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RESUMEN

La serotonina es un estimulante potente del masculo liso del tubo digestivo, y en él
intensifica su tono y facilita el peristaltismo. Las acciones en cuestion son causadas
por la actividad directa de la serotonina en los receptores 5-HT, de musculo liso,
ademas de una accion estimulante en células ganglionares que estan en el sistema
nervioso entérico. En las ultimas décadas se han podido identificar hasta siete tipos
de receptor 5-HT, los cuales se designan de 5-HT; a 5-HT5. El receptor 5-HTsa ha
sido poco estudiado en el intestino. En este trabajo se estudié la coexpresion de los
receptores 5-HTsay 5-HTc en el intestino de rata neonata y adulta en las porciones
distal y proximal para conocer su distribucion y ver la posibilidad de considerarlos
blancos terapéuticos de medicamentos contra transtornos gastrointestinales o
problemas en la digestion de los alimentos. Se utilizaron técnicas de
inmunofluorescencia. Los resultados indicaron que la coexpresion de los receptores
serotoninérgicos 5-HTsa Yy 5-HTc se encuentra diferencialmente distribuida entre la
lamina propia y las células epiteliales de las vellosidades en las porciones distal y
proximal Unicamente de rata adulta.



1. INTRODUCCION

1.1 Serotonina (5-Hidoxitriptamina)

La serotonina es una monoamina neurotransmisora sintetizada por las neuronas
serotoninérgicas del sistema nervioso central y las células enterocromafines del

sistema digestivo (Chavez Ledn, 2008).
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Figura 1. Estructura quimica de la serotonina (5-hidroxitriptamina). Modificado de
Berumen, 2011.

La serotonina cumple la funcion de regular la motilidad gastrointestinal. La
serotonina es almacenada y secretada en las células enterocromafines y las
plaquetas. Aunque las reservas periféricas constituyen gran parte de la 5-HT del

cuerpo, esta monoamina actta también como neurotransmisor en el SNC.

La serotonina ha sido considerada como un neurotransmisor importante, asi como
hormona local en el intestino y componente del proceso de coagulacion por parte
de plaquetas. Las plaquetas son el principal lugar de almacenamiento de la
serotonina en la circulacion, debido a que tienen una amplia capacidad para
conducirla activamente a los granulos densos, las plaquetas activas liberan

serotonina de los granulos densos (Cordova-Pluma 'y col., 2011).

La serotonina esta ampliamente distribuida en la naturaleza, y se localiza en tejidos

vegetales y animales, venenos y sustancias urentes (depositadas en picaduras). Se
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sintetiza en sistemas bioldégicos a partir del aminoacido L-triptéfano por
hidroxilacién del anillo inddlico, a la que sigue descarboxilacién del aminoacido.
Después de la sintesis de la serotonina, la amina libre es almacenada o inactivada
a muy corto plazo, por lo comun por oxidacion por parte de la monoaminooxidasa
(MAO). En la glandula pineal la serotonina es una precursora de la melatonina,
hormona estimulante de melanocitos. En los mamiferos (incluidos los seres
humanos), mas de 90% de la serotonina en el organismo se encuentra en las

células enterocromafines en el tubo digestivo (Brunton, 2012).
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Figura 2. Sintesis de serotonina a partir de L-triptofano. Modificado de Iceta, 2008
1.2Intestino delgado

La serotonina esta presente en el intestino delgado, que es el segmento del tubo
digestivo de mayor longitud; comienza en la vertiente duodenal del piloro, y termina

a nivel de la véalvula ileocecal, también denominada valvula de Bahuin. Su longitud



es de 4 a 7 m, dependiendo del tono de la pared muscular. Se divide en tres

regiones: duodeno, yeyuno e ileon como se muestra en la figura 3.

La actividad motora del intestino delgado tiene dos finalidades: 1) facilitar la
digestion y la absorcion de los alimentos favoreciendo la propulsion del quimo, y 2)
una funcién defensiva, impidiendo la proliferacion bacteriana y reduciendo el tiempo
de contacto de algunos componentes agresivos de la dieta (Fernandez-
Tresguerres, 2010).

Figura 3. Secciones del intestino delgado

2. ANTECEDENTES

2.1Receptores a serotonina

La serotonina posee innumerables acciones, y al igual que la histamina, muestra
diferencias entre muchas especies, lo cual dificulta las generalizaciones. Las
acciones de la serotonina son mediadas por un niamero extraordinariamente grande
de receptores de membrana celular (cuadro 1). Se han identificado siete familias de
subtipos del receptor 5-HT, seis que incluyen los receptores acoplados a proteina G
del tipo 7 pases transmembranales y un canal i6nico regulado por ligando. Este
ultimo receptor (5-HT3) es un miembro de la familia de acido nicotinico/GABAA de

las proteinas de los conductos de sodio y potasio.



La serotonina es un estimulante potente del musculo liso del tubo digestivo, y en
ellas intensifica su tono y facilita el peristaltismo. Las acciones en cuestion son
causadas por la actividad directa de la serotonina en los receptores 5-HT, de
musculo liso, ademas de una accion estimulante en células ganglionares que estan
en el sistema nervioso entérico. La activacion de los receptores 5-HT,4 en el sistema
nervioso entérico hace que se intensifique la liberacion de acetilcolina, y con ello
media el efecto procinético o de intensificacion de la motilidad, propio de agonistas

selectivos de la serotonina.

2.1.1 Receptores a serotonina en intestino

Las células enterocromafines en la mucosa gastrica constituyen el lugar de sintesis
y la mayor parte del almacenamiento de 5-HT en el organismo y constituyen la
fuente de 5-HT circulante. La liberacion basal de 5-HT intestinal, aumenta por la
distension mecéanica, como la causada por los alimentos, asi como por el estimulo

vagal eferente.

