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Abreviaciones
5-HT

ABREVIATURAS

Significado
Serotonina
Receptor a serotonina
Acetilcolina
Difosfato de Adenosina
Monofosfato de Adenosina
S°Trifosfato de Adenosina
Dopamina
Acido y-aminobutirico
Noradrenalina
Receptor a acetilcolina nicotinico
Sistema nervioso
Sistema Nervioso Auténomo
Sistema Nervioso Central
Sistema Nervioso Entérico
Tracto gastrointestinal



L-INTRODUCCION

Los receptores canal jucgan un prominentc papel en la transmision inhibidora
rapida en muchas sinapsis centrales y parecen ser el sitio de accion para farmacos de gran
importancia en la terapéutica tales como benzodiacepinas, barbitiricos y neuroesteroides.
El GABA es ¢l transmisor inhibidor mas importante en ¢l Sistema Nervioso Central
(SNC) y sus efectos son mediados en parte por los receptores ionotrépicos permeables al
cloro(Cl) conocidos como receptores GABA,. Los receptores que median la accién del
5*-Trifosfato de Adenosina (ATP) son los P2Y (metabotrdpicos) y los P2X
(ionotropicos). Estos ultimos estan asociados a receptores canales permeables a cationes.
Recientemente, se reportd que los receptores P2X y los canales abiertos por la
acetilcolina (ACh), también conocidos como nicotinicos (nACh), pueden mantener
interacciones alostéricas que inhiben la conductancia iénica de canales vecinos. Los
receptores nACh, a pesar de que son permeables a cationes son estructuralmente
parecidos a los canales GABA. Lo cual sugiere la hipotesis de que los canales GABA,,
podrian tener interacciones inhibidoras con los canales P2X con propiedades similares a
las observadas entre los receptores P2X y nACh. Los objetivos especificos de esta tesis
experimental son el corroborar la existencia de tales interacciones ¢ investigar si éstas son
bloqueadas cuando se modifica la direccion de las corrientes idnicas. La estrategia
experimental consistié en la medicién de las corrientes idnicas en membranas
mientéricas de cobayo, gencradas por la aplicacion de concentraciones maximas de ATP
y GABA y compararlas con las corrientes generadas por la aplicaciéon simultinea de
ambos agonistas. Experimentos similares se realizaron a distintos potenciales y a distintas
concentraciones de CI” para determinar el efecto de la dircccion del flujo de estos iones
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sobre las interacciones inhibitorias de estos receptores. Las corrientes se midieron con la
configuracion de whole-cell de la técnica de patch-clamp. Nuestros resultados indican
que hay una muy rapida interaccion inhibidora entre los canales GABAA y P2X, la cual
ocurre solamente para corrientes entrantes. Estas interacciones ocurren tan pronto como
ocurre la activacion de estos canales apoyando la hipdtesis que los canales GABA, y
P2X estan localizados muy cerca uno del otro en la membrana neuronal, quizas formando

unidades funcionales constituidas por al menos un canal de cada tipo.




IL-ANTECEDENTES

Desde principios del siglo XIX se reconoce que los organismos estan formados
por elementos fundamentales: células. Sin embargo hasta el siglo XX es cuando los
neurocientificos coinciden en que el tgjido nervioso al igual que los otros érganos esta
formado por esas unidades fundamentales [1, 2].

En la segunda mitad del siglo XIX, prevalecian dos escuelas de investigadores, la
de los reticulistas, quienes argumentaban que el sistema nervioso se encontraba formado
por una continua e inintcrrumpida red de fibras nerviosas y la otra escucla, la de los
neuristas, quienes defendian que ¢l sistema nervioso estaba formado por un gran nimero
de simples unidades celulares interconectadas entre si, las neuronas. Con el continuo
desarrollo de la ciencia, la lucha entre ambas escuclas fue definida por la venida de una
nueva técnica desarrollada por Camillo Golgi en 1880, la coloracién de las fibras
nerviosas bajo una reaccion de dicromato de plata, permitiendo la visualizacién
microscopica de la neurona completa, incluyendo el cuerpo celular y sus dos principales
procesos celulares: las dendritas y el axén {1, 2]. Esta técnica fue empleada por el
neuroanatomista espafiol Santiago Ramoén y Cajal en 1888, mostrando que el sistema
nervioso es una intrincada red de cé¢lulas discretas y que la comunicacién entre ellas era
mediante conexiones especializadas que en 1897, Sherrington llamé sinapsis [1-3].

Dichos trabajos experimentales aportaron bastante del soporte empirico de la
“doctrina neuronal®, la cual desplazd a la reticulista. La doctrina neuronal establece que
el tejido nervioso esta formado por elementos celulares discretos, ilamados neuronas y

células gliales. Las neuronas son células altamente especializadas que han perdido su



capacidad reproductiva, mientras las células gliales tienen diversas funciones, algunas de
ellas todavia desconocidas [1].

Las neuronas son células especializadas en la generacion y el procesamiento de
sefiales eléctricas para lo cual estan organizadas en circuitos. La Figura 1 es una
representacién esquematica de una ncurona multipolar, el tipo mas comin. La porcién
central de las ncuronas se le conoce como cuerpo neuronal y contiene el nicleo y la
mayor parte de los organclos celulares. Varios procesos nérviosos o extensiones
nerviosas se desprenden del cuerpo neuronal. Uno de cllos es particularmente largo y
mantiene su didmetro constante, ¢l cual se le conoce como axon. Sélo hay un axén por
neurona el cual sirve para llevar las sefiales eléctricas a otras células (por ejemplo
neuronas, musculo, glindulas). Los otros procesos son mas cortos y su diametro
disminuye conforme se alejan del cuerpo neuronal, estos procesos son conocidos como
dendritas. La mayoria de las conexiones sinapticas, se establecen en las dendritas donde
los axones de otras neuronas terminan. Desde el punto de vista funcional, las neuronas
pueden clasificarse en sensoriales, interneuronas y motoras. Las primeras Ilevan
informacion de la periferia hacia el sistema nervioso y su cuerpo neuronal se encuentra en
ganglios sensoriales. Las neuronas motoras llevan informacion del sistema nervioso a los
drganos efectores como los misculos, las glandulas, etc. Las intemcuronas son células
cuyos axones terminan dentro del mismo centro neuronal [1].

Las sinapsis pueden scr quimicas o eléctricas. Las primeras usan substancias
(neurotransmisores), las cuales son liberadas en la terminal axénica para influenciar la
membrana (postsinaptica) de la célula receptora. En las sinapsis eléctricas, el citoplasma
de las dos células se comunica mediantc canales especializados, conocidos como uniones
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comunicantes. Estas uniones tienen una baja resistencia eléctrica y permiten que las

seilales eléctricas de una neurona se propaguen a la segunda (1, 3].

CELLULA PHLSINAPICA
Camnd
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Figura 1. Representacion esquematica de una neurona multipolar y su sinapsis {1}.

a. Sistema Nervioso

La porcidon motora, eferente, del Sistema Nervioso Central (SNC) esta formada
por dos subdivisiones principales: auténoma y somatica.

El Sistema Nervioso Autonomo (SNA) es en gran parte independiente, porque sus
actividades no estin bajo control consciente directo. Participa en funciones viscerales
como gasto cardiaco, flujo sanguinco a diversos drganos, digestion, ctc. La divisiéon
somatica es en gran medida no auténoma y se encarga de funciones controladas
conscientemente como movimiento, respiracion y postura[1].

Ademas de las porciones motoras periféricas del SNA, existe abundancia de fibras
aferentes que van de la periferia a los centros dc integracion, incluyendo los plexos
entéricos en el intestino, los ganglios auténomos y el SNC. Muchas de las neuronas

sensitivas que terminan en el SNC, lo hacen en los centros de integracion del hipotalamo




y del bulbo raquideo, y provocan actividad motora refleja que es transmitida a las células
efectoras por las fibras eferentes.

