X. Caricatura que
muestra los dos dominios transmembranales (TMI 'y TMII), el asa extracelular, el grupo amino y
carboxilo terminal ambos intracelulares. En circulos de diferentes colores se muestran los
residuos clave involucrados en diferentes procesos de la fisiologia del canal. Los nameros
corresponden al P2X2 de rata. Figura tomada de: (Khakh and North, 2006).
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Como se habia propuesto por trabajos previos la estructura molecular de los
receptores P2X, de acuerdo al modelo obtenido por cristalografia de rayos x de la
estructura del receptor P2X4 del Pez cebra, es de un trimero que consiste de una o
mas subunidades diferentes (Kawate et al., 2009; Torres et al., 1999). Los receptores
P2X muestran una topologia como la mencionada en paginas anteriores (Khakh and
North, 2006; North, 2002; Roberts et al., 2006), y que Kawate et al. (2009) describe de
la siguiente manera: cada subunidad sale de la membrana plasmatica como un “delfin
del agua” con su “cola” sumergida dentro de la bicapa lipidica. El ectodominio se
proyecta 70 A sobre la membrana y existen tres vestibulos en el centro del
ectodominio. El ATP y sus analogos parecen unirse también a un sitio no candnico a

~45 A del canal i6nico en el dominio extracelular.

Figura 4. Estructura molecular de los receptores P2X en base al modelo de listones
obtenido de la cristalizacion del receptor P2X4 del Pez cebra. Resolucion de 3.5 A que
muestra que el receptor es un trimero y que el cuerpo de las tres subunidades interactta entre

si formando una cavidad central vertical. Figura tomada de: (Kawate et al., 2009).

Los receptores P2X al estar compuestos por la misma o por diferentes subunidades

homomeros o0 heterdbmeros respectivamente, tienen propiedades biofisicas vy
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farmacoldgicas especificas que difieren entre especies (Bo et al., 1995; Brake et al.,
1994; Chen et al., 1995; Surprenant et al., 1995; Valera et al., 1994). Cada receptor
P2X tiene wuna sensibilidad al ATP, comportamiento biofisico: activacion,
desensibilizacion, desactivacion, y farmacologia que lo caracteriza. Por ejemplo, los
receptores homomeéricos P2X1 al P2X4 y el P2X7 al ser activados por ATP responden
con corrientes robustas y un tiempo de activacion rpido, mientras que el P2X5 casi no
responde. La desensibilizacion (declive de la corriente en presencia continua del
agonista) es muy rapida en los receptores P2X1 y P2X3, mientras que P2X2 y P2X4

tienen una desensibilizacion mas lenta y el P2X7 no se desensibiliza (Fig. 5).

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7

BARZ2

T

|

\

\w—lJi nA
20 s
Figura 5. Registros de corriente caracteristicos de los receptores P2X homomeéricos.
Registros de patch clamp en célula completa de las corrientes inducidas por ATP 30 uM,
excepto 1 Mm para P2X7, en células HEK293 transfectadas con las subunidades P2X de la
rata (P2X6 no responde al ATP por si solo). Todos excepto el P2X5 responden eficazmente a
la aplicacion de ATP, P2X1 y P2X3 tienen una desensibilizacion rapida, P2X2 y P2X4 tienen

una desensibilizacion lenta y el P2X7 no presenta desensibilizacion.

Todas las subunidades P2X pueden formar receptores homoméricos con

excepcion de la P2X6, la cual requiere ensamblarse con otras subunidades para formar
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un canal funcional, y en teoria todas las subunidades pueden formar receptores
heteroméricos a excepcién de la P2X7 que sélo puede formar receptores homoméricos,
(Antonio et al., ; Coddou et al., 2011; North, 2002). Existe evidencia bioquimica y
funcional de la formacién de receptores heteroméricos entre subunidades: P2X1/P2X4
(Nicke et al., 2005), P2X2/P2X3 (Radford et al., 1997; Torres et al., 1999), P2X1/P2X5
(Le et al., 1999), P2X2/P2X6 (King et al., 2000), y P2X4/P2X6 (Lé et al., 1998). Tanto
receptores homoméricos como heteroméricos son activados por ATP con una ECsg en
un rango de 1 a 100 pM con excepcion del P2X7 que es mas bien activado por
concentraciones de ATP en el rango de Mm. Algunos agonistas de los receptores P2X
son: el a,p-metileno ATP, el BZATP, el ATP-y-S y los antagonistas: TNP-ATP, suramina
y PPADS, sin embargo, la mayoria de ellos son inespecificos. Ademas, los receptores
P2X pueden ser modulados por otras sustancias como cationes divalentes (Zn*?, Ca*?),

Ph del medio y algunos farmacos (Cuadro |) (Roberts et al., 2006).
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Cuadro I. Algunas propiedades farmacolégicas y fisiolégicas de los receptores P2X.

ATP ECs, | Sensibilidad al Caida de Efecto de Efecto del Ezf?r:: éo(fg l
uM o,p-me ATP corriente alto Ca** Ph M)

P2X; 1 Si Réapida Sin efecto Sin efecto Disminucion
P2X, 10 No Lenta Disminucion | Disminuciéon | Aumento
P2X5 1 Si Réapida Sin efecto Sin efecto Aumento
P2X, 7 No Lenta - Sin efecto Aumento
P2Xs 0.5 No Lenta Disminucion | Sin efecto Aumento
P2Xg 0.5 Si Lenta - - -

P2X, >100 No Lenta Disminucion | - Disminucion
P2X1/» 0.6 Si Rapida/Lenta - Aumento -

P2X1/4 - Si Lenta - - -

P2X15 ~5 Si Rapida/Lenta Sin efecto Disminucion | -

P2X53 1 Si Lenta Disminucion | Disminucién | Aumento
P2X56 32 No Lenta - Disminucion | Aumento
P2X 46 6 Si Lenta - - Aumento

(-) Condiciones no estudiadas para ese receptor
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Fuente: (Roberts et al., 2006)




II. INTRODUCCION

2.1. El Receptor P2X4

El receptor P2X4 pertenece a la familia de receptores P2X, Se expresa tanto en el
sistema nervioso periférico como en el sistema nervioso central (Buell et al., 1996;
Roberts et al.,, 2006; Seguela et al., 1996; Sim et al., 2007; Stojilkovic et al., 2010;
Yamamoto et al.,, 2000). En éste ultimo se expresa ampliamente tanto en la espina
dorsal como en el cerebro, particularmente en las sinapsis glutamatérgicas (Rubio and
Soto, 2001; Seguela et al., 1996; Soto et al., 1996), sin embargo, su papel fisiolégico

aun no es claro.

Se ha encontrado que el receptor P2X4 participa en el desarrollo de inflamacién
mediada por liberacion de prostaglandina E2 en el sistema inmune (Ulmann et al.,
2008), en la regulacién de la funcion del endotelio vascular del sistema circulatorio
(Yamamoto et al., 2006), en la alodinia observada durante procesos inflamatorios, y en
el desarrollo de dolor neuropético via la activacion de microglia de la espina dorsal
(Guo et al., 2005; Inoue et al., 2004; Tsuda et al., 2009; Tsuda et al., 2003; Ulmann et

al., 2008).

De sus propiedades biofisicas se conoce su sensibilidad al ATP que es
intermedia (ECso= 7 M) con respecto a los demas P2X, su desensibilizacion lenta que
es controlada por la region C-terminal del receptor, en especifico por el aminoacido
aminado Lys373 y el aromatico Y 60 F 374 (Fountain and North, 2006). Ademas
presenta propiedades farmacoldgicas distintivas como baja sensibilidad (IC50>100 pM)

(Buell et al., 1996; Soto et al., 1996) o modulacién positiva de las corrientes inducidas
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por ATP (Bo et al.,, 1995; Townsend-Nicholson et al., 1999) con el antagonista
purinérgico suramina. En el raton (Norenberg et al.), es el Unico de los receptores P2X
gue es modulado positivamente por el farmaco antiparasitario ivermectina como se ha
determinado en sistemas de expresion heterdloga (Coddou et al., 2011; Khakh et al.,
1999; Priel and Silberberg, 2004; Sim et al., 2006). También se ha reportado que el Zn?*
modula positivamente a los receptores P2X4, sin embargo, éste efecto no es especifico
debido a que causa un efecto similar sobre los receptores P2X2, P2X3 y P2X5 (Coddou
et al.,, 2011). Y es el Unico de los receptores P2X que se internaliza constitutivamente

por un mecanismo de endocitosis dependiente del complejo AP2/clatrinas (ref).
2.2. Receptores P2X en el sistema nervioso entérico

Como se menciono anteriormente de acuerdo al tejido donde se expresan, la
activacion de los receptores P2X esta relacionada con diferentes procesos. En el plexo
mientérico la aplicacion de ATP de forma exdgena tanto en neuronas S como AH,
produce potenciales excitatorios rapidos y lentos (Galligan and Bertrand, 1994). Sin
embargo, la mayor parte de la sefalizacion purinérgica en el SNE esta mediada por
corrientes postsinapticas excitatorias rapidas y estas por receptores P2X (Barajas-
Lopez and Huizingad€), 1996; Robertson and Edwards, 1998; Zhou and Galligan,

1996).

Especificamente en las neuronas mientéricas del intestino delgado del raton se
ha descrito que los receptores P2X2, que se encuentran ampliamente distribuidos en
este plexo mientérico y estan directamente implicados en la neurotransmision

excitatoria rapida (Ren et al., 2003). Por otro lado la presencia de receptores P2X7
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funcionales en las neuronas mientéricas del cobayo (Valdez-Morales et al., 2011) y en
el tracto gastrointestinal del raton (Gulbransen et al., 2012) concuerda con la abundante
inmunoreactividad reportada para este receptor en el cobayo y otros roedores ((Hu et
al., 2001; Vanderwinden et al., 2003).. La inmunoreactividad reportada para el receptor
P2X3 es mas bien débil (Ruan and Burnstock, 2005), lo cual se relaciona con las
corrientes tipo P2X3 registradas en menos del 10% de las neuronas mientéricas del
raton (Ren et al., 2003). También se ha descrito una extensa inmunoreactividad para el
receptor P2X5 que parece estar localizada principalmente en las fibras nerviosas (Ruan
and Burnstock, 2005), lo cual ha dificultado la cuantificacion de la proporcion de
neuronas que contienen este receptor. Al parecer no existe inmunoreactividad para los
receptores P2X1, P2X6 o P2X4, (Ruan and Burnstock, 2005). Sin embargo existen
hallazgos controversiales al menos para el receptor P2X4 en el intestino de la rata
utilizando anticuerpos contra diferentes epitopes. Se ha encontrado inmunoreactividad
para el receptor P2X4 distribuida ampliamente dentro del plexo mientérico de la rata
(Bo et al.,, 2003) pero un estudio mas reciente localiza la inmunoreactividad del

receptor P2X4 en los macroéfagos del intestino (Yu et al., 2010).

