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_RESUMEN.

“Uno de los' neurotransmlsores que esta mvo]ucrado en la comumcacxon entre -neuronas .y las

celu]as neurog]mles es e] tnfosfato de adcnosma o ATP Hasta el momentor se tlenen lmportantes

mducxr apopt051s en olngodendrocntos o que podna 'contnbuu' en la progresién de enfermedades

neurodegeneratlvas. B




ABSTRACT

BACKGROUND Adenosme tnphosphate (ATP) is a neurotransmxtter mvolved in neuronal and

ghal cel] commumcatlon In addmon there 1s strong ev1dence for a role of ATP in neurons,

two correspondmg t
revealed expresswn )
CONCLUSIONS Fr
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INTRODUCCION.

El estudio del* snstema nervioso (SN), se habia enfocado principalmente en las propiedades

de las neuronas y en los mecamsmos de comunicacién’ que exlsten entre ellas. Sin embargo, como

sabem,os,_lra ) 'on ni el unico tlpo celulgr m e] ‘mads abundante que conforma este
1mportante sistern Actualmente es reconocida la 1mportanc1a de las células neurogliales, que se

encargan ; le. dar soporte estructural a las redes neurona]es sino que participan en otras

funcxone escencmles del SN Lo anterior ha p]antcado la nece51dad de conocer las propledades
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ANTECEDENTES
1. CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO

I.LA. NEURONAS

(Kandcl 1997; Carpenter 19983 Zlgmond e al., 1999)




‘Basandose en el numero de prolongacxones que parten del cuerpo ‘celular, las’ neuronas se

c]aSIf' can en general en tres grandés grupos. umpolares,'-blpo]ares y multlpolares Las celulas

locales (Kandel 1997 Carpenter 998 Zlgmond et a1., 1999)




I.B. NEUROGLIA

u“ B 4
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ramlﬁcadas Estas ramlﬁcacmnes salen del soma en todas dnrecmones Su nucleo es regular con

forma esfenca u’ ovmde y:presentan mayor dens:dad de granulos que los astrocitos fibrosos.

'ormados P GFAP (Kettenmann 1999; Steward 2000;

venmculos, estos poscen una prolongamén

con ]OS vasos sangumeos cercanos

LB2. g)'Ll,GODE'Nm{QCI "o

" Se caracte izan:por. tener forma esferlca o pohgonal y;prescntar pocas prolongacxones

Basandose e B no del -soma, numero

proplcdades de las prolongacxones mcmbranalesr dlstnbucmn y el modo de mtcraccxon con los

axones, Del RIO Horlcga establecxo otra clasxﬁcacnon agrupandolos en cuatro categorias ( 1, I,
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FALLA DE ORIGE! BN




111, IV) Estudlos morfologlcos posteriores comprobaron que. la olxgodendroglla constltuye una

famlha de celu]as pollmérf cas, donde la mayor parte de ellas tlenen la ﬁmcmn comun de formar

la mlelma (Fncdman et al., 1989: Mori de Moro et al,, 1990) Esta diversidad aparece mcluso en

los ohgodendrocxtos mtcrfascwulares y podna ser la base de 'u

situada alo

largo (Kandel 1997)

cional de la mlcrogha estav,, ]
de

expresa  marcadores antigénicos -y cnzimas - distintas, complejo  mayor

t‘.h.h‘- 1 iy \Jl\'\a..el!\l




hxstocompatlblhdad (MHC) que se expresa cn mucho mayor grado bajo condiciones patoldgicas.