El Sistema Nervioso Entérico (SNE) c¢s un extenso y muy organizado grupo de
neuronas situadas en las paredes del aparato digestivo. El SNE incluye el plexo
mientérico (plexo de Auerbach) y el plexo submucoso (plexo de Meissner), estas redes
neuronales reciben fibras preganglionares del sistema parasimpatico, asi como axones
simpaticos post-ganglionares. También, reciben impulsos sensoriales del interior de la
pared intestinal. Las fibras de los cuerpos en estos plexos se desplazan hasta el musculo
liso del intestino para controlar la motilidad. El SNE inerva cl tracto gastrointestinal, el
pancreas y la vesicula biliar y ademas esta compuesto por neuronas sensoriales locales
que registran alteraciones en la tension de las paredes del intestino y del ambiente
quimico, asi como de las interncuronas y neuronas motoras que controlan los miisculos
de la pared intestinal y vascular y también la actividad secretora de la mucosa. El SNE
puede funcionar auténomamente, aunque su actividad esta normalmente regulada por
reflejo del SNC. Por esto en el control del tono de los vasos sanguincos gastrointestinales,
motilidad, sccrecidn gastrica y transporte de fluidos el SNE juega un importante papel en
la homeostasis. [1].

b. Importancia de los Canales Ionicos en la Comunicacion Sindptica

Las senales nerviosas se transmiten mediante potenciales de accion, que son
cambios rapidos en cl potencial de membrana [1, 2]. Cada potencial de accién comienza
con un cambio brusco del potencial negativo normal de reposo a un potencial de

membrana positivo y termina con una vuelta, casi igualmente rapida, al potencial
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negativo. Para conducir una sefial nerviosa, el potencial de accion sc desplaza a lo largo
de la fibra nerviosa hasta alcanzar el extremo de la misma.

La comunicacion entre neuronas en ¢l SNC se realiza mediante sinapsis quimicas
en la mayoria de los casos.

Las membranas de las células nerviosas contienen dos tipos de canales definidos
en funcién de los mecanismos que controlan sus compuertas (apertura y cierre), el primer
mecanismo es sensible al voltaje en la membrana; el segundo es activado quimicamente.
En las células nerviosas, estos canales estan concentrados tanto en el segmento inicial
como en el axon y son responsables del potencial de accién rapido, el cual transmite la
sefial desde el cuerpo celular hasta la terminal nerviosa. Existen muchos tipos de canales
sensibles al voltaje en el cuerpo celular, dendritas y segmento inicial.

Los iones sodio(Na"), potasio (K*) y cloruro (CI') son los més involucrados en la
aparicion de los potenciales de membrana de las fibras nerviosas y musculares; asi como
en las células nerviosas del SNC. El gradiente de concentracion de cada uno de estos
iones a través de la membrana ayuda a determinar el valor del potencial de membrana [1,
2].

c. Receptores Canal

Un gran nuimero de farmacos que se utilizan en la medicina clinica actian
simulando o bloqueando las acciones de los ligandos endo6genos que regulan el flujo de
iones a través de la membrana plasmatica. Los ligandos naturales incluyen acetilcolina
(ACh), acido y-aminobutirico (GABA) y aminoacidos excitadores (glicina, aspartato y
glutamato) siendo todos ellos agentes transmisores sindpticos. Por otro lado, las proteinas
receptoras especificas a tales substancias transmiten su secfial, a través de la membrana
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plasmatica incrementando o disminuyendo la conductancia de la membrana neuronal de
un ion o grupo de iones; modificando asi, el potencial ecléctrico y la resistencia de la
membrana celular que se manifiestan en cambios de la excitabilidad neuronal.

Un potencial de accion en la fibra presinaptica se propaga a la terminal sindptica y
activa los canales de calcio (Caz") sensibles al voltaje, ecn la membrana de la terminal.
Estos canales permiten la cntrada de iones calcio al interior de la terminal presinaptica,
lo cual induce la liberacion del transmisor. Estos canales son en su mayoria de un subtipo
Hlamado N [1-3].

Los receptores canal son activados de manera quimica. Estos son receptores que,
se abren cuando los neurotransmisores u otros agentes quimicos, s¢ uncn a la molécula
receptora. La cual consiste en una proteina formada por subunidades y el canal es una
parte integral de la misma. Los receptores canal se concentran en las membranas
postsinapticas.

Los canales iénicos dependientes de voltaje, son los responsables de la generacion
de los potenciales de accién en el sistema nervioso. Los canales iénicos pueden
encontrarse en dos estados, uno cerrado (no conductor) que no permite ¢l paso de iones y,
otro abierto (conductor), que permite el paso de iones en funcién de un gradiente
electroquimico (de mayor a menor). Estos canales son scnsibles a cambios en el potencial
de membrana. Algunos se abren con la despolarizacién mientras que otros lo hacen con
la hiperpolarizacion de la membrana.

d. Receptores Canal Activados por GABA

Los receptores GABA tienen una estructura similar a la de otros rcceptores

ionotrdpicos, por ejemplo los receptores canal activados por la ACh o glutamato, en el
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sentido que todos clios son proteinas formadas por aminoacidos. El nimero de
subunidades de los distintos rcceptores canal es variable [2, 3].

Los receptores canal activados por GABA, pertenecen a la superfamilia de
receptores nicotinicos [2-4], los cuales estan compuestos por 5 subunidades cada una de
las cuales posee caracteristicas estructurales similares a las de los otros miembros de esta
familia. Cada subunidad esta compuesta de un amino terminal extracelular, seguido por 4
dominios transmembranales (M 1-M4) y un carboxilo terminal también extracelular. Entre
los dominios transmembranales hay un gran *‘bucle” intracelular el cual permite la
interaccion con la matriz intracelular.

El GABA es un neurotransmisor con accion inhibidora, en el sentido que activa
receptores que disminuyen la excitabilidad de la membrana postsinaptica y disminuye la
liberacién de neurotransmisores activadores [2, 3]. Existen dos tipos de receptores
importantes activados por el GABA, llamados GABAA y GABAg (aunque se conoce un
tercer sitio de unién del GABA, los receptores GABAC) [3).

. Los GABA, son receptores canal permeables al cloro (CIY), lcs cuales juegan un
prominente papel en la transmision sinaptica rapida. Su activacién genera
hiperpolarizaciones de las neuronas postsindpticas llamados potenciales postsinipticos
inhibidores.

Los receptores GABAg son receptores metabotrdpicos asociados a proteinas G y
pueden afectar la excitabilidad neuronal mediante la generacién de segundos mensajeros.

Las respuestas generadas por estos receptores son lentas. La activacion de estos

receptores puede inhibir la liberacion de necurotransmisores en algunas sinapsis



excitadoras. Algunas sinapsis inhibidoras usan solamentc un tipo de receptor activado
por GABA, mientras que otras tienen ambos tipos [2-4].

En el SNC de los vertebrados los receptores GABA . poseen prominentes canales
para la rapida corriente inhibidora postsinaptica y tienen sitios de unién para farmacos
como benzodiacepinas (el diazepam y clordiazep6xido que se unen a las subunidades a y
B de los receptores GABA,), barbitiiricos (fenobarbital que es un sedante hipnoético se
une a la subunidad y de los mismos receptores) y ncuroesteroides importantes c¢n la
terapéutica(2, 4]

El canal central de CI” de los receptores GABAA esta formado por un arreglo
heteropentamérico de subunidades polipeptidicas de tres familiasa 1 a6, 1 a4,y 1 a4,
8 1 a 3 [2-4]. Dentro de estas familias hay variantes adicionales, clases de un sélo
miembro de subunidades: €, 0 y n también han sido identificadas. La subunidad &
solamente ha sido encontrada en la retina y son funcionalmente distintas por lo que se
refiere a ellas como GABAc.

