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RESUMEN .. 

Uno de los. neurotransmisores que está involucrado. en la comunicación entre neuronas y las 

células neuro~1íi1es e~ ~lt~fosfato de adenosina o A ;p. H~sta el mo~ento se tienen importantes 
~ -- -· . , -· .- . - -· ' - -. . ' ' . . - ' - . . . - , . ' 

evid~nc:i~8-:_s_o~j~_~(pap~l:~q~~)ll.<:g_¡¡_~Í}.Tf(!fo1a.;!isi~pat()l_()gía.~clejas}ie~~()p¡¡s,~¡¡s!i:C>citos y 

·mÍc~o~iía?:.~~,c,~,~~~~),}·s~,~~j-~í~~,~~}~-€{~;h~r~~¿~2-~~~ffi~fi~;rj··~~f~re~{ct~.~:~fü'i~f-~fg?,;~Ón ~~ 
se ha caracteriza,do ·e¡ papel;dcla ·~stimúlación :por·;\ TP .• _én ol.ig~de~droci.tos. Co.~o: un.primer 

acerc:~1;\:~~;~g~i~~,J:~~-~~s~~~~1¡~;¡·~T~;-~~H-~s_i~fa~í;\~~::1~~:-~1i.~~~,f~
5

i~~~j~~~E·~~~f1.~resen~e 
trabajo_· det7~"11mamos '.losº~~bt1po:; d~ rec:eptores •• p1-1nn~rg1c:os ~,P2)(<~pres,ent~s;,;~~ •la neuroglia 

astrocitos, axón y/o en vasos sanguíneo~FDe,·11~v~rd6/al_'~:~trón de expresión de receptores P2X 

obs~~ado ·en oligodenc!rocitos; po,cleí~~s?fo~~~~~~~~,~~t;:;.Yr. pudiera jugar un papel importante 

en el mantenimiento del mímcro el~ ¿¡¡g~~e~cl~~~itb~ l"rl~cl~ros, así como en la homeostasis de 

glutamato: Aunado a esto,. pro'po~~rfi¡j;.·¿¡~'e ~;i~ih<l'iéÍ~~es patológicas, el ATP pudiera llegar a 

inducir apoptosis en oligocÍendr()ciios,';1() qu~.podrla contribuir en la progresión de enférrriedades 

neurodegenerativas. 

c. 



ABSTRACT 

BACKGROUND: Adenosine triphosphate (ATP) is a neurotransmitter involved in neuronai and . - .- ' - ,-- ,- - - - - - . 

glial ceU comll1unication. In ~ddition, there is st~ong evidence for a role of ATP in rieurons, 

astrocytes; ~nd/micr~~liaphysiopathol~gy, .as. weU •as 011 the. diff~rent P2 receptor subtypes 
medillti~g·;¡Íi~f~:;~ff~cfi.c1I-i()~iei~·;:;"'ti1e'f6~1e~or~xT?:Jii~cil·~~°édé-;;¡;;;;:Jí;ti~n··c;n·oiigodendrocytes 
re~aÍ~siJ;¿y~~~'.· '6í3:JgcTr.Y~s/:'í~·;·t~;~;~~e~?$6~k::W1~ ~i3c·purl~¿;gic receptor sub~es in 

::~z~:,;c~~ºh;~;:;~~;;;;;;~~iJ~;)t,~~~~~~¡~~~;i·~: ·:;:":":~·:~ 
employed molecular. bi()lógy (}lT:PC}l) añd(imínun°:histoche1:fikal~eélmiques .. RESULTS: \Yith 

RT-~CR, ali r2x. re~ort;~ .• ~~~~~ft~~:.s~f~~{~~~·~'::]fr~~,·~~~.t'.~%·:~¡;,~~t~.,'ff~re .• i~,~~~~~eidso, 
two corresponding to , the· P2Xs; subtypei• and :¡one; to'¡P2X1:•;5The ;immunohisfoéhemical \ assays 

. , .:.:~·-: ": ~: ~ _:~~> ,~:_:-~7.~·~:.-:: ~~r:~·.<>-\~~~ .. :~:J: .. t/ ~:·-~~~,~·-~_; :~'.;~~r:~:~:;:~:!~¡:·.:.·::/;1,:_~,:~~:.,i~:---~.~~: \'.j); :~/~+~'.L_;1.:~:_"·>~_;.:::;;t:- .:::·:~:'.:,:1:T?}<t~~;/~~.~·~~.~;,:~~}\ __ _,., !:~{·\):-- · ,_ 
revealed express1on P2)(2-7 o~;ohgode~drocytes,'~ncl•J>~Xlin'astrocyt~s,·axo~andblood.véssels. 

~~.:~L~~:::~!;§.:~:~~J~,~~~~~;f b~o~~'~j~t~:~~~;~~~~~~~&~: 
pathological condltio~s, A~P.can°ind~ce"ripé)pto'sis 0 in ~llgode~drocytes,. andt~is. ~º~.Id ¡;t}ritribute 

to the progression of néurodegenerati\le .dise~ses. 
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INTRODUCCIÓN. 

El estudio del ·sistema nervioso (SN), se había enfocado principalmente en las propiedades 

de las neuronas y en los mecanismos de comunicación que existen entre ellas. Sin embargo, como 

sabemos, las.neu.ron~s 110, son ni el único tipo celul~r~ni e!. más abundante que conforma este 

importante sist<::!li~. Actualmente es reconocida la importancia de las células neurogliales, que se 

encargan no ;s,Ólcl cle
0

dar soporte estructural a las redes neuronales sino que participan en otras 

funciCJ11~s esg~;C:Íal~s del SN. Lo anterior ha planteado )a .necesidad de conocer las propiedades 

fisioIÓ¿ica~·d~ló~ tipos c'elu1ares que conforman 1a neuroglía yc!e tratar de coínpren<ler é~mo es 

que. se· nevan.· a,. c~bo las interacciones neurona-neuroglia;Enesteanálisis, es ini°po~~t~ c~llocer 
el tipo de ~oléc~las que están involucradas, así com~ los tiiecanismo; J~·:~~·fiii1ii~~~Ón'.que 

<' • -.·.- ,:,·: •• __ ,·-·-;::· -, • -'.- ·~;'..o-···.-'.·.•·.'~',.·.··'·;.'~ '.:,"·~-'-;:;~...,~.~:-o\-~·,:;;-!.'~_~-,,·~~;.'_'c-':',~:c; .. -~·~, .. o;• .. -'~'. 

permiten quehiscélulas neurogliales interactúen con las ne~roluis 1ell condiciones no~ale~:La 

identificación cle,Ía~ :rioléculas y de los mecanismos que participan ~~ l~ ~~Jl1~~Í~~¿i¿\~i~e~rona­
neuroglía, fo~!Jifob · aYudará en· la co~prerisión cabal d~:lo~ :evCntii~ qÜe de~'éi;~;;&~~a~ estados 

patológico·; (R.~ri~órri & Orkand, t 996); · 
"" . '. ·. :'~.·:,: .. «.~!- ::,· •. }'~~~:::(~¡:,> ;,- ··--·:.'··. \ 

lJtiliz~~jó:; té:lli~~s .• :.de'";b·i~l~gía,'· 'ITl6foC:uhír y de morrología,;en elfp~e~erite.estudio 
·<-·::. 

describiínos.~n .d~t~lle 1a,Jd,eryii<:1á'd 'qle>IC.culi:tr y la localización· de l()s .receptcm~s púrinérgicos tipo 

P2X exprCsad6s 'en Ja'11euroglia\lel ~ervio ópÚco y dis6utimo~ su pOsible.p~peÍ flsi~lógico. 



ANTECEDENTES 

l. CÉLULAS DEL SISTEMA NERVIOSO 

LA.NEURONAS 

El sistema nervioso esta formado por dos grandes grupos celulares.· principales: las 

neuronas y Ja neuroglía. Las neuronas son célulasde origen ectOdérrnic~ que se ~ar1,1cteri:z:~n por 

tener cuatrore~ióries definldas morfológicarnente: ~l cÜerpo dc1¿1ar'.(;¿rn·~);;i~s·d~ric1~~~~; ~la~ón 

~~:;º~5;J:¡~"~~ITi/~}~!:,is•W~~]~t~~Jí~1~~~~~~~~~~~~~,:: 
núcleo, el '.retículo: endoplásinico; y Ja mayoría· dé; los organeJosJ::eJúla'.res.' Desdé :el' sónia ·se· 

. •-.. ·-· - .~: ·- ·,; ~: ~-···' . .'.. ·. ;.·_-._ - ., . .''. _.,_, ·.: ---· .' ,,,_.__,.: .:_ ·. ," '.-_ :1.>-' ._,: ... :.· , . ---· ;.._:·.:._,.".:'""- :.,_, ~: ;_'~··"< :-::._:,_,_,~_ ~·,:::-::..:~ --~.:,~:.,.,~ '. .:~. ;__ ,:L· ·. - _,;_·:_ -·" ·. ; . ..:_ :· ' .. : ... :. , . : ·.~: ,_ . . . , 

proyectan'.·• d.?~5tiP:§f.•·~.~··\Pf?i1§~·§~,7izn~~.:t1~~,·~f~~·~~;~~;t~;rf;14\~?:~:?~:a~;1i.1a)ro~i····~~·· 1~~ .. §é1uias 
neuronales .• tieneri"yari~s .. dend?tas,J~i;c~aleg"són:e1.·.~¡;·arf ~ó'recept()r.de·.Jas señales procedentes de 

:~:'p:::i;.;r~~bÍ~~¡f ~;~~'~!~~Jl1~~~·~"'ÍL:.~,::~:':i·~~~~~ :: 
denomina,cono axó11ic():··Ehaxón'és,·,l~,',principaJ':unida~·é:onductora de Ja• .. ~eurona •... •.capaz.de 

;,:~::~"::;e~~~~~t~~¡{¡j;~~if ~,~~fi~í~l~J¡t#1l~~furl~iZ~~1·+~~~~~ii;i:;~: 
diferentes. Las !!eñalé!; eléétrié:ils,pí()pagadás 'a Jo. Jargó'del áxón son gerÜ!ralme11te potenciales de. 

~::::::~JJ/~t:~~1iJ~i~I~li[~~W}l~~!~~~~¡~~~~~1~~~f ;&~~: 
velocidad •de <'condúcéióri •;de ;Jos potenciales dé~·acdónfen~ Jos' rixones';'sé' iricréinérita •'por' Ja. 

·-~··.'/~·-~.«' '~•,,'•>"',, ,·,·.• '•' r•' <¡;·;'.\\"",'i,,?:1~~··:·/:,"_'.',o";:>~,·:,·;:1:.;"·,<'f·,·•.'f· .-·-.•\''•c.~.,-·-·~ ,:,:··;. •;_ .. ,!_~-:~oi"'.''"•·',)' -,_;-- ',-· • 

presenci~ ••.• ~~ .• , ~i:~é~~iv~.b1~f e~;~.11~~.1í.~i·~~;f'•~·i,~b~.~.i~~,~~:~>.~i·eM~{~:~·:i~:j~:':~~~i,~"6~,i~,1!~1~.~:;°'·:~s • 
prácticame11t(! en .,tod~ !S~': longitu,d:~(Dicha~ cubie~a presellta l illterrupci°,11es ·periódicas: qtle 'son 

::0:::"ii,~;~i~~~~~~~t~~if ~i~~~~r~~~t:~1ts~Í~¡?~~~~~~~f~ª: 
otras neuróriris:¡ El~ punto; de:~:Ontád(),· ~cin otras' rieurcina's se denorrÍlría '.sinapsis; La célula que 

-~:-~ -~ . 
transrnite .• la sci\al se:den()mina.célula prcsinápiica.· y aquella que la. recibe célula postsináptica 

(Kandel 1997; Carpent~rl 998; Zigrncind el al., 1999). 



Basándose,e~.~1 número_de pr()longacio11es c¡ue parten d~Lcu~rpo c;elular, l.a,s neur()J1ªS se 

clasifican en general en tres g~a~des iirupos: . unipolares~. bipol~res' y multipolares; Las células 

unipo lares·. son·•.las:néur()rias más ~impl~~. generalmente.• tienen .•. un~prolongación'p~maria única, 

soma,··.y el:axón,'.qúe'' 

bi poi ar5s ·.fr~Tse~~.~if ~+~'..c~~~~·1.~~··;·~.¡~~1~~~~Jt~e'.~.1:ªt;f f ti,~,~···~;~~1U·~~;!~~·~~f~~~r.~:J':~~ ':~él úlas 
sensoriales,'que .. ~l'º~~n iinfoflU~ción ,sobre• t~ét~,<pres~óÍl y.'dolor ~e>n'. I11º~elós · e5:peciafos . de 

célulasbi~?1~S~~~~~.ª •• '.~~~',º+/~~J.0~~:fJ,{~·.··~~~~f{i~Jh~i~~1~i~:~ii~~Hf,~i~~1;~.~s~.?i'..~~~%0~if~2ir.·de. 
cierto' momento deldésarrollo;• las dos prolongaciones se fusionan' para: formar uíúixón: único que 

· · · .. <·~ 1 
·-. ·\<f '. ?, :\~~<':~:~··.:·:;·s;·.i::~:,;·:-.'~;;::.:)f'.i·;;~~'::~;f,~~(i.:;.:.;~j:\:·x.~::'.·~:_;;.;:~:.·F:'.·.~··'.·)\ .:();.} :(.:\'.· ~·~i;:·:~.:~~;:i~\~;~\ú :, ,: .. ;:::8<' .. i),{;+··;.'.i~.~~~·:··/i-J:\~~-::~;.-~·.::'i~·:~,/.:;~::.::~:'f/. : : .... 

emerge. del .. soma ·y: se' divide.~n'dris;éUnsf gJ11érito's~dirig~ a la peri ferif (~r~ari~s 'sensori alés de 

~:~:e~e:~¿*e:~;~\~\¡~~~~~iJrif ~~r~~I~~:f~~~~t·~~f~~J~~Ii';:~ .. 
abundantes en •• els1s.tem~ 11en'1oso .de,J°:s·ve~ebrndós.;Estas:celulas.Jl°:seen un,:,ax~~~ntco y una o 

:::l:~~:~ª~~~~~~~t~~¡~~~W~7~~~~t!~~Jl~j~~~f ~~~~tf %t~K~:;~t~~:t 

::~:::l~~~[~IIllil~~iíf ~{~;Jiilillg~~ 
proyección, que son aquell~~quetierieaxon~s'hirg~~itclrt~n'fnfo~a'dóna:!ir~nde;sdistancias, o 

en intemcuronas locales qu~ Ü~n,en~x¿~~s·co~6s'~ ~~dc;s~n i~fo~~~i~~ ~J¡~~;rlor de circuitos 

locales (Kan del 1997, Carpenter J 99~; Zig~or~d eÍal., 1999).' 
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I.B. NEUROGLIA 

Las células neurogliaks fueron identificadas originalmente por Virchow en 1858, quien 

describe "una ~ustaiicia i~ter~tidal no neuronal" que denolTiina ''pegamento neuronal". crill .base . '., . . . . ' . - •. .. . ·: . . . . ' . . ''. .. . " . '". . ~ . . ~ 

en . sl1)norf~l()gí_a•y 1't!11_g~~Ia¡;~~l~Las:_Tlf!1.fr<>gliales. ~~ ~lai;i!ic:a~~ e~ ~it_c:i~gl!K{fi.íi~±<>gi(a. · La 

·un 

en 

diferenda~os. Los oligodencrocitos se diferencian a partir de progenitdre~'\j~¿tg~dfaies02A 
(oligod~nd~~cito~tipo-2-astrocito) que también pueden generar un subtipo d{~sffci~iib~ ¡~ -~ftr~. o 

bien, a partir de lós oligodendroblastos que son células con capacidad pr~li}er~iiJ~'-~u'~--e~;resan 
galact~cer~~;Ósid~s y . algunos 'constituyentes de la mielina. . .• La ··~i¿~()ili~;~~J.;6~~bi6}'~~tá ·. 

. . . . ., . .. ' ' ' . ,. . ~,,."· .. ,.. ;.» ".- .,;':1 i.':.~> .,- ,:: ,-;/ .. ''. :· 

fonnada ·por• un so fo tipo. celular. de origen . mesodénnico, son céhilas :pequéñas/ y proliferan 
-·. • • '·- ·"· ·,-·. ' \. • ' ·- - ' - • ,- ' .,·•." ... , ••• 'Ce "· ·- '• ·--· -- ·'·. '-· - ' ,. 

cuand() s()h é~tiriiuládás' i:>()r lesiones del sistema ner\tioso (Kett~n!T!a~~ ú)99;'·'st~wátd · 2000; 

Nicholls et ~l.~ 2001)': ·.·•. 
- ' -·- ~ - _- _'., - .. , - '· - '--

Los astfocitos se caracterizan por estar en estrecho contáctó con el soma de las neuronas y .,. ' . ".·.· - · .. - . --- . , .... ' - •. ·:,' _,_.,._. ··'·"·•"- ... "···.;;"'·"··· '· . 

con las paredes (fo. los·. yasos .· san~úÍneos, este) últiméJ a (través de pfofo.ngacio.ne~ .membranales 

~~i~S;~~¿;~f f~~i1J~ilii~lf~~1~1~~J,~lll~q~~~~ 
células gliales.' Contienen nu'lnerosos;mriri'iC!ntosTen ~Cbi~ciplas;-ri~ fcinnridós principalmente de 

; ·,•.· ,: • .::,.~ ·_,,_e • • / ·. , ',; '>'- • • .,",: • 

GF AP -y vimentina {Eng . et. a/./Ú97.1 )f,;p(¡;. 'otra: parte .,los. astrocitos . protoplasmáticos, se 

encuentran en la sustancia gris, soll· célul~s c~n nuil1~i'osa~ prolongaciones mcmbranales muy 

TES~~~S9~ ,,:\ 4 
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ramificad11s. Estas ramificaciones salen cl~l. so_111a en. todas direc;ciones. Su núcleo es regular con 

forma e~férica u Ovoide, y presentan mayor densidad de ~ánulos que los astrocitos fibrosos. 

Presentan.poca.cantidtid dcifü~mentds.fo11Tlados porÓFAP: (Kettenmann 1999; Steward 2000; 
~-~ - ,- -,- • _-:_ : • ,--;< ·.-·-<.:e'°'-··,;·:»: -2' ~- -,,-. • -

NichoHs et al .. 2~01) .. 

· Exist~n Ót~os tipos, astfogliales in vivo que forman la glia radial, esta se extienden a lo 

largo de la' 5\.tst~~hia' ~¡~~e~ cori un~' prdlongaéión membrana! o grupos de prolongaciones. Dichas 
• . .. ·. o: · •. ; ' ,F' . ~ - - , ' - ·--- ' -- . - ._ -

prolongacioné~:ñc>~tienehj~'miflcaciónes, y a menudo corren>en P:ara'!(:l~>con los ejes de las fibras 
,_•, ·,~.-;,:··-~:.;,•'":·,•,,:_,._'.·;:,-.;, ___ ·'.~; . .. ..·,, .. :_o··,'.··-.• .'···--·-;.·, .. ··. 

nerviosas eri'la'susta:ricill blanca. En este tipo celular también 'se detecta la ~xpresión de GFAP. 

Otros Íipos ~e·~{Íá· radial' que· presentan mucha semejariza;cc,h.ios"'~asi:o6itos; ·son. las. células de 
~- ·., - • ~ • -,'< - ·--·>-· - . .fe .-,,,., 

Miiller dé la rcÍil-ta,. y las células de Bergman (célula;; cpit~liales';dé 1~olgl :del· cerébelo).•que se 
. ·e, . ,, º•"'"-·•'"-'-· -~',;., .. ,~'....., '~· , . '•• ~ ~ 

extienderi rtidialiTiente' a través de la capa J11olec~l~~;d~ Ü{''~()ri~~i'<l6i':.~~~~b'é}o·kFirt~Irii¿ritc; en 
:·_;: :··- ,. _,_,;_, ·:' .......... ,: __ "<;,:.·.;:-~-- .... -,.'''."1.·,;: . .:,,-.·;·.,_·;.~ •. ¡::!;·-:,,·:'.;_..,..·.· .. ·.~·.','.«,. 

este grupo se encuentran los tanicitos que se. lócalizan én'el re~estimieritó ependiÍnal dé!os 

ventrícu!Ós, estos J)Oseen una prolongación me*brhn~i ~in ranii~cacionc~ qu~ está en colltacto 

con los vasos sanguíneos cercanos. 

J.B.2. OLIGODENDR.ocrfos 

Se c~rnct~rizan·;pol''. t~~erfm1na esférica· o .Poligonal .. y·.presentar po~as prolongaciones. 

Tienen ,un·.···11¿~¡'~~··ji~9c~~~; ~7oirii"; ·; :· ~º····present~n :. grán~Íos; de .~lucÓ~~n~ :•·ni··. filamentos 

intermedios.:'sé ~la~ifii:i~~:en ~il'ltérfa~ciéul~r~s. periI1curales. y· perlvascular~s:- Los primeros . se 
. · • .. ;.-: :·:C .,~;i;:' ;,;'io;E:"\)J,;•,:;·;i:cc~· .. ~:.:;.\.:C";'!·c{~·k<'>.·:;,2:k,•c::" ~::é' :: ; >t:· .:·,: •:L,.c.é, .. · :.•'. ,: , .~·.· .. " 

encuentran e:nla súst~11da·;,bláncá;Y,griií,"alineádo~'-en~fil~~·- ubicá~as"en ••. para Id~ a·;. los· tractos· 

nerviosos para .:,fo~ai;'.miJi,i~.~· .. 4ff¡~~6~~r~::,i'~~Z~f?~#'.>~ri·;1· .~i.s~~;~· •.. ~eii~~~'.·,,~~ntr~I~ .. -.· Los 

oligodendrocitos.perineürales'se'e:ií'Cucntrari,é~Iás'~~ta.~Biagriií,.cómocélulas satélites adyacentes 

a los somas de fasgra~d~~·~~fa·b~J~',:j:~-j~~,-~¿W~á~c¿'.Í;~~~\~,¿ll~~entran a~~ciad-~s'··~ !Os ~asos 
sapguíneos (Del Río,Horteg~\91~~: ''' .. ·. ,;:>~i.~ :;'·:' -- : ;<" .. ·v: ' 

a.,ándo•e en ,., :.::t&i.ii~., •m~Cf:l~gi2~mo el·• '"mofto d:L:~ .. nUmoro, 
"' - ' . '-. ·. ·- - .- . ' ,·., .. '\.-, 

propiedades de las prolongaciones nl'embranaÍes; distdbución y el modo de interacción con los 

axones, Del Río Horte~a estableciÓ otra clasific~ción agrupándolos en cuatro categorías ( 1, 11, 

1c:; CDl'.1 i TES " A~.\ 
F ALL6__Q_íl_Qlil GEN 
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III, IV). Estudios morfológicos posteriores comprobaron que .la oligodendroglía constituye. una 

familia de células polimórficas, donde la mayor parte de ellas tienen la función común de formar 

la mielina (Frleciman·et al., 1989: Mori de Moro et al., 1990). Esta diversiclad ~parece illfluso en 

Jos oligodendr~citos interfasciculares y podría ser Ja base de una dÍv~rsld~d fundidn~l. Por 

ejemplo,los oligodendrocitos perineurales no forman mieliha en condibi~~~~ ~~rm~l~~~~~~ sí en 

. ~ondi~l~~;~º~;t~iÓ~icas. En Jos oligode..idrocit~~ ~~rl~~;~~Jiiicf~}~~'h;·~~;~ry~d~ºtri;·!~~lgad~ 
lámina fonnáda por Ja membrana del astrocit~ q~e sé i~terpcine entr_e éste}el ·:y~~ ~aÍlguíneo, Jo 

cual sugiereint~~acelones complej11s entre e~tos tipos}elúlar~s CMiignaini &w~lbeer~: 1964). 
-. , . . : ' -, . ' ·_:._ ' .: . - - -:, - :: ; ~;:: ·. -. - - ' :_ ·, 

I.B.3~ CIÚ..ULAS DE SCHWANN ·• 

.·.·~ ._._ '-'·L~ -· 

·o 

La microglía.fu~identificadacomo _uri eÍemento' del sistema ne,ryioso .central .·por Del _Río 

Hortega _(1919) quici~ · l~.yisualizóeo•n · 1a· •• _tincióni·d~ca~bonato:deplata.:Esh1s s~:n:~éJulas.•más 

, -~ - _. ·, 

sa.~guínéos;: 
- < '-'.-- .-:~..:._-~:_-: __ _,_ . ._.º --- -

'·'..-·'i' 

se 

Ja 

presente én.·cOndlciones nOrmalcs;/2) .;~icro~;ía/~ctlt;aa·crl·eactÍta:ciué sééh¿~entra énestados 
,- ,, ._ ,_ , ' ~ ' i ' ~- - -- __ , 

patológicos y tiel1e11 capacidad fogocÍtica: Depe11c1Íend~~cleÍ e'stado• iúndional ·de la mic~oglía, ésta 
. . - . - ;·- - 7 . -. - ' ·;" :-· - -. - - - - . - - - - - -.--. - - . • • - :- .- - . "-· - -· ,. ~ 

expresa marcadores antigénicos y enzimas distintas, · como el complejo mayor de 

[;~~!:~, Vúl\;~~ 6 



histocompatibilidad <IV1HC) que se expresa en mucho mayor grado bajo condiciones patológicas. 
- - --- - ---- -- ------ -- ------·----- - --- - . -- -- -- -

También existen marcadores comunes para ambos estados como las lectinas, que se unen a 

residuos glico~Ílados,<lel_~'f!lembr_a,11ª· <:>tt(c,a.ra,cterística de est~s células es su capacidad ·para 

absorber color;rites; ~~- ~abé t;~bién q~e Jas ¿elulas Íh -~itl·b ~O'h diferentes a las observadas in 
• • .,. • • "· •• '. • •,. • • ~ .,.,';, 1 • ' _. --•• - ".• - - • :. >. •• -· ._ .- - • ~ • ' - - -

vivo, ya que il1 ~Úf~ se as~n1ejari más á mac'rófagos, esto ~iobableinente debido a la presencia de 

:~:±tf~~~~~~1¡~?ttf i~1~%~tJI~~t~~tz~i~:~:::::;:::::: 
vigilar1Cia iÍúnunolÓgica del sistema'nerVi'osd celltral.' 

