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Resumen

“Concentraciones fisiologicas de zinc tienen un efecto dual sobre los
receptores P2X de las neuronas mientéricas del cobayo”

En este trabajo caracterizamos los efectos farmacolégicos de las concentraciones
fisioldgicas de zinc sobre los receptores mientéricos nativos del intestino delgado
del cobayo y las isoformas P2X2 presentes en la mayoria de las neuronas
mientéricas. Este es el primer estudio que describe efectos opuestos —inhibitorio y
potenciador del zinc en estos receptores P2X. No fue posible determinar si ambos
efectos dependen de la concentracion, aunque el efecto inhibitorio parece ser
mediado por antagonismo competitivo y depende de la concentracién. El efecto
potenciador parece ser mediado por los cambios alostéricos inducidos por el zinc
en los canales mientéricos P2X y se observa con mayor frecuencia en las neuronas
mientéricas con bajas concentraciones de zinc. El efecto inhibitorio es mas comun
en las variantes P2X2-1 y P2X2-2 que en los canales mientéricos. Sin embargo, en
las variantes el efecto potenciador es de igual magnitud que el efecto inhibitorio. Es
probable que el efecto inhibitorio y potenciador sean mediados por diferentes sitios
de unidn que parecen estar presentes en ambas variantes de P2X. En conclusion,
en los receptores P2X nativos mientéricos el zinc tiene efectos farmacologicos
cuantitativamente diferentes en comparacion con los observados en los canales en
los canales homoméricos P2X2-1 Y P2X2-2. Los efectos potenciadores e
inhibitorios del zinc sobre estos receptores son mediados por dos sitios de union
diferentes. Todos nuestros datos sugieren que los receptores P2X mientéricos tiene
una farmacologia mas compleja que los de los receptores P2X2 recombinantes, lo
que probablemente esté relacionado con otras subunidades que se expresan en las
neuronas mientéricas. Debido a que estos efectos duales ocurren a concentraciones
fisioldgicas de zinc, sugerimos que podrian participar en procesos fisioldgicos y

patologicos.

Palabras clave: Neuronas mientéricas; tracto gastrointestinal; ATP; Zinc;

receptores P2X recombinantes; receptores P2X nativos.
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Abstract

“Physiological concentrations of zinc have dual effects on myenteric P2X
guinea pig receptors”
We hereby characterized the pharmacological effects of physiological
concentrations of zinc on native myenteric P2X receptors from guinea-pig small
intestine and on P2X2 isoforms present in most myenteric neurons. This is the first
study describing opposite —inhibitory and potentiating— effects of zinc on these
P2X receptors. It was not possible to determine whether both effects were
concentration dependent, yet the inhibitory effect was mediated by competitive
antagonism and was concentration dependent. The potentiating effect appears to be
mediated by allosteric changes induced by zinc on P2X myenteric channels, which
is more frequently observed in myenteric neurons with low zinc concentrations. In
P2X2-1 and P2X2-2 variants, the inhibitory effect is more common than in P2X
myenteric channels. However, in the variants, the potentiatory effect is of equal
magnitude as the inhibitory effect. Inhibitory and potentiatory effects are likely
mediated by different binding sites that appear to be present on both P2X2 variants.
In conclusion, in myenteric native P2X receptors, zinc has quantitatively different
pharmacological effects compared to those observed on homomeric P2X2-1 and
P2X2-2 channels. Potentiatory and inhibitory zinc effects upon these receptors are
mediated by two different binding sites. All our data suggest that myenteric P2X
receptors have a more complex pharmacology than those of the recombinant P2X2
receptors, which is likely related to other subunits known to be expressed in
myenteric neurons. Because these dual effects occur at zinc physiological
concentrations, we suggest that they could be involved in physiological and

pathological processes.

Key words: Myenteric neurons; gastrointestinal tract; ATP; Zinc; P2X2 recombinant

receptors; P2X native receptors
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1. INTRODUCCION
1.1 El sistema nervioso autonomo

A lo largo de nuestra vida realizamos una gran cantidad de acciones, muchas de los
cuales son voluntarias, como saltar correr, hablar, etc. Sin embargo, otras muchas
acciones que realizamos las llevamos a cabo de manera automatica, algunas de las
cuales nos mantienen con vida tales como la frecuencia cardiaca, la digestion, la
frecuencia respiratoria, la salivacién, la sudoracion. A nivel neuroldgico, estos dos
tipos de acciones se llevan a cabo por dos sistemas del sistema nervioso; las
acciones voluntarias se llevan a cabo por el sistema nervioso somatico (SNS) y las
involuntarias por el sistema nervioso auténomo o vegetativo (SNA). Este ultimo esta
constituido por circuitos neuronales localizados preferentemente en el hipotalamo,
tallo cerebral y médula espinal y controla funciones corporales relacionadas con el
mantenimiento de la homeostasis (Purves 2004).

El SNA inerva el corazon, los pulmones, el tracto gastrointestinal, sistema
urinario, los vasos sanguineos, glandulas, etc. Las conexiones con los diferentes
organos diana del sistema son tanto motores como sensoriales. El sistema nervioso
vegetativo, en conjunto con el sistema enddocrino, mantienen los ajustes quimicos
continuos en la sangre, respiracion, circulacion, digestion, y respuestas del sistema
inmune que mantienen la integridad dinamica del medio interno (Squire et al. 2008;
Purves 2004).

La porcion motora del sistema autbnomo o vegetativo se divide en dos
componentes: el sistema simpatico SS, también conocido como sistema auténomo

toracolumbar y el sistema parasimpatico SPS cuyas fibras salen por nervios


https://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia_card%C3%ADaca
https://es.wikipedia.org/wiki/Digesti%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia_respiratoria
https://es.wikipedia.org/wiki/Salivaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Sudoraci%C3%B3n

craneales y sacros. Una tercera divisidn del sistema nervioso vegetativo es la
contenida dentro de la pared de las visceras abdominales, llamado sistema nervioso
entérico (SNE): que se encarga de regular el sistema gastrointestinal (Purves 2004)
Sistema nervioso entérico

| SNE se encuentra bajo la influencia de los sistemas simpaticos y parasimpaticos.
Los somas o cuerpos neuronales entéricos se encuentran dentro de dos plexos
ganglionares, el plexo mientérico y el submucoso (Figura 1). Estos plexos se
interconectan por una compleja red de fibras nerviosas y se localizan desde la parte
inferior del esofago hasta el esfinter anal, en humanos se calcula que las neuronas
son alrededor de 107 a 108, numero similar a las neuronas de la médula espinal

(Kandel et al. 2000).

Anatomia y fisiologia del sistema nervioso entérico

Las funciones gastrointestinales requieren del funcionamiento coordinado e
integrado de varios componentes del tubo digestivo como son: el epitelio mucoso,
submucoso, la musculatura lisa, vasos sanguineos, ganglios linfaticos y glandulas
anexas como son: glandulas salivales, pancreas o la vesicula biliar (Furness and
Costa 1980) . ElI SNE integra motilidad, secreciones, flujo sanguineo y respuestas
inmunes a través de una red neural cuyos cuerpos celulares se encuentran en la
pared del tubo digestivo (inervacién intrinseca) y que esta comunicado con el SNC
(inervacion extrinseca).

El plexo mientérico (Figura 1) esta situado entre la capa muscular
longitudinal y circular, y se extiende a lo largo de todo el tubo digestivo, del es6fago
hasta el recto. El plexo submucoso se ubica entre la capa muscular circular y la

mucosa Yy se localiza solo en el intestino delgado y grueso. En general, el plexo
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mientérico controla la contraccion y relajacién del musculo liso intestinal, mientras
que el plexo submucoso se ocupa del control de las funciones de absorcién y
secrecion del epitelio gastrointestinal, flujo sanguineo local y respuestas. Los dos
plexos estan conectados entre si y contienen neuronas motoras que inervan tanto
al musculo liso como a las células secretoras de la mucosa, asi como a las neuronas
sensitivas que responden a la distencion, a la tonicidad y a sefales quimicas
especificas (Furness 2000; Wood 2007).

