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RESUMEN

El intestino es sometido a varios cambios adaptativos durante el desarrollo postnatal, de
manera similar a otros 6rganos. En la mucosa intestinal, dichos cambios ocurren en
gran parte en las estructuras relacionadas con el intercambio y en proceso de absorcion
tal como son las vellosidades, las criptas, los enterocitos y las microvellosidades. En el
intestino delgado estan localizados distintos tipos de receptores entre los que se
encuentran los receptores purinérgicos, los cuales responden a purinas y se dividen en
dos tipos: P1 (responde principalmente a adenosina) y P2 (responden principalmente a
ATP). Los agonistas constituidos por purinas y los formados por pirimidinas
extracelulares son importantes moléculas sefializadoras que median diversos efectos
biologicos a través de receptores celulares denominados receptores purinérgicos. Las
sefales purinérgicas estan involucradas en el control del tono vascular, activacién de
plaguetas, quimioatraccion de células inmunes, la permeabilidad celular y el ATP
extracelular actta como un factor de crecimiento para el musculo liso. Ademas, estan
implicadas en transformaciones neoplasicas, embriogénesis, funcién cardiovascular,
regeneracion del hueso y mdsculo, liberacibn de insulina, inflamacién e
inmunomodulacion, neuroproteccion e inhibicion del dolor. El objetivo de este trabajo
fue comparar la expresion de los receptores P2X, durante la ontogenia de intestino de
rata por el método de inmunofluorescencia, encontrando marca inmunorrectiva en las
células epiteliales intestinales en la regidn distal en ratas neonatas. En la region distal y
proximal del intestino delgado de las ratas adultas se encontré la presencia de los
receptores P2X, en los vasos capilares.



1. ANTECEDENTES

1.1. Sistema nervioso

El sistema nervioso se divide en sistema nervioso central (SNC), formado por el
encéfalo y la médula espinal, y el sistema nervioso periférico (SNP), compuesto por los
pares craneales que salen del encéfalo y los nervios raquideos, procedentes de la
meédula espinal (Fox, 2008). Dentro del SNP se encuentra el sistema nervioso somatico
(SNS), el sistema nervioso autbnomo (SNA) y el sistema nervioso entérico (SNE)
(Tortora y Derrickson, 2006).

El sistema nervioso solo consta de dos tipos principales de células: las neuronas y las
células de sostén. Las neuronas son unidades anatémicas y funcionales basicas del
sistema nervioso, estan especializadas en la respuesta a los estimulos fisicos y
quimicos, en la conduccion de los impulsos electroquimicos y en la liberacion de
reguladores quimicos. En general, las neuronas no pueden dividirse por mitosis,
aunque en determinadas circunstancias muchas pueden regenerar una porcién perdida

o producir pequeias ramificaciones nuevas.

Aunqgue las neuronas tienen formas y tamafios muy variables, en general todas poseen
tres regiones principales: (1) un cuerpo celular, (2) dendritas, y (3) un axon (figura 1). El
cuerpo celular o pericarién es la parte mas amplia de la neurona en la que se encuentra
el ndcleo. Es el centro de nutricion de la célula, donde se producen las macromoléculas
(Fox, 2008). El cuerpo celular contiene al nucleo rodeado por el citoplasma, en el cual
se hallan los organulos celulares como los lisosomas, las mitocondrias, el complejo de
Golgi, ribosomas y condensaciones del reticulo endoplasmatico rugoso, denominadas
cuerpos de Nissl. Los ribosomas son sitios donde se tiene lugar la sintesis de las
proteinas. Las proteinas recién sintetizadas que se forman en los cuerpos de Nissl
sirven para reemplazar diferentes componentes celulares utilizados en el crecimiento de
las neuronas y la regeneracion de los axones dafiados en el SNP (Tortora y Derrickson,
2006).
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Figura 1. Estructura de dos tipos de neuronas. Se representan (a) a una neurona
motora y (b) una neurona sensitiva (Fox, 2008).

Las dendritas son prolongaciones finas y ramificadas cortas que salen del citoplasma
del cuerpo celular. Constituyen una zona receptiva que transmite los impulsos eléctricos
hacia el cuerpo de la neurona, se extienden en diferentes direcciones y de esta manera
incrementan la capacidad de una neurona para recibir impulsos de diversos origenes
(Fox, 2008; Kierman, 2000).

El axon Unico de una neurona propaga los impulsos nerviosos hacia otra neurona, una
fibra muscular o una célula glandular. EI axén es una proyeccion cilindrica larga y
delgada que generalmente se une con el cuerpo celular en una elevacién conica
denominada monticulo axonal (Tortora y Derrickson, 2006), lugar donde se crean los
impulsos nerviosos. La longitud de los axones varia desde solo algunos milimetros
hasta mas de un metro. A partir del axdn central pueden extenderse ramas laterales

llamadas colaterales del axén (Fox, 2008).

Para clasificar a las diferentes neuronas que se encuentran en el organismo se utilizan
tanto sus caracteristicas funcionales como las estructurales. Se pueden clasificar como
neuronas sensitivas, interneuronas, de proyeccion o motoneuronas de acuerdo a su

funcién (Tortora y Derrickson, 2006).



Las neuronas sensoriales reciben informacion sensorial desde los receptores y la
transmiten integrandola en el SNC.

Interneuronas, transmiten sefiales dentro del SNC y forman circuitos neurolales.
Neuronas de proyeccion, transmiten sefiales desde un punto a otro dentro del
SNC.

Neuronas motoras, transmiten sefiales fuera del SNC hacia los efectores:

musculos y glandulas.

Las neuronas motoras son eferentes, de modo que llevan sefiales “hacia la periferia”,

mientras que las neuronas sensoriales son aferentes, es decir llevan sefales “hacia el

centro” (Curtis y Schnek, 2008). En cuando a su estructura, se distinguen segun el

namero de prolongaciones que afloran en su cuerpo celular (figura 2).

a)

b)

Neuronas multipolares tienen generalmente varias dendritas y un axén. La mayor
parte de las neuronas situadas en el encéfalo y en la médula espinal son de este
tipo.

Las neuronas bipolares tienen una dendrita principal y un axén. Se encuentran
en la retina del ojo, oido interno y en el area olfatoria del cerebro.

Las neuronas unipolares o pseudounipolar son células sensitivas que comienzan
en el embribn como neuronas bipolares. Durante el desarrollo, el axén y la
dendrita se fusionan en una prolongacion unica que se divide en dos ramas a
poca distancia del cuerpo celular. Ambas ramas tienen la estructura y la funcién
caracteristica de un axo6n (Tortora y Derrickson, 2006). Una de las
prolongaciones formadas tras la divisidbn recibe los estimulos sensitivos y
produce impulsos nerviosos, mientras que la otra lleva estos impulsos hacia

sinapsis situadas en el encéfalo o en la médula espinal (Fox, 2008).

Las neuronas pueden transmitir y procesar informacion utilizando principalmente dos

tipos de sefales: bioeléctricas y quimicas. Las sefiales bioléctricas son producidas por

el movimiento de iones a través de la membrana plasmatica de la neurona. Este

movimiento genera corrientes eléctricas que pueden variar en el tiempo y transmitirse



por la superficie de la neurona. Las sefiales quimicas se llevan a cabo en la mayoria de
las neuronas, las cuales no son continuas sino contiguas, es decir que hay un espacio o
brecha entre una neurona y otra. En cada neurona la informacion se condice
eléctricamente, pero al llegar al final de las células se liberan moléculas denominadas
transmisores nerviosos, que constituyen una sefial quimica para la neurona receptora.
De esta manera se realiza la sinapsis, proceso en el que se transfiere informacién ala o

las células contiguas (Curtis y Schnek, 2008).
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Figura 2. Tres tipos distintos de neuronas. Las neuronas pseudounipolares, que son
sensitivas tienen una prolongacion que se divide. Las neuronas bipolares, que se
encuentran en la retina y el caracol, tienen dos prolongaciones. Las neuronas
multipolares, que son motoras y de asociacién, tienen muchas dendritas y un axon
(Fox, 2008).

Las células de sostén ayudan a las neuronas a desarrollar sus funciones y su niamero
es unas cinco veces mayor que el de estas ultimas. En el SNC, las células de sostén,
en conjunto, reciben el nombre de neuroglia o, simplemente, de células gliales. A
diferencia de las neuronas, que no se dividen por mitosis, las células gliales pueden
dividirse por mitosis. Existen dos clases de células de sostén en el sistema nervioso

periférico:

a. Células de Schwann, gue forman vainas de mielina alrededor de los axones
periféricos.
b. Células satélites o gliocitos ganglionares, que sostienen la los cuerpos celulares

de las neuronas dentro de los ganglios del SNP.
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Hay cuatro clases de células de sostén, denominadas células de la neuroglia (o de la

glia) en el sistema nervioso central:

a. Oligodendrocitos, que forman las vainas de mielina alrededor de los axones en el
SNC.

b. Microglia, que migran por el SNC y fagocitan los materiales extrafios vy
degenerados.

c. Astrocitos, que ayudan a regular el medio ambiente que rodea a las neuronas del
SNC.

d. Células ependimarias, que revisten los ventriculos (cavidades) del encéfalo y del

canal central de la médula espinal (Fox, 2008).