En el tracto digestivo, cuando la serotonina es liberada por las células
enterocromafines, da origen a una gran diversidad de respuestas motoras y
sensoriales a través de neuronas del plexo submucoso y mientérico, y de absorcion
y secrecion, a través del propio epitelio intestinal. Tanto los plexos como el epitelio
intestinal responden a la 5-HT a través de una gran diversidad de receptores
serotoninérgicos, lo cual permite modular la actividad digestiva. De este modo, la 5-
HT inicia respuestas tan diversas como nauseas, voOmitos, secrecion intestinal y
peristaltismo, desarrollando un papel importante como neurotransmisor (Gershon,
2006). Por otro lado, induce la alteracién de la absorcion intestinal de nutrientes
(Salvador y col., 1997) y de la secrecion de agua y electrolitos (Hardcastle y col.,

1999), para lo cual desarrolla su actividad como sustancia endocrina/paracrina.



Cuadro 1. Subtipos de receptores de serotonina

Subtipo de Distribucion Mecanismo
receptor posreceptor
Nucleos de Rafe,
5-HTa hipocampo Gi,¢ CAMP
Sustancia negra,
5-HT 5 globo palido, Gi¢ cAMP
ganglios basales
5-HT1p Cerebro Gi,¢ Camp
Corteza cerebral Gi,¢ CAMP
5-HT &
Corteza cerebral,
5-HTq¢ hipocampo Gi,‘ cAMP
Sistema nervioso Go, EPSP lento
5-HTp entérico
Plaquetas, musculo
5-HT,a liso, corteza Gq,41P3
cerebral
Fondo del
5-HT,g estdmago Gq,41P3
Coroides,
hipocampo, Gq,41P3
5-HT,c sustancia negra
El receptor es un
Area postrema, conducto i6nico
5-HT; nervios sensitivo y de sodio y
entérico potasio
Neuronas del SNC Gsy{ cAMP
5-HT, y mientéricas,
musculo liso
5-HTsag Cerebro v CAMP
5-HTs 7 Cerebro Gsy cAMP




Existen por lo menos seis subtipos de receptores de 5-HT (cuadro 2), que

estimulan o inhiben la motilidad del musculo liso gastrico o intestinal.

La 5-HT intestinal desencadena contracciones peristalticas cuando es liberada en
respuesta a la acetilcolina, al estimulo de los nervios simpéticos, la elevacién de la

presion intraluminal y al pH reducido (Brunton, 2012).

2.1.1.1 Receptores 5-HT

Existen tres subtipos de receptores a serotonina 5-HT, los cuales se acoplan con
las proteinas Gq/G;; insensibles a la toxina pertussis y activan a la fosfolipasa C,
generando de esta manera dos mensajeros, el diacilglicerol (cofactor en la
activacion de la PKC) y el inositoltrifosfato (que moviliza los depdsitos intracelulares
de Ca®"). Asimismo, los receptores 5-HT,a Y 5-HTac activan a la fosfolipasa A,
(figura 4), fomentando la liberacion de acido araquidonico (Brunton, 2012).

Barnes y Sharp, en 1999, mencionaron que una caracteristica de todos los genes
en la familia de receptores 5-HT> es que tienen dos intrones (en el caso tanto de los
receptores 5-HT,a ¥ 5-HT2g) 0 tres intrones (receptores 5-HT,c) en la secuencia de

codificacion (Barnes, 1999).

2.1.1.1.1 Receptores 5-HT,c

Los receptores 5-HT,c abundan en el plexo coroideo, tejido epitelial que constituye
el sitio principal donde se produce el liquido cefalorraquideo. El receptor 5-HT,c se
ha implicado en el control de la produccion de liquido cefalorraquideo, el habito
alimenticio y el estado de animo (Kimura, 2009). El receptor 5-HT,c es el Unico
receptor acoplado a proteinas G regulado por medio de la edicion de RNA. Este
mecanismo genera muchas isoformas de receptores 5-HT,c con modificaciones en
los tres aminoacidos dentro de la segunda asa intracelular; las isoformas editadas o
modificadas tienen diversas eficiencias en el acoplamiento a la proteina G
modificada. Existen variantes empalmadas de receptores 5-HT,a ¥ 5-HT2c, pero no

codifican proteinas estructurales (Brunton, 2012).
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Cuadro 2. Algunas acciones de la 5-HT en el aparato digestivo

LUGAR RESPUESTA RECEPTOR
Liberacién de 5-HT 5-HT3
Células enterocromafines | Inhibicién de la liberacién 5-HT,4
de 5-HT
Células de los ganglios Liberacién de ACh 5-HT,4
intestinales Inhibicion de la liberacion 5-HT1p, 5-HT1a
(presinapticas) de ACh
Células de los ganglios Despolarizacion rapida 5-HT3
intestinales Despolarizacion lenta 5-HT1p
(postsinapticas)
Musculo liso intestinal Contraccion 5-HT2a
Musculo liso del fondo Contraccion 5-HT2s
gastrico
Musculo liso del esoéfago Contraccion 5-HT,4

Se han utilizado recientemente anticuerpos especificos de 5-HT,c para mostrar el
resultado de la presencia de la proteina del receptor en el plexo coroideo (mayor
densidad) y en un nivel inferior en la corteza cerebral, hipocampo, el cuerpo
estriado, y la sustancia negra de rata y una distribucion similar en el hombre
(Kennett, 1994).

Los estudios actuales investigan la expresion de receptores a la serotonina
involucrados en la regulacién central de la ingesta de alimentos, el apetito y el
gasto de energia, con especial énfasis en el nivel de la edicion del receptor 5-HT,c
(Schellekens, 2012).

La clonacion parcial del receptor a 5-HT,c en raton fue seguido por la
secuenciacion del clon de longitud completa, inicialmente la rata, luego en el ratén y

el humano (Barnes, 1999).
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Figura 4. Cascada de sefalizacion del receptor serotoninérgico 5-HT,c. Modificado
de Bonn, 2011.

2.1.1.1.2 Receptores 5-HTsa

Estos receptores, estan acoplados negativamente a la adenilatociclasa, via
proteina G inhibitoria (Gi) (Grailhe, 2001). Noda en 2003 reportd que la activacion
de 5-HTsa provoca multiples mecanismos de sefializacion y regulan la funcion

neuronal en una forma mas compleja.