También ex15ten marcadorcs comunes para ambos estados como las lectmas, que se unen a

resxduos ghcosxlados de la’ membran ] Otra caractenstlca de estas celulas es su capacxdad para

s la 'ﬁﬁéurégli?» 'Sé‘i'le"“at.ﬁb}:l 6 un. papel
prixiéjjml : L o _

: caractenst
excluswam

(quqhan 15

1991; Matute el al 1992), su;:mendo : ,
ncuronas Todas cstas propledadcs pcnmtcn aila, ncuroglm pamclpar como un elemento clave en

“TESIS TESIS CON
| EALLA UE CRIGEN

cl funcuonamlenlo del sxstema ncrvxoso (Vesce el a ., ,2001)







mlelma en. o]1godendroc1tos, y se ha demostrado tanto in vivo como in vitro,- que inhibe el

cremmnento axonal (Goldberg & Barres 2000)

La prohferacxén 1 xferencmmon / ]a muerte ce]ular, tanto de neuronas como de

ha sido demost\rildo

TT_%SS CON
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evidencia reumda suglcre que estas moleculas pamcxpan en la maduracnon del sistema nervioso

central, mantemendo el numero adecuado de celulas mlellmzantes (Syroxd et al., 1996)

I1.B. MADURACION AXONAL Y MIELINIZACION

'C:omvo_ parte de -pro

expresion de dlvfercnte anormalidade

modelos ,exper1m¢ntale “de enfermec




1LC. TRANSMISION SINAPTICA Y PLASTICIDAD CEREBRAL

‘La neuroglia participa de una manera actiVa ‘en’la rriodulacic’m de la transmisién sinéptica.

necrosis .lu}m‘qr’al-vq'“(TNl" -a), - liberado  por "asl'rbé:itos mduce la expresion de receptores a




glutamato tlpq AMPA en neuronas del lnpocampo modu]ando asi la respuesta de éstas células

ante la est:mulac:on con glutamato (Beam : et al., 2002). Estos datos son sélo algunos ejemplos

de una gran cantldad de’ estudxos'que mdxcan que la neuroglia juega un papel activo en la

modulacwn de:la:transmisidn’sinptica- durantc el desarrollo del sistema nervioso, y durante

“ILD. RESPUESTA INFLAMATORIA .

La activacion'de la microglia, es uno de’ los’ pnmeros fenomenos que se observan despues

de un’ dano neurotdxico;en el sistema’nervioso Este fenomeno tlene como" ﬁnalldad reparar el'

smo danado,'s n cti aclon prol ngada e la microglia puede tener'

csta lmportante molecula puede ser hberada de Ias cclulas lanto en condlcxones fsmloglcas como

TESIS CQN . 12
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. patologlcas R2 actuar como med1ador,&1u1m|co en un gran numero de sistemas celulares (Bodin &

Bumstock 2001) El ATP es una molécu]a que cuenta con las propiedades necesarias para ser un

buen medlador imico es una molecu]a pequefia, difunde rapidamente, es inestable y no es

abundante en e

Figura 1. Molécula de trifosfato de adenosina o ATP.

En el SN el ATP se libera durante la estimulacion nerviosa. Esta molécula es un
importante neurotransmisor en el sistema nervioso auténomo, principalmente en el sistema -
nervioso simpatico (Kennedy 1996 Sneddon 2000) A51 mismo, mediante estudlos de

microdialisis y utlllzando ensayos de ]ucxfenna-lucxferasa‘ se ha determmado que ex1ste una

liberacion basal de A O 4 ﬁnol/mm/mm Despues de unab‘:‘i ‘7




acumulacxon anormal de protemas como la [3 amllolde esto “provoca | una reduccxon en el ﬂu_|o

sangumeo en dlfercntes zona ‘del cercbro‘ y por lo tanto una dlsmmucxén tanto_en Ios nutncntes

' celular (De

cntosxs‘ (Quc1roz et aI 1999)~

y de ﬁsmlogl
fmmha ABl @

pudlera part]Clpar dc ‘manera: lmponante en-el.mantenimiento.de:los ‘niveles éktfaéelulares de
ATP (Ballenm et a1 2002) = ‘
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Una vez en el espacio extracelular, el ATP. es hidro]izado por la activacic’m de una familia

de ecto-ATPasas, formando ADP, AMP y adenosma, loskcuales a su vez tamblen podnan actuar

como mcdladores qunmlcos No se tlene datos exactos bre 12 v1da medla del ATP extracelular




induce ]a lxberacmn de dopamma en el nucleo accumbens (Krugel et al, 1999) y.enel estnado