1.2.Sistema nervioso central

El SNC tiene como funcion principal recoger informacion sobre el entorno procedente
del SNP; procesa esta informacion, organiza respuestas reflejas y conductuales, es
responsable del conocimiento, la memoria y el aprendizaje y planifica y ejecuta
movimientos voluntarios (Koeppen y Stanton, 2009). El SNC, formado por el encéfalo
y la médula espinal, recibe impulsos aferentes que proceden de las neuronas sensitivas
y dirige la actividad de las neuronas motoras que inervan los musculos y las glandulas
(Fox, 2008).

La médula espinal actia como un enlace entre en encéfalo y el resto del cuerpo, al
transmitir informacibn en ambos sentidos; también posee algunos circuitos que
controlan la locomocién, los esfinteres, ciertos reflejos y otras funciones. La médula
espinal es un cilindro delgado que tiene dos areas principales claramente visibles en un
corte transversal: un area central de sustancia gris y un area periférica de sustancia
blanca (figura 3) (Curtis y Schnek, 2008).

Histologicamente el SNC de los vertebrados consiste en dos tipos de tejido: sustancia
gris y sustancia blanca (Hill y Wyse, 2006). Las regiones que contienen altas



concentraciones de axones (con muy pocas neuronas) se denominan sustancia blanca,
porque las vainas de mielina del axén refractan mucho la luz. Las regiones altas de

concentraciones de neuronas y dendritas se llaman sustancia gris (Koeppen y Stanton,

2009).
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Figura 3. Médula espinal. Porcién de la médula espinal y de la columna vertebral
humana, vista lateroventral (Curtis y Schnek, 2008).

La médula espinal se continla con el encéfalo, que comprende el cerebro, el
diencéfalo, el cerebelo y el tronco cerebral (o encéfalico) (figura 4).

a) Cerebro, consta de dos hemisferios cerebrales claramente diferenciados,

derecho e izquierdo. En la mayoria de los vertebrados, la sustancia gris recubre

a los hemisferios cerebrales (corteza cerebral) y la sustancia blanca es interna.

En el cerebro se realiza el principal procesamiento sensitivo de la informacién

entrante y en él se general las salidas motoras que controlan a los musculos

corporales.

b) Diencéfalo es una region fundamental en el procesamiento de la informacién, la

regulacion de las funciones viscerales y endocrinas y en la regulacién de los



ritmos biol6gicos. Esta formado por el tdlamo, el hipotdlamo, la glandula pineal y

la glandula hipdfisis (figura 5).

c) Cerebelo, estructura que se encuentra en la parte posterior y basal del encéfalo,

se relaciona con el equilibrio y la coordinacion motora.

d) Tronco cerebral, estd formado por el mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo
raquideo, contiene haces de fibras que conducen sefiales hacia la médula
espinal y cuerpos celulares de neuronas cuyos axones forman de 10 de los 12
nervios craneales, los cuales traen informacion desde los receptores sensoriales
y, por otro lado, inervan los masculos y las glandulas de la cabeza y las visceras.
Ademas, dentro del tronco cerebral hay nucleos que dirigen algunas funciones
reguladoras automaticas importantes, como el control de la respiracion, de la

frecuencia cardiaca y de la presion sanguinea (Curtis y Schnek, 2008).

Hemisferio \ A
cerebral 3
Diencéfalo

Cerebslo

Mesencéfalo
Puente
Bulbo
raquideo

Médula espinal ———

Figura 4. El sistema nervioso central esta formado por el encéfalo y la médula espinal.
El diencéfalo y la parte superior del tronco encéfalico han sido proyectados sobre la
superficie (Tortora y Derrickson, 2006).

Los nervios conectados con el cerebro se denominan nervios craneales y los unidos a
la médula espinal se llaman nervios espinales. La médula espinal recibe estimulos
sensitivos a través de las raices dorsales y envia respuestas motoras hacia la periferia
a través de las raices ventrales. El cerebro recibe aferencias sensitivas desde los

nervios craneales y también a través de vias que ascienden desde la médula espinal.



Asimismo, aunque las neuronas cerebrales controlan directamente los efectores de la
cabeza, gran parte de las aferencias cerebrales sirven para controlar o modular la

meédula espinal (Hill y Wyse, 2006).

Hipofisis *{‘ ——H pafisis posterior
anterior

Figura 5. El diencéfalo se encuentra entre el tronco encefélico y el cerebro (Silverthorn,
2008).

Los nervios conectados con el cerebro se denominan nervios craneales y los unidos a
la médula espinal se llaman nervios espinales. La médula espinal recibe estimulos
sensitivos a través de las raices dorsales y envia respuestas motoras hacia la periferia
a través de las raices ventrales. El cerebro recibe aferencias sensitivas desde los
nervios craneales y también a través de vias que ascienden desde la médula espinal.
Asimismo, aunque las neuronas cerebrales controlan directamente los efectores de la
cabeza, gran parte de las aferencias cerebrales sirven para controlar o modular la

médula espinal (Hill y Wyse, 2006).

El SNC se encuentra protegido no solo por el craneo y la columna vertebral, sino
también por capas de membranas llamadas meninges y estan bafiadas por el liquido

cefalorraquideo. Esté liquido rodea en encéfalo y la médula espinal, circulando por los
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canales y ventriculos, llevando nutrientes y linfocitos desde el sistema inmunitario a
diferentes partes del SNC. El liquido cefalorraquideo actia también como un

amortiguador de impactos (Curtis y Schnek, 2008).

1.3. Sistema nervioso periférico

La division eferente del SNP puede subdividirse en neuronas motoras somaticas, que
controlan a los musculos esqueléticos, y las neuronas autbnomas, que regulan la
actividad del musculo liso, el masculo cardiaco, numerosas glandulas y parte del tejido
adiposo. A las divisiones sométicas y autbnomas a veces se les denomina divisiones

voluntarias e involuntarias del sistema nervioso, respectivamente (Silverthorn, 2008).

En el SNP contiene nervios raquideos, craneales y segmentarios que transportan
informacion sensitiva desde las diferentes partes del cuerpo y transmiten las sefiales
motoras hacia los efectores. Los cuerpos celulares de las neuronas sensitivas espinales
estan ubicados en los ganglios de la raiz dorsal. Las raices ventrales contienen axones
de neuronas somaticas motoras que inervan los musculos esqueléticos y axones de
neuronas autonémicas que inervan los ganglios autondmicos. Los nervios craneales
estdn mas especializados en su funcion. Los mamiferos tienen 12 pares de nervios
craneales. Algunos se asocian con los principales érganos de los sentidos de la cabeza
(I, olfatorio; II, 6ptico; VIII, auditivo); otros tienen funciones motoras o mezcladas. El
nervio vago (X) es un componente principal del sistema nervioso autonomo que

también inerva la laringe y otros componentes somaticos (Hill y Wyse, 2006).

1.3.1. Sistema nervioso somatico

El SNS comprende neuronas motoras y sensitivas. Las neuronas sensitivas transportan
aferencias de receptores de sentidos especiales (vision, audicién, gusto, olfato,
equilibrio) y de receptores de los sentidos somaticos (dolor, temperatura, tacto y
sensaciones propioceptivas). Todas estas sensaciones son percibidas normalmente de

manera consciente. A su vez, las motoneuronas somaticas inervan el musculo



esquelético (el tejido efector del SNS) y producen movimientos voluntarios (Tortora y
Derrickson, 2006).

1.3.2. Sistema nervioso autbnomo

La divisibn autbnoma del sistema nervioso eferente (0 SNA) también es denominada
como sistema nervioso vegetativo, lo que refleja la observacion de que su
funcionamiento no esta bajo control de la voluntad. Otro de los nombres que tiene esta
divisibn auténoma es el sistema nervioso visceral debido a su control sobre érganos
internos (Silverthorn, 2008).

Desde el punto de vista anatomico y funcional en la periferia del cuerpo el SNA esta
bien separado del SNS, mientras que en el SNC ambos sistemas estan conectados. El
SNA es eferente; sin embargo, los nervios por los que transcurre en general también
poseen fibras aferentes. Estas fibras provienen de los sensores de los érganos internos
(esofago, tracto digestivo, higado, pulmén, corazén, arterias, vejiga, etc) (Silbernagl y

Despopoulos, 2009).

El SNA se subdivide en las divisiones simpaticas y parasimpaticas. Aunque estas
divisiones pueden distinguirse anatdmicamente, no existe una manera simple de
separar las acciones de las dos ramas sobre sus oOrganos diana. La manera
generalizada es caracterizarlas de acuerdo con el tipo de situacion en las que son
activadas (Silverthorn, 2008).

La division simpatica induce en el cuerpo una reaccion de preparacion a “de lucha” o
“‘de huida” que se debe principalmente a la liberacion de noradrenalina por las fibras
posganglionares y de la secrecion de adrenalina por la médula suprarrenal. La division
parasimpatica induce a menudo efectos antagonistas a través de la liberacion de
acetilcolina a partir de sus fibras posganglionares (figura 6). Los efectos inducidos por
las dos divisiones deben permanecer equilibrados para mantener la homeostasis (Fox,
2008).
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parasimpatica en azul. Las lineas continuas indican las fibras preganglionares y las
lineas de rayas las fibras posganglionares (Fox, 2008).