A pesar de que las propiedades farmacoldgicas de los receptores P2X nativos de
las neuronas mientéricas del intestino delgado del ratén (Guerrero-Alba et al., 2010),
tienen propiedades farmacoldgicas que difieren ampliamente con aquéllas reportadas
para el receptor P2X4 recombinante (Jones et al., 2000; Townsend-Nicholson et al.,
1999), es probable que este receptor se encuentre en las neuronas mientéricas debido
a la amplia distribuciéon que guarda en los diferentes 6rganos y tejidos (Bo et al., 2003;

Surprenant and North, 2009). Probablemente se encuentra formando canales
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heteroméricos con otros P2X, lo que cambia sus propiedades farmacologicas y

electrofisiologicas originales.
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V. JUSTIFICACION

Al receptor P2X4 se le ha atribuido participacion en la regulacion de la excitabilidad
neuronal y sinaptica, asi como en procesos fisiolégicos de importancia médica 6 de
interés farmaceéutico como la regulacion del endotelio vascular, la inflamacion, y el dolor
neuropatico. No se ha reportado su presencia en el sistema nervioso entérico del raton.
Sin embargo, no existe evidencia soélida para descartarla. Investigar su presencia en el
sistema nervioso entérico de un organismo modelo como el ratén, contribuye al
conocimiento de los receptores P2X que estdn presentes en este tejido, y a su
implicacion en la sefalizacion purinérgica tanto en procesos funcionales como

patolégicos.
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IV. HIPOTESIS

El receptor P2X4 se expresa en las neuronas mientéricas del ratén.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion del receptor P2X4 en las neuronas mientéricas del raton, si

contribuye en los canales P2X nativos, y si se co-expresa con el receptor P2X5.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar la presencia del mRNA y la proteina del receptor P2X4 en el intestino

delgado del raton por las técnicas de RT-PCR y Western blot.

2.- Investigar la presencia y distribuciéon del mRNA del receptor P2X4 individualmente

en las neuronas mientéricas del ratbn, mediante la técnica de RT-PCR en célula Unica.

3.- Determinar la presencia de del receptor en las neuronas mientéricas por medio de la

técnica de inmunocitoquimica.

4.- Determinar si el receptor P2X4 se encuentra en la membrana plasméatica de las
neuronas mientéricas del raton contribuyendo a las corrientes inducidas por ATP (late),

mediante la técnica de patch-clamp en su configuracion de célula completa,.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cultivos primarios de neuronas mientéricas

Ratones C57BL/6J (19-25g) de ambos sexos fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Inmediatamente después del sacrificio se removio un segmento de 10 a 15 cm
del yeyuno y se colocé en solucion modificada de Kreb gasificada con 95% O, y 5%
CO; (en Mm: NaCl, 126; NaH,POq4, 1.2; MgCl,, 1.2; CaCl,, 2.5; KCI, 5; NaHCO3, 25;
glucosa, 11). En seguida la capa muscularis externa, conteniendo el plexo mientérico,
fue retirada y utilizada para preparar los cultivos primarios. Las neuronas del plexo
mientérico se disociaron mediante un tratamiento secuencial con dos soluciones
enziméticas como ha sido reportado por nuestro laboratorio (Barajas-Lopez and
Huizinga€], 1996). La primera contiene papaina (0.01 mg/ml; activada con 0.4 mg/mi
de L-cisteina) Yy la segunda 2lanals21a2la (1 mg/ml) y dispasa (4 mg/ml). Las
enzimas fueron removidas con medio L15 y las neuronas dispersadas en solucion de
cultivo y colocadas sobre cubreobjetos redondos cubiertos con coldgena extraida de la
cola de rata. El medio de cultivo fue preparado con medio minimo esencial 97.5%
(V/IV), suero fetal bovino 2.5% (v/v) y suplementado con glucosa 15 Mm, L-glutamina 2

Mm, antibioticos (penicilina 10 U/ml, estreptomicina 10 pg/ml), y antimitéticos (--D-
citosinal0 pM, -B-D- arabinofuranosido, fluorodeoxyuridina 10 pM, y uridina 10 pM)

para prevenir el crecimiento de células no neuronales.
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7.2. Registros de patch clamp

Utilizando un amplificador tipo Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA), se llevaron a cabo registros de corriente en célula completa de acuerdo a lo
descrito previamente (Barajas-Lopez and Huizingad€!, 1996). Las corrientes fueron
filtradas a 0.5 0 1 kHz y muestreadas a 1 0 2 kHz respectivamente. Los registros se
realizaron a temperatura ambiente (22-24°C). Las pipetas de patch clamp con
resistencias de 1 a 4 MQ se montaron en un micromanipulador (Sutter, MP-851 Novato,
CA, USA). Estas resistencias de pequefia magnitud y una ligera succion dentro de la
pipeta durante los registros de corriente, permitieron mantener una resistencia de bajo
acceso (menor de 5 MQ), lo que genera un error en el voltaje fijado de menos de 10 Mv
para las corrientes menores de 2 Na, por lo tanto, no se requiere compensacion para
este factor. El potencial de membrana se mantuvo a -60 Mv durante los experimentos
de fijacion de voltaje y las corrientes de membrana se capturaron en el disco duro de
una PC mediante el programa CLAMPEX 6 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) y
se analizaron utilizando el software AXOGRAPH 4.9 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA).

En algunos experimentos se utilizd un protocolo de rampas de voltaje el cual consistio
en un paso constante precondicionado de voltaje desde -60 a +70 Mv por 400 ms (para
inactivar corrientes transitorias), seguido de una rampa de voltaje de 1100 ms desde
+70 a -110 My, ver inset de la figura de 1B. Las Corrientes de mambrana generadas en
respuesta a esta rampa de voltaje fueron registradas antes (control) y después en la
presencia de ATP. Las corrientes obtenidas como control fueron substraidas de

aquéllas registradas en la presencia de ATP para obtener solamente las corrientes
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inducidas por éste agonista. Las corrientes inducidas por ATP (Iatp) fueron después
graficadas contra el potencial de membrana para construir la grafica de relacion
corriente-voltaje mostrada en este estudio. En los experimentos de rampas de voltaje
las corrientes fueron almacenadas en un disco duro de una PC utilizando CLAMPEX 6
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Ademas éstos experimentos se llevaron a
cabo en la presencia de 30 Mm de tetraethyl amonio (TEA) y 30 uM de Cd* para
bloquear la mayoria de de las corrientes de calcio y potasio dependientes de voltaje.

Durante los experimentos electrofisiolégicos la camara de registro fue bafiada
continuamente con solucidbn externa estandar a una velocidad de flujo de
aproximadamente 2 ml/min. El intercambio rapido de la solucidon externa alrededor de
las neuronas registradas se logré mediante el uso de un aparato de ocho tubos, en el
cual cada tubo estd conectado por una manguera a jeringas que contienen la solucion
control y las solucion(es) experimental(es) dadas. El tubo que contiene la solucion
control se posiciona enfrente de la célula a registrar y la aplicacion externa de las
substancias se lleva a cabo moviendo de forma abrupta de un tubo a otro
posicionandolos enfrente de la célula. Dicho aparato se monté sobre una mesa de
registro y se movié mediante un micromanipulador de robot de agua (WR-88;
Narishigue Scientific Instrument Lab, Tokyo Japan). Los efectos de las substancias
fueron determinados mediante el regreso a la solucion control, posicionando el tubo
gue la contiene enfrente de la célula. La solucion externa fue aplicada por gravedad
mediante una manguera, y el nivel de la jeringa se ajusté frecuentemente para
minimizar cambios en la velocidad de flujo. La composicion de la solucion externa

estandar fue: (en Mm): NaCl, 160; CacCls,, 2; glucosa, 10; HEPES, 5 y CsCl, 3; el Ph se
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ajustd a 7.3-7.4 con NaOH. La composicion de la solucidén estandar que contenia la
pipeta fue: (en Mm): CsCl, 150; EGTA, 10; HEPES, 5; NaCl, 10; ATPMg, 4.5y GTPNa,

0.1; el Ph se ajustd a 7.3—7.4 con CsOH.

7.3. Amplificacion por RT-PCR a partir del yeyuno

El cerebro (control) y un segmente de 10 cm de yeyuno fueron removidos de ratones
C57B/6JL inmediatamente después de sacrificarlos. Los tejidos se trituraron en un
mortero con nitrégeno liquido y se aislé el RNA total utilizando el kit de extraccion de
Ambion RNAqueous RNA isolation kit (Life Technologies, Texas, USA) siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. En seguida 5 pg de RNA total se convirtio a a Cdna
de cadena sencilla por la reaccion de RT utilizando oligo (Dt);sy la enzima SuperScript
Il Reverse Transcriptase (Life Technologies, Texas, USA). La reaccion se llevo a cabo
por una hora y media a 42 °C de acuerdo al protocolo indicado por el fabricante. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevd a cabo con el par de
oligonucledtidos P2X4-1S y P2X4-1AS (Ver secuencia en el Cuadro Il), y la DNA
polimerasa Platinum Pfx (Life Technologies, Texas, USA). Los controles negativos de
la reaccion de RT se llevaron a cabo sin la enzima; no se obtuvieron amplificaciones
falsas (datos no mostrados). El protocolo de PCR consistid en una desnaturalizaciéon
inicial a 94°C por 3 min seguido de 38 ciclos de amplificacibn. Cada ciclo de
amplificacion consistié de las siguientes fases: i) desnaturalizacion a 94°C por 15 s, ii)
alineamiento a 60°C por 20 s, iii) elongacion a 68°C por 1.5 min, y iv) elongacion final a
68°C por 5 min. Los controles negativos para las PCRs se llevaron a cabo sin DNA
templado; no se obtuvieron amplificaciones falsas. Los productos de PCR se analizaron

por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (1 pg/ml).
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Las imagenes fueron digitalizadas utilizando el fotodocumentador de geles Gel-Doc
2000 (Bio-Rad). Los productos de PCR se clonaron en el vector de clonacion Pgem-T
Easy (Promega, Wisconsin, USA) y se secuenciaron. El andlisis de las secuencias se
realizd utilizando herramienta bioinformatica, Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) del NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y el programa DNASTAR Lasergen version 7.1.

