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RESUMEN

El ATP se ha reconocido como un neurotransmisor, que se ha encontrado en el
Sistema Nervioso Entérico. Esta molécula activa receptores purinérgicos que se
han clasificado en diferentes grupos: P1y P2 y dentro de los P2 estan los Xy los Y.
Existen 7 subtipos de los receptores P2X, de los cuales del 1 al 3 han sido
extensamente estudiados. Sin embargo, poco se sabe del subtipo P2X,;. Se ha
encontrado el receptor P2X, en epitelios como el respiratorio y uterino, en
macrofagos asociados a tejidos y ha sido asociado con procesos de apoptosis, de
dolor e inflamacién en macro6fagos, interviniendo en la via de las prostaglandinas,
por lo que es posible que este receptor se encuentre en la mucosa intestinal y que
probablemente esté relacionado con procesos de dolor e inflamaciéon en el
intestino. El objetivo de este estudio fue demostrar la expresion del receptor P2X,
en los segmentos proximal y distal de vellosidades de intestino delgado de ratas
neonatas y adultas. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron técnicas de
inmunohistoquimica en cortes finos de los tejidos y anticuerpos primarios y
secundarios para observar la presencia de este receptor. Los resultados indicaron
la presencia del receptor P2X, en diferentes zonas de las vellosidades segun la
porcién de intestino evaluada. En la porcidon proximal de ratas neonatas se expreso
en los enterocitos y en la distal en el canal linfatico, en las ratas adultas se observé
sefal en la lamina propia; lo que nos sugiere que los receptores P2X, se expresan
en diferentes zonas segun la accién que ejerzan, pudiendo estar involucrados en
distintos mecanismos de accibn como en la regulacion de enzimas en los
enterocitos o en defensa celular en las células inmunes. La importancia de este
estudio radica en generar mayor conocimiento sobre el receptor P2X, debido a que
esta implicado en procesos de inflamaciébn pudiera ser un buen blanco
farmacolégico para combatir padecimientos gastrointestinales.



I. INTRODUCCION

El ATP es una molécula que se ha reconocido como un neurotransmisor del
sistema nervioso. Dentro de los receptores a ATP se encuentra la familia de los
P2X, que estan asociados a canales ionicos y activan una rapida despolarizacion
de la célula. Algunos subtipos de estos receptores P2X, se han estudiado
extensamente como es el X;, X,y X3 y se ha reportado que estan expresados en
diferentes subtipos de neuronas entéricas. Sin embargo, son pocos los estudios
realizados acerca del receptor P2X4, en las células del intestino que posteriormente

puedan ser ampliados en las implicaciones fisioldgicas del intestino.

El receptor P2X, se ha relacionado con diversos procesos fisiolégicos desde
transmision sinaptica hasta apoptosis y dolor provocado por la inflamacion,
caracteristicos de varias enfermedades intestinales, que ocupan una de las
primeras causas de consulta médica en México y en el mundo. Debido a que los
receptores purinérgicos estan implicados en diversas vias de transduccion no seria
sorpresa que la disfuncion de los mismos estuviera implicada en cancer,

inflamacion y enfermedades neuronales.

Por lo que es de importancia generar mayor conocimiento sobre estos receptores.
Se ha mostrado que algunos receptores a ATP se expresan en diferentes
cantidades, dependiendo de la edad del animal en estudio, lo que sugiere pensar
gue en ciertas etapas de la vida de un animal el tracto intestinal puede ser regulado
mayormente por algun receptor especifico. La diferencia de esta expresion radica
principalmente en la alimentacion de un animal neonato lactante a la de un adulto.
Si la expresion de los receptores dependiera de la edad, tendria que haber
tratamientos a enfermedades gastrointestinales adecuados a cada etapa

correspondiente de vida.

En este estudio se explor6 la diferencia de la expresion del receptor P2X, entre
diferentes edades de ratas, asi como los cambios en las diferentes porciones

analizadas del intestino y el tipo de células en que se expresa éste receptor, lo cual
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pudiera servir para estudios posteriores en los que se explorara la funcion y
mecanismo de accion de este receptor y poder desarrollar medicamentos dirigidos
a la activacion o inhibicion del receptor P2X,; con fines terapéuticos para el

tratamiento de padecimientos gastrointestinales, tanto para el area pediatrica como

en adultos.



. ANTECEDENTES

I.1. Comunicacién neuronal

Las neuronas son células que constituyen principalmente nuestro sistema nervioso.
Estas se comunican mediante uniones caracteristicas llamadas sinapsis y cada
neurona puede contener varias sinapsis. Una de las principales funciones de las
neuronas es transmitir sefales desde el sistema nervioso central (SNC) a 6érganos
periféricos y viceversa. Esta sefial (Figura 1) la transmiten a partir de la liberacion
de moléculas llamadas neurotransmisoras desde una neurona pre sinaptica a otra
consecuente llamada célula diana. Una gran variedad de células pueden fungir
como dicha célula diana, desde una neurona postsinapticos hasta células del
musculo liso (para producir relajaciéon o contraccion) o glandulas (para producir

secrecion de alguna enzima), entre otras (Bustamante, 2007).

Canales de Ca*?
dependientes de voltaje

/ Axon

Bomba recaptadora
de neurotransmisor

, Receptores de .
Densidad postsinapti neumfransmism Espacm
sinaptico

Botdn
F dendritico

Figura 1. Sinapsis neuronal. La figura muestra la despolarizacion de la neurona
presindptica y la liberacion de los neurotransmisores contenidos en vesiculas. La neurona
postsinaptica (en la parte inferior) contiene los receptores a los neurotransmisores en su
membrana; estos son los que transmitirdn la sefial a resto de la célula (Commons, 2006).

Las neuronas que cuentan con canales idnicos pueden ser activadas por ligando,

voltaje o estrés. Cuando una neurona es activada por sefiales del entorno, envia



impulsos eléctricos a otra u otras neuronas, ocasionados por un cambio en el
potencial eléctrico, ya sea despolarizdndose debido a la entrada de cargas
positivas como el sodio (Na*), o hiperpolarizandose en caso que se abran canales
de cloro (CI). Cuando se abren los canales de sodio los iones pasan a través del
axon de la neurona hasta llegar a la membrana de la terminal sinaptica, donde se
encuentran canales de calcio que son activados por esta despolarizacion y
permiten la entrada de iones de calcio (Ca'™). Dicho ion activa la liberacion de
neurotransmisores a un espacio sinaptico que comunica con la célula diana. La
célula diana contiene en su membrana estructuras proteicas llamadas receptores,
gue reconocen a los neurotransmisores y al unirse a ellos desencadenan una
respuesta (Hall y Guyton, 2001).

1.2. Receptores a neurotransmisores

Para cada neurotransmisor generalmente existe un receptor especifico, el cual
tiene la funcién de dar respuesta a la sefial recibida. Entre los tipos de receptores
a neurotransmisores estan los ionotropicos y metabotropicos. Los receptores
inotrépicos se caracterizan por producir una respuesta rapida al abrir canales
ionicos directamente. Con esto se generan despolarizaciones o hiperpolarizaciones
en la célula diana y consecuentemente respuestas excitatorias o inhibitorias
respectivamente, lo que indica que transforman sefiales quimicas en eléctricas,
provocando un cambio en el potencial. Dicho cambio puede desencadenar un
impulso nervioso pudiendo alterar las actividades de algunas proteinas y provocar

una respuesta, como la liberacion de iones Ca*™ (Alberts y col., 2006).