1.3.3. Sistema nervioso entérico

El SNE es el mayor y mas complejo de la divisién de los sistemas periférico y autbnomo
en los vertebrados. Contiene numerosos tipos de neuronas en comparacién con médula
espinal, y una variedad de neurotransmisores y neuromoduladores similares
encontrados en el SNC. Los componentes del SNE forman un circuito integrado que
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controla la motilidad del intestino, intercambio de los fluidos a través de la superficie de
la mucosa, el flujo sanguineo y secrecién de hormonas intestinales (Sasselli y col.,
2012). En la mayoria de las regiones del intestino, el SNE es capaz de modular la
independencia o el control de muchas de las funciones intestinales, incluyendo la
motilidad y la secrecion, aunque el SNC también puede influir en estos reflejos
(Anderson y col., 2007).

El SNE es una red interconectada de neuronas y células gliales que se agrupan en
ganglios ubicados en dos grandes plexos: plexo mientérico (de Auerbach) y plexo
submucoso (de Meissner) (Sasselli y col., 2012). El plexo mientérico yace entre las
capas musculares longitudinal y circular, el plexo submucoso se encuentra en el tejido
conjuntivo entre la capa muscular circular y la muscular de la mucosa (figura 7) (Kiernan
2000). Los plexos regulan el peristaltismo y también pueden influir sobre las funciones
secretoras de los epitelios del tubo digestivo (Welsch, 2009).

Cada plexo consiste en ganglios entéricos pequefios, unidos uno a otro por delgados
nervios en los cuales todos los axones son amielinicos. Nervios similares conectan los
dos plexos a través de la capa muscular circular y llevan ramas de los plexos hacia el

musculo liso y dentro de la lamina propia de la mucosa.

La mayoria de las neuronas es multipolar, pero también hay muchas bipolares y
unipolares, en especial al plexo submucoso. Ademés de las neuronas, el sistema
nervioso entérico (SNE) contiene células de neuroglia, las cuales envuelven las
neuronas y sus procesos. El tejido nervioso es avascular y sus recibe nutrientes por

difusién desde los vasos capilares, por fuera de la vaina glial (Kiernan 2000).

Aunqgue el intestino también recibe inervacion extrinseca parasimpatica y simpatica, los
circuitos neuronales intrinsecos del SNE son capaces de generar reflejo de la actividad
contractil intestinal independiente de cualquier inervacion del SNC (Sasselli y col.,
2012).
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Figura 7. Estructura de la pared del tubo digestivo en donde se muestra la localizacién
del plexo mientérico (de Auerbach) y del plexo submucoso (de Meissner) (Welsch,
2009).

1.4.Ontogenia del intestino delgado

El desarrollo ontogénico del intestino en los mamiferos es un proceso altamente
organizado, uno de los resultados cruciales es la formacién del epitelio intestinal
especializado que cumplen funciones digestivas y de absorcion (Pacha, 2000).

El tracto gastrointestinal de los vertebrados se encuentra compuesto por tres sistemas
derivados de una estructura simple: el sistema digestivo luminal del esofago, del
estdbmago, intestino y colon y derivados del tracto gastrointestinal. Los derivados del
tracto intestinal esencialmente se encuentran fuera del endodermo del intestino
temprano y que posteriormente formaran la tiroides, los pulmones y el higado. El

desarrollo del intestino delgado se compone de tres capas germinales: endodermo (que
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forma el revestimiento epitelial del lumen), mesodermo (que forma las capas del
musculo liso), y el ectodermo (que incluye la estructura luminal digestiva anterior y
posterior y el sistema nervioso entérico (De Santa Barbara y col., 2003). La gastrulacion

es el proceso por el cual se forma el tubo intestinal primitivo (Drozdowski y col., 2010).

En el embrion, el sistema gastrointestinal es una de las primeras estructuras que se
condensa mediante la formacion de una entrada y salida a los sistemas a lo largo de
los ejes anterior y posterior (Drozdowski y col., 2010). En el desarrollo embrionario
temprano el intestino es formado en el eje anterior-posterior, eje dorsoventral, el eje
izquierdo-derecho y mas tarde el eje radial. ElI desarrollo regional especifico y la
diferenciacion a lo largo del eje anterior-posterior daran lugar a la formacion de tres
regiones: el intestino anterior, intestino medio Yy el intestino posterior. Estas estructuras
daran lugar al sistema digestivo: faringe, eséfago y estdbmago (para el intestino
anterior), intestino delgado (para el intestino medio) y el colon (para el intestino
posterior) en el eje izquierdo-derecho se observa relativamente temprano en el
desarrollo, por el giro caracteristico del intestino en la que el estdbmago esta
generalmente posicionado en el lado izquierdo del organismo (figura 8) (Sanderson y
Walker, 1999).

Las especies con desarrollo mas lento, como la rata y el raton, so6lo alcanzan la
madurez tras el destete, frente a las especies precoces, como el cerdo, la oveja o el
humano, que alcanzan un mayor desarrollo en el Gtero. Los procesos que marcan el

desarrollo intestinal son:

a) Formacion de las vellosidades primitivas al doblarse el endodermo embrionario
debido a la presencia de invaginaciones en la mesénquima.

b) Diferenciacion progresiva de las células del endodermo en los diferentes tipos de
células especializadas del intestino.

c) Formacion de criptas en la base de las vellosidades con células de Paneth

resistentes (De la Torre, 2006).
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Eje dorsal (D), eje ventral (V), eje derecho (R), eje izquierdo (L), estbmago (st), tiroides
(), pulmon (lu), higado (li) (Sanderson y Walker, 1999).

Durante el desarrollo embrionario temprano, el endodermo visceral parece uniforme y
presenta capas de células estratificadas. La citodiferenciacion epitelial intestinal ocurre
durante el desarrollo fetal y se caracteriza por el crecimiento del mesodermo dentro del
lumen y la formacion de las vellosidades. Estas vellosidades son separadas por un
epitelio proliferativo de intervellosidad. Las diferencias del eje anterior-posterior
aparecen y se caracterizan por una larga y delgada vellosidad en el intestino delgado y
por vellosidades transitorias anchas y planas en el colon. El epitelio de intervellosidad
del intestino delgado se forman las criptas.

Las vellosidades del colon desaparecieron en el momento del nacimiento y el epitelio
presentes glandulas tubulares del colon maduras (criptas) (figura 9). Por dltimo el
endodermo diferencia las sefales proporcionadas por el mesodermo dirigidas a los ejes
anterior-posterior y dorsoventral. Finalmente, el endodermo convierte fenotipicamente
especifico los ejes anterior-posterior, dorsoventral y radial (De Santa Barbara y col.,
2003).
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Figura 9. Desde el desarrollo a la diferenciacion del epitelio intestinal (Modificado de De
Santa Barbara y col., 2003).

1.5.Intestino delgado

El intestino delgado se extiende desde el estomago hasta el colon, consta de tres
partes: el duodeno, yeyuno e ileon (figura 10). El duodeno tiene forma de C y se
encuentra relativamente fijo a la pared abdominal posterior, ya que no posee
mesenterio en la mayor parte de su longitud. El yeyuno y el ileon estan suspendidos de
la pared abdominal posterior por el mesenterio, El 40% de la porcion proximal del
intestino delgado se denomina yeyuno y el 60% de la porcién distal se llama ileon
(Segarra, 2006).

El intestino se somete a varios cambios adaptativos durante el desarrollo postnatal, de
manera similar a otros 6rganos. En la mucosa intestinal, estos cambios ocurren en gran
parte en las estructuras relacionadas con el intercambio y en proceso de absorcion tal
como son las vellosidades, criptas, enterocitos y las microvellosidades (Vigueras y col.,
1999).

La estructura del tubo digestivo se mantiene similar en toda su extension. Esta formado
por cinco capas que responden a diferentes papeles. De adentro hacia fuera estas

capas son: la mucosa, la submucosa, el musculo liso circular, el muasculo liso
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longitudinal y la serosa. En ocasiones se nombra a la capa muscular circular como capa
muscular interna y a la capa muscular longitudinal como capa muscular externa
(Garcia, 2011).

Figura 10. Esquema general del tubo digestivo de rata (Modificado de Suckow, 2005).

1.6. Mucosa

La mucosa del intestino delgado comprende una poblacién heterogénea de células
(criptas de Lieberkiihn) que proporcionan la oportunidad de estudiar los procesos
involucrados en la diferenciacion celular y la regulacién de la expresion de genes (Tany
Hooi, 2000). En este segmento intestinal se observan diferentes niveles de adaptacion
de la estructura a la funcién de absorcion de nutrientes. Estas especializaciones que
aumentan la superficie de absorcion, desde el nivel anatdmico al celular son: los
pliegues semicirculares, las vellosidades intestinales, las criptas de Lieberkihn y las

microvellocidades (Eynard y col., 2008).

La mucosa es la capa que esta en contacto directo con la luz del tubo digestivo y se

divide a su vez en tres capas: una capa de células epiteliales de revestimiento, la
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lamina propia y la muscularis mucosae, la cual esta formada por una capa delgada de
musculatura fina. A lo largo del intestino delgado, este epitelio presenta numerosas
modificaciones en su estructura cuyo fin es el incremento del area de superficie de

contacto entre la pared del tubo y en el interior del mismo (Gal y col., 2007).