Los oligonucleétidos P2X4-1S y P2X4-1AS (Cuadro I11) fueron disefiados para la
amplificacion especifica del ORF completo de la secuencia de P2X4 de raton,
basandose en las regiones no traducibles 5’ y 3’ de la secuencia con numero de

acceso: NM_011026.

7.4. Western blot de yeyuno

El cerebro (control) y el yeyuno de ratones fueron removidos y colocados en tubos de
vidrio de 5 ml conteniendo 2 ml de buffer de lisis de baja concentracion salina: Tris-
HCL, 50 Mm; NaCl, 10 Mm y Triton 1:100 v/v, y se trituraron mecénicamente con un
pistilo estéril. En seguida fueron sonicados con el siguiente programa: 5 s ony 5 s off,
descanso de un minuto y de nuevo otro minuto de 5 s on y 5 s off a una amplitud del
40%. Los tejidos homogenizados fueron luego centrifugados a 2500 g por 5 min para
eliminar restos de tejido. Una vez centrifugados se calculo la concentracion de proteina

por el método de Bradford.

De 2 a 5 ug de proteina de cerebro y yeyuno fueron separadas en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 12% (w/v) y se corrieron a 120 V

por 150 min y 4°C. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de
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nitrocelulosa por 1 h a 400 Ma, y 4°C. Las membranas con las proteinas adheridas se
bloguearon por 1 h con tris-solucion salina y 8% de leche libre de grasa. En seguida se
dejaron incubando toda la noche a 4°C con el anticuerpo policlonal primario de conejo,
anti-P2X4 de humano dirigido contra los aminoacidos 1-40 del N-terminal (sc-28764,
Santa Cruz Biothecnology, Dallas, TX, USA), a una dilucion de 1:2200 v/v. Después se
lavaron y se incubaron por 2.5 horas con el anticuerpo secundario de cabra anti
inmunoglobulina G de conejo conjugado a per oxidasa de rabano (cat. No. 12-348,
Millipore, CA, USA), a una dilucion 1:3000 v/v. La inmunoreactividad fue revelada
utilizando 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB). Los pesos moleculares aparentes fueron
asignados con el marcador de proteina (Benchmark Prestained Protein Ladder;

Invitrogen Co, CA, USA).

7.5. Inmunohistoquimica para el receptor P2X4 en cultivo de neuronas mientéricas

Cultivos de neuronas mientércias, después de 5 dias de sembrados, fueron lavados y
sumergidos en solucion de fijacion conteniendo paraformaldehido (3% v/iv) y
glutaraldehido (0.02% v/v en PBS), durante 15 min. Esta solucién fue lavada y las
células permeabilizadas con una solucion de TritonX-100 (0.01% v/v en PBS) durante
15 min. El TritonX-100 fue lavado y en seguida las células fueron incubadas en
solucion de bloqueo universal (Dako Diagnostics Canada Inc., Cat # CD310081)
durante 6 horas. La solucion bloqueadora universal fue removida y luego se afadieron
uno u otro anticuerpo primario en diluciones 1:200 o 1:500 respectivamente (en
solucion de suero bovino, albumnina, 1% v/v) durante 8 horas. En seguida se lavaron
los anticuerpos primarios y las células se incubaron con el anticuerpo secundario de

cabra anti inmunoglobulina G de conejo conjugado a per oxidasa de rabano (cat. No.

26



12-348, Millipore, CA, USA; diluido en 1:500 con la solucion de albumina suero bovino).
Se lavo el anticuerpo secundario y para visualizar la inmunoreactividad se afiadié una
solucion de diaminobenzidina (DAB, 0.05 mg/ml de PBS 60% v/v mas H,0, al 0.01%)
durante 25 min. Los cubreobjetos conteniendo las neuronas fueron en seguida lavadas
y montadas con PPD-medio de montaje (90% glicerol en PBS) y se sellaron con
esmalte de ufas. Los anticuerpos primarios policlonales fueron: sc-28764 (dirigido
contra los amino&cidos 1-40 del N-terminal del receptor P2X4 de humano; Santa Cruz
Biotechnology Inc,) y el orb 100036 (dirigido contra contra el receptor P2X4 de humano,
Biobyt, Cambridge, Cambridgeshire, UK). Ambos anticuerpos utilizados fueron contra
conejo. ElI Ph de las soluciones utilizadas fue ajustado a 7.5 y las neuronas fueron
lavadas utilizando PBS a temperatura ambiente. En los controles negativos los
anticuerpos primerios fueron omitidos (n=2), y no se obtuvo inmunoreactividad en

ninguno de ellos.

7.6 RT-PCR en célula unica

Neuronas mientéricas de cultivos primarios de 3-7 dias de edad fueron reconocidas
sobre otros tipos celulares que pueden estar presentes en el cultivo en base a que las
neuronas tienen largas neuritas que salen de ellas, y un cuerpo redondo, compacto y
brillante de entre 15 a 25 uM. Utilizando un equipo de patch clamp y pipetas de vidrio,
se aspiraron neuronas unicas por medio de succién en una manguera conectada a una
micropipeta de vidrio que contenia 6 pl de amortiguador de reaccion RT libre de Rnasa
(inhibidor de Rnase, 20 U; oligo (Dt)1g, 2.3 uM; dNTPs, 150 pM; Dtt 1.2 Mm; FS 5X RT
Buffer, todo del kit Superscript Il First-Strand Synthesis System; Life Technologies,
Texas, USA). El contenido de la pipeta se deposito en el fondo de un tubo de PCR
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conteniendo 12 pl del buffer RT antes mencionado y 0.5 pl de Triton 1% para permitir la
solubilizacion de la membrana celular. La reaccion fue incubada a 65°C por 2 min,
luego afiadida con 0.5 pl de transcriptasa reversa Il, ejecutada a 37°C por 60 min, e
inactivada por calor mediante su incubacion a 70 °C por 10 min. Una vez obtenido el
Cdna, se llevaron a cabo amplificaciones por PCRs anidados para P2X; y P2Xs
utilizando diluciones 1:10 v/v del PCR anterior. Los oligonucleétidos utilizados se
disefiaron en base a las secuencias del P2X4 (Nmo011026) Yp2X5 (033321), ambas
disponibles en la base de datos del NCBI. Para conocer la secuencia de los
oligonucledtidos y mas informacién sobre las reacciones de PCR, ver el Cuadro Il. Los
PCRs se llevaron a cabo con la DNA Polimerasa Taq Platinum (Life Technologies,
Texas, USA). El protocolo de PCR utilizado empez6 con una desnaturalizacion inicial a
94°C por 3 min seguida de 30 ciclos de amplificacién, cada ciclo incluyé las siguientes
fases: i) desnaturalizacion a 94 °C por 15 s, ii) alineamiento a 60 °C por 15 s, iii)
elongacion a 72°C por 1 min 30 s, por ultimo después de los ciclos de amplificacion,
una fase de elongacién a 72°C por 5 min. Los controles negativos para los PCRs se
llevaron a cabo sin DNA templado; no se obtuvieron falsas amplificaciones. Por dltimo

los PCRs fueron
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Cuadro Il. Secuencia de los oligonucledétidos utilizados en las reacciones de PCR del intestino
y PCR en célula unica.

. Alignment
Transcrip Temperatur
t PCRs pe Oligonucleotides
)
P2X4-1S: 5-TGGCAGCGACAAGGCGAC-3’
1st 60 P2X4-1 AS: 5'-
GCCTGAGATGTGTACAATGAACC-3’
PoX4 P2X4-2S: 5-TTACGTCATTGGGTGGGTG-3’
2nd 60 P2X4-2 AS: 5 -TCTCTTCTTCATGCAGTAGAGG-
3’
P2X4-3S: 5-
3rd 60 GTCTGTCAAGACGTGTGAGGTGGC-3
P2X4-2 AS: as above
1st 60 P2X5-1S: 5-AGAGTGCTCGGTTGGCTG-3
POXE P2X5-1 AS: 5-GGCCCAGACATCTTTGAATC-3
ond 60 P2X5-2S: 5-AGGGCGGTGTGATAGGAAT-3
P2X5-1 AS: as above

7.7. Reactivos y soluciones

Para los cultivos primarios, el medio L15, el medio minimo esencial, la solucién de
Hank, la penicilina-estreptomicina y la L-glutamina fueron comprados de GIBCO Life
Technologies (Texas, USA), por su parte el suero fetal bovino fue de ATCC.
Colagenasa y papaina fueron adquiridos de Worthington (New Jersey, USA), y la
dispasa de Roche Bioscience (Indianapolis, USA). Para los registros de patch clamp las
soluciones stock (0.01-0.1) fueron preparadas utilizando agua deionizada excepto para
la ivermectina y el KN-62 (1-[N,O-Bis(5-isoquinolina  sulfonil)bencil]-2-(4-
fenylpiperazina)etil]-5-isoquinolina fonamida) las que fueron preparadas con dimetil

sulfoxido (DMSQO) como solvente. Las soluciones fueron mantenidas a 4°C, excepto las
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de ATP, las cuales fueron preparadas antes de cada experimento. La concentracion
final deseada se obtuvo diluyendo las soluciones stock en solucién externa antes de la
aplicacion. El resto de las sales y substancias fueron todas adquiridas de Sigma-Aldrich

(Toluca, México).