El SNE controla la musculatura lisa, la microcirculacion local y el transporte
transepitelial, es responsable del reflejo peristaltico y del complejo motor migratorio
(MMC). Aunque es autonomo, el SNE mantiene estrechas conexiones con el SNC.
Posee una doble inervacidn extrinseca a través de los sistemas simpatico y
parasimpatico. Ambos plexos contienen fibras aferentes, sensoriales que transmiten
informacion a otras neuronas entéricas, las cuales pueden ser interneuronas
motoras. Estas ultimas son inhibitorias como excitatorias, dependiendo del efecto

gue ocasionen en el musculo liso intestinal. Las fibras

preganglionares parasimpaticas proyectan hacia los ganglios entéricos del
estdmago, el colon y el recto a través de los nervios vagos y pélvicos. Las fibras
simpaticas se originan fundamentalmente en los ganglios paravertebrales, aunque
algunas lo hacen en los ganglios prevertebrales y se proyectan fundamentalmente

a los plexos mientérico y submucoso (Figura 2). (Kandel et al. 2000; Saladin 2014).

1.2 Las neuronas entéricas y los principales neurotransmisores

Al igual que el sistema nervioso central, el sistema nervioso entérico tiene tres

clases de neuronas y se clasifican de acuerdo con su funcionalidad:

3



Neuronas motoras

Representan la conexion final motora con las células musculares lisas de las capas
circular y longitudinal. Se pueden sub-clasificar en motoneuronas (excitatorias e
inhibitorias), segun los neurotransmisores que codifican y también se pueden
subclasificar segun la capa muscular.

Por sus caracteristicas electrofisiolégicas se les clasifica como neuronas ‘S’, que al
ser estimuladas eléctricamente se generan potenciales postsinapticos excitatorios
(EPSPs) rapidos. Dentro de las motoneuronas podemos encontrar un pequeio
subgrupo, las neuronas secreto motoras y vasomotoras (Figura 3), que son
neuronas que se proyectan a mucosa y a vasos sanguineos locales (Furness 2000;
Costa et al. 2000).

Neuronas sensoriales

Llamadas también neuronas aferentes primarias intrinsecas (IPANs), tienen sus
cuerpos celulares tanto en los ganglios del plexo mientérico como en los del plexo
submucoso y proyectan sus terminales hacia la mucosa intestinal. Responden a
estimulos quimicos, deformacion mecanica de la mucosa y otros estimulos como el
estiramiento radial y la tensidn muscular. Presentan varios receptores unidos a
proteinas G que cuando se activan también producen despolarizaciones similares
a EPSPs lentos, en particular receptores activados por 5-HT, colecistoquinina
(CCK), prostaglandina PGE2, histamina y ATP, éste ultimo actuando a través de los
receptores P2Y inhibidores. Las IPANs estan interconectadas formando redes y
reciben entradas de otras IPANs, ademas se conectan con interneuronas y con
motoneuronas. Por lo general, no es frecuente que las neuronas sensoriales

intrinsecas reciban entradas sinapticas rapidas pero se ha encontrado que poseen



muchos de los receptores que median estas entradas como son los receptores
nicotinicos a ACh, 5-HT3, GABAa y P2X (Costa et al. 2000).

Interneuronas

Se han identificado en todas las regiones del tracto gastrointestinal, posiblemente,
son las neuronas que mas varian entre regiones. Las interneuronas forman cadenas
en direccion oral y aboral. Por lo tanto, se pueden diferenciar en interneuronas
ascendentes y descendentes (Furness 2000). Investigaciones farmacoldgicas de
transmision de neurona a neurona en el intestino delgado han revelado dos EPSPs
rapidos no colinérgicos, uno mediado por ATP y el otro por 5-HT. La transmision por
ATP es en una via descendente, sin embargo, ésta al parecer, no es una via para
el control de la motilidad a través de reflejos locales. Asi pues, el ATP podria ser un
neurotransmisor de las interneuronas o ChAT/SOM o ChAT/5-HT. Otra posibilidad
es que el ATP seria un neurotransmisor de un subgrupo de neuronas aferentes
primarias, las cuales tienen axones largos analmente dirigidos. Al igual que las

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

1.3 Transmision sinaptica en el SNE

La sinapsis es el sitio donde una neurona se comunica con otra. Dos elementos
pueden ser idéntificados en todas las sinapsis, el presinaptico y el postsinaptico. La
transmision sinaptica puede ser de dos tipos: una eléctrica debido a que la
comunicacién se establece a través de canales intercelulares (uniones
comunicantes) que se caracterizan por una baja resistencia eléctrica, y otra quimica
debido a que utilizan substancias llamadas neurotransmisores, las cuales son

liberadas del elemento presinaptico y activan proteinas receptoras en el

5



postsinaptico. En ambos tipos de comunicacion sinaptica se modula el potencial de
membrana en reposo del elemento postsinaptico. En la transmisiéon sinaptica
quimica, estos cambios de potencial suceden por la activacion de receptores que
modifican el flujo idnico a través de la membrana plasmatica (Kandel et al. 2000).
La transmision sinaptica en el SNE se realiza mediante receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) o receptores metabotrépicos y receptores directamente
asociados a canales i6nicos mejor conocidos como canales ionotropicos o canales

idnicos activados por ligando (LGIC).

Canales ionotropicos

Estos canales son proteinas integrales de membrana que son de gran importancia
para todos los organismos vivos, ya que proporcionan una barrera de baja energia
para que iones y algunas moléculas hidrofilicas logren atravesar las membranas
celulares hidrofobicas con velocidades de transporte cercanas a los limites de
difusién y participan en la comunicacion, sefializacién celular, estrés osmético,
contraccién muscular, entre otros. Los canales idnicos se dividen en tres grandes
grupos: Los receptores Cys-loop formados por asociaciones de 5 subunidades
(Nicotinicos ACh) constituida por los receptores ACh nicotinicos, 5HT3, GABAA,
GLICINA y canales activados por zinc, por otro lado, se encuentra la familia de los
receptores a glutamato conformados por tetrameros: NMDA, AMPA, Kainato y la
familia de los receptores purinérgicos o P2X los cuales estan formados por trimeros
(Figura 4).

El esquema de cada categoria muestra la ubicacién de los extremos
extracelulares e intracelulares, la cantidad de dominios transmembranales (cilindros

de colores) y los residuos de cisteina que participan en la formaciéon de enlaces



disulfuro (circulos amarillos) los cilindros rojos indican regiones a-helicoidales que
participan en la conduccion idnica selectiva. (Modificado de Collingridge et al.,

2009).

1.4 Receptores P2X

Los receptores P2X son canales ionicos permeables que responden a la union de
ATP (adenosin 5’-trifosfato) extracelular, en vertebrados los receptores P2X son
trimeros formados por subunidades individuales codificados por siete genes
distintos (P2X1-7, de acuerdo con el orden histoérico de clonacion), los cuales son
de 40% a 50% idénticos en su secuencia de aminoacidos, la mayoria de los subtipos
son permeables a Na*, K* y permeabilidad variable al Ca?*. Cada subunidad posee
dos dominios transmembranales, un dominio extracelular rico en cisteina de
aproximadamente 280 aminoacidos y uno intracelular que posee un amino y un
carboxilo terminal (Figura 5 A), cada canal del receptor P2X se compone de tres
subunidades, las cuales se pueden ensamblar formando complejos homoméricos
(P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X7) o heteroméricos (P2X112, P2X114, P2X1ss,
P2X2s3, P2X25, P2X26, P2X4s6), hasta ahora no se ha descrito que los receptores
P2X6 formen canales homomeéricos funcionales (North and Surprenant 2000; Gever
et al. 2006).

Cada receptor P2X homomérico muestra propiedades funcionales distintas,
en general la activacion de estos consiste en tres fases; una fase de entrada de
corriente que permite la activacion del receptor inducida por el agonista (fase de
activacién) una disminucién de esta respuesta en presencia del agonista (fase de

desensibilizacidon) y una caida variable de la corriente al remover el agonista hasta



alcanzar la linea base, indicando la finalizacién del efecto (fase de desactivacion;
Figura 5 B).

Los receptores P2X estan distribuidos en el organismo, y su respuesta
funcional ha sido observada en células musculares, en células neuronales y no
neuronales, dada su extensa distribucién juegan un papel importante en una gran
variedad de funciones fisiolégicas, incluyendo transmisién sinaptica, contraccion de
musculo liso e inflamacion (Gever et al. 2006).

La composicion funcional de las subunidades ha sido estudiada
especialmente en sistemas recombinantes junto con una comprensidon de algunas
de sus caracteristicas biofisicas, tales como selectividad idnica, permeabilidad y
cinética de activacion y desactivacion, aunque en muchas células y tejidos aun no
se ha logrado establecer que formas homomeéricas y heteroméricas de los canales
P2X transmiten las respuestas a ATP por la escasez de herramientas
farmacoldgicas potentes y selectivas (North and Surprenant 2000).