;_ ;,: '=' -· -· . ,• ~'.·'.._;_ ~-~ -- : ' '~: :-. . ¡ ,·."···:·· ·,; 

-_,.,;.'.,"· .··.-:·.-:. ··-<_ :;<·;;.<,- .· .. -
.,_~: . ·~-'-·:' ,-'.:.:·; 

II. INTERACCJÓNES NEURONA~NEÚROGÚA 
•"e;:>;; , •J., -•• -'' ' . ' • ' - - :; ~.:~~ '; .:.'_é. - " . 

'•">·-·;:, :~ .. ::~ ~-~~::, :~ ~ .>:. ~: ·, .·. ·> .:l~·:'i·:_>,--, ~:' :.< '-~:· -~-\'' ''' '~:·,., 

· corrio;; s~' h~r·m~~~iC>11a~b.',i~icial±e~fo. a >la . neuroglía . . se. le atribuyó un papel 

pd ne·sndceip_qª1u1ne;,e_.·._·•_:sn. ;eJ~ .. ·_ ••. _••ª··~1;~s'_llió·.u.:_•·-~c-,:.'~1.JªS···in;;e:~u··~r· .. _·0~tg
0

u1}1;ªH.·_•.d.· .. 'y:~.--·_:_; ___ ._sce~m ••. ·.·.:·,P:.ºu~'..d.s0ip.·.<~~~. d~. 1 as neuronas ca arres 19~ 1). sin embargo, 
. est~diarinvitro;,~eha.:6bi~rv~dci que._presenta 

• ., . •. • •' ;-·~-';e·,. oc:; & ', , -.. l 1 • · 1 ,' • .;_: ~ "-·• '. i · e 

· ;~~::~:~*~~1.~~~S.~!~~:~:~~:f E:,1~~~~=~~~~,~~~i '.vf~ir~f j~:; 
1992), ·-b) s~c-;écióll ·d~f~tb~es?neurotróficos (~~~k~wa·· ~i{d/?~1~~¿;'Marit1~orpee~.,a/., :·,1986; 

Bock ·_1978;''B!l11~t'ti'';ral::, .19s1'; sfockli·;¡ aL.i9s9'; ··,~!~l1iri~1~~un-M~;cir}1.~/.,·1989;•Gonzalez 
et al., 1990;,Z~frn et al., 1990;.Fra~tschy et_aL 1~91.;Rüd~ee,t:Ú;·l9Ql;~~hl.et.a/.,I991), c) 

mantenlmi~i1tC> del ,~icroambient~- del. cerebr~ (K6e11~ 1;so(~'e;l~ <:t~r~~;~•(9¿3~ ,\Ve;tlund et 

al .. 1990; Orkand 1995; Orkand et al., 1966), d) f~~1acióB:~~.l~~\:)~U~f~~:h€~~~o"~ricefáliea y 

regulación del metabolismo del glucógenn (Cataldo &.Briad~~~~:~:i~~:~~;%tarrabee 1992; 

Magistreti et al., 1993). e) Expresión de canales mcid,uladós p·6~j'i~J;~~g~/J~;e~~i~~tes de voltaje 

(B..arres e/ al., 1990; Blannkenfeld & Kettenmann, í 9~1; ~at~te"Q1:~i.~C'¡9·~;).'ásí ~orno receptores 
-: .. ' ·~·-·. -~· ... ~·-·.~- ._::.; .. ~;, :J.:·;:·::::<:~:::t=~' .. >"·~,: . .::_.: ·,:, '.~·· ·~. _.. .. ". 

a diversos neurotransmisores acoplados a sistemás"de ~~gÜllclos .mensajeros (Jensen & Chiu, 

1 991; Matute et al.. 1992), sugiriendo qüe p~ed~~'.~cf" bla~~~ de señales originadas en las 
. •,,_:./;·· ·-

neuronas. Todas estas propiedades pem1itena-la.~eurogÍía participar como un elemento clave en 

el funcionamiento delsistem¡;i nervioso (Vcsce et if.. 2001). ¡··TESIS CON 
U!;bLA ~~ QfüG'EN 
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Las interacciones neurona-m:uroglia están inyolucradas en procesos tan complejos como 
- - --- .. ------ - - ------- -·- -- -- ------- --- -- - - ---· - --- --------- - ---

la proliferación neuronalclurante el desarrollodel SN, el mantenimiento de la homeostasis, y la 

plasticidad siriápticá. ·en el adulto. Dichas inteiac~iones pueden ser clasificadas como sigue: 1) 
' ·-", ;. - .. :· . ".'·" : - - ." -_ ,_- ., ·. .---.. -. "--- -:.: - ;./ ~- ,' ~ .. ' - ,_- ·'._· ": .. ;·· . < - . -- -. - .. -

neurógllá~neu;ogÜ~. i;.;~()Jucrancio ~nfr~ dtros ~~cariis;;:¡Cis a Ja señalización mediada por iones y 
-· ' - ' ~ -·" ·-' -'--- _, ,. . , ·,, - •'• - . . ,. .• :. - . _,, . -~ •. , .. •• -¡ '·' - - ,· .-. o, • _. :·- ._, - . - . ...,, • 

molécul~s p~qu'~ñ~~ ~¡U~ ·P~~dn d6 ll~~ céJl11~·n¿urC>gÚa1 a otra a través de uniories ~inunicarites. 

~J1ll\llillilif ii~!iif~¿::~·~:tt~llllili~ 
smapttcos (Barres.'.J991 ),·.y 3)'neurogha"neurona·mediadas pnnc1palmente por neurotransmisores. 

• ~: ;:~\:~::: ~'.-'~ .1T __ ;¿_,~~~~;\- .~>,.;~:>¡'f~i~-;-:'··~:."::_:~:>;:_~b!.,::~~\~;~~::~'~:·":,<f·:; ::~'.->;~;_-x,::_'.~.;'.t::~ \:.-_'(;.; ;.~ .. _---·· ~- ,_; .. --~.: '.:: .. -· ~ ·i·' .·. c.- •1·; :::':·'.: .. ·; .. ::,::\·;'.--~·:·~'-~:::.:·'.;,·}/';~~.{:: ;,;:,, ~.:·:i·. ·'.:::·~:.,-?·-·:·· ,~·:.: _ 
y por cámbios erda coricenÍ:raCi6n extrácelulár'Cle Na+ Kt y Ca .... (Vemadákii:d 996))Actualmente 
. · , ._ -~ .- -~···~:~.:':·,:'1 :·~;~:~'.~'::.~1~::>rr.~%-}~:::":~?,~~.~~;:~ttF.;:_:·/:;.~:r:?.{~·:7·:1~:.,;>~:'.(~r~.c: ;}f:":~ .!;:-~:'."~->->·-:-~_,,- :\~~-.:.:· · :::~:,·: · ;· .. :; :-"· .. :-~-~,"'<: r·\:~-::\!i:::/¡\:i~·~,,:.'.·;~º.~:.~~-:-~~fr·~;:-::·~~.:~::-c:.;\ -:_::·:·~ 
se han 1dent1ficado un granp~111e~o de m~lecul~s, de diferente naturaleza qmm1ca, que median las 

~":;;~~·l~~a~~i~Í~~~~~~l~%f f ;~:l{&gil?~;~~~~ J~eg•ri ··~. ~1 •'"~~·~"·~•=in 
. ·. "·.- .:. '¡· • :I" --~· . · .. 

::·,-' ~ -·. ~;->'...:.:·,'... .. ' ' . :. --:· ... : /·: ,'· ... '.·:-~'.;·,: ., :,>,:::.:~ ,.: .. :: . :~,~ ~-,-.. 
Il.A;DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO,, .. 

;'-(:'.' ' '<~- . bj~~,_·. ',. ' '.t;'.;,.1-~ '.' ;·~·i ,;~1 ·:,;; ;.f;·. .;· ;___·;< ;'.;; : 

La. fü~~i;ó~:,~~ ••11ls,~Ó~e){;~.:Js ~i~r~~al~~':sp~dfi~as representa una etapa crucial 
~., .,,_.;-:;-.·,:.·-·- -:~ ~·~·t."-;~:;-~:'(!::·-·· ·~ 

rcg1on del ... a1TI•110',(e~1111al;:yxunarég1on'h9mok>ga :con. los :fibnnógenos~f3 'y, y~en)~ región.· .del 

carboxil~ ;~~j~~f:;~1'"~i~~c~~,~~,Í~~·,te;1;~~n~~ :~·la: ,~~~;J~:~,~~pend;~:·1 ~~t~;o:d; d~~~~ollo ; 
~· :·':: :-,;/':)~.:.'L;:- :·'-L; ;::- :_:~{:-::.:·:_;·: :-:~- -;J:_~:~-;~Ii" ·:/:_~!:~ ::, . ..;.;;:.,:h/ ,,:;<-~·.:.:,::,:.'.,·~·--·.·:-.::.:;.·:-\~:_::;,\ :_:·.::~·:;\-.~1'.:·¡~· :··~?'i'-.,'.· :~:;\ !~~-:.:~ :-.~~"-".-«'.; .. :: ::· -, ·,. '· .·.'.~· .-.::, . ·.- .. 

del suptip6\ ei:cpresado; <por ejc1nplo; 1,a J"N;_c. sé; expresa en estadios tempranos del desarrollo y 

promueve eLcrechrÍiento},dcndríiicÓ e~·. Jas'neuronas~(Faissner'J 997). Otra molécula que está 

involucrad; en, el d~sa.:rollo del sistema ~ervi~so ~~ la llamada NOGO, ésta forma parte de la 
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mielina en oligodendrocitos, y se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que inhibe el 

crecimiento axonal (Goldberg & Barres, 2000). 

La prolif~ración,: la 'diferenciaeión y la ~uerte celular, tanto de neuronas como de 

neuroglia, son feÜÓ~eh~~dcigrll~ relevanci~ endifer~1~tes estadios del desarrollo del SN. Se han 

ide~tifiri~a6 ·Jt~;;~J?~~íé6üí~··producid~~ ~oi la ~euroglia que actúan como factores de 

crecimient~~.n~~r~~~1}·>p~~; ~j~~pl~, s~ ha demostr~do 'que los astrocitos producen . y' liberan 
' ... , . ' . . -;: ·' :· ''' .. ::~- - '''·': _.-'· '.· ' . . . ' 

factores de· crecimiento 'comó el factor de crecimiento derivado de astro citos (GFs) o el factor de 

crecimlent~~ ~W~ril,:~~~la~tos (FGF), los cuales· promueveri ··la proliferacióll .y :diferenciación de 

neuronas que';pto~1.1d~~ lahormona liberadora de la hor:món~ lutei~iz~nte (LHRH) (A.~ói~t?t al, 

2000): Otr~··grupÓ'de ·moléculas que son fundamentales en el.desárrbllo del sisterna nervioso son 

:::e~::::f!tl[jf ~:::~:r::~~~~ ~:;:::e1::~Jai:t~d~6~~~Jft¡f ºtª:jf ªf~~~~1r1~C!~!it:f ds:

1

:: 
'·'. ' ,,",'; '~ .,, ' " 

podido' es~a?I~c;eré qúe ·.1a.J1órmona triyOd(>tiro~_i§110' I;3 :pro!riuéyela·proli[eració~ neuronal; pero 

de unaci~ii~~~iii{cli~e2'tl1.' La T3 · l}bti'.ia :~¡¡¡.~d1l1i~'~fi'te ~6br~ 1()~ l1~t~o6i;o~; induciendo en ésto~ la 
~"" .,.,_. ~ -~· '. 

liberación' de}factór de necrosis tumór'ái-j3.(TNF~j3} .y factor de: creeimiento epidermal (EGF). 
> -·.-·· _, .. ,_ . - -· ,, ··'"' ' .. _ .. ,_ -, __ , ..... :.,; ''.--·_> '"'' ;,_ •.•• .' .. :.: .. _ ..... - ··--.. ' 

Estos do~ media~oies ,qu{)r¡icos • actúan vía·~aútócrina' sobre los .. astrocitos promoviendo su 

proliferación y cliforenciación, y ~}· ;i~~~··~~.l!~~P~t:.rictú~n vía parácrina sóbre. las .neuronas 

induciendó Ia proliferación celular <f..'icá~tar~ ~i~i.;t Q99) .. 
- - ' - ' -- . - . - . ·- .,. ..... - --.. _~:...----,._,., ... ,.-_--,_7,,:_·-·.,,,, .. - .::,:...:-_·., ·~-'· 

"\·\ ':.'.i[i <:'~/ --·~,., _.-':-· .. " 
"'"· :, -', ¡').' ~-~; 

Por otra parte,'.lamu,e~e,celula~~durante·el desarrollo es un fenómeno importantepara el 

:··:~:~:~~;~::·~::~:.~~~i~M~Th~iWlr.~: ;e~~:".~::::::::!;:,tp:~:i=:: 
requerida. en una z~ma cJe!erlnin~·d~}Eneste,c<mtexto se han idcntificádo lrioléculas ~roducidas 

por las neuro1~as qu~ n~oclul~~ ¡gifrjJ~rtg}elÜlar en células miclinizant~s. LJri ~j~ri1~'1bde>ell~s s~n 
las ncuror~guliria~ ~·RG).tJd;t~':eÍ.~ornento se han identificado 12di~tintas NRG;.tocl~s.ellas 

. ..., ·- ·-.· ---.'·-:_-_,_,_. __ , .. ,'. :,·.~---.~~;:~<-j;c.,~---\·,-.,_»:o.~_;_,_. .. -_-,- ,,-,-. __ - . -_ .. , . ·. _-'.-., _.~_.". . ~ 

tienen una' región cri cornúÍi ;q~e b's pa~eéiÍ:la al factor de crecimiento ~pidemrnl (EGF). Estas 
' . '· ; . ; . ;- ' -·' . " .. "' .... ,~.-.,.> . '";1_" .-. 

moléculas son'c~presit'das:cri'ni\/e.lesaltos en axones durante c~tadios tempranos del desarrollo, y 
. . -" .·:·::;"''.': ···'/"'· -:·.· ·:-:-· ., - ._ .. 

ha sido demostradojn \•iU;º 'que preyicnen la apoptosis en precursores de células de Schwann. La 
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evidencia reunida sugiere que estas moléculas participan en la maduración del sis~ema nervioso 

central, l11antenierido el nú~ero ad~cuado d~ ~élulas llli~li~Íia~tes (Syroid et al., 1996). 

11.B. MADURACIÓNAXONALYMIELINIZACIÓN 
,·.).o,-.; 

.:. -.' 
___ ···LL_~."- _,_=--""-.-=-----=-~~~~,__º "',.., - ,.-~, - ---~:,~_:~ __ _,,o.'._:_.;_·'.._._,:__·o__ 

Como. parte.d-~¡--~;c)ses?;,d~ ~·ªª~i~~if~'..~~!;~~;';~;.it11P~l1~~t.~ q°ti(: el iriis1110.~~ó~madure 
y sea mielinizado de foÍ"lná'.correcfa;•r~i.a·queésto~p~óc~sossell~vl!na cabo, se{éqÚiere·que las 

f ~l~~~~f i1lf lliilf I,iif liiiiliii!~tin~ 
::'.<' ,'~'..":'" ~-~~·;·:.J• {·: -t:~· >';'•'e '?:\·,,. '.···./, ,'•; .'.::~~~->-· f--'.'",f-J';.·,:· • . :- • •A •:;'; '• ¡_- '~'·'.",:;··.:·' e• 

neuro~~: r;:h:~~;~tif ~~~~~Í~~;~4!f~~~f{tt~img~~ii~~~~~zn;; 
oligodendrocitos.está.mediada~p0r<UÍ1iimportañteníiin~rÓ,de,rÍfoléculas;de/9ifürente'n:aturaleza, 

· - . :·; :, · ;-:.:;: -~,·- ·-;~-~~:::·, ,;_:f¡":~,:;~0~;.r~ :' ._:--~~:~~ -;~;--}~~1\:;~~:;r .. ~~}t<.- ~'.- :~x:,.:':-\it\~; '~/J,\~~-i~:'/~L:'i~t:r~W-~L--·-r}''.~~;:.;<0~~~,;:;ws~;-~·.:\·j_~;'.~~;.-~/-~\~:~/>~-<i,5:. · r~:-..-:. ~ -. 
que son producidas· por·· l~~: neuronas o·p~r :astrocitos.:S~ haf~~I11ostrado ~tant~ in vivo .·como in 

f ~I~~::~.~~~J~;!:~~1l~lilil&lilf 1¡~lí1i111f i~ 
1999). Así mismo, se sabe qui laJJ..-f O~ferléfcil1a:2);,1L:.6 ,(iriterl~~ciria~6) y:,T};'(pr~mUeven' la 

:::::~:::::~:~~;i;I~i~~1~~:i~~~4~hi~1~~~Sf :~l~~:l~Ef ~¡t::~: 
e~prcsión de. dlferl?!1ie~.za-fiel"l;i~1~~acl.~~~~-~~ótr~~s1~i·siÓ~:e1éctj:i~a,com6 sé·ob~~rva' en ·algunos 

modelos experimentales de enfermedades éiesmfeliniianies:' 
. ·. . ·' .·' 

JO 



u.e. TRANSMISIÓN SINÁPTICA y PLASTICIDAD CEREBRAL 

La neuroglia participa de una manera activa en la modulación de la transmisión sináptica. 
- - - . ,. . . . - •. ·- - - ' ·-;¡ ,, -.·_ -- ' --· ' . ~:· - - . _,_, - -

Las células l1e~l"cikfüile~· é~pres~~' ~n~- gl"~ii ¿~~tidad de receptores y transportadores· de 
, ' : Vi~- - '-··;- .- • •• • ••• ,_ ... '-,,. <: -· ' . - ' - .-. ... . 

neurotransrr;iséir~~;'ad~Triás' de qÍJci ~hti ~~pacé~.cl~·¿intetiiar y liberar algunos de ellos. Dentro de 

;~~~If i1~Jif ~~lt~Ji~f~~i~~i~~~ii~¡1¡¡¡~i~2:~ 
"1· -, -:... ' . ,, ~ 

et ª'·: .. ·.19.~3?<.~ .i&"it~f i~~" ~L~ ~~s§ f~~s~~~ <H~t~j~- et.~/ ::,'1 ~,9;2),' • y\ re~~pto'~~~{~~?~~rgicos 
(Verkhratsky & Steinhauser; 2000);:La exprésión de todos.éstos receptores le perinite a la glia ser 

hlnnoo •e men,o¡~:;,;,~f ;i:i~n::~Jf°"ion.s. . ' 2},·· 
En diferentes prep~;~ciones ·;n se. i~a demosfrado\C¡tie\las<i:é1u1as 

