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GLOSARIO

Agonista. Es es aquella sustancia que es capaz de unirse a un receptor y
provocar una respuesta en la célula

Antagonista. Molécula quimica que no provoca una respuesta biolégica por si
sola uniéndose a un receptor, pero bloquea o detiene respuestas mediadas por
agonistas que ocupan el receptor impidiendo que el agonista ejerza su accion

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

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

Compliancia. es una medida de la propiedad de un 6rgano hueco que le permite
el alargamiento o distension en resistencia al retorno hacia sus dimensiones
originales. Es el reciproco de "elastancia”.

Desensibilizacion. Cuando el efecto de un agonista disminuye gradualmente si
se administra continua o repetidamente.

Estequiometria. Es la relacién cuantitativa de las subunidades que conforman el
canal.

Fibras posganglionares. Son fibras de neuronas cuyo cuerpo se localiza en el
ganglio nervioso.

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

Ganglio. Son cumulos de cuerpos neuronales y se localizan fuera del sistema
nervioso central.

Inmunoreactividad. Senal fluorescente que emite un anticuerpo marcado con un
fluoréforo a determinada longitud de onda al unirse a su antigeno.

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

Xii



Nervios craneales. Son los doce pares de nervios que parten de la base del
cerebro o a nivel del tronco del encéfalo y emergen por los agujeros de la base del
craneo, distribuyéndose por la cabeza, el cuello, el torax y el abdomen.

Nervios espinales. Son aquellos que se prolongan desde la médula espinal y
atraviesan los orificios vertebrales para distribuirse a las zonas del cuerpo.

Receptores P2X. Son canales io6nicos de membrana activados por ATP
extracelular.

Rectificacidn entrante. Es la propiedad del canal ionico que permite el paso de
iones con mayor facilidad en una sola direccion (hacia adentro de la célula). Se
cree que esta corriente puede jugar un papel importante en la regulacién de la
actividad neuronal, ayudando a establecer el potencial de reposo de la membrana
de la célula.

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

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

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

Sensibilizacion. Incremento progresivo y persistente de los efectos de una droga.
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Resumen

El receptor P2X7 contribuye a las corrientes nativas de las neuronas

mientéricas de cobayo

La configuracion de célula completa, varias herramientas farmacologicas y PCR
en célula unica fueron usadas para investigar la contribucion de las subunidad
P2X7; en las corrientes inducidas por ATP (latp) en neuronas mientéricas de
cobayo. Las Iatp fueron registradas. La curva concentracion respuesta para el ATP
(0-01-5 mM) mostré dos corrientes, una de alta sensibilidad latp (laTPH-s))
observada entre 0-01-0.3 mM y otra de menor sensibilidad Iate (IaTp(L-s)) por arriba
de 0.3 mM. Los valores calculados de ECsg para estas corrientes fueron 38 y 1759
MM respectivamente. La curva concentracion respuesta para el 2’-3-O-(4-
benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP) fue monofasica (0-01-1mM) y este agonista fue
menos potente (ECso 142 uM) que el ATP para inducir latpH-s) pero mas potente
que el ATP para activar latpLs). Una fuerte rectificacion fue observada cuando
laTpL-s) fue activada y para lg.ate (0.1 mMM) pero una rectificacion minima fue
observada cuando la Iatr-s) fue activada (5 mM). Brilliant blue G (BBG; 0.3 uM,
concentracion que inhibe solo a los receptores P2X7) inhibe significantemente las
IaTP(L-s) pero no afecta a las latp(H-s) Y 1as Iszatp. Utilizando la técnica de RT-PCR en
célula unica, el ARNm de P2X; fue detectado en 7 células de 13 que amplificaban
también el ARNm de P2X,. En conjunto nuestros datos muestran que P2X; es el
probable responsable de las Iatpe-s)y mientras que en la gran mayoria de las
neuronas las latpH-s) pueden estar mediadas por, al menos en parte, por las
subunidades P2X5.

PALABRAS CLAVE:
ATP, Neuronas mientéricas, Receptor P2X5.
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Abstract

P2X7 receptors contribute to the currents induced by ATP in guinea pig

intestinal myenteric neurons

The whole-cell configuration, various pharmacological tools, and single cell PCR
were used to investigate the contribution of P2X; subunits to the ATP-induced
currents (latp) of guinea pig myenteric neurons. Iatp was recorded in tested
neurons. ATP concentration-response curve (0.01-5 mM) showed two currents,
one high sensitive latp (Iatrr-s)) Observed between 0.01-0.3 mM and another low
sensitive latp (latrL-s)) @above 0.3 mM. The calculated ECsg values to induce these
currents were 38 and 1759 pM, respectively. 2’-3’-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP
(BzATP) concentration-response curve was monophasic (0.01-1 mM) and this
agonist was less potent (ECsq 142 pM) than ATP to induced Iatpn-sy but more
potent than ATP to activate Iatp-s). A strong inward rectification was noticed for
IaTp(H-s) and for Igzate (0.1 mM) but a minimal rectification was noticed when latp(L-s)
was activated (5 mM). Brillian blue G (BBG; 0.3 uM, concentration known to inhibit
only P2X; receptors), significantly inhibited larp-s) but neither affect Iatpn-s)y nor
Iszatp. Using the single-cell RT-PCR technique P2X; mRNA was detectable in 7 out
of 13 (out of 14) myenteric neurons exhibiting P2X; mRNA. Altogether, our results
show that P2X7 is likely responsible for the Iatp-s), Whereas, in the great majority
of neurons latpH-s) are likely mediated by channels constituted, at least in part, by
P2X5 subunits.

PALABRAS CLAVE:
ATP, Myenteric neurons, P2X7 receptors.
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I. INTRODUCCION

El ATP fue propuesto como neurotransmisor durante la década de los 70 y desde
entonces muchos estudios han tratado de precisar su papel en la transmision
sinaptica (Burnstock, 2006). EI ATP tiene efectos excitatorios en las neuronas del
sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP) incluyendo las neuronas
entéricas mediante la activacion de los receptores ionotrépicos, P2X (North, 2002;
Galligan & North, 2004; Ochoa-Cortes et al., 2010). Los receptores P2X son
selectivos a cationes (Na** > K* > Ca®") (Barajas-Lopez et al., 1993; Barajas-Lépez
et al., 1994; Galligan & Bertrand, 1994; Barajas-Lopez et al., 1996). Se han
clonado y caracterizado 7 subunidades de receptores P2X (P2X; — P2X7) en
mamiferos (Khakh et al., 2001). Estas subunidades se agrupan en trimeros para
formar un canal funcional. Todas las subunidades son capaces de formar canales
homomeéricos y heteroméricos, excepto P2Xs, que solo forma canales
heteroméricos y P2X7 que solo forma canales homomeéricos. La estequiometria de
los receptores P2X heteroméricos es desconocida, pero tienen caracteristicas
farmacoldgicas y biofisicas unicas, que también son afectadas por formas
alternativas de splicing (Khakh et al., 2001; North, 2002).

Las propiedades de Ilos receptores P2X han sido determinadas
principalmente en estudios utilizando receptores recombinantes, sin embargo el
estudio de los receptores P2X nativos no se conoce con detalle debido a la falta
de agonistas y antagonistas selectivos y especificos para cada subunidad (Khakh

et al., 2001; North, 2002).
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En las neuronas mientéricas del intestino delgado de cobayo se ha
reportado inmunoreactividad para tres diferentes subunidades: P2X, (Castelucci et
al., 2002; Xiang and Burnstock, 2004), P2X; (Poole et al., 2002; Van Nassauw et
al., 2002) y P2X7 (Hu et al., 2001). De las anteriores, la subunidad P2X; es la mas
abundante en las neuronas mientéricas, mientras que la subunidad P2X3; se ha
reportado como la menos frecuente. También, se ha descrito inmunoreactividad
sustancial para la subunidad del receptor P2X; a lo largo de fibras nerviosas que
atraviesan ganglios, y areas que rodean los cuerpos neuronales de ileon y se ha
propuesto, que los canales P2X; contribuyen a las corrientes inducidas por ATP
(late) en las neuronas mientéricas de cobayo (Hu et al., 2001). Sin embargo, en
este trabajo, tal participacion no es soportada con la farmacologia existente para el
receptor P2X7 de cobayo.

Como parte de nuestro esfuerzo para entender las propiedades nativas de
los receptores P2X de las neuronas mientéricas de cobayo nosotros re-
examinamos la posibilidad de que los receptores P2X; pudieran contribuir a las
lat,. Hemos encontrado una Iatp de baja sensibilidad con propiedades
farmacoldgicas similares a aquellas reportadas para receptores recombinantes
P2X7 de cobayo (Fonfria et al., 2008). Ademas encontramos la presencia del
ARNmM para el receptor P2X; por RT-PCR en célula unica en el 54% de neuronas
mientéricas, lo cual indica que las Iatp de baja sensibilidad presentes en las
neuronas mientéricas de cobayo son mediadas por la activacidén de los receptores

P2X7.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 El sistema nervioso

El sistema nervioso esta divido en central (SNC) y periférico (SNP). El SNC esta
compuesto por el encéfalo y la médula espinal, ambos estan completamente
protegidos por hueso y cubiertos por las meninges. EI SNP incluye ganglios
autonomos, ganglios sensoriales, y los nervios craneales y espinales (figura. 1)

(Goodman et al., 2011).

Craneo
Cerebro

Dos nervios _
craneales ‘ \ A4\

Médula espinal
Nervio craneal X

Nervios _~
espinales

N Elementos de la
4 columna vertebral

Figura 1. Componentes del sistema nervioso central y periférico. Relacion entre el
sistema nervioso central y sus cubiertas 6seas. Tomada de Goodman et. al., (2011).
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Funcionalmente el sistema nervioso (SN) esta dividido en dos: 1). Sistema
nervioso somatico que inerva estructuras de la pared corporal como: musculo
esquelético, piel, articulaciones y membranas mucosas. Los nervios somaticos
motores no contienen ganglios periféricos y sus sinapsis se localizan
completamente en el eje cerebroespinal. Sin embargo, los cuerpos neuronales de
los nervios somaticos sensoriales se localizan en ganglios 2). El sistema nervioso
autonomo (SNA) (también llamado vegetativo, visceral o involuntario) tiene dos
divisiones: la simpatica o toracolumbar y la parasimpatica o craneosacral. El SNA,
contiene porciones de los sistemas central y periférico, se encuentra distribuido a
lo largo del cuerpo. En la periferia, consiste de nervios, ganglios y plexos que
inervan el corazon, vasos sanguineos, glandulas, otros 6érganos viscerales y
musculo liso de varios tejidos. Se compone de fibras nerviosas que conducen
informacion hacia (aferente) o desde (eferente) el SNC. En general, las fibras
eferentes estan involucradas en funciones motoras como la contraccion del
musculo liso o cardiaco o secrecion de glandulas, por otro lado, las fibras
aferentes usualmente transmiten estimulos sensoriales desde la piel, mucosas y

estructuras profundas (Goodman et al., 2011).