Los receptores P2X se encuentran ampliamente distribuidas en el sistema
nervioso periférico y central, se sabe que estan involucrados en la transmision
sinaptica rapida (North 2002). Los receptores P2X1. P2Xe contienen de 379-472
aminoacidos de longitud mientras que el receptor P2X7 contiene 595, esto debido al
incremento en la longitud del carboxilo terminal, la secuencia de los aminoacidos de
los receptores P2X difiere del restos de las demas canales ionicos activados por
ligando, en sus propiedades fisiologicas y farmacologicas (Burnstock 2013).

Los principales receptores P2X expresados por células neuronales entéricas

son P2Xz, P2Xs, P2Xz3, P2Xa, P2X7, distribuidos en ambos plexos tanto mientérico



como submucoso, y parecen estar involucrados en actividades de reflejo incluyendo
modulacion y reflejo peristaltico.

La importancia de los receptores P2X reside en su amplia participacion en la
comunicacién celular y su impacto en la funcion de varios érganos.

El estudio de las propiedades recombinantes de los receptores permite el
entendimiento las combinaciones de las subunidades en canales P2X nativos. Si
embargo debido a estos perfiles farmacolégicos de los P2X recombinantes no
siempre coinciden con los de los receptores nativos, hipotetizamos que algunos
receptores nativos son proteinas heteroméricas formadas por subunidades
producidas por splicing alternativo o con diferente estequiometria. (North and
Surprenant 2000; Burnstock 2013).

En neuronas de plexo mientérico de intestino de cobayo, existe evidencia
experimental que demuestra la presencia de diferentes P2X2 funcionales. Dos
variantes de P2X2 funcionales han sido reportadas una canénica (P2X2-2b) y una
segunda variante de splicing (P2X2-1a). También existe la prueba de
inmunoreactividad y mRNA para P2X3, mientras tanto la evidencia molecular y
electrofisiolégica indica la presencia de subunidades de P2X7 (Lifian-Rico et al.
2012).

Los purinoreceptores P2X se activan principalmente por ATP extracelular, y
aunque estan basicamente modulados por este, tambien pueden ser modulados por

varios metales traza y particularmente por el zinc.



1.5 El receptor P2X2 en neuronas mientéricas

El P2X2 se expresa en el sistema nervioso periférico y central, donde juega un rol
importante en la transmisién sinaptica mediada por ATP, tanto en terminales
nerviosas como sinapsis, esta subunidad es la unica de las demas subunidades en
la que se han identificado distintas variantes de splicing (P2X2 mRNA) en humano
(Lynch et al. 1999) rata (Simon et al. 1997) cobayo (Lifian-Rico et al. 2012), se ha
identificado que estas variantes tienen la capacidad de formar canales con
diferentes propiedades funcionales. Diversos estudios presentan evidencia que el
receptor P2X2 es predominante en neuronas de plexo mientérico, ademas de que
contribuye de manera importante en la respuesta de corrientes inducidas por ATP
(Liran-Rico et al. 2012) nuestro grupo de trabajo en estudios previos ha sugerido
gue en la neuronas mientéricas de cobayo existe una gran poblacion de receptores
P2X que tiene un alta sensibilidad al ATP y que probablemente constituida por la
subunidad P2X2, ya que se detecto mRNA para P2X2 en un porcentaje de neuronas
mientéricas mayor al 90% (Valdez-Morales et al. 2011; Lifian-Rico et al. 2012). En
este sentido también se ha reportado la expresidon del receptor P2X2 en subtipos
especificos de neuronas mientéricas de cobayo, entre las que se encuentran
neuronas motoras inhibitorias, neuronas secretomotoras no colinérgicas y neuronas
aferentes primarias, sin embargo, se distinguieron dos poblaciones de células unas
con inmurreactividad fuerte y otras con una débil (Figura 6), aunque no se reporta
la cantidad de neuronas que presentan una inmunoreactividad débil, pareciera que

30% de la neuronas presentan una inmunoreactividad fuerte (Castelucci et al. 2002).
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1.6 El gen del receptor P2X2

Se considera que el gen del P2X2 de mamiferos posee 11 exones y 10 intrones
(Brandle et al. 1997) y esta localizado en el cromosoma 5 en el ratéon y cromosoma
12 en rata y humano, en todas las especies de mamiferos, los genes del receptor
P2X2 se caracterizan por contener solo intrones cortos de 100 a 300 pb (en otras
especies, los intrones pueden tener hasta 20 kb). El producto proteinico de este gen
consiste en 471 aminoacidos para la isoforma completamente procesada y se
encuentra bien conservada entre sus ortélogos con una identidad proteica del 75%-
95%. (Lifan-Rico et al. 2012). El proceso de retirada de los intrones y conexion de
los exones se conoce como edicion (en inglés, splicing). A veces un mismo
transcrito primario o pre-ARNm se puede editar de diversas maneras, y permite que
con un solo gen se obtengan varias proteinas diferentes; a este fendmeno se le
llama variante de edicion (splicing alternativo), este se clasifica en cuatro diferentes
tipos de ediciones; omision de exon; sitios de edicidn alternativo 5’0 3"; exones
mutuamente excluyentes y de retencion de intrones (Figura 7).

En el 6rgano cortical de cobayo se ha clonado la subunidad P2X2
completamente procesada y dos variantes de edicion alternativas, P2X2-1, P2X2-2
y P2X2-3, en donde las primeras dos difieren en la longitud del extremo C-terminal
y la tercera tiene 2 aminoacidos adicionales en el dominio extracelular, todas son
capaces de formar receptores homomeéricos con diferentes propiedades funcionales
(Parker et al. 1998), también se han registrado otras variantes en ratén (Koshimizu
et al. 2006) y rata (Brandle et al. 1997). Recientemente en nuestro grupo de trabajo
se logro secuenciar dos subtipos de P2X2 (P2X2-1a; P2X2-2b), conocidos como

canénico y variante de edicidén respectivamente. Sin embargo, nuestros estudios no
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han demostrado que ambas se encuentran presentes en intestino de cobayo y que
presentan farmacologias distintas; en la Figura 8 se describe la organizacion de las

dos subunidades.

No se conoce agonistas o antagonistas que reconozcan selectivamente los
receptores P2X2 homomeéricos, pero se ha reportado que el unico receptor de la
familia P2X en que la respuesta al ATP aumenta acidez de la solucién extracelular,
asi como por la aplicacion de zinc (North and Surprenant 2000) sin embargo se han
reportado efectos opuestos dependiendo de la especie en el caso de la modulacion
por zinc.

A pesar de amplios efectos reportados para el zinc en varios canales P2X, su
efecto modulador sobre las variantes funcionales de los receptores P2X2 (P2X2-1a
y P2X2-2b) encontrados en neuronas de plexo mientérico de cobayo aun son
desconocidos.

Un estudio reciente reporta que en las neuronas del sistema nervioso entérico
el transportador del zinc niumero 3 (ZnT3) se encuentra presente en la mayoria de
las neuronas y se encuentra co-localizado con un amplio espectro de
neurotransmisores sugiriendo que el zinc podria desempefiar un papel importante
fisiologico y fisiopatolégico (Wojtkiewicz et al. 2012). No se han reportado efectos
del zinc en varios canales P2X (P2X2-1a; P2X2-2b) encontrados en neuronas
mientéricas de cobayo, pero aun existe mucha informaciéon por conocer. Esto es
importante debido a que se ha demostrado que los receptores a ATP median la
transmisién rapida y se sabe que los receptores P2X modulan otros canales

activados por ligando en las neuronas entéricas (Barajas-Lopez et al. 1998, 2002) y
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que podrian estar involucrados en procesos patolégicos no descritos. Por lo tanto,
el objetivo del presente trabajo fue caracterizar los efectos de este ion, utilizando
concentraciones fisioldgicas, en neuronas nativas de plexo mientérico de cobayo y

sobre canales homoméricos recombinantes de P2X2 (P2X2-1a; P2X2-2b).