- . · -· ·: -.. -:~ · .- .:-·:·:,.,;·_ -._;·~,~'-' :-.«<_ -~ , ·-. >--·~ -- , __ ·.· .-/:-.:-~~- --~·- ;-·:.: ·-.' .. :·;_. ,_ ·,_· ·::- ·; ... ----"-- f.· .... ·.-. -. », ,- : - _ _, __ ;: ·--~~. ,~/·:· .. ~~:··:.;-:'..F·:, /~'.J.~.:~-:.(.::,'.,-;/,.(·.:_,_._ .. 
ne uro gl i a les, · résp~ndé11 •... · ~l ...• éstíipülo ., de n~urciiransmisor~s, • n1?vil iz~n~O::· cal~io .<.iiitr~célular .. y 

~~~~g\,Jf ilf I ili~i~l~lf~~~f.~~tF~J~~~~~ 
entre Ias·nellronas~ Por· la cxiiúeíú::iá·d~'itngF~n nÍ'.nnérc{de evidenCias en este sentido, 'actualmente 

"· . ' . .; · ·. · ; :· -~-- ~. · ·,·; ,,,. . /" :· " "'.·· ·:"; ''.' -'.··,., , '.:"'. · .:.«· ) • ,. ,.,, :::o_-· , · : - .... :e -_ .' • · . --: · 

ya es aceptádb;un iluevo módeló'd~ tráns~Ísi6n sinápÚC:a, formado por tres elemento~: neurona 

presiná)Jtisa~n,~u'r()~¡¡;~oúii~{ipti~~~ne~~6gÚ~ cAraC)te dtál .. 1999; Rochonet a1.;· 2061;. Vesce et 

al., 2001). . . . . 
. ' 

' ; ·.. ·' 

La neuroglia ií1tervienc. en la reg~la~~ón del número de sinapsis y en la actividad eléctrica 
/• ... - . .. . . _. - ... · . . ' .. - . - ·.. . ; . ' . - -, .- - .. 

espontánea que prcse1~ta ll11ancurcin~.: 1-fa sidó clC:1~o~~~~do Cju6.Ja prcscn~ia de la neuroglía en un 

cultivo. neurnral, jnc're1nenta el 11úl11ero d(tdcnclrita~y de. v~sfolllas ~inápticas por neurona; así 

mismo se ::observ~; U,11 l11~reí~e~¡o. ~n}~; geri,cr,q~i?~ 'd~ ;hciiij~n~(!s .. po~tsi nápticas excitatorias 

miniiHura (mEpScsr.Jl1Hian·. etaÍ'., 2c)91f ~o~ )Ú~a~parte,~s~ .Ím ob~ervado que el factor de 

necrosis !~moral-a (TNF-~), liberado .p~r asfr¿;~i,tos, incl~c~ la expresión de receptores a 

JI 



glutamato_ tipo AMP~ en neuronas del hipoca111po, modulando así la respuesta de éstas células 
------- - - -- - ---~-- - ·- . - - - ~-- - - . - ,- --- -- - -

ante la estimulación con glutamato (Beattie et al., 2002). Estos datos son sólo algunos ejemplos 
' ' . ' 

de una gran cantidad ,de estudio~ que: indican que la neuroglia juega un papel activo en la 

modulaciÓn d~ I~ transmi~iÓn•'sl~ápii'ca durante el desarrollo del sistema nervioso, y durante 

procesC>s.plásti¡;()~~ll~~¡ ~~ªi~i~~~a-~Ülto:' 
----- --- -.-,,-..- -·- ·,-···-.,..,--,---,-~- --- ·------·--

;''" 

- '~:/:~.:·_.::-:"~;-~~-:-.'_·~ :-:(::.' .. ~- - " 

11.D. RESPUES'Í'~,'INFLAMA T,ÓRIA 
::. ~·..,.,_.:_! '. :.\~: ·'._:<~: ' 

La a~tivac~Ó~'<lii i~·o{¡~r6~Ií~;.es ~~o'd~ los primeros fenómenos que se obs~rvan después 

de un· dañ6 n~~~~~·Óx~~~·,·~n·· ~{ ~iit~.;:¡~ ~~~iciso. Este ·fenómeno tiene . como· firialidad reparar. el 

sitio dañado;.·sin~inoai~6,re~·at~i~.~.~·.·c~~os.·1a'a~tivadón····prolongada'de •. Ia ~icroglí·a··puede tener 

:u~~=:::;f ;~~~1I~~lí{~~i~~\:iri.~~~~f~~~~~~~.~~~~·~~: 
toma la· respuesta• inflamatoria desp~~s)le algun;tipó,de' d~ño·:.•sI1(e1:b~rgo, hásido.s,ugeridó; q~e· · 

~;~::::,:::je::~~~'::t~¡~~~~~~~~~i1j~~!~~i~f~~~~rl~~~~~,~: 
daño ncurotóxico; promuevelaproliferación:c.elufo.r de:as,tro'citos e'incr.cinenfa,1a·Sóbrevivencia 
en neuronas (Eskes et al., 26ozf} ,. :i~~· .·;t'.:( ;:;:. <;' · <· .... '·"' ': '.'~,. :i:'t\t .. :'·';,_ ;"' · , '· : 

· · ' · , ,<·e-.-· •' ~-'-7 • /;é-~]i ,' ji~:~:!'.~:·~:h~ : ~{:f~~- \~'- "· · .. ~',;. ·~-~-- . ~~,;~~:··· ,-i·~~-"- ~'.::~~--;._:~·~{::~_-.;:;"~- ,· .. ::~:~~'.:.'." .::"< 
>~ , e;,~ __ • ·-'--~~~:.:-~; _,_ •• _ .. --~-:'._--;_,· .:.:·c::";~-X--/ -~~:~:~ ,--~~co~~-: ·_r:~ ~-.: {.~:-,~-.,_·--~ ~-:~;<·::· ~--~-· 

::·:~~J~ii~~~f &f ílittllllttf illt.i!l~;i~~:: 
_,, -; ~,--; ~:-: ;'.:;l ~ -~----~ :.~:·'.''" ';~-~- ,/:,~~-~- -·:t~;:;::(,5~~'<--",'' ,' . 

111. EL ATPEN' ELSISTEMA'NERVIÓSO . 
. º <- :;~_-: _:·,;:.~.<~:.;:~~-~~--.:·,_:~~·,!:/.~~~.:; ·;:::---~ -¿>tf:\;_~:,::.~/_ -~--~~;_'._.· --_ 

;ntcrret~1f f ~~~tJif ;;~tt~b~~11l~~{~:,~::~';c~:0:1:::;::."f~~~~:;c~~{::0:::~ de 

de 

adcnosim1 .o·.·ATP(Fig .. i ) ..• 1:'.!A. TP .. cs la•·.·moncda•energética'~en d .metabolismo celular; además, 

esta importante moléc'ula puede ser liberada de las células tanto en condi.ciones fisi~lógicas como 
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patológicas, y actuar com~ mediador_químico en un gran número de sistemas celulares (Bodin & 

Bumstock, 2001). El ATP es úna ~Ólécula que cuenta con las propiedades necesarias para ser un 
.- ,. ._. : . 

buen. mediadór .(¡uítnico: es una molécula pequeña, difunde rápidamente, es inestable y no es 

abundante en ei6spacioextracelular (Fields & Stevens, 2000). 

OH OH 

Figura l. Molécula de trifosfato de adenosina o ATP. 

En el SN el ATP se libera durante la estimulación nerviosa. Esta molécula es un 

importante neurotransmisor en el sistema nervioso autónomo, principalmente en el sistema 

nervioso simpático (Kennedy 1996; Sneddon 2000); Así mismo, mediante estudios de 

microdiálisis y utilizando ensay~s de Iu~iforina-1uci ferasa; se ha detenninado que existe una 

liberación basal de A TP l'.~ el c~reb:~ d~ /á;~ cl~ Í~4J~'.~/~ 0.14: finol/min/mm2
• Después de una 

estimulación eléctrica·(5 •fi1A.~durant~ 1 O rriirí_utos),-~C:rnbservó un incremento en los niveles de 

ATP extracelula~,·¡¡¡¿;nz~~d~~n·ri c~n~~~t;~c:fo~'de 4S.S+/- 4.23 finol/min/mm2 (Wu &Phillis, 

1978). 

Por_. otra parte, también se _ha demostrado mediante diferentes ensayos, que los niveles• de 

ATP cxtracelular se-increnicntan <lJ;ant~fc~ÓmenÓ;~p~tologicos como la isquemia:La:isquemfa ... . . . - . -' . - . -· .. - . . . -- _. -~- .. - . :: '· . -- --- . •' . ' -

cerebral es .una reducción en el,fl~jo~:san~uírie~~cn• una cÍ6terminada zona· del tejido. Este 

fenómeno. p~ede br~scintars~ . de~~~é~ ·-;el~ ~lgÓn \ipo de , t~!luma, o. como consecuencia de 

alteraciones en la rnicrovascularización dcléerebro; Por ejemplo, en pacientes con Alzheimer, se 

presentan altcraCiones- morfológicas en los c•apilare~ . ~erebrales como consecuencia de la 

TEsrs ('(1?\i 
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acumulación anormal de .. P:r.óteírias cómo la J3~amiloide;. e~to.pro'Voca, .unanxtuc:ci!'.Jn .. e~. el flujo 

sanguíneo en diforerites zonas del cerebrn, y. por lo tanto una dÍ~miriu~ióntanfo e~ los nutrientes 

celulares·· co~o:···~.~. ei' 6xíg~f10\¡ue'Jie~al1a .. esa •. zon.a,':10· qu~.~l1almenteindúJ,.n1~~~e. celular. (De 

+/- 3.7 nM. 

isquemia. 

El ATP. :s.libel'~do .. pC>r~las.neuronasmediari~e diferentes.mecanismos'.I~al·queel resto 

de los neurotransmisores pUecÍeliberarse a través dc:fa excicitosis éle vesículas simípticas. H:a sido 
·.,> <}:, <.).'·-.''.':.'-' •.,

0

,'··.'.i• .";e'.~::¡~.',",-.·'.>:;·º'.'':}.••');,,,·,~-.-~·- .,.- :''·;'.·. '"·~o;,".''',,:'··:·; .. ,-.-,:. --. 

sugerido que esta molécula' tiunbién pue~e·ser. libera~~ª través.· de proteínas transportadoras· de 

i~:::::E3jf ct~~~~~~~,i~r~i~~I~'t&tf HB~lIJ~i¡¡~~~~J:Z 
también liber~n:AT~ .•• s~ ná'delTI<>strado por. ejemplo, que los astro citos .i~.vi1rbJÍberan ATP,como 

:~:::::~:~1~¡~¡~f f~~:~::::~:~:~:~ii:~~~~~Af t~~~~~f~. 
ATP parecido.ala ~~~dtosis ·coueiroz·et a/.,. 1999) .. 0tl-¿:tiiJC>·~~IiiÍ~~.;cih'd¿n'd~ s~'{i~f'i~~~iírl~ado 

·'- - .:·<- .·_ .. :.>.<·:)<;-:.~,.:,:_._:(·, . .,. . . . .. :: .'.":,:./.~.·:·:-~<·_.:.}:~--::--~L~·:·;::.:,L~:}::::~~:¡:.:~~·{i.·\::~¿<·>~~/,~:!:(\·~:J_-:.:,,.t.~«.' 
la expresión de transporial1dores de ATP es la microgliá:· Mediiínté éstudios de biología' molecular 

·:·· -i".". ·· .• ,:. '.·:_· :·::. : :·.: ·: .. : •. ~~(-.<- -·.:: '·~ -: . . ·· ._ · . , .. _ ·· ·· ... :··. ~. :~ -·'- :y--~"-,;;::-:.,~':·, '.~·:);_~~ .. :.:.::-.. ~~·:-.. '.:/Y?::i~->:¿;~:':·:<:.;~~~,-/~',.~ ~·-:~' :.'.,~;-~";;:;:,:-::·:~- ~ .. :.-::..:.· · · -... 
y de fisiología celularse.·ha demostrado que estas •eélu.las .~x~res~"'trans~oriadores. de ATP. de la 

:::::: ::~,\;:,{!:·~:f e.~\:;::::;b:~")~Ll~7:~1l~31~~r~~~~e:~:.~:1:~:·:: 
A TP (Ballerini et al, 2002)~ 

TESIS CON 
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Una vez en el espacio extracelular, el ATP es hidrolizado por la activación de una familia 

de ecto-ATPasas, formando ADP, AMP y adenosina, los cuales a su vez también podrían actuar 

como mediadores químicos. No se tienendatos:ex~ct~s so~re la~ida media delATP extracelular 

(in vivo).en el SN .. Hasta eLmomento~se~salJe~~~.~l~~~~ct~~ATPasas seJocalizan en la región 
' ... , . . • .. e· .... ".·.··,--,-· .. , _, •. ',· '-; .; .. ., .• ¡ .. •, -,--• :• .. '·' . . 

::::.:~·'+;:~~~\~ef~{3"~f i~\t~f -'i·~~~~f~~~"{~f ll~i~~:r;:::::; 
y ca2~:- Por análisis de NortÍ}~rI; biot,·se lía'ciet~ffiliriadoqueest(; típ¿ (t~'é{ízima~ 'son expresadas 

por neur~~~~?.ªÍ}~~i[tg~·.~Bn~t~~!~~~~e.~~~~ipoca~p:or;ce.~~~~.1~.<~?~~.~nn et ál .• 1993; James 
& Richar~son,J 993; ~imn1enñ~nn et czl .. •1996;. Zinchuk ~( ~/., :19,99)'.. Se. han realizado ensayos 

de··.activi.~.~~f ifiz.1,fil!~~~~;)p~g.[i~a~~R·.!~-~~;~?;ana,pl~s~á~.ic~'.de,~ln~ptosomas de cerebro de rata, 

y se ·ha•·demóstrádc)'ique' las•ecto~ATPasa's:presentes•eric•está' preparación, pueden hidrolizar de 

º·º"+'- o.iii;~ · ~;;;~~jq;~; -~~ ,~ ~T•tifrí~{~~t~.t.·.····e·'i·~ .· 
-~-.-::: .. :;; ,·• . ,. _\:_,;¡; ."·-~;~':\~~.'·~/,'¡, . ,-,;.· <· ·;~'::: '/.~ '-·o<-.1::: • _,.-\'.c.~• : .. 

. Ef;pÜ#d d~l ,ATf)~tra;~l~laren ia·flsiC>idgí~.d~l~sistema nervioso se ha estudiado de dos 
. . . ~ ··: ·::'.- ;'(\. :·:_;: Lt· ;:<>~.:~~.~ :_:_;.~,_- ··~;~':::·: : ~~:~'.;'.:'.'(I/{~;;.··~r,;·~:~,.:-~,-S~(~:,¿;y:-;t~~_;:;.:/(.;~;:·~:::-:::~;.'~.;~ ·: >: . · ·. . .. .. 

maneras: P()r un~ garte ·se luln realizado1u~ illlportante número de trabajos que se han enfocado en 

:::;º:~~':t~Í;~~~f !~~f if,1Í;1Í~~f fi\t'.f {f~~.~I:~. :~,:~·n:::~ =~:':~d~: 
::::::::si:~clªf t~~~ª¡~;f fil¡Í!6e~1~Uf J~~~;~b~J{Jl~te~tt~~!i~:i~~::: ;:::::::; :::::t: 1:: 
dicha moléc~la~.~~'¡~t~fi~i618ií.i"4~'·~;~~~~h~_írn'as'. .·.··•· . ::z · ..... 

- . ·--·oc,-.,·::;~,;,,:;:~:t~·-,;:~.:-=----:-: ----·-,--~'.---,-, ·----.!.,~"--~-;'"'."_,'.'::.;- .-. --: -}·.··«·" 

.,- ;.'~ -··· - --- - ---- - -~:_;.~~-~ ~:~ ,-.,,;~i_:;~-:··. - ·.-!' .- /:.¿;~.~.o.-~}»>::;~-;\: .. -:·· :· :::·.~-· - . 

. m.A. F~'21ó~ f;E:2';ATPEN ELsl'sTEt..11,\ NERvmso . 
. :; .. ,:~--~:·'.~."·'·'-' ;: ... :.\e• •< ,__:,,'.'.• :<:._,;~:.:_{«.e•;«; "•r, 

, , "-/:-:;,_.-. _._;"',., ,_ -.- . --~~-y";":~.~,;~ ·- . 
•• _:._;· ::;.'.: ;_J,-· ,'/i{ ';·\""' . \ :"'" 

EJ .. At~ f ~~~~;i:&::;~i~~}~~&~~~~~!.~;~@i~,;;~:~,i:~i~~í:~; •. 4,~? ... s~.:··:stª •. lllºl~c~.la.• act~.ª como un 
neurotrnnsníisort,excJfatéirfol e11},el 'i sistema ;neryi(¡so :;central ::.y '¡)éii férico.<Además' púede actuar 

. ;' -~- ::-·· '.-.~~:>~._;"'.-_:\~ ~~:-~,://)L':''.!>\;_<:~f-1·''.-_ -~y.::,~.-.~~:;;;:~::_'·,'/~~.:) /:~~t:1·> \:-'.:-~,:·-~:-;:,;;~:;:-:·,.;.'.;:_~; :;;:.r/. ·{~· '. .:::_··, :;:.~· ~;::·:~_-:· ;'__-:·i ~~: ,·, ·-:.~--·-,~ : ',:,_·. '."},: . ,. .·.: : . ; 

como ·co-trnns111isor/én el si~tcma'dé.señalfaa~.ión~~e:.aéeti1~olina,rioraC!renalina ~,de ácido .gama 

amino .b~¡!ri.~~· <~A~~)Í~o~161ic~ ~f:~,/.·;·,,~op~1fl]c;.;¿.:~6fa,'.Jóo;/.~í'ft:i~.t;;,,~ién tiene ·el papel 

de ·neurom~cl~iridor;"pÓr •¿J:ilir1'ófia'.'c~-úrlíu1a~ló~é'iid~ro~ri1"~~~~'.d'i6h~· nudeótido inhibe la 

liberación d~ noradrénalina y serotol1ina en corteza de rafa (Kugelgen et a/.,-1994,--1·99-7·) e 
---~·· 



induce la lib~racióJ1 decdopami11a en .. el núclep ~C:CIJfllbens (KJ:ugel et. al .. . 1999) y .en· el estriado 

(Zhang et al., 1995), así coinci de GABA Y. de glutaÍnatoen el hipocampo (Sperlagh et al., 2002). 

funcion~:;!~~I;ªh~Js1~;i~f,1il~Jd¿~b:?~it~t~~~gVti~::~:::.:: :~ 
~1::;0~:n:~e:~~~;g~1~;;~~ºrh1~~f ]~f tl~~¡:f 'íf~t~l~~~Jf i~t~~=ó:::sen~~:e:e e:~; 
;:;:~~¡1~/~~W}i~~~t:]~~~0;1f.~~~¡"~~f rfilr!~:

1:~:~:·=::::::: 
'o"<•~;'.::¡~· '-':.:f(• ~<·~,• .,; 

·Po~ ()fr~'.p~Ü~;':: ~liATJ.> t~i'nbÍén sé le híi rei~ciÜn~cl() con fenómenos plásticos en el· sistema 
L-/(;•• .. ·.,.:·,:.•.• 

nervioso/.PorejeÍn}Jló;'-1.a.potenciación'a ~argoplazio}TP en el hipocampo se han.relacionado 

con. fen~~eMs ~~!á~ii6~~-1~~~Íu:c.~il~~si~~\p~Ü~e~~~ .~%~. aprendizaje y mem?ria. • El_._pri~cipal 
neurotrarism.isor.illvC>h..icrado· ¿on Ía ·geriérációnde•LTP•·es el glutamato. Medianté:•diférentes 

estudios, se ha demostracl()~ue.~1':,:¿;P. es Ün tim~~mi~or qu~'iriduce un increrrieritOe~ 'ios .. L TP en 
. : . - '-" .. - - . .; ;: .. - ·.'. - - - . '· . ·-;:.-~ · .. .;, . -.. ' -~~. - . ·-(. -- .- ... ' ·: .. .. - - . . - . . .. t- . 

:o;~::i:::PL ·:Jii~;e:~b;Jt:~:~~¡~~~~:~t~rt~~·~tt:(~oil~~f ;~~{~{~~f ~7~¡::;~· bases 
-:·. ~- ... ,-·;. ·-·· ·-"-··.!· ,,_ :,-., .,,_ ··:_-;;;-·1;--:: ,.,.-, ·;::;-:.·;~(·~,: .. ~::_¿~'. 

. ,.· -_ ::-~-, :- -·~"'.'..-·. ~-:.;:·' . -~->-. ·,\:::- ~: : .. ~ . ,_ -;.· ---" -· , , ' ·.-o·-{-.:,_:- . ::;( .;{,~~} ; •. "·· - --- ·~· 
, .. :~:;-~-~·-:: -, ... _.._,__,- ··.~--":_,_; __ -;,~~-:z_'.; J~':i >;,:;·.~--:· 

glutal11ato.•.e~·;~st6 .. •tipo/<:éi~i~r'.'C,É(gl~tá;~~t6 ~s:l!ri'~~l!r~triin~misor···cxcitatorio involucrado en 
. . . . . '";." • ; ; ... • :-. : ._. __ , : ._-.. , }_ '·, "·:.:-:,:. '. _,._ ~"-; ~; ;, . ' _. .e: ~:. '. -:-· , .. ;-: ·.: ' -: . ' . ' , ' , '. : - . . -

fenómenos éorríci: gci1éraciÓfl de LTP;y citotoxicidad. ·Es probable entonces que algunos de los 



efectos atribuidos al ATP,,como el incremento en LTP en el hipocampo, sea un ef;'ecfo indirecto 

mediado por la libera~ión de glutaniato de~de la neuroglia Óeremic et al., 2001). 

El pOJ01 Ú;'~1P ~ ík fimd6ri do ;.;,,;,daglia "'':~1.donada =n la =puesta 

::".::=~:;,~~@¿~~~i~*·~~~~~~:~z~~:!:~:~~:,~~ri=:: ~~:=:=: 
parte del: in¿~~~i~irig:,¡;;volucráclo e1{i~ reparáción del daño iisulár,', después de la presencia de 

,·~;,: ~ '·'·~-';;; '.·_.- ", .. - '._,:.i : ... ~~ •'', ': 

estos i11súJi¿s celuTares,, se inÍ~i~ .u11~ reFpuesta inflamatoria.' En este' sentido,' se ha propuesto que 

:;r:t:i¡áj~J#~!f Jft~it:;d~·:~,:":::~:·:::::~~i"t:t':t~::ºd::: 
nucleótido inodúlri la':~es~~~stá inflan1atoria en el cerebrO: Eljncre!Ilento de ,ATP extracelular 

( dcspu~s. de.' a-l~Ú~,~;ii~J:'cli/1cisióncelular), promueve el. redut~~¡~~t~ ~~ la microglia en la zo~a 
lesionada, y,pC>ste~:c)4~it;e induce l~ activación de .esteHpo~~lular.'Como consecuencia de esa 

~~~:~.::]J~~f ~~~~~~1~~:~1~1~:~~q";r~:º::(:::::::::;~~'i 
la IL-6 '(Hide,~t 'af,2000). Ei,ATP y;ladrit~~l~u~Íila 6:(ÍL~6); inducen la proliferación celular en 

los astr(:,~itos> Este fenénneni:i se d~~o~in·~· a~t,rhiiik~is,; es.·. un mecanismo que participa en la 

reparación de( tejido. Dado qu~; la~;.~~µr~~~~Mri~~e ,;~~cl,en dividir en . el organismo adulto, la 

fonnación de la cicatriz glial (astrogliCl~i~)/es parte d:~l:~l~t~ITia que actúa para reparar el tejido 

~:~;::~:.::,::cl:::=~~;; ~~~~f ~~~f~ii~~i1~~~::~::' .~:~:m:~:b:::::: 
ácido araquidónico, también inhibeila'.síntesisyliberadón"de,TNF, IL-6 y óxido nítrico en este 

~:~~~~i:~~li if ~~f~~~I&l'l~f I~f ll!~f ?1~,i~r~h~~É§~~~~ 
medida de la p~sible,el rJncionami~nto d~I SNdes~uÚde unci l~~ió~ cel¿lar. 



Cuando la respue~ta inflamatoria es .• de tipo crónico, se convierte. en .un . fenómeno 

agresivo, ya que la estimulación sostenida de algunos mediadores proinfl~matorios puede llegar a 

ser tóxica para el•.tejldo·•.(¿~tr~~ et a/;;ú99S);'¡J_,a;·res~ueita}Ínfl~inaioria crónica, es· una 
., • • '• • ~ ' ' "> • A ' ' • s • '• ' • • • - ""'•> " ~' ' ··::.. '+ , • ' 

caracteristica. que· .. crimp~rt~n .. erir errited~de~'.. rietirodege~eiatit'as: co~o Ía esclerosis múltiple, 
. · ,· · ·<·::· ·,.;.:-. --:·: ·¡ir::~-'< ·: .. >;':_~·/\.:·/;_;~;:.:--·:~·?'<-:·_:·\::::_::-_,~J?_:\T</: ." .. ::;;_,~·:>.:: ·._;··.:r .. ~;<:/ .:-< _."'.· -~: ,: _. _ ·. 

Alzheimer .• y,.la ;. d.~:i~Parkinson, lentr~', otras~ (~oth\V~li.'o,1999:);',;En;; condiciones de respuesta 

~:"::::::~º~~~Bí~~t~~~~~~gl~~t;~~~it~~~~~i;~r,~:~>1 
•• ::~::~"':: 

importa~t: reco~d~r·:q~e.~(~TP pJ~de ind~~Í~l~·lib~r~dóri~~:gfuf~ÍTiato en astrocitos, y que este 

~:~:::i~t!~~~~~it~d~~á~:f~f~~~~~~::~ :~ ~::::~:=~: 
liberación de x..r:r::y/d ~(!.sus······ receptores específicos, qul' pbdrian ser un blanco clíni~o 
importante ··~~.el tr~tarliient'o •de enfermedades neurodegenerati~'as'~(ilóthwell 1999; Ziganshin et 

al., 2002). 

El efecto del ATP en la fisiopatología de las cé!Ulas niielinizantes aún no esta bien 

caracterizado~· P()r ~je~~lo, en células de Schwann, se ha dcimostrad~ in vitro que la estimulación 

con ATP, iliduc~.tiii ifÍ~~e~ento en el calclo intrÜc'e1Ü11lr,s que este fenómeno promueve la 

liberaCión:deglutil~Üi6:,biftinija;&.··Jeftinija;/l 998)>En~el :casod~. los oligodendrocitos, se ha 
- , _ ·. -: ; · ·. -, ,.;---'·'.:"-·\J..·· =·~_o·;~ o ,·-; O" •• :;'".:·. ' '' • ;, .' ~ ;.~.'-· - • ,. -¡:', __ "'<, ·: · '.". ·:_ ~ . · ·:.:.~· · ·;:o'--' ·:'·-~·"··/ -'_·--' · -··»,"-. ! . ·-

d em OS tradO t.anto in>·VÍ\;o''c:oTo:,¡,¡ v(tró/.qúe 'el, ATr·' también·. induce . movilización de calcio 

~:~::'~Zt!.Wl~~~~iiti!~1f i~~l¡lj~t~~!:~fü~::~;::.~:;:~ ::.::'::,:; 
(Kirischuk ét al.; l 995;Jaín'es'& Bütt~'.1999, 2001): < • 

111.o;•EsT~9c1\~:~}AI?E\p*á~.c~~f?R.~s r2 

---~~~~T--~-~: .:'~"-é~t-~;c-.. :(;'.~~;~;:~~)!~ '.~\~-:'.~ ., .. ,-

La acti~idad d~J Afrr~~tft ;f~e¡liad~,.~bt;cc~pt9r~s · de .. membrana denominados P2. 

Basados en m1álisis dci tipÓ · flsi6!~gig6,~ra~~~-()]ógl~o. bloquí~ico y molecular, este grupo de 
• .• ¡ • 

receptores se ha subdivido-en r2xc{ P2Y~ FÜ~ciéínalmcnte P2X son receptores ionotrópicos, 
- . .- ·' . ~ 

mientras que los P2Y pcrtencc al grupo de rcccpto~es. m~tabotrópicos acoplados a proteínas G 
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(Ralevic & Bumstock, 1998). Los receptores P2Y son proteínas de 308 a 377 amino ácidos (a.a.) 

y tienen siete dominio~ ~ransmemb;ailales formados por a.-h~lices; Las a~as .extracelulares 

formadas entre lo~·aoil1inios t~an's~emb~anales III,'VI y VÍI'e~tán in~ol~cra~a~ en la interacción 
• ' > •, < • > '• ' •°' • ~' :;,;", A • -: ' :- e'• • 0 •' ,' 0' ' ' • .,' • 

con el ligando;y.'seh~.~1Jsefyado que los domin.ios III y VII son los más conservados. El grupo 

amino t~rminal_k~éll~ti~ntra en la región extracelular, mientras que el grupo carboxilo se ubica en 

la región intracelul~r (Fig.i) (Ralevic & Bumstock, 1998). 

NH2 

Extracellular 

COOH 

Figura 2. Receptor tipo P2Y (Modificada de Ralevic & Burnstock, 1998). 

El mecanismo de acción de los receptores P2Y es el siguiente: cuando el receptor es 

activado por su ligando, éste se acopla a proteínas G heterotrímérícas, lo cual provoca :'lue la 

subunidad-a. de la proteína G se disocie de las subunidades J3 y y. La subunidad a actúa;s6~re un 

canal ión_ico o sobre otra proteína efectora, "stimulando o inhibiendo st ,actividad. Üna de las 

proteína~ efectbr~s es la fosfolipasa e,·'· que al, ~er 'estimula~a ; ~ioi-riu~v~ >¡~ ' hidrólisis·.· de 

fosfolípid~~·de>1n'C111biana,. gcnel"aridC> inosÚoI!itrif~~f~io:br;? y.diacilglicerol (DAG). Ambas 

m~léculas furici~11~n'~()IT16 ~~~~n~J~' J,~~~'Kj'g;g~·r::;;;¡·;1~}-·1i6~~~~ l~ liberación de calcio del 
·,,, .. 

rctículoendoplásl11icb, n-{iC:ntras c¡te,d d.A.d ~c;'tí~~'a' I~ prC>tdílla cinasa C. Esta cinasa activa una 

cascada de rcii'~cio;~cs de_ fosforÜaciónf~uc.~~~dc c6ndl!Cir a una modificación en la expresión 
'!-'.·;. 
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génica._ Finalm~11te, la_ ~ctiy~c;:ión SC:~ll~ar .111ecii¡¡cla p~r IP3 y DAG tiene ~orno posible 

consecuencia u~a modificación en la respuesta celular ante otras señales externas. 

Los receptcires P2Yacopl~dos~ prótcína~ G tamblén pueden actuar regulando la acti~idad - ,-, .. ,·. . .. , ._, . - · ... ·-. ' -., '., ·- .' 

de la adenilatc) cida-~~. :~ ¿(,~ ~fio';l~s' cÓ1úi~ntraéionCs 'dí(A.MPc. El AMPc regula, a su vez; la 

actividad de la proteÍTia Cina~a A éii'.i~ cciríC!li¿e' a i:iTia activación o inhibición de un gran número de 

proteírÍ~~~4~6-;C>~:~e~~;~~~~c;,¿~ {~;¡J~ffJrX~.~~~;~::~~J~~,i~~~~-~~ _ fosforilación desencadenan una 
.···,...·.·:' 

cascada·. de señalización' que :h1c)dlfica:;1os'·n'¡\,()1es· d~ trariscripción de un grupo determinado de 

genes. _Este mecñridfuo_'.cle~·se'fializ!idónJe ha visto en numerosos tejidos entre los que se 

encuentra el c~rcib~o~:'~~l~~~;~g~~~i~~,t~;st'~,~l momento 6 subtipos del receptor P2Y; algunas de 
- . . . «.. .· '· ' . • ' .. ·, -~ , .• -- .• ,- . . . . ' • -' ' ; • • ., .. ,·,:¡·,:·-· 

las propiedades farmacológicasdeesfoi(receptores se muestran resumidos en la tabla l. 
' . ··:0.':.°"·.d":-· . --·· -- ,,. -

- _·:·8:."'-:::; 
.,, . . ". -: ~. 