Por otra parte, los receptores metabotropicos son de accion lenta y estan
acoplados a proteinas G, formada por tres subunidades a,8 y y. Cuando se une el
ligando al receptor, la subunidad a se desvincula de las otras dos, pudiendo activar
o inhibir distintos procesos interactuando con distintas proteinas, como la adenilato
ciclasa o proteinas reguladoras de la transcripcion de genes. Esta interaccion inicia
una cascada de reacciones bioquimicas intracelulares, que tendra como

consecuencia la induccion o inhibicién de la sintesis de segundos mensajeros, los
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cuales producirdn sefiales como: la apertura de canales ionicos, activacion de

enzimas, activacion de genes, etc. (Florez, 2003; Redolar y Ripoll, 2010).

11.3. Cotransmisores

Los cotransmisores son moléculas liberadas simultaneamente con los
neurotransmisores desde una misma neurona presinaptica, actuando cada uno con
su receptor especifico. Se ha encontrado que la molécula de adenosin 5- trifosfato
(ATP) actua como cotransmisor de dos de los neurotransmisores mas conocidos:
acetilcolina (Ach) y noradrenalina (NA) (Burnstock, 2009b). Los cotransmisores se
descubrieron al observar que aun bloqueando los receptores adrenérgicos y
colinérgicos se observaba transmision sinaptica en neuronas. Por ésta razén se les
llamé cotransmisores no colinérgicos, no adrenérgicos (NCNA) (Langer y Pinto,
1976). Posteriormente se descubrié la presencia de varios cotransmisores en fibras
nerviosas, como el polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), después la del oxido
nitrico (NO) y finalmente la del ATP. Tom6 demasiado tiempo aceptar que la
molécula de ATP estaba presente en la sefalizacion extracelular debido a su
implicacion en varios procesos intracelulares como el ciclo de Krebs y la respiracion
celular. Actualmente se ha aceptado que el ATP se encuentra como cotransmisor
de Ach y NA en nervios, tanto del SNC como en la periferia, provocando diversos
efectos en varios 6rganos como rifidn, intestino, corazon, etc. (Burnstock, 2008;

Zimmermann, 2000).

A los neurotransmisores que contienen adenina se les llamé purinérgicos, como es
el ATP. Bajo este concepto esta implicita la existencia de receptores purinérgicos,
por lo que a partir de esta informacidon se iniciaron nuevas investigaciones en

busqueda de estos receptores (Burnstock, 2008).
1.4. Receptores purinérgicos

Después de que los receptores purinérgicos fueron definidos se clasificaron en dos
grupos: P1y P2. Se les denomind receptores P1 a los que sélo se unen a analogos
de adenosina, y receptores P2 a los que se unen a analogos de ATP. Se encontro
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gue algunos receptores purinérgicos estan insertados en la membrana de células
postsingpticas y presinapticas, donde en las primeras se han encontrado
receptores Pl y en las segundas receptores P2, que actian como

neuromoduladores de retroalimentacion (Burnstock, 2009a).

En base a estudios farmacoldgicos realizados sobre los mecanismos de
transduccion de los receptores purinérgicos P2, se propuso que se separaran en
dos familias: los P2Y que son los receptores acoplados a proteinas G o
metabotropicos (Lustig y col., 1993), y los P2X a receptores ligados a canales
iGnicos o ionotropicos (Brake y col., 1994); de los cuales se han identificado 8

subtipos de receptores P2Y y 7 subtipos de P2X.

Los receptores P2X se han encontrado en diferentes tipos de células segun la
especie analizada, se ha visto que se encuentran en las terminaciones nerviosas
del tracto gastrointestinal y en células epiteliales de la mucosa simulando reflejos
motores y transmitiendo sefiales nociceptivas como el dolor, por esto se ha
incrementado el interés por investigar mas sobre estos receptores (Burnstock,
2008). Los receptores P2X son canales idnicos selectivos a cationes, con ligando a
ATP extracelular y se han visto implicados en diversos procesos fisiolégicos, desde
transmision sinaptica hasta inflamacién y sensibilidad al dolor (Kawate y col, 2009).

.4.1. Receptor P2X4

El ATP regula transmisiones sinapticas rapidas a través de receptores P2X, de
neurona a neurona y de neurona a célula efectora. Solo tres subtipos de receptores
P2X han sido extensamente estudiados (P2X;, P2X,, P2X3) y han demostrado estar
presentes especificamente en ciertos tejidos y organos. La transmision sinaptica
entre neuronas del sistema nervioso entérico y la pared intestinal, involucra la
participacion de varios neurotransmisores, entre ellos el ATP que se encontré que
actia via receptores P2X en potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPS)
rapidos y via receptores P2Y; mediante estimulos lentos de EPSPs (Monro y col.,
2004).



El cuarto miembro de la familia P2X ha sido estudiado recientemente por diferentes
grupos de investigacion, quienes han reportado su presencia en cerebro y en varios
tejidos periféricos, mediante técnicas de Northern Blot. El receptor P2X,; se ha
encontrado especialmente en epitelios como el respiratorio, uterino e intestinal; lo

que indica su relacion con funciones epiteliales (Tanaka y col., 1996).

El receptor P2X, es una proteina compuesta por 3 subundiades (Figura 2) unidas
como complejos homomeéricos o heteroméricos, cada subunidad tiene dos
segmentos transmembranales dejando los dominios amino y carboxi terminales en

el espacio intracelular (Kawate y col, 2009).

70A

Figura 2. Arquitectura del receptor P2X4. Estructura homotrimérica del receptor cerrado
P2X, en vista paralela a la membrana, cada subunidad esta marcada por un color
diferente. Las barras grises sugieren los limites de la bicapa lipidica de la membrana,
guedando en la parte superior el medio extracelular y en la parte inferior el citoplasma
(Kawate y col, 2009).

Las subunidades forman un canal con alta permeabilidad a cationes como sodio,

potasio y en especial el calcio, lo que sugiere que esta involucrado en alguna via de
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activacion de la contraccion del musculo liso o activacion de cascadas de
sefalizacion. El receptor P2X, también puede formar heterodimeros con P2Xj,

P2Xs y P2X7y actuar de manera distinta (North y Surprenant, 2000)

En recientes investigaciones se ha reportado que el receptor P2X, es el mejor
candidato de los receptores P2 como desencadenador de apoptosis en células
mesangliales humanas, que se encuentran en el riidn, donde a partir de mezclas
de agonistas y antagonistas especificos para los diferentes receptores P2 se
observd su presencia y efecto apoptético mediante citometria de flujo e
inmunolocalizacién por inmunofluoresencia (Solini y col.,, 2007). En el epitelio
intestinal se ha reportado abundante RNAm que codifica para el receptor P2X,, en
el cual las células tienen una vida corta (2-3 dias) y mueren por apoptosis. Esto nos
sugiere que posiblemente el receptor P2X, esté involucrado en la regulacion de la

muerte celular de las células del epitelio intestinal (Bermudes y col., 2007).