(Zhang et al, 1995), asi como de GABA Y de glutamato en el hlpoéampo (Sper]agh etal., 2002)

glutamato

fendmenos’ como:. generacion de LT




efectos atnbmdos al ATPk como el mcremento en LTP en el hlpocampo sea un efecto indirecto

medlado por la llberamo" de glutamato desde la neurogha (Jeremlc etal., 2001)

cionada con la respuesta

(dveSpuqs :

-lesionada,;

regulando las con

et al., 1997; Llu et al.; 2000); Est

principal n'nportancm para_conservar lalcstructura tisular.y:por. lo anto‘para recuperar en la

medida de la p051ble »e]b funcxonazlrmcnto de] SN ‘despues de>una 1esnon celular. -
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Cuando: la respuesta mﬂamatona es.: ‘de hpo cromco, se convnerte en un fenémeno

agresivo, ya que la estxmulaclén sostemda de algunos medladores promﬂamatonos puede llegar a

nﬂamatona crénica, es una
' esclcrosns multiple,

ondiéiones de respuesta

1mportantc en el tratamlento de enfermedades neurodegeneratwas’,(Rothwell 1999; Ziganshin et
al., 2002) ' -

Elefecto . ATP en la fisiopatologia de las ce] as’ mlelmlzantes ain no esta bien

caracterizado. Por ejemplo, en ce]ulas de Schwann, se ha demostrado m vztro que la estimulacion

mientras que Ios P2Y pcrtencc al grupo’deirec ptores mclabotroplcos acoplados a proteinas G

TESIS CON
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(Ralevxc & Bumstock 1998) Los receptores P2Y son protemas de 308 a 377 ammo acndos (a.a.)

y tlenen sxete domlmos ransmembra ales formados por '0. hellces ‘La sas extracelulares

formadas entre los.dominios transmembranales III VI y VII estan'mvolucradas en ]a interaccién

do quen\]os dommlos 1 y VII son los mas conservados. El grupo

. ammo termma ra en la regidn extracelular, mientras que el grupo carboxilo se ubica en

la regxon mtracclu]ar (Fxg 2) (Ralevic & Burnstock, 1998).

Extracellular

COOH

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

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

TESIS CON
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génica, F malmente

wla factwac:én celular ‘mediada_ por IP3 y -DAG tiene como posible

consecuencxa una modlﬁcacmn en ]a respuesta celu]ar ante otras senales externas.

de ]a aden 1

Los receptores:P2Ynacoplados a protemas G tambxen phéden actuar regulando la actividad

MPc. El' AMPc regula, a su vez, la

Agonistas

Antagomstas

MRS 2279 |

2meSADP>2meSATP,‘
lelld; ﬁlaquetas, >ADP>ATP
celulas de sistema inmune. ‘
:P?_“Y2 Celulas del sxstema UTP=ATP L ‘Sﬁramina
lnmune, cpnello, endotelio, g
: & ‘v‘mbl‘llo's ’renales. - »
PZY., Endoteho UTP>A’I‘P e RB2, PPADS
‘ pllcllo p]acenla células' 5P>U > RB2, PPADS,
suramina.

Suramina, RB2.

Clopidogtel, .

Prcscntan dos omlmos transmcmbrana C
del poro (Rasscndrcn et al., 1997; Mlglta el al;;
carboxﬂo tcrmmalcs sc encuentran cn, la rc;,x

dec fosfonlacmn en la trcomna 18

001 Nakazawa eta

xtoplasmahca (North 2002). ’Pr‘esentan un smo »

rcconoc:do por la protema cinasa C. En el domlmo

002). El grupo ammo y i



- extracelular se ha 1dcnt1f‘ cado una reglon conservada que se caractenza .por, presentar 10

7] 2002‘ Enmon &: Evans"‘ 2002) A traves de esta : n la act1v1dad de los

cxstemas (Clyne et

/ 2000) Fmalmente, la regién cercana a] carboxllo termmal se ha’
'mvolucrado con el control de desensibilizacién del canal (Koshimizu et al., 1998; 1999 He et aI
,‘2002) (Flg 3)

Extracelular
0 N
3 é: i 5,53

...... Intracclular

Figura 3. Receptor P2X. (Moficado de Clyne er al., 200.2). Cindica las
cisteinas conservadas en la proteina; Y muestran los posibles sitios de
glicosilacion; * marca la region donde se une el ligando.