:·ADNc clonados a partir 
. - -- ~-'·' ~- ···-
;\ ;.;' - .••. d~ 

,•-Células epiteliales, 

e~d~telio, plaquetas, 

Agonistas 

2meSADP>2meSATP 

>ADP>ATP 

UTP=ATP 

UTP>ATP 

Antagonistas 

Suramina 

RB2, PPADS 

RB2,PPADS, 

su ramina. 

Suramina, RB2. 

Clopidogrel, 

,ATP 

Tabla l. Características generales de los subtipos de receptores P2Y (Ziganshin et al; 2002) 
r ~· . ,,_ _ , · . . · ::~·~:_-,,~.:.~:~· 1 ··--·,;-- • -..... ,- :--

~\· __ .;~· .. :·:_~ .. :-.···. · .. ··· <-~-- ' --~ .. -~_:: -.~,' ~:,.;_'\;'~--:· 
·:~ --~·;·.- . ' . 

Por su parte, los receptores' P2X. s'on prÓteírias.;formad~s i:Í,or·384iá'595 ;mino ácidos. 

Presentan· dos dominios transmembra~ales,.cl s~g{indb d~iriiÍÍio~stlÍ Ínvó1&;i~i~a6-.-~rtf~-·tcirmaéión 
del poro (Rasse~dren et al., 1997; Migita-.<?1 b1., 200Í;Nakaza~a et ~1.{2~~2)~ Elgrupoamino y 

carboxilo tcnninales, se encuentran en Ja reglÓn:J:itopl~smática '(North 2o'o2). Prese~tan un sitio 

de fosforilación en la treonina 18, rccono~ido por la proteína cinasa C. En el dominio 

20 



extracelular, . se. ha. identificado. una región conservada que se caracteriza_ por. presentar 1 O 

cisteínas (Clyne et ~!., _ 2002; EnnÍon 8G Evans, 2002). A través Mesta regiÓn la actividad de los 

receptores P2X puede ser moduladll por metales' como. él.• Zinc (y por' ~rotones .. En. general, la 

fonnación -__ .• de'plle~te~ . .-disll1.füi6~ ~nfre .• las'dsleinas;-~'?6~servadas 'son• •• fundamentales para· la 

~~i~~ti~lf lf{f {~f l~f~f ~~~:~t~~~5f f~~;~;¿f ;;~~~::~ 
fun~iot1a'í :•(R~'tiil1g~(~t ~l .. 2000). Finalmente, la región cercana al carboxilo terminal, se ha 

'·. ,. •''·'·. - .-. - . •'• 

involucradocon el control de desensibilización del canal (Koshimizu et al., 1998; 1999; He et al., 

2002) (Fig.3). 

Extracclular 

Intracelular 

Figura . cccptor J ¿ • ( o 1ca o e L ync et a ., 1n 1ca las 
cisteinas conservadas en la proteína; \' n1ucstran los posibles sitios de 

glicosilación; * marca Ja región donde se une el ligando. 

Hasta el momento se han identificado siete subunidades, P2X 1 al P2X7, estas proteínas 

muestran una identidad del 40 al 55%. La estructura cuaternaria de los receptores P2X al parecer 

1'li'C:'C: co·· r .L:vlu ,, . [~ 21 
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esta formada por tre~ o múltiplos de tres subunidades, sin embargo, aún nose tienen evidencias 

contundentes sobr"'. ·el número de subunidades que conforman un canal funcional (Ralevic & 

Bumstock; .199~; .Ni.~ke et al., 1998; North 2002). En Ja tabla 11 se presentan algunas de las 
'"'·' 

caracteristicas principaJes de Jos diferentes canales funcionales P2X. 
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SUBTl.PO 1 A.DN·····c·. P. RINCIPALES PRINCIPALES l\IODULACIÓN 11\IODULACIÓN 1DESENSIBILIZACIÓN1 Permeabilidad a 
PZX CLONAD9 .. AGONISTAS ANTAGONISTAS POR IONES Y POR pH 

· · A PARTIR· METALES 
·.DE 

P2X1 i Vasos 2-MeSATP, ATP, TNP-ATP, NF023, pH 6.3 reduce la 
sanguíneos de apme~ATP, NF279, PPADS, corriente. 

rata BzATP, pyMeATP Suramina 
(Humano, :, " · 
rata, ratón) (ATP EC50:3µM) 

P2X2 Células PC12 ATP, BzATP, ap NF023, TNP-ATP, Aumento de la 
(Humano, me-ATP PPADS, Suramina, actividad: Zn (6.9µ 

rata, y puerco M) y Cu (16 µM) 
de guinea) (A TP EC50: Bloqueo de la 

4 5 µM) actividad del canal: 
Ca (87mM), Mg, 

Ba,Mn. 
P2X¡ ·, 1 Ganglio de la 2-MeSA TP, A TP, Aumento de la 

raíz dorsal de ripme~ATP ·• actividad: Zn 1 corriente. 

rata .. . . •: • ·••·••·· •.•· : > Bloqueo de la (H.uinaiio;) 't: (Á ir EÓO()\". actividad del canal: 
rata, puerco . · ,}o~ 7~Ü¡iM) · · · Ca (15mM). 
de guinea y · ····. : ··. 
pez cebra). · :• .· '',:: '· 

P2X4 Hipocampo ATP;2-MeSATP. TNP-ATP, Aumentodela pH7 reducela Lenta PCa .. /PNa•= 
de rata · .· ·• , . ,~ :; J Suramina, PPADS actividad del canal: comente. 5:10 s 4.2 

¡ ~ (Huma~o, · (ATP Etsp:\ Zn (2~). 
l t-·· .· rata, raton, IOµM) · · Reducc1on la 
\ r.--• o--3 pollo y pez amplitud de la 
···- ;.-:::-¡ \ ~~- 2J cebra~. . conie?te: Mg 
: :::}. en P2X5 ··· • Gangho ATP, 2-MeSA TP PP ADS, Suramma Reducción de la 1 1 Lenta 1 ••• No 
\ ;._., CJ cefálico . actividad del canal: 5 s selectivo 
, ":;0 '~ (coeliac) y Ca (7 mM) 
\~-=-~ ~ corazón de (ATPEC50: 
l § \ rata 3µM) 
t=,__J (Humano, 

rata, ratón, 
pollo) 
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~ ·¡r--< 
L- >--:! 
I·~- r-...:j 

! :~-· ~j 
...... ~! 

' -- ~:-2 
·o 

' .., 
.• ::::-f 

!, 
'_, 

pollo) 
P2X6 Ganglio 

(no fonna cervical 
homómcros) superior de 

rata 
(Humano, 
rata, ratón) 

P2X7 Macrofagos y BzATP, 2- o-ATP, NF279, Reducción de la pH 6.1 reduce la No se desensibiliza Ca'"' 
cerebro de MeSATP, ATP, PPADS, TNP-ATP, actividad del canal: corriente 

rata. ADP,AMP suramina Ca (3mM), Zn (10 
(Humano, µM) Mg (500µM), 
rata, ratón) (ATPEC50: Cu (05µM) y Ni. 

300-500µM) 
P2X1,1 Ovocitos, ATP, 2-MeSATP, TNP-ATP, PPADS, Reducción de la pH 7.3 bloquea la 10 s PCa'"' /PNa·= 

células HEK apme-ATP, Suramina corriente del canal: · corriente 1.1 
YCOS-7 Ca'"' 

(ATP EC50:1µM) 
P2Xn Sistema ATP, 2-MeSATP, TNP-ATP, PPADS, Aumento de la >!Os PCa'"' /PNa·;= 

nerviOso apme-ATP, ATPy Suramina actividad dél canal: ... 1.2-1.5 
s,pyMeATP Zn 

Bloqueo de la corriente 
(ATP EC50:3µM) corriente del canal: 

Ca(ISmM). 
P2X2,6• •·Células ATP, 2-MeSATP, Suramina Aumento de la pH 7 aumenta la 

HEK293 .· apme:ATP, actividad del canal: corriente, pH 6.5 
.. (ATPEC50: Zn(6 µM) bloquea la 

. 30µM) corriente. 
P2X46 Células ATP, 2-MeSATP, Suramin~, PP ADS Aumento de la pH básico bloquea 

HEK293 apme-ATP, actividad del canal: la corriente 
(ATP EC50: 6µM) Zn(IO µM). . ,'.:·] -::· ·í¡,·,~. ,- <, 

,, ' 

Tabla 11. Características generales de los receptores P2X. (Ralevic y Bumstock, 1998;.North y Surprenant, 2000; Dunn et al, 2001 ; Khlikh, ei al.; 2001;North 
2002 ). ••• Thomas & Home, 1990; Ruppelt et al.,2001 ·· 
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Adem.ás de lo~ subtipos de receptores P2X ya mencionados,s~ ~an idt:ntificado variantes 

generadas por el proceso de corte y empalme, conocido com.() "splicing alternativo" .. Hasta el 

momento.han sido repoftadasvariani~s para los subtipos P2X1 (Hard/~t al., 2C>C>o; Ohkubo et al .• 

2000);-~2~1·'(8;ii~'~1;c~t ~/ ... ~ 1.997; ·Sima~. ~t··~1 .• ··· 1·991;.~6~í~iriii~¡.;[~~í.; 1998·~'.J>I;¡¡er.l!í'.~i.. 
1998}, P2'x~(~l~¿l¡~ala et al., 1998; Carpenter et al., 1999;'·;~~~~~~i~t~L.1~99),·.P"2~5 (~e et 

'_•. -~·-·,"-''··'·-"~-,,_-., . ..:.: . -· - . · .. ;, ·":.,··· '_,-.:·:~. :_"-. - '. ; '-· :· ----:~ ·,·~ .. - .-, : 

al., l 997)y P2X~ (Urano et al., 1997). La mayoría de estas variantes han sido identificadas en el 
.,.- ... -----.:-- ,.,.,; .... -, -,,.,. - ..,- .. - ., -- . - -. --·--·,.. . ... ,.,., 

SN (Brliriéil~;~t'd/;; 1997; Le et al .. 1997; Simon et aL 1997;'Koshimizu et al., 1998; P~ker et 

al., 199s;.·~b~nsend et al., 1999), y algunas de ~ll~s en células tumorales (Uranódt~/., 1997; 

Ha~dy e/d1./2ooo). Estas proteínas tiene propiedades fa;m~cológicas di ferent~s a ias·;ubunidades 

completas; si~·~~b:lrgo, aún no se ha caract~rizádo el papel fisiológico opat()IÓg{dd:q~~ podría 

tenerla6~p~~sión de, estas variantes en los diferentes sistemas celulares. Es il11~~Jt~~~ ITI~ncionar 
que los receptores 'puriflérgicos son un grupo muy heterogéneo y comúmncdnt.t: I~ 'car~cterización 

de un n~~~ore~~pt~r (o d~ alguna variante) puede explicar las respuestas ~Í ÁTP en ~n tejido en 

particul:lr (Ral~~ic & Bumstock, 1998; Rathbone et al., 1999). . . . 

111.C. RECEPTORES P2 EN LA FISIOLOGÍADEL SISTEMA NERVIOSO 

·. ·' -.:-:, _,,. . 

Como ya sen1encionó, una man.era indirecta d~ .conocer el p~pelquejueg~ elATP en los 

:::0:::~:;:::;::r~ift:~t°;!f ~\:1~f 1~'f ¿1;;~~;t:J~rir:~i~!~~~*:i:~~1:t;~::,: 
111 se presentan algunos eje~nplos de)as funcionesquese les.ha atribuído a los ~ecéptores P2 en 

diferentes sistemas celulare~. 
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FUNCI N 

Proliferación de microglia 

Diferenciación de células sanguíneas 

Agregación de plaquetas 

Contracción muscular (músculo liso). 

Transmisión de información sensorial en el SN 

Transmisión de información asociada al dolor. 

Contractilidad del músculo cardiaco. Liberación de insulina. 

Desarrollo del músculo esquelético. Metamorfosis de anfibios 

Apoptosis y·liberación de citocinas. 

Tabla 111. Funciones celulares asociadas a los receptores P2. (Morigiwa et al, 2000; Mutafova et al, 2000; Hu et al, 
2001 ;Vial & Evans, 2001; Burvinic et al, 2002; Chizh & Illes, 2001; Ziganshin et al, 2002; Jagroop et al, 2003; 

Sak et al, 2003; Kittner et al, 2003.) 

Actualmente ya se han identificado una cantidad importante de los receptores P2 que 

median la respuesta al ATP en el sistema nervioso. Mediante el uso de técnicas de biología 

molecular, electrofisiología .e inmunolocalización, se sabe por ejemplo, que el papel del ATP 

como neurotr~~stnis6;r ~A el si~tema nervioso puede estar mediado por los receptoresP2X2,. ~2.X3 
y P2X4 (~u.:r:st~;~~-99g),J:~~ii'.·~~~!f~~s,~eJ:~c:~ptor~s·están invoh1crados én}a'tr.~~.~~jsJ~~ de 

información sells6íial ;' P.afÍicu1al111~ht~:ei;J>2x2• ha _sido ampliamente aso.ciado a· la .transmisióri de 

info~naci¿n;:~~~ftHfl~~·~~~w~·:·~f~1!~.[·~-~§~;·'bi~~tr~~ •• qfc~·"~Í.·s~~-i~~~\~~~~,~~ff:i?~~§~(~J~;:E~~:Ta . 
transmisióil de. tipó · sensórfal,'(le manera. partkular; en)a infoi'maCic)n ·asoCiádí(al '..doló.r (Chizh & ·.· 

".-.é '· __ :; ;'.i/,:;~; ?!.\ ,:_~: 1~~~.;r;!~,--~~:;~f'.1~ ~'.-~%\t <~~~L~·,-'.: e!,-, ,c.:'~5:~~~·p,fr">~·5:;~~'" ?o:· ~.º:.;t~i~~l}?~-~ -.~~t~';·_;. H;~,-~~~~'. ;.:'.f:f :'2:·.j~~}f,::_i ~1/: ~--~-,~~j~~i~:,.~~~{;·~.';,,:~.~f: ~~!~J:~'.;=: =·~~:x:;~::;:N~'{~/~':~:~~' _;<~~~~-.,-.\, 
Illes, 2001 ;•. North 2002).,El 'ATPita'mbién' actúa .corrio:neuroínóduladodnduciendo'.!iberaCiónde 

. · ·_.; :>:_ .. :· : ;:·- :/,; ·~~': r;.'~~:.:/.~~.~:;~¡'.~: 5f:;:.:~r :;-~:~:~; ::,'.Yi' .<: ... :::!,-.~ <5~:'.::;~,,.'\f~/::: ~~§/;·_:/~~:: .: .~.',,'~~:~~;~~: ·-'=~:¡,~~ ;\~~~;;~::/~~~~(;f: /i1~~~··i~>·5,::~:-<·:·;i.;»~-~~:,:?r~\: //,~:~~.:: ~'.i~{~-5·?. \'t:;-:·_: :-~:>:~ : 
GABA·y glutamatéU.Eri;'diferentef.ensriyós, 'seha·;visto\que'.•este~tipo de·respuesta:está mediada. 

'\.·:· .. ··:~·.:.~~ ':~·f"':>>. ~»·~''.·:_:~ ;:::{~_'.'.: ·:·-.. ·:;_, .. ~~ --·;:.,\:':.-.: ;.)·;.'.-.:.· :_ ./'> 0 ~:·,.r:. ,-~:\·1:. · ·:.-~.~>i: .. ':::·~~-:~J.:; ·: .\'.\: './~,:~?~~:::::;~·l'.\~.-->r.::-;_:.>:i~:x-. ~. \'.:.:_ -~:.,\·_: ,.~<:.~/:· -)~:.1:_.-·: :\:-:.'1 :··:.~:: \: · __ ;; 
por el reé:epior.P.2x;·(Deucliars'ctal>2pbij; .. ¡;a liberaéiónidc)1ormon.áshipofisiariasesiá'reg\ilada . 

. e;·. ;"'.'.~~7".•' ,-;..· '· ,::)'''' ,-,:'~':t \ '\-;--<· ,· • •' ·~.-'.· ~:- • ·.;.:';/ -:-f'. ."'','~ '•¡<~ ·, :;_0.:.•.'<:'",":'=':'"·\'."'.:'.i ! ; ,· ';"i,:.·.~·~,·~--?~·-;: \_~;~··,:·. · ;:_;:.~:.: :5.~.\ '~ '-',,' -~':: 

por la presc?ciad.eip..Tr;exfracclúlar;'Ios/;eccp'to'rés~i~volllcracfo"S,éll Cste(f~llómenosol1·.P2Xi y 

P2X1. (N·~fíh~\2qg~))Cfi~.~1h1c~t~,:··S,~·· Ji~·~~~~~~í~&~,0 .. -t~dt{);i::{~;~~;~'.;~~1~0 •• in ,;¡~~····que,•. el •. e;ecto 

citotóxiCo.de!ATP:en neuroúás, al igllal que en otros tipos'celúlares está medfado por el subtipo 

P2X7 (Amadio et al., 2002; Cavaliere eta/:, 2002). 
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Algunos de los receptores purinérgicos que m~dian el efecto del ATP tanto en astrocitos 

como en microgliaya han· sido identificados. Como ya se mencionó, uno de los fenómenos que 

promueve el ATP en los astrocitos es la proliferación celular. Actualmente se sabe que el 
- • ,_. · ,.· c~c¿-~ e. 

fenómeno de astrogliosis esta mediado por los rerieptores P2Y1 y P2Y12 (Franke et al., 2001). 

Como parte de los mecanismos de reparaciÓn celul~~/~í ÁTP.inhibe la liberación de mediadores 

proinflamaÍorios en este tipo celular, a través de reé:éptore~del subtipo P2X2• (Stella et al., 1997; 

Liu et al., 2000). Finalamente, el ATP tmnbiérÍ pJede iridueir la liberación de ~lutamato en 

astrocitos, es importante resaltar que dihco efectoésta médiádo,por los receptores tipo i>2X2 y 
- • - • • • "" "7. ;- ..... - •• " •• • ... - -· ....... ,. • -

P2X3 (Jeremic et al., 2001). 

" . .'; . 

En relación al tipo de receptores que median la acdón dCI ATP en la fi~iopatofogía de la 

microglia, se encuentra el receptor P2Yv C1 cual medla e)p~oceso de actiJa¿iÓri t,Úbe'raclÓnde 
·:·· ._; _., ;"_'"'-._,, 

IL-113. Al igual que en las neuronas yo tíos tipos celulares/el papel Citotóxico_del ATP _observado 

en la ·mieroglia durante una respllesta'ÍriflamatC>ri~ ¿fónié:a,•~~';I~¡)~l1dicin~~-de'';1~·-~xpresión'de 
receptores tipo P2X7 (Morigiwa 'e; al,'i~bÓ!\rit~~~io~Í; f~ F,~~~~ ~i~t;:~óbd)} '· ..... ' 

' -·~·:-;.· 7-•, :'•' ·-:,-,_:',,_,c.· <;;-\ .. ' . . :.:·,·:_·.·:. "i.{:';\< ··:···:··· .'.:!t';,:'_: ;;,? .. ~i'-~~~-:- ~~:-? - ;-· .· 

. . . . .. }/:: J '. ~; . ~Xt .. ,?.: '.:i, : ',-~- ,:(:;.'.~;-,¡,,{;'/?t1;<'¿'.·::~;~;;;,ié~.i:l;·,i';'~;. X : _.·· . , ... ~. 
Es poco . lo que se ,éonoce;acerea de; la ;participacion;del '.iA i:~, en' la''fis1opatolog1a de las 
· : .:,,~ , . : . .-.. · •. ~<Y;':.~: -:-·,6~.'~_·c- <;~~i; .. _··:.-:-:~~;t.:::::.r;;f:. ·'.\--:!.T~\·:;;:):;.-<~>;:Y_ -·'_;J'~~~,, t~~:>:"}r:·r;\-:::~--~\::~ -~~: ,;H::~;;.;,':~~·f7·;(?}'::~-.r_,>':::ij.<·;~:'.~;:.,~'-~~, j:~.~.:/.·'.:~ ""/: ::_~.,, ,._. __ .··:.. . 

células mielin1z~ntes·.·.yl.os tipos •d,e'receptores pu~nerg1cosque. e~presan estaseFlulas.Como. ya 

:J,:e1 :ft:1.:n~l~J:,ª:,:_.d1i9f_:9:81)f.~·-~-~1g~~~l~í~:-~~f f ~~~JJ~}~-~if tJ~t.1E:. - . ·~-:_:·'."~-/?'- -~-~-~ "·'·~---, .; .·- '" -~.~~-~· .. _._ .... :.~·> ·.::~}:~~':_:~.:~~:: ~~:!"·:-."·-'~'. '•'>-- .''>.:·· ':;< '..<--·>:· ... -·.;:---:~: 
.·,: _;:•':-• '• ,, •• ;:>-,~::::;·,;" ;;;·,;'-" • r - ,·.,:~,• ·-'0,~'._-,.,_;j::_;- •?' : -~,j:~.:--.···.' •' > > ~-::.•~' 

--.'<;~_-(;_::~~:"::· •"(, -- ..... ~d~···,·~~ ~;..,:. ,.·. "';~ 
'-~.:.'.•-. ,,, ~??!''/-:.' .:.;:,:-:-:,:::'' ::::·~~\).' 

El papeldelAT~ en oHgodéndrocitos aún no· se ha ~aractel"i~d9;;l-f~s~~;kl1no~ent~,·sólo 
se tienen evid~~<:i~~ in_vi1nf_C::Ínvivo, de que el .A.TPin~~ceH_t~~t~ciEit~:.~?';Í.~~J~~~~ntra~ión 
intracelular, ?e cal~io enoligodendrocitos maduros: se. desconoceailn si~Í;incr~~éntÓ. de calcio 

o;servaclo d~~p~6s d~ la ·ésliniulación conATP tiene a1iÍ6n~~·f~ct~,~~ ~·I·~ ~~i~l~gí~ d~. este tipo 

celular, o est~' n~c1e6tid{) p~diera llegar a se; citotóxico en oligodendrocitos (Kirischuk et al., 

1995; James & Butt,' 1999; 2001). 
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Como ya se ha comentado, una manera indirecta de caracterizar el papel que tiene el A TP 

en la fisiología celular, es identificar los receptores tipo P2 expresados. En este sentido, James y 

Bu.tt (2002)~ carac:teri~ar()n fa~aco:lógi~~t?ent~ l()~.•~~c.~~t~.r~s P~e)(pr~:¡¡d()s ~n e~ n~ryio, óptico 

de rata; E~~e t~jÍdo ~~ · ~n6 el~ lo~ ;i;6d~16; ~u'~ h~n si~o;uúii~~dos para· el ~st~di~. de' i~s Úlulils 

neurogÜaies in.~i;,o, .ya C!ue tienec~r~~té~~ii~asitnportarite{quel.C> .·ha~en. ideal •par~ énci':Este 

ne;.;¡~~~~·~?h~i~~~~ci~~6~~;~~t~~!iii:C:t~;r~6~~Zi~I~7~~¿;ii~cd;;i;;;~·i:;~~···2;;;~~~7~¡·¡;K:"~~~ITJa, 
ya que s'61() C()rista'.cle los ax6nes originados de l~s célula~ gangliona~es de la retina, acl¿riiás delas 

célula's. néu:rogHales y algunos ca~Ha.res. Los axones están ~ielinizados por lo que se considera a 

esta área como materia blanca. Las células neurogliales que están presentes en el nervio óptico 

son principalmente astrocitos y oligodendrocitos (Fig. 4) (Ransom & Orkand, 1996). 

Ganglio ncronal 
de la retina _. 

Figura 4. Nervio óptico (Modificado de Ransom & Orkand, 1996). 

James y Butt (1999, 2001, 2002) han realizado diferentes estudios en nervio óptico, 

enfocados en caracterizar el efecto del ATP en la movilización de calcio intracelular. De acuerdo 

con los resultados farmacológicos, este grupo de trabajo ha propuesto que la movilización de 

calcio intracelular observada después de la estimulación con ATP, está mediada p<;>r-.Jos 

receptores P2X, y P2Y 2· iinalmerite, . es importante mencionar que. hasta d momento no se ha 
- .·- . . - • ·-- . . . ·~ ·'1 .. _, - ' - ·. . . ' .·- ' _, __ - - - . -

realizado la carasteriiációi1.a 11ivelt1loleclilardé losr~ccp!9ies:P2c' é~)Jresado en oligodendrocitos, 

ni se ha citudiad.oei'~ak~,(~~i~p~t()l~gi.~()·.:q~~·f~'~i·c;~~·t~·~·~i~~;t6~ receptores en la respuesta a la 

cstimulación con ATP. El obtener ¿stii il1fd11'riacfó1i p¿iTiiitinf conocer más sobre la importancia 
' . ·, ' ., .' {'- .· .· . ' . ···, /• · .... : .. 

de éste nuclcótido crilacomun.icáción ncurona~ncúro~lia(Saltcr & Hicks, 1994; Kirischuk et al., 

1995; Ficls & Stcvcns, 2000). 
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JUSTIFICACIÓN 

El sistema nervioso está formado por dos importantes grupos celulares, las neuronas· y la 

neuroglia; este último conformado por astrocitos, oligo~rocitos, ~elul~s de Sc~wann y microglia. 