1.7 El zinc como nutriente esencial

El zinc es esencial para multiples aspectos del metabolismo, la deficiencia del zinc
y sus efectos fisioldgicos estan mas relacionados con diversos cambios bioquimicos
qgue con una funcién especifica (King 2011), dada su amplia distribucién se sugiere
que cumple tres funciones basicas (King and Cousins 2006); la primera es la
catalitica como la fosfatasa alcalina, una enzima dependiente de zinc, cuya actividad
disminuye con bajas ingestas de zinc; la segunda es una funcion estructural; los
dedos de zinc tienen cisteinas en la estructura general de la proteina que permite
que el zinc tenga la facilidad de unirse a otros complejos. La tercera funcién es la
regulacion de la expresion genética; los componentes incluyen un factor de
transcripcion de union al metal (FTM) y un elemento de respuesta al metal (ERM)
en el promotor del gen regulado. El FTM adquiere el zinc en el citosol o nucleo y
después interactua con el ERM para estimular la transcripcion (Eide 2006; King and
Cousins 2006; Mohommad et al. 2012). Los transportadores de zinc también juegan
un papel importante, en el movimiento de este a varios organelos, y de esta manera
la regulaciéon de la funcion celular, como la liberacion de neurotransmisores tales
como el glutamato de las vesiculas sinapticas, que explica la relacion entre el zinc
y la funcion cognitiva (King and Cousins 2006), debido a que el zinc es el segundo

elemento traza mas abundante en el cuerpo y un nutriente esencial para la vida, con
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una concentracion en de plasma de que va de 10 yM hasta 30 uM, en el cerebro
puede alcanzar concentraciones hasta de 10 ug Zn/g de tejido fresco y su
concentracion intracelular se calcula como 150 uM.

La mayoria de los nutrientes son necesarios para funciones metabdlicas,
cuando se produce una deficiencia con funciones especificas, las concentraciones
tisulares disminuyen y se produce un defecto en una o varias vias metabdlicas
especificas lo que puede generar la aparicion de sintomas clinicos o bioquimicos
especificos, lo que es facil conocer, midiendo las concentraciones de zinc en el
tejido apropiado o identificar los signos clinicos especificos, a estos se le consideran
nutrientes de tipo 1. Los nutrientes de tipo 2 son necesarios para multiples funciones
metabolicas generales, por lo que responden a ingestas insuficientes de manera
diferente por lo que, si se produce una deficiencia, se observa en una caida
importante en las concentraciones endogenas y posiblemente una adaptacion
metabdlica para reducir la necesidad de funciones que tienen una gran demanda,
entre este tipo de nutrientes se encuentra el zinc (Golden and Golden 1981; King
2011).

El conocimiento de las funciones metabdlicas conocidas del zinc, estan
derivadas de las manifestaciones de su deficiencia (Tabla 1), por ejemplo en
pacientes con acrodermatitis enteropatica (enfermedad hereditaria asociada a una
absorciéon alterada del zinc (Figura 9), y las manifestaciones clinicas que se
presentan cuando se ejerce cierto estrés en el organismo como las enfermedades
hepaticas, que sugiere un cambio en la permeabilidad intestinal, infecciones como

peritonitis, liberacion de hormonas de estrés, los efectos de la deficiencia son
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particularmente obvios en la piel con erupciones eritematosas o placas escamosas
(Mohommad et al. 2012).

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de la deficiencia de zinc

Lesiones en la piel

Funciones mentales disminuidas, encefalopatia

Deterioro de la vision nocturna, metabolismo alterado de la vitamina A
Anorexia (Posibles alteraciones en la gusto y olfato)

Hipogonadismo

Disminucion en la curacion de heridas

N O o0 A WODN -

Alteracién inmune de la funcién aguda del olfato
(Modificada de Mohommad et al., 2012)
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El sistema gastrointestinal es el principal sitio de la regulacion de
homeostasis del zinc, el mecanismo implica los procesos de absorcion del zinc
exogeno Yy la excrecién enddgena por medio de heces (King et al. 2000).

Se considera al zinc un modulador atipico de canales ionotrépicos en el
sistema nervioso central, la nocion de que el zinc se almacena y se libera en las
neuronas después de una despolarizacion eléctrica, resalta la importancia en la
excitabilidad cerebral con grandes implicaciones farmacolégicas Yy fisiolégicas, el
zinc se libera desde terminales nerviosas junto con neurotransmisores en el cerebro
y tiene el potencial de modular los canales i6nicos y activar neurotransmisores
(Coddou et al. 2007), como es comun para otros canales idnicos activados por
ligando, se ha encontrado que los canales P2X pueden ser regulados por sustancias
enddgenas, en el caso del zinc se ha encontrado que modula las corrientes
inducidas por ATP y que su accion depende en gran medida de la composicion de
la subunidad presente en el receptor y en menor medida de la concentracion del
metal, son dos los efectos que este metal presenta, ya se la potenciacion o inhibiciéon
(Wildman et al. 1999; Huidobro-Toro et al. 2008).

Las subunidades P2X recombinantes ha facilitado el estudio dirigidos a las
caracterizaciones de los efectos regulatorios de varios componentes de estos
receptores, por instancia el zinc a concentraciones mayores a 100 uM es conocido
por su efecto inhibitorio en los receptores P2X1 y P2X7, pero con un efecto bifasico
sobre los receptores homomeéricos del P2X2 (P2X2-1a previamente conocido como
el canonico hasta lo reportado por Lifan-rico, 2012 potencia P2X3 y P2X4
(Nakazawa and Ohno 1997; Virginio et al. 1997; Wildman et al. 1999; King et al.

2000; Clyne et al. 2002).
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En receptores nativos el zinc potencia las corrientes inducidas por ATP en
neuronas de ganglio nodoso de ratas, pero inhibe las neuronas en ganglios de la
raiz dorsal de la rana toro y en neuronas del ganglio pélvico en cobayo (Li et al.

1997; Liu et al. 1999; Zhong et al. 2001)
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2. JUSTIFICACION

En el sistema nervioso entérico se ha mostrado la existencia del transportador 3 del
zinc, asi como en la mayoria de las neuronas y se co-localiza con un amplio nimero
de substancias involucradas como neurotransmisores (Wojtkiewicz et al., 2012). Lo
apoya la hipétesis de que este metal podria jugar un papel importante en la fisiologia
y patofisiologia. A pesar de que los efectos del zinc sobre varios receptores P2X
han sido reportados no se conocen sus efectos, a concentraciones fisiologicas,
sobre los receptores P2X nativos de neuronas mientéricas y sobre los receptores
P2X2 (P2X2-1a y P2X2-2b) expresados por estas neuronas. Esto es importante
porque los receptores P2X mientéricos participan en neurotransmision y pueden
interaccionar con otros receptores activados por ligando (Barajas-Lopez et al., 1998;

Barajas-Lopez et al., 2002).

3. HIPOTESIS
Los efectos moduladores del zinc sobre varios receptores P2X apoyan la idea de

que este ion modula también los receptores nativos mientéricos del cobayo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar los efectos de las concentraciones fisiolégicas del Zinc en los
receptores mientéricos P2X nativos y en los canales recombinantes homomeéricos
P2X2-1a; P2X2-2b siendo estos los mas comunes en neuronas mientéricas de

cobayo.
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5. ANALISIS DE DATOS

Los datos se expresan como las media * el error estandar de la media. El numero

de células es representado por la n, y las curvas concentracion respuesta se

ajustaron a una funcion logistica.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Equipo y material de laboratorio

1.

Caja de petri Pyrex (Sigma-Aldrich, CLS3160102) con el fondo cubierto con

una capa de 5 mm de Sylgard® 184 (Dow Corning Co., Auburn MI).

. Tijeras rectas de iris (World Precision Instruments).

Pinzas suizas rectas #5 (WPI).

Microscopio de diseccion (Nikon, SMZ645).

Centrifuga Biofuge, (Cat. Primo R, from Haeraus).

Pipetas Pasteur de cuello largo (Corning cat # 7095B-9).

Placas de cultivo cellular con 24 pozos (Eppendorf, cat # 0030722019)

Cubre objetos redondeados de 12 mm (Bellco Glass, Inc. Vineland, NJ).

6.2 Reactivos

. Suero de cobayo (obtenido en el laboratorio)

Colageno estéril de cola de rata (obtenido en el laboratorio).

Hidrobromuro de Poli-D-lisina (Sigma # P-7280)

. Medio Esencial Minimo (MEM; Cat. #11700-077-1x10L) de GIBCO Lab (Life

Technologies Inc., Grand Island, NY).

Se prepararon y almacenaron soluciones de los siguientes reactivos: 200
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8.

9.

mM L-glutamina (Sigma cat # G-8540), 1000U/mL penicilina con 1 mg/mL
estreptomicina (Sigma, Cat. #P-4333) y 1.5 M glucosa (Sigma, Cat #G-
7528).