El receptor 5-HTsa estd formado por 357 aminoacidos y en el humano tiene una
localizacion cromosomal 7q336.1 mientras que en la rata se encuentra en el
cromosoma 4qgl11 (Hannon y Hoyer, 2008). A la fecha ha sido clonado a partir de

ratén, rata, cerdo y humano (Thomas, 2006).



2.2 Desarrollo del intestino

La madurez del intestino delgado es un reflejo de la duracién del periodo de
gestacion. A pesar de las diferencias temporales en la ontogenia del intestino
delgado entre las especies, los procesos involucrados en su desarrollo del intestino
delgado son similares. Asi, el intestino humano pasa a través de cada una de las
etapas que se producen en roedores, de modo que los estudios con animales se

pueden utilizar para entender mejor el desarrollo del intestino humano.

El desarrollo del intestino delgado se compone de tres etapas: (1) proliferacion
celular y la morfogénesis, (2) diferenciacion celular, y (3) maduracién funcional.
Gastrulacion es el proceso mediante el cual el intestino primitivo se forma. Este
consiste en el endodermo, el precursor al revestimiento epitelial del tracto
gastrointestinal (Gl), rodeado por mesénquima. En los seres humanos, este
proceso se inicia a las tres semanas de gestacion. Las funciones fisioldgicas
atribuidas al intestino delgado, se desarrollan los ultimos 7 dias del periodo
gestacional de la rata, compuesto de 21, donde un rapido y complejo
remodelamiento de procesos llevara a la formacion de las vellosidades. En el dia
13, el epitelio consiste unicamente de una célula indiferenciada. En los proximos 4
dias se somete a una estratificacion de células hasta obtener 8 capas. Para el dia
17, comienza la aparicion de vellosidades y en el dia 19 la citodiferenciacion se
vuelve aparente. Para el dia 21 el epitelio establece un area restringida de
proliferacion a partir del tercio terminal de cada vellosidad (Sanderson y Walker,
1999).

A continuacién, hay una transicion en epitelio cilindrico, con el desarrollo de
enterocitos polarizados, y la formacion de la membrana basolateral del enterocito.
La formacion de las vellosidades incipientes y microvellosidades ocurre
simultAineamente, con la proliferacion celular detectable a lo largo de las
vellosidades. En los seres humanos, la formacion de la vellosidad se inicia de la 9 a
10 semanas de gestacion y procede en una direccion craneal-caudal. Luego sigue

el desarrollo de las criptas intestinales en los seres humanos, pero en los roedores,
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las criptas no se desarrollan hasta después del nacimiento. El feto humano y la rata
neonatal tienen vellosidades transitorias como las estructuras en el colon proximal

con propiedades similares a enterocitos.

Las células de la mucosa intestinal (los antagonistas, las células enteroenddcrinas,
células de Paneth y las de copa) estan compartimentadas dentro de la unidad de la
cripta de la vellosidad. Los cuatro tipos de células diferenciadas de la mucosa
intestinal se derivan de uno o mas células madre pluripotentes ubicadas en cada

cripta intestinal.

La proliferacién celular se produce en las criptas, las células diferenciadas llenan
las vellosidades, y el equilibrio dindmico entre la proliferacion y la diferenciacion es

equilibrada por apoptosis de las células senescentes (Drozdowski, 2010).

2.2.1 Sistema nervioso del intestino delgado

La funcion motora del intestino delgado depende directamente de la actividad
contractil del musculo liso de la pared intestinal que es integrada y regulada por el
sistema nervioso central (SNC), los nervios autbnomos y el sistema nervioso
entérico (SNE). Por otra parte, las células intersticiales de Cajal (CIC), y distintas
hormonas modulan la frecuencia y el patrén de las contracciones del intestino

delgado.

El SNC estd conectado con el SNE por los sistemas nerviosos simpatico y
parasimpatico (Fig. 5). La inervacién simpatica toracolumbar excita los esfinteres e
inhibe el muasculo no esfinteriano, mientras que la estimulacién eferente

parasimpatica craneal y sacra excita el musculo no esfinteriano.

El sistema nervioso entérico o “segundo cerebro” es un sistema nervioso
independiente formado por unas 100 millones de neuronas. Esta situado en dos
plexos, uno entre las capas de muasculo circular y longitudinal, denominado plexo

mientérico o plexo de Auerbach, y el otro entre la muscularis mucosae y el musculo
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circular, denominado plexo submucoso o de Meissner. EI SNE desempefia
importantes cometidos en los estados fisologicos normales, incluyendo la motilidad,
secrecion, microcirculacion y la funcion inmunolégica. Se han identificado diferentes
tipos de neuronas y mas de 20 neurotransmisores en el SNE implicados en esas

funciones, entre los que se encuentran la acetilcolina y la serotonina.

El SNE puede actuar en forma directa en los sistemas efectores del intestino,
incluyendo el musculo liso, o pueden hacerlo de manera indirecta mediante su
accion sobre las células intermedias, que comprenden las células enddcrinas, las
células intersticiales de Cajal y las células del sistema inmunitario, como los

mastocitos (Fernandez-Tresguerres, 2010).

BULBO RAQUIDEO

Haz Espinotaidmico

MEDULA TORACOLUMBAR

MEDULA SACRA

I Aderentes, parasmpéticas, vagales y sacras
I Aferentes simpéficas

[ Eferentes vagales y sacras

I Eferentes simpéticas

Figura 5. Vias de conexién del sistema nervioso con el intestino delgado
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2.2.2 Tipos celulares de la mucosa del intestino delgado

A. Células epiteliales, tienen una funcion fundamental de absorcion y reciben el
nombre de enterocitos. Tienen varias estructuras que se relacionan de

manera directa con su funcién:

e Las microvellosidades constituyen el ribete en cepillo, el cual esta
recubierto por el glucocaliz, una estructura fibrosa en la que hay
numerosas enzimas y otras proteinas no enzimaticas que actdan
como receptores o como transportadores de diversas sustancias

(aminoécidos, iones, sacaridos, etc.).

e La membrana latero-basal o baso-lateral. Se denomina asi a toda la
superficie del enterocito que no esta en contacto directo con la luz
intestinal. En el polo opuesto a la luz esta unida a la membrana basal,
y en las zonas laterales presenta los llamados “complejos de unién”,
gue son superficies de contacto entre los enterocitos. Son muy

abundantes en el intestino proximal.