2.2 Sistema nervioso entérico

Los procesos de mezcla, absorcion y propulsion de nutrientes en el tracto
gastrointestinal se controlan a nivel local por medio de una porcién especializada
del SNP llamada sistema nervioso entérico (SNE). Este sistema regula el control
sensorial y motor del sistema gastrointestinal (Gl) y esta compuesto por neuronas

sensoriales, neuronas motoras e interneuronas que estan organizadas en dos
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plexos nerviosos, el plexo mientérico y el plexo submucoso (Figura 2). El plexo
mientérico, esta localizado entre las capas musculares longitudinal y circular, tiene
un papel muy importante en la relajacién y contraccion del musculo liso del tracto
Gl. (Kunze and Furness, 1999). El plexo submucoso regula las funciones de
secrecion y absorcion del epitelio del tracto Gl, flujo sanguineo local y actividades

neuro-inmunes (Cooke, 1998).

Mucosa
Epitelio

Lamina propria
Muscularismucosa

‘ "\\ = Mesenterio

= . ———— Arteria
- . == Vasolinfatico

Submucosa
Glandula submucosa

Vaso sanguineo Lumen

Plexo submucoso

Muscularis
Muscularisinterna

Plexo mientérico

Capa longitudinal
externa

Serosa

Figura 2. Capas principales y organizacion del tracto digestivo. Diagrama esquematico que
muestra la estructura de una porcion intestino delgado. Tomado de Goodman et al., (2011).
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El SNE tiene componentes de los sistemas nerviosos simpatico y
parasimpatico por medio de conexiones nerviosas sensoriales a través de ganglios
espinales y nodosos. Las entradas pre-ganglionares parasimpaticas que inervan el
tracto Gl provienen de los nervios pélvicos y del vago. Las fibras preganglionares
activan tanto a neuronas motoras excitatorias, como neuronas motoras inhibitorias
que controlan procesos de contraccion muscular y secrecion/absorciéon (Goodman
et al., 2011).

Existen neuronas aferentes primarias intrinsecas cuyos cuerpo celulares se
encuentran en los ganglios entéricos y en los procesos que se extienden en la
lamina propia de la mucosa, estas neuronas responden a estimulos quimicos
luminales, deformacion mecanica de la mucosa y al estiramiento (Costa et al.,
2000). Las terminaciones nerviosas de las neuronas aferentes primarias pueden
ser activadas por numerosas sustancias endogenas, la mas importante es la 5-
hidroxitriptamina (5-HT), que es secretada por las células enterocromafines
(Goodman et al., 2011).

La informacidon proveniente de las fibras preganglionares aferentes a los
ganglios entéricos es integrada y distribuida por una red de interneuronas, estas
células proveen de vias ascendentes y descendentes que junto con el plexo
entérico generan reflejos como contraccion ascendente y relajacion descendente
en el tracto Gl.

Las neuronas motoras inhibitorias también son abundantes en el tracto Gl y
regulan la motilidad y eventos importantes como la compliancia
(expansion/contraccion), gastrica la relajacion de los esfinteres, y la relajacion

descendente durante la peristalsis intestinal. Las respuestas inhibitorias estan
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mediadas por al menos dos transmisores principales: el ATP o la B-nicotinamida
adenina dinucledtido (B-NAD), que provocan la relajacion a través de los
receptores postsinapticos P2Y¢(Furness, 2000).

En general, las neuronas motoras no inervan directamente las células del
musculo liso en el tracto Gl si no que hacen sinapsis con las células intersticiales
de Cajal (ICC), y éstas a su vez hacen conexiones eléctricas (gap junctions) con
células del musculo liso (Ward, 2000).

Los arcos reflejos dentro del SNE son los encargados de la peristalsis.
Fisiologicamente, la peristalsis consiste en una serie de respuestas reflejas al bolo
alimenticio en la luz de un segmento del intestino. Los reflejos excitatorios
ascendentes resultan en la contraccion del musculo circular en el lado oral del
bolo, mientras que los reflejos inhibitorios descendentes, provocan la relajacion en

direccion anal (Figura 3).

<«— ORAL ANAL—>

4®

Lumen

Figura. 3 Red neuronal que inician y generan la respuesta peristaltica. La estimulacion de la
mucosa promueve la liberacion de serotonina por las células enterocrimafines (8), la cual excita las
neuronas primarias aferentes intrinsecas (1) que a su vez se comunica con las interneuronas
ascendentes (2) y descendentes (3) de las vias de reflejos locales. El estimulo resulta en la
contraccion de la terminal oral por medio de motoneuronas excitatorias (6) y relajaciéon a través de
motoneuronas (5). Interneuronas que transmiten el impulso eléctrico al musculo (4), otras aferentes
primarias, cuyo cuerpo celular esta en la submucosa (7). MP, plexo mientérico; CM. Musculo
circular; LM, masculo longitudinal; SM, submucosa; Muc, mucosa. Tomado de Furness (2000)
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2.3 Senalizacion del ATP en el SNE

Existe evidencia de que el ATP es liberado como neurotransmisor por neuronas
entéricas. En los plexos mientérico y submucoso, el ATP activa receptores P2X 'y
P2Y en neuronas motoras y sensoriales, asi como en interneuronas. Estos
receptores han sido implicados en neurotransmision sinaptica, neuro-modulacién y
actividades reflejas incluyendo, vias ascendentes excitatorias y vias descendentes
inhibitorias. EI ATP liberado por células epiteliales y de la mucosa durante la
distension, estimula receptores P2X de nervios sensoriales intrinsecos y

extrinsecos que modulan la peristalsis y la sensacion de dolor.

lll. RECEPTORES P2X

Los receptores P2X son canales i6nicos de membrana activados por ATP
extracelular. Su activacion resulta en la apertura de un canal selectivo a cationes.
A la fecha, han sido clonadas siete subunidades P2X (P2X4.7) en diferentes tejidos
de mamifero adulto. Los cDNAs que codifican las variantes completas varian
significativamente de tamaro, presentan de 11 a 13 exones y todos muestran una
estructura comun, con bordes intron/exon bien conservados. Las subunidades
P2X tienen una longitud en aminoacidos de 384 (P2X;) a 595 (P2X7) con una
identidad que va desde un 40 a un 55% (revisado por North, 2002). Cada
subunidad muestra una estructura molecular similar que consiste en dos dominios
transmembranales (TM1 y TM2) unidos por una asa extracelular hidrofilica,
mientras que sus grupos amino (NHz) y carboxilo (COOH) terminales son

intracelulares (Figura 4). El dominio TM1 es responsable de la compuerta del
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canal y el dominio TM2 forma el poro del canal. Se sugiere que el asa extracelular
esta involucrada en la unién de dos moléculas de ATP, asi como en la estructura
terciaria de la proteina, ya que se encuentran conservados 10 residuos de
cisteinas, que al ser oxidados forman puentes disulfuros (S-S). Los residuos del
carboxilo terminal tienen un papel importante tanto en la desensibilizacion del
canal, asi como sitios de unidn de proteinas de sefalizacion intracelular (Khakh et
al., 2000). Todas las subunidades P2X tienen secuencias consenso para
glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr), y algunas glicosiaciones son esenciales para el

trafico de los receptores a la superficie de la membrana celular (North, 2002).

Dominio
extracelular

Dominio
transmembranal
Dominio
intracelular
COO~
> Aminoacidos glicosilados
“ Puentes disulfuro O Pueden coordinar fosfatos del ATP
O Cisteinas conservadas O Motivo YXXXK
. Sitio proteina cinasa C O Involucrado en union de protones
. Aminoacidos aromaticos O Involucrado en la unién de Zn2*

Figura. 4 Estructura de la subunidad P2X. Topologia de la subunidad del receptor P2X en una
vista hipotética, basada en estudios hechos con receptores P2X1 y P2X2
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Tres moléculas de ATP se pueden unir a la porcidon extracelular de los
receptores P2X. Experimentos de mutagénesis, demuestran que los residuos de
lisinas conservadas cerca de las terminales extracelulares de los TM1 y TM2
pueden contribuir a la unidon del ATP. Las glicinas conservadas en el TM2 de los
P2X, siempre estan seguidas por un residuo hidrofébico y otro en la hélice,
posiblemente estos residuos tengan la funcién de compuerta, ya que en estudios
de mutagénesis se ha visto que el canal cambia su permeabilidad. Otros motivos
probablemente estan involucrados en: endocitosis, cambios de permeabilidad,

union a lipopolisacaridos e interaccion con otras proteinas (North, 2002)

3.1 Propiedades farmacoldgicas de los receptores P2X en neuronas
mientéricas de cobayo.
Mediante métodos electrofisioldgicos, se caracterizaron al menos tres diferentes
subtipos de receptores P2X en las neuronas mientéricas de cobayo, (Zhou and
Galligan, 1996). Dos de ellas desensibilizan lentamente y solo una es activada por
a,3-meATP pero solo esta presente en una minima porcion del numero total de
receptores (Zhou and Galligan, 1996). Un tercer subtipo de receptor P2X es
activado por ATP o por a,3-meATP, pero desensibiliza muy rapido y esta presente
un pequefo porcentaje de neuronas mientéricas (Barajas-Lopez et al., 1996a;
Zhou and Galligan, 1996). El a,3-meATP es un agonista de los receptores P2X; y
P2Xs3 pero no activa al receptor P2X,. Recientemente, también describimos que
muchas de las propiedades farmacologicas de los receptores de las neuronas
mientéricas de cobayo se asemejan las propiedades descritas para el receptor

P2X, recombinante (Guerrero-Alba y Col; ANEXO 2). Por ejemplo, desensibilizan
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lentamente (Figura 5), muestran la misma sensibilidad a ATP y ATP-y-S pero son
inactivos al a,-meATP (Figura 6). Por otro lado, también encontramos que la
suramina tiene dos efectos, potenciacion e inhibicién de las corrientes inducidas
por ATP (Figura 7). Ambos efectos de suramina tienen diferente cinética de
recuperacion (Figura 8) y diferente dependencia de concentracién (Figura 9),
indicando que este efecto esta mediado por al menos dos diferentes sitios de
unién a suramina. Todo lo anterior indica que la poblacién de receptores P2X

mientéricos del cobayo son heterogéneos (Guerrero-Alba y Col).