Las interacciones · neurona"neuroglía son >fundamentales en ·un. gran' númer~ de rehóm~nos 
=;=-=-;o-=-o.-'~'.o=~;;-- .=-.=c;c'.;;'. •-o·-·o=-};-+_:-~-.c;~~:=cc~-~ e_·-~- --' ~~O=-c~;~;~:,. ·--- '7'-"' :--,,-~-"-=-.:-r~ ·--='-'-·- ··'....'.--

fi si o lógicos ~n~el ·sistema .nerviÓsó, dentro· d,e• 1Qs 3qu~'.se:Pti~cÍ~J1.-~enc,iC>nar el. d~s!lIT,()ll(l:del 
sistema ~erviosri, la· transmisión sin¿~;idá -~:1á. ~J~stl~i~.d?)er~b~fÜs~:h~-6~ra;t~~~~~6:~~- ~an 
número de moléculas de diferente naiJi'~l~~ii·c¡~í~~·i2afqu~\fl1eClian<dl'chas;·Íri~e~~'céioriés ;y:que 

. - .. _. . -:.~: .- :.:\~ _,:-:::~~::~~-.-·!}~::·.~~{\~:~:::.:~~.> '.:·'.:..r:~.;· . .. {~~-:~, - 1;:~-'.?·;,-,-_ ... ~:s:~_,(;:>::::r~:ir.~;.·,:~:t~:~~~--::~r;·.;:-::.,::J;~:~¿;\•:.~:;>:i··~-· ::- :-: -.... -~ 
están involucradas directamente én fenómenmi' fisi016gicos"éómo. lós ya menéforiadós;·' U1úi"de las 

-· : :;::;. -, '::' :,_.:. ;,,·:~, ):.'~'.\;f~~~/f:}":1·-.:.:·):;.,,~.}>_',~·~«·:.;·~4~,,~~.-~:>'.::,~·;?~{\,:.;:,';:>>>:- ::15 ~;:,:_~.·:·};':~ :,,;;_\ (·_,/i.;//;" -?>·~'.· :·::~~:::-~>: :._,,-./::·· .. '.: 
moléculas que está involucrada eri lasiiiteraéci0nes'.neüról1a::rieurciglía es'el¡ATP: Este'nucleótido 

es liberado en el sistema,.~.e~l•~ .. ~~~'.tr~!t:ii.~~~1~~!¿.'·~.Y:~:~~~E~~J;f G.~~~~~}_{~~ 5,ft::~~~i~J~~~5ls°,.r, 
neuromodulador, co-transm1sor:.y;füctór trófico;:::Adeinas;en ,cond1~1~nes'.d.e1sque1:1111:1A:de,algun 

- : . . ,. , . -- .·.::-: .. -~·- .. ·',T.'::::.':<,:~"')t~;lT?:-\ :s~::1.::·f!~~!;:)~~~}rif~\!·~~~:!::f.;~~;.;:f:~·:>z~~~+:l:<i~,\:,~;~r-~::{·::.·::~;::~· :::-;;r~~::::?:}..t:"~~;~ 0:\cJix:(::-:{~';,·;~:,~r. /}.·· ~tr .. :-': · .: -:: · 
tipo de lesión celular, los niv.el~sbasales·~,e'ATP:~xt5ac~lular~se eleyande mariera'iiriportan!e:.En 

~:::n:::JJ\!~~:Ji~~~t~~,€'~¡:~~;~'~~1~i~i7J;~~fü~~~~~~t~~~~~~1~~: 
reparación· de .í;¡ z~¡;i1:ciaiiíl<l~.°·.E:sÚ1~porta~te :~~~C:i'üh'ar;'C¡ue~·· ~i;,' ~! fba~6id'ecl~'e\i~ ~~spüesta 
inflamatoria sea' de tl~~-~~¿nico •• ~~ciÓoéurr;; en 'al;~~¿~: ~~rerine~-a~~s ·ri~iii6~~g~n~~~tlvas; este 

' • ,, r .> '•"• '• • • • •. '' '• •••. ••o' "• • •• •' ••,•' •" - •• • •' • • ,• '•• 

nucleótido ~~eéi~ t¿ne; ü~ ~papel. cÍtotóxieo ·en el ~i~iei'ria y pot~1}ci~ ·con eil61~ ~rogr~~ión <le 

dichas ~nf~~;;;~~~d~~~ ~.---:;; . r• • 

La respuest~ celular a la Cstimulación con ATP dep~nde del tipo celular>que se esté 

estudiando y 'ael tipo c!6 receptores P2 iÍ11plicados: Los receptores> P2 'son acti\:ados"p~(ÁTP, y 

se dividen de .aéuerdo a su mecanismo de acción en P2Y (mctabotrÓpicos) yl:J2?' (ipriofrÓpicos). 

Se han reportado seis subunidades para los receptores tipo P2Y y siete para los g2:){ •. acfo('l1ásde 

que se han identificado variantes generadas por "splicing" de algunos de losre~eptores. Cada uno 
. . . ''. '.·-.:, ... :::·, ,-

de.los subtipos de receptores presenta características fannacológicas y fisiológicas diferentes. 

TESIS CON 11 

FALLA DE ORIGEN 
29 



El papel del ATP en la fisiología y patología de neuronas, astrocitos y microglia, ha sido 

estudiado ampliamente; también se conoce eUlp~ de ~igunos cÍe~ios receptores P2 qÚ~ median 

dichos. efectos~ .Apes'ar .de la impOrtancia .. que ~ienen los oligodendrocitos eriel funcionamiento 
,o; .-·O:-':,~_'---_· - . - .- -.·:~··. '·.'-· '-"· '- ;;.-- f . - . - . . - - - - . -- ,. 

del sistema nervioso, ~Úfl se. descon~~e d tipc)dercipuestaque pudieran. tener:estas.células ante 

::~~2~!Jt~i1~1~r!t?t~~i~!.@¡~¡~;~~c:n~ei:':~b~~::·::, d; 
',}~' ,: : '~' .. ,_-__ ._:;·.~~ '.?:_;':'.~ _:.:: :'·::·. ~;.'~:} ~- '-:: : .:·:~~~- \" /;.,:<.-: '" .. · __ ·· _- ,' 

, ___ - -- /".< -- - -- -~-· 

Por lo ant~rÍ~r,.el pres~1itl:i;tr;b~j'6 Ú~~6 ~oiri~ filialidad aportar infomiación acerca de los 
, ;' . ·:· ... ,,·,,:·· -_ ... ---· '•- -' -. ' . - . _. ' . . ' - ' 

tipos de receptores tiÍ>o ri expr~~~dcii~A oligbdiócirocito~ fnsit~: Com~un primer acercamiento 

a la caracterización del pap¿r·d6LÁTP en 1~ flsiologí~ de :este tipo celúlar, en este estildio nos 

enfocaremos a los receptores tipo P2X. 

HIPÓTESIS 

Los oligodendrocitos que éonfonnan el nervio óptiéo expresan receptores tipo P2X. 

OBJETIVO 

*Caracterizar molectilann6~té1C>s receptor~puriné;gi~ostipC>P2X e11 el nervio óptico de 
, .: ' - '" ;. ,_,... ..· -; .. ' 

rata e identificar el tipo d.e cé.lulas neuroglialesen donde son expresados: . · 

1 .- Caracterizar la cx~rci~iÓn de ARNIT1.de receptores P2X en nervio óptico mediante las técnicas 
- " - ··-- ~-- "\' . \·;·;::,-_-,; .~- . . -- , . - - -- . . - _. -

de RT~P.CR; .1 .. •· ...• _/} '. ,;: ...... >•·······.·· 
<,-:· . 

2.- Dctennina/1a,~li~th~Ució1{:~·~.l9~··reccptores purinérgicos·.identificados, utilizando ensayos de 
'-.: -..-.-.;;·· ·-· --·,,· .·, ·-- ",·· '•' ·"' - ;···· 

inmunohistoqÜírni~a ~ii nervio Óptico. ' 
- - - : ·.- º.-· .. --~o::-" ·:··,:--o--.- - -, e_-,,,- -ce-·- •,"O:--. -.- --· • 

1 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

l. DISECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO 

El nervio óptico fue extraído de ratas Sprague Dawley'de 11-13 días de-edad. Para Ja 

obtención del tejido, las ratas fueron decap_ita~as~ y con Ja ,ayu~a de mate,rialquirúrgic?, se Je 

retiró -la piel. de. la cabeza,-_ así •. comoJa. pa~C c1.º~~ri1.·de1cíal1e<>: üna véz.qlie.se tellia expuest0 el .. 

Es 

f" ::'"• 

' './<{:'·:' '..;~;'.:( <·. i ·:·· >• : ;< ·, 

-,,.,_:::'¡::: _--,,,:/:<::-. ;'-"' 

El anáJi~i~·a'~i'J\R.~0'nos permite determinar el grado de expresión de un gen de interés. 

por, elfo::~~~'..~~~~-~§· ¡~~ m~t?dolb~ías ..• rimplia?iente •. ~tilizadas en el estudio de un gen. 

específico es Ja'i:aracterlzación de su ARNm ~rrespondiente. Para realizar la extracción de ARN 

se requier~n ú~~i{sili~foÍ1tes coriaiC:ioll~s: Óisi~·. tbtal' el~. ·.1as . células, desnaturalÍiación'. d.e Jos 

complejo~· ·f~~A;;.'.~()r1~'~ .• ~~id?s· llllc1~icos y i~s. ·p~oteínas; inactivación d~. l~~IU~sas 
endógenas y elhl{i~acÍón d~ C:u~lquler AD?>l Contaminante.· . 

. . -.- .- - . . . ,. - - . . -

El ARN• totril.de nervio Óptico• de ratas S¡Jrag~e- ~áwl~y de: 11 ".13 días. de edad se extrajo 
.;-.. ' . -· . , .... · --;·- ·. ,,._ .. - '-,. _, '· -,._ .· 

utilizando el i11étodo de Cl101nczyÍ1ski'.f Sacchi (1987): Porcada 100 m~ de tejido se adicionó 1 

m!. de soluciÓ~ ¡¡o··.·~~;iáC:ii1!titg·d.i~~~.~hi~il1iif.~; :~Ü~~~~~i .. ~~~i~2s:mM, Sarcosyl 5% y 13-
.,. ' .. :· ' '. --~ .·.:.' . ' . ~-.>-,-:,~-~.:.''~-·;:7~::,.~. :·- ;-. '::>-_, - "." -'· -··-. ',' .>,,-. --, . '•'.:" - .-",~ :. ·':«· .-.. ~:;;--:¡--'~·::~~~ ... - .. : 

mercapto~ta~ol 0.1 M,),ysél101l1og~nizó eltéjidó'. Postcriori'rie~te.seJe adicionó 0.1 volumen de 

acetat~ cÍ~ ~~di~\2![vi,::.;:~.~· J;,:µ~ ~biJfu~·~;-:iá'rfd~?i.irittiaa~· en agua y 0.2 volúmenes de 

clorofonno:alcohol isoan1ili_co (49:1); cstamé~cla ~é.homogenizó enérgicamente por 1 o seg, y se 

mantuvo eri hiCJo por 15 min; Después I~ mezcla sé centrifugó por 20 min a 10,000 mm a 4ºC . 
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El sobrenadante se transfirió a otro tubo, posteriormente se le agregó un volumen de isopropanol, 

incubando la muestra a -:20ºC~po; almenas un~ h6ra.La muestrase centrÍfugÓ20 mina io,óoo 

::.:p:~Ji'..·e;:~r:~fü~;~~9:1~i:1~7~:?i~i~1~~·f ;~~~R~:i~~~~~~~:f ~1: :~ 
min · a 10,000 rj:ím: a 4ºC: Posterioímente la :.pastilla. se :resuspendió en .etanol al·. ·75% ·y se 

:::e~.~6,f f ,!f&~~~~~~~~~¡~~1;fü·17~~fJ~1!'.f lÉP:1~:~~!~:¡fa;;:: 
·,. \-' ;~-¡?_-. ··.,-'., ~-'· ·, ;_,';-~:'·::'_ 

análisis én gel de ~g'h1ósh:· ,~::: · e;• ' 

. \ - -:·:-,:. ;·:,.->:-.:- ~· e:·,,>:;;.~;~,:~:,_:~·,::·' .. ·,:-. 

- ',-~·- ':::: --,;' 

El ói~~d)&¡ióJ¡~:l~;~~;.i,;ófl de un gen fo Prut.; Ouia<. pllode ~poy~ie ~ el •• m,,¡;~;i de '" 

ARN~ corres~~n§i,;fü~.~f'a;~·~1j~~ ú;(}·'.d~Ie~ ~'.ét?~os ~ás utiHzados es la r~t~?trn~s~ripción in 

vitro. en donde., i'.ina'vez qué sé obtiene 'ei)\RN, éste es empleado como moldé por la enzima .... -.-· ·.·••" ··-.·- ..• · -· ,_, '• - - ' •·' - .. - . -,_ . · .. ,•.,_ . . . ,. . 

transcripfasa iriv~rS'a;>'"ilshnci~''oligo :·ai. y' hcxáqÜcleótidos al. azar como. ihiclado;~s •. y de esta 

manera siilteti~hr~l Ai>Ñ'.riompl~me~tarÍo Ó~DNc, 
. - . '. ¡ - ' - . ' - . . ·\ • - ~. :·,· . 

Protocolo 

Unavei que ~e ~~t;ajo el ARN, s~ le dió un t.~atami~nt6 con ADNasa utilizando las 
" t·- ---· > •• ' --- • 

siguientes condicio~es:a 1 ¡íg deARN .se le adicionó'! µldeADNasa (1 U/µl) y 1 µl de solución 

amortiguadorri (1 OX); Úev~~do · 1a rc;~ciÓn éuri\16ÍÜni~11~~ri~i :de io .· µl eón agua. Esta mezcla se 
• .• c·---:<.,~C-n+-•--·-~o .-•,,·, '•- -- -''""°' •-,-~',,- r-~- :,·.--.·--•--•~-··c.c_.':'.:."-º';;~-,·.·--.·.o.. ~--- •• - ' 

incubó 'por 1 S 1Í1in' a témperatllr~ arÍ1bicnte .y 'posté'rionncrite se le adicionó 1 µl de EDT A (25 
.· . ..: "·:· ·/ ·.< . :... - - , - : _. , ·. ~-~\';:. · __ I.: .. , .. :.:o.:,:·.: .. --\·,::·, .::,:·- --·- . 

mM), incub.m~do la reacción.por IO~ijtif1:116,~.~C:.;X.P()S,t~i;ic)~entese transfirió l~ mezch1ahielo. 

Una vez que conclt1yÓ el tratrimicni'6'~b~ • XÓN~s~;;;5~·¡~¡~·ió ·¡a reacción:de transcripción inve~sa 
.· ·- __ -··.:_:··:··-:.' -_ .. _:;.·.·' .--_:· __ _ .. ,/:<-.~-~-.:·,_:::.··:~ ... >"_ •_'.'.·:··_-.'.·.-.:-."::~:"'-·_,-::'.-- ._,..,.. _ _,_ .· .- - .... -."'"-:'-'-_::_ 

utilizan.do el' siguicnte.pré)t~có1o:•Alán1ezcla m1tenor selC ~dicionó 1 ~Ll de(>ligo-d.T.(0.5j1g/µl), 

~::;:::n~c~l'':u1:::2'.~~J~"~W'~r.~:~:¿u~1~~~11:rr";gJ¿;J~,m~: ~A~~~;.~ :~;:1d0~: 
amortiguador (SX .. RT),_ 5 µl cic.DTT(lO();mfyt), 5. µLdedNTPs (2.SmM) y 1 µl de la enzima 

Super S¿ipt 11 (tnmscript;sa inversa 50 U/~11 ). Se a 42ºC, 
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posterionnente se incubó 5 min a 65ºC, y finalmente almacenó la muestra a -20ºC. Es importante 

mencionar quec~~t~~-dC:~CiiCionar~l~ e°ii~i~aSuper Scrlpt ü, se t~mÓ una alícuota de 1~ mezcla 

para utilizarla. cÓm() cOntrol n~gativo en la PCR. 

Una de las ;rietóélci1ogí~~ másuti!Ízadas para amplificar un fragmento de ADN específico, 
",' .- .• __ ,. ____ . ·· .... > - .,_,,_ ,·"··· . . - . . 

es la reacciÓl1t'~i¡'~'gacl~ria>cl~ !aOpoÚmerasa -(PCR). En. esta reacción se .puede amplificar 

específicmn;llte;'F;~"r~1íó;ri'<l~LAI>l-(· hasta n~gar a tener- un· gran. nún1er~ de copias en 'poco 

Protocofo 

A partir.de! ADNc sintetizado, se realizó laamplificacfo~ pClr PCR de ~agmentos que 
- ,• ,,,,.,_ -, ... ,•.-.- ·-.·-- .- ... ,~--- ,-.-- ;re 1 ··.·:.·~~·-·-·-·. _ ¡~--r.~;-· -~·';.·;.·•·-,':-. :'' -;..-, -<,,··:·--:·.··-.-. ,_ .·~···-. -.··-

codifican par,ª·· receptores )l2x;- útil izando.dos j~egos cje i11i~iriC!c>re~_;degen~radcis :;~-~lriidridores 
. - . -:>· - ·-. . --:; __ ::- ./.·:::>;_: ·-, " .. _, __ ·_- _:-:/f~--:>·:_, _: >/·--=~ -~-·· .:~' -~ .. :i-~-:·. ·-:_:-:;,:::···:. _·:.~-~-: __ >::r.- ~ .-:---~=~·?'.:'./:\"~-·, -~-~'~;~\-"::·""[..~-:·~·~::-:.' . .t::<;>·_._.:'.:~:\<~ _:.;: ~ ... _,: .. '·?·:.' 

específicospara·cádaunod;lós subtipos'der~~eptores 'P2X;'La• mézclá dé~CR.contenía:t.5 µ1 

~e~::~~1~.:~~~.~!~?Íl5.~l;]fü~f ti~~1if;~~ii~~i,fü1t.f fü:~:i:Y:::::,~::~~~ 
' ·' .'·'_! ... : --:: ": .. , ':"·' ,, ~ ' _, •' • 

en general füercn1 ~2-~C_p()r r1~in, 9~~C dur~nt'e·45._~ég,fo1~pc~~tura de alin~ación por 45 seg y 



72ºC por 45 seg.· La temperatura de alineación fue determinada en función de cada 

oligonucleótido como se J~Úestrace..; '¡~ siguiente Üsta. 
* OligonucleÓtido~.d"genera~.()~Pªra los .• subtipos~:.r,.e, ·c.• ~ptores P~X 
PX3. GGRA TGATGTGRAACITSCCÁGC.' ,, ' 

'~',\.' •' .'''";-: '_.." ' ' "' :"" .:~·.• • ·-~..;;r; .. ····;f.·<'.., ·'··,•:;:_• - " 

DEGPX3 • .. t:¡~;rl}~~~:CJ~fBR~CCTGA~RTTGTASC 
DEGPX5'. ·ACCTGTGAGATSTBKRSYTGGTGCCC 

Se mnplificó \lÚÜ~and~·J~'"¿¡~¡f;g~-c~d~\ma dela~ sigui~ntes temperaturas 65°C a 56ºC variando 

un grado pÜ~ i:i~í~y fi~a~~i~~t~'i~éi~{~;'~á<s~~ºC ·: . 
· ~ ... ,.:,,_.·;_-:_:;·· ·)~} : :,.~i::,-~~-<~~;'.((::.~ T < :·.;:::~:. :. ·;;,.: < _..._ 'J./:-;\~: · .. _ , , · 

;:'.;~·j•t~i;dii~~!~!~~~i~:;~~ie.·r2x 
P2X15' ' TclTióJ\cid'fa¿¿\faA¿AAGA 

Se utilizaron 35 ci6i~sa53°c'.<. ' .. : J :: ' 

P2X23' 

P2X25' 

TCACAGGCCATCTACTTGAG 

aA.Á-fc~GAÓTGCAACCCCAA 
Se utilizaron 35 ciclos a 53ºC 

P2X33' 

P2X35' · .. GCGCTATGCCAACAGAGTCAT 

Se utilizaron ~5 cicl~sa63~C 

P2X53' 

P2X55' 

GGACAGTAGAGATrrGTGGAGC 
. ..· '.·'. .: ·:-·:< .. ,· ... .-: é.· ·' ·-. 

GACATTGACAC1TCCCTGCAGA 

Se utilizaron 35 ciclos a 63ºC 
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P2X63' 

P2X65' 

TGCCTGCCCAGTGACAAGAATGTCAA 

AAAGACTGGTCAGTGTGTGGCGTTC 

Se utilizaron 35 ciclos a 53ºC · 

P2X73' 

P2X75' 

CATTGGTGTAC'IJGTCGTCC 
' . 

AGGAGCCCCTTATCAGCTCT 

Se utilizáron'35'ciclos 'a 6JºC 

Como c6Ü¿~I ;d~ la'é.álida~{del ADNc, se amplifi~ó por PCR un fragmento del ARNm que 

condifica·p~rri Í#pr~t~íii:'q~foI-I:. 

de la múesfrri~ia Collc.~ritra~ióri'dé~rigarosa, la conformaciÓn~dé(ÁDN/el vóltaj~:aplicado, la 
- . . ,e,• -· . - ' ., .. - - .. - -~ '.·•- '· - - . ' "' . ,· . ' ' ' . . -, .- ·• • .- ·,.,., -~, ' . . . C- • -

prcsenC:i a c1~·hghnte~)Iií~;e:aíhllfé~ )r. 1a colllposi Ción~dei a1úortigi.mdór <lt; e1hd~<>rüresi~. 
-· - - . - - -- 7;_- ::.~:> -- - ·- - . -- .. - -·- - - - - -

Protocolo 

' . ' - . 

Para el análisis clcctrofm·ético. del ARN;seutilizarc:>1i geles de, ;garosa 1.4% en MOPS 1 X 

(La solución MÓPS 1 OX C:~nli~1~~: MOPS 0.2 M; Üc~l~t~ de sodio 20 mM, EDTA 1 O lTIM, pH 7) 

y fonnaldehído (5.55 >%). -~a· muestra de ;\RN á;'µg :) se mezcló con amortiguador de carga 

(glicerol 50%, •azul de br~mofo~Ól ,0.4'c% y ~romuro de ctidio 1 ~1g/µI). Antes de colocar la 
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muestra en el gel, ésta se calentó 5 min a 65ºC y después se colocó en hielo Smin. Como buffer 

de corrida se utilizó MOPS IX. 