Medio Leibovitz's L-15 (GIBCO Lab, Cat. #41300-039-10x1L).

Suero fetal bovino (American Type Culture Collection, Cat #30-2020).
Papaina (Worthington Biochemical Co., 35.6 mg P/mL).

Colagenasa (Worthington Biochemical Co., 244 U/mg).

10. Dispasa Il (Proteasa neutral, Roche cat #164859).

11.L-cisteina (Sigma, Cat #C-7880).

12.Otras sustancias utilizadas: ATP (SIGMA), Zinc (SIGMA). Las soluciones

madre fueron preparadas en solucion externa. Las concentraciones finales
fueron obtenidas por la dilucién de estas soluciones con la solucion del bafo.

Fueron almacenadas a -4°C.

6.3 Medio de cultivo y otras soluciones

1.

Solucion de Krebs modificada, compuesta de con lo (mM): 126 NaCl, 1.2
NaH2PO4, 1.3 MgCl2, 2.4 CaCl2, 4.5 KCI, 25 NaHCO3, 11 glucosa; la
solucién se mantuvo oxigenada constantemente con 95% O2 y 5% CO2.

El medio de crecimiento fue 94.5% MEM adicionado con suero de cobayo
(2.5% vlv), L-glutamina (2 mM), penicilina (10 U/mL), estreptomicina (10
pMg/mL), glucosa (15 mM) y ARA c¢/FudR (10 uM).

Medio L-15 modificado. Para preparar 100 ml de medio se agrega 87 ml de
Leibovitz's L-15 (GIBCO, Cat. #41300-039-10x1L), 10 ml de suero fetal

bovino, 1 ml de cada solucidon madre descrita antes. Asi las concentraciones
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finales fueron: 2 mM L-glutamina, 15 mM glucosa, 10 U/mL penicilina and
10ug/mL estreptomicina.

4. Solucidn salina balanceada de Hanks -Colagenasa (libre de calcio/magnesio,
GIBCO), adicionado con colagenasa (1 mg/mL) y dispasa (4 mg/ml).

5. Solucion salina balanceada Hanks’-Papaina (libre de calcio/magnesio,
GIBCO), adicionado con papaina (9 U/mL) activado con L-cisteina (0.4
mg/mL) NaHCO3 1 mM (9 U/mL).

6. ATP sal disddica (Sigma-Aldrich) se preparé una solucibn madre a una
concentracion de 10 mM en solucion externa y se almacend. Las soluciones
de ATP fueron hechas por diluciéon de la solucién madre en solucion de
registro, se ajusto el pH entre 7.3-7.4.

7. Solucion interna, para electrodos de registro (en mM): 140 CsCl; 5.5 NaCl;
10 EGTA; 5 HEPES; 4.5 MgClz; 4.5 ATP-Na 4.5; 0.1 GTP.

8. Cloruro de zinc (Sigma-Aldrich) se preparé una solucion madre a una
concentracion de 10 mM en solucion externa y se almaceno. Las
concentraciones finales de zinc para los experimentos fueron hechas por
dilucion de la solucién madre en solucion de registro, se verificod el pH entre
7.3-7.4.

9. Solucién externa de registro (en mM):160 NaCl; 10 Glucosa 5 HEPES; 3

CsCl; 2 CaClz y ajustar el pH a 7.5.

6.4 Preparacion de los cultivos primarios

Cobayos jovenes de la cepa Hartley (150-250 g) hembra y/o machos, fueron

sacrificados por dislocacion cervical y desangrados inmediatamente después,
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cortando los principales vasos sanguineos del cuello, los procedimientos fueron
aprobados por el Comité Institucional de cuidado de animales del Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) y fueron tratados bajo las
especificaciones técnicas de produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio
establecidas en la norma oficial NOM-062-Z00-1999 y sacrificio humanitario de
acuerdo a la NOM-033-ZO0O-1995.

Se retir6 un segmento proximal de yeyuno (aproximadamente 6 cm de
longitud), se lavo el contenido y se colocdé en solucion Krebs modificada y
continuamente oxigenada en una placa de petri Pyrex con la parte inferior cubierta
con Sylgard® 184, donde el tejido fue fijado con alfileres para ser abierto
longitudinalmente con las tijeras de iris y a continuacion cortar de manera cuidadosa
los bordes para mantener la preparacién plana y ligeramente distendida para evitar
el desgarre del tejido. Las capas mucosa y submucosa del segmento fueron
disecadas, para después retirar la mayor parte de la capa muscular circular, dejando
la capa longitudinal con el plexo mientérico integrado en ella.

La preparacion mientérica se disocié usando dos tratamientos secuenciales
con soluciones enzimaticas (Barajas-Lopez et al. 1996). En ambos casos se
incubaron durante 10 minutos a 37° C; el primer tratamiento consistid en la
combinacion de papaina activada con L-cisteina y 1 mM NaHCOs; el segundo
consistio el tratamiento de colagenasa tipo 1-dispasa Il, las enzimas se inactivaron
y centrifugaron a 800 rpm con medio de Leibovitz's L-15 modificado, se desecho el
sobrenadante y se conservo la pastilla, este paso se repitio dos veces, a la pastilla
se le agregd Medio Minimo Esencial y se colocd sobre cubreobjetos redondeados

previamente tratados con poli-D-lisina o colagena de cola de rata estéril en cajas
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Petri de 24 pozos. Los experimentos se llevaron a cabo a partir de las 24 h después
de la disociacion neuronal hasta dos dias después para evitar el crecimiento de
neuritas. Los experimentos se realizaron en presencia de Cs* para disminuir la
activacién de las corrientes de los canales de potasio durante la aplicacion de los

compuestos.

6.5 Registros de Patch Clamp

Se sabe que el ATP modula los canales de membrana moduladas por potasio, de
las neuronas por la via de activacion de las proteinas G (Barajas-Loépez et al. 2000),
esto para disminuir la participacion de las corrientes de membrana distintas a las
mediadas por la activacion de los receptores P2X, utilizamos Cs* (un bloqueador de
los canales de potasio) durante los experimentos que a continuacion se describen.
Se realizaron registros electrofisiolégicos a partir de las 24 h de cultivo, se
utilizé la técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa. Las
corrientes de membrana fueron registradas usando un amplificador Axopatch 1D;
todos los experimentos se realizaron con una fijacion de voltaje de -60 mV.
El voltaje se ajusté usando pipetas de vidrio para Patch clamp de 100 yM y una
resistencia de 1-4 MQ. Para todos los experimentos, las pipetas se llenaron con
solucion interna, las corrientes inducidas fueron grabadas en una computadora
personal con el software Axoscope (Molecular Devices Corporation 1311 Orleans
Drive Sunnyvale, California 94089), estas corrientes fueron inducidas por el cambio
rapido de la solucion externa alrededor de la célula, utilizando un dispositivo de ocho

tubos, cada uno de ellos conectado a una jeringa conteniendo la solucién de lavado
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o la solucién experimental, este movimiento rapido usando un micromanipulador
(WR-88, Narishigue, Scientific Instruments Lab, Tokio, Japén).

La camara de registro se perfundié continuamente con solucién externa con
un caudal de 2 mL por minuto aproximadamente, las soluciones experimentales se
aplicaron utilizando un sistema de multi-jeringas que permiten cambios rapidos entre
soluciones control y experimentales, las neuronas se perfundieron constantemente
colocando los tubos con solucién control frente a la célula que esta siendo registrada
y la aplicacion externa de sustancias experimentales se consiguid cambiando
rapidamente la ubicaciéon de los tubos frente a la célula, la duracién de cada
aplicacion fue de 5 s aproximadamente, se ajustaron los volumenes para evitar la
variacion de la velocidad de flujo. Los experimentos se realizaron a temperatura

ambiente (aproximadamente 23° C).

6.1 Expresion heteréloga

6.1.1 Analisis de secuencia genémica de los receptores P2X2

La secuencia gendmica y cDNA que codifican para los receptores P2X2 fueron

obtenidos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) y de la base de datos del Ensembl

(http://www.ensembl.org).

Las estructuras del exon-intron del gen del P2X2 se derivd de la alineacion de la
secuencia del cDNA gendmico u obtenido directamente del NCBI.

Los receptores P2X2-2b (candnico) y el P2X2-1a (variante de splicing) fueron
obtenidos como se reporta previamente (Linan-Rico et al. 2012). El intron 11 se
conserva en el ultimo receptor, del cual se ha observado es el responsable de

diferentes propiedades farmacoldgicas vy fisioldgicas entre estos receptores. Estas
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secuencias de cDNA fueron enviadas al GenBank como P2X-1a (ID:FJ641871) y
P2X2-2b (ID:FJ641872).