A B

. [ Ratén
1 Cobayo
8r 8o NS
NS
6F [ 60
sl L] 1 ¢
o
§4 l 40F I
= F L
2F 20F
0 0
Tl 2

Figura 5. La cinética de desensibilizacién de las Iarp €en neuronas mientéricas de ratén y
cobayo no son diferentes. A: Registros representativos de las corrientes inducidas por
aplicaciones de larga duracion (90 s) de ATP 1 mM de una neurona mientérica de ratdn y cobayo.
La cinética de desensibilizaciéon de las Iarp para ambas especies se ajusto mejor a la suma de dos
funciones exponenciales. El ajuste a las funciones exponenciales fue realizado usando los datos
entre el pico y el estado cuasi estacionario de las corrientes. B: Las barras y la linea en la parte
superior de éstas graficas representan el promedio y el S.E.M. de los valores t de las dos
funciones exponenciales de 4 neuronas de ratén y 5 de cobayo. Los valores t de las dos funciones
exponenciales de las Iarp en neuronas de ratén no fueron significativamente diferentes (NS) de los
valores t de las Iatp €n neuronas de cobayo. (Guerrero-Alba y Col).
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Ratén
120 A ATP 5
mATP—-S s
. ® o,f—meATP e
g 80 Cobayo
5 s ATP
¢ | oATP—-S
% a0l °© a,p-meATP
0_ o

i - .
1 10 100 1000
Concentracion de Agonistas en uM

Figura 6. El orden de potencia de los agonistas para los P2XRs de neuronas mientéricas de
raton es similar que para los de cobayo. Curvas concentracion-respuestas para ATP, ATP-y-S y
a,B3-meATP. Los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales muestran los S.E.M.
de datos obtenidos de 3-15 neuronas mientéricas de ratén y cobayo. Las lineas sigmoideas
representan el mejor ajuste a una funcion logistica de tres parametros. Varias concentraciones de
ATP y analogos de éste se aplicaron durante 5 s cada 5 min. Las respuestas se normalizaron
respecto a 1 mM de ATP en la misma célula. (Guerrero-Alba y Col).

A +Suramina +Suramina G ATP 100 uM
ATP100uM  10uM  100uM  ATP 100 uM .
— — I —— Suramlna
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— ———
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Figura 7. Suramina induce potenciaciéon e inhibicién en los receptores P2X mientérico de
cobayo. (A) corrientes entrantes inducidas por ATP (/47p) en la misma célula de cobayo, antes
(trazo izquierdo) durante dos concentraciones de suramina y 5 minutos después de remover
suramina (trazo derecho). Suramina tiene un efecto inhibitorio sobre /47, durante la aplicaciéon
discreta (B) y secuencial (C) de ATP y suramina. Sin embargo durante la aplicacién secuencial de
ATP y suramina, se puede notar una potenciacion transitoria justo después de la aplicacién de
suramina, esto es demostrado por el sobrelapado de un trazo de la corriente esperada (indicada
por una linea gris). La corriente esperada fue calculada buscando el mejor ajuste (una exponencial
mas una constante) de los datos obtenidos entre las dos flechas de la corriente de
desensibilizacion antes de la aplicacién de suramina. Las barras por encima de los trazos indican
el tiempo de aplicacion del ATP o suramina o ambos. En A y B, suramina fue preaplicada 15
segundos antes y después de la aplicaciéon de ATP.
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Figura 8. La inhibicién y potenciacion son mediadas por diferentes sitios de unién a
suramina en los receptores P2X mientéricos de cobayo, como lo indican sus diferentes
cinéticas. A — C: corrientes representativas en respuesta a aplicacion secuencial de ATP 100 uM
en tres neuronas mientéricas de cobayo. Suramina inhibe las Iatp €n Ay B pero potenciaen By C .
El mejor ajuste para la recuperacion de la inhibicion y potenciacion fue obtenido por una sola
funcién exponencial (como lo indica la linea gris sobrepuesta en el registro original), los valores de
T para esta funcién son indicados. Todos los registros estan presentados a la misma escala de
tiempo. Suramina (como lo indica la barra blanca) se agrego durante la aplicacién de ATP, a las
concentraciones indicadas. La recuperacion de la inhibicion en ratén no es significativamente
diferente a la de neuronas de cobayo (No se muestra).
A B Figura 9. Suramina tiene
1201 efectos potenciatorio e
inhibitorios sobre los
201 receptores P2X de
neuronas mientéricas de
0 cobayo. A: Distribucién de
frecuencia del porcentaje de
neuronas que mostraron
inhibicién y potenciacion por
' ( ' suramina. A concentraciones
! Concengrgcién deésgminael?ﬁ < 30 UM’ suramina pOtenCIa
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neuronas de cobayo. A
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10 100 1000
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promedio y las lineas
) 10 100 1000 Vverticales los S.E.M. de los
40 Concentracion de Suramina en uM datos obtenidos de 4-14
neuronas. C: Curva concentracidon-respuesta de suramina mostrando Unicamente el efecto
inhibitorio sobre las Iatp, €l cual no fue dependiente de la concentracion (n=14). D: La curva
concentracion-respuesta del efecto potenciador de suramina sobre las Iarp se ajusta mejor al
modelo logistico a concentraciones <30 uM (n=27). La curva fue ajustada a una funcién logistica de
dos parametros, asumiendo un efecto maximo del 70% debido a que a concentraciones mas altas
no se ajustan a este modelo.
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3.2 Receptor P2X;

En cobayo, el gen de P2X; tiene un tamafio de 47.5 Kb, su marco abierto de
lectura (ORF, por sus siglas en inglés) mide 1,782 pb, consta de 13 exones
separados por 13 intrones. P2X; es la subunidad con mayor numero de
aminoacidos comparado con las demas subunidades P2X. En raton, rata y
humano, tiene un total 595 aminoacidos, sin embargo, en cobayo la glutamina en
la posicidn 77 esta ausente, por lo que en esta especie el tamafo en aminoacidos
de esta proteina es de 594. Tiene una homologia con el P2X; de raton, rata y
humano de 70% (Fonfria, y Col 2008). Estructuralmente, es similar al resto de las
subunidades P2X solo que el dominio carboxilo terminal es mucho mas largo, con
100 aminoacidos extra. Tiene baja afinidad por el ATP, el perfil de potencia de los
agonistas es: 3’-O-(4-benzoyl) benzoic ATP (BzATP) >> ATP >> 2MeSATP >
ATPgS > ADP, siendo el BzZATP hasta 10 a 30 veces mas potente que el ATP (en
rata y humano) para inducir corrientes entrantes, (Revisado por Ralevic y Col.,
1998). El receptor P2X7 es antagonizado por el pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-
2°,4 -disulfonic acid (PPADS), y mas selectivamente por el ATP oxidado (0ATP), el
derivado de isoquinolona KN-62, y Azul brillante G (BBG, por sus siglas en inglés
Brilliant Blue G) que actuan como inhibidores no competitivos. (Chessell y Col.,
1998).

El receptor P2X7 bajo continua estimulacion por ATP extracelular, resulta en
la formacién de un poro que facilita la entrada de cationes con peso molecular por
encima de 900Da. Este receptor es expresado principalmente en células que

median respuestas inmunitarias tales como, monocitos, macrofagos, microglia,
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células dendriticas y linfocitos T y B, en donde tras la activacion por ATP modulan
multiples funciones como la liberacion y maduracién de interleucinas (IL), IL-18 e
IL-18 y también regula eventos de fusidén de membrana y apoptosis. En estudios
hechos con ratones deficientes del receptor P2X; se ha encontrado que se
suprime la habilidad del ATP extracelular para inducir la liberacién de IL-13 de
macrofagos aislados (Solle y Col., 2001). Algunos estudios en estos ratones
revelan que P2X; tiene un rol importante en enfermedades auto-inmunes como
artritis reumatoides, donde la ausencia del receptor le confiere proteccién contra
los sintomas, cuadro clinico y la destruccion del cartilago. (Labasi y Col., 2002).
Por otra parte, la expresion y funcion alterada del receptor P2X; esta altamente
relacionada con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

En células gliales e inmunes, se ha visto que la activacion por altas dosis de
ATP provoca entradas importantes de Ca®* extracelular asi como la salida de K*
intracelular. Ademas, el receptor P2X; conduce a la activacion de sefales
intracelulares como son las vias: ERK, p38, p44/42, c-Jun y NF-kB. En neuronas
del SNC y SNP, se ha encontrado la presencia del receptor P2X; en terminales
presinapticas donde parece tener un papel importante en la modulacion de la
liberacion de neurotransmisores, incluyendo los neurotransmisores acido y-
aminobutirico y glutamato, sin embargo el papel de este receptor en neuronas
permanece bajo estudio. Revisado por (Takenouchiy Col., 2010).

En el SNE, también se ha descrito inmunoreactividad abundante para la
subunidad del receptor P2X7 a lo largo de fibras nerviosas que atraviesan ganglios
y en areas que rodean los cuerpos neuronales del ileon (Figura 10) (Hu y Col.

2001). Sin embargo la presencia de inmunoreactividad para la pseudo proteina
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P2X; presente en ratones knockout para el gen P2X; deja en duda la presencia

del receptor P2X7 limitado a neuronas. (Anderson & Nedergaard, 200

Figura 10. Localizacion del receptor P2X; el plexo mientérico de ileon de cobayo. La
inmunoreactividad para receptor P2X; estd marcada con rojo Cy3. A: Control pre-tratado con
inmundégeno del receptor P2X7; B: Inmunoreactividad del receptor P2X; (tomada de Hu y Col.
2001).

Se ha propuesto, que los canales P2X; contribuyen en las corrientes
inducidas por ATP (latp) en las neuronas mientéricas de cobayo (Hu y Col., 2001).
Sin embargo los datos farmacoldgicos y electrofisiologicos reportados por Hu y
Col. (2001) ha sido cuestionado por Galligan y North (2004) dejando una clara
controversia respecto a las propiedades farmacologicas de los receptores P2X;
recombinantes de cobayo. Hu y Col. (2001), utilizaron concentraciones de ATP
<100 uM para caracterizar el efecto de varios antagonistas del receptor P2X7, pero
esta concentracion de ATP no es suficiente para activar receptores recombinantes
P2X7 de cobayo (Fonfria, y Col 2008). Ademas ellos asumieron que el BZATP es
un agonista especifico para los receptores P2X; a pesar de que este agonista es

inactivo en receptores recombinantes P2X7 (Fonfria, y Col 2008).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ha sido propuesto, que los canales P2X; contribuyen a las corrientes
inducidas por ATP (latp) en las neuronas mientéricas de cobayo (Hu y Col., 2001).
Sin embargo los datos farmacologicos y electrofisioldgicos previamente reportados
han sido cuestionados por otros investigadores. Dicha controversia se incrementa
si uno considera las propiedades farmacologicas de los receptores recombinantes
P2X; de cobayo y las compara con las propiedades de los receptores P2X7
mientéricos nativos. Como parte de nuestro esfuerzo para entender las
propiedades nativas de los receptores P2X de las neuronas mientéricas de cobayo
nosotros re-examinamos la posibilidad de que los receptores P2X; pudieran

contribuir a las Iatp.
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V. HIPOTESIS

El receptor P2X; contribuye a la corriente inducida por ATP en neuronas

mientéricas de cobayo.

