DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS P2Xs DURANTE EL
DESARROLLO DEL INTESTINO DE RATA
Padilla Olvera K.M.; Escobar Cabrera, J.; Garcia Alcocer M.G.
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Autonoma de Querétaro

RESUMEN

Los receptores purinérgicos son macromoléculas que responden al ATP extracelular, el cual
juega un papel importante como un neurotransmisor del sistema nervioso. Se investigo la
distribucion de los receptores purinérgicos P2Xg durante el desarrollo del intestino delgado de
rata mediante métodos de inmunohistoquimica. Para esto se sacrificaron 2 ratas adultas y las
crias de una de ellas (recién nacidas). Se disecaron los intestinos dividiendo las fracciones en
proximal y distal en las dos edades; después se lavaron los tejidos y se fijaron en
paraformaldehido al 4%, a continuacion se colocaron en una solucion de sacarosa al 30%,
posteriormente se montaron los tejidos en tissue-tek y se congelaron a 70°C. Los encéfalos
congelados fueron sometidos a criocortes de 12 um y se colocaron en las laminillas para llevar a
cabo la inmunohistoquimica, en la que se usG un anticuerpo primario especifico para P2Xg y
como secundario un anticuerpo de cabra anticonejo asociado a biotina (para amplificacién) y
anticuerpo de cabra anticonejo con peroxidasa (sin amplificar). Se revel6 las laminillas con DAB
(diaminobenzidina) para posteriormente analizarlas al microscopio. Los resultados indicaron
que: 1) los receptores purinérgicos P2Xs se encuentran diferencialmente distribuidos durante el
desarrollo del intestino delgado de rata 2) la distribucion de estos receptores cambia en el
intestino de rata neonata dependiendo la seccion (proximal o distal), 3) La sefial inmunorreactiva
en las muestras sin amplificar fue similar a las amplificadas.

INTRODUCCION

Los receptores son estructuras macromoleculares que se encuentran en las membranas celulares,
en el citoplasma y en el nacleo. Tienen dos funciones esenciales: reconocer al ligando y propagar
el mensaje (Taleisnik, 2006). Los receptores son llamados segun el ligando que actda sobre ellos,
(Redolar, 2010). Los receptores purinérgicos P2X responden al ATP extracelular (abriendo los
canales idnicos), el cual actia como un neurotransmisor desde las terminales presinapticos,
causando una rapida excitacion postsinaptica, tanto en neuronas como en el muasculo liso (Da
Silva y col, 2007). La funcion purinérgica juega un papel importante en las actividades del
intestino y es por esto que los receptores P2X han sido propuestos como blancos potenciales
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales. La accion de agonistas que
actlian sobre los receptores P2X en las neuronas entéricas intrinsecas, pueden incrementar tanto
la propulsion como la secrecion gastrointestinal y estas podrian ser las drogas que serian usadas
para el tratamiento contra la constipacion, mientras que los antagonistas de P2X podrian ser
usados para el tratamiento contra la diarrea (Burnstock, 2008).

Los receptores P2X se subdividen en 7 subtipos P2X;-P2X; tienen propiedades caracteristicas
con respecto a sus respuestas a agonistas (o-B-meATP), antagonistas (suramin) y la velocidad
desensibilizante del receptor (Barrera, 2007). El subtipo P2X; esta involucrado en la regulacion



fisioldgica de las neuronas entéricas del sistema nervioso enteral (Yu y col, 2010), el cual
controla la secrecion y motilidad gastrointestinal ademés de estar involucrado en la sensacion
visceral (Raffa, 2008).

EXPERIMENTAL

Se usaron dos ratas adultas y las crias de una de ellas, las cuales se anestesiaron con 40mg/kg de
pentobarbital sédico. Una vez anestesiadas, se llevo a cabo la diseccion de las diferentes regiones
del intestino tanto en las ratas adultas como en las neonatas y se colocaron en una solucion de
PBS, posteriormente se abrieron las secciones bajo el estereomicroscopio y se fijaron los tejidos
con paraformaldehido (PFA) al 4% por 12 horas 'y los tejidos se crioprotegieron en una solucion
sacarosa al 30% y se congelarona  -70°.