En el estudio con ratones knock out (P2X, ) en los que se suprimié el gen que
codifica para el receptor P2X,. se concluy6 participa en el proceso de inflamacion
debido a que al someterlos a temperaturas altas en las patas, se observd una
disminucién en los niveles de inflamacién de los ratones P2X, 7, respecto a los
ratones silvestres. Ademas se observd en esta linea de ratones P2X, " una
respuesta normal al dolor fisiolégico agudo y al dolor inducido por dafio en tejido
(en comparacién con los controles que si expresaban P2X,), por lo que el bloqueo
del receptor P2X, podria ser una buena opcion para el tratamiento al dolor crénico,
ya que no afecta otro tipo de dolores (Tsuda y col., 2009). Esta evidencia se
complementa con la observacién, mediante técnicas de inmunohistoquimica, de la
expresion de receptores P2X,4 en células inflamatorias como los macréfagos (Sim y
col., 2007).

Se ha asociado previamente la funcion de la familia de los P2X con dolor, algunos
estudios han demostrado especificamente que al activar el receptor P2X, induce la
produccion de prostaglandinas (PGE) y con esto el dolor e inflamacién. Esto lo

observaron en ratones inyectados con formalina, un agente quimico que induce
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dolor agudo y de inflamacion, en ratones knock out para P2X4 disminuian la
hipersensibilidad respecto a los silvestres, y mantuvieron sus niveles de PGE2
respecto a los ratones silvestres en los cuales hubo un incremento de PGEZ2.
También se observd que al agregar ATP extracelular a macrofagos del peritoneo,
se incrementaban los niveles de calcio intracelular en ratones silvestres a diferencia
de los knock out. El calcio es el segundo mensajero mas importante involucrado en
la cascada del acido araquidonico (produccion de prostaglandinas) por lo que
sugieren que el receptor P2X, esta involucrado en el paso de calcio y que este a su

vez activa esta cascada (Jakobsson, 2010; Ulmann y col, 2010).

Al saber que el receptor P2X, esta involucrado en la apoptosis, inflamacion, células
inmunoldgicas, etc., por lo que se considera que este receptor esta relacionado en
la patogénesis de enfermedades gastrointestinales como: el reflujo, el sindrome del
intestino irritable, el sindrome de la mala absorcion, diarrea, constipacion, cancer

intestinal, entre otras (Burnstock, 2008; Galligan, 2004).

Tomando en cuenta que un 99% de la poblacién cursa con enfermedades
intestinales en alguna parte de su vida, los receptores P2X, son de interés debido a
la falta de investigacién sobre éstos en el intestino delgado, ya que se ha visto la
importancia de encontrar nuevas herramientas para conocer posibles mecanismos
de accion de dichos receptores, con objeto de poder disefiar nuevos farmacos para

el tratamiento de estas enfermedades.

I.5. Intestino delgado

Los receptores purinérgicos se han encontrado en distintos epitelios como el
respiratorio, uterino y también en el intestino delgado, que es la parte del tubo
digestivo localizada después del estbmago y termina en el ciego del colon (Figura
3). El intestino delgado se divide en tres porciones: duodeno, yeyuno e ileon. Sus
funciones principales son la absorcion y digestion de nutrientes, funciones de
barrera contra agentes extrafios, de sefial de reconocimiento y produccion de

hormonas (Junqueira y Carneiro, 2005).



La absorcion de los nutrientes inicia cuando el bolo alimenticio es mezclado con el
acido clorhidrico del estbmago formando el quimo. En el duodeno intestino delgado
se mezcla el quimo con las secreciones tanto biliar como pancreética. El transito
alimenticio continda por el intestino delgado, luego por el intestino grueso y
terminando en el recto. En todo este trayecto se secretan diferentes enzimas que
degradan los alimentos y asi se completa el proceso de la digestion. La mayoria de
los nutrientes son absorbidos en el intestino delgado, el cual tiene caracteristicas
peculiares en su superficie que lo hacen tan eficiente en esta accién como: las
vellosidades intestinales y microvellosidades en las células epiteliales. Estos
pliegues o vellosidades, que forman cavernas y protuberancias, amplian
considerablemente la superficie que esta en contacto con el alimento, permitiendo

un mejor contacto y una mayor absorcion de nutrientes (Fox, 2003).

DUODENO

YEYUNO

Figura 3. Partes que integran el intestino delgado. En la imagen se puede observar donde
inicia y donde termina cada uno de los segmentos del intestino delgado (Pearson, 2008).

Las vellosidades se encuentran en la luz intestinal, estas estan conformadas por
diversas capas que se mencionan de abajo (luz intestinal) hacia arriba, como se

muestra en la Figura 4. La primera capa es de mucosa, aqui se encuentran las
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criptas de Lieberkin, donde las células que forman estas criptas estan en constante

mitosis, remplazando a células viejas del intestino.

Por encima de la mucosa se encuentra la capa submucosa, donde se encuentran
todos los vasos linfaticos, venas y arterias que subsiguientemente vascularizaran a
la luz intestinal. Posteriormente, se encuentran encima las capas musculares, que
estan formadas por una capa de musculo liso circular, seguida de una capa de
musculo liso longitudinal. Gracias a la combinacion de la contraccion y relajacion de
ambas capas de musculo, es posible el movimiento peristéltico del intestino para

gue el alimento pueda seguir su trayecto (Kierszenbaum, 2008).

Plexo mientérico

Longitudinal
Muscular externa

externa Circular

interna { \ Plexo submucoso

Glandula de la submucosa

Muscular de la mucosa Nodulo linfatico

Cripta intestina
(de Lieberkiihn)

Lamina propia

Linfatico

Vellosidades Epitelio

Figura 4. Corte transversal del intestino delgado. En la figura se indican las capas que lo
integran. Se pueden observar las vellosidades en la mucosa, que dan a la luz intestinal, las
capas submucosa, musculares y los plexos del sistema nervioso entérico como el
mientérico y el submucoso (Fox, 2003).

[1.5.1. Histologia

El epitelio intestinal de la mucosa esta formado por diferentes células (algunas de
estas se muestran en la Figura 5 con distintas funciones, en las que se incluyen las

siguientes:
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a) Los enterocitos o células absorbentes, estas células presentan
microvellosidades que aumentan la superficie y su capacidad de absorcion, la cual
es su principal funcion. Los enterocitos tienen forma columnar y prismatica y al ser
observadas con el microscopio Optico se caracterizan por la presencia de una
condensacion en su superficie apical (el borde estriado) (Figura 5). La cantidad de
estas células disminuyen en cantidad del duodeno al recto.

b) Las células caliciformes, son células cilindricas que son secretoras de
mucina o moco que protege al epitelio de la abrasiébn mecanica y de la invasiéon
microbiana, estas se encuentran intercaladas entre los enterocitos y tienen dos
dominios: 1) apical en forma de copa, que contiene grandes granulos de moco que
se descargan en la superficie del epitelio, 2) dominio basal estrecho, que se une a
la lamina. EI moco que se secreta contiene glicoproteinas (80% hidratos de
carbono, 20% aminoéacidos) que se liberan por exocitosis. EI nUmero de estas

células son menos frecuentes en el duodeno y aumentan en direccion al ileon.

c) Las células intermedias o indiferenciadas, son la mayoria de las células
intermedias de la mitad inferior de la cripta intestinal, suelen dividirse una o dos

veces mas, antes de decidir qué tipo de célula seran (Ross y col., 1997).

d) Las células de Paneth, producen una enzima bacteriolitica llamada
lisozima, que actia contra microorganismos indeseables y regulan la flora
intestinal. Son tipicas células exocrinas con granulos de secrecion acidoéfilos en la
porcion basal del citoplasma, por lo que se pueden tefir con colorantes como la

eosina dando una coloracion rojiza (Junqueira y Carneiro, 2005).