B. Células de Paneth, que son también células epiteliales, pero tienen menos
microvellosidades que las anteriores. Segregan lisozima y son, ademas,
células fagocitarias, regulan la poblacion bacteriana intestinal (Junqueira y
Carneiro, 2005).

C. Células calciformes, que se conocen también como células en copa, existen
en el intestino delgado y en el grueso. Segregan moco y su actividad
responde a factores quimicos y a la irritacion mecanica. Estan repartidas a lo

largo de todo el tubo digestivo.

D. Células endocrinas, se llama también sistema endocrino intestinal o sistema

endocrino difuso. Hay tipos diferentes de células que sintetizan todo tipo de
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hormonas: gastrina, secretina, glucagon, somatostatina, histamina,
serotonina, sustancia P, etc. Estas células se comunican a veces con la luz,
y otras se localizan en la profundidad de la pared intestinal. En general, las
células endocrinas y nerviosas actian como sensores, mientras que las
hormonas y los neurotransmisores secretados por ellas lo hacen como
mensajeros. Se puede decir que las células endocrinas, el plexo entérico y el
sistema nervioso auténomo, coordinan la funcion del sitema digestivo, y
actian mediante mecanismos de naturaleza paracrina, endocrina o

neurocrina (Guyton y Hall, 2001).

. Células pertenecientes al sistema inmunitario, como linfocitos, macrofagos,
células plasmaticas, monocitos, eosindfilos, macréfagos especializados que

se denominan células M, etc. Estan dispersas por todo el tubo digestivo.

Otras células, las células multivesiculares contienen cuerpos residuales
amorfos que no pueden digerirse, y quedan englobados en vesiculas

rodeadas de membranas (Fernandez-Tresguerres, 2012).
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Vellosidad
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Nédulo Enfoide

Muscularis mucosae
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Figura 6. Tipos celulares de intestino delgado
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2.3Comunicacion celular a través de neurotransmisores

Las neuronas estan vinculadas con sus células blanco mediante uniones
especializadas llamadas sinapsis (Karp, 2011). Los dos tipos mas extendidos de
sinapsis en el encéfalo son la quimica y la eléctrica. La inmensa mayoria son
sinapsis quimicas. Una neurona, el elemento presinaptico, libera un transmisor que
se une a la neurona postsinaptica a la que excita o inhibe. En las sinapsis quimicas,
la transmisién de la sefial es unidireccional, siempre desde la terminacién axonal a

la dendrita o0 al soma postsinapticos (Hall, 2007).

Un potencial de accion en la fibra presinaptica se propaga hacia la terminal
sinaptica y activa conductos de calcio sensibles al voltaje en su membrana. El
calcio fluye hacia la terminal y el aumento de concentracion del idon en su interior
promueve la fusion de las vesiculas sinapticas con la membrana presinaptica. El
transmisor contenido en las vesiculas se libera hacia la hendidura sinaptica y se
difunde hacia los receptores en la membrana postsinaptica. La union del transmisor
a su receptor causa un breve cambio en la conductancia de la membrana

(permeabilidad a los iones) de la célula postsinaptica (figura 7) (Katzung, 2010).

Canales de Ca*’
dependientes de voltaje

Axon

Vesicula sindptic Neurotransmisores  terminal
sinap

7/ Bomba recaptadora
de neurotransmisor

= ! Receptores de Espacio
Densidad postsinapty . neurotransmisor -
# sinaptico

Boton
dendritico

Figura 7. Comunicacion neuronal
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Los receptores son proteinas complejas, con: 1) un dominio de accion que se
extiende hacia la hendidura sinaptica, y 2) un ionéforo que se extiende por la
membrana hacia el interior de la estructura postsinptica. El ion6foro puede ser un

canal ionico especifico para un ién determinado o constituir un segundo mensajero
activador (Hall, 2007).

Como puede observarse en la figura 8, para que una sustancia sea reconocida
como neurotransmisor debe cumplir con ciertos criterios como son: a) estar
presente y ser almacenada en el terminal presinptico junto con la maquinaria de
enzimas necesarias para su sintesis; b) ser liberada al espacio extracelular en
respuesta a despolarizacién presinaptica, de manera Ca** dependiente (exocitosis);
c) debe haber receptores especificos para cada neurotransmisor en la membrana
postsinaptica; d) contar con un sistema que elimina de manera rapida el transmisor
una vez liberado al espacio sinaptico (Fernandez-Tresguerres, 2010).
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Como la liberacion del neurotransmisor es dependiente de la cantidad de calcio que
entra y estos canales son dependientes de voltaje, el canal de calcio permanecera
abierto durante un mayor tiempo tras la modificacion sufrida, siendo la
consecuencia final un ajuste en la biofisica de la terminal que permite que haya
mas calcio y, con ello, mayor |liberacibn del neurotransmisor,

viéndose incrementada la fuerza sinptica (sensibilizacion) (Pascual, 2012).

Se han localizado muchos transmisores y enzimas participantes en su sintesis y
catabolismo en las terminaciones nerviosas mediante procedimientos de
inmunohistoquimica, una técnica en la cual se marcan anticuerpos dirigidos contra
una sustancia en especifico y se aplican en el cerebro y otros tejidos (Ganong,
2006).
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3. HIPOTESIS
Los receptores a serotonina 5-HT,c y 5-HTsa estan en diferentes tipos celulares

durante el desarrollo del intestino de rata.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Estudiar la coexpresion de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa durante el desarrollo del

intestino de rata mediante inmunofluorescencia.