Hasta el momento sc han identificado sicte subunidades, P2X, al P2X,, estas proteinas

muecstran una identidad decl 40 al 55%. La estructura cuaternaria de los receptores P2X al parecer
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..esta formada por tres o multlplos de tres subunidades, sin embargo ain no_se tienen evidencias

contundentes sobre cldﬂ numero de’ subunidades que conforman un canal funcional (Ralevnc &

Burnstock 1998"'

caractenstlcas pn

kpawes de los diferentes canales funcionales P2X.

FALLA

TES1S CON
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_,.et al 1998; North 2002). En la tabla 1l se presentan algunas de las



SUBTll"O ADNe PRINCIPALES | PRINCIPALES | MODULACION | MODULACION DESENSIBILIZACION Pgrhi?abilidaq a
P CLONADO_‘ ”‘,A:GONISTAS ANTAGONISTAS | PORIONESY POR pH Pl . lones. ’
w | CAPARTIRS [0 METALES e
: DE"!;_ R | AL i
P2X, Vasos., | 2- MeSATP ATP i "TNP ATP, NF023, pH. 63 reduce Ja Rapnda PCa™ /PNa’=4
sanguineos de " oPme-ATP, | NF279 ‘PPADS, comente S
rata BzATP, ByMeATP - Suramina - o
(Humano, RN :
rata, ratén) | (ATP ECS0:3uM);|" . it s
P2X, Células PC12 | ATP, BzATP, af ‘NF023, TNP-ATP, Aumemo de la :
(Humano, me-ATP | 'PPADS, Suramina, | actividad: Zn (6 9p ;
rata, y puerco ' : M) yCu(16 M)
de guinea) (ATP EC50:- Bloqueodela -
45uM) actividad del canal:
Ca (87mM), Mg,
: Ba, Mn. N Gl
P2X, 1| Ganglio de la | -MeSATP ATP TNP-ATP,PPADS,, | Aumentodela | pH 6.0 reduce la |, |- PCa™ [PNa"=
“- | raiz dorsal de'| - opme-ATP.". -|: NF023, Suramina | actividad: Zn corriente. -+ ¢ FES AR
S rate e Bloqueo de la : el
e actividad del canal;
rata, puerco‘ : L Ca (15mM),
- de guinea y: B
] ' pez cebra).” SR oo i ; i
P2X, i Hlpocampo" : | TNP-ATP, Aumento de la pH7 reducela: | i Lemtar - | PCa” [PNa'=
uramina, PPADS | actividad del canal: - corriente. ;. Cos0s |42
‘ In(2uM). : * o
/ rata, ralon Reduccién la
pollo y pez amplitud de Ia
“eebra), | T ey corriente: Mg PR s :
P2X; - Gangho ATP,2-MeSATP | - PPADS, Suramina | Reduccién de la - i Lenta oo *#+No -
“cefalico - : actividad del canal: 55 . selectivo |
(cpella;:)y R Ca (7mM) L S
corazén de. | - (ATP EC50:
CUorata D 3uM)
(Humario,
‘rala, ratdn,
potlo)

23




YTV

1
I

]

TN
S

S .

WO

pollo).