V. OBJETIVOS

Caracterizar electrofisiologica y farmacolégicamente los receptores P2X nativos en
neuronas mientéricas de cobayo usando la técnica de Patch Clamp en su

configuracion de célula completa para medir la actividad de estos canales.

Detectar el transcrito de la subunidad P2X; en neuronas mientéricas mediante la

técnica de RT-PCR en célula unica.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

71. Preparacién del cultivo neuronal primario

Cobayos (80 — 150 g) de cualquier sexo, fueron sacrificados por dislocacion
cervical y sangrados de la arteria carotida. Estos métodos han sido aprobados por
el Comité de Cuidado de Animales del IPICYT, y estan de acuerdo con los
Principios Rectores publicados en el Cuidado y Uso de Animales, aprobada por la
Sociedad Americana de Fisiologia. Se extrajo un segmento de 10-15 cm de
yeyuno proximal. Se mantuvo abierto longitudinalmente en solucion de Krebs
modificada (en mM: NaCl, 126; NaH,PO4, 1.2; MgCl,, 1.2; CaCl,, 2.5; KClI, 5;
NaHCOs;, 25; glucosa, 11; gasificada con 95% O, y 5% CO;). La capa mucosa y
submucosa de este segmento de intestino fueron disecadas y se removio la
mayoria del musculo circular, quedando el plexo mientérico embebido en el
musculo longitudinal.

El plexo mientérico fue disociado usando un tratamiento secuencial con dos
soluciones enzimaticas, descrito por (Barajas-Lopez y Col., 1996b), se describe
brevemente, la primera solucion contiene papaina (0.01 mg/ml; activada con 0.4
mg/ml de L-cisteina) y la segunda contiene colagenasa (1 mg/ml) y dispasa (4
mg/ml). Las enzimas fueron lavadas con medio L-15 y después las células se
sembraron en medio D-MEM sobre cubreobjetos redondos cubiertos con colagena
estéril de cola de rata. El medio de cultivo D-MEM contenia 97.5% de medio
minimo esencial, 2.5% de suero de cobayo, L-glutamina 2 mM, penicilina 10 U/ml,
estreptomicina 10 pg/ml, glucosa 15 mM, citosina-B-D-arabinofuranosida 10 yM,

fluorodeoxiuridina 10 yM y uridina 10 uM. Todos los experimentos se llevaron a
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cabo durante los dos dias consecutivos de la disociacion para evitar problemas de

fijacion del voltaje debido al crecimiento de neuritas.

7.2, Registros de Patch Clamp

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

Las corrientes inducidas por ATP (latp) fueron registradas con los
amplificadores Axopatch 1D o Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). Todos los registros se llevaron a cabo a temperatura ambiente (22-23°C).
Las pipetas de registro se fabricaron utilizando capilares de borosilicato y el
estirador de pipetas Narishigue. Posteriormente fueron pulidas utilizando el

microscopio/pulidor Narishigue (MF-830) hasta que el diametro externo de la
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pipeta fuera de 1.5 a 2.0 um con una resistencia de entre 1-4 MQ. Estas pipetas
de baja resistencia y una ligera succion en el interior de la pipeta ayudan a
mantener una baja resistencia de acceso (por lo general inferior a 5 MQ), el error
de voltaje debido a la resistencia en serie fue inferior a 10 mV, y por lo tanto, no se
realiz6 ninguna compensacion. Durante los registros de célula completa, el
potencial de membrana se fijo a -60 mV a menos que se indique lo contrario.

La composicion de las soluciones utilizadas fue la siguiente: dentro de la
pipeta (en mM): CsCl, 150; EGTA, 10; HEPES, 5; NaCl, 10; ATPMg, 3 y GTPNa,
0.1; se ajustd el pH a 7.3 — 7.4 con CsOH. La solucién externa (en mM): NaCl,
160; CaCly, 2; glucosa, 11; HEPES, 5y CsCl, 3; el pH fue ajustado a 7.3 — 7.4 con
NaOH. Con estas soluciones, la resistencia de acceso de las neuronas fue 21 GQ.
Cuando las concentraciones de ATP usadas para estimular las células eran mas
altas que 100 uM, se reajusto el pH con NaOH. Las corrientes de célula completa
fueron registradas en una PC usando los programas AXOTAPE y AxoScope 9
(Axon Instruments) y analizadas con los programas Clampfit 10.0 y Axograph X1.1
(Axon Instruments). La camara de registro fue continuamente perfundida con
solucién externa a una velocidad de 2 ml/min aproximadamente. Cambios rapidos
en la solucion externa fueron realizados utilizando un dispositivo de ocho-tubos,
estos tubos estaban conectados a jeringas que contenian las soluciones control y
experimental. El tubo que contenia la solucion control fue colocado enfrente de la
célula por registrar y una aplicaciéon externa de la solucion experimental fue
realizada por el cambio rapido del tubo control al tubo que liberaba esta misma
solucion mas la substancia experimental, el cual ya drenaba la solucidn que

contenia. Los tubos son movidos usando un micromanipulador (WR-88;
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Narishigue Scientific Instrument Lab, Tokyo Japan). Las substancias
experimentales fueron removidas por el regreso a la solucion control. La solucién
externa fue liberada por gravedad y el nivel de las jeringas fue ajustado
continuamente para minimizar los cambios en la velocidad de flujo. Los agonistas
y antagonistas se aplicaron como se describid en el parrafo anterior.

En algunos experimentos, utilizamos una rampa de voltaje, la cual consiste
en dar un salto de voltaje de -60 a 70 mV durante 400 ms, para inactivar las
corrientes transitorias, seguido de una rampa de voltaje de 1100 ms que va de +70
a 110 mV. Las corrientes de membrana registradas durante esta rampa de voltaje
fueron registradas antes (control) y en presencia de ATP. Las corrientes del
control fueron entonces substraidas de aquellas registradas en presencia de ATP
o BzATP, con el fin de obtener solo las corrientes inducidas por el agonista. Los
valores de las latp se graficaron contra el potencial de membrana para construir
las curvas corriente-voltaje (I/V) que se muestran en este estudio. Las corrientes
de célula completa fueron registradas en una PC usando el programa CLAMPEX 6
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) y analizadas con el programa
AXOGRAPH 4.9 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Los experimentos de
rampas de voltaje se llevaron a cabo en presencia de 30 mM de tetraetilamonio
(TEA) y 30 uM de Cd?* para bloquear la mayoria de las corrientes debidas a

potasio y calcio activadas por voltaje.

7.3. RT-PCR de célula unica

Utilizamos neuronas mientéricas unicas de cultivos primarios de cobayo. Cada

neurona se cosechd bajo control visual con un microscopio (Eclipse TE200U,
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Nikon) y mediante la aplicacion de una ligera succion la neurona se depositd
dentro de una pipeta de registro que contenia 6 pl de buffer RT libre de RNAsas
(20 U de inhibidor de RNAsa, 2.3 pM de oligo (dT), 150 mM de dNTPs, 1.2 mM de
DTT and 10X buffer RT SuperScript Il first strand; Invitrogen). El contenido de la
pipeta fue expulsado en un tubo de PCR que contenia 12 ul de buffer RT libre de
RNAsas y 0.5 yl de NP40 1% para permitir la solubilizacién de la membrana
celular. La reaccion fue incubada a 65°C durante 1 min. Después se le agrego6 0.5
pl de SuperScript Il reverse transcriptase (Invitrogen) y se incubd a 37°C durante
15 min. La reaccion se inactivé por calentamiento a 70°C durante 10 min y se
colocd en hielo. Los controles negativos se realizaron sin templado; no se
obtuvieron amplificaciones falsas.

Para detectar la expresion del ARNm de los receptores P2X, (control de la
reaccion) y P2X; en cada neurona mientérica se llevo a cabo un PCR anidado.
Los siguientes oligos fueron utilizados; para el primer PCR de P2X; se usé el par
de oligos; P2X; sentido 5-CAG CCC GAG AGC AGG GTT CT-3' y P2X;
antisentido 5-GGA CTT CGC TCC TCA GAA CTC AG-3'. Para el PCR anidado
de P2X; se utilizé 1 yl de una dilucion 1:10 del primer PCR y oligos adicionales
fueron disefados; P2X,; anidado sentido 5-TTCACAGAGCTGGCACACAG-3’ y
P2X,; anidado antisentido 5-ATGGTGGGAATCAGGCTGAA-3’ produciendo un
fragmento de 280 pb. El primer PCR de P2X; se llevo a cabo utilizando el
siguiente par de oligos; P2X; sentido 5-ATGCCAGGCTGCTCCTGCTG-3’ y P2X;
antisentido 5- TCAGTAGGGACACCTGAAGCCAC-3'. Para el PCR anidado de
P2X7 se utilizo 1 pl de una dilucion 1:10 del primer PCR de P2X;y se utilizo un par

de oligos anidados; P2X7 anidado sentido 5-GTCCGCTTTGACATCCTGGTGTTC-
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3 y P2X; anidado antisentido 5-TCAGTAGGGACACCTGAAGCCAC-3, el
producto amplificado fue de 845 pb.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador 2720
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA. USA) usando 500 U de GoTag®Flexi DNA
polimerasa (Promega, Madison, WI). El DNA genomico, controles negativos y
positivos se incluyeron en cada reacciéon de PCR. Las condiciones de PCR fueron
las siguientes: un ciclo de 94°C (5 min), seguido por 33 ciclos a 94°C (15 s), 63°C
(60°C para el PCR anidado, 15 s) y 72°C (1 min 45 s para el primer PCR de P2X,
o 1 min para el PCR anidado de P2X7), y una extension final a 72°C (5 min). Los
productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
2% tenidos con bromuro de etidio al 1%. Para verificar la identidad del producto
amplificado se mando a secuenciar al servicio de secuenciacion MCLAB DNA
(San Francisco City, CA).