7.8. Andlisis de los datos

Para normalizar las corrientes inducidas por ATP, las respuestas con100 o 1000 pM
fueron consideradas como el 100% en cada célula. El efecto de la ivermectina fue
probado contra concentraciones equipotentes de ATP que evocaron corrientes
cercanas a la respuesta maxima (indicada en cada caso). Para determinar los valores
de ICs0s 0 ECsps, las curvas obtenidas de los datos graficados de concentracion contra
la respuesta fueron ajustadas a una funcion logistica de tres parametros (Kenakin,
1993). La prueba no pareada t de Student (después de la prueba de ANOVA) fue
utilizada para evaluar las diferencias entre los valores promedio obtenidos de diferentes
grupos de células. Los valores P de dos colas iguales o menores a 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Los datos se expresan como la media +
el error estandar de la media (E.S.M.) El niumero de células utilizado en cada

experimento se representa con una “n”.
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VIll. RESULTADOS

8.1. Dependencia de la concentracion y el voltaje que presentan las corrientes

inducidas por ATP.

Como ya se ha reportado por nuestro laboratorio (Guerrero-Alba et al., 2010), en
experimentos de fijacion de voltaje (potencial de membrana fijado a -60 Mv), la
aplicacién de ATP a concentraciones de 0.01 a 30 Mm induce una corriente entrante
(Iatp) €n 87 de 92 neuronas mientéricas probadas. Se observe una corriente pequefia
con ATP 10 uM, siempre menor del 5% (promedio 2.6+1; n=7) de la respuesta obtenida
con ATP 1 Mm. La amplitud del pico de la corriente fue completamente reproducible
cuando el ATP se aplico en intervalos de 5 min. El efecto del ATP fue dependiente de
la concentracion y tuvo una ECso de 102 uM (Guerrero-Alba et al., 2010). Esta curva
concentracion-respuesta fue monofésica (Fig. 6A) y las relaciones corriente-voltaje en
un amplio rango de concentraciones de ATP (0.1, 1 y 30 Mm) mostraron casi el mismo
potencial de inversion, y rectificaciéon entrante similar (Fig. 6B). Estas observaciones
sugieren que las corrientes inducidas por ATP (Iatp) estan mediadas por canales con

sensibilidad al ATP y nivel de rectificacion similar.
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Figura 6. Las corrientes inducidas por diferentes concentraciones de ATP parecen estar
mediadas por canales con propiedades similares. A. La curva concentracion-respuesta de
las neuronas mientéricas del raton es monofasica. La amplitud del pico de la I7p (representada
como porcentaje de la corriente inducida por 1 Mm) es graficada contra la concentracién de
ATP (0.01 a 30 Mm). Los simbolos y las lineas verticales asociadas representan las medias y
la media del error estandar (M.E.S) respectivamente de 3 a 10 células. EI ATP se aplicé de 5 a
10 s cada 5 min. Una curva sigmoidale es el mejor ajuste obtenido con una funcién logistica de
tres parametros (Kenakin, 1993). B. Las relaciones corriente-voltaje de los datos de la media de
cuatro neuronas a diferentes concentraciones de ATP (0.1, 1 y 30 Mm). Se aplico ATP por ~2
s cada 5 min. Los valores de la Iatp fueron normalizados con respecto a la amplitude de
corriente observada a -60 Mv para cada neurona y para cada concentracion. La lap S€
registro usando una rampa de voltaje, como se observa en el cuadro delimitado con linea
segmentada dentro de la Figura 6 B, y fue analizada como se ha descrito en la seccion de los
Métodos.
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8.2. Efectos del «,-metileno ATP y el BZATP sobre los canales P2X nativos.

Se sabe que el andlogo sintético del ATP, el a,p-metileno ATP, comUnmente
usado para la caracterizacion farmacoldgica de receptores P2X, actita como un
agonista parcial sobre el receptor P2X4 recombinante del raton, y una concentracion de
30 UM puede inducir el 25% de la corriente maxima observada cuando se aplica ATP

(Jones et al., 2000).

Por ésta razon medimos el posible efecto de 30 y 100 uM del a,3-metileno ATP
en 5 y 3 neuronas mientéricas respectivamente, neuronas que respondieron con
corrientes robustas a la aplicaciéon de la misma concentracion de ATP (n=8). Sin
embargo, no observamos corriente alguna con 30 ni 100 pM del o,B-metileno ATP

(Figura 7).

Estudios previos han reportado que el 3’-O-(4-benzoil) benzoil-ATP (BzATP),otro
analogo sintético del ATP, induce un 13% y 65% de la Iatp maxima a una concentracion
del00 uM de BzATP , sobre el receptor P2X4 de la rata (Bowler et al., 2003) y el P2X2
(Evans et al., 1995), mientras que sobre el receptor P2X7 es un agonista mas potente
y efectivo que el ATP (Surprenant et al., 1996). En este trabajo una concentracién de
100 uM de BzATP indujo el 15+2% (n=5) de la corriente maxima obtenida con ATP (1

Mm; datos no mostrados).
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Control Lavado
ATP 100 uM a,p-MeATP 100 uM ATP 100 uM

Figura 7. El o,p-metileno ATP no activa los canales P2X nativos en las neuronas
mientéricas. Todos los registros son de la misma célula. Las barras horizontales sobre los
trazos de la corriente representan el tiempo de aplicacion del agonista, aplicacién que fue
realizada cada 5 min. Las neuronas fueron fijadas a un voltaje de -60 Mv. Experimento

representativo de 8 realizados.
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8.3. Efectos moduladores de la ivermectina y el Zn?* sobre la latp.

La ivermectina es un farmaco empleado con fines antiparasitarios en medicina
veterinaria y humana principalmente como farmaco antifilarico. Estd compuesta por la
mezcla de dos lactonas macrociclicas: avermectina Bla y Blb, producidas por la

actinobacteria Streptomyces avermitilis (Burkhart, 2000). Debido a que el receptor

P2X4 es modulado positivamente por la ivermectina, potenciando los efectos del
agonista sobre el receptor se utiliza frecuentemente en la investigacion para identificar
la presencia del receptor P2X4 o atribuirle su participacion en alguna célula o tejido

(Lalo et al., 2007; Qureshi et al., 2007; Sim et al., 2007; Toulmé et al., 2006).

En el presente trabajo utilizamos la ivermectina para investigar la posibilidad de
la presencia del receptor P2X4 en la membrana de las neuronas mientéricas.
Observamos potenciacion de las corrientes inducidas por ATP 0.1 (n=6) o 1 Mm (n=5)
con ivermectina 3 Mm. Los efectos fueron notorios cuando se compararon con los que
produce eldimetil sulfoxido (DMSO), el solvente de la ivermectina; el DMSO por si solo
(0.06%) tiene un efecto inhibitorio de aproximadamente 10% sobre la Iatp de las
corrientes control (Fig. 8A). Una concentracion mas alta de ivermectina (10 puM) indujo
una respuesta similar a la observada con 3 uM, indicando el alcance del efecto maximo
(Fig. 8B), hecho que ha sido reportado para el receptor P2X4 recombinante (Khakh et
al., 1999). Los efectos de potenciacion de la ivermectina se observaron 3 min después
de aplicarla, y fueron revertidos 5 min después de haberla removido de la camara de

registro.
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Ademas el cation divalente, zinc, un metal traza, también potencié6 de manera
significativa las corrientes inducidas por ATP 100 uM a concentraciones entre 1 y 100
UM de Zn#* (Figura 9). Sin embargo, la curva concentracién-respuesta revelé un efecto
complejo de al menos dos fases, la primera fase se observo entre 1 y 1000 uM, y la
segunda se caracteriz6 por una disminucion drastica del efecto potenciador. Los
efectos del zinc fueron observados pocos segundos (5-15 s) después de su aplicacion,
y fueron completamente revertidos después de 5 min de haberlo retirado. Previamente
se han reportado efectos bifasicos del zinc sobre el receptor P2X4 recombinante

(Coddou et al., 2011).
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Figura 8. La ivermectina potencio las corrientes inducidas por ATP (Iatr) €n las neuronas
mientéricas del ratdon. A, Corrientes registradas durante condiciones control, en presencia de
ivermectina (disuelta en DMSO), y durante la presencia de DMSO Unicamente. Las barras
horizontales sobre los trazos de corriente representan el tiempo de aplicacion del ATP (100
MM), que se aplicé cada 5 min. El potencial de membrana de las neuronas fue fijado a un
voltaje de =60 mV. B, Las barras en la grafica representan el promedio del cambio en la Iarp
inducido por ivermectina, y las lineas en su parte superior representan la media del error
estandar M.E.S. Los cambios inducidos por ivermectina fueron estadisticamente diferentes de

los valores control tomados en la presencia de 0.06% del solvente (DMSO).
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Figura 9. El zinc potencia las corrientes inducidas por ATP (IATP). A, Corrientes
registradas de la misma neurona durante condiciones control y en la presencia de dos
concentraciones de Zn*. Las barras horizontales sobre los trazos de corriente representan la
aplicacion de ATP 100 Mm, el cual se aplicé cada 5 min. El potencial de membrana se fijé a
-60 mV. B, Gréfica que muestra la potenciacion de la IATP inducida por diferentes
concentraciones de Zn**. Nétese la compleja curva concentracion-respuesta obtenida, la cual
presenta al menos dos fases claramente distinguibles. Los circulos y lineas asociadas
representan el promedio de (n= 4-9 neuronas) y la M.E.S. respectivamente. La potenciacion
representa el aumento de la IATP como porcentaje del valor control.
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8.4. Efectos del PPADS, la suramina y el KN-62 sobre los canales P2X nativos.

Los farmacos sintéticos suramina y acido pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-
disulfonico (PPADS) son conocidos como antagonistas purinérgicos ya que de manera
general inhiben a los receptores P2 (Abbracchio et al., 2006; Khakh et al., 2001;
Lambrecht et al., 1992).

Sin embargo, el receptor P2X4 recombinante ha mostrado ser relativamente resistente
a dichos antagonistas: PPADS (IC50,=10.5 uM), suramina (IC5,>300 uM), e insensible al
compuesto derivado de isoquinolina, KN-62 (3 uM) (Jones et al., 2000). En este trabajo
evaluamos la potencia de éstos antagonistas sobre las neuronas mientéricas del raton

para investigar la presencia de receptores P2X4 homomeéricos (Figura 10).

PPADS a una concentracién de 0.03-30 Mm inhibié las corrientes inducidas por
ATP 1 Mm de manera dependiente de la concentracion con una ICs50=0.54, y un
coeficiente de Hill de 1.2 (Figura 9B). Este efecto fue dependiente del tiempo y requirio
de 4 min para alcanzar su efecto maximo. Ademas los efectos del PPADS persistieron
por largos periodos de tiempo (mas de 20 min) y fue necesario cambiar el cubreobjetos

(con las neuronas adheridas) para cada aplicacion de PPADS.