Los pliegues circulares también conocidos como valvulas de Kerckring, son repliegues
transversales permanentes que contiene un centro de submucosa. Cada pliegue
circular rodea entre la mitad y los dos tercios de la circunferencia de la luz intestinal,
comienzan a aparecer después del piloro. Son muy abundantes en la porcion distal del
duodeno y en el inicio del yeyuno, su tamafio y frecuencia disminuyen desde el tercio

medio del ileon (Ross y Pawlina, 2007).
1.7.Vellosidades

Las vellosidades son evaginaciones o proyecciones digitiformes de la mucosa (Figura
11). Consisten en un centro de tejido conjuntivo laxo cubierto por un epitelio cilindrico.
El centro de la vellosidad es una extensién de la lamina propia que contiene una
cantidad abundante de fibroblastos, células musculares lisas y una red de capilares
sanguineos (Ross y Pawlina, 2007). En las figuras 12 y 13, se muestra la diferencia
morfologica de las vellosidades en ratas neonatas y adultas. Las microvellosidades,
también se conocen como “borde en cepillo”, incrementan el area de su superficie para

el importante transporte y actividad enzimatica (Suckow, 2005).
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Figura 11. Vellosidades del intestino delgado de ratones. Tinciéon con Azul Alcian.
Amplificacion 100x (Sokolovi¢ y col., 2007).
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Figura 12. Secciones transversales de las veIIOS|dades de la reglon proximal, en ratas
adultas, amplificacion 100x (Dunel-Erb y col., 2001).

Figura 13. Vellosidades de la reglonprOX|maI de ratas recién naC|das amplificacion
100x (Wang y col., 2003).

1.8. Criptas de Lieberkihn

Las criptas de Lieberkihn localizadas en la base de las vellosidades intestinales
contienen aproximadamente 150 células proliferativas cada una, proporcionando una
estable fuente de nuevas células (figura 14 A y figura 15). Estas células se diferencian
en enterocitos, células caliciformes, células enteroendocrinas y células de Paneth, a
medida de que migran a lo largo de la longitud de las vellosidades (figura 14B) (Tan y
Hooi, 2000). La formacion de criptas se observa sélo después del nacimiento (Pacha,
2000). La tasa de produccién de células en la cripta de Lieberkihn a lo largo del
intestino delgado es relativamente constante, aproximadamente de 36 células/cripta. La
proporcién cripta-vellosidades disminuye de 27 células en el duodeno a 10 células en el
ileon terminal (Suckow, 2005).
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Figura 14. (A) La flecha muestra las criptas de Lieberkiihn y la punta las vellosidades
del intestino delgado. (B) Aumento de la imagen de una cripta, las células de Paneth
presentan granulos de color rojo (flecha) mientras que las células enteroendocrinas
(punta flecha) sus granulos son mas pequefios. Tincibn con hematoxilina-eosina
(Turner y Turner, 2010).

Los enterocitos son el tipo de células mas abundantes en el intestino delgado y grueso
(Figura 16). La funcién primaria de los enterocitos es la absorcion de nutrientes, su
superficie apical se caracteriza por la presencia de microvellosidades que le dan
aspecto de “borde de cepillo” (Noah y col., 2011).

Las células caliciformes (figura 17) son la mas abundantes del epitelio intestinal,
representan el 5% de las células (De Santa Barbara y col., 2003). Son las encargadas
de producir y secretar moco para proporcionar a las demas células del epitelio una
proteccion contra los nocivos contenidos luminales (Noah y col., 2011). Aumentan en
cantidad desde el duodeno hasta la porcion terminal del ileon (duodeno < yeyuno <
ileon < intestino grueso) (Ross y Pawlina, 2007).

Las células enteroendocrinas son células epiteliales intestinales capaces de producir

hormonas (Wang, 2004), comprenden aproximadamente el 1% del epitelio del intestino
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delgado, se distribuyen a través de la mucosa y de las células individuales (Noah y col.,
2011), juegan un papel critico en la regulacion fisiologia gastrointestinal en todos los

animales, como la secrecion gastrointestinal, motilidad y el flujo sanguineo (Wang,

2004).
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Figura 15. Representacion esquematica de los tipos conocidos de células epiteliales
intestinales generados a partir de células madre en las criptas de Lieberkihn
(Modificado de Gerbe y col., 2012).

Figura 16. (a) Seccion histologica del duodeno en rata Wistar adulto, amplificacion 100x
(b) amplificacién de la punta de la vellosidad 200X. La flecha 1 muestra el borde de las
microvellosidades. La flecha 2 muestra el nucleo del enterocitos, la flecha 3 muestra las
células caliciformes. Los tejidos se tifieron con hematoxilina-eosina (Guimarées y col.,

2010).
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Las Células de Paneth son células secretoras que producen y secretan péptidos
antimicrobianos dentro del lumen intestinal (figura 14B). Estas células son unicas en
varios aspectos comparados con las otras células secretoras del intestino delgado, por
ejemplo son las primeras en aparecer después del nacimiento de la cripta. Una vez que
se determina el destino de la célula, las células de Paneth, migran hacia la base de las
criptas donde completan su maduracién (Andreu y col. 2005). Entre las enzimas que
sintetizan se encuentran las lizosimas, criptidinas y defensinas que regulan la microflora
del intestino (Suckow, 2005).

Las Células M son células microbianas se encuentran en el foliculo asociado al epitelio
(FAE; follicle-associated epithelium) que recubren las placas de Peyer’s y los foliculos
linfoides. Estas células contienen una membrana de estructura inusual que facilita la
presentacion de antigenos a los linfocitos, macréfagos y células dendriticas (Mach y
col., 2005).

Las Células penacho (también conocidas como células de pincel) son un tipo de células
raras y poco estudiadas que se caracterizan con una forma de microvellosidades
largas. Se cree que estan involucradas en la sensacion quimica del contenido luminal,
basadas en la expresion de proteinas involucradas en la sensacion del gusto y en la
secrecion de opioides en respuesta de nutrientes luminales. Las Células penacho se
piensan que son un tipo raro de células enteroendocrinas, en base a su frecuencia en

el epitelio y en la sensibilidad quimica (Noah y col., 2011).
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1.9.Receptores celulares

La recepcidon de sefal comienza cuando una sefial originada en el exterior de la célula
diana encuentra una molécula diana perteneciente a esa célula. En casi todos los casos
la molécula diana es una proteina receptora (o receptor) y cada receptor se activa por
un solo tipo de sefial (Alberts, 2006). Los receptores estan presentes en todos los
procesos fisioldégicos conocidos, su accion es muy variada y pueden disparar, acelerar,
retardar o detener un proceso celular, se encuentran en membranas celulares,
citoplasma y nucleo (Bustamante, 2007). La funcién principal de los receptores es de
reconocer el ligando, y posteriormente, propagar el mensaje. Esto se lleva a cabo por la
presencia de dos dominios, un dominio de unién al ligando y un dominio efector
(Taleisnik, 2006).

Los receptores se han identificado en cuatro grandes clases o tipos (figura 18) los

cuales son:

e Receptores ionotrépicos. Estan formados por cinco proteinas o subunidades que
conforman una estructura que es de un canal con un poro en el eje central. Que al

ser activado por su ligando se abre y permite el paso de iones.

e Receptores metabotropicos. Son proteinas que atraviesan siete veces la membrana
celular. ElI extremo amino terminal se localiza extracelularmente, mientras que el
extremo carboxilo terminal se localiza en el citoplasma. La activacién del receptor
por el ligando produce principalmente en la tercera horquilla o asa citoplasmaética,
por lo que permite la unién y activacion de la proteina G (GTPasas triméricas). La
activacion de estas proteinas induce cascadas bioquimicas donde la sefal del
primer mensajero o ligando es transducida al interior de la célula para formar un
segundo mensajero (AMPc, IP3, DAG, Ca®").

e Receptores con actividad catalitica. Son proteinas que solo atraviesan una vez la

membrana citoplasmatica. La unién del ligando en la region extracelular, induce la
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dimerizacion de los receptores que pueden autofosforilarse en sus regiones

cataliticas citoplasméticas (receptores con actividad cinasa).

e Receptores intracelulares. Estas proteinas son factores de transcripcién inducibles

por ligando que participan en la expresion de genes a través de la regulacion del

complejo general de transcripcion. Estos receptores pueden tener una localizacion

citoplasmatica (como los receptores para hormonas esteroides) o una localizaciéon

nuclear (como los receptores para hormonas no esteroides) (Mendoza, 2008).

Receptores
ionotropicos

Ligando

Hiperpolarizacion
o depolarizacion

Efectos celulares

Receptores metabotropicos

Ligando

Cambio en
exitabilidad
Activacion de
cinasas
Liberacion Fosforilacion
de Ca?* de proteinas

Efectos celulares

Efector
activo

Receptores con
actividad cinasa

Ligando
N

- .
ot A A

Fosforilacion
de proteina

Transcripcion
de Genes

Sintesis de
proteinas

Receptores
intracelulares

Ligando

Transcripcion
de Genes

Efectos celulares Efectos celulares l

Figura 18. Tipos de receptores (Mendoza, 2008).

1.10.