En el cerebro de los vertebrados los receptores GABA; se expresan en células de
la corteza cerebral y del hipocampo, que incluyen las células piramidales que muestran
mayor densidad de receptores GABA; (subunidades a2) en el segmento inicial del axén,
y presumiblemente controlan la produccion de esas neuronas, asi como en densidades

postsinapticas, dendritas y somas ( subunidades a5) [2-4].

e. Receptores Purinérgicos
El 5’-trifosfato de adenosina (ATP) esta probablemente en cada célula viviente y
representa la principal fuente de energia dec fosfatos orginicos utilizados en el
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metabolismo celular [5]. Quizas por esto los organismos han desarrollado células
especializadas para detectar ATP cuando es liberado extracelularmente. Las purinas
actdan en una grande y diversa familia de receptores. El papel que juegan las purinas en
la transmision sinaptica depende de la presencia y/o distribucién de los receptores
purinérgicos cerca de los sitios de liberacion. Estos receptores han sido divididos dentro
de dos principales familias: receptores P2, activados predominantemente por ATP y ADP
(Difosfato de Adenosina); y los receptores Pl, activados predominantemente por AMP
(Monofosfato de Adenosina) y adenosina {6]. Todas las vesiculas sinapticas conticnen
ATP, el cual es co-liberado con uno o mas neurotransmisores clasicos. La aplicacion
extracelular de ATP a neuronas puede generar respuestas eléctricas.

Una nueva familia de receptores canal son los purinérgicos (P2X), activados por
el ATP los cuales pueden mediar potenciales postsinapticos excitadores rapidos en varios
sitios del SN, como por ejemplo el SNE. Ademas de activar los receptores P2X, el ATP
también activa receptores mectabotropicos, los cuales estan ligados a proteinas G y
segundos mensajeros {6].

Todos los receptores P2X forman canales selectivamente permeables a cationes,
los cuales distinguen poco entre el Na” y el K* pero muestran una permeabilidad variable
para el Ca®* (6, 7).

Al menos siete diferentes subunidades de receptores P2X han sido clonados, P2X;
al P2X5, los cuales se expresan de manera abundante en el SN y en células musculares ¢

inmunolodgicas [6, 7].
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f. Cotransmision e Interacciones entre Receptores Canal

Es probable que la mayor parte de las neuronas usen mas de un neurotransmisor.
En apoyo a esta idea, varios neurotransmisores y ncuromoduladores son encontrados
dentro de la misma terminal nerviosa de neuronas centrales y periféricas, incluyendo el
SNE. Por ejemplo, algunos neuropéptidos se encuentran en vesiculas sinapticas de
muchas terminales nerviosas donde coexisten con otros de ellos o bien con
neurotransmisores clasicos tales como 1a noradrenalina (NA), la dopamina(DA), ACh, el
glutamato, y el GABA [8]. Otro ejemplo es el ATP, cl cual se comporta como
neurotransmisor clasico y puede ser coliberado con la NA, ACh, y GABA [9-12]. La
glicina y el GABA son también coliberados en terminales sinapticas del cordon espinal
[13]. Las consecuencias de la coliberacién de estos necurotransmisores pueden ser
variables y la mayoria de las veces, se desconocen.

El concepto de cotransmision ha sido revisado por Burnstock [9] y sus
implicaciones en la modulacién de redes neuronales han sido recientemente revisadas por
Nusbaum er al. [14]. En los mamiferos, uno de los ejemplos de cotransmision mejor
estudiados ha sido el que ocurre en las terminales nerviosas simpaticas de algunos
masculos viscerales. En estos tejidos, el ATP y la NA son liberados por las mismas
terminales nerviosas y actian sinérgicamente sobre la contraccion muscular [9].
Interacciones analogas podrian esperarse cuando substancias ncuroactivas son liberadas
de células no neurales. Por ejemplo, las plaquetas y las células cebadas pueden liberar
ATP, serotonina (5-HT), e histamina [15, 16]. La liberacién simultanea de substancias
neuroactivas puede también ocurrir durante respuestas fisiopatologicas tales como la
inflamacién {15, 17]. Los efectos de los transmisores que son simultanecamente liberados
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suelen ser complejos. En particular, cuando sus receptores (o sus sefiales de trascripcion)
interaccionan entre si. Relevante al concepto de neurotransmisién en el SNE, se han
encontrado varias observaciones interesantes sobre la interaccién entre receptores
purinérgicos ligados a proteinas G y otros receptores analogos [18, 19). AlGn mis
relevantes, son los ultimos resultados sobre la interaccién cruzada entre diferentes
poblaciones de receptores canal, los cuales median la transmisién siniptica rapida. En
particular, aquellas interacciones entre canales P2X y nACh {20, 21], entre los P2X y los
5HT; [21, 22].

Nakazawa [23] sugiri6 que los

I—Ilpote51s de ]QS dos receptores P2X y los nACh compartian el
receptores compartiendo un
solo canal mismo canal en las neuronas simpiticas

de rata (Figura 2). Esta hipdtesis de
sobreposicion de canales fue basada
sobre el hecho de que la aplicacién
simultinea del ATP y la ACh induce una
corriente (IacnraTp) menor que la suma

(IachHIaTe = Iesperata) de las corrientes

inducidas por la aplicacién individual
Figura 2 Representacion esquemitica de la
hipétesis de sobreposicién de canales  (f,(, y Iarr) de estos agonistas.

propuesta por Nakazawa (1994).

Barajas-Lopez et al. (1998), reportaron resultados similares a los encontrados por
Nakazawa, en las neuronas del plexo submucoso, cuando se registré a un potencial de —
60 mV. Sin embargo, a +40 mV las corrientes fiteron aditivas. A este potencial, la

amplitud de 1a Iacheate no fue diferente a 1a Iegxrads, descartando la hipétesis de Nakazawa
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[20]. Esto ultimo demostrd que Iate y la Iacn son mediadas por diferentes poblaciones de
canales. De acuerdo con esta idea, los receptores P2X y nACh poseen propiedades
farmacolodgicas y fisiologicas muy distintas. Las cuales incluyen: 1) la desaparicion
especifica de la Iach en parches de membranas neuronales; 2) diferente sensibilidad a
bloqueadores de canales, por cjemplo el hexametonio bloquea unicamente los canales
nACh; 3) Diferente potencial de inversidn para las corrientes inducidas por ACh y ATP,
indicando una permeabilidad idénica diferente para estos canales; 4) una cinética de
desensibilizacion diferente; y 5) una desensibilizacién independiente. Todas estas
observaciones concuerdan con el hecho de que los canales nACh y los P2X tienen una
estructura molecular muy distinta [11, 24-28], e ilustran el hecho de que los receptores
P2X y nACh no comparten el mismo canal. Lo cual implica la existencia de otro
mecanismo responsable de la oclusion entre la Iach y 1a Ia1p.

Nuestras observaciones también brindan informacion sobre el mecanismo que
parece estar involucrado en esta oclusidn. Asi, ésta ocurre tan pronto como los canales se
activan (<! ms), parece ser mediada por la entrada de iones a través de estos canales, y no
requiere de la presencia de Ca®’, Na*, Mg?", ni de la activacién de proteinas G o de
fosforilacién proteica. Estas observaciones sugieren que esta oclusion es mediada por
interacciones alostéricas directas entre los canales P2X y nACh o bien mediante
interacciones alostéricas que involucran una estructura (proteina) vecina a estos canales.
Ambas explicaciones asumen que los receptores canal involucrados se encuentiran
localizados muy cerca uno del otro dentro de la membrana neuronal. Formando quizas

unidades funcionales las cuales tendrian, al menos, un canal de cada tipo. La Figura 3
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muestra una representacion de esta hipdtesis. Experimentos mas recientes han revelado

también oclusion entre las corrientes inducidas por el ATP y las inducidas por SHT [22].