6.1.2 Preparacién de ovocitos de Xenopus laevis

Las ranas fueron anestesiadas por inmersion en solucion de 10 mM de Tricaina (3-
etil éster acido aminobenzoico; sigma aldrich, MX) y los ovocitos fueron removidos
por diseccién. Los ovocitos en etapa V-VI fueron manualmente desfoliculados y
colocados en una solucion salina de almacenamiento conteniendo solucion Barth’s
(en mM): 88 mM NaCl; 0.33mM Ca(NOs)2; TmM KCI; 0.41 mM CaCl2;0.82 mM
MgSOs4; 2.4 mM NaHCO3 y 10mM HEPES, a un pH entre 7.2 y 7.4 ajustado con una
solucién de 5N NaOH. La cola de poliA del mRNA de P2X2 fue sintetizada con T7
mMensajero y mMachine (Life Technologies, Texas, USA). EIl mRNA fue disuelto en
agua libre de RN-asas a una concentracion final de aproximadamente 1 ug/uL,
alicuotado y almacenado a -70°C hasta su uso. Las células fueron inyectadas en
diferentes grupos de ovocitos por cada experimento. La inyeccion de P2X2-

1a/P2X2-2b se realizé en una proporcion 1:1.

6.1.3 Registros electrofisiolégicos en ovocitos

Las corrientes inducidas por ATP (latp) en ovocitos fueron registrados usando
fijacion de voltaje con dos electrodos con un amplificador Axoclamp 2B (Molecular
Devices Corporation Sunnyvale, California 94089). Las pipetas de cristal fueron
usadas como electrodos de registro (0.3-0.8 MQ de resistencia) las cuales fueron
llenadas con solucién interna de 2M KCl y 10 mM de EGTA. Las Iatp (corrientes
generadas por ATP) fueron registradas con una fijacién de voltaje de -60 mV y a

temperatura ambiente (21°-24° C).

25



6.1.4 Soluciones y reactivos de aplicacion

Las soluciones de ATP se realizaron en concentraciones de (1-100 mM), estas
fueron preparadas diariamente en solucion Krebs modificada (Ver medio de cultivo
y otras soluciones). La solucién de cloruro de zinc (1-10 mM) fue preparada usando
agua desionizada y almacenada a -20°C. La concentracion final de aplicacion fue
obtenida por medio de la dilucidn de las soluciones antes descritas, previamente a
su aplicacion. El pH fue ajustado a 7.3 con NaOH 5N cuando se requirio.

6.1.5 Aplicacién de sustancias

El ATP fue aplicado generalmente de 5 a 15 s hasta alcanzar la corriente maxima y
fue lavado entre aplicaciones de al menos 3 minutos. Para cada maniobra
experimental usamos al menos tres lotes de ovocitos de diferentes ranas. Cada
ovocito fue colocado en la camara de registro, la cual era perfundida de manera
continua, con solucion externa estandarizada para ovocitos, con un flujo de 3
mL/min: 88 mM NaCl 88; 2mM KCI ; 1mM CaCl; 1 mM MgCl2y 5 mM HEPES; el pH
fue ajustado entre 7.2 — 7.4 con una solucion de 5N NaOH entre 7.2-7.4.

Durante la aplicacién de sustancias, la solucion para perfundir la célula era
cambiada de manera continua por medio de un dispositivo de ocho tubos, cada uno
de estos tubos conectados a una jeringa la cual contenia un control y la solucion
experimental. El tubo contenido con la solucién control fue colocada al frente de la
célula registrada, y la aplicacion externa de las sustancias fue aplicada por el
movimiento rapido hacia otro de los tubos en frente de la célula estudiada, el cual
habia drenado previamente la solucion.

Los tubos fueron colocados frente a la célula utilizando un micromanipulador

Figura 10 A (WR-88; Narishigue Scientific Instrument Lab., Tokyo Japan). Las
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sustancias fueron removidas por lavado mediante el movimiento de los tubos de
aplicacion rapida Figura 10 B, regresando al tubo control, la solucién externa fue
aplicada por gravedad y los niveles de las jeringas ajustados regularmente con la

finalidad de mantener los niveles de fluido Figura 10 C.
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7. RESULTADOS

Las corrientes mediadas por ATP actuan en receptores P2X nativos

de neuronas mientéricas de cobayo

Las propiedades electrofisioldgicas y farmacoldgicas de las corrientes activadas por
ATP (latp) en modo célula completa en neuronas entéricas ha sido caracterizada
previamente y son mediadas por la activacion de canales catidnicos no especificos
(Barajas-Lopez, 1993) Usando la solucién interna estandar, el ATP indujo entradas
de corriente en 65 (87%) de las 75 neuronas registradas. Los valores de ECso para
el ATP fueron de 28 uM. La amplitud de las corrientes inducidas por 300 uM de ATP
varié de célula a célula, pero la amplitud se mantuvo alrededor de 1-3 nA. EL pico

medio de la amplitud de estas corrientes fue de -1.7 + 0.24 nA respectivamente.

Efectos del zinc en los receptores P2X nativos de neuronas

mientéricas

El zinc inhibi6é de 1-30 uM de las corrientes inducidas por ATP (Figura11 Ay 11 C)
o las potencio (Figura 11 B y 11 D) a concentraciones de 10 uM de ATP. Efectos
potenciadores como inhibidores fueron observados en aplicaciones secuenciales
como se muestra en la Figura 11 C y 11 D, la aplicacidén consistié en el siguiente
orden y se realizé con el movimiento rapido de los tubos de aplicacion; ATP > ATP
+ Zinc > ATP y también cuando las neuronas fueron pretratadas de 15 a 60 s con
zinc se observaron respuestas como las que se muestran en las Figura11 C y 11
D. Sin embargo, a bajas concentraciones (10 uM) ambos efectos llegaron a ser igual
de evidentes, como se puede observar en la Figura 12 A, sin embargo, a

concentraciones de 30 uM solamente se observa el efecto inhibitorio. Ambos efectos
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fueron vistos en la misma neurona con diferentes concentraciones de ATP (Figuras
11ayb).

Tales efectos del zinc no fueron dependientes de la concentracion (Los datos no se
muestran). Sin embargo, cuando graficamos la corriente observada en funcién de
concentracion de zinc (Figura 12 B) existio una correlacion entre la amplitud del
efecto inhibitorio y la concentracién de zinc. Debido a que el efecto inhibitorio fue
observado unicamente con 30 uM de zinc, nosotros investigamos si esta inhibicion

era dependiente de la concentracion.

La Figura 14 muestra las corrientes inducidas por ATP como una funcion de
la concentracién de ATP (100-300 uM) en la ausencia y la presencia de 30 uM de
zinc, como puede notarse, el efecto inhibidor practicamente desaparece a 300 uM

de ATP.
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Estas curvas de concentracion respuesta de ATP producen una ECso de 24
(control) y 450 (en Zn 30 pM) cuando se ajusta a una funcion sigmoidal. Ambos
efectos del zinc fueron completamente reversibles al removerse del tubo de

aplicacion.

Efectos del zinc en heteromeros de P2X2-1a y P2X2-2b

Los efectos de Zn 1-10 uM en corrientes inducidas por ATP 10 uM fueron estudiados
en ovocitos expresando canales heterémeros de P2X2-1a (n=25) o P2X2-2b (n=48).

La Figura 15 muestra los efectos inhibidores, potenciadores o no efecto
sobre las corrientes inducidas por ATP tales que fueron observadas en todos los

canales.

En los resultados se pudieron obtener dos de los efectos, las Figuras 16 Ay
C se muestran los mas comunes, en donde se observo la potenciacion en 20% e
inhibicion en un rango entre 50% - 80% de los ovocitos evaluados que expresaban
los canales heteroméricos. El efecto inhibitorio parece ser el mas prominente
cuando las concentraciones de zinc estuvieron en concentraciones que iba de 3 yM
hasta 10 uM y parece ser dependiente de la concentracion. Mientras que el efecto
potenciador se mostr6 como una forma de campana las cual pareciera ser
dependiente de la concentracion (Figuras 16 B y D). El zinc no tuvo efecto en

menos de 20% de los ovocitos como se muestra en las Figuras 16 Ay C.
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8. DISCUSION

Este es el primer trabajo que describe el efecto bifasico del zinc en receptores
nativos P2X en neuronas de plexo mientérico de cobayo, y en las dos variantes de
de P2X2 homomeéricos funcionales presentes en neuronas mientéricas. Aunque no
fue posible determinar si ambos efectos fueron dependientes de la concentracion
pudimos concluir que el efecto inhibitorio estaba mediado por antagonismo
competitivo y que parece ser dependiente de la concentracion de zinc.