4.2 Especificos

e Identificar los receptores 5-HT,c en intestino proximal y distal de ratas de
edad adulta y neonatal, por el método de inmunofluorescencia.

e Identificar los receptores 5-HTsa en intestino proximal y distal de ratas de
edad adulta y neonatal, por el método de inmunofluorescencia.

e Estudiar la coexpresion de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa en distintos tipos
celulares de intestino delgado de rata.
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5. METODOLOGIA

5.1 Reactivos

e Solucion buffer de sales de fosfatos (PBS) 10 X

e Solucién de para-formaldehido (PFA) al 4 %

e Sacarosa al 30 % en PBS 1 X

e Solucion buffer de fosfato con Triton X-100 (PBT)

e Medio congelador de tejidos Jung

e Albumina sérica bovina al 3% en PBT

e Poli-L-lisina

e Anticuerpo primario contra 5-HT,c en conejo

e Anticuerpo primario contra 5-HTsa en cabra

e Anticuerpo secundario anticonejo hecho en burro Alexa Fluor 568
e Anticuerpo secundario anticabra hecho en pollo Alexa Fluor 488

e Gilicerol
5.2Materiales

e Material de diseccion

e Camara humeda

e Cajas petri de plastico

e Tubos eppendorf de 2 mL

e Tubos falcon de 15 mL

e Vasos de precipitado (Pyrex)

e Probeta de 250MI (Pyrex)

e Micropipetas (Eppendorf)

e Frascos de vidrio para diluciones (Pyrex)

e Portaobjetos y cubreobjetos
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5.3Equipos

e Estereoscopio (ZEIZZ, SstemiDV4)

e Criostato marca (LeicacM 1850)

e Microscopio con cdmara (Leica, DME)

e Vortex Genie-2

e Balanza analitica

e Refrigerador (4 °C) y Congelador (-20 °C y -70 °C)

5.4 Animales

Se usaron tres ratas adultas y cuatro ratas neonatas Sprague Dawley. Las ratas se
conservaron a una temperatura de 22 + 2 °C, con ciclos de luz-obscuridad de 12 h
y con acceso a agua y alimento ad libitum, las cuales fueron sacrificadas de

acuerdo a principios de bioética.

5.5Preparacion de reactivos

Para la preparacion de PBS 10X se disolvieron 40 g de cloruro de sodio, 1 g de
cloruro de potasio, 1 g de fosfato diacido de potasio y 5.7 g de fosfato monoacido
de potasio heptahidratado en 1 L de agua destilada. Para la preparacion de PBS 1X
se hizo la respectiva dilucion a partir de la solucion de PBS 10X. La solucién de
PBT se prepar6 con 995 Ml de PBS 1X y 5 Ml de Tween 20, en constante agitacion

hasta que se disolvié por completo.

Para la preparacion del anticuerpo primario se hizo una dilucion 1:100 en PBT de
los anticuerpos primarios especificos contra 5-HT,c hecho en conejo y contra 5-
HTsa hecho en cabra. Los anticuerpos secundarios se prepararon de acuerdo a los

resultados preliminares.

Las ratas PO se decapitaron y disectaron los intestinos, las ratas adultas fueron
anestesiadas con pentobarbital sodico 40 mg/Kg via intraperitoneal, y
posteriormente se llevo a cabo la diseccion de las mismas para extraer del intestino

delgado la porcion proximal, que se reconoce por estar después del estbmago, y la
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porcion distal que se identifica por estar antes del colon, posteriormente se
colocaron en PBS.

5.6 Preparacion de los tejidos

5.6.1 Fijacion de tejidos

Los tejidos se limpiaron de cualquier residuo de alimento que pudieran tener y se
abrieron longitudinalmente con la ayuda de un estereoscopio. Se colocaron en PFA
al 4 % durante 6 horas a 4 °C.

5.6.2 Crioproteccion de tejidos

Pasadas las 6 horas de fijacion, los tejidos se enjuagaron con PBS 1X, y se
llevaron a la solucion de sacarosa al 30% en PBS para su crioproteccion.
Posteriormente se montaron los tejidos en cajas de papel aluminio con medio

congelador de tejidos Jung y fueron congeladas a -70°C.

5.6.3 Cortes del tejido

Con la ayuda del criostato se realizaron cortes longitudinales de 12 um, los cuales
se colocaron en laminillas perfectamente identificadas para posteriormente

conservarlos en congelacion a -20°C.

5.7 Inmunohistoquimica

Se seleccionaron las laminillas previamente preparadas con ayuda del
estereoscopio (una de proximal adulto, una de distal adulta, una de proximal
neonatal, una de distal neonatal, dos de proximal adulto para blanco y para el
control). Se colocaron en una camara humeda con tapadera y se le realizaron 3
lavados con PBS 1X de 10 minutos cada lavado a todas las laminillas. Por cada
lavado se escurrian las laminillas para agregar el siguiente lavado, y con cuidado

de no soltar tejido.
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Pasados los tres lavados, a cada laminilla se le agregaron 300 pl del tratamiento
bloqueador de albumina y se dejaron incubar 45 minutos. Se retir6 el bloqueo y se
hicieron 3 lavados con PBS para posteriormente agregar los anticuerpos y dejar
incubar toda la noche.

Al dia siguiente se retiraron los anticuerpos primarios, se hicieron tres lavados con
PBS y se agregaron los anticuerpos secundarios dejando incubar por 2 horas a TA.
Pasado el tiempo se retiraron los anticuerpos secundarios y se hicieron tres
lavados con PBS, para finalmente fijarlos con una gota de glicerol para su

observacion al microscopio de fluorescencia.
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6. RESULTADOS

La coexpresion de los receptores serotoninérgicos 5-HT,c y 5-HTsa durante el
desarrollo del intestino de rata se llevd a cabo mediante técnicas de
inmunohistoquimica en cortes de intestino delgado neonatal y adulto los cuales
fueron divididos en los segmentos proximal y distal como se indica en la

metodologia.