I1L.-JUSTIFICACION DEL TRABAJO

El presente proyecto de investigacién brindara informacion esencial sobre las
interacciones entre receptores canal P2X y GABA,, lo cual nos ayudara a comprender
los mecanismos de integracion sindptica en el SNE, en particular, ¢l sistema nervioso en
general. Esta informacion es importante para el desarrolio de procedimientos
experimentales y terapéuticos dirigidos a modificar la actividad sinaptica del tracto
gastrointestinal(TGI) y del SN. Lo cual es necesario para comprender el control de la
motilidad, la secrecion, la percepcion sensorial, y la integracion-del seiialamiento neural.

Podriamos también predccir que dichas observaciones pueden tener un impacto
mas amplio sobre otras areas, por ejemplo, las altcraciones inhibidoras aqui estudiadas
podrian permitir al GABA inhibir no solo la despolarizacion sino también el movimiento
ionico inducido por la apertura de los canales activados por P2X. Es importante destacar
que algunos subtipos de estos ultimos canales son altamente permeables al Cca® Yy que
este ion no solo es un importante mensajero intracelular sino que también puede inducir
efectos citotoxicos en altas concentraciones. Por lo cual, una predisposicion a la
degeneracién neuronal seria de esperarse si el mecanismo de regulacion entre los canales,
GABAA, y los P2X fallase. Por lo tanto, nuestros datos también serviran para proponer
hipétesis nuevas sobre la degeneracion neuronal que involucrarian el posible fallo de las
interacciones inhibidoras entre canales GABA, y otros canales excitadoras permeables a
los iones CaZ*.
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Modelo hipotético para explicar Figura 3. Hipitesis de trabajo de las interacciones inhibitorias

tre canales. A, los camles estin organizados en unidades
las interacciones inhibitorias entre fmcxmals las cuales poseen al menos un receptor canal de

los canales P2X y nicotinicos  cada tipo. Cuando los receptores son simultincamente

activados, inicamente uno de los dos les de una sut
dada sc abre en un tiempo dado, como se muestm en By C. B,
Canales cerrados cuando el influjo idnico es detectado en el canal P2X, este
A No hay flujo de corriente induce el bloqueo del canal nicotinico, a través de un

mecanismo que podria involucrar las terminales carboxilicas
de los canales P2X. C, cuando el influjo i6nico se detecta en el

canal nicotinico esto bloquea los canales P2X. La unidad
fincional podria cambiar del estado A al B o viceversa.

Diferentes unidades fancionales de una célula dada podrian
estar en ¢l estado A o B de una manera azarosa. Este modelo
esta basado en ¢l hecho & que la cinética de las carientes
inducidas por la aplicacién simultinca de los dos agonistas no
puwede ser explicada por la cinética de las corrientes
individuales (F)., y porque en la presencia de PPADS (un
antagonista de los receptores P2X) IACh+ATP es muy similar a
IACh (G) y en la presencia de hexametonio (bloqueador de los
canales nicotinicos) IACKHATP es muy similar a 1aTr sola (G;

Nicatinico P2X

Activacion
Simultanea

de Ambos véanse los modelos Dy E).
B Receptores C F
El canal P2X El canal Nicotinico
osta permesble cdta pemeable oeaaasessoe -

ACh+ATP

Bloqucado 0s

En la presencia de PPADS En la presencia de hexameonio fa ACh C‘E ACh+ATP
ATP no activa los rcoop! PZX activata ¢l reoepor pero of caml csta bloqueado

PPADS
+ Al

Hexametonio

= Compuerta
C77 T abierta

Canal nicétinico
cstd pamable
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1V.-HIPOTESIS
Los receptores GABA, al igual que los 5HT;3 y los nACh son estructuralmente
similares de donde proponemos que los receptores GABA 5 también interaccionan con los

receptores P2X.

OBJETIVO GENERAL
Investigar si los canales GABAA y los activados por el ATP mantienen
interacciones inhibidoras cruzadas, similares a las reportadas para otros receptores canal

en neuronas entéricas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Analizar las propiedades electrofisiolégicas de las corrientes de membrana
inducidas por GABA y ATP, incluyendo su cinética, su dependencia del voltaje y
sus bases ionicas.

2. Determinar las propiedades farmacolégicas de las corrientes de membrana
inducidas por GABA y ATP.

3. Investigar si los canales GABA, y P2X se inhiben mutuamente y analizar la

dependencia del voltaje de esta interaccion.
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V.-MATERIAL Y METODOS

a. Material Biologico

Se utilizaron cobayos jévenes de 150 a 300g de peso, machos o hembras, con

libre acceso a alimento y agua. Se mantuvieron a una tempcratura constante de

aproximadamente 23°C.

b. Equipo
Microscopio invertido
Amplificador Axopatch 1D
Micromanipulador
Computadora personal
Vortex-Genie
Osciloscopio
Dispositivo fast-flow
Potenciometro
Agitador magnético
Pulidor de electrodos
Pulidor de electrodos
Mesa antivibracién

Balanza digital Explorer
Balanza digital Scout
Camara de Faraday

Bafio de agua

Incubadora

Centrifuga clinica
Microscopio de diseccién
Refrigerador

Lampara de luz UV
Axon Tape software

c. Material
Espatulas
Vidrios de reloj
Pinzas de acero inoxidable
Pisetas
Vasos de precipitados de 100mL
Contenedor de plastico de 4L
Pipetas graduadas de 10mL
Caja de Petri (3.5de diam)
Capilares de boro silicato M1B200F-6
Micropipetas Wilson

Marca

Nikon TMS

Axon Instruments

Mitutoyo

Altair 380

Fisher Scientific

Tektronix 5113

Narishige

Scientific Instrument Consort PG00
Thermolyne

Narishige MF-83

Sutter Instrument Co. Mod-87
Technical manufacturing Corporation
(TMC)

Ohaus

Ohaus

S/D

Precision Scientific

Nuaire

Du Pont Instruments

Bausch and Lomb

General Electric

Phillips

Axon Instruments

Marca

Fisher

Pyrex

Dumont

Nalgene

Pyrex

VWR Canlab
Pyrex

Sarstedt

World Precision Instruments Inc.
Mandel Scientific
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Frascos de vidrio de 20mL
Cubreobjetos de vidrio

Filtros para esterilizar 0.22 micrén
Pipetas Pasteur de cucllo largo
Equipo de diseccion

Caja de cultivo de 24 pozos
Gradilla

Tubo de plastico estériles 15mL
Caja Petri con silgard

Propipeta

Guantes de latex

d. Reactivos
Agua nanopura
NaCl
Glucosa
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-
N’-{2-ethanesulfonic acid])
CsCl
CaClz.ZHzO
EGTA
GTP 5’-trifosfato de guanosina
GABA Acido gamma amino bultirico
ATP Mg 5’-trifosfato de adenosina sal de
magnesio
ATP Na 5’-trifosfato de adenosina sal
disédica
CsOH
NaOH
Solucién de Hanks
Papaina
Colagenasa
Dispasa
Penicilina
Estreptomicina
Dextrosa anhidra
Cisteina
Glutamina
Medio L15
Solucion de Krebs
Medio minimo esencial (MEM)
Sacarosa
184 silicén elastomero
Etanol 95%

S/D
Coming Glass works
Millex-Gp
Kimby
Dumont
Sarstedt
Nalgene
Sarstedt
Sarstedt
Drummond
Ansell

Marca

S/D

Caledon Laboratories Ltd.
Sigma

Sigma

Sigma
BDH Inc.
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

GIBCO
Couper/Worthington
Worthington
Boerhinger-Mannheim
GIBCO

GIBCO

Fisher Scientific
Sigma

GIBCO

GIBCO

GIBCO

GIBCO

BDH Inc
Dowcoming Co.
S/D
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e. Técnica de Parch-Clamp

Las técnicas de patch-clamp fueron disefiadas principalmente para el cstudio de
corrientes idnicas en pcquefios parches en la membrana, en los cuales hay perfecto
control del voltaje transmembranal[29]. Sin embargo, la configuracion de célula completa
(whole-cell) es usada rutinariamente c¢n laboratorios de electrofisiologia para el estudio de
corrientes idnicas a través de la membrana de pequeiias células. La introduccién de estas
técnicas en los 70°s y el subsecuente desarrolio de los amplificadores comerciales ha
permitido el descubrimicnto y la caracterizaciéon de numerosos canales idnicos.