Receptores purinérgicos en el intestino delgado

En el intestino delgado estan localizados distintos tipos de receptores entre los que se

encuentran los receptores purinérgicos. Los receptores purinérgicos responden a ADP

o ATP. EI ATP representa la mayor fuente de energia entre los compuestos de fosfatos

organicos utilizados en el metabolismo (Khakh y col.,, 2001), también juega un rol
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importante en la comunicacién intracelular y es liberado en el espacio extracelular como
un neurotransmisor de las terminales nerviosas o como una molécula de sefializacion
autocrina o paracrina de las células no neuronales (Rong y col., 2009). Quizas debido a
esto, los organismos han desarrollado receptores en la superficie celular para detectar
el ATP liberado extracelularmente (Khakh y col.,, 2001). En los sitios de tejido
lesionados o inflamados, las células dafiadas liberan grandes cantidades de ATP que
pueden interaccionar con las células vecinas por via activacion de receptores

ionotrépicos P2X y receptores metabotropicos P2Y (Rong y col., 2009).

Los agonistas constituidos por purinas y los formados por pirimidinas extracelulares son
importantes moléculas sefializadoras que median diversos efectos bioldgicos a traves
de receptores celulares denominados receptores purinérgicos (Ralevic y Burnstock,
1998). Las sefiales purinérgicas estan involucradas en el control del tono vascular,
activacion de plaquetas, quimioatraccién de células inmunes, la permeabilidad celular y
el ATP actua como un factor de crecimiento para el masculo liso (Glass y col., 2002).
Ademas, estan implicadas en transformaciones neoplasicas, embriogénesis, funcion
cardiovascular, regeneracion del hueso y musculo, liberacion de insulina, inflamacion e
inmunomodulacién, neuroproteccion e inhibicion del dolor. Diversos estudios de
sefalizacion purinérgica en células epiteliales se observa que el ATP y/o UDP
extracelular modifican la secrecidén de ClI™ en varios tipos de células epiteliales y que la
regulacion| del transportador idénico puede ser mediada por los receptores P2 y en
algunos casos pueden intervenir los receptores de adenosina (Coutinho-Silva y col.,
2004).

Los nucleétidos purinérgicos y pirimidinérgicos no pueden ser transportados a través de
la membrana plasméatica por simple difusién, por lo que son liberados al medio
extracelular por la via litica (difusion a través de dafios en la membrana plasmatica
durante un trauma, herida, apoptosis 0 necrosis) y por mecanismos no liticos (canales
liberadores de ATP, proteinas unidas a ATP, transportadores especificos de nucleétidos

gue facilitan la difusion y por exocitosis de vesiculas (Scodelaro y col., 2011).
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1.10.1. Receptores P1

Los receptores P1 tiene la capacidad de responder principalmente a la adenosina
(Galindo y Florez, 2006), la cual media una amplia gama de funciones fisiologicas
mediante la activacibn de por lo menos cuatro receptores de superficie celular
denominados A;, Aza, Asg Y As. Presentan un dominio corto N- terminal extracelular,
siete dominios transmembrana y un loop corto C-terminal intracelular. Se encuentran
acoplados principalmente con la adenilato ciclasa, ya sea de manera negativa (A1 y As)
0 de manera positiva (Axa Y Azs; Scodelaro y col., 2011). La adenosina es un compuesto
biologico altamente activo con una variedad de efectos sobre numerosos tejidos,
incluyendo el muasculo del corazén, arterias coronarias, las células del muasculo liso,
plaquetas y células implicadas en las reacciones inmunes e inflamatorias. A través de la
interaccidbn con los receptores Az, la adenosina estd implicado en los efectos
antiagregantes plaquetarios, las respuestas de neutrofilos antiinflamatorios, asi como

en la modulacion de la funcion celular inmune (Gessi y col., 2000).

1.10.2. Receptores P2

En 1985, Burnstock y Kennedy, propusieron la primera subdivision de los receptores P2
de acuerdo con las propiedades moleculares y farmacoldgicas (Shigematsu y col.,
2007; Burnstock y Williams, 2000) como: P2X purinoreceptores (canales ionotropicos;
Burnstock y Williams, 2000), los cuales median la vasoconstriccion y contraccion
visceral del musculo liso con a,B-metileno-ATP como un potente agonista; y los
purinoreceptores P2Y (receptores metabotropicos; Burnstock y Williams, 2000), se
encargan de mediar la vasodilatacion del masculo liso en el intestino con 2-metiltio-ATP

como un agonista particularmente potente (Burnstock, 2000).

La caracterizacion farmacoldgica de los receptores P2 se basa generalmente en un
orden rango de activacion relacionados por agonistas con ATP y UDP, debido a que la
mayoria de los receptores antagonistas disponibles son relativamente pocos (Burnstock
y Williams, 2000).
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1.10.3. Receptores P2X

En los mamiferos los receptores P2X pertenecen a una familia de al menos siete
subtipos (P2X; -P2X5), estan distribuidos en una gran variedad de tejidos y se piensa
que desempefian un papel importante en una gran variedad de procesos fisioldgicos,
entre ellos, la neurotransmision, tanto central como periférica, la contraccién del
musculo liso y procesos inflamatorios (Fernandez, 2008; Khakh y col., 2001). EIl rango
de identidad entre las subunidades (P2X;-P2X;) se encuentra entre el 26 y el 47%, con
una longitud que oscila entre los 379 y los 595 aminoacidos, siendo el P2Xg el mas
pequefio, y el P2X7 el de mayor tamafio (figura 19B) (Khakh y col., 2001).

Los receptores P2X son canales iénicos dependientes de ATP que median de manera
rapida y selectiva la permeabilidad para los cationes (Na*, K* y Ca?'; Ralevic y
Burnstock, 1998). Estas subunidades presentan dos dominios transmembranales donde
la mayor parte de la proteina se encuentra del lado extracelular, la cual forma un asa de
aproximadamente 270 residuos, con el grupo amino y carboxiloterminal en el lado
citoplasmatico (figura 19A). La presencia de varios residuos de cisteina en esta asa
forma puentes disulfuro, los cuales pueden ser importantes al estabilizar el sitio de
unién a los ligandos, una situacion parecida a lo que sucede con los receptores

nicotinicos en la denominada ‘asa CysCys’ (Galindo y Florez, 2006).

Kawate y col. (2009) propusieron una estructura cristalina de un canal iénico P2X
activado por ATP, en donde muestran cada una de las tres subunidades como un delfin
saliendo de la superficie del océano (membrana celular), con la cola sumergida en la
bicapa lipidica. La regién del cuerpo de tres “delfines” mutuamente entrelazadas de
manera que rodean una cavidad central vertical (figura 20).

Para los subtipos de los receptores P2X las proteinas son deducidas a partir de la
secuencias de cDNA. En Northen Blot y en la hidridaciéon in situ muestran una
distribucion amplia del mRNA con P2X; el cual se localiza en musculo liso, P2X, y P2Xe

se expresan mas fuertemente en cerebro, P2X3 se encuentra Unicamente en neuronas
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sensoriales y P2X; domina en células del sistema inmune. Los subtipos P2X; y P2X4
forman canales homomultimeros cuando se expresan en ovocitos o en lineas celulares
de mamifero; el nUmero de subunidades por canal, no esta bien establecido, se cree

gue es de tres o cuatro (Burnstock, 2000).

Figura 19. Topologia de las subunidades del recetor P2X con sus similitudes. a)
Representacion esqguematica que representa actuales de la topologia de las
subunidades P2X. b) porcentaje de identidad entre las siete subunidades P2X en rata
(Modificado de Khakh y col., 200; North 2002).

(a) (b)

Figura 20. Representacion de la estructura de las tres subunidades que forman a un
receptor P2X. (a) modelo de un trimérico P2X,, observado a lo largo desde sitio
extracelular con cada subunidad sefialada de colores diferentes. (b) Una subunidad
observada paralelamente al plano de la membrana con un perfil de delfin (modificado
de Kawate y col. (2009).
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La unidn del ATP a un sitio del loop extracelular del receptor P2X (figura 21), provoca
un cambio conformacional en la estructura del canal provocando la apertura del canal
ion-permeable, permitiendo que ciertos cationes, como el Na* y Ca?*, entren a la célula
induciendo la despolarizacion de la membrana celular y activando los procesos
intracelulares sensibles a Ca?*. El tiempo del estado abierto del canal i6nico P2X
depende de la subunidad de estos receptores. Por ejemplo, los canales de los
receptores P2X; Y P2X3 son desensibilizados en presencia de ATP, mientras que los
canales de los receptores P2X, quedan abiertos durante un tiempo mayor en presencia
de ATP (Petrushenko, 2012).

Se cree que tres moléculas de ATP son necesarias para la activacion de los receptores
P2X. Esto supone que las moléculas de ATP se unen a las tres subunidades que
proporcionan la apertura del canal i6nico. La activacion de los receptores P2X
incrementa la excitabilidad de la célula y aumenta la liberacion de aminoacidos
excitatorios. Cuando esta intensidad es suficientemente fuerte, una respuesta
nociceptiva puede iniciarse; llegando a provocar que el proceso de apoptosis inicie en

las células (Petrushenko, 2012).