7.4. Farmacos y soluciones utilizadas

Medio L15, MEM, Solucion Hanks, penicilina-estreptomicina y L-glutamina fueron
comprados en GIBCO, las enzimas colagenasa tipo | y la papaina fueron
obtenidas de Worthington. La dispasa fue adquirida de Roche. A4338079 de
TOCRIS, Bioscience. Las siguientes substancias fueron adquiridas en Sigma: L-
cisteina, ATP, a,-meATP, ATP-y-S, suramina, PPADS, CsCl, EGTA, HEPES,
NaCl, ATPMg, GTPNa, CaCly, glucosa, CsOH, NaOH, NaH,PO4, MgCl,, KCI,
NaHCOg;. Azul brillante G, BzATP, ATP oxidado, KN-62.

Las soluciones stock (0.01 — 1 M) de ATP y otros farmacos se prepararon
usando agua destilada y se almacenaron a -20°C. Excepto para la solucion stock

de KN62, la cual fue disuelta en Dimetilsulfoxido (DMSQ) a una concentracion final

24



Eduardo E. Valdez Morales 2011

de 0.1% v/v. Todos los farmacos fueron diluidos en solucion extracelular a la

concentracion requerida para su aplicacion.

7.5. Analisis de datos

Para normalizar las latp, la corriente obtenida con ATP 1 mM fue considerada
como el 100%, en cada célula, a menos que otra cosa se mencione. Los
resultados fueron expresados en promedio + el error estandar de la media
(S.E.M.). Los datos fueron considerados estadisticamente diferentes cuando los
valores de P a dos colas fueron menores a 0.05. Para probar diferencias entre dos
conjuntos de datos del mismo grupo de neuronas usamos la prueba de t-Student
pareada. Para datos obtenidos de grupos diferentes de neuronas usamos Analisis
de varianza (ANOVA), para probar si las varianzas son homogéneas o0 no, y
entonces usamos la prueba de t-Student adecuada para encontrar diferencias
entre los valores promedio. El numero de células usadas se representa como n 'y
los datos de las curvas concentracion-respuesta se ajustaron a una funcidn

logistica, como lo describi6 (Kenakin, 1993).
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VIIl. RESULTADOS

8.1. La curva concentracidn-respuesta de ATP en neuronas
mientéricas de cobayo es bifasica.
La aplicacion rapida de ATP produjo corrientes entrantes (Iatp) a un potencial de
membrana de -60 mV en la mayoria de las neuronas mientéricas de cobayo
analizadas en 158 de las 160 neuronas analizadas, que se sabe involucra la
activacion de los receptores P2X (Barajas-Lopez y Col., 1996a; Zhou and Galligan,
1996). A menos que otra cosa se mencione, el ATP se aplicé durante 5-10 s en
intervalos de 5 min. Se utilizé6 un rango de concentraciones de ATP relativamente
amplio (0.01-10 mM) y al hacer esto notamos dos fases en la curva concentracion-
respuesta de las neuronas mientéricas de cobayo, lo cual indica la presencia de al
menos dos poblaciones diferentes de receptores P2X en estas neuronas. La
primera fase fue mediada por los receptores P2X de alta sensibilidad (receptores
hsP2X) que fueron activados a concentraciones de ATP entre 0.01-0.3 mM vy la
segunda mediada por los receptores P2X de baja sensibilidad (receptores IsP2X)
activados en el rango de 0.3-10 mM de ATP.

Los datos de cada fase se ajustaron muy bien a un modelo logistico como
se muestra en la figura 11. La primera fase generd un valor ECso de 38 + 10 uM,
con un coeficiente de Hill de 1.5 + 0.4, y una respuesta maxima estimada de 86%,
muy similar a la respuesta promedio obtenida con ATP 0.3 mM (84%). La segunda
fase tuvo un valor ECsg de 1759 + 589 pM, un coeficiente de Hill de 2 + 1, y una

respuesta maxima estimada de 146%, muy similar a la respuesta promedio
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obtenida con 5-10 mM de ATP (144%). Asumiendo que la mayoria de los
receptores hsP2X son activados con concentraciones de ATP de 5-10 mM, la
contribucién de los receptores IsP2X activados seria de un 40% de la corriente
inducida con 5-10 mM de ATP y el resto de la corriente (60%) seria atribuida a los
receptores hsP2X. Usando un criterio similar, la contribucién de los receptores
IsP2X parece ser diferente entre las neuronas mientéricas. De este modo, en 3 de
11 neuronas individuales, hubo una contribucion relativa promedio de 24 + 2%,

mientras que la contribucion de las otras 8 neuronas fue de 40 £ 5%.

8.2, Las Iatp de alta sensibilidad muestran una mayor rectificaciéon
entrante que las corrientes de baja sensibilidad.

Es probable que los receptores IsP2X estén conformados por subunidades P2X7,
ya que es el unico receptor que se conoce que tiene baja sensibilidad por el ATP
(Fonfria y Col., 2008; North, 2002). Con el fin de investigar mas a fondo esta
posibilidad, construimos curvas corriente-voltaje (I/VV) usando un protocolo de
rampas, aplicando 0.03 o 5 mM de ATP (n=6). Los valores promedios de estas
curvas I/V se representan en la figura 12 y se observo la presencia de una fuerte
rectificacion entrante para los receptores hsP2X y una menor rectificacion cuando
los receptores IsP2X son activados. Medimos el grado de rectificacion calculando
la proporcién entre la pendiente de la conductancia entre 30 y 60 mV sobre la

pendiente de entre -30 mV y - 60mV (n=6).
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Figura 11. Se aprecian dos fases en la curva concentracion respuesta de ATP en neuronas
mientéricas de cobayo. El pico de amplitud (como porcentaje de la corriente inducida por ATP 1
mM) de la Ixrp se graficd contra la concentracién de ATP. Andlisis a ojo de estos datos indican un
punto de inflexion entre 0.3 y 1 mM de ATP. De hecho, las respuestas obtenidas entre el rango de
0.01-0.3 mM (linea continua) y entre 0.3-10 mM de ATP (linea punteada) se fijan muy bien a dos
curvas logisticas. Por lo tanto, nombramos a las corrientes de la primera fase como Ixrp de alta
sensibilidad y a las de la segunda fase como Iatp de baja sensibilidad. Los simbolos representan
los promedios y las lineas verticales son los errores estandar de las medias (S.E.M.) de las
corrientes relativas de 3 a 15 neuronas. Las diferentes concentraciones de ATP se aplicaron
durante 5-10 s en intervalos de 5 min. Las curvas sigmoides son el mejor ajuste obtenido con una
funcion logistica de tres parametros. El ajuste para las Iarp de baja sensibilidad fue hecha
substrayendo la corriente promedio obtenida con 0.3 mM de ATP a aquellas corrientes registradas
en respuesta a 0.3-10 mM de ATP. Después del ajuste de la misma corriente sustraida fue afiadida
y graficada. La presuncion de que por encima de 0.3 mM se activa una corriente diferente fue
fuertemente apoyada por el hecho de que el ajuste de las corrientes obtenidas con
concentraciones 0.3 mM produce una respuesta maxima estimada del 86% muy similar a la
respuesta experimental obtenida con 0.3 mM (84%).

Esta proporcién de la conductancia tuvo un valor promedio de 0.18 + 0.08
para los receptores hsP2X y 0.65 £+ 0.08 para los receptores IsP2X. La diferencia
entre estos valores fue estadisticamente significativa (P<0.05). La relacion I/V no
fue totalmente lineal cuando los receptores IsP2X fueron estimulados con

concentraciones maximas (5 mM de ATP), probablemente debido a que los
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receptores hsP2X contribuyen fuertemente a las corrientes registradas con 5 mM
de ATP, como lo indica la curva concentracion respuesta.

8.3. Caracterizacion del efecto de varios inhibidores de los

receptores P2X; sobre los receptores hsP2X y IsP2X.

Encontramos que el azul brillante G (BBG, 0.3 yM) inhibié especificamente los
receptores IsP2X (14.5 + 4.5%; n=7; P<0.05), sin afectar los receptores hsP2X
(n=4; Figura 13). Se sabe que a concentraciones nanomolares de BBG es
especifico sobre los receptores P2X; (Jiang y Col., 2000), lo que sugiere que los
receptores IsP2X estan formados por subunidades P2X;. En tres de estas siete
neuronas, BBG indujo solamente una inhibicibn marginal (2.4 + 1%) de las
corrientes inducidas por ATP 1 mM, mientras que en las otras cuatro neuronas el
efecto inhibitorio fue mucho mayor (23.6 + 2.3%), lo que sugiere que los
receptores IsP2X estan presentes en diferentes densidades entre las neuronas
mientéricas.

Se sabe que el ATP oxidado inhibe los receptores P2X; y se ha reportado
que su efecto es dificil de lavar (Michel y Col., 2000). En nuestras manos, una
concentracion de 0.3 yM de este antagonista inhibi6é, de manera reversible y con
igual magnitud (50%), las corrientes inducidas por 0.1 y 1 mM de ATP (Figura 13,

P<0.001), lo que indica que el ATP oxidado actua sobre los receptores hsP2X.
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Figura 12. Una fuerte rectificacion entrante se ve para las corrientes de alta sensibilidad que
para las de baja sensibilidad. Curva corriente-voltaje obtenida en presencia de dos diferentes
concentraciones de ATP, en la mismas neuronas mientéricas (n=6). El ATP se aplicé durante ~2 s

cada 5 min. Los valores de las Iatp s€ normalizaron con respecto a su amplitud observada a -60
mV para cada neurona y para cada concentracion. Las Iarp se registraron utilizando un protocolo
de rampa de voltaje, como se describe en la seccién de métodos

Debido a que los receptores hsP2X muy probablemente contribuyen a la
mayor parte de la corriente inducida por ATP 1 mM (~86%), no podemos estar
seguros de si el ATP oxidado también esté bloqueando a los receptores IsP2X.
Observamos efectos inhibitorios similares (~15%) con el A-438079 (0.3 uM; Fig.
13; P<0.05), otro conocido antagonista de los receptores P2X; (Nelson y Col.,
2006). Estas observaciones muestran que el ATP oxidado y el A-438079, inhiben
a los receptores hsP2X pero no estamos seguros de su efecto sobre los
receptores IsP2X.

1-[N, O-bis (1,5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-1-tyrosyl]-4-piperazine (KN-62)

solamente inhibio ligeramente la corriente inducida por 0.1 y 1 mM de ATP (Figura
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13). Sin embargo, esta inhibicion no fue diferente de la inducida por DMSO (el
disolvente usado; 0.1%), lo que indica que KN-62 no afecta a los receptores
hsP2X ni a los IsP2X. También se ha encontrado que KN-62 es inactivo sobre los
receptores P2X7 de rata (Hibell y Col., 2001; Humphreys y Col., 1998).