Esta técnica esta basada en una simple idea. Un microclectrodo de vidrio con una
pequeiia apertura es usado para hacer un contacto ajustado en una pequefia area, o parche,
de la membrana neuronal. Después de aplicar una pequefia cantidad de succién al
microelectrodo por medio de la boca o una pequeia jeringa, rapidamente da la
formacion de un gigasello, dicho sello llega a ser tan fucrte que los iones pueden fluir
entre el microelectrodo y 1a membrana. De esta manera todos los iones fluyen al interior
del microelectrodo cuando un canal inico se abre, es decir el interior del microlelectrodo
llega a ser continuo con el citoplasma de la célula, produciendo una conveniente ruta para
la inyeccion de sustancias en el interior de la célula parchada. Los resultados de la
corriente cléctrica, aunquc pequefios, pueden ser medidos con un ultrasensible
amplificador electrénico conectado al microelectrodo de registro. Como el método
convencional de voltaje-clamp, el método de patch-clamp permite ¢l control experimental
del potencial de membrana para caracterizar la dependencia del voltaje de la corriente de

membrana.
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Los componentes electronicos del area de registro » de patch-clamp son:
amplificador patch-clamp, osciloscopio, estimulador, computadora, filtro de sefial externo
y VCR recorder. El componente eléctrico mas importante es el amplificador patch-clamp
el cual es un convertidor de corriente a voltaje.

La corriente fluye a través del microelectrodo y cruza una resistencia de alta
impedancia causando una caida de voltaje que es proporcional a la corriente medida por
el microelectrodo. Un amplificador es usado para ajustar automaticamente la fuente de
voltaje para mantener el potencial del microelectrodo constante en el potencial de
referencia deseado.

Para registrar los rapidos cambios en el potencial de membrana durante la
transmisiéon de los impulsos nerviosos, el microelectrodo esta conectado a un
osciloscopio.

Durante la colocacion del microelectrodo, la resistencia del electrodo es
monitorecada continuamente por la aplicacion de un pequefio pulso de voltaje hacia el
microelectrodo. Al contacto con la célula, la resistencia del microelectrodo

espontancamente incrementa un 10 a 50%.

f. Cultivo Celular

Se utilizaron cobayos jévenes, ya scan machos o hembras de 150 a 300g de peso,
se dejaron sin sentido y se desangraron inmediatamente por medio de decapitacion. Se
extrajo un segmento del intestino delgado, yeyuno de alrededor de 5 cm de longitud, se
colocd en solucién de Krebs modificada y se abrié longitudinalmente. La mucosa y

submucosa fueron removidas mediante diseccidn, al igual que la capa de musculo circular
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dejando la capa de tejido mientérico que es con la que se trabaja. La soluciéon de Krebs
modificada esta compuesta de (mM): 126 NaCl, 1.2 NaH,P04, 1.2 MgCl;, 2.5 CaCl,,

5KCl, 25 NaHCQO;, 11 glucosa; la solucion se gasificd con 95% de O2 y 5% de CO;.

g. Método de Disociacion de Neuronas de Tejido Mientérico de Cobayo [30]

El tejido disecado (plexo mientérico) sc transfirié a un tubo con solucién de
Krebs. Con anterioridad se pesaron 3.6 mg de cisteina y se disolvieron en 9 mL de
solucién salina balanceada de Hanks, se ajusté el pH a 7.3 con NaHCO; 0.15 M con
indicador rojo de fenol en CMFH. Se adiciono 0.1 mL de papaina, ésta es una suspensién
en latex que debe ser mezclada antes de adicionarse. Con una pipeta Pasteur se
resuspendio varias veces sin agitar el tubo, ya que se pueden desnaturalizar las enzimas,
en este punto la solucién es turbia. Se coloco el tubo en un bafio Maria a 37°C hasta que
la solucion fuera otra vez clara con lo cual sc activan a las enzimas, esta solucidn se
esterilizd mediante un filtro estéril (0.2 micrén). Se tomaron 3 mL de esta solucién de
papaina y se adicionaron al tejido. Enscguida se incubd el tcjido en la solucién de papaina
por 10 minutos a 37°C. Se eliminé la solucién de papaina y se lavo el tejido dos veces
con 3 a 5 mL de medio L15. Esto sc hace para inactivar las enzimas. Una vez
transcurridos los 10 minutos se hizo la siguiente solucion: en 10 mL de solucién de
Hanks se agregd colagenasa a una concentracién de 1 mg/mL y dispasa 4 mg/mL. La
solucién es esterilizé por medio de un filtro. Se tomaron 3 mL de esta solucién y se
incubd el tejido anterior a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente, se trituré el tejido
en la solucidn de enzimas 30 veces cada 10 minutos, durante dos ciclos solamente, con
una pipeta Pasteur de cucllo largo esto debe hacerse suavemente sin formar burbujas ya
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que se pueden lisan las células. La pipeta Pasteur que se utiliza para la trituracion debera
tener la punta redondeada mediante exposicion al fuego. Después de dos ciclos de
trituracion el tejido debe estar dispersado.

Se adicionaron S a 7 mL de medio L15. Se centrifugd en una centrifuga clinica a
600 rpm durante 5 minutos. Se removid el sobrenadante y se descarté. Suavemente se
resuspendiod el botén de células formado en S mL de medio L1S5 y sc centrifugd otra vez,
nuevamente descartar el sobrenadante. Se resuspendié el botén en 12 mL de medio de
cultivo para lograr la densidad deseada.

Los cubreobjetos de vidrio sc¢ colocaron uno en cada pozo de la caja de cultivo y
se esterilizaron mediante exposicion a luz Ultravioleta por 20 a 30 minutos.
Posteriormente se cubrieron con una capa de colagena de cola de rata y se sometieron
nuevamente a radiacién durante 20 minutos (no mas ya que se desnaturaliza la colagena).
Este paso se realiza 1 o 2 horas antes para que la colagena seque perfectamente y permita
la adecuada adherencia de las células.

Finalmente, se colocan las células en la caja de cultivo preparada con
anterioridad, aproximadamente 1.5 mL de la suspension en cada pozo de la caja. El
medio de alimentacién contiene por cada 100 mL: MEM (medio minimo esencial); 2.5
mL de suero de cobayo, 1000 U/mL de penicilina y estreptomicina, 1 mL de glutamina
200 pM, ImL de solucién de dextrosa al 20% (w/v), 10 uM de ARA (antimitético), 10
1M de uridina. Por dltimo el cultivo se mantuvo en incubacién a 37°C, 95% de CO; y

5% de Oa.
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h. Microclectros de registro

Los microelectrodos se fabricaron utilizando capilares de borosilicato y el
estirador de pipetas Sutter Instrument Co. (Mod-87). Posteriormente, las pipetas fueron
pulidas utilizando el microscopio/pulidor Narishige (MF-83) hasta que el diametro

externo de la punta de la pipeta fuc de 1.5a 2 pum.

i. Registros de las Corrientes

Las corrientes de célula completa (whole-cell) fucron registradas utilizando
cultivos primarios de neuronas del plexo mientérico. Los registros fueron realizados entre
2 y 48 horas después del inicio de los cultivos. La corriente de membrana fue registrada
usando un amplificador 1D Axopatch. La corriente whole-cell fue grabada con ayuda de
una computadora personal utilizando el software AxoTape (Axon Instruments).