En el tubo digestivo, es caracteristica la presencia de MALT, tejido linfoide asociado
a mucosa. Este tejido linfoide se encuentra en el corion o lamina propia (Figura 5)
de la mucosa. Es por lo general un tejido linfoide difuso o nodular. Junto a este
tejido linfoide se encuentran generalmente plasmocitos. En el ileon, el tejido linfoide
es especialmente notorio por su disposicion en placas, denominadas placas de

Peyer. El nédulo linfatico produce una modificacién en el epitelio de revestimiento.
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Las glandulas de Brunner son las glandulas de la submucosa duodenal, que son
caracteristicas de él. Estas glandulas secretan moco que ayuda a contrarrestar el
pH acido que proviene del estomago (Hall y Guyton, 2001).

N T
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Figura 5. Células del intestino delgado. Microfotografia éptica (X160) de vellosidades
intestinales, donde se muestra que la superficie de las vellosidades esta revestida por
epitelio simple cilindrico (Ep). Las células son principalmente enterocitos con chapa
estriada. En el epitelio también son evidentes células -caliciformes (GC) con su
caracteristica acumulacion de moco. Por debajo del epitelio hay un tejido conectivo
llamado lamina propia (LP). En el centro de cada vellosidad se ve un capilar linfatico, que
se conoce como quilifero central (L) (Ross y col., 1997).

El intestino delgado se encuentra inervado por neuronas, gue sirven para gue se
pueda realizar las contracciones, motilidad intestinal, secreciéon de enzimas, etc. A
esta red de neuronas que lo conectan, se les llama sistema nervioso entérico (SNE)
gue constituye la tercera divisién del SNC.
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I1.5.2.  Sistema nervioso entérico

Ademas de la transmision de la sefial de neurona a neurona, también existen otro
tipo de uniones como la neuromuscular (Figura 6), donde se produce la contraccién
o relajacion del musculo a través de los neurotransmisores liberados por la sefial de

las neuronas.

En el intestino delgado se producen dos tipos principales de contracciones:
peristaltismo y segmentacion. El peristaltismo es mucho mas débil y lento, en
cambio la segmentacion es la principal actividad contractil del intestino delgado y
consiste en que se producen diversas contracciones musculares simultaneamente
en diferentes segmentos intestinales, ayudando a mezclar y mover el quimo hacia

adelante, a través del intestino delgado (Fox, 2003).

Existen unas células, llamadas Cajal, que sirven como marcapasos para la
contraccion intestinal, es decir regulan el ritmo de las contracciones que esta
marcado por despolarizaciones graduadas denominadas ondas lentas. Se han visto
gue estan inervadas por nervios entéricos y también se ha encontrado la presencia
de receptores purinérgicos P2Xs y P2X, en estas células de Cajal (Furuzono y col.,
2005).

El SNE es la divisién del sistema nervioso autbnomo que inerva a todo el tubo
digestivo, este puede funcionar independientemente del SNC, aunque existen
nervios que conectan el SNC con los plexos entéricos, por esta razon se le llama al
SNE el segundo cerebro. EI SNE esta formado por dos plexos: uno externo que se
encuentra entre las capas musculares tanto longitudinales como circulares, que
regula principalmente los movimientos gastrointestinales y recibe el nombre de
plexo mientérico de Auerbach; y otro plexo interno llamado plexo submucoso o de
Meissner, que se encuentra inervando a la submucosa vy controla
fundamentalmente la secrecion y el flujo sanguineo local. Estos plexos se muestran
en la Figura 3 (Cdrdova, 2003; Hall y Guyton, 2001). Las neuronas del SNA tiene

neuronas que pueden haber sinapsis con las neuronas del intestino, y por lo tanto
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gue se pueden liberar neurotransmisores de las neuronas del sistema nervioso
autonomo simpdtico y parasimpatico a células intestinales y viceversa. Se ha
encontrado que los receptores de Ach y P2X, juegan un rol central en

transmisiones sinapticas rapidas en el plexo mientérico (Burnstock, 2008).

Neurona
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Figura 6. Unién neuromuscular. En la imagen se muestra la unién de una neurona con una
fibora muscular. Al liberarse los neurotransmisores a partir de la neurona presinaptica las
células diana reciben la sefal de contraerse o relajarse (Macarulla y Gofii, 1994).

La poblacion principal de células inmunes del SNC es la microglia, que representa
el sistema mononuclear fagocitico del SNC. Se ha observado en microglias, que la
expresion del RNAm del receptor P2X, varia con la edad de los ratones (Crain y
col., 2009), lo que indica que algunos receptores purinérgicos aumentan o
disminuyen su expresion dependiendo de la etapa de desarrollo, en la que se

encuentre el animal.
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[1.5.3. Desarrollo del Sistema Nervioso (Ontogenia)

El desarrollo del SNE se lleva a cabo durante la fase prenatal, aunque después del
parto sigue habiendo cambios en la morfologia y expresion de diferentes receptores
o proteinas, debido principalmente a las variaciones en la alimentacion que recibe
el ser vivo. Por ejemplo, en los animales neonatos que aun son lactantes tanto su
sistema gastrointestinal como el SNE, es diferente al de animales adultos que ya
consumen alimentos solidos. En una investigacion realizada por Giaroni y col.,
2006 se examino la presencia y funcién de algunos receptores P2 (P2Y1.4, P2X;.3)
en el intestino de raton neonato durante su desarrollo posnatal, para esto se
utilizaron herramientas como inmunohistoquimica, Western Blot, y estudios
farmacoldgicos, donde se observo que la expresion de diferentes receptores iba
cambiando conforme la edad de la rata. La presencia de los receptores P2Y (4, 2y 4)
en el raton neonato fue mas marcada, respecto a los receptores P2X, 2 y 3, que
solo se observaron a partir del dia 8 en el musculo liso del ileon de ratdon, excepto

el P2X; cuya presencia no se observo su a ninguna edad.
[1.5.4. Padecimientos gastrointestinales

Existen diversos trastornos gastrointestinales funcionales (FGIDs) en los que sus
sintomas se relacionan con combinaciones de diversos determinantes fisiol6gicos
conocidos: incremento de la reactividad motora, aumento en la hipersensibilidad
visceral, alteracién de la funcién inmune de la mucosa y la funcién inflamatoria,
regulacion alterada del CNS- sistema nervioso entérico, entre otras. Los FGIDs se
pueden clasificar de acuerdo al intervalo de edad, si la patologia pertenece al
adulto o al neonato/infante, debido a las diferencias existentes tanto en la ingesta
de alimentos, como en el desarrollo gastrointestinal en las diferentes etapas del

desarrollo del humano (Drossman, 2006).