Ya se ha reportado que la suramina inhibe solamente el 76% de la larp con una ICso de
50 uM en las neuronas mientéricas (Guerrero-Alba et al., 2010) siendo al menos seis
veces mas potente para inhibir la Iatp que el efecto que tiene sobre los receptores P2X4
recombinantes del raton (Jones et al., 2000). Es posible que la inhibicion de la actividad
ATPasa del suramin, efecto conocido de éste antagonista (Crack et al., 1994; Hourani

and Chown, 1989) , esté involucrada en la falta de la inhibicion completa de la Iarp €n
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las neuronas mientéricas, lo que disminuiria el valor de la 1Csp mediante la disminucion

del efecto maximo de la suramina.

Para evitar que el efecto de las ectonucleotidasas esté involucrado en las acciones de
la suramina, probamos sus efectos sobre las corrientes inducidas por el anélogo
sintético del ATP, sal de adenosina 5'-(3-tiotrifosfato) tetralitio (ATP-y- S), que es
altamente resistente a las ectonucleotidasas (Cunha et al., 1998) y se comporta como
un agonista completo de los receptores P2X del raton (Guerrero-Alba et al., 2010). Asi,
la suramina inhibié las corrientes inducidas por ATP-y- S (1 Mm) de forma dependiente
de la concentracion (Fig. 9A y 9B) con una ICso de 134 pM y un coeficiente de Hill de
0.6. La inhibicion observada con suramina 3 Mm (concentracibn méaxima) fue del
92+3%. Dichos efectos fueron totalmente revertidos después de lavar la suramina. Por
lo tanto, la suramina es un antagonista mas potente sobre los receptores P2X
mientéricos del ratén que lo que es sobre los receptores P2X4 recombinantes (Jones et
al., 2000), y descartamos que esta diferencia en la potencia del antagonismo se debida
a alainhibicion de las ectonucleotidasas.

Se sabe que el KN-62, potente inhibidor del receptor P2X7 del humano y del
raton no tiene efecto sobre los receptores P2X4 recombinantes del raton (Jones et al.,
2000). En este trabajo encontramos que el KN-62 no modifico la Iatp inducida por 1IMm
de ATP. En éstos experimentos la media de los valores de las Iarp fue de -2775+823 y
de -2729+780 Pa (n=5) antes y después de la aplicacién de una concentracién de 3 uM

de KN-62 respectivamente (Figura no mostrada).
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Figura 10. EI PPADS es mas potente que la suramina sobre los receptores P2X nativos
de las neuronas mientéricas. A, La suramina inhibio las corrientes inducidas por ATP-y-S. Las
barras sobre los trazos de corriente representan el tiempo de aplicacion del ATP-y-S (1 Mm),
aplicacion realizada cada 5 min. El potencial de membrana de las neuronas se mantuvo a -60
Mv. B, Curvas concentracion-respuesta del efecto inhibitorio del PPADS y la suramina sobre las
corrientes inducidas por 1 Mm de ATP 6 ATP-y-S, respectivamente. En la grafica cada simbolo
representa el valor promedio de tres a cinco experimentos, las lineas sobre dichos simbolos
son la media del error estandar. Usando éstos valores promedio las ICs,s estimadas fueron

0.54 uM (PPADS) y 134 uM (suramina), esto utilizando una funcién logistica y asumiendo una
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8.5. EI mRNA del receptor P2X4 esta presente en el intestino delgado del ratén.

Para investigar si el mMRNA del receptor P2X4 se expresa en el SNE de ratdn
procedimos primeramente a evaluar su presencia en el intestino delgado. Llevamos a
cabo reacciones de RT-PCR de tejido de yeyuno y cerebro (control positivo), con
oligonucledtidos especificos para amplificar el marco de lectura completo de la
secuencia del P2X4 del raton. Con dichos oligonucledtidos nombrados P2X4-1S vy
P2X4-1AS (ver Cuadro Il de los Métodos), obtuvimos un producto de PCR de
aproximadamente 1.5 kilobases (kb) (Fig. 10A). La identidad de este cDNA de P2X4
amplificado fue confirmada por secuenciacion resultando 99% idéntico a la secuencia
canodnica previamente reportada del P2X4 del ratbn NM_010026. La secuenciacion
también reveld que el motivo de aminoacidos de la cavidad de union a la ivermectina
esta conservado como el descrita para la rata, el cual comprende los aminoéacidos:
Q36, L40, V43, V47, V49, W50, V60, V61, N338, G342, L346, A349, 1356, and V357

(Jelinkova et al., 2008; Jelinkova et al., 2006).

8.6. La proteina del receptor P2X4 esta presente en el intestino delgado del ratén.

Las preparaciones de proteina obtenidas del cerebro (control positivo) y el yeyuno
(ver métodos), fueron procesadas y evaluadas para la inmunoreactividad contra P2X4
con un anticuerpo dirigido contra la region N-terminal del receptor P2X4 del humano,
mediante la técnica de Western blot. Observamos bandas de inmunoreactividad
positiva aproximadamente a 70 kDa (n=3; Fig. 10B) como se esperaba para el receptor

P2X4 (Oglesby et al., 1999). También llevamos a cabo dos controles diferentes, in un
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set de western blots (n=2) el anticuerpo primario contra el receptor P2X4 fue omitido, y
en otro set de experimentos (n=2) probamos la especificidad del anticuerpo y
evaluamos su inmunoreactividad contra el receptor P2X2 (uno de los mas abundantes
en este tejido), para ellos utilizamos preparaciones de proteina de ovocitos de que
fueron inyectados y expresaban receptores P2X2 del cobayo. No se encontrd

inmunoreactividad en éstos experimentos control (datos no mostrados).

8.7 La mayoria de las neuronas mientéricas en cultivo presentan inmunoreactividad

para el receptor P2X4.

En aparente contradiccion a los efectos de la ivermectina sobre la Iatp (descrita
en este trabajo), se encuentra la ausencia de inmunoreactividad del receptor P2X4 en
el plexo mientérico del ratén descrita por Ruan & Burnstock en el 2005. El anticuerpo
gue utilizaron en dicho trabajo esta dirigido contra la regién c-terminal del P2X4 de la
rata (especificamente la region de aminoacidos 370-388), la cual tiene una identidad
del 89% con respecto a la misma regién del raton. En este trabajo utilizamos dos
anticuerpos primarios diferentes dirigidos contra la region N-terminal y contra la
subunidad de P2X4, para investigar la posible inmunoreactividad de P24 en cultivo de
neuronas mientéricas del ratbn por medio de la técnica de inmunocitoquimica.
Encontramos inmunoreactividad positiva en la mayoria de las neuronas en 4
experimentos diferentes llevados a cabo con cada anticuerpo como se puede observar
en la Figura 10C. Para los experimentos control los anticuerpos primarios fueron

omitidos y no obtuvimos inmunoreactividad en éstos (figura no mostrada).

43



\<
> \° N o <&
il © ot N
a2 X
26 A &
T —
1.6— — - S <— 1.55 kb
1.0— —
bQ;
Y
o
B &Cb'a? (\'b L - O
\SZ’ 0\?’\ @0 Qj—';“‘
kDa < & &
82 —
_ ——
64
C
/ / ; E&"I G
a7 %;\g}: y
50 uM

Figura 11. El Mrna y la 44anals44a del receptor P2X4 se expresan en el intestino delgado
del raton. A, gel de electroforesis de agarosa para el Mrna de P2X4 amplificado por RT-PCR a
partir de cerebro (control positivo) e intestino (yeyuno). Los controles negativos se llevaron a
cabo sin Cdna templado. B, Western blot del cerebro (control positivo) y yeyuno. La banda se
encuentra en aproximadamente 70 kDa como el tamafo esperado, no se obtuvieron falsos
negativos. C, La mayoria de las neuronas mientéricas en cultivo muestran inmunoreactividad
como se observa por la técnica de inmunocitoquimica revelada con diaminobencidina. La
inmunoreactividad se observé tanto con el anticuerpo dirigido contra el N-terminal como con el
dirigido contra toda la subunidad y ésta misma fue evitada cuando se omitieron dichos

anticuerpos (datos no mostrados).Flecha: neuronas, G: grupo de neuronas.

44



8.8. El mRNA del receptor P2X4 se encuentra en la mayoria de las neuronas

mientéricas.

En seguida investigamos la presencia del receptor P2X4 en las neuronas
mientéricas mediante PCR en célula unica. Para ello llevamos a cabo PCRs anidados
en 50 neuronas individuales, utilizando los oligonucleotidos descritos en la seccion de
Materiales y Métodos (Cuadro Il). Después de correr los productos de PCR en geles de
electroforesis de agarosa, obtuvimos la banda del tamafio esperado (630 nt) en 45 de
50 células analizadas. En la figura 11 se muestra un ejemplo representativo (17
neuronas) del total de neuronas evaluadas. La proporcion de neuronas que
respondieron a ATP (95%) es casi el mismo que expresa Mrna del receptor P2X4

(90%).

Los productos de PCR se secuenciaron y se confirmd por analisis bioinformatico
gue estos productos tienen 99% de identidad nucleotidica con la secuencia del receptor

P2X4 del ratén disponible en la base de datos del NCBI (NM_011026).

8.9. Las neuronas mientéricas expresan mRNA del receptor P2X5 en aproximadamente

un cuarto de su poblacion.

También se ha reportado extensa inmunoreactividad para el receptor P2X5 en el
plexo mientérico del ratén, sin embargo este esta localizado principalmente en las
fibras nerviosas (Ruan and Burnstock, 2005), lo que dificulta la determinacion de la
proporcién de neuronas que expresan dicho receptor. Por esto investigamos cuantas

neuronas coexpresan el receptor P2X4 y P2X5, para ellos llevamos a cabo reacciones
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de RT-PCR anidadas de célula Unica en 22 neuronas mientéricas individuales
utilizando los oligonucleétidos descritos en Materiales y Métodos (Cuadro 11). Después
de correr los productos de PCR en geles de electroforesis de agarosa obtuvimos una
banda del tamafio esperado (650 nt) en 5 de 22 neuronas (23%), éstas 5 neuronas
también amplificaron el receptor P2X4. En la figura 11 se muestran los geles de un
mismo lote de neuronas (17) que se evaluaron para la presencia de mRNA del P2X4 y
del P2X5 dividiendo el cDNA obtenido de una sola neuronas en dos volimenes iguales

para hacer las PCRs independientes.