La camara de registro fue perfundida continuamente con la solucion externa
(SE#1) a una velocidad de flujo de aproximadamente 2 mL/min.

La aplicacién de las sustancias experimentales s¢ hizo mediante un dispositivo
formado por ocho tubos muy delgados constituyendo una barrera (Figura 4). Primero se
colocé el tubo que contiene sélo la solucién externa (control) frente a la neurona cuyas
corrientes de membrana estan siendo registradas. Este tubo control se mantiene abierto
todo el tiempo. Con el tubo control frente a la neurona se abre ¢l tubo que contiene la
substancia experimental (p. ej. GABA) y después de unos segundos se mueve el sistema
de multitubos, con la ayuda de un manipulador Narishigue, de tal forma que el tubo
deseado queda frente a la neurona. Para lavar la substancia experimental, sc regresa el
tubo control frente a la neurona, después de lo cual se cerrd el tubo con la sustancia
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experimental. Enseguida, se procedi6é a la aplicacidn del segundo agonista (ATP) de la
forma anteriormente explicada. Cinco minutos después de la aplicacién del segundo
agonista se procedié a la aplicacién simultinea de ambas substancias (GABA+ATP)
durante periodos de 3-30 s. Cinco minutos después de la aplicacién de ambos agonistas se
midieron de nuevo las corrientes inducidas por la aplicaciéon individual de GABA y ATP.
Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (~23°C).

Los resultados obtenidos se¢ analizaron estadisticamente por la prueba de “t de

Student” no correlacionada de dos colas.

Perfusién de la
Camara de Registro

Sistema de Tubos
Para Aplicaciones
Rapidas

Succién

Figura 4. Representacion esquematica de cimara de registro y del sisterna de
tubos para aplicaciones rdpidas de las soluciones experimentales.
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VI.-RESULTADOS

a, Propiedades generales de las corrientes de membrana inducidas por GABA y ATP.

Las corrientes de membrana activadas por GABA (I;.,4) Y ATP (I,4,) en
neuronas entéricas han sido previamente caracterizadas [30-34]. Estas corrientes dificren
en varias propiedades basicas. Por ejemplo, la primera es mediada por receptores canal
permeables a CI" (GABA,) mientras la segunda es mediada por canales permeables a
cationes (P2X). Las relaciones corriente/voltaje muestran una fuerte rectificaciéon interna
para los receptores canal P2X y una rectificacidon externa para los GABAA.

A menos que se especifique otra solucion, los siguientes experimentos se
realizaron utilizando la solucién interna SI#3 (dentro de la célula) y la solucién externa
SE#1 (véase Cuadro 1) y a un potencial de membrana de —60 mV. En tales condiciones

experimentales ambas corrientes, Igapa ¥ latp, fueron negativas (Figura 5).

CUADRO 1. COMPONENTES DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS

Solucién Componentes(mM)
Si#l Gluconato NaCy(10) EGTA(10) | HEPES(S) MgATP4.5) | GTP(0.1)
de Cs(130)
Slw2 Gluconato NaC1(i0) EGTA(10) | HEPES(5) MeATP(4.5) | GTP(0.1) | Sacarosa
de Cs(05) (140)
Sin3 CsCl(130) NaCi(10) EGTA(10) | HEPES(5) MgATP(4.5) | GTP(0.})
SE#] CsCl(h CaClx(2) | NaCi(160) i HEPES(4.8) | socccescmoen | comcmccac | comoccess

Aproximadamente el 69% (n=67) y el 88% (n=85) de un total de 97 neuronas
registradas, respondicron a la aplicacion de GABA o dec ATP, respectivamente. Las
curvas de concentracion respuesta fueron obtenidas para estos transmisores en neuronas
mientéricas y analizadas como se reporté previamente {30, 34]. Los valores de las
concentraciones medias (CEso) para GABA y el ATP fueron 83 y 55 uM (Figura 6 y 7),

respectivamente. En  catorce células analizadas, las corrientes inducidas por
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concentraciones maximas de GABA(300 uM) y ATP (1 mM) tuvieron una amplitud
promedio 10804224, y -1684+173 pA, respcctivamente. El rango de amplitudes fue

bastante variable desde unos cuantos pA hasta aproximadamente 6 nA.

ATP GABA
—/—

On—————

1 nA

25s

Figura 5. Las corrientes inducidas por la aplicacién del ATP (1 mM) odel GABA
(300 uM), tienen una cinética diferente. La diferencia mas grande se observa durante
el regreso de la corriente a su valor control, después de suspender la aplicacion del
agonista. Nétese que la corriente inducida por GABA regresa de una manera mds lenta
que la inducida por el ATP. La aplicacion del agonista, es indicada por las barras, que
presenta la corriente inducida por GABA (IGABA) es mas lenta que la que presenta la
comriente inducida por ATP (IATP). Los registros provicnen de la misma célula
micntérica y fueron realizados a .60 mV.

El pico de la corriente fue alcanzado mas rapidamente por la [oqp que por la Igapa,
lo cual sucedié dentro de! primer segundo y dentro de los primeros 2 scgundos,
respectivamente, después de agregar los agonistas. Después de alcanzar un valor
maximo, las dos corrientes disminuyeron, a pesar de la presencia continua de los
agonistas, revelando una desensibilizacion de los dos receptores. Al retirar el agonista, las
corrientes regresaron a su nivel inicial dentro de los primeros 2 s para ATP y dentro de

los 5 segundos para el GABA.
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Figura 6. La corriente de membrana inducida por el GABA en
neuronas mientéricas es dependiente de la concentracién. Los circulos
representan el promedio de la amplitud relativa de las corrientes inducidas
con diferentes concentraciones del GABA. Las lineas asociadas a los
circulos representan el error estindar de la media. Los registros provienen
de 5 a 7 célula mientéricas y fueron realizados a —60 mV. Un ejemplo de

esto son los registros mostrados.
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Figura 7. La corriente de membrana inducida por el ATP en
neuronas mientéricas es dependiente de la concentracién. Los
circulos representan el promedio de la amplitud relativa de las
corriente inducidas con diferentes concentraciones del ATP. Las
lineas asociadas a los circulos representan el error estandar de la
media. Los registros provienen de 4 a 9 célula mientéricas y fueron
realizados a —60 mV. Un e¢cjemplo de esto son los registros
mostrados.
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A Control Picrotoxina Las corrientes

entrantes inducidas por

GABA GABA
\/-/ GABA o ATP (1 mM)
ATP ATP : fueron especificas y

significativamente

Il nA L/‘ inhibidas por picrotoxina

S sec (CEsp=1 mM, Figura 8)

Yy PPADS

B [ lgaa (pyridoxalphosphate-6-
2 ‘ il C O tamw azophenyl-2",4"-

] [ l ] disulfonico acid)

l l (30 pM, Figura 9),

] | respectivamente. La

7] v amplitud promedio de la

0 Control Picrotoxina ae antes de  la

aplicacion de PPADS
Figura 8. Como se esperaria, la picrotoxina, un blogueador especifico
de los receptores GABAA, inhibe Ias corrientes inducidas por GABA .
(03 mM) y no la corriente inducida por ATP (1 mM). (A) Un cicmplo fue -1849+352 mientras
dc comentes registradas antes y en la presencia de picrotoxina (I mM)
en la misma neurona micntérica. (B) muestra los promedios y el cmror
cstindar de experimentos simmilarcs (n=4). Estos experimentos fueron
realizados a —-60 mV.
de membrana de —GO. 62+34 pA (n-_-3).