[1.5.4.1.  Motilidad anormal e hipersensibilidad visceral

Es ampliamente reconocido que el vomito, la diarrea, el dolor abdominal agudo y

otros sintomas del tracto gastrointestinal se generan por una perturbacion en la
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motilidad gastrointestinal, y también en sujetos sanos con emociones fuertes o
estrés ambiental puede conducir a un aumento en la motilidad en el esofago,
estomago, intestino delgado y colon. Estos padecimientos y otros ya mencionadas
llevan a que un 99% de la poblacion cursa alguna vez en su vida con algun
padecimiento gastrointestinal. Esto hace prestar atencion sobre el tratamiento de
estos padecimientos (Drossman y col., 2006).

La asociacion negativa del dolor con trastornos de la motilidad Gl y con muchos de
los trastornos Gl funcionales (por ejemplo: sindrome de dolor epigéstrico, sindrome
de intestino irritable, sindrome de dolor abdominal funcional) es explicado mediante
estudios mas recientes en relacion con anormalidades en la sensacion visceral.
Pacientes que cursan con hipersensibilidad visceral tienen un bajo umbral del dolor
y padecen de dolor de hinchazén en el intestino (hiperalgesia visceral) o tienen
mayor sensibilidad incluso a la funcién intestinal normal (alodinia), incluso puede
existir un area creciente de referencia somatica de dolor visceral (Drossman y col.,
2006).

[1.5.4.1.1. Tratamiento de padecimientos gastrointestinales

Durante mas de 30 afios los tratamientos mas empleados en pacientes con FGIDs
involucra el uso de agentes psicotropicos. Recientemente, algunos estudios se han
enfocado en evaluar los efectos de los antidepresivos triciclicos y se han visto
beneficiados pacientes con patologias gastrointestinales, principalmente aquellos

con enfermedad moderada.

Se ha comprobado que los antidepresivos, principalmente la paroxetina, inhiben
fuertemente las respuestas de calcio mediadas por ATP en células que expresan
receptores P2X,. Estos resultados sugieren que la paroxetina actia como un
analgésico potente via receptores P2X,, por lo que es posible que los
antidepresivos utilizados clinicamente en pacientes con dolor neuropatico deban su
efecto, por lo menos en parte, a una inhibicion de receptores P2X, (Drossman,
2006; Nagata, 2009).
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Todas estas investigaciones, indican que el receptor P2X4 pudiera ser un buen sitio
de accién para el tratamiento de algunas enfermedades intestinales donde estén
involucrados el dolor crénico, inflamacién, cancer, etc., por esto la importancia de

conocer la distribucion de este receptor en las células del epitelio intestinal.
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. HIPOTESIS

Los receptores purinérgicos X, se encuentran diferencialmente distribuidos

durante la ontogenia del intestino delgado de la rata.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. General

e |dentificar los niveles y zonas de expresion del receptor purinérgico P2X, en

el intestino delgado de rata neonata y adulta.

IV.2. Especificos

e Implementar las mejores condiciones de la técnica de inmunohistoquimica
para el estudio de interés.

e Explorar la marca inmunorreactiva de los receptores a ATP P2X, en las
porciones proximal y distal del intestino delgado de ratas recién nacidas.

e Conocer la distribucion de los receptores purinérgicos P2X, en la porcion
proximal y distal de ratas adultas.

e Comparar los niveles de expresion del receptor P2X, en los diferentes

segmentos del intestino delgado de rata neonato y adulto.
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V. METODOLOGIA
V.1 Reactivos y materiales

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

e Solucion 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 Adhesivo para tejidos Tissue junge

e Céamara himeda

e Peroxido de hidrégeno al 1 % en PBS 1 X

e Lecheal 3% enPBT

e Anticuerpo primario contra P2X, en conejo

e Anticuerpo secundario anticonejo hecho en cabra
e Reactivo ABC (Vectastain, elite ABC kit de laboratorios vector)
e Solucion de di-amino bencidina (DAB)

e Material de diseccion
V.2. Equipos

e Estereoscopio (ZEISS, SstemiDV4)

e Criostato marca (Leica cM 1850)

e Microscopio con camara (Leica, DME)

e Plato caliente con agitacion

e Balanza analitica

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

V.3. Métodos

V.3.1. Preparacion de reactivos y equipos

El buffer PBS 10 X se mantuvo como stock y se preparé pesando los siguientes

reactivos: 1 g de cloruro de potasio, 40 g de cloruro de sodio, 1 g de fosfato acido
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de potasio y 5.7 g fosfato de sodio dibasico heptahidratado. La solucién PBT se
realizé con 995 ml de PBS 1 X y 5 ml de Tritén X-100, en constante agitacion hasta

gue se disolvié por completo.

Para la solucién de PFA al 4 % se agregaron poco a poco 20 g de PFA en 500 ml

de PBS 1 X, en agitacion y calentamiento constante.

Se utilizé una dilucién 1:200 en PBT del anticuerpo primario especifico (obtenido en
conejo) para el receptor P2X,4. Para el anticuerpo secundario (obtenido en cabra

anticonejo y asociado a biotina) se utilizé una dilucién 1:750 en PBT.
El reactivo ABC y la DAB se prepararon en el momento en que se utilizaron.

La cdmara humeda (Figura 7) consta de un recipiente con el fondo plano y con
tapa, que contiene papel absorbente humedecido con agua para evitar que el tejido
se seque. Se colocaron encima del papel pipetas de plastico con el fin de sostener

las laminillas para que no quedaran en contacto directo con el papel.

Figura 7. Camara humeda. En la imagen se muestra una camara humeda de vidrio.
Después de cada lavado se le coloc6 una tapa para mantener hUmedas las laminillas con
los tejidos.

V.3.2. Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de edad adulta y recién nacidas, las cuales
fueron conservadas a una temperatura de 22 + 2 °C, con ciclos de luz-obscuridad
de 12 h y con acceso a agua y alimento ad libitum.
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Las ratas PO son las ratas que se utilizaron el mismo dia en que nacieron. Las
ratas PO fueron decapitadas y las ratas adultas fueron anestesiadas con
pentobarbital sddico 40 mg/Kg via intraperitoneal, y posteriormente se llevé a cabo
la diseccion de las mismas para extraer del intestino delgado la porcion proximal
(duodeno), que se reconoce por estar justo después del estbmago, y la porcidén
distal (ileon) que se identifica por estar justo antes del colon. Posteriormente se

colocaron en PBS.

V.3.3.  Extraccion y fijacion de tejidos

Los tejidos se limpiaron mecanicamente de cualquier residuo de alimento que
pudieran tener y se abrieron longitudinalmente con la ayuda de un estereoscopio.
Se colocaron en PFA 4 % durante 6, 12y 24 h a 4 °C, para explorar el tiempo en

que se observara la mejor tincion.

V.3.4. Inmunohistoquimica

Los tejidos se transfirieron posteriormente a una solucion de sacarosa al 30 % en
PBS aproximadamente 1 dia, a fin de evitar el dafio del tejido al congelarse.
Después se colocaron en recipientes de aluminio donde se cubrieron con tissue

junge (figura 8), cuidando que las vellosidades quedaran hacia abajo.