Los productos de PCR fueron secuenciados y por analisis bioinformatico se
confirmé que tenian una identidad nucleotidica de 99% con la secuencia canoénica del

receptor P2X5 del raton (NM_033321).
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Figura 12. El Mrna del receptor se expresa en mayor numero que el del receptor P2X5 en
las neuronas mientéricas. Geles de electroforesis de agarosa de las reacciones de
amplificacién por RT-PCR en célula Unica de 17 neuronas mientéricas diferentes (indicadas por
los niameros sobre el gel superior), que fueron evaluadas para la presencia de Mrna de tanto de
P2X4 como de P2X5. Todas las neuronas amplificaron al P2X4 mientras que s6lo 4 de ellas
amplificaron el P2X5. Los controles negativos se llevaron a cabo sin Cdna templado y se utilizé
Cdna de cerebro como control positivo. El producto de PCR de 630 pb corresponde al Cdna de

P2X4 (gel superior) y el de 650 pb corresponde al Cdna de p2X5 (gel inferior).
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IV. DISCUSION

Este es el primer estudio que demuestra que el receptor P2X4 esta presente y
tiene una amplia distribucién en las neuronas mientéricas del raton. Ademas nuestros
hallazgos muestran que contribuye a las corrientes activadas por ATP en estas
neuronas. Esta contribucion podria darse a través de la formacién de receptores
heteroméricos de subunidades P2X4 con otras presentes en las neuronas, 0 a través
de la interaccién entre receptores homomeéricos que mantienen interacciones complejas

aun no descritas entre ellos o con otras proteinas incluyendo otros canales iénicos.

Al menos cinco subunidades P2X diferentes se expresan en las neuronas
mientéricas del raton. La presencia de la subunidad P2X2 est& bien documentada (Ren
et al., 2003; Ruan et al., 2004). El receptor P2X3 se observa en menos del 10% de
éstas neuronas (Bian et al., 2003). Los mRNAs de los receptores P2X4 y P2X5 estan
presentes en 90% y 23% respectivamente (presente estudio), lo que concuerda con la
presencia de éstos dos transcritos en cultivos enriquecidos de neuronas entéricas de la
rata (Ohta et al., 2005). Ambos transcritos se traducen a proteina en las neuronas
mientéricas como lo indica el efecto modulador positivo de la ivermectina sobre las
corrientes inducidas por ATP y la inmunoreactividad de P2X4 encontrada (presente
estudio) y la proteina del P2X5 por la inmunohistoquimica reportada por Ruan y
Burnstock en el 2005. El receptor P2X7 también se expresa ampliamente en las
neuronas mientéricas de la rata (Vanderwinden et al., 2003), el cobayo (Hu et al., 2001;
Valdez-Morales et al., 2011), y el ratdon (Gulbransen et al., 2012). Basados en nuestros

datos se esperaria que el receptor P2X4 se coexprese con el P2X2 y el P2X7 en al

48



menos el 90% de las neuronas que expresan cualquiera de los ultimos dos. Ademas un
cuarto de las neuronas mientéricas que tienen subunidades P2X4 también coexpresan

subunidades P2X5 (presente estudio).

La evidencia mostrada aqui es aparentemente contradictoria con la ausencia de
inmunoreactividad para el P2X4 previamente reportada por otro trabajo en el sistema
nervioso entérico del raton (Ruan and Burnstock, 2005), pero concuerda con la extensa
inmunoreactividad reportada para este receptor en el tracto gastrointestinal de la rata
(Bo et al., 2003). Es posible que el anticuerpo utilizado por Ruan y Burnstock (2005) no
reconozca al receptor P2X4 del raton. Dicho anticuerpo estd dirigido contra el
segmento de aminoacidos 370-388 localizado en la regién C-terminal del receptor
P2X4 de la rata, el cual tiene un 89% de compatibilidad con la region correspondiente
al raton, y el anticuerpo utilizado por Bo et al. (2003) esta dirigido contra la region
extracelular del receptor. En adicién a esta controversia un studio mas reciente (Yu et
al.,, 2010), utilizando el anticuerpo contra el C-terminal reporta la falta de
inmunoreactividad de P2X4 en las neuronas mientéricas de la rata pero
inmunoreactividad para este receptor en en los macréfagos del intestino. Una posible
explicacion a esta discrepancia seria que en las neuronas mientéricas el segmento
inmunoreactivo esté siendo “escondido” por interacciones con otras macromoléculas.
La regidn C-terminal es escencial para interaccionar con otras moléculas y con otros
receptores P2X y en este caso el C-terminal del receptor P2X4 esta implicado en la
unién con otras moléculas (e.g. cinasas, fosfoinositidos, proteinas de andamiaje)
(Bernier et al., 2008; Fountain and North, 2006; Royle et al., 2002; Toulmé et al., 2006),

y en la interaccidén con otros receptores (Antonio et al., 2011; Jo et al., 2011; Xia et al.,
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2008), lo que podria impedir la union del anticuerpo, dificultar la deteccion del receptor

o dar falsos negativos.

En acuerdo con estas interpretaciones en este trabajo fuimos capaces de
identificar la proteina del tamafio esperado en yeyuno de raton por la técnica de
western blot, e inmunoreactividad positiva para el P2X4 en las neuronas mientéricas
por la técnica de inmunocitoquimica, utilizando un anticuerpo policlonal dirigido contra
los primeros 40 aminoacidos de la region N-terminal del receptor P2X4 de humano
(regién que tiene una compatibilidad del 90% con el receptor del ratén) y uno contra la

subunidad P2X4, anticuerpos contra regiones diferentes al C-terminal.

La proposicion de que la subunidad P2X4 participa en la formacion de canales
funcionales en las neuronas mientéricas es soportada por el hecho de que la
ivermectina potencio la Iatp. Este farmaco ha sido probado ser especifico sobre los
receptores P2X4 dentro de la familia de receptores P2X (Coddou et al., 2011; Priel and
Silberberg, 2004; Sim et al., 2006), hecho que sigue manteniéndose para el P2X4 del
ratén, no para el de humano (Norenberg et al., 2012). Este efecto de la ivermectina es
observado a concentraciones iguales o menores de 10 uM y parece estar mediado por
dos sitios diferentes que median tanto un aumento en el tiempo en que el canal esta
abierto o disminuyen el tiempo de desensibilizacion del canal (Priel and Silberberg,
2004). El ultimo efecto se esperaria a concentraciones que inducen desensibilizaciones
largas y probablemente es responsable de la potenciacion mayor inducida por
ivermectina 3 UM cuando se usd ATP 1 Mm en lugar de 0.1 Mm. En concordancia con
el efecto de la ivermectina la secuenciacion del cDNA del receptor P2X4 asilado del

intestino revel6 la presencia del motivo de aminoacidos que conforman la cavidad de
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union a la ivermectina (presente estudio), que ha sido reportada para el receptor P2X4
de la rata (Jelinkova et al.,, 2008; Jelinkova et al., 2006). El zinc tiene efectos
moduladores bifasicos sobre los receptores P2X4 (ver (Coddou et al., 2011)). Sin
embargo efectos similares del zinc se han descrito también sobre los receptores P2X2
(ver (Coddou et al.,, 2011)), subunidad que est4d ampliamente distribuida en las
neuronas mientéricas del ratén (Ren et al., 2003; Ruan et al., 2004). Por lo tanto es
posible que los efectos del zinc estén mediados por las subunidades P2X2 y P2X4. El
KN-62, un antagonista de los receptores P2X7 no tuvo efecto sobre la Iatp en las
neuronas mientéricas del raton, efecto que ha sido reportado para el receptor P2X4
recombinante del ratén (Jones et al., 2000), mientras que el BzATP, un agonista que es
més efectivo sobre los receptores P2X7 (Surprenant et al., 1996) y P2X2 (Evans et al.,
1995), indujo solamente una respuesta marginal en las neuronas mientéricas (Cuadro
[ll). Esta respuesta al BzZATP es similar a la reportada para los receptores P2X4

(Bowler et al., 2003).
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Cuadro lll. Comparacion de las propiedades de los receptores P2X nativos del
plexo mientérico con aquéllas de los receptores P2X2, P2X4 y P2X7 homoméricos

Agonist/Antagonists Murine Murine homomeric channels
Myenteric P2X2 P2x4 P2XT
P2X
ATP (ECsp pM) 102 10-13 23 417 to 936
BzATF 100 pM 100 pM 100 pM more effective and
induced 15% induced 65%  induced 13% more potent than
of maximal of maximal of maximal ATP*
late late lare
ATP--S 98 10* - -
o, p methylene ATP  Inactive at >100* 30 pMm >300*
(ECso uM) 100 pM induced 25%
of maximal
lare
lvermectin potentiates inactive® potentiates® inactive
PPADS (ICs pM) 0.6 1to3* 10 9-40
Zinc (ICsp pM) (+) (+) (+-)" (-)80
Suramin (ICsp pM) 50to 134 10* =300 =100*
KM-62 (I1Cs pM) Inactive - inactive 0.18
Rectification Strong Strong Little Little
References Present (Evansetal, (Jonesetal, (Surprenant et al_,
Study, 1995; 2000) 1996; Chessell et al,,
(Guerrero- Koshimizu et 1998; Young et al,
Alba et al_, al., 1998; 2007; Donnelly-
2010) FujiwaraKub Roberts et al |
o, 2004) 2009):Norenberg,
2012 #1723}

*Datos obtenidos de receptores P2X4 de rata o humano (ver (Khakh et al., 2001; North,
2002; Coddou et al., 2011)).