8.4. BzATP es un agonista parcial de los receptores hsP2X y es

inactivo sobre los receptores IsP2X

El 2’-3'-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP) es un agonista que tiene una
afinidad de 10-30 veces mayor que el ATP por el receptor P2X; de humano
(revisado por Anderson and Nedergaard, 2006) pero es inactivo sobre los
receptores P2X; de cobayo (Fonfria y Col., 2008). En el presente estudio, BZATP
(0.01 — 1 mM) evocd una corriente entrante (lszatp) en 45 de las 47 neuronas
mientéricas de cobayo tratadas, esta respuesta fue dependiente de Ila
concentracion y al parecer es monofasica (Figura 14A 'y 14B), siendo su valor ECsg
de 142 + 21 yM, un coeficiente de Hill de 1.39 + 0.2 y una respuesta maxima
estimada de 48 £ 3 % de la amplitud de la corriente inducida por ATP 1 mM. Si la
IszaTP €S mediada por los receptores P2X; lo que esperamos es que esta corriente
fuera aditiva a la corriente inducida por ATP mediada por los receptores hsP2X.
Sin embargo, encontramos que estas corrientes no fueron aditivas, por lo
contrario, el BzZATP (0.1 mM) inhibié un 20 + 7 % las corrientes inducidas por 0.1
mM de ATP (n=6; P<0.05; Figura 15). Ademas, la relacién I/V para las lg.atp revela
una fuerte rectificacion entrante con una proporcion de conductancia de 0.05 +
0.04 (Figura 11A; n=3), el BBG (0.3 pM) no afecto las Ig.ate, mientras que el ATP
oxidado las inhibié (Fig 16B; P<0.05) y el KN-62 afecto las lg.atp al igual que su

disolvente, DMSO (Figura 16B).
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Por ultimo, el BBG a concentraciones =1 yM inhibio las lg.atp, asi como las
latr 20 yM mediadas por los receptores hsP2X (Figura 16C). Para ambas
corrientes, esta inhibicién fue dependiente de la concentracidon, con un valor I1Csq
de 2.7 £ 0.04 uyM y un coeficiente de Hill de 1.4 £ 0.03 para la Iatp mediada por los
receptores hsP2X, y un valor ICso de 7.1 £ 1.0 uM y un coeficiente de Hill de 1.3 +
0.2 para la lgzate. En conjunto, estos experimentos indican que el BzATP es un
agonista parcial de los receptores hsP2X pe8ro es inactivo sobre los receptores

IsP2X.

) Figure 13. El BBG (0.3 pM) es el unico
A ?EEA;{/IP antagonista que inhibié los receptores
i P2X de baja sensibilidad sin afectar los

ATP 1 mM __ se— de alta sensibilidad. A, Corrientes de

f célula-completa de una neurona mientérica

mostrando los efectos inhibitorios del ATP

JOS nA oxidado (OxiATP; registro central), efectos

que son reversibles 5 min después de

retirar este inhibidor (registro a la derecha).

KN-62 DMSO B, Corrientes de célula-completa de otra

B 10uM  0.01%_ neurona mientérica mostrando que el KN-
ATP I mM —H — —ﬂ — 62 o solo su solvente (DMSO) inhibieron

\ X ;
ligeramente las corrientes. Por lo que se

/ / / concluye que el KN-62, por si mismo, no
‘/ ‘ ‘/ afecta las corrientes inducidas por el ATP
(Iatp)- C, Amplitud de las corrientes, como
porcentaje de la Iarp control, inducidas por
una concentracion baja y otra alta de ATP
en la presencia de varios antagonistas de
los receptores P2X: 0.3 uM BBG (n = 4-7),

100 yM ATP oxidado (n = 6), 0.3 yM A-

438079 (n = 4), 10 yM KN-62 (n = 5-9) y

0.1% DMSO (n = 5-9). ElI ATP fue aplicado

’—l_l durante 5 s, cada 5 min. Todos los
1 0.

antagonistas fueron aplicados 2 min antes

o1 1 01 del ATP, excepto para el ATP oxidado, para

ATP Concentration (ln mM) el que se aplico 30 min antes. ElI KN-62 fue

disuelto en DMSO vy la concentracién final del DMSO en la solucién externa fue de 0.1% V/V. La

barras y las lineas sobre ellas representan el promedio y el E.S.M; * representa un valor de P <
0.05; NS=Diferencias no significativas (se utilizé la prueba no pareada de ¢ Student's).
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Figura 14. BzATP activa los receptores P2X
mientéricos con aproximadamente la mitad de la
eficiencia de ATP 1 mM. (A) Registros representativos
de las corrientes entrantes inducidas por ATP 1 mM o
BzATP 1mM en la misma neurona mientérica. Las
barras horizontales arriba de los registros indican la
aplicacion del agonista. Los agonistas fueron aplicados
durante 5-10 s en intervalos de 5 min. El potencial de
membrana fue fijado en -60 mV. (B) Curva
concentracion-respuesta para BzATP en neuronas
mientéricas de cobayo. Los simbolos representan los
promedios y las lineas verticales son el S.E.M. de las
corrientes relativas de 5 a 25 neuronas. BzATP fue
aplicado durante ~5 s cada 5 min a diferentes
concentraciones. Las respuestas inducidas por las
diferentes  concentraciones de BzATP  fueron
normalizadas con respecto a aquellas observadas con
ATP 1 mM en cada célula. La curva sigmoidea es el
mejor ajuste obtenido con una funcidn logistica de tres
parametros, siendo el valor EC5y de 142 uM.

BZATP
L1
ATP ATP
|
7 ]

\OSnA

Figura 15. BzATP inhibi6 las corrientes mdumdas por bajas concentraciones de ATP lo que
sugiere que es un agonista parcial de los receptores P2X. Corrientes de célula completa
inducidas por ATP (1 mM) antes, en presencia de BzZATP (0.1 mM) y 5 min después de lavar el
BzATP. BzATP inhibe la accion del ATP cuando se aplicaron de forma concomitante (n = 7). Las
corrientes se obtuvieron de la misma neurona mientérica a un potencial de membrana de -60 mV.
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A nA Figura 16. Los receptores P2X activados
02 por BzATP muestran las mismas
propiedades que las activadas por bajas
i concentraciones de ATP. (A) Curva
60 mV o T corrientes-voltaje (I/V) de las respuestas
; inducidas por BzATP 100 pM de ftres
neuronas mientéricas. La curva I/V revelo una
fuerte rectificacion entrante. Las corrientes
fueron registradas usando el protocolo de
rampas de voltaje como se describe en
métodos. (B) Las barras y las lineas en la
parte superior de éstas representan el
promedio y el S.E.M. del porcentaje de la
amplitud de la corriente inducida por 0.1 mM
de BzATP en presencia de varios inhibidores:
BBG 0.3 pM (n = 6; no fue estadisticamente
diferente de su control), ATP oxidado 100 uM
(n = 4; P<0.05), KN-62 10 uyM (n = 5; P<0.05)
and 0.1 % DMSO (n = 5; P<0.05). Todos los
antagonistas fueron aplicados 2 min antes de
la aplicacion de BzATP, excepto el ATP
03uM 100uM 10uM 0.1 % oxidado, el cual fue aplicado 30 min antes del
agonista. La lIg,atp fue inhibida por ATP
oxidado pero no fue por BBG (0.3 puM). El
efecto de KN-62 y su disolvente, DMSO, fue
practicamente el mismo, lo cual indica que el
BzATP KN-62 no tiene efecto por si mismo. El *
100 uM indica una P < 0.05. (C) Las concentraciones
de BBG 21 |JM inhibieron las lg,atp Yy Iatp de
0.1 1 10 100 alta sensibilidad de una manera dependiente
Concentracién de BBG (en uM)  de la concentracion.  Curvas concentracion-
respuesta para el efecto inhibitorio de BBG
(0.3-300 uM) sobre las corrientes inducidas por 20 yuM ATP y 100 uM BzATP. Los datos se
ajustaron bien a una funcion logistica de tres parametros y los valores ICsq obtenidos fueron 2.7 +
0.04 pM (con un coeficiente de Hill de 1.4 + 0.03) para el ATP y 7.1 £ 1.0 yM (con un coeficiente de
Hill de 1.3 + 0.2) para BzATP. Cada punto representa los valores del promedio + S.E.M. de 3-7
neuronas.

Corriente Inducida por
BzATP (% of Control)

801

ATP
40 20 uM

Inhibicién de la
Corriente (en %)

8.5. Deteccion del ARNm del receptor P2X; mediante RT-PCR en
neurona unica.
También investigamos la presencia del ARNm de las subunidades P2X7; y P2X;
mediante el uso de RT-PCR en célula unica. EIl ARNm del receptor P2X; fue
encontrado en 7 de las 13 neuronas analizadas (54%; Figura 17), mientras que el
ARNmM del receptor P2X, se encontr6 en 13 de las 14 neuronas analizadas.

Solamente las neuronas que resultaron positivas para P2X,; fueron analizadas
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para la detecciéon del transcrito del receptor P2X;. Estos productos fueron
secuenciados y resultaron idénticos al subtipo P2X7; y P2X, de cobayo. El tamafio
de cada producto de PCR fue predicho por su correspondiente secuencia de
ARNmM. Es poco probable que la falta de ARNm del receptor P2X; en 6 neuronas
pueda ser atribuida a razones metodoldgicas (por ejemplo, degradacién total de
ARNmM durante la preparacién), puesto que amplificamos el ARNm del receptor
P2X; en todas estas neuronas. El ARNm del receptor P2X; fue encontrado en 13
de las 14 neuronas amplificadas. Sin embargo, no se descarta que la degradacién
del ARNm pudiera ser la causa de un falso negativo. Estos datos indican, que los
receptores P2X,; y P2X; estan ampliamente distribuidos en las neuronas

mientéricas de intestino de cobayo.