Para el tiempo de fijacién en p-formaldehido al 4 %, el estudio se basé en
trabajos realizados en nuestro grupo anteriormente (Padilla en 2011), en el cual
se encontro que con 6 hrs de fijacion, las secciones del intestino (proximal y
distal) de las edades PO y adulto, presentaban mayor marca inmunorreactiva.
En los cortes de intestino delgado transversales (proximal y distal), se
observaron las vellosidades de la mucosa, tanto para adulto como para

neonatal.

Como controles para conocer las interferencias de la técnica y la especificidad
del anticuerpo secundario, se incluyeron inmunotinciones llamadas control
negativo y blanco. El control negativo fue tratado de la misma forma que las
laminillas con las muestras problema, con la excepcion de que no se le agrego
ningun anticuerpo; los resultados que se obtuvieron (figura 9), indica que no
hubo marca inmunorreactiva en ninguna parte del corte. Para los cortes
utilizados como blancos (figuras 10A y 10B) se realizd el mismo procedimiento
gue los grupos control, con la diferencia de que a estos se les adicioné el
anticuerpo secundario, los resultados obtenidos en esta laminilla sugieren que

no hubo marca inmunorreactiva, solo se llega a ver muy poco el fondo del tejido.
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Figura 9. Control negativo. En esta laminilla se pretendia saber si no se
presentaban compuestos autofluorescentes en el tejido; se le hizo el mismo
tratamiento, sin agregarle ninguno de los anticuerpos, como puede observarse,
no se logra distinguir ninguna marca, pero se logra apreciar un poco el contorno
de las vellosidades.

A B

Figura 10. Blancos de la técnica con anticuerpo secundario Alexa Fluor 568 (A)
y Alexa Fluor 488 (B). Fotografias tomadas con un aumento de 20X. En esta
laminilla se pretendia saber si no habia compuestos en el mismo tejido que
emitieran fluorescencia con el anticuerpo secundario; para esto se le hizo el
mismo método que a las laminillas anteriores, lo Unico que cambid, fue que no
se agrego el anticuerpo primario. Puede observarse que no hay marcas
especificas en el tejido.
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En la inmunorreaccion realizada en cortes de intestino delgado proximal y distal
de rata PO, se puede distinguir que la marca inmunorreactiva es muy débil para
los dos receptores (figuras 11 y 12), pero se logra distinguir la ubicacién de los
dos receptores en las dos fotos tomadas, tanto de intestino proximal como de
intestino distal, los cuales fueron 5-HTsa en la [dmina propia de la vellosidad del
intestino proximal y 5-HTc en las células epiteliales de la vellosidad del intestino
distal.

Figura 11. Localizacién del receptor 5-HTsa en intestino proximal de rata PO con
6 hrs. De fijacion y anticuerpo secundario Alexa Fluor 568. Fotografia tomada
con un aumento de 20X. Se puede observar que la marca inmunorreactiva es
muy débil, pero si se logra apreciar que éstas se encuentran en la lamina propia
de la vellosidad.
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Figura 12. Localizacion del receptor 5-HT,c en intestino distal de rata PO con 6
hrs de fijacién y anticuerpo secundario Alexa Fluor 568. Fotografia tomada con
un aumento de 40X. Se puede observar que la marca inmunorreactiva es mas
débil que la anterior, pero si se alcanza a distinguir que esta marca se
encuentra en las células epiteliales de la vellosidad.

En cambio en la inmunohistoquimica realizada en cortes de intestino delgado
proximal y distal de rata adulta, se puede observar que hay una marca intensa,
tanto para el receptor 5-HT,c, en los bordes de las células endoteliales (figuras
13, 14 y 15), como para el receptor 5-HTsa, en la lamina propia, que es tejido

conectivo ubicado al centro de la vellosidad (figuras 16, 17 y 18).
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Figura 13. Localizacion del receptor 5-HT,c en intestino proximal de rata adulta
con 6 hrs. De fijacidn y anticuerpo secundario Alexa Fluor 568. Fotografia
tomada con un aumento de 20X. Como puede observarse la mayor parte de
este receptor se encuentra en las células epiteliales de la vellosidad.

Figura 14. Localizacion del receptor 5-HT,c en intestino proximal de rata adulta
con 6 hrs. De fijaciébn y anticuerpo secundario Alexa Fluor 568. Fotografia
tomada con un aumento de 20X. Puede observarse que la localizacion de este
receptor en este tejido se encuentra en las células epiteliales de las vellosidades

del mismo.
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Figura 15. Localizacion del receptor 5-HT,c en intestino distal de rata adulta con
6 hrs. De fijacion y anticuerpo secundario Alexa Fluor 568. Fotografia tomada
con un aumento de 20X. Puede observarse que la distribucion de este receptor
se encuentra en mayor cantidad en las células epiteliales de las vellosidades del

intestino.

Figura 16. Localizaciéon del receptor 5-HTsa en intestino proximal de rata adulta
con 6 hrs. De fijaciébn y anticuerpo secundario Alexa Fluor 488. Fotografia
tomada con un aumento de 20X. Puede observarse que la localizacién de este
receptor en este tejido es en la lamina propia de las vellosidades.
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Figura 17. Localizacion del receptor 5-HTsa en intestino distal de rata adulta con
6 hrs. De fijacion y anticuerpo secundario Alexa Fluor 488. Fotografia tomada
con un aumento de 20X. Puede observarse que la localizacion de este receptor
en este tejido es en la lamina propia de las vellosidades.