Las fracciones de intestino se criocortaron a 12 micras y se llevaron a cabo lavados y bloqueo con
perdxido de hidrdgeno, posteriormente se aplicé el anticuerpo primario P2Xg y se incubd toda la
noche en camara himeda. Al dia siguiente se aplicard el anticuerpo secundario y en su caso la
amplificacion para posteriormente ser revelados con diaminobenzidina.

Una vez reveladas las laminillas se lavaron en PBS 1x, se fijaron con glicerol, se analizaron en
un microscopio 6ptico y se tomaron las microfotografias para documentar.

RESULTADOS
En las siguientes figuras se observan cortes transversales de las vellosidades del la mucosa del
intestino delgado, tanto para adultos (proximal y distal) como para neonatos (proximal y distal).

En la figura 1, se observan los blancos tanto para la inmunohistoquimica de los tejidos de ratas
adultas, como para las neonatas, es interesante notar la diferente morfologia del tejido, mientras
que para los adultos es alargado, para las neonatas se observa en forma circular. En la Figura 2 A)
Y B) se muestra que en el intestino adulto proximal y distal hay sefial inmunorreactiva. En los
resultados de la figura 3 se aprecia A) en intestino de rata proximal hay una sefial fuerte en los
vasos capilares y D) en el intestino de rata neonata distal, se observa sefial débil en los
enterocitos. Por ultimo en la figura 4 se presentan los resultados de la inmunohistoquimica de la
seccion proximal de rata neonata con amplificacion y sin amplificacion, donde se puede notar
que en ambos métodos se expresa este receptor, pero lo hace con mayor intensidad en el método
con amplificacion.



F? e -
. 3 .?} 2 il

2 (= o>

A & .Aﬁ’ - ¥ a B L

FIGURA 1. Blancos. A) Intestino de rata adulta, B)
Intestino de rata neonata . En nineuno se observa
inmunorreactividad. (barra 100 micrometros).

FIGURA 3. Tejido de ratas neonatas. A) AProximé.l,‘B)
Distal. (barra 100 micrometros).
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‘ FUGURA 4. Métodos de inmunohistoquimica. A) Sin

amplificacion utilizando como anticuerpo (GAR-HRP),
B) Con amplificacién usando el anticuerpo (GAR-B). En
ambos se notd expresion del receptor P2X6.

FIGURA 2. Tejido de ratas adultas. A) Proximal, B)
Distal. (barra 100 micrometros).

DISCUSION
La expresion con mayor intensidad de este receptor se obtuvo en la region proximal de las ratas
neonatas, expresandose en los vasos capilares de las vellosidades de la mucosa del intestino.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el estudio donde demostrado la expresion
de receptores purinérgicos P2X; en el plexo mientérico en el tracto gastrointestinal de rata adulta
(Yu,2010), en el musculo liso de la vejiga (Lee y col., 2000) asi como en el de la tiroides de rata
(Glass y Burnstock, 2001), en células corticales de la retina de rata (Suzuki, 2008),también en el
hipocampo de rata (Chu, 2003); todos estos trabajos han propuesto la funcion de estos receptores
como reguladores fisiolégicos.

En cuanto a las diferencias encontradas entre la expresion de este receptor en ratas neonatas con
ratas adultas, se puede atribuir al papel regulador que desempefia este receptor durante el
desarrollo, se ha estudiado la funcion de los receptores P2Xg durante la ontogenia del cerebro de
raton y durante la diferenciacion neuronal in vitro (Da Silva y col en el 2007), una variante de
empalme del receptor P2Xg que estd presente durante la diferenciacién neuronal pero es menos
predominante en el cerebro de ratdon adulto, lo cual podria funcionar como un mecanismo de
regulacién post-transcripcional durante la diferenciacion neuronal in vitro y en el desarrollo
posnatal del cerebro de raton. En cambio Korzina y col. 2010, no encontraron cambios
significativos en la expresion de los purinoreceptores P2Xg en las neuronas de ganglio estrellado
durante la ontogénesis de rata.



CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron indican que los receptores purinérgicos P2Xg se encuentran
diferencialmente distribuidos durante el desarrollo del intestino delgado de rata, esto indica
diferentes funciones de estos receptores durante el desarrollo del intestino, asi como una mayor
funcién en la region proximal de las ratas neonatas.
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