que después fue -

En los experimentos descritos se demostro que la [, 54 ¥ 1a 1,4, son mediadas por
la activacién de receptores farmacoldgicamente distintos en las neuronas mientéricas, los

GABAA y los P2X. A continuacidon sc analizé la hipdtesis de que estos canales

interaccionan entre si.
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Control ' PPADS

ATP ATP

1 nA

S sec

GABA GABA

Figura 9. Como se esperaria, el PPADS, un bloqueador especifico
de los receptores P2X, inhibe las corrientes inducidas por ATP (1
mM) y no la corriente inducida por GABA (300 nM). Se muestran
registros tipicos de corrientes registradas antes y en la presencia de
PPADS (30 puM) en la misma neurona mientérica a un potencial de
membrana de —60.

b. Las corrientes de membrana inducidas por GABA y por ATP son oclusivas.
Si Iyrp ¥ Igaua Son mediadas por poblaciones de canales totalmente independientes

entonces, las corrientes inducidas por una concentracion maxima de al menos uno de
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cstos transmisores (cuando la ocupacion de estos es cercana al 100%) deberia de ser
aditiva. Por lo cual, medimos los picos de las corrientes de membrana inducida por la
aplicacion de 300 uM GABA y de ATP (1 mM). La concentracion de GABA fue
scleccionada porque fue la maxima a la cual las corrientes fueron casi siempre
reproducibles dentro de un periodo de aplicacion de 5 min. Concentraciones mayores
requeririan periodos mas prolongados entre aplicaciones para mantener la
reproducibilidad de estas corrientes. La amplitud de las corrientes inducidas por la
aplicacién de ambos antagonistas (Igaga.are) también fue medida en las mismas
ncuronas mientéricas. Se encontré que la suma de las corricntes individuales
(UarpHlgana=lesperas) fu€ significativamente mas grande que 1a I paiate. 10 cual reveld
una oclusién entre la I, ¥ 12 1,4 (Figura 10; n=11). Dicha oclusién parece ocurrir tan
pronto como las corrientes son activadas (Figura 11).

¢. Efecto del cambio de la direccion de corriente sobre la oclusion entre los canales
GABA,4 y los P2X.

En los siguientes experimentos se utilizé una solucién intracelular baja en CI” (solucién
SH#1, véase el cuadro 1). Ademas, las corrientes de membrana fueron registradas a —10
mV, voltaje al cual Igapa cs saliente y Io1p es entrante (Figura 11A). La Figura 11 B
muestra los resultados promedio de tales experimentos, donde se cncontré que la
corriente inducida por ambos agonistas no es significativamente diferente que 1a Iesperaga.
En otras palabras, la interaccion entre canales GABAL y P2X fue prevenida cuando se

invierten las corrientes de CI'.
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Figura 10. Las corrientes inducidas por el GABA y el ATP en neuronas
mientéricas no son aditivas, revelando una oclusiéon funcional entre
estas corrientes. (A) Registros de una neurona de un experimento tipico.
(B) Los valores promedio de 11 experimentos son mostrado corrientes
fueron inducidas por la aplicacion de GABA (300 uM), ATEX(1 mM) y por
la aplicacién simultanea de ambos agonistas (IGABA+ATP], La IGABA y
la I ATP fueron registradas 5 minutos antes y 5 mmugs después de
IGABA+ATP. **, PS0.01.

S—-
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Figura 11. Velocidades de activacién de las diferentes corrientes registradas en
la misma neurona mientérica. (A) La velocidad de activacion de la cormriente
activada por el ATP (IATP) es mas rapida que la activada por ¢l GABA (IGABA).
) La velocidad de activacion de la cormriente activada por el ambos agonistas
(IATP+GABA) es mas lenta que la corriente esperada (IGABA+IATP=lesperada).
Esto ultimo muestra que la oclusion entre los canales GABAA y P2X se inicia tan
pronto como éstos se activan. Estas corrientes fueron registradas a un potencial de
membrana de —-60mV.
mV.
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Figura 12. Las corrientes inducidas por ATP (IATP) y GABA
(IGABA) fueron aditivas cuando dichas corrientes son en
direccién contraria. (A) Registros de las corrientes [ATP,
IGABA y IATP+GABA en una misma neurona mientérica. Estos
fueron tomados a -10 mV y en presencia dec una baja
concentracion de Cl- dentro de la” célula (se usé la solucion SI#l,
ver Cuadro 1) por lo cual, IATP y IGABA tienen una direccion
opuesta. (B) romedios y crrores cstandar de 6 experimentos
como los mostrados en A. Las corrientes individuales fueron
restadas al menos cinco minutos antes (control) y 5 minutos
después (lavado) de la aplicaciéon simultinca de ambos agonistas.
La cormiente inducida por la aplicacion simultainca de ambos
agonistas (IGABA+ATP) no es diferente que la suma de las
corrientes individuales (Iesperada).
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También se efectuaron experimentos a ~60 mV y con una concentracion alta de
CI’ dentro de la célula (solucion S1#3, Cuadro 1), en presencia de un bloqucador de los
canales GABA (picrotoxina) y sc investigaron los efectos del GABA sobre la Iap en
presencia de este bloqueador. La Figura 13 mucstra como en presencia de picrotoxina, el
GABA no tiene ningtn efecto sobre la I Ao1p. Demostrando que se requiere de que exista
salida de CI" para afectar los canales P2X.

En experimentos subsecuentes, se analizé si el GABA o el ATP modificaban la
corriente inducida por el otro agonista. Para ello se efectuaron experimentos al potencial
de inversion de ambos agonistas y los resultados dc estos son mostrados en la Figura 13.
Dichos experimentos utilizando la solucién SI#2 (Cuadro 1). El ATP no modificé la
Isasa cuando los experimentos se realizaron al potencial de inversiéon para la s
(1522.4 mV). Resultados similares se obtuvieron con el GABA. Es decir, el GABA no
modificé la Iatp cuando los experimentos se efectuaron al potencial de inversion de la

lGAl)/\ (-8.8:!:2.4).
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Figura 13. GABA no tiene ningin efecto sobre los canales
P2X cuando los GABAA son bloqueados con picrotoxina (1
mM). (A) Registros de la comriente inducida por ATP (IATP)
antes y en presencia de GABA (5 min después). (B) Promedios
y cmrores estandar de 4 experimentos similares donde s muestra
que la IATP es igual antes y después de agregar GABA. Estos
experimentos fueron realizados en presencia continua de
picrotoxina y a un potencial de membrana de —60 mV).
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Figura 14. GABA y ATP no tienen ningan efecto sobre los canales
P2X y GABAA, al potencial de inversién de IGABA x JATP,
respectivamente. Promedios de estas corrientes y de la efrriente
inducida por la aplicacion de ambos agonistas (IATP+GABA) son
mostrados. Asi como los errores estandar del promedio. Las c%'rientes
inducidas por GAB A son positivas y las corrientes inducidas pér ATP
son negativas debido a que se estos experimentos se realizaran en la
presencia de una concentracion moderada de Cl- y al potépeial de
inversion de IGABA y IATP como se indica. 8

—_

42



VIL-DISCUSION

Los resultados prescntados muestran que en las ncuronas mientéricas del intestino
del cobayo, la activacion de receptores GABA, y P2X, con GABA y ATP,’
respectivamente, abren dos diferentes poblaciones de canales. La activacion de estos
canales es sin embargo, no independiente y las corrientes transmitidas a través de cllos
son mutuamente oclusivas cuando los canales son activados de manera simultinea. Esto
implica que hay interacciones inhibidoras entre cstas dos poblaciones de canales. Tales
interacciones ocurren tan pronto como se presenta la activacion de estos receptores canal
sugiriendo que son independientes de la activacion de proteina G, segundos mensajeros, o
de fosforilacion proteica. Lo cual implicaria que la oclusion de entre estas corrientes
podria ser mediadas por la interaccion directa entre los canales GABAA y P2X.