Figura 18. Localizacién del receptor 5-HTsa en intestino distal de rata adulta con
6 hrs. De fijacion y anticuerpo secundario Alexa Fluor 488. Fotografia tomada
con un aumento de 20X. Puede observarse que es el mismo tejido de la fig. 8 y
gue a diferencia del tejido anterior, la localizacion de estos receptores no es en
las células epiteliales de las vellosidades, sino en la lamina propia de la
vellosidad.
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Las figuras 19 y 20 nos muestran la coexpresion de los dos receptores, y puede
verse, como se habia mencionado anteriormente que la localizacién de los
receptores 5-HT,c (rojo) es en las células epiteliales de las vellosidades y los
receptores 5-HTsa (verde), se encuentran en mayor cantidad en la lamina propia
de la vellosidad, pero como puede observarse en estas fotografias, hay zonas
de color amarillo las cuales corresponden a la coexpresion de los dos
receptores, y que estdn ubicadas en las orillas de la lamina propia de las

vellosidades.

Figura 19. Coexpresion de los receptores a serotonina 5-HTsapc €n intestino
proximal de rata adulta con 6 hrs. De fijacidén y anticuerpos secundarios Alexa
Fluor 488 y Alexa Fluor 568. Fotografia tomada con un aumento de 20X. Se
puede observar que los receptores 5-HTsa (verde), se encuentran en mayor
cantidad en la lamina propia de las vellosidades y los receptores 5-HT,¢c (rojo),
se encuentran en mayor cantidad en las células epiteliales de las vellosidades, y
la coexpresion de ambos receptores (amarillo intenso) se encuentra en la orilla
de la lamina propia de la vellosidad.
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Figura 20. Coexpresion de los receptores a serotonina 5-HTsapc €n intestino
distal de rata adulta con 6 hrs. De fijacion y anticuerpos secundarios Alexa Fluor
488 y Alexa Fluor 568. Fotografia tomada con un aumento de 20X. Se puede
observar que los receptores 5-HTsa (verde), se encuentran en mayor cantidad
en la lamina propia de las vellosidades y los receptores 5-HT,c (rojo), se
encuentran en las células epiteliales de las mismas, , y la coexpresién de ambos
receptores (amarillo intenso) se encuentra en la orilla de la lamina propia de la
vellosidad.

31



7. DISCUSION

En el presente estudio, se encontr6 la localizacion de los receptores a
serotonina 5-HT,c y 5-HTsa mediante la marca inmunorreactiva, en intestino

delgado de rata durante su desarrollo en sus porciones proximal y distal.

Se utilizaron las condiciones ideales a las cuales presentaba un alto marcaje
inmunorreactivo, las cuales fueron 6 hrs de fijacion con p-formaldehido al 4%
(Padilla-Olvera, 2011), la concentracion del anticuerpo primario (5-HT,c y 5-
HTsa) de 1:100.

Ya establecidas las condiciones ideales de la inmunohistoquimica, se procedio
a observar las laminillas ya tratadas en el microscopio de fluorescencia para
ubicar la distribucién que presentaba cada receptor en las células epiteliales. Se
observo que tanto en adulto proximal como distal, la marca inmunorreactiva
para 5-HT,c se encontraba en las células absortivas de la vellosidad de las
células epiteliales, que son los bordes de la célula, y para 5-HTsa se encontraba
en mayor cantidad en la lamina propia, que es la parte central de las

vellosidades.

Se adicion6 una laminilla para control negativo (figura 9), esto para saber si no
habia compuestos autofluorescentes en el tejido y que estuvieran interfiriendo
con la inmunorreaccion de los receptores de interés, por lo que puede
observarse en la figura que no se encuentra ninguna marca fluorescente

presente en el tejido.

Como se muestra en las figuras 10A y 10B, que corresponden a los blancos de
este estudio, puede observarse que no hay marca inmunorreactiva, con esto se
favorece el estudio, y se puede afirmar que al no agregar el anticuerpo primario,
no se presentd marca inmunorreactiva lo que sugiere que el anticuerpo no

presenta marca inespecifica.

La expresion de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa durante el desarrollo del

intestino de rata se va modificando, dado que la marca inmunorreactiva se
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expres6 en mayor cantidad durante la edad adulta, esto puede explicarse
considerando que pueda estar asociado a que después del dia P21 ocurre una
diferenciacion de las neuronas serotoninérgicas, agregacion en nucleos y
aparicion de un primitivo arbol dendritico, ademas de la formacion primaria y
selectiva de vias y campos terminales (Flores y Escobar, 2012), esto es
consistente con los resultados obtenidos por Zhao y col. en 2008 realizado en
cobayos en donde se cuantific6 en porcentaje la cantidad de 5-HT y 5-HIAA
(metabolito de la 5-HT, 5-hidroxiindol &cido acético) en intestino, y concluyeron
gue los niveles de serotonina extracelular incrementaron después de las tres
semanas de nacimiento, posiblemente debido al incremento en el nimero de
células enterocromafines, en base a los anteriores estudios se puede deducir
gue se encontré mayor marca en adulto que en neonatal, ya que se localiza un
mayor numero de células enterocromafines en adulto y aproximadamente el
90% del contenido total de serotonina en el cuerpo es sintetizada y almacenada

en las células intestinales enterocromafines (De Ponti, 2004).

De acuerdo a los resultados obtenidos del presente estudio en intestino delgado
de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa, Y comparado con el estudio realizado por
Choi y Maroteaux en 1996 sobre el receptor 5-HT,s realizados en la capa
muscular longitudinal y circular del intestino, llegaron a la conclusion de que tal
receptor se encuentra en dicha capa muscular, lo que es importante para
proximas investigaciones sobre los receptores 5-HT,c y 5-HTsa en dicha zona

del intestino.