Figura 21. Estructura de las subunidades del receptor P2X, representando el sitio de
union para el ATP (Browne y col. 2010).
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Los receptores P2X no exponen ninguna de las secuencias conservadas de
nucleodtidos que caracteriza al sitio de unibn en un gran numero de proteinas
intracelulares tal como las cinasas. Por el contrario, en una comparacion con las
secuencias que estan distantemente relacionadas a traves de la filogenia (por ejemplo,
las algas, las amebas del moho, coanoflagelados) pero que son conocidos para formar
canales funcionales muestran que relativamente pocos de los 280 residuos de los
dominios extracelulares estan muy conservados en todos los receptores. La estructura
del modelo sitla a la mayoria de estos residuos conservados dentro o adyacentes a la
cavidad formada entre la regién del cuerpo de dos subunidades (figura 22) (Browne y
col. 2010).

(@) . (b)
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Figura 22. Modelo espacial del sitio de unién al ATP. (a) y (b) modelos espaciales a 90°
observando el sitio de union para el ATP formado entre las subunidad adyacentes
(mostradas en azul y amarillo) (Browne y col., 2010).

De los siete subtipos del receptor P2X, Unicamente P2Xs es incapaz para formar
receptores homdmeros funcionales, y estos son retenidos dentro del RE. Los subtipos
P2X, y P2X, pueden formar heterodimeros, produciendo receptores con propiedades
diferentes a los receptores progenitores. Por ejemplo, la permeabilidad del calcio en el
heterdbmero P2X;s es significativamente grande que el monémero de P2X,. Esto podria
tener consecuencias importantes en la transmision sinaptica, debido a estas dos
subunidades coinciden pre- y postsinapticamente en su distribucion. De hecho, las
subunidades P2X,, P2X,; y P2Xs se han reportado por ser coexpresadas en varias
areas del SNC. Fuera del SNC, P2X;s se expresa con P2X, en las células del endotelio

vascular y en las células epiteliales en rifiédn (Ormond y col., 2006).
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El receptor P2X, se ha identificado como un miembro distinto de la familia de los
receptores P2X, cuando se demostré que un Unico producto génico era suficiente para
formar canales idnicos con distintas propiedades fisicas y farmacologicas. Este tipo de
receptor también forma heterémeros funcionales con las subunidades P2X; y P2Xg, ¥y
que también puede interaccionar con P2X; (Stojilkovic y col., 2010). El receptor P2X, se
encuentra ampliamente distribuido en el SNC y ha sido reportado como el mas
importante de los receptores para el ATP liberado en la sinapsis en el SNC (Khakh y
col., 2001).

Garcia-Alcocer y col. (2012) estudiaron la distribucién de los receptores P2X,y P2Xs en
las regiones proximal y distal del intestino delgado de las ratas recién nacidas y adultas
utilizando la técnica de diaminobencidina, reportando que se encontraron presentes en
células epiteliales y de los vasos capilares. En ambas regiones proximal y distal de
ratas recién nacidas, observaron sefial del receptor P2X, en las células epiteliales,
mientras que P2Xg estaba presente en los vasos capilares en la region proximal y en
menor medida en la region distal. En ambas regiones del intestino adulto, se observo

inmunotincion de los receptores P2X, y P2Xe en los vasos capilares.

En 1966, Graham y Karnovsky fueron los primeros en emplear la diaminobencidina para
demostrar la actividad de la peroxidasa del rabano, inyectada al raton, durante su
absorcién en los tubulos proximales del rifion de este roedor. Posteriormente se
empezo6 a utilizar para el revelado de la actividad peroxidasa de la enzima utilizada
como marcador directo. Sin embargo, en 1968, Griswold realizé unos estudios sobre su
carcinogenicidad por lo que se ha impulsado a buscar otras alternativas (Montero,
1998).

La inmunohistoquimica (IHQ) es un método para la localizacion especifica de antigenos
en tejidos o células basado en el reconocimiento de un anticuerpo. Alberts Coons
desarrollo por primera vez la técnica de inmunofluorescencia en 1941 para detectar
ciertos antigenos presentes en un tejido congelado (Dabbs, 2013). El uso de

anticuerpos para localizar estructuras en cultivos células y en secciones de tejido es un
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método muy utilizado y altamente productivo en la investigacion biomédica para la
identificacion de proteinas y otras macromoléculas (Burry, 2011). La base de la IHC es
simple y comprende tres disciplinas cientificas; inmunologia, histologia y quimica. El
concepto fundamental detras de la IHC es la demostracién de antigenos (Ag) dentro de
las secciones del tejido por medio de anticuerpos especificos (Ac). Una vez que el
complejo antigeno-anticuerpo (Ag—Ac) esta formado, se realiza una reaccion
histoquimica de color visible por microscopia de luz o fluorocromos con luz ultravioleta.
Aungque conceptualmente es simple, la metodologia de la IHC se ha vuelto mas
compleja a medida que se establezcan metas mas estrictas de sensibilidad y

especificidad (Ramos-Vara 2005).
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2. HIPOTESIS

La distribucién de los receptores P2X, en las regiones proximal y distal del intestino de

rata cambian durante el desarrollo.
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3. OBJETIVOS

3.1.General

Comparar la expresion de los receptores P2X, durante la ontogenia de intestino de rata

mediante inmunofluorescencia.

3.2. Especificos

e Determinar la marca inmunofluorescente de los receptores P2X, en intestino
proximal de ratas neonatas.

e Estudiar la marca inmunofluorescente de los receptores P2X, en intestino
distal de ratas neonatas.

e Conocer la marca inmunofluorescente de los receptores P2X, en intestino
proximal en ratas adultas.

e Determinar la marca inmunofluorescente de los receptores P2X, en intestino
distal de ratas adultas.

e Comparar la marca inmunofluorescente de los receptores P2X4 en las
distintas regiones del intestino y en las diferentes edades,

34



4. METODOLOGIA
4.1. Materiales y reactivos
4.1.1. Animales

Se usaron tres ratas adultas (90 dias) y tres ratas neonatas (recién nacidas, PO)
Sprague Dawley las cuales se mantuvieron a una temperatura de 22 + 2°C, con ciclos

de luz-oscuridad de 12h y con libre acceso a agua y alimento.
4.1.2. Reactivos

e Solucion buffer de sales de fosfatos (PBS) 1X

e Solucion de paraformaldehido (PFA) al 4%

e Sacarosa al 30% en PBS 1X

e Solucion buffer de fosfato con tritdn X-100 (PBT) al 0.5%
e Adhesivo para tejidos tissue-tek

e Anticuerpo primario contra P2X, de conejo (Invitrogen)

¢ Anticuerpo secundario anticonejo, Alexa 568 (Invitrogen)
4.1.3. Materiales

e Estuche de diseccion

e Cajas petri

e Tubos epperdorf de 2 mL

e Tubos falcon de 15 mL

e Cajas de refrigeracién 4°C (Cryo-Safe™)
e Refractarios de vidrio con tapa

e Vasos de precipitados

e Laminillas y Cubreobjetos
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4.1.4. Equipos

e Estereoscopio (ZEISS, SstemiDV4)

e Cridstato (Leica CM 1850)

e Microscopio de fluorescencia (ZEISS) acoplado a una camara digital AxioCam MRC
(ZEISS)

e Plato caliente con agitacion

e Balanza analitica

e Refrigerador (4°C), congelador (-20°C) y ultracongelador (-70°C).

4.2.Métodos

4.2.1. Extraccion y manipulaciéon de tejidos

El dia de nacimiento de las ratas se consider6 como PO, estas fueron decapitadas a
través de diseccion, y se extrajo la porcidén proximal y distal del intestino delgado. Para
las ratas adultas se anestesiaron con 40 mg/Kg de pentobarbital soédico via
intraperitoneal, posteriormente se abrid la cavidad abdominal y se removio el intestino
delgado, tomando un corte de la parte plegada al estbmago (proximal) y otra de la parte
mas alejada antes de llegar al colon (parte distal), los cortes se pasaron a una caja petri
con PBS 1X.

Los cortes se limpiaron de cualquier residuo de alimento que pudieran tener los
intestinos, se abrieron longitudinalmente con ayuda de un bisturi y observando en el
estereoscopio. Posteriormente se realizaron cortes de 1 a 1.5 cm y se colocaron en una
solucion de paraformaldehido al 4% a 4°C, se refrigeraron a 4°C y se dejaron en esta
solucion fijadora por tres horas. Una vez transcurrido el tiempo de fijacion se
enjuagaron en PBS 1X, se pasaron los tejidos a una solucién de sacarosa al 30% en
PBS 1x y se llevaron a refrigeracion por 30 minutos. Posteriormente se montaron los
tejidos en cajas de papel aluminio con tissue-tek, y se congelaron a -70°C. Por ultimo se

realizaron los cortes longitudinales de 12 um de espesor de los tejidos utilizando el
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criostato Leica, los cuales fueron colocados en portaobjetos con 4 cortes en cada
laminilla, los cuales se guardaron a -20°C hasta su uso.