1 2345 6 7 8 9101112131415161;

bp .
300— - B I g e ———— ]
850— — - =

Figura 17. Deteccion de ARNm de la subunidad P2X; revelado por RT-PCR en célula unica.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio al 1%. El producto de PCR de
280 pares de bases (pb) corresponde al cDNA de la subunidad P2X; (arriba) y el producto de 845
pb corresponde al cDNA del P2X; (abajo). El carril 1 corresponde al marcador de pesos molecular
de 1 Kb, el carril 2 es el control negativo sin templado, el carril 3 es un control positivo usando
tejido de intestino completo; el carril 4 es un producto de PCR de 500 pb correspondiente al ADN
gendmico de la subunidad P2X; y los carriles 5-17, son los productos de PCR de 13 neuronas
mientéricas
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IX. DISCUSION GENERAL

Varias de nuestras observaciones demuestran que las Iatp en neuronas
mientéricas de cobayo son mediadas por la activacion, de al menos, dos
poblaciones diferentes de canales P2X: 1) dos fases en la curva concentracion-
respuesta del ATP; la primera fase tiene una alta sensibilidad al ATP ( ECso 38
pMM) por lo que le llamamos receptores P2X de alta sensibilidad (hsP2X, por sus
siglas en inglés) y la segunda fase tiene una baja sensibilidad al ATP (ECso 1759
pMM) y los nombramos receptores P2X de baja sensibilidad (IsP2X, por sus siglas
en inglés). 2) dos grados diferentes de rectificacion de las Iatp, una mediada por
los receptores hsP2X y otra por los receptores IsP2X; 3) la inhibicion especifica de
los receptores IsP2X por una concentracién nanomolar de BBG; 4) la presencia
del ARNm de las subunidades P2X, y P2X7; en neuronas unicas y 5) la activacion
especifica de los receptores hsP2X por BzATP.

Nuestros datos también muestran, al igual que en estudios previos (Barajas-
Lopez y Col., 1993; Barajas-Lopez y Col., 1996a; Guerrero-Alba y Col., 2010; Hu y
Col., 2001; Zhou and Galligan, 1996), propiedades farmacoldgicas vy
electrofisiolégicas de los receptores hsP2X. Por ejemplo, las cinética de
desensibilizacion es lenta, muestran la misma sensibilidad al ATP y ATP-y-S, son
insensibles a a,B-meATP, son inhibidos por PPADS, y al menos una subpoblacion
de canales parece tener un sitio de unién para suramina que media la inhibicion.
Estas propiedades farmacologicas, la amplia inmunoreactividad para la subunidad
P2X; en la gran mayoria de las neuronas mientéricas (Castelucci y Col., 2002) y la

presencia abundante del ARNm de la subunidad P2X; (en el 93% de las neuronas
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mientéricas; presente estudio), apoyan fuertemente la hipdtesis de que esta
subunidad forma parte de los canales P2X de alta sensibilidad.

Es importante aclarar, que el mecanismo de accion de la suramina sobre
las |atp mediadas por los receptores hsP2X mientéricos de cobayo es complejo,
por el hecho de que ambos efectos (potenciacion e inhibicidn) coexisten en
algunas neuronas, mientras que la potenciacién parece ser el unico efecto en un
subgrupo de neuronas, que a veces es enmascarado por un efecto inhibitorio
(Guerrero-Alba y Col.,, 2010). Ambos efectos son dependientes de la
concentracion. De este modo, la suramina principalmente potencia las Iatp a
concentraciones micromolares bajas pero un efecto inhibitorio aparece a
concentraciones altas. Ademas, el efecto inhibidor y potenciador son mediados por
dos diferentes sitios de union a suramina Observaciones como éstas sugieren que
los receptores hsP2X son canales P2X; heteroméricos, por su combinacion con
otras subunidades P2X (por ejemplo: P2Xg, P2X5 0 P2X3). También es posible que
los receptores hsP2X estén conformados por diferentes variantes de P2X,. En
apoyo a esta posibilidad, se conoce la expresidon de tres variantes funcionales de
la subunidad P2X; en la céclea de cobayo, las cuales tienen diferentes
sensibilidades a la suramina (Chen y Col., 2000). Otra interpretacion seria que el
efecto potenciador de suramina observado a concentraciones bajas de ATP en
cobayo sea a través de una subunidad diferente que este formando parte de los
canales hsP2X. Al respecto, se ha observado el efecto potenciador de suramina,
también para los receptores recombinantes P2X4 de cerebro de ratén y este efecto
fue mas fuerte cuando estos canales se co-expresaron con una variante

recombinante corta (P2X4s) presentes en este tejido (Townsend-Nicholson y Col.,
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1999). Por ello, es posible que las subunidades P2X4 puedan ser responsables del
efecto potenciador de suramina en los receptores P2X de neuronas mientéricas de
cobayo. Sin embargo, no se ha encontrado inmunoreactividad para esta
subunidad en estas neuronas (Hu y Col., 2001), lo que sugiere que otra subunidad
o un subtipo de la subunidad P2X4 muy diferente puede ser responsable del efecto
potenciador reportado en nuestro trabajo previo (Guerrero-Alba y Col., 2010).
Esta claro que para entender la base molecular de las propiedades de los
receptores hsP2X y IsP2X, tienen que ser clonadas las diferentes subunidades (y
sus variantes) y analizarlas en un sistema de expresion heterologo.

Muy probablemente, en estudios previos (Barajas-Lopez y Col., 1993;
Barajas-Lopez y Col., 1996a; Guerrero-Alba y Col., 2010; Hu y Col., 2001; Zhou
and Galligan, 1996) se caracterizaron las propiedades farmacologicas y
electrofisiolégicas de los receptores hsP2X debido a las siguientes razones: 1) En
estos estudios fueron usadas concentraciones de ATP <300 yuM para caracterizar
las Iatp, 2) Fue descrita una fuerte rectificaciéon entrante para las latp, ¥ 3) Se
encontraron valores de ECsy de 40 a 114 uM para el ATP y otros nucle6tidos que
se comportan como agonistas completos (Barajas-Lopez y Col., 1996a; Guerrero-
Alba y Col.,, 2010; Hu y Col.,, 2001; Zhou and Galligan, 1996). Nuestras
observaciones también extienden la caracterizacion farmacoldgica previa de los
receptores hsP2X, demostrando que el BzATP es un agonista parcial de estos
receptores, el BBG es un antagonista a concentraciones micromolar, el KN-62 no
es activo, y el A-438079 y ATP oxidado son antagonistas reversibles para los

receptores hsP2X.
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Las propiedades farmacoldgicas y electrofisiologicas de los receptores
IsP2X, y la presencia del ARNm (presente estudio), asi como la inmunoreactividad
para la subunidad P2X7 reportada previamente (Hu y Col., 2001), indican que los
receptores IsP2X estan constituidos por subunidades P2X;, y que son
probablemente homoméricos. Este es el primer estudio que describe la
contribucion de los receptores P2X; a las corrientes de células completa en
neuronas mientéricas de cobayo.

Las siguientes evidencias experimentales demuestran que los receptores
IsP2X estan formados por subunidades P2X;. En primer lugar, la baja potencia del
ATP para activar estas corrientes es similar a la que reportan trabajos previos con
receptores P2X; recombinantes de cobayo (ECso 602 pM; Fonfria y Col., 2008) y
otras especies (ECso 220-1200 pM; Fonfria y Col., 2008; North, 2002). Segundo,
la reduccion en la rectificacidn entrante cuando los receptores IsP2X fueron
activados, lo cual esta de acuerdo con reportes previos que indican que la relacion
I/V es lineal para los receptores P2X; (North, 2002; Surprenant y Col., 1996).
Tercero, los receptores IsP2X son inhibidos por concentraciones nanomolares de
BBG, que se sabe inhibe especificamente los receptores P2X; a estas
concentraciones (Jiang y Col., 2000). Cuarto, BzZATP no activé a los receptores
IsP2X, lo cual esta en acuerdo con lo reportado, de que este agonista es inactivo
sobre los receptores recombinantes P2X; de cobayo (Fonfria y Col., 2008)

La falta de efecto del KN-62 sobre los receptores IsP2X parece estar en
contra de nuestra interpretacion, de que los receptores IsP2X estan formados por
subunidades P2X7, debido a que se esperaba que este antagonista fuera activo,

como se ha reportado en receptores recombinantes P2X; de cobayo (Fonfria y
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Col., 2008). Sin embargo, ha sido reportado que las propiedades farmacoldgicas
(incluyendo su sensibilidad al KN-62) de este receptor ha sido reportado que
dependen en gran medida de los protocolos experimentales usados (Hibell y Col.,
2001). Es importante destacar que en el presente estudio, medimos corrientes de
membrana mediadas probablemente por “canales”, mientras que para los
receptores recombinantes P2X7, los autores midieron acumulacién de bromuro de
etidio, una funcion dependiente del “poro” (Fonfria y Col., 2008), y es posible que
el KN-62 afecte de manera diferente estas dos formas funcionales del receptor
P2X7;. En apoyo a esta explicacidn, discrepancias similares han sido reportadas
para varias sustancias (KN-62, ATP oxidado) que al parecer esta relacionadas con
las formas de “canal” y poro del receptor P2X; (Michel y Col.,, 2000). Una
explicacion alternativa es que las neuronas mientéricas de cobayo expresen una
variante alternativa del receptor P2X; resistente a KN-62.

Ha sido reportado previamente inmunoreactividad para la subunidad P2X;
en terminales nerviosas y cuerpos neuronales mientéricos del intestino de cobayo,
ademas, las propiedades farmacologicas de los supuestos receptores P2X; se
describen también en el mismo estudio (Hu y Col., 2001). Sin embargo, la
evidencia presentada aqui y las propiedades farmacolégicas del receptor
recombinante P2X; de cobayo (Fonfria y Col.,, 2008), indican que las
caracteristicas reportadas por Hu y Col. (2001) no son las mismas del receptor
P2X7 y que se asemejan mas a los descritos aqui para los receptores hsP2X. De
este modo, estos autores usaron 100 uyM de ATP o BzATP para activar y
caracterizar las propiedades farmacoldgicas de los supuestos receptores P2Xj5.

Sin embargo, los receptores P2X; recombinantes no son activados por 100 uM de
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ATP o por BzATP, en presencia de buffer de NaCl (Fonfria y Col., 2008). En el
presente estudio, hemos demostrado que la segunda fase de la curva
concentracion-respuesta de ATP se produce por encima de 300 uM y que muy
probablemente el BzZATP este activando a los receptores hsP2X, ya que su efecto
no se ve alterado por concentraciones nanomolares de BBG. Ademas, las lg.atp ¥
los receptores hsP2X son ambos inhibidos por este antagonista a concentraciones
en el orden de micromolares. Por ultimo, es poco probable que los receptores
hsP2X sean heterbmeros formados por subunidades P2X;, debido a que esta
subunidad al parecer no forma receptores heteroméricos con otras subunidades
P2X (North, 2002).