' '-· -
: - ~· ..• -:~,.-::- . ',' 

Los. produ~tós de PCR ~e analizaron e~.· geles dé 'agarosa '~1-i 1 :~% 'enTBE o .. sx (un. litro 

de solución TBE o'.~x· con;Úeh,~:· 5:'4 g'·;d~Tris'b''~s~. 2:7~'g d~;~~ido bÓrlco y 2 mi EriTA 0.5 M a 
-· --·_ ·_ · ---- ~--~'-..;,,.~~--<""-,-;,;_-'= _;,;..;':.=oi-'=-""' ;,.,.-e-=-'=i~~~Cr-·=-o..-=,~~~;:~::-;~·S~.c_,,:· ~'--~'. ~, -~-2},_-';~~~~:~--- --';:---.- ~---~- _ ·- · ~~--~ -=·';...= °"-.:0:-c_=,; 

pH 8). ' . ·• ;'; .. ·,. · . :; .'_:·, -.·;-- :'?•' 

VI. PURIFIC;;,i;~;~¡,~~~~Jé:~J} 1 
.. J 

., ",·/_.· _,-.,--,,~ _-1 ~., ---,-,-)·;:.' ·~~ ... -~. ,.,, 

2• 104/~:~1:i~tif~11~;!f i~~t1~~&~~{1~E~~ó:~t~i:~;,~!.!.;~;;;t:;::;:; 
fragmento de'.AD'l'J .dé.írnestró'intérés 'yse:'cólocó'.en'\.ni;tubo éppendorf de) 5•.ml/ Seridiéionaron 

'.!:\: ---~<;·::. f-~~~t~,,:.:_;::~~:1:.'tc ~~-~:-\.'.-'.~::,.{f\~ ?::·:', .. :~>"~;t::~: ... "' ~~::.->·'.?~~~~ .~?tz;:: f~:.:~·r ~>~:;::.:\ ·:;~:,: ,~:',->t}.:,>:-; ··:·\'~::~:: :-l--:.-·: '. '~:·;'-~\~ :.~ ~~~::"~·\~<:f3~~~;::~: ~~:.~~'. . .-;~-:-~:;/?::~·· ... :;,-:::::-; _ < ·,. :·.~·: . 
3 volúmeriCs dC' rimórtigl.iádor,.QGpor:voli.unen·dei gel (190 mg'~J 00 µl);y la'muestra .. seincubó 

• ., ·.: .·. :,·> . ;;.;: .:~~:::'.: :~:/ q •:~+~ .~-.. '. ~ .. <· ;~: .. ;:.-; .~-, .:·~;,: ::~:· ::'\ ·:;~~ .~.:~·~{ .i{;2:·.r~· .. ~l;-~· ~~r:;2~:f >, )~::~\</ . .'r,'~~f ·.:~; ~::~··.: ;:·~ ~fr: \:,. ~~~:~'. ~<::. ~>-~;:-+ .,;,_ ::, ~~t~ ::..'~~>>:,;:~:~~:~-~~-·~;~'.:·: :'-~>..;::: .;: .'.:-:. : 
1 O mm a 65ºC· l]~a-yez qu". la ;ag~rosa se .disolv10, por,'comBleto, ;~e le ad1.clº.n.o. u.n.yolumen de 

~:~~r::º~~f ~Jii~~t~~t@€~~~~~~¡~¡6f tii~~~j~i~~~~~~f J~~~~l":;; 
mi de· amcírtigu~d?l"}'E''y s~. ína~tu.vo'. a té~¡)~í-at~rit,,mnbiente. por ~.mili,- y después ~e centrifugó 

:0v:,~ ;.~:zj~i~l~~t~~~~~~~Ji,~~~~Ji;io ~; ,\~t, 'º •diciMÓ • I• ~I=• 30 µI 
C ;;._ ;· ;_~-~- ~·,r- ,7~_,- .:-. >-'\-"!''.-'·- -~~--':''.:\;~~-:'{;;:_;·:::~ Y ~".·"'.:~e_ -, 

' ,·::::_: _·;~\,·· . .,,_-·:, . -·~-.' ·_;_-:)'' '- '. :, -·' 

VII. CLONACIÓN DE:PRODUCTOSJJEPCR: 
·.·· ... >. __ :·.~::~.L ~!"~:;~'.f~.· ~~:~-;;,.:~~;f~.i:-~.~~ .. ,~.·.~ .. ~.:.~:_ •. •.·_'., ...... :·.-~~: -~o.·-·, .. ~ .... .-:.~,-- - ·,·_:',-.:_~~ 

LáclonÜ~ióp"dci·~~~,~~Üllaié~nica'fu~damental para producir grandes cantidades de un 

fragmen{o d~ ~"ÓN\~¡;~~ífi_~o11kl,.fra¿~ci.~~o ·~ue. debe clonarse primero. se, une ª·un. vector, que es 

un vehÍ~t!1ó: f,iia-;'tia~~¡j;;'B"a/);'.,\Ó1'í}{6'X'ó~~h~ •. y d~~p~és se intiÓd~c~ ••·~··· une 661~!~ h~~~ped 

::::::~:::~1;,;~~;~~l~'tSif ~~itcíi~te;t~t:!tt~ái1Jf~~~~;~~lli~JiQ¿~:: · 
cadena, circulares, con . ún, tnma~¿qt;~ \fa,de 1 Kb imsta más de 200. Kb ... Se, enéi.tentrari ·.en 

diferentes especies bá2terÍanris,' §'sed: cai~ctéri.~an por tener una replicación indep~ndiente al 

cromosoma bacteriano, y por ccínferiile a lá bacteria propiedades especiales, como la resistencia a 

TESlS CON~ __ 
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los antibióticos. El · plásmido puede ser introducido a la _bacteria por un proceso llamado 

ÚansfonnaCión, eri clonde una .vez qué lasbacforias sOri tratadas con Cationes divalenfos para 
- . 

penneabilizar su mcn:ibrana, se le pone en contacto con el ADN plasmídicopara su incorporación 

al citoplasrria dé 1-~ bact-cria: 

Los fragmentos d~ ADN purificado; se donaron ch el_ plásmido pGÉM~T(Promcga, No. 

de catalogo A3600)~ ;~ediant~ ~~a'i~~c~~ión no dir~ccionaLl.~ rca~~iÓn ci'e liga~lón se realizó de 
- ,, . .· . ' ... , . - . . . - . - ~·'·. - .. ' 

la siguiente manera: 

Amortiguador 'de, la enzima 1 OX 

pGEM-T v~~ti>f (SO ~g) 
Produ~to d6: r'~R;Ó50 ~g) 
T4 DNA üda~~ 3Ulitl 

H 20 

1 µ1 
1 µ1 

3 µ1 

1 µ1 

4µ1 

10 µ1 

La reacción ~e incubó a 4ºC toda la noche, y post~rio6néntc se ~tili:iaron 4- µ1 d~ ésta para 

la transfonnación. Se - transfonnaron _bacterias• º1:?ª·<.;~~p~tcrit~,; Ütilizri~do' 1~ • siguiente 

metodología: A so µI de bacterias competcntcscséSics:,¡¡clic'iifrii~on(4;·µi;d~lá~c6nsirucción __ 
• • • •" ~ ' 4 • ' ·,· •• ',___ ··; ,,.-· - -'- • ' •••• ,, •• _ ••• ;_' _, " •• - • ' • ' • 

previamente descrita, y se incubaron en hielo_ d~ran:tc.'i•o.~111i~:-~o:ste¡-j~~~~fe·~~ sÓfuetl~~on a un 

choque ténnico ( 42ºC por 4Ü-SO s~g) X s". tra~~fih:Ú~g·~~;1ii~{i_d~r~1it~~'2-1~-iri_:_·;o'.~i~rio~ncnte ~e 
les adicionaron 9SO ~ti de medio_-LB,y;sc)inc~b~rcin'\¿;na 1'-1ibra'Zyjí;i~dii1'.a 31°c/:el1 agitación. 

:~~:::::::. ·:0:0::1~~;:1Af t,~$~~~~1~}1W/J~~i~~f :x~tfüií~,tw:~;~ e~:~::-:: 
incubaron a 37ºC toda fo'i1oche.',L~ selección de lás:donas se realizó con base en el ensayo de la 

a.-complemcntación-(sriíni:i~'6~k/~i~i.Í9~9>i s~~éonsideró•c6ino clonas positivas aquellas que 
. . ~ - ' ' .•.; -- .-~· - - ·~ 

fueron resistcrÍtcs a ái-ilpi~iliria y presentaran-una coJ8raciÓn blanca. Al día siguiente se eligieron 

TESlS CON 
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una de las colonias positivas ·y se cultivaron en 20 mi del medio LB ampicilina (80 µg/µl ) en 

agitación a 37ºC toda la noche, 

vmJ PURIFI~ACIPN, D~PLÁSMIDO 

Una ve~·;q¿e ·se obtuio ;~¡ c~lti~o bacteriano (50 mi), se realizó la recuperación del 

:~~=~~;~~t~~r!~~~i~~~~~~·~~~~;~¡1:~r~:i:~~~G,:.;1~:0~i;:1;;r ·~: 
métod:,deJisis~alcali11a .. Se r~c,uper¡¡.ron ·. Jas, b¡¡ctértai; m~diante una. centrifugación .. por 5min a 

~ :~ ·. 

La pastilla se~esuspen~ió #n'2'mldeTE .. (l X)y~'sé tratócon;ARl'lsa' (1.9 mrtl) dur~nt~30111in .• a 

:;,e;J~~~~Tu~~f Ifü1:i:~iJ:':~¡~~~~~Sl~~~~~~~~~~~¡g·~iii: 
a 13000 rrin: (kpasiillri se resuspcndió en. f nil 'd((eirirlol á.f75% y se repitió ¡a centrifugación. 

Finalment¿ s~~éisri~~cndió la pastilla en 80 µl d~·agri~;f~e·~¡~·¿~~~ó·~~t~j~~·~~a~;~~cY'. 
·- ·,- ·--.;,·. 

IX. SECUENCIACIÓN 

Los fragmentos clonados fueron, secuenciados por el método .de. Sangcr (S~nger, dt al., 
.. - - -· . - . ,- .• - . -, . ~ -. . - •" . e . -, " - - . - .. .,, - - . . - .• ' 

1977) y los productos de la reacción fueron aríá.Hzados ~óh~I s:e~u~ifoi<ld~r autotnático ITiarcá 31 O 

ABI Prism Gcnctic Analyscr (Pcrkin'EI~é~)'.ácbri ~I fin d~d~terrlllna;·la nat~~aleza molecular de 
·' • •· ..... e;·· . ~ ;. ... - -. . . ,. • . ' ···. . .• . 

las secuencias codificadas porlos'rrri~~~~~1tb~ ci6A.oN ~1ó~ricl6s~.l~s s~cÜéncias obtenidas fueron 
:.· - • " •• ·.:: 1 • :- •• '_,, '. ~ • " • • 

comparadas con las existcí1tes c11 ~J.,bÜ~i:c(de' datos'.Gcnbank empicando el algoritmo Blast 

(Altschul et al., 1997). 

___________ .. _____ _ 
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X. HIBRIDACIONES DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

La hibridación de ácidos nucleicos es un término que se utiliza para describir varias 
. ,._,_. :·-! __ :.-: -- ,_-_-. ' ·_·· .- - .". ,,. 

técnicas rdac:io~adas, qüe se !Jasan: e.O Iaobsérvación de que dos moléculas de ácidos nucléicos 

de cadena simplcicoÍls~é{¡e!1cia de basés complementarias pueden fonnar un híbrido. Este híbrido 

se puede.formarpo~~acled~~ dciADN.éonADN (Southern blot)·y·deADN conARN (Northem 
'·. - ·,; .. , - ·-· 

Análisis de Southern blot. 

Se tomaron 1 O µ1 ele la mezcla de reacción del. RT-PCR y se fraccionaron en geles de 

agarosa .al. 1.i%. La~'rii~~si~~s:>e tran~firieroTI a membranas.~e N~_~'?J1 (J:Iy1Jond, Amersham). La 

t~ansfer~nciá sé reá!Í~ó·ide I~ siguiente ma~era:<el;~el ,. se colocó' en una solución de 

desnrituralización (N;OH CtS N y NaCI 1.5 M) dond~ se.~anu;io.~_or JO mi~, posteriormente se 

cambió a la soi~~iÓn di transferencia (Tris base 1 My N~c;1:1.~~~;·pH8), donde se mantuvo por 
' - • - - ·.·.'.e,'¡.":".:"-··· .e,_. '·,,. 

1 O min. Una vez transcurrida la incubación, se mont6~n 'u?jécip}e¡.!te con SSC 1 OX el sistema de 

transferencia .. Dicho .sistema estuvo fonnado de la ~iguÍéntf: ilianera, se colocó el gel sobre un 

soporte de plástico cubierto por papel filtro, p65,!erió'ryri'§~ti{s~ colocó una membrana de nylon 

sobre el gel, y sobre ella .2 capas de papel filtro.y yarias c;apas de papel absorbente. La 

transferencia se realizó durante toda la noche .• - ._ . -· - -- --- - --- ·-- . ~:<r·_:.,-· --_._?,>~,;-";_-_-

Lasí;~e1nbra~asse hibrid~ro11~~~Íª~'~i;C:rentes sondas. Las sondás se !Tiarcárori con (a.-

32P) ·d-A T; .('~{1~'.~~sl1~1~~;ii·~~l1tiii:fri:/~füt~~11/é~ti1iZ.~~'cld.'el- kit-RaildómPrim~ii DNA Labeling 
· -· /::· ::· : .. _;;-:,~:?~-~>:~~-'. '.::-'-,'L/\;:'.;~~}~_~:~.;·~i- ·.:'.~::·; _~:-:~f/.:;_:::-;~,,~~,::<(~:::·1</:·~,.. r~·.>;·:,:,.---. ~-:: :~ ... -;·:_'.-/.::}-·.:· ·-._<···~_.-.;-. /·::"'-~ .. ·--:/':t~ ··: ".~:.- .::._:'·\ . .-. , 

(Boehringcr, Man~heim).' La.membrana se.bloqueó .. durante ! .hora.con solu?ión d~prehibridación 

(Denhardt s~; SSC~x;''so·s.6.1~y.)qo~~~l.d~·e~p~n11a cl~·5;j~ó~i1)'~ ¿;~,c;}pcJ~teriOrmente se 

adicionó.la soi1da ¡:Írcvia1~16nte1'Tla~2adn, p~rifléada ydcs1~ah.1ralizada: y~se l1ibhdó tocia: la nocheª· 
' . ' ' . •"''' • . • ., ·- - ,- • ,_ . .. -¡ ·'·· 

65?C. 



XI. HISTOQUÍMICA 

La tinción d.e Nissl es una de las técnicas. histológicas mas utilizadas para realizar estudios 

morfológicos eri tejido nervioso. El reactivo de Nissl(viol<?ta de. c.resilo), se caracteriza por ser. un 

compuesto cationico, por l()que se une a moléculas.con carga n'?gativa, como lo ~on los ~cidos 
nucléicos (ADN y ARN).cPor lo anterior,· esta,.tili~ión perÍnite evid~nciar la región del núcleo y el 

- . . ::-' '. '·.,: . ' .. =!e··· . . • . 

citoplasrI'la de ~~u;ó~as y ~élulas gliai~s •. ·.tan.toin'vivocÓ~()ilÍ vitro . . · 

. . . . . ' . . 
Rátas Sprague-Dawley fu~ron anestesiádas con hidrato de cloral (650 mg/Kg de peso) y se 

;·,. '·'" ·' .. ·· ' ;:::· _,: ' . .. . -

perfundiéron tra!lscardiacainelite~ory 9'.1 Mde buffer fosfato (PB:.75.mM de Na2HP04 y25 mM 

NaH2PÓ4 ; pÍ-1 7.4) 'ségtlido d~ parafonn~JclC!hído al 4% en PB pH 7.4. Elner\rio óptico fue 
' ' . ~. . . ' -. " . " .. ' - ,.• .. . . .. . '. . ' ' , . . - -· ' . . '•_. ... 

tejido con un 

XII. INMUNOHIS'fOQUÍMICA . ., .. 

Los estudio~ de it11i~~11ohi~toqÚ'i;],0i~~;,~·~g~it¡i' ;~~~t;~~L,;~~r~~te~zar y cuan ti ficar in si tu 
.... : ~- '-. . -. ': -:. -·:.:-·-:· .:! _:_~:. · .. :/:;~:-~,~),,,_~~--~~¿~·- <_)?,:'.~~~-~--~'.;~~>:~él·,:.";'~;-~~·-·.·¡;_: .. ;,··_:::\~:_~\'-~-:C~?'.~'.:.·--:.-~:;~::;_~1.:~-~:}::::>~:~;>'.:'_';··'.' 

moléculas de interés. Graéias!a'qúelas',fríiéraccione{aiúigcno:.aniicÜerpo son muy especificas se 
·.· . . ,;_. ' '. ·.-·---~,:. / .< ·:._:_"·~·-,-.:; ~'t::;<···-::·_" -~--: 1:--~<. :_\ :':·'"~-~-"'""'·>_' ::' -.": > .:':'.:>'·.; -·_: ·::- .~'.' 

puede identificar la cxpr~~ióri'c!é?riigunri\~'r6t6iri~ (;ntlgc~o) ~ri '~n tejido determinado. Para que 
•· ' · '. ' ·; .' "/. -."' , -· --:. - •'· .. •· .• '·· - _L··. •:\ .. ,.1-·.· .. '_ '.· •· \ ~: ', 

un anticucqm pueda ser ¡létectricio.én el tcjÍdo,''6~tc ii~l1c qüe estar acoplado ya sea a enzimas, a 
• '< - • ' • - •• • '•--~ • •' .-,'• -- • • ' • ' ' ' - • e 

moléculas fluorescentes~ ac61np~c~to.s ~lectrod~~s.os. ~---___, 
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Protocolo de inmunohistoguímica 

Para los ensayos de ininunohistoquimica, se realizaron las estrategias de fijación y corte 

de nervio óptl~o-~'~t~·~ f11~~c~~n~cla';'.• Se realizaron lavados con PBS ix (l.8~M de Na2HP04, 

0.6mM de · NaH2Poj y '142~M,de Na~!, a pH 7 A)' y· posteriormente. se bloqueó ertejido con 

:~~=~~I0if r~~~f~~~~~1r~~t~~~11t~R~~j~i~~1i[jª!Jh~f :r~: 
:::~ti~~~~;~~l~;~~t~~~~S~\{~~.~~1f !~1Vf hJ~r~!±Tui""~1~~.'.:º~: 
tejido {l ltr···a' terriperatürat\ambiente) ;con ,·ún anticuerjjo secundarlo 'acoplado ;a( fluoresceína. 

,', .. , ~; .. ,·:;. "._ .. · ;.,,• ~ •. ·;·····'.¡,:.f_c.,.;-;:··?";~.-.- ;·,.,)···,- ·-~-·--:·.··,i•, -.' .. _-.· .. ··,,·.".·'" •,'' .·-·---·"'·-·<,.····- '. . ._----;::.' ,.,,;, _,._:--

Después •de es~,·incuba.ción t s~i-realizaron':l!lvados•:~~n'P~S ;,1x!· I)os·· muestr~s ·.•previamente 

:::::i:.~¡:~;,~~~f {~~~~r~~~!et~~~t~~:ri~~~[~~~s~~;~Jt;~gi~!~~~\h~; 
(marcador. de astrodto.s);~ealizando'el: mismoprocédimierito para el .resto .de··tas s,uhui:iidades>EI 

~::::;;:~.~~[~~~1~f~~~~¡:~E.~~~~f €1t~~~~~:~:*~~~::: 
:,.;.: 

anticuerpo'prl_~a~o!-; ·_ .. -··-

. P~ra~omple~entar los resultados se realizó un ensayo de inmunohistoquímica para los 

receptores P2X1_7 utilizando como método de revelado· un anticuerpo secundario acoplado a 

peroxidasa. 
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RESULTADOS 

l. EXTRACCIÓN D~ ARN TOTAL 

A partir de los nervios Ópticos provenientes de 20 ratas Sprague Dawley, de 11 a 13 días 

de nacidas, ;e ~;t~aj6I..\ii_f:J~t~tri1·~~ill~~~Jb ~l~~ét~do de~Chomczy~~ki y Sacchi (1987):con el 
• - • -- ·.',, - -- - ' ~ --- '; r.-'-'·, , •• ·;..o ',-:.-;o, - -• ;o .: •. ·' '- -~ ·- ' _ . .' • ~ ~ -• .. • !.• _ , 

fin de conocer.la ca;1ticlacl 'de·~RN,se detern1inólaabsorbanciade la muestra (dilÜciól11:75) a 

las • longitudei;.d~ •••. oric!Hci~·26Ó.~y·.:28~ ··f ~::.los(v~lores ... obtellidos···· fuer()n·.c~~~~~·()9~ 'y••·o~.077 

~=d~~~~~j¡\~'~"[~gi~r~]iE~~;~~1~~?JJ~~Jº~f~~,~"¿r~~~i;¡'k,~~:~~~ 
~:ru:;:~~:,JWgf ¡I?~:~f {~~A~*~~~,1¿[~~,~~~~"~t~~t!~rt;:t:;: 
correspondieht~s'~I ARN ;rlbbsóínal 28/ 18 'y '.Ss ~~~;~¿ti~airient~. La pr6'P~rci611 28 y l 8S es de 

:--·-.· .. '. ·. ' .. ·- .'.'. -' '"'.' ·--e-.
1 

_;.·-- .• -.-·- ,1 .. ··-- ··,' • 

2: 1 y no existe evidencia de degradación lo que.ITiuestrá la bu~na calidad del ARN recup~rado. 

28 s ---. 

18 s ---. 

SS---. -.. 

' -. ' 
. 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa-fonnadehido 
1 ~1g de ARN total de nervio óptico de rata fue analizado. 

ITSlS COl~\ 
FALLA DB OR1QJ2i\ 
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11. TRANSCRIPCIÓN INVERSA . 

La síntesis deAbNc ~ereali~ó t~nfonne al protcicolO descrito, empteándo) µg de ARN 

totaL Para. vcrifjcar>la's:Í~tesis.··.del ADNé~ ·.•se.· •. re~li.zó.·· una PCil····uÜlizando .•.. iniciad~res 

