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RESUMEN

El ATP es un neurotransmisor del Sistema Nervioso Entérico, que ha sido asociado con el dolor
provocado por desordenes intestinales y la activacion de receptores a ATP presentes en el
intestino. EIl receptor P2X4 es un subtipo de estos receptores que se ha visto involucrado con la
apoptosis y dolor de inflamacion, por lo que se pudieran considerar como buen blanco de accién
para el desarrollo de medicamentos usados en trastornos gastrointestinales. El objetivo de este
estudio fue demostrar los niveles de expresion del receptor P2X4 en los segmentos proximal y
distal de las vellosidades del intestino delgado de rata neonato y adulto. Se utilizaron técnicas de
histoquimica para hacer cortes finos de los tejidos y se prosiguié a hacer un ensayo inmunoldgico
utilizando anticuerpos primarios contra el receptor P2X,4, ademas de un anticuerpo secundario y
un complejo PAP que da la sefial visible. Se demostrd una mayor presencia del receptor P2X, en
el intestino de rata neonato que en adulto, ademas de que se expresd el receptor P2X, en
diferentes zonas de las vellosidades como en los enterocitos, canal linfatico y tejido conectivo,
segun el segmento de intestino analizado y la edad de la rata, lo que nos sugiere que los
receptores P2X se van expresando a diferentes etapas del desarrollo del animal y en diferentes
zonas segun la accion que ejerzan, pudiendo estar involucrados en distintos mecanismos de
accion como la secrecion de enzimas en los enterocitos o en defensa celular en los linfocitos.

INTRODUCCION

Se ha demostrado que el ATP es un neurotransmisor excitatorio, a pesar de que esté involucrado
en varios procesos intracelulares como el ciclo de Krebs. EI ATP ejerce su accion activando
varios subtipos de receptores purinérgicos P2 (Ralevic y Burnstock, 1998), en los que se
encuentran los P2Y que son receptores acoplados a proteinas G, y los P2X que estan asociados a
canales idnicos produciendo una respuesta rapida excitatoria. Se ha visto que los receptores P2X
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).
Entre los receptores P2X hay 7 subtipos, de los cuales 3 han sido muy estudiados (P2X; 23).
Recientemente se ha encontrado que el P2X, esta implicado en procesos de apoptosis (Solini y
col, 2007) y de inflamacion (Tsuda y col, 2009) que pudieran estar relacionadas con algunos
padecimientos intestinales, sin embargo poco se sabe sobre la presencia de P2X, en el tracto
gastrointestinal y como varia su expresion con la edad. Por esta razén es importante generar
mayor conocimiento acerca del receptor P2X, para poder comprender mejor su relacién con el
sistema nervioso entérico y asi poder disefiar nuevos farmacos que actlen sobre receptores
purinérgicos, para tratamientos de padecimientos intestinales.



METODOLOGIA

Se extrajeron las porciones proximales y distales de intestino delgado de ratas neonato y adultas.
Los tejidos se limpiaron y cortaron longitudinalmente, posteriormente se fijaron con P-
formaldehido al 4% y se mantuvieron en buffer con sacarosa al 30%. Se colocaron los tejidos en
tissue tek y se prosiguio a hacer cortes finos (12 um) de las vellosidades del intestino, esto gracias
a un criostato marca Leica. Los cortes de tejidos se adhirieron a laminillas y los pasos
consecuentes de la inmunohistoquimica se explican en la figura siguiente.
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Figura 1. Método de inmunoperoxidasa.

Se afiadié un primer anticuerpo que se une al epitope del receptor
especifico P2X,. Se adicion6 un segundo anticuerpo asociado a
biotina, posteriormente avidina y se complementé agregando un
complejo PAP que oxida a la DAB dando una coloracion café
detectable en el microscopio.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el segmento proximal de las ratas neonato se localiz6 la sefial en los enterocitos que
conforman las vellosidades del intestino con una sefial medianamente intensa, en cambio en el
segmento distal se encontrd la sefial intensa en el canal linfatico de las mismas. En cuanto a la
sefial observada en los adultos se localizé en la lamina propia de las vellosidades que consiste en
tejido conectivo entre la capa de enterocitos y la linfa, tanto en la porcién proximal como la distal
del intestino, con una intensidad débil de la sefial.



En las imagenes se muestran las vellosidades intestinales de rata
neonato (a la izquierda) y de adulto (a la derecha), donde no se les
afiadio el primer anticuerpo por lo que se consideran los blancos.

Figura3. Vellosidades intestinales de rata neonata

Se muestran las vellosidades del intestino delgado de rata neonato
(40X) en las que hubo una sefial intensa; a la izquierda se encuentra
la porcidn proximal en donde se observa marca del receptor P2X, en
las celulas exteriores que son los enterocitos; a la derecha se
encuentran las vellosidades de la parte distal del intestino y donde la
marca ahora se encuentra en el centro de las vellosidades que
representa el canal linfatico.

PN
Figura 4. Vellosidades intestinales de rata adulta
Se muestran las vellosidades del intestino delgado de rata adulto
(10X), donde se observa la sefial del receptor P2X,4 en una seccion
intermedia de las vellosidades, que corresponde a tejido conectivo;




las vellosidades de la izquierda corresponden a la parte proximal y
las de la derecha a la parte distal.

CONCLUSIONES

Al ser mayor la expresion del receptor purinérgico P2X, en intestino de ratas neonato que en
ratas adultos, nos indica que posiblemente esté involucrado en tanto en la funcion del intestino en
recién nacidos como en las patologias que estos presentan. A partir de esta informacion obtenida
se pudieran realizar méas estudios relacionados a farmacos agonistas o antagonistas de receptores
P2X4 para explorar los cambios fisioldgicos al activar o inactivar estos receptores.

La marca del receptor expresada en los enterocitos podria indicar la participacion de los
receptores en la secrecién de enzimas digestivas del alimento sintetizadas en estas células, en
cuanto a la sefial observada en la linfa se pudiera deber a su asociacion con el sistema inmune,
que concuerda con estudios que reportan la presencia de P2X, en macrofagos (Sim y col, 2007).
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