4.2.2. Inmunohistoquimica para los receptores purinérgicos P2X,

Para la inmunohistoquimica (IHQ) se prepar6 una camara humeda, la cual consistié en
colocar un papel absorbente dentro de un refractario de vidrio con tapa, se atomizé
suficiente agua destilada para impregnar el papel, sin que se presentara un exceso de
agua. Las laminillas se colocaron con los tejidos de manera separada. El primer paso
fue realizar 3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Posteriormente se
adicionaron 300 pL de la solucion bloquedora, la cual contiene BSA al 3%, poli-L-lisina
(2mg/mL) en PBT al 0.5%, se dej6 incubar por 30min a temperatura ambiente, cuidando
de cerrar perfectamente la camara. Una vez terminado este tiempo, se volvieron a
realizar 3 lavados con PBT al 0.5% de 10 minutos cada uno. Se agreg6 a cada laminilla
300 pL de una dilucién 1:50 de anticuerpo primario P2X,4 de conejo en PBT al 0.5%. La
laminilla “blanco” soélo se le adicion6 300 uL de PBT al 0.5%. La camara humeda se

dej6 incubar a 4°C durante toda la noche.

Una vez que transcurri0 esta incubacion, se realizaron 3 lavados con PBT de 10
minutos cada uno. A todas las laminillas (muestras y blanco) se les adicion6 300 uL de
una dilucién 1:2000 del anticuerpo secundario anticonejo (Alexa 568) con PBT, se dejo
incubar por 2 horas en la oscuridad. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno
con PBT al 0.5%. Cada laminilla se sec6 en la parte posterior al tejido, con papel
absorbente para eliminar el exceso de PBT, se les adiciono una gota de glicerol y se les
colocd el cubreobjetos. Todas las laminillas fueron protegidas de la luz, en su

manipulacion.
Una vez que se fijaron las laminillas se observaron al microscopio de fluorescencia con

objetivos de 10X y 100X, donde se analizaron los resultados que fueron documentados

con microfotografias.
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5. RESULTADOS

La estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica fue realizado en estudios
previos (Padilla, 2011) en el cual se tiene que el tiempo adecuado es de 6 horas en p-
formaldehido al 4%, debido a que el tiempo de fijacion es una de las etapas mas
importantes en el proceso de la preparacion del tejido ya que permite preservarlo
evitando la autolisis y atague bacteriano, evitando también el cambio de forma y
volumen. Al parecer los fijadores tienen la propiedad de formar puentes entrecruzados
entre las proteinas para formar un gel y con ello mantener la estructura en su relacion y

posicion originales (Aguilar, 2003).

Una vez que se tuvieron los cortes de los tejidos montados en los cubreobjetos se
observaron a través del microscopio Optico con la finalidad de comprobar que las
vellosidades del intestino delgado en las diferentes regiones estuvieran intactas y asi
determinar si las caracteristicas morfoldgicas de los tejidos han sido dafiadas durante
este proceso. Los cortes siempre se mantuvieron en hielo cuando se estaban

analizando para evitar que se descongelaran antes de ser tratados.

Con el proposito de determinar la presencia de marca inespecifica debido a que el
anticuerpo secundario pueda unirse a un antigeno que no corresponda al receptor P2X,
en el tejido, se realizé un control blanco el cual se manipul6é de la misma manera que
las muestras s6lo que no se le adiciond el anticuerpo primario contra el receptor P2Xj.
En la figura 23 y figura 24 se muestran los controles blanco en las diferentes regiones
del intestino de rata neonata y adulta, respectivamente, donde se observa que no

presentan marca inespecifica.

La laminilla de control negativo también se manipuldé de la misma manera que las
muestras con la diferencia de que no se le adicioné ninguno de los anticuerpos
utilizados. Este control negativo nos indica si existen sustancias autofluorescentes en
tejido que pudieran dar un falso positivo en la marca inmunoreactiva de las muestras.

En la figura 25 corresponde al control negativo de ratas neonatas (region distal y
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proximal) y la figura 26 al control negativo de las ratas adultas (region distal y proximal)

en donde se observa que no estan presentes sustancias autofluorescentes.

Figura 23. Microfotografias de laminillas control blanco de las vellosidades de intestino
de rata neonata utilizando el anticuerpo secundario Alexa 568. Las vellosidades
corresponden a la region proximal (A) y la region distal (B) del intestino delgado. No se
observa marca inmunoreactica inespecifica. Aumento: 100X.

.

Figura 24. Microfotografias de laminillas control blanco de las vellosidades de intestino
de rata adulta utilizando el anticuerpo secundario Alexa 568. Las vellosidades
corresponden a la region proximal (A) y la region distal (B) del intestino delgado. No se
observa marca inmunoreactica inespecifica Aumento: 100X.
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Figura 25. Microfotografia de la laminilla control negativo sin ningun anticuerpo utilizado
en el tejido del intestino delgado en ratas neonatas, en donde se observa que no se
presenta autofluorescencia en el tejido. Las flechas blancas muestran el borde de la
vellosidad de la region proximal (A) y la region distal (B). No se observa marca
autofluorescente. Aumento: 100X.

7

Figura 26. Microfotografia de la laminilla control negativo sin ningun anticuerpo utilizado
en el tejido del intestino delgado en ratas adultas, en donde se observa que no se
presenta autofluorescencia en el tejido. Las flechas blancas muestran el borde de la
vellosidad de la region proximal (A) y de la region distal (B). No se observa marca
autofluorescente. Aumento: 100X.

A

B
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En todas las muestras de las laminillas de los tejidos en las diferentes regiones del
intestino que fueron empleadas como muestras llevaron el mismo tratamiento, siendo
que para el anticuerpo primario contra el receptor P2X, se utilizé una dilucion de 1:50 y
para el anticuerpo secundario (Alexa 568) se utilizé una dilucion de 1:2000. Para ambas
diluciones se prepararon en una solucién buffer de fosfatos con tritbn X-100 al 0.5%
(PBT 0.5%).

En los cortes de la regidn proximal del intestino delgado en ratas neonatas, PO
proximal, se puede observar que no se presenta marca inmunoreactiva del receptor
P2X, (figura 27), mientras que en la region distal en las ratas neonatas, PO distal, la
marca inmunoreactiva se observa en la region de las células epiteliales intestinales
(figura 28).

Figura 27. Microfotografia de las vellosidades en region proximal del intestino delgado
de ratas neonatas, PO proximal, utilizando el anticuerpo secundario Alexa 568. Se
puede observar que no se presenta marca inmunoreactiva hacia el receptor P2X,.
Aumento: 100x.
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Figura 28. Microfotografia de las vellosidades en la region distal del intestino delgado de
ratas neonatas, PO distal, utilizando el anticuerpo secundario Alexa 568. Se puede
observar que la marca inmunoreactiva hacia el receptor P2X, se presenta en la region
de las células epiteliales intestinales (CE) que se encuentran en el borde de las
vellosidades. Aumento: 40x.

En cuanto a la distribucion de los receptores P2X4 en las laminillas de la region proximal
del intestino delgado en rata adulta, Ad proximal, se observa que la marca
inmunoreactiva se encuentra presente en los vasos capilares de las vellosidades (figura
29). De igual manera se observa que la marca inmunoreactiva en las laminillas de la
region distal, Ad distal, también esta presente en la region de los vasos capilares (figura
30).
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Figura 29. Microfotografia de las vellosidades de la region proximal del intestino
delgado de ratas adultas, Ad proximal, utilizando el anticuerpo secundario Alexa 568.
Se puede observar que la marca inmunoreactiva hacia el receptor P2X, se presenta en
la region de los capilares sanguineos (CS) que se encuentran en la parte media de la

vellosidad. Aumento: 100x.

Figura 30. Microfotografia de la vellosidad en la regidn distal del intestino delgado de
ratas adultas, Ad distal, utilizando el anticuerpo secundario Alexa 568. Se puede
observar que la marca inmunoreactiva hacia el receptor P2X, se presenta en la regiéon
de los capilares sanguineos (CS) que se encuentran en la parte media de la vellosidad.

Aumento: 100x.
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6. DISCUSION

La técnica de inmunohistoquimica se basa en el uso de anticuerpos marcados con
reactivos especificos para la localizacion precisa de componentes de tejido (antigenos)
in situ por lo cual se decidio utilizar esta técnica para realizar el estudio de la
distribucion de los receptores P2X, durante la ontogenia de intestino de rata. Entre las
condiciones especiales para la inmunohistoquimica se encuentra la presentacion del
antigeno en el tejido, la tincion especifica y sensible en ausencia de tincion no-

especifica y anticuerpos bien caracterizados.

La manera de que una reaccion inmunohistoquimica pueda ser observada con un
microscopio es por medio de una marca visible. Los compuestos fluorescentes
requieren la excitacion con luz a una longitud de onda especifica para hacerlos emitir
luz visible. La fluorescencia proporciona una marca visible con un contraste excelente
cuando se observa contra un fondo oscuro (no fluorescente). La técnica de
inmunohistoquimica indirecta, que es la que se llevo a cabo para el analisis de las
muestras, se lleva a cabo empleando dos capas, la primera capa es el anticuerpo
primario desarrollado contra el antigeno de interés, que para este estudio es el receptor
P2X,4, y la segunda capa consiste en un anticuerpo secundario marcado, el cual es
desarrollado contra inmunoglobulinas de la especie donde se obtiene el primer

anticuerpo (Aguilar, 2003).