En nuestras manos, BzATP fue un agonista parcial para activar las
corrientes neuronales de membrana y sus efectos parecen estar mediados por la
activacion de los receptores hsP2X mas que por los receptores IsP2X. Por lo
tanto, Is;atp fue inhibida solo con BBG a concentraciones micromolares, de
manera similar que a los receptores hsP2X. Por otra parte, las lgate Y late
mediadas por los receptores hsP2X no fueron aditivas en los experimentos de
aplicacién conjunta, lo que indica que estos agonistas actuan en la misma
poblacién de receptores, de hecho, BzATP parece comportarse como un agonista
parcial sobre los receptores hsP2X debido a la inhibicion Iatp mediadas por estos
receptores. Ademas, las lg.atp también muestran una fuerte rectificacion entrante,
similar a los receptores hsP2X. Nuestra interpretacion es apoyada también por el
hecho de que BzATP también esta inactivo en el receptor recombinante P2X; de

cobayo (Fonfria y Col., 2008).
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Nuestros datos farmacologicos indican que los canales P2X; pueden
contribuir con un 40% del total de la Iate en el 73% de las neuronas. Ademas, el
57% de las neuronas tuvo Iatp sensibles al BBG. Estas observaciones se
correlacionan bien con la deteccidon del ARNm de la subunidad P2X; que fue
alrededor del 54% en las neuronas analizadas, y con la inmunoreactividad

abundante en el plexo mientérico de la subunidad P2X7 (Hu y Col., 2001).

X. CONCUSIONES

Nuestras observaciones demuestran que al menos dos poblaciones de receptores
P2X median las latp en las neuronas mientéricas del intestino de cobayo, que
tienen una sensibilidad muy diferente al ATP. Los receptores P2X de alta
sensibilidad estan constituidos probablemente, por lo menos de manera parcial,
por subunidades P2X,. Los receptores de baja sensibilidad probablemente estan
conformados por subunidades P2X;. Se requieren estudios adicionales para

investigar el papel funcional de los receptores P2X7; en neuronas mientéricas.
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The whole-cell configuration, several pharmacological tools, and single-cell RT-PCR were used to investigate
the contribution of P2X7 subunits to the ATP-induced currents (Ixrp) in guinea pig myenteric neurons. Iarp
was recorded in the great majority of tested neurons. ATP concentration-response curve (0.01-10 mM)
showed two phases, the first mediated by high-sensitive P2X receptors (hsP2X receptors), observed between
0.01-0.3 mM and the second mediated by low-sensitive P2X receptors (IsP2X receptors). The calculated ECsq

values of these phases were 38 and 1759 UM, respectively. 2’-3’-0-(4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP) :
concentration-response curve was monophasic (0.01-1 mM), and less potent (ECsg 142 pM) than ATP to 3:
activate hsP2X receptors. A strong inward rectification was noticed when hsP2X receptors were activated :

with ATP (0.1 mM) and for BzZATP-induced currents (0.1 mM; Ig,a7p) but a significant lower rectification was
noticed when IsP2X receptors were activated (5 mM). Brilliant blue G (BBG) at a concentration of 0.3 uM

(known to inhibit only P2X7 receptors) reduced Ixtp when IsP2X receptors contributed to it but neither affect :
hsP2X receptors nor Ig,otp. However, hsP2X receptors and Ig,atp were both inhibited by concentrations >1 pM :
of this antagonist. BzZATP inhibited hsP2X receptors and therefore, it behaves as partial agonist on these :

receptors. Using the single-cell RT-PCR technique P2X7 mRNA was detectable in 7 out of 13 myenteric
neurons exhibiting P2X2 mRNA. Altogether, our results show that low-sensitive P2X receptors are likely P2X7,

whereas, the high-sensitive P2X channels are probably constituted, at least in part, by P2X2 subunits.

© 2011 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Adenosine 5’-triphosphate (ATP) has excitatory effects in central
and peripheral neurons (see (Burnstock, 2006; Galligan and North,
2004; North, 2002; Ochoa-Cortes et al., 2010)) including enteric
neurons (Barajas-Lopez et al., 1994; Barajas-Lopez et al., 1996a;
Galligan and Bertrand, 1994), via the activation of membrane ion
channels named P2X receptors. Seven P2X (P2X1-P2X7) subunits
have been cloned, which appear to be organized as trimers to form
functional channels (Khakh et al., 2001). P2X channels can be formed
by the same (homomeric) or different (heteromeric) subunits giving
origin to specific pharmacological and physiological properties for
each combination, which is further complicated by species differences
and alternative splicing (Anderson and Nedergaard, 2006). The
properties of P2X receptors have been determined mainly in studies
using recombinant receptors but the detailed knowledge of P2X
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native receptors has been hampered by the lack of selective agonists
and antagonists for each receptor subtype (Anderson and Nedergaard,
2006; Khakh et al., 2001; North, 2002).

Immunoreactivity for three different P2X subunits has been
reported in myenteric neurons of guinea pig small intestine: including
for P2X2 (Castelucci et al.,, 2002; Xiang and Burnstock, 2004), P2X3
(Poole et al., 2002; Van Nassauw et al., 2002), and P2X7 (Hu et al.,
2001). P2X2 subunit is widely distributed in most myenteric neurons
of the small intestine whereas P2X3 subunit was reported to be less
frequent. Immunoreactivity for the P2X7 subunit was described to be
abundant in nerve fibers running through the ganglia and in areas
surrounding the membrane of myenteric neuronal cell bodies of the
ileum (Hu et al.,, 2001).

It has been proposed that P2X7 channels contribute to the whole-
cell currents induced by ATP (Iarp) in myenteric neurons of guinea pig
(Hu et al., 2001). However, the electrophysiological and pharmaco-
logical data reported in that study have been questioned by Galligan
and North (2004) and are in clear controversy with the pharmaco-
logical properties recently reported for guinea-pig P2X7 recombinant
receptors (Fonfria et al., 2008). Thus, in the former study (Hu et al.,
2001), ATP concentrations <100 uM were consistently used to
determine the effect of various P2X7 receptor antagonists but a

Please cite this article as: Valdez-Morales, E., et al., P2X7 receptors contribute to the currents induced by ATP in guinea pig intestinal
myenteric neurons, Eur. J. Pharmacol. (2011), doi:10.1016/j.ejphar.2011.07.019
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ANEXO 2

Guerrero-Alba R., Valdez-Morales E. E., Juarez E. H., Miranda-Morales M.,
Ramirez-Martinez J. F., Espinosa-Luna R., Barajas-Lopez C. (2010). Two suramin
binding sites are present in guinea pig but only one in murine native P2X myenteric
receptors. Eur. J. Pharmacol. 626: 179-185.
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Whole-cell patch clamp recordings were used to characterise the physiological and pharmacological prop-
erties of P2X receptors of mouse and guinea pig myenteric neurons from the small intestine. ATP application
induced a rapid inward current in 95% of recorded neurons of both species when were voltage clamped
at — 60 mV. Concentration-response curves for ATP (1-3000 pM) yielded ECsq values of 114 and 115 uM for
mouse and guinea pig myenteric neurons, respectively, with a Hill coefficient value of 1.02 and 0.79, re-
spectively, which were not significantly different of unity. o,,3-methylene ATP (100 uM) was virtually inactive
in both species. Pyridoxalphophate-6-azophenyl-2’,4’-disulphonic acid (0.01-30 uM) inhibited the ATP-
induced currents (Iarp) with a different potency; being the ICso 0.6 and 1.8 pM in mouse and guinea pig,
Enteric neuron respectively. In mouse myenteric neurons, Irp Were inhibited by suramin whereas in guinea pig neurons we
Gastrointestinal tract observed two effects, potentiation and inhibition of these currents. On guinea pig, both effects of suramin had
ATP different recovering kinetics and concentration dependency, indicating that they are mediated by at least two

Keywords:
Myenteric neuron
P2X receptor

Suramin different binding sites. Our observations indicate that myenteric P2X receptors in these two species have
PPADS different pharmacological properties.

(mouse) © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
(guinea pig)

1. Introduction

P2X receptors are a family of ionotropic cation channels, activated
by extracellular adenosine 5’-triphosphate (ATP). To date, seven P2X
subunits have been cloned (P2X;_7), and the subunits may assemble as
trimers to form functional P2X receptors (Torres et al., 1999). All P2X
subunits, except P2X6, have been reported to form functional homo-
meric receptors and all of them can combine with others to form
heteromeric functional receptors with an unknown stoichiometry but
with specific biophysical and pharmacological properties (Bo et al.,
1995; Brake et al.,, 1994; Chen et al.,, 1995; Surprenant et al., 1995;
Valera et al.,, 1994). These properties, defined in heterologous
expression systems, are helpful to propose putative subunit com-
binations of P2X native receptors of a given tissue. However, phar-
macological profiles of these recombinant P2X receptors do not always
match those of the endogenous P2X receptors, thus it is plausible that
some native receptors are hetero-multimeric channels composed of

Abbreviations: o,3-meATP, o,3-methylene ATP; Iarp, ATP-induced currents; PPADS,
Pyridoxalphophate-6-azophenyl-2',4’-disulphonic acid.
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different P2X subunits or different subtypes of subunits produced by
alternative splicing (Evans et al., 1995; North, 2002).

Experimental evidence for the existence of at least three different
P2X subunits has been found in myenteric neurons of the guinea pig
small intestine. Thus, immunoreactivity has been shown for P2X,
(Castelucci et al., 2002), P2Xs, (Poole et al., 2002; Van Nassauw et al.,
2002) and P2X; subunits (Hu et al., 2001). In murine myenteric
neurons, immunoreactivity for P2X; (Ren et al., 2003), P2X5 and P2X5
(Ruan and Burnstock, 2005) has been demonstrated. Lack of inmuno-
reactivity for P2X;, P2X4 nor P2Xg subunits has been reported in mouse
(Ruan and Burnstock, 2005) and guinea pig (Hu et al., 2001) myenteric
neurons.

There are controversial findings regarding the pharmacological
properties of myenteric P2X receptors, which could reflect the exis-
tence of different receptor subtypes and interspecies differences. For
instance, suramin, an antagonist for many P2X receptors was reported
to potentiate (Barajas-Lopez et al., 1993, 1996a), to inhibit (Galligan
and Bertrand, 1994), or have not effect (Glushakow et al., 1998) on
responses mediated by myenteric P2X receptors of guinea pig small
intestine. A more recent study, reports that suramin can both poten-
tiate and inhibit these receptors in these neurons (Hu et al., 2001).
In rat myenteric neurons, the inhibitory effect of suramin on P2X re-
ceptors has been the only described effect (Ohta et al., 2005). There-
fore, we carried out a comparative study in murine and guinea pig
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