Las corrientes inducidas por GABA (300uM) o ATP (1mM) eran especificamente
bloqueados por picrotoxina y PPADS, respectivamente, aunque a la alta concentraciéon
del agonista usado aqui se pueden activar especificamente receptores farmacolégicamente
distintos en neuronas mientéricas. El hecho de que las amplitudes de esas dos corrientes
sean independientes una de otra en las neuronas registradas implica que esos receptores
canal pueden ser expresados scparadamentc cn esas neuronas.

Las corrientes entrantes llevadas a través de los receptores GABAA y P2X son
activadas especificamente por ¢l GABA y el ATP. En apoyo a esta conclusion, esta el
hecho de que la picrotoxina y el PPADS inhiben especificamente estas corrientes.
Ademas, la dependencia del voltaje de la Igapa fue modificada por cambios en la

concentracion de CI° mientras que la dependencia del voltaje de la Iatp fue modificada
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por cambios en la concentracion de cationes {30]. Estas son propiedades clasicas de cstos
receptores [4].

Las corrientes mediadas por los canales GABAA y P2X del plexo mientérico son
oclusivas, esto es son aditivas, como scria de csperarse si fueran canales totalmente
independientes. Esto implicaria que estos canales parecen mantener una inhibicién
cruzada andloga a la descrita entre los canales P2X y los nACh y a la mantenida entre los
canales P2X {20, 33] y los receptores 5HT3 [22].

Una interaccidn inhibidora similar entre receptores nicotinicos y P2X en neuronas
simpaticas de rata, fuc reportado por Nakazawa [23] quien explica esas observaciones
proponiendo una hipétesis de sobreposicion o traslape de canales (Figura 1). De acuerdo
a esta hipdtesis, una subpoblacion de receptores nACh forman parte de los mismos
canales con receptores P2X. Esta hipétesis, sin embargo, fuc descartada previamente ya
que la interaccion de dichos canales es dependiente del voltaje y no se observa a potencial
de membrana de +40 mV. En este potencial las corrientes inducidas por la aplicacién
simultanea de ATP + ACh c¢s similar a la suma de las corrientes inducidas por
aplicaciones individuales de ATP o ACh. Por lo tanto, Ixtp € lach son mediadas por
diferentes poblaciones de canales, de otro modo ecllas no podrian sumarse a ningun
potencial. En el presente trabajo se encontré también que la interaccion de los canales
GABAA y los P2X es dependiente del voltaje. De hecho las corrientes a través de éstos,
se sumaron a —20 mV. Lo cual es un fuertc argumento a favor de que estos canales son
distintos y concuerda muy bien con ¢l hecho de que los canales GABAA y P2X tienen

estructuras diferentes [4, 24, 35].
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Varias obsecrvaciones descartan que la oclusion entre ecstos dos receptores canal
cs debida a una interaccion no especifica entre las moléculas del ATP y cl GABA.
Primero en células en las que la Igana fue previamente bloqueada con picrotoxina,
Iganas+ate tenia exactamente la misma amplitud y cinética como la corriente inducida por
ATP solo. Segundo, la interaccion entre los dos canales es voltaje dependiente (ver
parrafo anterior). Tercero, los efectos inhibidores del GABA sobre la Iape fucron
prevenidos al registrar estas ultimas en el potencial de inversién de la Igasa. Cuarto, los
efectos inhibidores del ATP sobre la Igapa fueron prevenidos al registrar estas ultimas en
el potencial de inversion de la Iovp.

También, es probable que esta interaccion inhibidora no solo requiera activacién
de receptores, pero de hecho los canales requieren ser abiertos, desde picrotoxina, una
sustancia que se ¢s un bloqueador de canales GABA,, no antagonista competitivo de
estos receptores [4], evita los efectos de GABA sobre la Ioyp. De acuerdo con csta
interpretacion esta ¢l hecho de que la inhibicién del flujo a través de los canales GABA,
o de los canales P2X también previene los efectos inhibidores sobre los canales opuestos
(ver los dos ultimos resultados mencionados en el parrafo anterior).

La corta latencia para esa corriente de oclusién sugiere que no son requeridos
scgundos mensajeros para esas interacciones inhibidoras. De acuerdo con tal
interpretacion, en un estudio previo se encontrd, que la inhibicion de proteinas G (con N-
ethylmaleimide), o su modificacion funcional (reempiazando GTP con GTP-y-S en la
solucién de la pipeta), y la inhibicion de proteinas de fosforilacion (con staurosporina,
K252 o genisteina) no modifica la oclusién observada entre [a Iach y 1a Iarp [20] y entre la

Iate ¥ 1a Ispr [22].
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VII1.-CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que hay una muy rapida interaccién inhibidora entre
los canales GABA, y P2X, la cual ocurre solamente para corrientes entrantes. Estas
interacciones ocurren tan pronto como ocurre la activacidén de estos receptores canal,
apoyando la hipotesis que los canales GABA, y P2X estan localizados muy cerca uno
del otro cn la membrana neuronal, quizas formando unidades funcionales constituidas por
al menos un canal de cada tipo. Esta hipdtesis es una extension del bien conocido
fenomeno que los receptores canal, como otras proteinas, no difunden libremente en la
membrana sino que éstos estan claramente localizados bajo la terminal presinaptica
apropiada. Varias proteinas han sido propuestas para ser involucradas en el agrupamiento
de los canales ionicos en sitios especificos de la membrana, por ¢jemplo 43/rapsina, se
cree es la responsable del agrupamiento de los canales nicotinicos [36]. El hecho de que
tales interacciones inhibidoras parecen ocurrir solamente cuando los canales, GABA, o
P2X, permeables sugiere la existencia de un mecanismo sensorial especifico para
movimientos idénicos. Por lo tanto, nosotros proponemos un modelo en el cual la
deteccidn del flujo idnico en un canal (p.¢j. en el P2X) podria inducir cambios alostéricos
en los canales vecinos (GABA,) los cuales lo bloquearian. De tal forma que los dos
canales de la unidad funcional particular nunca podrian estar abiertos al mismo tiempo.
El efecto inhibidor en el segundo canal podria desaparccer una vez que el flujo idnico a
través del primer canal ha sido detemdo.

Un significado funcional de esta interaccidon inhibidora podria ser ¢l ahorro
energético celular limitando el movimiento io6nico. Sin embargo, otra posibilidad es que
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cslas interacciones son uno mas de la compleja red de mecanismos de regulacién
sinaptica que existen en el sistema nervioso.

Una importancia clinica podria sospecharse, si se considera que las alteraciones
inhibidoras aqui estudiadas permitirian al GABA inhibir no solo la despolarizacién sino
también el movimiento iénico inducido por la apertura de los canales activados por P2X.
A este respecto, es importante destacar que algunos subtipos de estos dltimos canales son
altamente permeables al Ca®* y que cste ion no solo e¢s un importante mensajero
intracelular sino que también puede inducir efectos citotoxicos en altas concentraciones
[4, 37]. Por lo cual, una predisposicion a la degeneracion neuronal seria de esperarse si el
mecanismo de regulacion entre los canales GABA, y los P2X fallase. Asi pues, nuestros
datos apoyan la hipdtesis segun la cual el posible fallo de las interacciones inhibidoras
entre canales GABA, y los P2X podrian incrementar las probabilidades de degeneracién

neuronal.
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