Los receptores 5-HT, acoplados a la proteina G inducen una cascada de
efectos bioquimicos que producen cambios celulares diversos (Chavez-Leodn,
2008), como el receptor 5-HT,c, que es un receptor acoplado a proteina Gq,
activa a fosfolipasa C (PLC), la cual hace que aumenten los niveles de
Inositoltrifosfato (IP3), y éstos a su vez aumenten el Ca?* en el citosol, lo que
conlleva a la respuesta celular, principalmente en los factores de transcripcion,
como la edicion de RNA que genera muchas isoformas de receptores 5-HT,c

con modificaciones en los tres aminoacidos dentro de la segunda asa
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intracelular; estas isoformas tienen diversas eficiencias en el acoplamiento a la
proteina G modificada (Brunton, 2012), como podrian ser, por un lado, nuseas,
vomitos, secrecion intestinal y peristaltismo, actuando como neurotransmisor
(Gershon, 2006); y por otro lado, absorcion intestinal de nutrientes (Salvador y
col., 1997) y secrecion de agua y electrolitos (Hardcastle, 1999), si desarrolla
actividad endocrina/paracrina

El sistema central de sefalizacién serotoninérgico desempefia un papel
importante en el apetito y en la regulacion de la ingesta de alimentos. La
serotonina ejerce sus efectos anoréxicos principalmente a través del receptor 5-
HT,c y este es por lo tanto de una atencion creciente como principal objetivo
farmacoterapéutico para el tratamiento de la obesidad. El receptor 5-HT,¢ tiene
la capacidad distintiva de ser modificado por ARN postranscripcional de edicion
en 5 posiciones del nucleétidos, que tiene una disminucion total de la funcién
del receptor. Recientemente, se ha demostrado que el comportamiento de
alimentacion y la masa grasa se alteran cuando el ARN del receptor 5-HT,c es
totalmente editado, ya que las bases nitrogenadas, principalmente adenina, son
modificadas enzimaticamente por la adenosina desaminasa, lo que sugiere un
papel potencial para el 5-HT,c editado de la obesidad (Schellekens, 2012), y
segun la OMS en 2012, una de las causas principales de la obesidad son los
cambios en los habitos de alimentacion, y ésta puede estar implicada por
sefales moleculares periféricas que modifican la ingesta de alimentos como lo
son, la grelina que incrementa la ingesta, y los péptidos de colecistoquinina
(CCK) ubicados en células | que corresponden a las células del intestino
proximal con terminaciones nerviosas positivas, y el péptido similar al glucagén |
(GLP-1) ubicado en células L de intestino distal, ambos disminuyen la ingesta
(Cummings, 2007), en las cuales, juegan un papel muy importante los
receptores a serotonina 5-HT,c (Asarian, 2009), debido a que participan en la
fase de término de la alimentacion actuando de manera sinérgica con las
sefales periféricas postprandiales, como es la elevacion de colecistoquinina en

el hipotalamo (Gonzéalez-Hita, 2006).
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El receptor a serotonina 5-HTsa s un receptor acoplado a proteina G inhibidora
(Gi), lo que quiere decir, que inhibe a la adenilatociclasa, lo contrario en el
receptor 5-HT,c, por lo que disminuye la concentracion de AMPc, que es un
pequefio mediador intracelular de todas las células de todos los animales que
se han estudiado (Alberts y col. 2008). Los receptores ademas de regular o
modular funciones, son a su vez objeto de mecanismos de regulacién o
autorregulacion de su actividad. Progresos recientes, sobre todo en receptores
de membrana han demostrado que la unién de un agonista con un receptor que
origina una respuesta celular, puede, si la activacion es frecuente y continua,
producir cambios en el tipo de unién quimica ligando-receptor, en el nimero de
receptores disponibles y en la afinidad del agonista con el receptor. Como
consecuencia, dichos cambios producen un estado de desensibilizacion
conocido como regulacion en descenso que modula la respuesta celular ante la
sobreestimulacion y sobreocupacion de receptores. Es decir son mecanismos
de defensa celular que se desencadenan ante la gran sobreestimulacion y
sobreocupacion de los receptores, y poseen actualmente importantes
implicaciones terapéuticas; en otros casos ocurre lo contrario, ante la utilizacion
continua o frecuente de farmacos antagonistas, o ante la carencia o ausencia de
ligandos agonistas, ocurre un fenémeno de supersensibilidad, llamado también
regulacion en ascenso. En este caso puede ocurrir un aumento del nimero de
receptores disponibles, un incremento de la sintesis de receptores o aumento
de la afinidad por los agonistas. También constituye un mecanismo de defensa

celular autorregulatoria, para mantener funciones esenciales (Malgor, 2000).

Hasta la fecha, hay muy pocos estudios tanto para el receptor 5-HT,c como
para el receptor 5-HTss en intestino delgado. El presente trabajo es de los
primeros que analiza la presencia de los receptores 5-HToc ¥y 5-HTsa en el
intestino delgado, sin embargo se han hecho multiples estudios de estos dos
receptores en sistema nervioso central, la mayoria de las investigaciones
relacionadas con el estudio del receptor 5-HTsa coinciden al ubicar su funcion

biologica en el SNC; por ejemplo, a la diferencia de genotipo y polimorfismos
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genéticos del receptor 5-HTsa se les ha implicado una relacidén con el desarrollo
de esquizofrenia y desorden afectivo en individuos de origen caucésico (Birkett
y col., 2000), y otro ejemplo, pero para el receptor 5-HT,c, se ha mostrado que
el comportamiento de alimentacion y la masa grasa se alteran cuando el estudio
de ratones modificados genéticamente para expresar una isoforma del receptor
5-HT,c totalmente editado en el cerebro, lo que sugiere un papel potencial para
la edicion de receptor 5-HT,c en la obesidad (Schellekens, 2012).

Hacen falta mas estudios de estos dos receptores para ubicar la coexpresion en

las distintas porciones del intestino a diferentes edades.
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CONCLUSION

El receptor 5-HT,c se encontrd expresado en las células epiteliales de las
vellosidades de ambas secciones del intestino (proximal y distal) en la edad
adulta, a diferencia de la edad neonatal en la cual la marca inmunorreactiva
se encontr6 en menor cantidad.

El receptor 5-HTsan se encontr6 expresado en la lamina propia de las
vellosidades de ambas secciones del intestino (proximal y distal) en la edad
adulta, a diferencia de la edad neonatal en la cual la marca inmunorreactiva
se encontr6 en menor cantidad.

La coexpresion de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa Se encontré en la zona
ubicada entre la lamina propia y las células epiteliales de las vellosidades de
ambas secciones del intestino (proximal y distal), unicamente de la edad
adulta.
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