(-) modulador negativo
(+-) modulador bifasico

- Aun no determinado
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Varias propiedades farmacoldgicas de los canales P2X nativos de las neuronas
mientéricas del raton indican que las subunidades P2X4 no se encuentran formando
receptores homomeéricos. De tal manera, los receptores P2X nativos (presente studio;
Guerrero-Alba, 2010 #14) tienen propiedades farmacoldgicas diferentes a las de los
receptores P2X4 recombinantes (Jones et al., 2000; Townsend-Nicholson et al., 1999).
Comparados los canales P2X4 homoméricos con los P2X nativos, éstos ultimos son
40 veces menos sensibles al ATP, y 2/17 veces mas sensibles a la suramina y al
PPADS respectivamente (Cuadro Ill). Ademas, el a,f-metileno ATP se comporta como
un agonista parcial sobre los receptores homoméricos y una concentracién de 30 uM
induce el 25% de la respuesta maxima del ATP (Jones et al., 2000), pero en este
trabajo el a,p-metileno ATP no activo los receptores P2X. Ademas, los receptores P2X4
homoméricos presentan poca rectificacion y nosotros observamos una fuerte
rectificacion de la Iatp en las neuronas (Jones et al., 2000). Por lo tanto es posible que
las ubunidades P2X4 de las neuronas mientéricas estén formando canales
heteroméricos como se ha propuesto en muchos 6rganos de la rata (Bo et al., 2003),

sin embargo revise la discusion a continuacion.

Se ha reportado que la gran mayoria de las neuronas mientéricas expresan los
receptores P2X2 y P2X7 (Galligan and Bertrand, 1994; Gulbransen et al., 2012; Ren et
al., 2003; Ruan and Burnstock, 2005; Valdez-Morales et al., 2011; Vanderwinden et al.,
2003). En este trabajo varias observaciones experimentales resumidas en el Cuadro Il
nos indican que tampoco estas subunidades forman canales homoméricos en estas
neuronas. De esta manera, comparados con la Iatp de las neuronas mientéricas, los

canales P2X2 homomericos son de 8-10 veces mas sensibles al ATP y al ATP-y-S y de
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5-13 veces mas sensibles a la suramin. También el BZATP es més efectivo sobre los
receptores P2X2 recombinantes. De forma similar, la prescencia de receptores P2X7
homoméricos parece poco probable porque en contraste con la Iatp de las neuronas
mientéricas, los canales P2X7 recombinantes son activados a concentraciones
mayores de 200 pM, muestran menor rectificacion (Surprenant et al., 1996; Valdez-
Morales et al.,, 2011; Visentin et al., 1999), son menos sensibles al PPADS vy la
sjuramina, y el BZATP es un agonista mas efectivo que el ATP sobre estos canales.
También la forma monofasica de las curvas concentracién-respuesta para el ATP,
suramina, y PPADS sugieren que es poco probable que los canales P2X2, P2X4 y
P2X7 sean homomeéricos, por que éstos canales tienen diferentes sensibilidades a
dichas substancias. No encontramos evidencia de una segunda o tercera fase en la
curva concentracion-respuesta o cambios en la rectificacion entrante cuando se usaron
concentraciones altas de ATP. Estas dos caracteristicas han sido descritas para la latp
de las neuronas mientéricas del cobayo (Valdez-Morales et al., 2011) y células de
microglia (Visentin et al., 1999) y se ha imterpretado que se deben a la prescencia de
receptores P2X7 homomeéricos. Es por esto que una explicaciébn simple a nuestros
datos seria que las subunidades mas comunes presentes en éstas neuronas
(P2X2/P2X7/P2X4), forman canales heteroméricos entre si. En contra de ésta
hipotesis, el P2X4 de la rata no parece formar receptores heteroméricos con la
subunidad P2X2 o P2X7 (Antonio et al., 2011). En dicho trabajo, los autores
coexpresan pares de subunidades (P2X4 con P2X2 o P2X4 con P2X7) pero no
sabemos si la coexpresion de mas de dos subunidades facilite el ensamble de

receptores heteroméricos en las membranas nativas. Ademas, la complejidad y
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probabilidad de la prescencia de receptores heteroméricos en una célula dada podria
ser elevada por la presencia de variantes de splicing de los receptores P2X. En las
neuronas mientéricas del cobayose han descrito tres variants de splicing del receptor
P2X2, dos de ellas pueden formar 55anals homoméricos con propiedades funcionales
distintivas y pueden estar expresadas en la misma neurona (Linan-Rico et al., 2012).
Estas explicaciones requieren ser experimentalmente analizadas, lo que esta

claramente fuera del alcance de este trabajo.

Los datos experimentales recientemente publicados por Antonio et al., 2011,
sugieren que 55anals P2X4 homomeéricos interactian con los receptores P2X2 y P2X7
como homodmeros diferentes. Ya ha sido demostrada la interaccidén entre receptores de
la familia “cys-loop” (Miranda-Morales et al., 2007) y entre receptores P2X y otros “cys-
loop” en éstas neuronas (Barajas-Lopez et al., 1998; Barajas-Lopez et al., 2002; Decker
and Galligan, 2009; Karanjia et al., 2006; Ochoa-Cortes et al., 2010). Por lo tanto es
posible que interacciones similar o mas complejos sean las responsables de determinar

las propiedades farmacoldgicas de los receptores P2X de las neuronas mientéricas.

En conclusion, nuestros datos indican que el receptor P2X4 esta presente en las
neuronas mientéricas del raton. Las propiedades de los canales P2X nativos son
diferentes de aquéllas de los canales homoméricos P2X2, P2X4, y P2X7, lo que muy
probablemente resulta de la heteromerizacion entre subunidades. La subunidad P2X4
tiene una amplia distribucion en el plexo mientérico y se esperaria que juegue un papel

importante en la sefializacién celular.
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V. APENDICE A

Variantes de splicing alternativo del receptor P2X4 en el intestino
delgado del raton.

Introduccioén

El splicing alternativo es un mecanismo bien caracterizado por medio de cual se
generan multiples transcritos a partir de un solo mRNA precursor (Kim et al., 2008). La
magquinaria de splicing reconoce exones e intrones mediante el uso de multiples
sefiales que resultan en una red de interacciones a través de los mismos. Las cuatro
sefales principales de splicing que delinean uno y otro lado de los limites exdn-intron
son: (1) el 5"y (2) el 3, sitios de splicing (5 ss y 3 ss), localizados rio arriba y rio abajo
de la interseccion exdn-intrén respectivamente, (3) el sitio de bifurcaciéon “branch site”
(BS), y (4) la region de polipirimidina (PPT), la cual esta localizada rio arriba del 3’ ss
(Black, 2003; Graveley, 2001) (ver Figura 12A). En los animales éstas sefiales de
splicing no son suficientes para el completo funcionamiento de la maquinaria y se
estima que éstas solo proveen la mitad de la informacion requerida (Lim and Burge,

2001).

Los eventos de splicing alternativo también se clasifican en cuatro tipos principales: (1)
salteamiento de exones (exon sikkiping), (2) seleccion de un sitio de splicing &’
alternativo o donador, (3) seleccion de un sitio de splicing 3’ alternativo o aceptor y (4)
retencion de intrén (Kim et al., 2007; Sugnet et al., 2004) (Figura 12B). Ademas existen
otros eventos complejos de splicing menos frecuentes que incluyen eventos

mutuamente excluyentes, sitios alternativos del inicio de la transcripcion, y sitios
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multiples de poliadenilacion (Black, 2003; Breitbart et al., 1987; Suzuki et al., 2001). Por
otro lado los analisis bioinformaticos indican que los eucariotes superiores tienen una
proporcion mas grande de genes que son procesados por splicing alternativo (Kim et

al., 2007; Sugnet et al., 2004).

Los genes de los receptores P2X son sujeto de procesamiento por splicing
alternativo (North, 2002). La mayoria de las variantes de splicing resultan de la
remocion de uno 0 mas exones, aunque existen algunas con exones alterados debido

al uso de sitios donador/aceptor alternativos (North, 2002).

Se sabe que algunas variantes de splicing alternativo de los receptores P2X
tienen propiedades diferentes con respecto a las secuencias candnicas, como cambios
en la desensibilizacion del canal, formacion del poro etc. (Bréndle et al., 1997;
Cheewatrakoolpong et al., 2005; Koshimizu et al., 1998) y en la interaccion con otras
proteinas (Koshimizu et al., 2006). También se ha encontrado que algunas son tejido
especificas (Carpenter et al., 1999; Feng et al., 2006; Hardy et al., 2000; Linan-Rico et
al., 2012), que se expresan en algun estadio del desarrollo (da Silva et al., 2007) y/o
participan en algunos procesos fisiologicos (Brandle et al., 1997; Feng et al., 2006;
Skarratt et al., 2005) entre ellos patologias (Dhir and Buratti, 2010). Ademas se ha visto
gue algunas cambian las propiedades de la variante completa si son co-expresadas
con ésta 0 resultan en la ganancia de funcién del receptor (Linan-Rico et al., 2012; Sun

et al., 2010; Townsend-Nicholson et al., 1999).

En la base de datos del NCBI existen reportadas un niumero de variantes de

splicing alternativo del receptor P2X4 del raton, de las cuales 4 estan validadas y de
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éstas Ultimas solamente una ha sido probada para su funcionalidad (Townsend-

Nicholson et al., 1999): AF089752 (Cuadro V).

Es posible que, si la variante completa o candnica del receptor P2X4 del ratén se
expresa en el intestino delgado, también existan variantes de splicing alternativo del

receptor como se ha encontrado en otros tejidos (Townsend-Nicholson et al., 1999).
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Figura 13. Tipos de splicing alternativo. A: Las cuatro sefiales de splicing basales. B: Los
cuatro tipos de splicing mas importantes. La prevalencia relativa de cada tipo de splicing
conservado en el humano y el ratbn se muestra en paréntesis. El restante 32.5% que no se
muestra representa formas mas complejas de splicing. En azul se muestran los exones
constitutivos, las regiones que sufren eventos de splicing en anaranjado, los intrones estan

representados por lineas soélidas, y las lineas punteadas muestran las opciones de splicing.



Cuadro IV. Variantes de splicing alternativo del receptor P2X4 del ratén

Nombre Descripcion No. de Acceso Referencia

P2X4a Carece de exo6n 6 AF089752 (Townsend-Nicholson et al., 1999)
P2X4b Carece de exon 6 AJ251460 Simon et al., 1999

P2X4c Carece de exon 10 AJ251461 Simon et al., 1999

P2X4d | Carece de exén 6y 10 AJ251462 Simon et al., 1999
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Justificacion

No se conoce si se expresan variantes de splicing del receptor P2X4 en el intestino del
ratbn y si se expresan, de cual tipo de variante de splicing se trata. Es importante
conocer las variantes de splicing que se expresan en un tejido debido a que éstas
pueden contribuir a formar canales heteroméricos con las variantes completas lo que
cambia las propiedades fisioldgicas de los canales. También pueden participar en la
sefalizacion purinérgica o pueden estar implicadas en otros procesos fisioldgicos por

determinar.