Es probable que el efecto potenciador este mediado por cambios alostéricos
inducidos por el zinc en los receptores P2X de células mientéricas, efecto que se
observé con mayor frecuencia a concentraciones bajas.

Para ambas variantes del P2X2, el efecto inhibitorio fue el predominante. Si
embargo la magnitud del efecto potenciador sobre las variantes del P2X2 es igual
al efecto inhibitorio. Ambos efectos reportados probablemente estén mediados por
diferentes sitios de unién presentes en ambas variantes del P2X2.

Aunque se ha descrito que el zinc potencia los efectos de ATP en receptores
P2X mientéricos nativos de ratones no hay evidencia que demuestre inhibicién en
estas en neuronas de guinea pig (Wildman et al. 1998).El zinc inhibe virtualmente
los seis receptores homoméricos funcionales y potenciacidon unicamente para P2X2
(en ratas, pero no en humanos) P2X3, P2X4 Y P2X5 (Coddou et al. 2011). Similar
a lo que observamos con las variantes de P2X2, el zinc indujo la potenciacion con
mayor frecuencia a bajar concentraciones mientras que la inhibiciéon ocurrié con
mayor frecuencia a altas concentraciones.

No fue posible determinar el mecanismo de potenciacion, pero demostramos

que el efecto inhibidor probablemente este mediado por un antagonismo competitivo
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y que depende de la concentracion. Por lo tanto, los efectos inhibitorios del zinc
incrementaron con el aumento de las concentraciones de Zinc o ATP. Considerando
que solo se observo inhibicion a concentraciones de ATP = 100u cuando el ATP
cuando el ATP podria estar activando diferentes conjuntos de receptores
mientéricos P2X.

De acuerdo con esta hipotesis se ha propuestos que las actividades
moduladoras del Zinc en los receptores P2X dependen principalmente de la
composicion de la subunidad P2X 'y en menor medida de la concentracién del Zinc
(Huidobro Toro et al. 2008).

Por lo tanto, nuestros hallazgos, indican que la accion moduladora del zinc
en los receptores P2X depende principalmente de la composicion de la subunidad
del receptor P2X y en menor medida de la concentracion de Zinc (Huidobro-Toro et
al. 2008). En ratas el efecto modulador del zinc mas reportado es la potenciacion,
que aumenta las latp hasta 20 veces (Wildman et al. 1998) la cual puede ser eludida
mediante ciertas mutaciones unicas de histidina y alanina (His120A o His213A)
(Clyne et al. 2002). Sin embargo, en los receptores P2X humanos el efecto mas
comun es la inhibicidn un efecto que se atenua por mutaciones individuales (H204A
e H209A) y una mutacién puntual (R225C) el cual es suficiente para otorgarle al
receptor potenciacion (Tittle and Hume 2008).

Una mutante triple de estos receptores puede generarse por un grupo de
histidinas (H204A / H209A / H330A) la cual puede disminuir drasticamente, en
aproximadamente 100 veces la inhibicibn por Zinc en receptores hP2X2
(Punthambaker et al. 2012). Ademas, el P2X1 de rata es inhibido por Zinc, mientras

que el receptor rP2X3 se encuentra potenciado (Wildman et al. 1999).
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Estos hallazgos apoyan nuestra hipétesis de que el efecto dual del Zinc esta
siendo mediado por sitios de union independientes, es este sentido existe otra
sustancia que tiene una modulacion dual de los receptores P2X mientéricos de
cobayo, la suramina que tiene la propiedad de activar dos diferentes sitios de union,
en este mismo ensayo los autores también informan que las respuestas de la
suramina solo tienen efectos inhibidores sobre los receptores P2X mientéricos
murinos (Guerrero-Alba et al. 2010).

A bajas concentraciones (UM) el efecto inhibitorio en ambas variantes de
P2X2 es mas frecuente que la potenciacién cuando los canales fueron estimulados
con 10 uM de ATP, lo que nos sugiere que el sitio de union que media la inhibicion
es mas sensible. Dichos hallazgos contrastan con los observados en las neuronas
mientéricas donde las mismas concentraciones bajas de Zinc inducian una
potenciacion mas frecuente en las Iatp, 10 que nos sugiere que en los receptores
nativos P2Xestan involucradas otras subunidades, por ejemplo, P2X3 y P2X4, que
como previamente hemos demostrado se encuentran presentes en estas neuronas
(Castelucci et al 2002; Linan-Rico 2012; Nieto-Pescador et al 2013; Loera Valencia
et al 2014. En este sentido con la interpretacién se ha propuesto que la accion
moduladora del Zinc de los receptores P2X depende principalmente de la
composicion de la subunidad del receptor (Huidobro-Toro et al 2008), ya que se
sabe que el Zinc tiene efectos bifasicos en los receptores tanto en P2X3 como en
P2X4 (Wildman et al 1999; Coddou et al 2007). De acuerdo con la hipétesis de que
los receptores mientéricos P2X no solo estan constituidos no solo por los P2X2, el
hecho de que la suramina inhibe ambas variantes recombinantes P2X2, sino que

también tiene un efecto dual sobre los sobre los receptores mientéricos P2X
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(Guerrero-Alba et al 2010). La inmunoreactividad para P2X5 (Ruan y Busnstock
2005) y P2X6 (Yu et al. 2010) fue reportada en neuronas entéricas de roedores y
es probable que al menos uno de los efectos de Zinc mostrados en este trabajo esté
mediados por estas subunidades. Sin embargo, también es posible que existan
diferentes sitios de unién para ATP en una subunidad determinada y que estos sitios
estén modulados de manera diferencial por el Zinc. De esta manera nuestro grupo
ha infomado que los receptores P2X1 tienen dos sitios de union de ATP que se
distignuen claramente a través de su afinidad con el ATP y los direfentes tipos de
corrientes generadas (Lopez-Lopez et al 2016). Los receptores P2X7 también estan
presentes en las neuronas mientéricas pero debido a que estos receptores se
activan a concentraciones de ATP mayores de 300 uM, es poco probable
contribuyan a las latp, descritas en este trabajo.

Debido a que los receptores nativos P2X a menudo muestran propiedades
farmacologicas complejas es probable que se formen canales heteroméricos en las
neuronas mientéricas y que genere como resultado muchas conformaciones. Con
el hecho que, las herramientas farmacoldgicas son aun escasas y que a menudo
dependen y se diferencian en cada especie hace dificil determinar con precision la
poblacion de canales que podrian estar mediando los efectos del Zinc en los canales
P2X nativos. Ademas, diferentes estequiometrias podrian conferir nuevas
propiedades a los canales, como se mostré anteriormente en nuestro grupo de
trabajo (Jaramillo-Polanco et al 2016), lo que dificulta aun mas la tarea. Nuestras
observaciones, sin embargo, sugieren que en los receptores P2X2, estan mediando
al menos en parte los efectos del Zinc en las latp en las neuronas mientéricas, la

cual nos ha generado la posibilidad de estudiarlos en estudios futuros.
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El hecho de que los efectos del Zinc se observan a bajas concentraciones
(MM) sugiere que es tenga implicaciones fisioldgicas o fisiopatoldgicas reales.

La evidencia fisiologica indica que el sistema nervioso entérico, los
receptores P2X2 se expresan en las neuronas, donde desempefian un papel en la
neurotransmision sinaptica rapida (Galigan y Bertrand 1994). Con wuna
concentracion plasmatica de 10-30 uM el Zinc podria se capaz de modular la
transmision mediada por ATP, sin embargo la concentracidon plasmatica de Zinc libre
podria ser mucho menor (Huidobro-Toro; Toth 2011). Sin embargo, en la hendidura
sinaptica se cree que el Zinc alcanza concentraciones por encima de 10 yM (Sindreu
y Storm 2011).

La evidencia de que el Zinc se puede liberar de las neuronas entéricas
proviene del hecho de que la proteina especifica de que el trasportador de Zinc 3
esta presente en muchas neuronas entéricas (Wojtkiwicz et al 2012). Esta proteina
transfiere el Zinc del espacio citoplasmatico a las vesiculas sinapticas, cuyo
contenido se libera durante la neurotransmisién. La inmunoreactividad del
transportador de Zinc 3 incremento las condiciones inflamatorias que apoyan la idea
de que esta proteina desempeia un papel en estas condiciones patoldgicas.