Figura 8. Tejido en tissue junge. En la imagen se muestra una porcion de intestino de rata
cubierta con tissue junge y congelado a -70 °C por lo que se encuentra en estado solido.
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Después se congelaron a -70 °C y con la ayuda del criéstato (Figura 9) y se
realizaron cortes longitudinales del tejido con un espesor de 12 pm, después se

colocaron en laminillas y se guardaron a -20 °C.

Figura 9. Criéstato marca Leica. En esta imagen se muestra el interior de un criéstato,
donde se encuentra la navaja y el soporte donde se cortaron los tejidos.

Para llevar a cabo los experimentos de inmunohistoquimica (Figura 10), las
laminillas fueron sometidas a tres lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno, y
se dejaron reposar en la camara hiumeda. Después se realizé un bloqueo con una
solucion de peréxido de hidrégeno al 1 %, posteriormente se realizaron otros tres
lavados con PBS 1X y se incubaron con una solucion de leche al 3 % en PBT
durante 2 horas. Se volvieron a lavar 3 veces con PBT y se aplicaron 300 pl del
anticuerpo primario dirigido contra el receptor P2X,, obtenido en conejo a una
dilucién 1:200 en PBT. Se incub6 toda la noche en la camara hiumeda. Al dia
siguiente las laminillas se lavaron tres veces con PBT y se les aplicé 500ul del
anticuerpo secundario (anti-conejo hecho en cabra acoplado a biotina) en una
dilucion 1:750 y se incubd posteriormente por dos horas, después se volvieron a
realizar 3 lavados con PBT de 10 minutos cada uno. Se amplificé con el complejo
ABC marca Vectastain Elite que constaba de dos reactivos: el reactivo A que

contenia a la avidina y el reactivo B que contenia la enzima peroxidasa asociada a

24



biotina; estos reactivos se mezclaron en una proporcion 1:1 y se le colocaron a las
laminillas con el tejido dejdndolo incubar durante 30 minutos. Después se
revelaron con una solucién de di-aminobencidina (DAB) y peréxido de hidrogeno
(H20,). La enzima peroxidasa oxida el peroxido de hidrogeno liberando oxigeno,
este oxigeno liberado oxida la DAB que es una sustancia que al oxidarse se
precipita y adquiere un color marron que se puede observar. Finalmente se
observaron los tejidos marcados en un microscopio de campo claro con objetivos
de 10 X y 40 X, donde se estudio la marca inmunorreactiva visible (Ausubel y col.,
2008; Maestu y col., 2008).

Anticuerpo 2°
asociado a

biotin Peroxidasa asociado
a biotina
. Avidina
Anticuerpo 1°

— H,0
+ #”DAB

2H o
Receptor P2X4 biotina 2= DAB

—>

Tejido ’
intestinal

Figura 10. Método de inmunoperoxidasa amplificada. El primer anticuerpo se une al
epitope del receptor especifico P2X, que se encuentra en el tejido intestinal, el segundo
anticuerpo asociado a biotina reconoce al primer anticuerpo y se une a éste. La avidina
contiene cuatro sitos de reconocimiento muy especificos para la biotina a la cual se une. La
peroxidasa asociado a biotina se une a cualquiera de los tres epitopes restantes de la
avidina y por esto se amplifica la sefial, finalmente peroxidasa libera oxigeno a partir de
peroxido de hidrogeno, y este a su vez oxida a la DAB dando una coloracion café
detectable en el microscopio.

Se evaluaron algunos parametros para obtener mejores resultados en las pruebas

de inmunohistoquimica, como es el tiempo de fijacién en para-formaldehido PFA,
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gue es una sustancia que sirve para fijar las proteinas al tejidos y mantenerlas
integras durante el tratamiento que se le dé al tejido. También se evaluo el tipo de
técnica a utilizar, que se muestran los parametros evaluados en el Cuadro 1, ya

fuera inmunohistoquimica amplificada (Figura 10) o sin amplificar (Figura 11).
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Figura 11. Técnica de marcaje inmunocitoquimico A) el tejido se incuba con un anticuerpo
primario donde B) un anticuerpo secundario se une al primario. El anticuerpo secundario C)
se encuentra unido a una peroxidasa de radbano que oxida el perdxido de hidrogeno
liberando oxigeno. Se le afiade al tejido H,O, y DAB que es una sustancia que al oxidarse
se precipita y adquiere un color marrén (Maesta y col., 2008).

V.3.5. Fotografia
Las fotografias de las secciones de la inmunohistoquimica se tomaron con una
camara digital AxioCam MRC (Zeiss) acoplada a un microscopio Axioplan (Zeiss).

Las imagenes fueron importadas, recopiladas y editadas gracias al software KS-
300.
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V.4, Disefio de experimentos

En el Cuadro 1 se muestra el resumen de las inmunohistoquimicas que se

realizaron con diferentes variables y condiciones experimentales.

Cuadro 1. Disefio de experimento.

Porcion del Tiempo de
Edad de la rata intestino fijacién en PFA Técnica de
delgado (horas) inmunohistoquimica
. 6 Amplificada
Proximal P
Neonata (PO) 12
Distal Sin amplificar
24
6 .
Amplificada
Proximal
Adulta (Ad) 12
Sin amplificar
Distal 24




VI. RESULTADOS

Se realizaron estudios preliminares para conocer las condiciones Optimas de la
inmunotincion. Dentro de las condiciones que se evaluaron fue el tiempo de
exposicion al para-formaldehido (PFA). Los tejidos se mantuvieron a 6, 12 y 24
horas en PFA al 4 % (figura 12) y la mejor marca inmunorreactiva (MIR) se observé
a las 6 horas de fijacion del tejido con PFA, por lo que se prosiguié a usar este

parametro en las siguientes pruebas de inmunohistoquimica.

Figura 12. Tiempo de fijacién de los tejidos en paraformaldehido. En las imagenes se
muestran tejidos de intestino delgado el cual se someti6 a diferentes tiempos en PFA, el
tejido de la imagen a) se fijo durante 6 hrs. El tejido de la b) durante 12hrs. y el de la c)
durante 24 hrs. Se puede observar que la marca es mas puntual e intensa mientras menor
fue el tiempo en PFA. Las fotografias pertenecen a ratas PO y fueron tomadas a un
aumento de 10X.
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El siguiente pardmetro que se evalu6 fue la técnica de marcaje
inmunohistoquimico: uno basado en la reaccion de peroxidasa sin amplificar, como
se mostré en la Figura 11, en donde el anticuerpo secundario asociado a la
peroxidasa de rabano, oxida directamente al DAB; otro basado en la reaccion de
peroxidasa amplificada mostrado en la Figura 9. Se observé una mayor y mejor
sefial utilizando la técnica de peroxidasa amplificada respecto a la técnica de

peroxidasa sin amplificar (Figura 13).