existía···corita~inación. de A[)~ en} a·· reacción()I· por'. lo[tant();;'que'to~oS Iosipr()d\Jctos .. de .la· .. 

~~~~~}:111t¡11~r11if f il!ll~tllltlf l.t~ 
carriles·¡ y :3, qÜ~ ~orrespcinden a los controles. Este resultado muestra que,el"Á°,Nc fue 

sintetizado . adcé~rida;~ente y que puede servir como molde para los posterioi~s· %fi~~~o~ ~~ 
PCR. 

M 2 3 

600pb_. 

400pb_. 

Figura 6. Amplificación de la secuencia de GAPDH 
a partir del AD Ne de ncrvio óptico de rata. Carril: 1) control agua, 2) ADNc, 

3) control -RT y M) Marcador de peso molecular 100 pb (GIBCO). 
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111. AMPLIFICACIONES DE RECEPTORES P2X CON INICIADORES DEGENERADOS 

Una vez que se verificó la eficacia de la extracción de ARN y de la síntesis de ADNc, se 

realizaron ensayos de PCR p~r~ ld~~tific~r Jos diferentes subtiposd~receptores P2X expresados 

en este tejido. Para ello ~e ~1;;~16~;0~ dos pares de iniciadores; ~eg~herados con Ja finalidad de 

identificar secuencias que codifican para este tipo de receptores qlle podrían coincidir con algunas 
r"•" •"<;;•''••'' ',., - ' • --•- - - .. ---,., '"- _., •,:::-o·-'''-

de las secuencias previam~nte pubÚ~ácÍás~ o bien, identiflcar uria nueva; 
.· ··-i.:. '. :·.,_e·.--~.· ::_~_.;~::·), .. ·"-;L :~ {.> ._: , 

Se rcaHzó un cns~yo:~~~~~~;cdn los iniciadores degener~dos denominados P2X5 '-P2X3' 

y 1 µ1 deADNé,'-¿offiO·se'ciescrlbe en materiales y métodos. Los productos de la amplificación 

fueron analizados p~r électroforesis en gel de agarosa y el resultado se muestra en la figura 7. 

M 2 3 

600pb 

300pb 

Figura 7. Amplificación de secuencias que codifican para receptores P2X utilizando 
los iniciadores P2X5'-P2X3 '.Carril: 1) control agua; 2) ADNc; 3) control 

-RT y M) marcador de peso molecular 100 pb (GIBCO). 

,., ?ESJS CON 
1~0RJGEN 
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Como puede observarse en el carril 2 de la figura 7, fueron obtenidos dos fragmentos de 

amplificación de 550 pb y '450 pb: Sólo d. fragmento mayor coincide con el tamaño esperado, sin 

embargo, s,e,d¿cidléJ.an.al!illram~~!l·):>ai:a ell"o, lo~s frag'Tl.eri!os fl1eron extraídos del gel y clonados 

eri el vectm ,~CJEMf,; (l'i6~e~a); Y,'· las':,con~trucc.iC>~~~~obtenidas fueron empleadas para 

... · :;n::;f fz·~!~f~~ri~~t~~i~;if !~~q~~~;í:~1~~1:1~~t~~~~:::o~os ~ás:~os ::::::nt1:~ 
olig~~uc~~6j},~~~It~I~~\j·,~~~~.'":~st8º'·;ihÍ6i~d~~e~io ~Üd~fuplementan con secuencias que 

flaí~ql!~.€ij.~,~! ·srn<:> ''<le'/cfon'ación' d~] ~~~1d? iJSJ,EM1'\~,'f.:~1·Wiifti~.de1 ··fragmento de 550 pb se 

:J:~=1~·~¡·f ~i]tÉP~i~~;~J~1~112~~~~&t~F1lf;¿·:rt:::::::.:"::: 
anali~ad~s por ~lectroforesis en gel de agaro~a y el resultado se muestra en la figura 8. Como se 

puede observar, de las 24 colonias analizadas, sólo 5 no son portadoras del plásmido 

recombinante (carriles 2, 4, 21, 23 y 24) mientras que las 19 restantes lo son. 

M c 2 3 4 5 6 7 8 9 1 o 11 12 13 14 1 5 16 1 7 18 1 9 20 21 22 23 24 

Figura 8. Amplificación de plásmidos recombinantcs utilizando los iniciadores M 13R-M 13F (Carriles 1-24). Carril 
M) marcador de peso molecular 100 pb. C) control agua. 

De las 19 colonias 14 fueron cultivadas para purificar el plásmido y secuenciar el 

fragmento clonado. Al realizar la comparación de las secuencias obtenidas con la base de datos 

GcnBank se encontró que 13 eran 100% identicas a la secuencia de ADNc de receptor P2X1 y 1 al 

del receptor P2X4 , ambas publicadas previamente (Valera et al., 1994; Buell et a.,. 1996). 
• > ' V ~ • • - • ~ • > • / "- •.-'. ~ ) ". •:)• ~ > > " ' 

~:p::~~~i?:~;3.~12~f ~!f lf l!~i~f~t~r~f ml~ltl~~~~:~~:~ 
100% iclcnticas al ADNc del ~c~cpi(;~r2x,.; uriac'\iáfia'nte g~11Crada por "splicing" alternativo del 

¡-\ TESIS CON 
F'AL1.f-. D~ ORIGEN 

46 



receptor P2X1 (Ohkubo ·et al., 2000). 

Posteriormente se realizó un ensayo de PCR. con los iniciadores degenerados 

denominados pE(JPX5'-J:)J::9P,~3'., Los product~s •de• la· á~plifiC?ll:ción fueron analizados por 

electroforesise~--g~Idcia~arosa, y elres~ltado semuestraenla figurá9. Como se puede observar, 

se obtu~o ui/frágme~td'. de 'a~·?Íifi.2aé:ión ;<le' 4so pb • q~~ coínciid~ .co~ el ·fragmento esperado 

(~~rri1 2).~~rz~;,y~~~1J~(~~6~~~,~~~;~_~I~~Wgl~i~.¡~~~~,~;~6~;~~f;;9~_3·6 clonas blancas, de las 

cuales 20 fueron;'analizacias':em]lleancÍo,el ~ensayo de PCR.'y" de esas,• 1 o fueron cultivadas para 
• • • '" • • ' •r " • ·.~·' • ' ' •-- • •• ,_,.·. • • • ;·,;"' " • • • <"• " 

secuenciar el f~;g;,.}~ntO.clon'¡;"éío:'AJ:~ohipa;a~ las ~~c~é1~Cla~ obt~nidas con el banco de datos, se 
-· - ···~ ,.-,-,· ; .. '~ -· -· .. - " ~·,:.- ' - "-,. ·._, - - _,_ -· ,., ., "' - - ·--- . 

encontró. que t~das las secueJici;s tiCnen un j 00% de identidad con el ADNc del receptor P2X6 de 

rata. 

M 2 3 

Figura 9. PCR con los iniciadores DEGPX5'-DEGPX3'. 
Carril: 1) control agua, 2) ADNc, 3) control 

-RT y M) marcador de peso molecular 100 pb (GIBCO). 

TESIS CON 
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IV. AMPLIFICACIÓN DE RECEPTORES P2X CON INICIADORES ESPECÍFICOS 
' ' 

~ado ... que )as i secuencia~.co~tenidas; con·, los•· dos• pares de iniciadores degenerados 

correspondían. ú~ic~l11ci~te a .• iÓs ·~ubÚpos•0PiXg;.~2;~f:YP2X6;.·nos iÍlteresó~nfinnar si en el 

nervio óptico· no ~e ex~r~saba~ los subtipo~ PZX2, P2X3, P2X5 y P2X7• Para ello ~e realizaron 

ens;yosdePC'R. ~o~i~ici~do~e~ específicos para estos subtipos de reéeptores. En la figura 10 se 

muestra la electroforesis de los productos de amplificación de cada una de las reacciones. 

M 

300pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 1 o 11 12 

Figura 1 O. PCR con los iniciadores cspccificos para los subtipos 
P2X2. P2X3, P2X5 y P2X7. Carriles 1) 4) 7) y 10) control agua, 

2) 5) 8) y 11) ADNc; y 3) 6) 9) y 12) control-RT. 
M) marcador de peso molecular 100 pb. 

Como se muestra en los carriles 2, 5, 8 y 11, fueron obtenidos productos de amplificación 

de 380, 800, 500 y 900 pb. Todos ellos concuerdan con el tamaño esperado para cada tipo de 

receptor. Además, en el caso de la amplificación con iniciadores específicos para el subtipo.P2X5, 

pudieron ser distinguidas dos ballcias'su¡)l6rricllt~~ias"cle.6pó y500 pb. Cada una de ,las bandas fue 
, . . .. ,_·~ \•' -:·. - : ": ,'-

extraída dcJ·'·gél, cl9nada:el1 el ycct()ripGEMT y\sc~uenC:iacla. El análisis de la~··.s'e~uencias 

confinna que los productos amplificados corresponden a la de los receptores P2X2; P2X3 , P2X5 y 

P2X.,. 

TESIS CON 
F'ALLA DE ORIGEN 
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V. CARACTERIZACIÓN DE VARIANTES P2Xt Y P2Xs 

Al analizar los productos de ámplificación utilizando diferentes juegos de iniciadores, 
- ·'·; "-~ . _-:-.-,- .. _._; 

encontramos que p;,¡ra P2Xt y Pixs' fu~rg~ c:>l:Jl~nidos ·. ~ás de un producto (figuras .7 y 1 O). Estos 
·.· ... :,, -, _",""'.'.' . ·"-; . ···! ., .. ,. ,.·,.'· .· ·;. " 

productos.sugiére~'ta\~x~I"e~ÍÓn~e p'oslbl~~'.~arla~t~s·generadas por "splicing" de estos subtipos 

¡¡5~~f Illflf itlll~11!~~~;;~i~~~i~ 
proclu~tos el~ Í~ hfri~úf1~~ció~ em~l~a~do estos iniciadores. En el carril 2 se observan tres 

producl.6~·dé ~1TipliflcaciÓn, el primero de 300 pb, el segundo de 200 pb y el tercero de ISO pb. · 

M 2 3 

300pb-. 

200pb _. 

Figura 11. Amplificación del receptor P2X 1 utilizando iniciadores específicos. 
Carril: 1) control agua, 2) ADNc, 3) control -RT y 
M) marcador de peso molecular 100 pb (GIBCO). 

r--··· --·-·-----·-- ··¡ 
1 .l .... -~_} :.. .. 1 i ¡ . l - ./ ·. 
~AL L Ll n P nR 1.,.., k 111 .. u. u,_, V llUJ.JJ.V 
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Para .verificar que los tres fragmentos correspondían a secuencias que codifican para el 
º-~ -~o--oc_-.~c_--_-_ ,o =;_-;_o --- _, -o--=---c-,_- ------- -- ~ -,- _-,~--, ------..'·-o ,--- --

receptor P2Xl,, se .realizó un southern · blot, utilizando una sonda específica para P2Xl. En la 

figura 12 se muestra la i111agen de la autoradiografia y se puede apreciaren el carril 2 que 

hibridaron con ]asonda las tres bandas identificadas previamente por coloración con bromuro de 

etidio. 

2 3 

t
·' 

. 

' 
. 

. 
'· ... 

Figura 12. Southem blot P2X 1• 

Carril: 1) control agua, 2) ANDc y 3) control-RT. 

Las tres bandas se clonaron en el vector pGEMT y se secuenciaron. AL analizar las 

secuencias se enco1~t~óque la banda de 300 pb es 100% idéntic~ aun fragmento deADNc P2X1. 

La banda .de200Pb es en realidad una mezcla de dos ~ecuencias dif~rentes~}Jll~ C()rre.s~ondea la 

variante g~11.e.ra~a· i:~~.~~·~.~p~~~.r;2~ 1.~i.<()!W~ b~··B····af .; . 20QO~ •. y l~~ .• ~t~~{~1~·~f ~f~~·};~~hnf.~~üeva 
variante que 'clenoinirlamos' P2X¡~:: Es'ta',nucvavariantc es sirnilar a'la \iariante p2:>q~ P,éro'difiere 

': ~ C<º ' . . - . - ,.· "•, . ,_ · • '''.;' .· ! ,._ .. ' 

en el sitió de splicing(;por.1 ~ ... b~ases:· La banda, de 150 pb .• solo:; pr,ese~'ta klcntidad cgnlos 

iniciadores· .q\J'¿,;~-~ 'á}\~ !~7~&?'.h;tJ'.í~ ;§1i;¡;l·i f1 ¿ació,n,· .•• p~ro. ~J~··r~s~~ ~1e'.'i.~••/¿c~~~h~ik~~·; presenta 

identidad cé>n niiigún subtipo)~'2x/porloqueseconsÍdéró'.que ésteés'ün·producto inespecífico 

d;la ampÍifi~~·~ig~y·s~,~~~.Í'di~'rl6:§•~1~tj';~~·a~ '?i~~u>2Í~a6t~rÍia~iJnf> ·: ···••··· : •.· .··.··.· 

·,. ./'_-.. ,-_,'.-

'En la 'figur~ 13_:111~S~J"ª!11os la com;;a~ac:ió11d~ las.3 ~ccu~ncias obtenidas de P2X1, donde 



r2XI 

P2Xla 

r2Xlb 

P2XI 

P2Xla 

P2Xlb 

rzx1 
P2Xlu 

P2Xlb 

P2X1 

P2Xla 

r2Xlb 

r2XI 

r2Xlu 

1'2Xlb 

20 40 
TGTAGAGGTGGATGACAAGATCCCAA CCTGCTCTTCTTCGT 
TGTAGAGGTGGATGACAAGATCCCAA 
TGTAGAGGTGGATGACAAGATCCCAA CCTGCTCTTCTTCGT 
TGTAGAGGTGGATGACAAGATCCCAAGccctgctcttcttcgt 

60 
GAGGCTGAGAACTTCACCCT 

60 100 120 
CTTCATCAAAAACAGCATCAGCTTTCCACGCTTCAAGGTCAACAG'iiiiiliBl!i!H!i'il ------------------------------------------__jf f1 
-------------------------------------------------------------

gcgcaacctggtagagGA 

140 160 160 
GGTGAACGGCACCTACATGAAGAAGTGCCTCTATCACAAGATTCAACACCCCCTGTGCCCAGT 
GGTGAACGGCACCTACATGAAGAAGTGCCTCTATCACAAGATTCAACACCCCCTGTGCCCA~: 

GGTGAACGGCACCTACATGAAGAAGTGCCTCTATCACAAGATTCAACACCCCCTGTGCCCAGT 
GGTGAACGGCACCTACATGAAGAAGTGCCTCTATCACAAGATTCAACACCCCCTGTGCCCAGT 

200 220 240 
CTTCAACCTTGGCTATGTGGTGCGAGAGTCAGGCCAGGACTTCCGCAGCCTTGCTGAGAAGG 
CTTCAACCTTGGCTATGTGGTGCGAGAGTCAGGCCAGGACTTCCGCAGCCTTGCTGAGAAGG 
CTTCAACCTTGGCTATGTGGTGCGAGAGTCAGGCCAGGACTTCCGCAGCCTTGCTGAGAAGG 
CTTCAACCTTGGCTATGTGGTGCGAGAGTCAGGCCAGGACTTCCGCAGCCTTGCTGAGAAGGG 

260 260 
TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACTGGAAGTGTGATCTGGfa 
T GGGGT GGT T GGT AT CACCAT T GACT GGAAGT GT GA T CT GGI• 

TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACTGGAAGTGTGATCTGGfa 
TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACTGGAAGTGTGATCTGGA 

294 
213 
213 

Figura 13. Comparación de secuencias P2X 1 (De la base 706 a la 999 del ARNm) , 
P2X1, P2X 1• variante rcponada, y P2X1• variante nueva. 

63 
27 
43 

126 
45 
45 

169 
106 
106 

252 
171 
171 

Por otra parte, al realizar la PCF, con los iniciadores específicos para P2X5 se obtuvieron 

tres bandas de amplificación (Fig. 14). Se realizó la subclonación de cada una de las bandas 

ogtcnidas de .P2X5 (500, 600 y 700 pb), de las cuales se obtuvieron 8, 4 y 2 clonas positivas 

respectivamente. 

r---=r==E:-::::SI~S -CO-N-~ -··· --it 
H~\_-~_JisR!:~ .µ•'! 
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1 Kb ____. 

500 pb ____. 

~i;Jllr:-::· 
,. . . 

,.. ~.·( ... >;: ~ 

Figura 14. Amplificación del receptor P2X, utilizando 
iniciandores específicos. Carril: 1) control agua, 2) ADNc, 
3) control-RT y M) marcador de peso molecular 250 pb. 

Al secuenciar cada uno de los fragmentos se encontró que la banda de 600 pb corresponde 

a un fragmento de P2X5• Las bandas de 500 y 700 pb, corresponden a dos variantes· alternativas 

para este mismo subtipo de receptor a las cuales llamamos P2X50 y P2X5b respectivamente. A 

continuación sé presenta la comparación de las secuencias de P2X5 y P2X5 •• 

p2x, : GACATTGACACTTCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT 
r2x;.: GACA TTGACACTTCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCT AT 

P2X,: ACTAACACCACGATGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTTGTCATTCCA 
r2x,.: ACT AACACCACGA TGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTTGTCA TTCCA 

P2X,: 
P2X,.: 

P2X,: 
P2X,.: 

TCTCAGGGGGAGAACGTTTTCTTCGTGGTCACCAACCTGATCGTGACTCCTAACCAG 
TCTCAG------------------------------------------------------------------------------

CGGCAGGGCATCTGCGCTGAGCGTGAAGGCATCCCTGATGGCGAGTGTTCTGAGGA 
-----------------------------------------CGTGAAGGCATCCCTGATGGCGAGTGTTCTGAGGA 

P2X, : TGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGGGCACGGACTGAAAACTGGCC 
P2X,.: TGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGGGCACGGACTGAAAACTGGCC 

P2X,: 
P2X,.: GCTGTCTCCGGGTGGGGAACTCT ACCCGGGGAACCTGTGAGATCllTGCTTGGTGCCC 

GCTGTCTCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCllTGCTTGGTGCCC 

P2X~: 
P2X,.: AGTGGAGACAAAGTCCATGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTTCAC 

AGTGGAGACAAAGTCCATGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTTCAC 

P2X, : CA TITTCATAAAGAACTT'CATTCGClTCCCCAAGTTCAAClTCTCCAAAGCCAATGTA 
r 2x,,: CA TITfCAT AAAGAACTTC A TTCGCTTCCCCAAGlTCAACTTCTCCAAAGCCAATGTA 
r2x,: 
P2X,,: CT AGAAAC AGACAACAAACA TTTCCTGAAAACCTGTCACl-rCAGCTCCACAAATCTC 

CTAGAAACAGACAACAAACATl'TCCTGAAAACCTGTCACTl'CAGCTCCACAAATCTC 

P2X,: 
P2X,.: TACTGTCC 

TACTGTCC 

Figura 15. Comparación de secuencias 1'2X, (1) (De la base 218 a la 739 del ARNm). 
P2X,; P2X,, nueva variante. 
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En la figura 15 se observa la región de ARNm que es eliminad~ en l~ ~u~~a variante 

P2X5a (exón 3). En ~sta secuencia se puede observar que en ésta son eliminadas72 bases de la 

secuencia compieta, lo que probablemente confiera características funcio~ales ;/~fa;.macológicas 
diferentes a la subunidad. 

E~ rC!ación a la variante P2X5b obtenida durante la amplificaciÓn Ú lU: subu~idacÍP2X5 ; se 

puede m~~cionar losiguiente: la mayor parte de la secuen~ia cor:esponde al AR~~ que codifica 

para el recepto~ P2X5 de rata; sin embargo, presenta además dos secuencias, una de 2Í pb y otra 

de 86 ph(figura: 16). Estas secuencias corresponden a parte del intrón 2 y a la secuencia completa 

del intrón 3 del gen que codifican para esta misma subunidad lo que sugiere que este fragmento 

posiblemente provenga de un procesamiento alterno del mismo mensajero o de un ARNm 

inmaduro. 

P2X,: 
P2X,.: 

P2X5 : 

r2x,.: 
P2X,: 
r2x,.: 

P2X,: 
r2x,.: 
P2X,: 
P2X'."ih: 

P2X,: 
P2X,h: 

P2X,: 
P2X,h: 

P2X,: 
P2X, .. : 

P2X,: 
P2X, .. : 

P2X,: 
P2X, .. : 

P2X'."i: 
r2x,. .. : 

GACATTGACACTfCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT 
GACATTGACACTfCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT 

ACTAACACCACGATGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTrGTCATTCCA 
ACTAACACCACGATGCTfGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTrGTCATTCCA 

TCTCAGGGGGAGAACGTrTrCTfCGTGGTCACCAACCTGATCGTGACTCCTAACCAG 
TCTCAGGGGGAGAACGTrTrCTrCGTGGTCACCAACCTGATCGTGACTCCTAACCAG 

CGGCAGGGCATCTGCGCTGAG --·-------------------- --CGTGAAGGCATCCC 
CGGCAGGGCATCTGCGCTGAGGTCCCTrATCTCTCCTrGCAGCGTGAAGGCATCCC 

TGATGGCGAGTGTTCTGAGGATGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGG 
TGATGGCGAGTGTTCTGAGGATGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGG 

GCACG--------------------------------------·--------·------
GCACGGGTGAGAGCCTGGAGTTGCTAAGCTGGAGCAGGGCAAACACACATGGACA 

----··---------··---------·-----·--------··----·---------··--·GACTGAAAACTGGCCGCTGTC 
GGAAAGCCCACAGCATTrCCTGTTTCTCCCCTGCAGGACTGAAAACTGGCCGCTGTC 

TCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCTTrGCTrGGTGCCCAGTGG 
TCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCTTrGCTTGGTGCCCAGTGG 

AGACAAAGTCCA TGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTrCACCA TTr 
AGACAAAGTCCA TGCCAACGGATCCCCTfCT AAAGGATGCCGAAAGCTrCACCA TTr 

TCA T AAAGAACTfCA TTCGCTTCCCCAAGTfCAACTTCl"CCAAAGCCAA TGT ACT AGA 
TCA TAAAGAACTfC A"JTCGCTTCCCCAAGTTCAACTfCTCCAAAGCCAATGT ACT AGA 

AACAGACAACAAACA n·rcCTGAAAACCTGTCACTTC AGCTCCACAAATCTCT ACTG 
AACAGACAACAAACAlTfCCTGAAAACCTGTCACTfCAGCTCCACAAATCTCTACTG 

TCC 
TCC 

Figura 16. Comparación de secuencias P2X, (2) (De la base 218 a Ia¡739Cler~.l:';l~r.--
P2X,; P2X,. nueva variante. f . . . ~ .~; \ 1 :-. C0./1J 
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VI. INMUNODETECCIÓN EN EL NERVIO ÓPTICO DE LOS RECEPTORES P2X = 

IDENTIFICADOS POR PCR~ 

Con'. el ~fi1i'dé.estl1diar)a.distd~úcfóri··~e·clos ~eceptores'P2X.~~e reá1;izarC>J1:e~sayos .. de 

~~j5a~i~~¡~~~íir~¡~f ~iiti~i~~i~i~fr{if~~t~~~ 
Adobe·•p11Jf-~lt~·~~;~;~l6¡~'~;6\·• . 

. . ::-~_::;.- . ,_... ~--".' .· . 

. '(.-t'. :.·,/·' 
. Para éstabl~c~; la é~liclad d~' los cortes dé nervio óptlc'O y Ja clistrib-u~ión ceh.Ílar, se realizó 

la tinción de ~j~~l c11 di~l~~scortes y se ~aptu~aro~ imÍlgelles~n·~ritb¡J6 ci1ar~.Enl~figura 17A se 

puede observar unri i~agen en campo claro de cortes·l¿~~uJd¡J~i~~·,d~··~e~Í~,Ji;tÍ~ó, en la qu~ se 
' ;., '"···\:":;.' . '.·~ 

distingue las hileras de oligodendrocito dispuestas en paralel.~~()n:los axón.es; Enlaimágen 17B 

se observa un corte de neryio óptico teñido en el reacti;b.;·<l~'~is~J; ~~· ~t~~J¡ ~~ pJ~dd:~l:Íservar el 

marcaje de los núcleos y citoplasma de astrocitos y61ig~cle~d~ocitos, l~s prlmeros distribuidos 

aleatoreamcnte, mientras que el segundo grupo celular se encuentran alineados longitudinalmente 

a Jo largo del nervio. Los resultados anteriores fueron de gran importancia, ya que permitieron 

determinar la morfología general del tejido. 

A 

Figura 17. Morfologia de cortes longitudinales de nervio óptico {40X). A. Cortes de nervio óptico en campo claro B. 

Tinción de Nissl en cortes de nervio óptico. 
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. Para verificar.Ja especifidad de. losm.arcadores celulares AB7. y. GFAP (marcadores . que 

detectan oligodendrocitos. y astrocitos específicri~e~te): • se realizáron; ensayos de 

inmunol1iS,qu.ífi~;i~~~~l\~.~.~~~f'~1~;~,'.{1~f~s~#~t:~.~['~6,~!füa.~~t•;\;~(.~t~'.~:~~~i~~~d~s• y ·utiliz~ndo un 
anticuerpo·. secu11d~rio a~opladoa•rodamina•como"método···.de.détei:eión: En la figura .18 se 

obs~rvan lo~'~ri~~(:i·~~~ di::: ;u:ll~caje de los anticu~..Pos AB7 .. y GFAP. éomo se puede observar en la 

figura 18 A.;'~¡ ~11ti2lH!rpo AB7, permite visualizar la típica imagen correpondiente a hileras de 

oligodendrocitos alineados a lo largo del tracto, mientras que el anticuerpo GFAP marca 

exclusivamente las prolongaciones de los astrocitos (figura 18 B). 

A B 

Figura 18. lnmunohistoquímica de cortes longitudinales de nervio óptico (40X). A. Marcaje con anti-AB7 
(oligodemlrocitos). B. Marcaje con anti-GFAP (astrocitos). 

Una vez que se verificó la calidad de los cortes y la especifidad de los marcadores, se 

realizaron los ensayos de inmunohistoquímica con doble marcaje para detenninar el tipo celular 

inmunoreactivo para los anticuerpos contra los receptores P2X. En los ensayos de doble marcaje 

se emplearon los'.h'nticuerpos .AB7 o GFAP (marcados con rodamina), y uno de los anticuerpos 

contra los rece~i~r~~tp~~I·\,~¡ P2X7 (marcados con FITC). En las figuras 19-20 se muestran los 
·'-·,. ··''·•·- e,' 

patrones de·dobÍe_ 1l1árcaj:;;que se. observaron en lo's•ensayos de inmunohistoquímica para el 

receptor P2X~·y;ÁB7.ó-GFAP: En la figura· 19 A, se observan oligodendrocitos marcados con el 

anticuerpo AB7 y una imagen similar se observá. cuando se emplea el anticuerpo contra P2)4 
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(figura 19 B). Cuando las imágenes son empalmadas, se obtiene una imagen de color amarillo lo 

que indica una colocalización entre el anticuerpo contra el receptof P2X~ y el marcador AB7, por 