De acuerdo con esta hipotesis, la suplementacion con Zinc se ha probado
contra la diarrea aguda en modelos animales, sin embargo, los estudios de control
en humanos indican que se requiere una mejor comprension de las bases
mecanisticas de los efectos del Zinc en la diarrea aguda (Kulkarni et al 2012).

En conclusion, el Zinc tiene propiedades farmacoldgicas distintivas en los
receptores nativos P2X de neuronas mientéricas de cobayo en comparacion con los

canales homoméricos P2X2-1a y P2X2-1b. El zinc tiene efectos inhibidores y
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potenciadores sobre estos receptores recombinantes que podrian esta mediados
por dos sitios de union distintos. Todos nuestros datos indican que los receptores
P2X mientéricos de cobayo tienen una farmacologia mas compleja que la de los
receptores P2X2 recombinantes lo que probablemente esté relacionado con la

presencia de otras subunidades en las neuronas mientéricas de guinea pig.
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9. FIGURAS
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Figura 1. Esquema de un corte transversal de un segmento de intestino

Localizacién de los plexos mientérico y submucoso entre las capas de la pared
intestinal (Modificada de Saladin, 2014).
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Figura 2. Vias aferentes y eferentes de los sistemas simpatico y parasimpatico

NTS: nucleo del tracto solitario. DRG: ganglio de la raiz dorsal. NDV: nucleo dorsal
del vago. GPV: ganglios prevertebrales (celiaco, m. superior, m. inferior, pélvico.
(Modificado de Kandel et al., 2000).
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Figura 3. Tipos de neuronas del intestino de cobayo

(1) interneuronas ascendentes; (2) IPAN mientérica; (3) neurona intestinofugal; (4)
motoneurona longitudinal excitatoria; (5) motoneurona longitudinal inhibitoria; (6)
motoneurona circular excitatoria; (7) motoneurona circular inhibitoria; (8)
interneurona descendente (reflejo local); (9) interneurona descendente (reflejo
secretomotor); (10) interneurona descendente (MMC); (11) IPAN submucosa; (12)
neurona secretomotora y vasodilatadora no colinérigica; (13) neurona
secretomotora y vasodilatadora colinérigica; (14) neurona secretomotora (no
vasodiladatora) colinérgica (Furness 2000).
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Figura 4. Esquema estructural representativo de los tres grupos de canales
ionicos regulados por ligando

A. La familia de receptores pentaméricos Cys-Loop, que comprende a los
receptores nicotinicos, 5-hidroxitriptamina, acido gama-aminobutirico, a glicina, y
los canales activados por zinc. B. Familia de receptores a glutamato, que incluye a
los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropionico (AMPA) y kainato. C. Familia de receptores purinérgicos
conformada por trimeros, los receptores P2X.
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Figura 5. Topologia y registro tipico de los P2Xr

A. Todas las subunidades comparten la misma topologia, poseen dos dominios
transmembranales (TM1 y TM2) y un dominio extracelular con 10 cisteinas
conservadas, en la parte intracelular un amino y un carboxilo. B. Registro de una
corriente tipica de los P2XR, activacion de los canales por la aplicacion rapida de la
agonista seguida de una desensibilizacion en presencia de este, y una caida de la
corriente al retirar el agonista.
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Figura 6. Presencia de P2X2 en neuronas mientéricas

Inmunoreactividad observada por medio de imagenes confocales de ganglios
mientérico de ileon. Se muestran neuronas con inmunorreactividad fuerte (flecha) y
deébil (asterisco). La barra representa una escala de 25 ym (Castelucci et al., 2002).
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Figura 7. Formas de edicion alternativa

Los cuatro tipos de edicion alternativa mas comunes. La prevalencia de cada tipo
esta conservada en humanos y ratones y se muestran entre paréntesis, el restante
representa ediciones alternativas ms complejas. Los exones constitutivos se
muestran en azul; las regiones empalmadas en naranja, los intrones con lineas
continuas, y las discontinuas indican las opciones de empalme (Modificado de Kim,
et al., 2008).
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Figura 8. Variantes de P2X2 intestinales, modelo de estructura génica

Representacion esquematica de la organizacion exon-intron del gen del P2X2.
Superior: primera organizacion candnica descrita del P2X2 de cobayo (cpoP2X2),
que consta de 11 exones y 10 intrones. Los exones e intrones de la region ORF se
representan como cajas y lineas respectivamente. Los numeros indican la longitud
(pb) en cada caso. Inferior Nuevo modelo de organizacion gendémica del P2X2
propuesto por Lifan-Rico et al., 2012 (cpoP2X2 *) en el que el exén XI (marcado en
gris) se divide en los exones Xl y Xll, separados por el intrén 11 (Modificado de
Linan-Rico et al., 2012).
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Figura 9. Paciente de siete meses de edad con diagnéstico de acrodermatitis
enteropatica

Dermatosis en parpados superiores, region perioral, pabellén auricular izquierdo,
como resultado de deficiencia de zinc (Martinez-Bustamante et al. 2017).
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Figura 10. Instrumentos utilizados para la aplicaciéon de sustancias

A) micro manipuladores para el movimiento fino de las mangueras con las
sustancias a aplicar. B) Tubos de aplicacion rapida de sustancias, cada uno se usa
para las distintas aplicaciones. C) jeringas para contener y medir el flujo de las
sustancias aplicadas.
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Figura 11. El zinc tiene un efecto potenciador e inhibidor en neuronas de plexo
mientérico de cobayo

Figuras A y B. Las aplicaciones secuenciales (ATP > ATP+Zinc > ATP) inducen
efectos opuestos en diferentes neuronas. Figuras C y D. El pretratamiento de 15 a
60 segundos también tiene efectos opuestos en diferentes neuronas. Fueron
inducidas corrientes por ATP 10 uM y zinc a la misma concentracion.
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Figura 12. El zinc tiene acciones potenciadoras e inhibitorias en la misma
neurona de plexo mientérico de cobayo con diferentes concentraciones de
ATP

La figura A muestra el registro de una neurona con un tratamiento previo con zinc
el cual inhibe las corrientes inducidas por ATP (100 uM) de manera reversible. Sin
embargo, en esta misma neurona la activacion de las corrientes inducidas por ATP
con el agonista en mas bajas concentraciones (10 uM) resulta en una potenciacion
de la corriente mediada por el zinc (Figura B). Cada neurona se fijé a un potencial
de membrana de -60 mV (n=6).
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Figura 13. Graficas de la respuesta de células a

concentraciones crecientes de zinc

Las células se fijaron a un potencial de membrana de -60 mV. A. La proporcion de
neuronas mientéricas que responden a zinc. A bajas concentraciones el zinc con
mayor frecuencia una potenciacion de las corrientes inducidas por ATP, pero a 30
MM induce corrientes de inhibicion. La figura B muestra el cambio de magnitud
producido por las diferentes concentraciones de zinc en corrientes inducidas por

ATP.
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Figura 14. Inhibicién por zinc de receptores P2X de neuronas de plexo
mientérico por antagonismo competitivo

La curva concentracidon-respuesta en ausencia y presencia de Zn 30 yM. La
inhibicion por zinc en neuronas de plexo mientérico de cobayo fue abolida al
aumentar la concentracién de ATP, lo que sugiere que este efecto esta mediado por
antagonismo competitivo. Cada marca es el promedio de 4-neuronas. El potencial
de membrana fue fijado a -60 mV.
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Figura 15. El efecto del zinc sobre los heterémeros P2X21-1a y P2X2-2b

Los efectos son similares a los observados en los P2X de las neuronas de plexo
mientérico de cobayo. Rastros representativos de corrientes inducidas por ATP de
las corrientes registradas en ovocitos de Xenopus laevis expresando los receptores
P2X2-2b (Figuras A y B) o P2X2-1a (Figuras C y D). El potencial de membrana fue
fijado a -60 mV.
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Figura 16. Respuesta del zinc en homémeros de P2X2-1a; P2X2-2b

Las barras horizontales sobre la linea indican la aplicacion de 10 uM de ATP. (A) y
(C) muestran la distribucion de frecuencias del porcentaje de neuronas que
mostraron inhibicidén y potenciacion por zinc. Las figuras (B) y (D) muestran la
magnitud del cambio producido por diferentes concentraciones de zinc en
corrientes inducidas por ATP.
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