A) B)
Figura 13. Comparacion entre inmunohistoquimica sin amplificar y amplificada. En la figura
A) se muestra al tejido con la técnica inmunohistoquimica sin amplificar, donde se observa
una sefial mas difusa y menos intensa que en B) donde se utiliz6 la técnica de peroxidasa
amplificada.
Se prosiguié a realizar el montaje de los tejidos de intestino delgado, donde se
utilizaron como blancos a tejidos a los que se les realizd el mismo tratamiento que
a las muestras excepto la adicidn del primer anticuerpo. Los blancos sirvieron para
observar la especificidad del anticuerpo secundario. Este anticuerpo secundario
resultd ser bastante especifico al unirse solo al primer anticuerpo en las muestras,
ya que no se observd marca inmunoreactiva en los blancos (Figura 14 y 15),
ademas se pudo distinguir diferencias en las morfologias entre las vellosidades del
intestino de ratas neonatas, que resultaron ser redondas y pequefias, en
comparacion con las vellosidades del intestino de ratas adultas, que fueron

alargadas y de mayor tamafio.
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Figura 14. Blancos de ratas PO. Se muestran las vellosidades intestinales de rata neonata,
donde se pueden diferenciar los distintos tipos de tejido: epitelio cilindrico (EP), canal
linfatico (CL) y lamina propia (LP). Ademas se observa que no hay MIR en ninguna porcion
de las vellosidades. La imagen de la izquierda se encuentra con una amplificacion en
microscopio 6ptico de 10X y la de la derecha de 40X.

Figura 15. Blancos de ratas adultas. En estas imagenes se encuentran cortes
transversales de las vellosidades del intestino delgado de rata adulta. No hubo marca
inmunoreactiva y también se podian observar los diferentes tejidos, tanto en el epitelio
cilindrico (EP) como el canal linfatico (CL). A la izquierda se muestra una ampliacion de
10X y a la derecha de 40X.

En cada vellosidad de los blancos se pudo observar también los diferentes tipos
de tejido (Figura 14 y 15) como: el epitelio simple cilindrico, que consta de
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enterocitos principalmente y se encuentra en la superficie de la vellosidad, un canal
linfatico en el centro de la vellosidad, que también se conoce como quilifero central
y una de sus funciones es transportar los agentes del sistema inmunoldégico, la
lamina propia que es tejido conectivo y se encuentra entre la capa de epitelio y el

canal linfatico, aunque también aqui se encuentran muchos linfocitos.

Consecuentemente se realizaron las pruebas inmunohistoquimicas, de las
porciones proximales y distales de intestino delgado de rata neonata y adulta para
observar la distribucion del receptor P2X, en las diferentes zonas del intestino

delgado.

En las vellosidades intestinales de ratas neonatas se observaron diferencias entre
la porcidn proximal y distal. En la porcion proximal (Figura 16) se observo que la
MIR se encontraba principalmente en la chapa estriada apical que se encuentra en

la superficie de las vellosidades y esta conformada mayormente por enterocitos.

En la porcién distal del intestino delgado de ratas PO (Figura 17) se observé que el
lugar de la MIR diferia, observandose principalmente en el centro de la vellosidad,

gue corresponde al canal linfatico de las mismas.

En cuanto a las vellosidades intestinales de las ratas adultas se observé una marca
muy diferente a la encontrada en las ratas PO. Esta marca se encontré en la lamina
propia de las vellosidades que es tejido conectivo y se encontrd tanto en la porcién
proximal (Figura 18) como en la distal (Figura 19) aunque en la porcién distal la
marca fue un poco mas intensa. La marca fue puntual pero menos intensa respecto

a las ratas PO en ambas porciones.

En el Cuadro 2 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en las

diferentes porciones del intestino delgado de rata adulta o neonata.
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Figura 16. Porcién proximal de intestino delgado de ratas PO. En la imagen se puede
observar la MIR en las orillas de las vellosidades que corresponden a la chapa estriada
conformada por los enterocitos, la marca es intensa. En la figura A se muestra a un
aumento de 10X y en la B de 40X.
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Figura 17. Porcién distal de intestino de ratas PO. La MIR en esta porciéon distal del
intestino, se localiz6 mayoritariamente y de una manera intensa, en el centro de la
vellosidad, correspondiendo al canal linfatico de la misma. Aunque también se encontro
MIR en la lamina propia de los enterocitos, pero esta fue de menor intensidad. En la figura
A se muestra a un aumento de 10X y en la B de 40X.
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Figura 18. Porcion proximal de ratas adultas. La MIR se muestra en las flechas, donde se
observa que se encuentra con mayor intensidad en la lamina propia que es tejido conectivo
gue se encuentra entre el epitelio de la superficie y el canal linfatico. En la figura A se
encuentra en un aumento de 10X y en la B de 40X.
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Figura 19. Porcion distal de intestino de rata adulta. La MIR en esta porcion distal se
localiz6 principalmente en la lamina propia de las vellosidades y resultd ser ligeramente
mas intensa que en la porcion distal. En la imagen de arriba se muestra un aumento de
10X y en la de debajo de 40X.
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Cuadro 2. Resumen de resultados. En el siguiente cuadro se muestran todos
los resultados obtenidos de los diferentes tejidos y edades de la rata

analizados.

Edad de la

rata

Porcién del

intestino delgado

Marca inmunohistoquimica

Imagen

Tejido

Intensidad

Neonata (PO)

Proximal

Chapa
estriada
(enterocitos)

+++

Distal

Canal
linfatico

+++

Adulta (Ad)

Proximal

Lamina
propia
(tejido

conectivo)

Distal

Lamina
propia
(tejido

conectivo)

++

*En la intensidad + es ligeramente intenso, ++ es moderadamente intenso y +++ es muy

intenso.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados de este trabajo concuerdan con algunos reportes previos, en los que
se publica que los receptores P2X estan en células de la mucosa epitelial del
intestino, en glandulas gastricas y que el ATP modula la secrecién intestinal
(Burnstock, 2008), lo que sugiere que los receptores purinérgicos P2X estan
involucrados en procesos fisiolégicos del intestino. También se han hecho
propuestas acerca de la relacién de estos receptores purinérgicos con la motilidad y
sensibilidad intestinal, via fibras motoras extrinsecas y nocicepcion via fibras

sensitivas extrinsecas (Burnstock, 2009c).

Los receptores purinérgicos pueden ser un buen blanco de accion farmacolédgica
para combatir padecimientos gastrointestinales. Esto se relaciona con reportes en
los que se han usado psicotrépicos, como los antidepresivos triciclicos (TCAS), los
cuales modifican la concentracion de calcio intracelular e inhiben el dolor
gastrointestinal. Se ha visto que los TCAs también inhiben la funcion del receptor
P2X, en células humanas, siendo el TACs mas especifico y con mayor efecto la
paroxetina (Nagata y col., 2009), lo que permite proponer que al inhibir los
receptores p2X, se podria inhibir también el dolor neuropatico, y que conduciria a
lograr efectos analgésicos (Drossman, 2008).

Con base en lo anterior, en el presente estudio se investigaron diferentes zonas de
expresion del receptor purinérgico P2X, en la mucosa del intestino delgado de
ratas durante la ontogenia mediante técnicas de inmunohistoquimica, para
constatar la presencia de este receptor y asi contemplarlo como un blanco

farmacolégico para enfermedades o padecimientos gastrointestinales.