Los resultados obtenidos de varios estudios realizados sobre los diferentes tipos de
receptores P2X han confirmado que juegan un importante papel en numerosos
procesos fisioldgicos y que su expresion puede ser alterada por diversas condiciones,
por lo cual se compar6 la marca inmunoreactiva de los receptores P2X, a diferentes
edades del intestino delgado de las ratas para ver si su distribucion es afectada durante
la ontogenia. Las muestras de intestino delgado en las regiones proximal y distal se
obtuvieron de ratas neonatas las cuales fueron sacrificadas con menos de las 8h de
nacimiento, y de ratas adultas fueron sacrificadas después de los 90 dias de

nacimiento.
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La marca inmunofluorescente del intestino distal de las ratas neonatas se observa en la
region de las células epiteliales intestinales, siendo consistente con los resultados
reportados por Garcia-Alcocer y col. (2012), por lo que se podria suponer que el
receptor purinérgico P2X, se encuentra relacionado con el desarrollo (proliferacion y
diferenciacion) de estas células presentes en las vellosidades. Yamamoto y col. (2000)
demostraron que el receptor P2X, se expresa principalmente en células endoteliales
vasculares y es el mayor contribuyente de la entrada de flujo de Ca®" en este tipo de
células. Entre las principales funciones que desempefia el Ca®* dentro del organismo es
la regulacion de la actividad normal de enzimas, en el mantenimiento de la
permeabilidad normal de las membranas celulares (Horrobin, 1976), en la liberacion de
neurotransmisores, iniciacion de la contraccion muscular, funcion estructural en huesos
y dientes, funcidn enzimética como cofactor en los factores de coagulacién, y funcién de

sefializacion como mensajero secundario intracelular (Swaminathan, 2011).

Los nucledtidos de purina extracelular, como el ATP, desempefian un papel importante
como moléculas de sefializacién en las complejas interacciones entre las neuronas y
los musculos que regulan los movimientos intestinales (motilidad) (Bornstein, 2007). El
ATP se sintetiza principalmente a través de la fosforilacion oxidatica mitocondrial, sin
embargo, una parte se recoge y se almacena en vesiculas sinapticas. A través de la
actividad neuronal fisiolégica es liberado en el espacio extracelular (Sperlagh y col.,
2012). El control bésico de la de la motilidad intestinal depende de la actividad de las
neuronas del Sistema Nervioso Enterico (SNE) (Bornstein, 2007). Aunque el SNE
puede funcionar independientemente del SNC, este ultimo tiene un papel importante en
la coordinacién de la actividad de los intestinos a través de la division simpatica y

parasimpética (Burnstock, 2008).

Muchas de las vias de sefializacion que controlan el metabolismo celular, la
supervivencia y la diferenciacion son activados por la elevacién de la concentracion de
Ca®" intracelular, niveles que aumentan después de la activacién de los receptores
purinérgicos. Entre las diferentes vias de coordinacion de sefalizacion intracelular, el

mas prominente es la sefalizacion de calcio intracelular, el control de diversos procesos
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celulares incluyendo la proliferacion, motilidad, la apoptosis y la diferenciacion. La
activacion de canales ionotropicos, como es el receptor P2X,, desencadena el aumento
de la concentracién de Ca*" intracelular provocados por el flujo de calcio extracelular.
Esta concentracion de iones Ca?* transitorios induce la proliferacion y diferenciacién de

la célula (figura 31) (Glaser y col., 2013).

Ca™)

Q DIFERENCIACION

PROLIFERACION

Figura 31. Transduccion de sefial mediada por el receptor P2X, dando como resultado
el aumento de [Ca®']i que provoca la diferenciacién y proliferacién (modificado de
Glaser, 2013).

Coutinho-Silva y col. (2001) estudiaron la expresiéon de los siete subtipos de los
receptores P2X en el pancreas durante el desarrollo de la rata, encontrando que el
receptor P2X, se expresa en pequefias cantidades en los islotes de las ratas neonatas
y va aumentando durante la transicion del recién nacido hasta la vejez. Al no
observarse marca inmunofluorescente en el intestino proximal de las ratas neonatas, en
este estudio, indicaria que el receptor se expresa en cantidades minimas por lo que la
marca inmunoreactiva no es detectable a través del microscopio. Grdschel y col. (1999)
sugiere que los receptores P2X, pueden estar implicados en los procesos de
maduracion en las células caliciformes. La expresion de estas cantidades minimas del
receptor P2X, podria estar relacionado a que las células caliciformes aumentan en
cantidad desde la porcion proximal (duodeno) hasta la porcion distal (ileon) (Ross y

Pawlina, 2007), por lo que afecta en la marca inmunofluorescente del receptor P2X,.
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La marca inmunofluorescente del receptor P2X4 en la region proximal y distal en el
intestino de rata adulta se presenta en los vasos capilares de las vellosidades, donde se
observa que en la regién proximal es mas fuerte que en la regién distal. Khakh y col.
(2001) realizaron una revision sobre las propiedades de los receptores P2X, en donde
mencionan el porcentaje de identidad que existe entre los subtipos de esta familia, en
donde el receptor P2X, presenta un porcentaje de identidad del 46.6% con P2X;, 39.2%
con P2X, y 40.5% con P2X3;. Groschel y col. (1999) reportaron que el receptor P2X; se
expresa en el plexo capilar de la vellosidad en el duodeno de rata, pero que no se
extiende a la region de las criptas, sugiriendo que estan involucrados en la absorcion y
el transporte de metabolitos. Por lo tanto, con los resultados de este trabajo se puede
proponer que el receptor P2X, en la region proximal y distal del intestino delgado en
ratas adultas, también juega un papel importante en la absorcién y transporte de
metabolitos, tomando en cuenta el porcentaje de identidad que tiene con el receptor
P2X;.

Comparando la marca inmunoreactiva entre las ratas neonatas y las ratas adultas, se
observa, tanto en la regién proximal como en la distal, que el receptor P2X, se expresa
en mayor cantidad en la edad adulta. La mucosa intestinal es una estructura dinamica
gue sufre cambios bioquimicos, estructurales y morfolégicos a lo largo del desarrollo.
Las células de absorcion en el intestino delgado tienen la capacidad de adaptar su
estructura y funcion en respuesta de los cambios debido al contenido de nutrientes
(Jarocka-Cyrta y col., 1998). Durante el desarrollo del tracto gastrointestinal sufre
cambios notables en muchas propiedades fisiologicas y anatomicas. El notable grado
de coordinacion entre el desarrollo de las funciones gastrointestinales sugiere que los
procesos pueden ser sefializados por algunos factores, tales como el destete, la ingesta

de nutrientes y hormonas (Perin y Thomson, 1998).

El destete es el proceso gradual de la sustitucion de la alimentacién con leche materna
a una mayor gama de nutrientes ingeridos. Se ha visto que en ratas de laboratorio y en

lactantes humanos existe una asociacion del destete con el crecimiento epitelial en las
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vellosidades y en las criptas. Tayoda y col. (1986) reportaron que los receptores P2Xs,
involucrados en el crecimiento y maduracion de las células caliciformes, estan
relacionados con factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento
epidérmico. En los estudios realizados por Stoddart y Widdonwson (1976) demostraron
que la lecha materna contiene un factor de crecimiento que estimula el crecimiento
intestinal después del nacimiento. En los lactantes humanos, la longitud y la
proliferacion de las criptas es de 31% y 68% mayores, respectivamente, a los valores

para los adultos (Cummins y Thompson, 2002).

Padilla (2011) estudié los cambios ontogénicos del receptor purinérgico P2Xs en el
intestino de rata, en donde propone que las diferencias encontradas en la expresion de
este receptor se pueden deber a una formacion de empalmes heteroméricos con otros
receptores purinérgicos presentes en el tejido. Khakh y col. (2001) mencionan que las
subunidades P2X, forman un receptor heteromérico con las subunidades P2Xs cuando
se coexpresan en los oocitos de Xenopus y en células HEK293, en donde las
combinaciones heterométicas de P2X4s se consideran formas predominantes en
comparacion a su receptor nativo (Burnstock y Verkhratsky, 2012). Yu y col. (2010)
reportaron que los receptores P2Xg tienden a formar empalmes heteroméricos con los
receptores P2X, y P2X, en las neuronas sensoriales y en los macrofagos en el tracto
gastrointestinal de rata, respectivamente, por lo que probablemente estén implicados en
la regulacion de la funciones fisiol6gicas. Nieto-Pescador y col. (2013) encontraron que
el receptor P2X,4 se encuentra en combinacion con el receptor P2Xs en las neuronas del
plexo mientérico en el yeyuno de ratones, pero no encontraron sefial de que se

formaran receptores heterémericos con los receptores P2X, y P2X5.

Por lo tanto, podria indicar que el cambio de la alimentacion de la leche materna a una
dieta mas alta nutrientes influye en la expresion de los receptores P2X,4, dando como
resultado que a edades tempranas se encuentre este receptor en las células epiteliales

y en adultos se presente en los vasos capilares.
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CONCLUSIONES

La expresion los receptores P2X, aumenta durante la ontogenia del intestino
delgado de rata.

En el intestino de las ratas neonatas la marca inmunoreactiva se presenta en las
células epiteliales y en adultos se presenta en los capilares sanguineos de las
vellosidades.

En el intestino de las ratas neonatas la marca inmunoreactiva se presenta en mayor
grado en la region distal y en menor grado en la region proximal.

En el intestino de las ratas adultas se presenta una mayor marca inmunoreactiva en

la region proximal y en menor grado en la region distal.
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