lo qu~ se· estapl~~e cql,le e.sta ~u]Juni.d.~d .se expresa preferentemente en olig()de~-~~oc_i!~s (figura 19 

C). Al realizar. el doblémaicáje utilizándo el marcador celular de astrocitos.no se obseÍVauna 

colocalizaci~nconsistent~,:-p0r·:10 .ciue podemos .dedr.que este subtipo'.dereC:eptór llo''.sé'expresa 

··::c::::r1~~]~~t~~~~~f ~~~l~t~:t~~~~;~2:i-~~~t¡;;~1f f ;~1Iz~f f ;f~t!t rr::~~~s~: 
patrón d~ fl~·;i;~aj~_:_q~~.:;;~~'. ~l·f~2-~~.': ~~;,_}~ que pcid~~os '> C:oncluir que únicamente en 

oligodendrncit~¿'se•.e"-J.Jre~an'e~~as~ubuhidade¿, 
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B 

e 
Figura 19. 1 nmunohistoqu!mica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio óptico ( 1 OOX). A. Marcaje con 

el anticuerpo AB7 (oligodendrocitos): B. Marcaje con anticuerpo P2X4 • C. Imágenes A y B empalmadas. 
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B 

e 
Figura 20. Inmunohistoquimica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio óptico ( 1 OOX). A. Marcaje con 
el anticuerpo GFAP(ast~ociio_s); B. Marcaje con anticuerpo P2X,. C. Imágenes A y B empalmadas. 

El receptor: P2X1-fue el único subtipo que mostró un patrón de marcaje diferente. Las 

imágenes obtenidas en el doble marcaje con dicho receptor se muestran en las figuras 21 y 22. 



A 

B 

e 
Figura 21. lnmunohistoquímica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio óptico ( 1 OOX). A. Marcaje con 
el anticuerpo AB7 (Óligodendrocitos); B. Marcaje con anticuerpo P2X 1• C. Imágenes A y B empalmadas. 
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A 

B 

e 

Figura 22. lnmunohistoquimica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio óptico ( 1 OOX). A. Marcaje con 
el anticuerpo GFAP (astrocitos); B. Marcaje con anticuerpo P2X 1• C. Imágenes A y B empalmadas. 
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Como se puede observar en la figura 21-22 el receptor P2X1, no colocaliza con el 

marcador específico de oligodendrocitos (AB7) y lo hace parcialmente con ~l mar~ador de 

astrocitos (GFAP). Estos datos sugieren q~e este subtipo de receptores P2X pudiera ser expresado 
, -- . - - '--- =- _.. ,_: =.--__ -- - ·. - _-,: -, . - _. _··e _ _,_--;;=--'-' - .,- . : - ,- - .· _,= ·- - . .,, , -'" "-· . ·--"'- - ·- ~ - ,_ ..: 

tambien.en los axcin.es y/o.enlosva~os~angüineos presénte~ en el·nervioóptico~ . . . . . ' . 

· TodÓs ~s~~~·~at;~ .fuero~ ~6nfirm~d~;··.reaii~;Üd~:\.,irÓ~ e~~°ciyci's d~.i~~;~histoquímica 
- .-.~-: - '._(· .. ··-.: .• _,_-. = ,· . •. ,·-·----;-:-'::·.,">-.·-':~,-=~--:-·,~_,_-·._-.-~:.: .. ';_:· __ :,o:.-;·-··>'..'·-;.:_-,_-.--.:~:'.:;-:_''--~-----;:-- ·-= --- - -·-

COn un anticúe;.Jo,secundarlo acoplado a peroxicla~a ci~suitados ri6 ~~~sent~~?~F . 
- .;-:'_- ·'! ·,.~,..- ·"•' '· .. \ '.,;~ ,,-,,,::-· -:·. ~-

:í --~-- -- ':;> -·~ _-,'-: -., __ ·-.,,;·.-

. Losrestlaclos obtenidos en los ensayos de inínl.l~~á~teccÍ6~ ~~ r~¡tiiií'.~J~~ la tabla IV. De 

manera ciJ'~¡¡;•Jti"~; se sugieren que las sub~nldad~s ~á~''.~6t~~~nt'.~~ ;s';fa ,l~~ d~ PZX2, P2X4 y 

P2X7, ~cgGÍC!~s pó~ l~s de P2X5 y P2X6 mientr~~.:q~ciú~ d~ r2:X~ muestra la menor expresiÓn en 

oligod~nci~6cifos. Por su parte, la sub'~~fa;c:I'' :P2X1 mostró reactividad en astrociÍ:os ·y 

probablem~nte en axones y vasos sang~íll~iJs'. •··· 

P2X
5

, r:ii{
6 

: • ++ 

P2X3 .:¡.. 

P2X, ++ 

P2X1 
+++. 

DISTRIBUCION EN EL 

NERVIO ÓPTICO 

OLIGODENDROCJTOS 

ASTROCITOS 

AXONES Y/O VASOS 

SANGUINEOS 

Tnbln IV. i'nmunoreactividnd de receptores P2X en el.nervio óptico. 
+ = In.tensidad de márcaje; 
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DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en· el presente trabajo confirman y amplían l()s. datos reportados 

por Kirischuk y colaboradores (1995) y por James & BuÜ (1999; 2001; 2002),>lo~ cuales 

presentan evidencias de que· los• oligodendrocitos •tanto in-~lt;i;=;~~ii~i~'•.vif ~ .~fs~6~d~rt i~A TP 

::::~iii;~f ~~::~::;:;E:~~~~i~if.~t~t~r~~tr~~~~f~~q: 
principales subtipos de- receptores• exprest¡clos' en ':dicha~:•cél~las!"En:·este~ccmiexto,'.~él·presente 

podemos establécer_ que los 

_:;'.-':.·'·.<\·.~ {-:'.,.-·' 
'(,~'.; .¡" 

,.\.~.~·<· ~~:-?/.--~~s ~.;;:::.'_,.,,_~: -;. ~. -:··)(:-'. - _·.---/ ... _.,o:: __ . "->~·-~ ~--· -

nonno,~0:. ºl~od~t~trr~~~i~~~~~~~·Tu~ff ~~i.1~r;~tt0~¡¡¡fa~?;~·¡~~~~~jr::: 
111ieli11a.· _ !!•1 .. -.7~~~-··· s+t.i_1~: .. ; __ 16.~~-~-~~R·gfüf Ég~.lr~;~:,,~-?fü.¡.~r.~;{~~I~'.1i%;~~¡~~f E;~f ,~!$.~.&'.~~.H1.~-~ -___ -son 
fuÍ1damcntalcs para. iirnntenc1'.c),·. nú111cro:ádécundo~pé ol Ígódcú-idroé:itOs_máduros en·.cada área del 

•e • • • - ••', • ' ''• - ' • •< ,lf,'¡ \ 

SN. Se ha ób~ervad~ cri 6sf~dld~ };1,;·vij?ci; q~ciV;11~íJ¿~1J~:'"~9¡iiq~-Í11tcirich~il1as o· 'iactores ·de 

crccimicnt~, ~stán involucra~la~ eil Íu· gc11c~aéi(j~\¡¿:~üg{,d~11'd~o~itgs ~~d~ro~ (Val~rio et al., 

-·--';'·': 

o-:.':~,_;.::·:~· 

2002; Frcssianaud et al., 1993; Althlls et al.; 1992): Ya qüe se ha demostrado que el ATP es un 
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factor que induce los fenómenos de proliferación y diferenciación en diferentes tipos celulares, es 

posible sug~rlr que est~ ;;;_;cleótlclo p~clie~a estar participando también en Ía generación de 

oligodendrocitos macluros a tr~vés de la activación de receptores P2X2 o P2X5 (Ryi.en ~tal., 2002; 
' - . -~. - - - - - ' - - ' - . - ·- ··- .. , - - •••• - . - .. --- -- . ' ' . -;O· -- ~, , •. - . -- __ , ·- - - - . ,-,-- ,- "' . • ' ·-

Swanson ei l-11., 1998)::.A~imismó, e~ posible fombién; que .~l .ATP promoueva.en otrns tipos 
. •.:,<.; 

celulares como la microglia (11ide et al., 2000), 'fa liberaeión. de moléculas qüe. actúen sobre• los 
- . ---- __ .·_ - -~:_,~!_;_...:_:_~·-::'. '.',_f.:L;~~-"<-'c.:.~L:... .. '-. :._':...':}_'._._::~,-·-=..;..:.~:1:_:_X- __ '.---~-~- --~ -~ ._._-_:::: e - __ :· __ - ,_ --~~-_::_·~_:::___'..._•::_:,·-:¿ .~:_:.3~1.;_;,.-.._. __ _;~ ~ :::""_ . .;.~_~:_,~c'.C_tl'.~~ -~ :-.::--'--:,_; -~-L.·:.o;_:c ~" '_'..._ ~------, - . -

01igoc!~rid-r~~c¡1.~~:;;6stí;ri~,i~~)~.P~~;¡¡~e-~~ció;{y·c!ire;erici~é-ió~}~1~i~~~- : __ ,- T:--~. ~1:~~-z:::---- ---
·;-):~:'.'.~t;'\;-".:;: -:;:~_-::-~~--: ·. :·->:-+~:.·:~:·:.-.:.·.- ; .·. <( ''·- : 1 :_ : .. ·,., 

J ;-~' :- ~' . • .• 

sugerimos q~~-c~'te,iipo celtáa~ pU:dicra tai:ribié~ liberar glutamato o algun otro mensajero químico 

como rekpüe~t~'~l~ ~sÚmul~ciói1 con ATP. Dichas inoléculas liberadas, podría~ actuar sobre los 

mis~os ~lig¿dend~ocitos o sobre otros tipos de células neurogliales, ~a'~t~ni~~d~ así la 
. -· . " - . - ,_ ,_ . . . . . '" - ·~ -· _,,,- '.i, ·".:'" - .' 

comunicación celular necesaria para elbuen funcionamiento del nervio ópÚóo.•t ' 

., ,. . ; .- ~" --;.;·:-. '~;~-~i . 
·~ ·.:· . . -, '."' :·',, " "' <?' 

Por otra parte, el A TP-también. se hii éonsidérado'Úna móJéculíl°cle:"griu'úmpoitanciá en la 

actúan sob~~. ·1.~s ¡,g¿~~~·~_5; ~ :x¿s\,~~t~C>~i'f6s:iri~;c:;11~~1;ndo ~~ '~i~bilicl~<l····~ p~ol11oviendo la 
,. ' .:-··''' • .•..••.• -· ,,- ... ,. ,- ·-- '.!J' ... -- '_,•> .-. '. - , .•. ---- -. • •. ' . --

proliferación cclular,rcsíJectivtimc'ilic (Éskes et ái., 20Ü2; AbrracclÍinó et. al., 1994; Ciccarelli et 

al., 1994). ~e-ha ~~~1~~tra~~ 1-J1l1bi¿~-4~~ ~~diador~s -como l~ ~~-6 ;-el TNF- a, actúan sobre los 
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oligodendrocitos, iriduciendci proliferación celular en oligodendrocitos . precursores, e 
- -·-- -· 

incrementan la viabilidad de los oligodendrocitos maduros (Valerio et al., 2002; Cammer 2000). 
- ·- . 

Además, es posible,que,al iguai que lo que se ha observado en astrocitos, e!ATP pueda inducir 

de manera dl~ecta la ~rolif~r~~iém celular en los oligode~drocitos, lo que c~mplementaría la 

reparación dei t~Jido dañ~dci; 
( - · _ _: ~' -~-· -=-~-~~~-°'-;_-~-.'_-;'· 

II. EXCITOTOXICIDAD EN OLIGODENDROCITOS YATP 

•• ••• ,,, ___ j --·· 

La ITiuerte de los oligodendrocitos y el proc~~o de desrriielinización son elementos clave 

en la progesión 'de enfermedades ncurodegeneraÜvastJ~~te tipo celular es el riiás vulnerable y por 

lo ta~to, elpntfi~r elemento del SN que d~~eri~iii~d~~~\J'é~ d6una lesión(Matl.lte ~tt11., 2001). Se 

::,::~:~:¿ n:~~!:~~:ti:~:;;:;~¡~¡~t~~~~í~4':~:~ttc~~(~t~f~4~~~d:: 
(Roothwell • l 999; Cotran et al., . l 9,95)::'t Es::corioc1do :cé¡ue ,en concen.traciones ·.'elevadas; · este 

, • ·. ·. · • :· • - -.~ · _ .. :.;-~~:-.=~·.;e;~):~-.'.:·;;\:.~: ;·.ix.~;'.:~~~_;j~:_:>_- ~:~\:~ .. ':\·~~,.::.::~;;--'_~- ·. ~:;..¡,\.::::~-,~-:· .... :.,·,~:-~-.. '. ,-~-_::.::,,. ~.;:f(}:-:~:-y·; ;.:;~}:t._:-_:·:_:-'.·\-< --~ .. 
nucleotJdo puede mduc1r apoptos1s· en 'diferentes tipos• cel~lares, c01no. ITIªl:r~fa~?~ •.~ .·• celulas 

esa manera la vía clásica de la 

oligodcndrocitos expresan este. rec~ptO~; es pClsible sugerlr'qu/i'a' ;~~l~~Ü1~~iÓ~ c~Ó~ica c<ln A~P, 
pueda desencadenar el fcnóme~o .de rlp()ptosi~ en este tip~ c:~l,ul;r. Est~últiJ11~ ~r6~í~ favorecer, la 

progresión de cnfcrmedadesn6~rcideg~nerativas. 

111. RECEPTORESP2X EN ÁSTROCITOS.· 
\ ;':: ~ ' ' ,- - , ' 

:_,;" ;· :·'. .:· ~-'>: . 

Como .se 1~a: nl~~cibi1ridó' a lo largo; del trabajo, los astrocitos responden de manera 

importan a la estil~uláCiÓ.11 Ccln ATP. si! s;be hasta el momento que este nucleótido puede 
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promover el incremento de calcio intracelular (King et al., 1996; Troadec et al., 1999), la 

liberación de glutamato (Jeremic et al., 2001) y la proliferación ~dular ell astrocüos(Abbracchio 

et al., 1994; Ciccarelli et al., 1994). Cada una d~ las.respuestas esta mediada por Úno ~varios .- _ .. :_ - _- _ --_ . _ .- , '--·" ·--~ .•'-,_:_-.-, . _ '--· -_ . -. · .:e .- • ... -.' .· _ ... ,. -, -.-;.' , · . 7 • ; '-· • •• • • •. __ • 

tipos de. receptores. un· fe~órlleno• import;rite que se h~observado, es qu~ el patrón de e?resión 

;tJf ~~5:~~}!1it&itlttl;li\ltf 111~~~\ilJI~; 
subtipos P2X3•7 (Kukley ~t aL;)~Ol):'Así.rnismo, •• losrcsúltados·del:sresenté trabajó .. in~ic~l1 ·que .· 

-. ,,-~-::·;,.-;-:.::: -'\:~~:-:.~ .<.~~-= ~~~~~,:~:·}:>::; ·: 
IV. VARIANTES DE RECEIT\'.lj'.;S ;2:r:~,I~~t9 g~i'.co 

El. ·prosesa1J)ie11to_;~t(!n1~~¡.\,()_d_el -~~l':J.11.: o'~spli¡:ing",,es ~un• fe,l}óme110 ..• q\Je il}crem~nta la 

diversidad füncio11~1'9~ I~~ · ~¡º¡(!ln~f y~:-~Ü.~ ~/rai~ir •d~ u'n.' ITl'i.srh~ ARN hctero~e~~o nucle~r,. se · 

pueden generardife,rc11tc~ AR.Nm;· cjue postcric:l~1íc;1té d¡\;;iri origen aproteí~-~s C'61G:ííractensticas 
·- . ,' ._:f.:,:'.- ;;:.~:cJ 0;:y.~: f,. _:: .. -~.°'.~":'., _ :·:~·<-::::... '.- ,;_·.:-:·. ·,-, ·"'. -.·_ -':_::··_ ,-(:=--- --?::~·~.-:>::-,~· /~ ..:',·::·::~<'.Ó. <~<·:< '..\-~-·.-·•_: )-._'('_ ~ :~_-.__·: :_~·~·:.?-'::-::.~,··.·{- :-> }~-~:· ,>:~,.:'.:·~-( ,:'.~ ·_: :: ·.:·.:·',<:; 

estructurales o rúncionales ·diferentes: l'.a expr~sión. dé u"~-ÁRNin p~e-der-~er~tejfclo específico, 
·< ... ,'.-'· '·" -.··. ---· 1 ••• ,_._, .: • •• ,-,·· ., ••• "«' - ',,- •..• , •. ·._, - ·,.. , ._, .,. - ,· - ' -

célula cspccífi_ca,, e incluso depender de uria. c~mdié:iéin fisiológica o'pUtÓlógica en particular. Lo 

anterior. sugie~e qu_e existe un mc:e_¡¡nis1110. fin~ de regulaciónd~I p~oceso de "splicing", el cual 

hasta el momento no se conoce totalmente. El sistema nervioso es uno de los sistemas en donde el 
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fenómeno de "splicing''juega un papel fundamental,en la diversidad funcional de las proteínas, y 

de manera particular, d~ los receptores a neúrotransmisores y ~analesiónicos: Por ejemplo, en la 

cóclea, se han ldenti.ficado más déSOOvaíiantes diferente~ de canales deJC dependientes de 
,' .- __ ,-· -· ._,-=\:o;-,·,-.,.,.-.. '-:.--=:·, '.-~-·--.:' ·.-;"':;"- ... ; -·'-:, ,-,.e;-_. ,e:,._;•-, ;.,,.o:.,-·,-:·:-.-~; 'r:- .- :. -·-'.~'-'-'" -, -:~·=,· :··_;:,- .... ,e'.·<-·,..-;,'.'-:.:·,~-;,· e;.,,·,- -- ·-

voltaje, las cuaiesson genC~~dasjjoI' el _fenóme~o- de-''splicing''. La 'exprésiÓn'de todas estas 

variantes_es ~nd_!ln~~llt~l_P__f ~j~ _])~~~-~~:fo_;_~~j~; ~a~~-!~~~]-~~.!f~~~é~~~i~~c~-~ÜJf ~tca~-ªc~~ de 
escu~i;ar (R~~~~blátt-~/~/.;'.f997;·.J~ri;;-~t~/.Fi999~-G;~b~~;k¡s¿--r~T~c;k:2oQ'l)~Tr'-_.,-;;~·- -

' • "~-~ :_.:~·~-- ~·:··:- .,. --i·.- ,,,._-_.· .. : --~---:~/:';:.·~:'; ~:-,~~~~~;':~':e?;:::·::~::;·';' .. _:/:·~·; 

Los receptores P2x'·s~d6tio~}~mplo-~e\:s proteínas eri'clonde~e-·l¡~;(}J;~ci·~~entificar Ja 
-~-- ·.:.~:--.~_-:f;',;-.:(:-,'.(::'.t ·".·:.~:~\}~.:~~:tF~.':~:.:~ ;-·· /;';"':.; -·- .. -, - .. ·' ."" .. -.-. ~.~·'.:-_:···.~ .. ·'.·'.~~~-:-~:.:'t.:·~~)t.\\/t:·;;.57:.:;:~:-.nJ~ .·t·,:/t e·'.· .. -

expresión de variantes genéradásipor'f'spli.ci~g". Comó ya se ha "1:e~?iónad~',-rásta-,el momento 

~g~f ::~;: :~~ll!~l~!~f !~i~g:~J~ti!iilil ilf~ 
presentan_caráterísticas-·rarmacol.ógi~asy .. electrofi.sio•Jógió•as"diferen.tes•·ª··1ossubtip8s'previaÍnente 

Durarit~·i¡¡'~;;~Ji¿[i~a~i-6it~e'frcept~res)'2Xen. el • nervio óptico; en. el presente. trabajo, 
.-.--·.: .. ;·)_--; ·.~~_'.?:~s.:· _.:::_';~·c.¡;.:·"¡;:'_?--;~ .-.. :'-.y·,: ~y;..·-:.:-:·-;~.;-~:.:.:~-:,.;::.,-. -'. ·;t: ~-.. ><. ·:· · _;;,.-. .--,-. · ·-· · ~ · <· -_- -?~_-: .. :; · .-~:.- ,-\-·T-·..-.-.·::: :- -.~::.-,·-. .--, :,, :_:·· .:· .... :" :,._ . ·.: -.. - -

fueron idC!ntificadas".algiínásvarlaritcs'a1tcn1á'tivaspara·Jos·réc-cptor~s P2X1 y_P2X5. En el primer 
• ''•. , • • '·'-- ,,.-., "•" • -- '<- • -~ • ",'..· • .;. ••• ·' •• _.,. '" " .. ... •• - -_,.: ' - • - ' " •• ; • • • • • • -- ' •• - ,, • • • • -· - ' 

caso, encont~al116~ d~s:~'a:~anl~~·riübrriaií~ris;tin'a'.ci~ ~)Ja~· cl~'n~riiintida: P2X¡~· EIADNc precÍÍce la 
. : ·,· '···- ,·" > "'·í, ~-:.'·· __ , .. ·- ... "·· ,,•,.·, . . . "· ._ .. ·.•. - ·<':,r. ~:.\ . , . ,.. . , ' ' " .... d•,· .. -·· .. ·. ,,. 

fomrnción de:una·sub\Jnicfod_que .. carcée'de.2¡"a~i_n<>-ácid,os.'clCJ.dominfoe~tra~el¿¡ar.delréc.eptor,· 
eliminando·· -~·n · si ti~·-~~ .B~~:J74i11.~~f~F•----~staJ~~~~.~~·e ·•~ª -h~~í~ ._. _sid(). :~;,~~;f!'.~·,~~-.é tirterla 

mesentérica de rata ·•(Ohkubg'et; al.;-20QO). ~Por; dató_s ,experimentales; se'sabé. qúe~.e'sta\vaíiimte 

únicamente puede fonnar ~:11~rilcs 'rui~~ib1~;l~!;'~i' 65 co~xprcsada con. la 's~bb~id~d '~bmpleta de 

P2X1• Lo anterior sugiere q~e PZX\. ti'el;~:ll~ defecto en el tráfico de l~pr6t~í~a yÍo clirecta~ente 
en la formación de un canal fun~ionriI.,l..as ~~iclencias que apoyan esta idea están basadas en 

estudios donde se realizó una transfccción con ADNc quimérico fonnado por P2X10 y Ja proteína 

.---::::-rr·ñ SlQ ;;:---Ol·~ ·1 
~ r.. ... IJ \..; . 
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verde fluorescente (PVF). Los resultados muestran la expresión y localización de la PVF en el 

citoplas~a, lo q~e ~\.lgier~que la~~bunidad P2X1• s~ está expresando pero no se puede ensambiar 

en la membra~a (Ohkµ!Jo et al., 2000). 

En el pres~llte c~tudio~ep~rta111ostamhién la expresión de una nueva variante del receptor 

P2X¡ d~~;~¡~~<l~;~28·rb:~.t~f~"~;~Jit~:T~ti~";]qu~}a s~bu5i~ll~·Pix,:; ~care~e ~de 21 amino 

ácidos en )~ rdgióil'e~t~á~el{iJar dél ·canal y eÚmina él· ~iimio'sitio d'e N- glicosÜacÍÓn, sólo que 

entre m~b~{ ~a~~~ici~·~--~~{st~T·;;~~- ~,i.fere~~i~-.·~~ ····~)Csitf6'~ J~;-~brte2de '1'Óiílu61~6iid6s.ia .··N-

t~i~lf ,,illil.lllililil!l~l!tll~f l!ltli~ 
unadelás_·pi:o~éínasde'mei11bramtqlle·requifre'<JeJa.N-glic?sila':i<J~.com()s(!ñ~lparit11eg~ala 

:::::~:~E:,~f 1í'.~Í~J~;Í~:~it:'1~f.~;~ti;'.~~~~,~~~1,~(i~}~~f~f 1: 
importante (Aragon .<et_ al., 2001 ): De acuerdo a lo anterior; y. dado 9ue la yananteJ~~?'í·¡¡· es muy 

::::::":~~~~;~ii=~*~:~:1:~:::~,~~~e 7;~~:,::~~~~f f,~~!f:t~~¡f~i~~~I' 
_: '· ·. ;-·~~·~·>:> ~ · :: ·~·,..:_;;. \\~::: · ;·,-':~;,.ri~~·· " ·:·r: .. L ·-...: 

•o,.~~~·;~·:;· ,-,~ : .. ~;,: .. : .. ¡o·¡. 

·.·''.·,,, ., .. :: '.1·~ '<"•·'·' 

involucrada crÍ Ja rncidifié:áción, de~,\~ [cg(ón.c~tr~~~)~l~r~ del. rc~eptor, lo que aparentemente 

modifica el sitio d~ ~niÓ~ a ri~~in1c's: La ;'nutante P2X1 Cl 17A forma canales funcionales y 
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presenta una amplitud de la corriente normal, pero muestra un decremento en la potencia de 

activación por ÁTP y en su ITiocluiación por zinc. Es imp~riímte recordar que cef zinc modula la 

actividad . de un •gran. número <l,e. re~e;;~tores a n~urotransmisores, Este. metalj:i~ede. reducir o 

potenciar I~ .• activid~d. de(ca~al Cl)ando' ésté es· acti~ada·p·o; s~)igi~d().· Por eje~;1(),. se tie~en 

et al., 2001). 

pueda tener hi climina¿iÓn dé estos :24 ami~J·á~idos'~ií la a2tití<l~<l d~fca~al. ' ) . 
(' ·,-• ; ' ·.; ,~:·:;:,;::·~<:: - ,. "~,··~~;'.,.'.,::.'A-<:'." - • l ·.· .•· .; .'.- ,", '<··~f~,.·~·,_)«' ~ 

"-~·> '~ ... :.·.. :,.." .. · .. ·.•. ,_.:_;.:,·,:~,;::',i.·_.,,.-~-<-.t. :· ' .•. ·. ·. - .: :.i ; ' ,. ' -; ' . . - ' . . ... -.. -~, . : . 

(Koshimiz\l .efa'/.;':J99s; siiríoü éi Ci1.·;, t 997)?iD~fr¡]íillera·¡,aiticü1iiri)ára:ei .. ··casC>/Cle 1a yariante 

: ·-:,:.: ~ \,. ' . 

. ,_,•,•, " .. , •• _,• ,--~''<" !::,. '·.'~·:.<'.,·~;-.~'.."'> <-=~·~·ro·',~'-· .~· 

pase transm.e1.11br.a~ri1 y••ri'¡jo'xin1adaifreftc un34%;dela'regióñ··~xtracdular. Ü~a·subunidad · P2X 

con cstas.car~ct~;í~;jcas"i1ci~odríafonnar~~:;Í~I6s fl)11·ci·J;~~J~s;,~i~' c~bargo se desconoce si. se 

pudiera unlr ~~n ~]~~;~~ ~ubuni~~dccCl1~;lct~-.-r~t~:~erl~·-~1~ ~J 6ito;lasma y modular de esa forma la 
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función, o inclusive pociría ocurrir que esta nueva proteína tenga alguna otra función diferente en 

Ja membrana. Al .igual que en Jos casos anteriores, es necesario realizar la caracterización 

funcional de esta vari¡mte. 
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CONCLUSIONES; 

1.- En el nerv_io óptÍ~ode rata se expresan elARNm de _todas las subuni_dades de los receptores 

P2X, ademásdeiJuevasvariantes'altemativaspar~ los subtipos P2X1 yP2X5 •. 
-:-'~-_-.;_ -=-~,=--c--o~-=--·---'~'._:,,_, --.- -··-- ;-':'~--o-=--~ó;-~'-"~:;-· ,, ----"-~,-.-.=:=~ -=-;-

2.- Las subu~idades•.P2X2:7 se .exp·r~san en 

astrocitos, axones y/o en•vasos sariguineos. · 

P2X1 . lo hace en 

PARTICIPACION EN EL CONGRESO NACIONAL DE BIOQUÍMICA 2002. 

* Rangel E.Y., Matute C., Pérez F.C., Sánchez M.V.G., Garay E. y Arellano R.O. 2002. 

"Diversidad molecular de purinoreceptores y su posible participación en muerte celular en nervio 

óptico". Memorias del XXIV Congreso Nacional de la .Sociedad Mexicana de Bioquímica. 

Neurociencias. 0-20 
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PERSPECTIVAS 

En este trabajo se presentan evidencias de queJos oligodendrocitos que conforman el 

nervio óptico expresanlos receptores P2X2~7 , por lo que p~eden ser c~nsiderados como células 

blanco de señales químicas mediadas por ATP .Así mismo, :se~demo~tró Iaexpresiónde .nuevas 

;::;';:iJ::~~f/~4~:~:~~L~1~~~i~~~í2~i*~·~~~~~~·~;_;~~{~;t: 
propuestas qúe co1npleÍliéiiúírá~ lo~ resúlt~dos"o~tenidos enia presente tesis.o··. 

, .",.,. . -·;.-·-::··o~··';_•-;,-·.,_ . . ... , .. ,;(·:;·,_ .... ··;-::.7·:r: -

._ ,;; : . y:·.,',~ ; .:',:;:_~,- -_~;-~/··' ,· ··-·_;· ·:/~\~::~\:;-:« -'>.,- "' ::_:._ - ,;·~:-¡: ,· :>>-. 

: :~:--:·-~-. 

:~-to~:~ªn;l~tl\~f'~i~-~~~~Wfr}~·~ttj-~jjt~!Q'.'~s· rec~?i9res ·purinergicas en la fisiología· y 

3.- Estudiar Ja:Jei¿l~'.~i~~~·di{d·1~~~~ii~:\~·e·I()~ r~b~ptb~~s·purinérgicos a lo largo del desarrollo . 
. <: ·.: .• :; .~ <r,' .\'.:~:,:~<:· o;''.>; .t-.'~.-:, .:Y· .~---. . .,,.: ~ ';'::;·/:<.:- . 

. "':/:~};· ~:.'.:~i:i,:: -; __ :~~-t:,.'.é~; '-\· <-: ¡_}.: ... >::' .. , 'J-_ 

4.- Analizar lri ~xpr~~iÓ¿éJé"~~tci~ct~~epthfes eri es'tado~; patológicos. 
' :·-;/, '· -~ .\?i· :~":':/~:::: ·,,'.:::.-,' 

5.- Caracterizar la cstructuráy_fünci~~ ~~ 1risnuevasvariarites.de P2X identificadas. 
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