Al realizar las inmunohistoquimicas se utiliz6 paraformaldehido (PFA) que sirve
para fijar las proteinas del tejido, el cual actua formando puentes reversibles entre
las proteinas estructurales y solubles del tejido, insolubilizandolas e inactivando las
enzimas que darian lugar a la autolisis celular, con lo que se preserva la estructura
del tejido, ademas de conservar su antigenicidad (Maestu y col.,, 2008). Los

resultados de este trabajo sugieren que es importante estandarizar los tiempos de
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fijacion para evitar que un exceso de puentes proteicos formados disminuyan la
marca. Otra posibilidad es que la MIR que se observé mejor a las 6 horas (Figura
10), se debiera a que el PFA precipité algunas de las proteinas en los tiempos mas
prolongadosde 12 y 24 horas, lo que origin6 una sefial mas difusa y menos

especifica a la hora de afadir los anticuerpos y el revelador.

La MIR encontrada en las vellosidades tanto de ratas adultas como de ratas PO,
revela la presencia del receptor purinérgico P2X,;, esto es consistente con
investigaciones donde se ha encontrado la presencia de receptores purinérgicos
P2X de subtipo 1, 2 y 3 en el tracto gastrointestinal de ratones a diferentes etapas
de desarrollo respecto a su edad (Giaroni y col., 2006), por las misma técnicas
utilizadas en el presente trabajo. También estos resultados confirman otros trabajos
realizados por técnicas de Northern Blot en epitelios como el respiratorio, uterino e
intestinal, en los que se reportd que el receptor P2X,, estaba presente (Tanaka y
col., 1996).

La MIR para los receptores P2X, localizada en el intestino proximal de ratas PO,
confirma que estos receptores se encuentran presentes en los enterocitos
localizados en la superficie o capa mas externa de las vellosidades, las cuales
contienen un epitelio cilindrico simple (Ross y col., 1997), la principal funcién de
los enterocitos es la absorcion de alimentos por lo que es posible que la MIR de los
receptores P2X, encontrados aqui, pudieran estar involucrados en la regulacion de
enzimas para la digestion de los alimentos; esta zona también se encuentra
provista regularmente de células caliciformes que tienen la funcion de secretar
mucosa (Junqueira y Carneiro, 2005) y también se localiza una zona hermética
entre la luz intestinal y los tejidos (zonulae occludentes), que es donde se permite
la movilizacion de tejidos a través de transporte activo realizado por bombas de
sodio, las cuales originan que salga agua a la luz intestinal y el alimento siga su
trayectoria (Ross y Pawlina, 2008). La secrecion de agua a la luz intestinal podria
estar relacionada con la movilizacién de iones a través de los receptores P2Xy, ya

gue los receptores P2X son canales idnicos selectivos a cationes, entre ellos el
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sodio, y podrian ser parte de este proceso de secrecion de agua a la luz intestinal,

con lo que se podrian prevenir padecimientos intestinales como el estrefiimiento.

En la porcion distal del intestino delgado de ratas neonatas se observo la MIR en el
canal linfatico de las vellosidades, este dato podria relacionarse con la accion del
receptor P2X, en el sistema inmune o en el proceso de inflamacion, ya que en
previas investigaciones también se ha encontrado el receptor P2X, en células
inflamatorias como los macrofagos y se ha utilizado este receptor para el
tratamiento de dolor de inflamacion (Sim y col., 2007; Tsuda y col., 2009). También
dentro del canal linfatico se llegan a encontrar células musculares lisas (Ross y
Pawlina, 2008) que permiten el movimiento de las vellosidades y se conectan hasta
la muscular de la mucosa (Fox, 2003), donde el receptor P2X, pudiera estar

involucrado en la motilidad de las vellosidades intestinales.

En el intestino delgado de ratas adultas se observo la marca del receptor P2X, en
la lamina propia o tejido conectivo entre el canal linfatico y la chapa estirada, esta
zona se encuentra provista diversas células inmunologicas como células
plasmaticas, linfocitos, histiocitos, entre otras; llevandonos de nuevo a pensar que
realmente este receptor pudiera estar relacionado con procesos inmunoldgicos
como el dolor e inflamacion, que corroboraria estudios en los que se demuestra
gue el receptor P2X, al ser activado incrementa los niveles de prostaglandinas, y
estas a su vez el dolor y la inflamacién (Jakobsson, 2010; Ulmann y col, 2010), lo
cual nos hace pensar que este receptor podria ser un buen blanco de accion para
tratar padecimientos intestinales en personas adultas. el encontrar un farmaco que
actuara sobre este receptor pudiera ser una Vvia alterna para tratar el dolor e
inflamacion, debido a que los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) causan

diversos efectos secundarios como gastritis y ulceras gastricas.

Es de importancia recalcar el objetivo de haber realizado la busqueda del receptor
P2X, en diferentes edades de la rata (neonata y adulta), ya que diferentes
trastornos gastrointestinales funcionales (FGIDs) se pueden encontrar en diferentes

intervalos de edad, si la patologia pertenece al adulto o a neonato/infante. La
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diferencia de las patologia radica principalmente en las diferencias existentes en la
ingesta de alimentos y en el desarrollo gastrointestinal en las diferentes etapas del
humano (Drossman, 2006). La MIR del receptor P2X, se encontré en los neonatos
en el canal linfatico y en los enterocitos, por lo que se puede sugerir que el receptor
P2X, pudiera estar involucrado en patologias comunes en los neonatos como son

la regurgitacion infantil, inflamacion intestinal, célico infantil, entre otros.

40



VIIl. CONCLUSIONES

En el presente estudio se lograron implementar las condiciones para el método de
inmunohistoquimica donde la MIR fuera mejor. Se observé la marca inmunoreactiva
del receptor P2X4 en las porciones proximal y distal del intestino delgado de rata, y
se identificd su distribucion en las diferentes tipos de células de las vellosidades
intestinales, también se logré hacer una comparacion en los niveles de expresion
del receptor purinérgico P2X, entre el intestino delgado de rata neonata con el de

rata adulta.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, sugieren que el receptor
purinérgico P2X, podria ser un buen blanco farmacolégico para padecimientos
intestinales de neonatos como es estrefiimiento, mala absorcion de los alimentos o
infecciones intestinales, como también para padecimientos en adultos, ya que se
observé la presencia de este receptor en las vellosidades intestinales de rata y
también se ha visto en otros estudios que estd involucrado en procesos de

sefalizacion de dolor, de secrecidon de enzimas, de movimiento, etc.

A futuro podrian realizarse méas estudios acerca de los receptores a ATP (P2X,) en
los que se pudieran localizar en diferentes tipos de tejidos del intestino delgado (en
la musculatura y plexos de neuronas) el nivel de expresion de este receptor y asi
asociarlo a alguna funcion en especifico como la locomocién, sensibilidad o
secrecion. Ademas también se pudieran realizar estudios farmacoldgicos en los
gue se monitoreara la actividad relajante del musculo intestinal inhibiendo o
potenciando la actividad de los receptores P2X,. En espacial este receptor P2X4
resulta ser de gran interés debido a que es el mejor candidato, entre los receptores
purinérgicos, en provocar apoptosis (Solini y col., 2007) y se ha visto su ausencia
provoca diminucion en la produccion de prostaglandinas y en la hipersensibilidad
(Jakobsson, 2010; Ulmann y col, 2010), por lo que encontrar farmacos especificos
gue actuaran sobre este receptor pudieran dar resultados interesantes como

combatir cancer, dolor e inflamacion.
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