Objetivo

Debido a lo anterior nos propusimos aislar y clonar las variantes de splicing del receptor

P2X4 presentes en el intestino delgado del ratén e identificar su organizacion exonica.
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Materiales y Métodos

Después de llevar a cabo la reaccion de RT-PCR con los oligonucleétidos P2X4-1
sentido y P2X4-1 antisentido como se menciona en la seccion 7.3., se cloné el producto
de PCR completo en pGEMT-Easy, se transformaron baterias E. coli Top 10 calcio
competentes y se extrajo el DNA plasmidico. Se mandaron secuenciar diferentes
clonas que por digestion arrojaron distintos tamafios de banda y se analizaron para su
identidad con la herramienta bioinformatica BLAST y las herramientas del programa
DNASTAR Lasergene version 7.1. Ademas se utilizd6 el programa TMpred
(http://Iwww.ch.embnet.org/software/TMPRED), para conocer la topologia de las
variantes mediante la prediccién de las regiones que atraviesan la membrana y su

orientacion.
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Resultados

Llevamos a cabo amplificaciones por RT-PCR de cerebro (control positivo) y de
preparaciones de musculo liso-plexo mientérico del yeyuno. Utilizamos oligonucleotidos
especificos para amplificar el marco de lectura completo del receptor P2X4. Los
oligonucledtidos utilizados fueron P2X4-1 sentido y P2X4-1 antisentido (ver Cuadro il
de la seccion 7.5). Después de clonar el producto de PCR completo y de secuenciar
varias clonas, pudimos aislar cuatro cDNAs independientes de 1550, 1423, 1408 y
1240 nucledtidos de longitud. Dichos cDNAs correspondieron a cuatro isoformas del
receptor P2X4; la variante completa de Xll exones; una variante de splicing alternativo
gue carece del exon X (P2X4c) y que subimos a la base de datos del GenBank con el
namero de acceso: JX417451; otra variante de splicing que carece del exdn VI; y una
variante de splicing alternativo que no habia sido reportada (P2X4e) que carece de los
exones Il, I, IV y gran parte del exdn V, ademas presenta un codon de paro prematuro

en el exén VI. (Figura 13).

La variante P2X4c que sometimos a la base de datos con el nUmero de acceso:
JX41745, resulta de un evento de splicing alternativo del tipo de salteamiento de
exones en la que el exdn X fue eliminado. Como se menciond anteriormente ya se
habia reportado una variante similar (AJ251461 ver Cuadro IV), en cuanto a que
carecia del exon X (Simon et al.,, 1999). Sin embargo, la anterior tiene cambios de
nucleotidos (ver Figura suplementaria 1) con respecto a la clonada en éste trabajo, y la
variante del intestino que clonamos es 100% idéntica en nucleotidos con la variante del

receptor P2X4 candnica del raton (NM_011026).
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Por otro lado la variante P2X4e, que también sometimos a la base de datos
GenBank en éste trabajo, es un poco mas compleja al ser resultado de la combinacion
de tres eventos de splicing alternativo: seleccion de un sitio de splicing 5’ alternativo
dentro del exdn | (11 nt antes de que termine el exdn), eliminacion de los exones: Il, 11
y IV; y seleccidn de un sitio de splicing 3’ alternativo dentro del exén V (se eliminan los
primeros 91 nucledtidos del exén). Ademas estos eventos de splicing causan un
cambio en el marco de lectura de la secuencia, lo que resulta en la lectura de un codén
de paro prematuro (CTP) en la posicion 204, sélo 9 nucleétidos antes de que termine el
exon VI (ver Figura 13). Este tipo de transcritos es conocido como trascritos sin sentido
y la mayoria de ellos son reconocidos y degradados eficientemente por la célula, a
través de una ruta conocida como “nonsense-mediated mMRNA decay” (NMD por sus

siglas en inglés).

Con el fin de predecir un modelo topolégico de la variante P2X4c en la
membrana de la célula, y especular sobre su funcionalidad como canal, utilizamos el
programa TMpred que predice las regiones transmembranales de una proteina, y su

orientacion.

Obtuvimos que el modelo preferido de topologia de la variante es el de una
proteina con su N-terminal intracelular, y dos hélices transmembranales con un score=
2986, ubicados en las posiciones 34 a 50 con orientacion de adentro hacia afuera y de
la 321 a 339 (aminoacidos) con orientacion de afuera hacia adentro (ver patron de

hidrofobicidad en la Figura suplementaria 3).
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Figura 14. Arreglo esquematico de las variantes del receptor P2X4 encontradas en el intestino
delgado del ratén. A, organizacién genémica del gen del receptor P2X4 del raton. B, transcritos
(MRNA) de las variantes de splicing encontradas: variante completa (nimero de acceso:
NMO011026), variante que carece del exdn 6 (niumero de acceso: AF089752), variante sin
sentido que selecciona un sitio donador y aceptor alternativo, carece de los exones 2,3, 4y 5y
tiene un coddén de paro prematuro (nUmero de acceso: JX674050). Los nimero romanos
representan el nimero de exones, la linea punteada representa los exones faltantes, y el

simbolo (*) el codon de paro prematuro.

65



Discusion

Encontramos que el intestino de raton expresa varias isoformas del receptor P2X4. Son
dos laboratorios diferentes los que habian reportado variantes de splicing validadas del
receptor P2X4 de raton. Uno de ellos aislo las variantes de una linea celular
inmortalizada de microglia, NTW8 (Simon et al., 1999), y reportd las siguientes
variantes: la variante completa (AJ251459), una variante que carece del exén VI
(AJ251460), otra que carece del exdn X (AJ251461) y una que carece tanto del exén 6
como del exén 10 (AJ251462). El otro laboratorio aislo las variantes a partir de una
genoteca del cerebro del ratén, por medio de reacciones de RT-PCR (Townsend-
Nicholson et al.,, 1999), y reportd las siguientes variantes: la variante completa

(AF089751) y una variante que carece del exéon VI (AF089752).

Como podemos ver, tres de las variantes que encontramos en el intestino del
raton (P2X4, P2X4a y P2X4c) ya habian sido reportadas en el cerebro y en la micro
glia. Las variantes reportadas por los dos trabajos antes mencionados son diferentes
entre ellas en el principio y al final de la secuencia (ver Figura suplementaria 2). No se
sabe si estos cambios son debidos a que son variantes tejido-especificas, 6 en el caso
de las diferencias al final de la secuencia, a que sean debidas al oligonucleétido
utilizado para su amplificacion. Dichas diferencias en nucleotidos cambian algunos
aminoacidos entre las variantes (ver Figura suplementaria 3), esto podria ser
importante ya que se han reportado algunas diferencias farmacologicas (con el efecto
del PPADS) entre dichas variantes (ver (Jones et al., 2000; Townsend-Nicholson et al.,

1999). Sin embargo, es muy probable que la diferencia se deba a los diferentes
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protocolos utilizados por los dos trabajos para el estudio de la farmacologia del receptor

(Jones et al., 2000).

Es importante aclarar que las variantes reportadas por Townsend-Nicholson en
1999 (la completa y la que carece del exdn VI), son idénticas en nucledtidos a las que
nosotros clonamos del intestino de raton, y éstas a su vez son idénticas en nucleotidos
a la secuencia reportada como candnica (humero de acceso NM011026), por lo que
muy posiblemente los cambios de las variantes de Simon et al. (1999) se deban a

errores de secuenciacion.

Con la evidencia aqui reportada no podemos conocer si las variantes de splicing
alternativo encontradas son funcionales o no. Sin embargo, la variante P2X4a
(AF089752) idéntica a la nuestra, demostro formar canales homoméricos con una muy
baja eficacia al ATP (corrientes minimas), y heteroméricos funcionales con una baja
afinidad al ATP, al ser co-expresada con la variante completa (AF089751) en ovocitos
de Xenopus laevis (Townsend-Nicholson et al., 1999). Las variantes P2X4c y P2X4e
gue nosotros clonamos no han sido probadas para su funcionalidad, aunque es poco
probable que la variante P2X4e sea funcional ya que este tipo de transcritos es
frecuentemente degradado en la célula por la ruta “nonsense-mediated mMRNA decay”
gue es ubicua entre eucariontes. Se ha descrito que se lleva a cabo para proteger al
organismo de los efectos nocivos o letales de proteinas dominantes negativas o de
ganancia de funcion que podrian resultar si los transcritos sin sentido fueran estables;

pero el mecanismo no es claro aun (NMD) (Frischmeyer and Dietz, 1999).
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En conclusiéon, encontramos tres variantes de splicing alternativo, P2X4a, P2X4c
y P2X4e que se expresan en el intestino delgado del raton y son idénticas en

nucleotidos a la secuencia candnica del receptor P2X4.
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Figura Suplementaria 1. Alineamiento por el método de ClustalvV del programa
DNAStar Lasergene version 7.1 de la secuencias nucleotidicas de las variantes de
splicing del receptor P2X4.
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T T T T T
330 340 350 360 370 380
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P2X4a (AF089752) .pro IIVFGKAGKFDIIPTMINVGSGLALLGVATVLCDVIVLYCMKKRYYYRDKKYKYVEDYEQGLSGETDQ. 36z
P2X4c (JX417451) .pro IIVFGKA-——————-"""""—""""——————— TVLCDVIVLYCMKKRYYYRDKKYKYVEDYEQGLSGETDQ. 36"
P2X4c (AJ25146l) .pro IIVFGKA-——————"""""—"""———————— TVLCDVIVLYCMKKRYYYRDKKYKYVEDYEQGLSGEMNQ . 36"
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Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid light sky blue) residues that match the Consensus

exactly.

Figura Suplementaria 2. Alineamiento por el método de ClustalV del programa
DNAStar Lasergene version 7.1 de la secuencias de aminoacidos de las variantes de
splicing del receptor P2X4.
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Figura Suplementaria 3. Gréfica del patron de hidrofobicidad de la variante P2X4c que
se aislo del intestino del raton, obtenida con el programa TMpred.
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