P2X, Ganglio ;
(no forma cervical
homémeros) | superior de i
rata
(Humano,
rata, ratén) . . L N ; LR
P2X, Macrofagos y BzATP, 2--- 0-ATP, NF279, Reduccién de la ™ | “pH 6.1 reduce la No se desensibiliza = |7 7 Ca™
cerebrode | MeSATP, ATP, -| PPADS, TNP-ATP, | actividad del canal: corriente o o
rata. ADP, AMP suramina Ca(3mM), Zn (10 |~ . -°
(Humano, uM) Mg (500puM),
rata, raton) (ATP EC50: Cu (05¢M) y Ni.-
300-500uM) v o : S
P2X,s- | Ovocitos, | ATP,2-MeSATP,:| TNP-ATP, PPADS, | : Reduccién de la pH 7 3 bloquea la|. 10s PCa™ /PNa'= |
: células HEK oPme-ATP, Suramina corriente del canal: comente S e
Y.COS-7 ‘ cocato : S
L : (ATPECS0:1pM) | oo i e L SRR . G
P2X,y' Sistema - | ATP,2-MeSATP, | TNP-ATP, PPADS, |- Aumento dela."| pH 6.3 aumenta:la | -+ 7 >10s - - .~ | PCa” /[PNa'=
' nervioso . | apme-ATP, ATPy Suramina actividad del canal: | . corriente, pH83 | . . r 1215
’ S, ByMeATP "Zn " bloqueala R
Sl ; Bloqueo de la corriente
L (ATP EC50:3uM) corriente del canal:
L Ca (15mM). : I e A
ATP 2-MeSATP, Suramina Aumentode la | pH 7 aumenta la . .+ Bifésica s Caty
- actividad del canal: | corriente, pH 6.5 o T
o ‘ Zn (6 pM) bloquea la
x e B T Y ) R T corriente. o SR
P2X,4 Células - | ATP,2-MeSATP, | Suramina, PPADS | - Aumentodela | pH bésico bloquea . Moderada. = Ca™ oy
HEK293 opme-ATP,: | T actividad del canal: | la corriente L A
(ATP EC50: 6pM) Zn (10 uM).

Tabla II. Caracteristicas generales de los receptores P2X: (Ralevic y Burnstock, 1998; North y Surprenant, 2000; Dunn et al 2001 Khakh et aI 2001 Nonh
2002 ). *** Thomas & Home, 1990; Ruppelt et al.,2001
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Ademas de los subtlpos de receptores P2X ya mencxonados se. han 1dent1ﬁcado vanantes

Uraho et al., ]997) La mayona de

end et al 1999), y algunas de ell S

partlcular (Ra’]evvlc & Bumstock 1998; Rathbone et al.,, 1999) o

111.C. RECEPTORES P2 EN LA FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO

cada subup kide’ eceptor. se le ha rclacxonado on a]gun papel ﬁsxologlco en pamcu]ar Entla tabla

I se present'm'alg,un.os e_]emplyos de ]as ﬁlncnones que se les ha atnbmdo a los receptores P2 en

dxfcrcmcs sxstemas celulares
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FALLA DE ORIGEN |




SUBTIPO

FUNC ION

j’Produccxén dc 6x1do mtnco en el SN, Agregacxén de plaquetas. Vasodnlatacxén

Vasodilatacién.

Proliferacion de microglia

Diferenciacién de células sanguineas

Agregacion de plaquetas

Contraccidén muscular (misculo liso).

Transmisién de informacion sensorial en el SN

Transmision de informacién asociada al dolor.

Contractilidad del musculo cardiaco. Liberacion de insulina.

Desarrollo del musculo esquelético. Metamorfosis de anfibios

Apoptosis y-liberacion de citocinas.

Tabla 111, I‘uncnones ce]ulareq asociadas a los receptores P2. (Morigiwa et al, 2000; Mutafova et al, 2000; Hu et al,
2001 le & Evans, 2001; Burvinic et al, 2002; Chizh & llles, 2001; Ziganshin et al, 2002; Jagroop et al, 2003;

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

: Actua]mente ya se han identificado una cantidad lmportante de los receptores P2 que

medlan la respuesta al ATP en el sistema nervioso. Mediante el uso de técnicas de blologla

molecu]ar‘ e]ectroﬁsmlogla ermmunolocallzacmn se sabe por e_]cmplo, que el papel del ATP

como ne‘ rotra S
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Algunos de Ios receptores punnerglcos que medlan el efecto del ATP tanto en astrocitos
como en mlcrogha ya ‘han sido identifi cados Como ya se menciond, uno de los fenomcnos que

promueve el ATP _en los - astrocitos es. ]a prohf :

én celular Actualmente se sabe que el

fenémeno de astroghosns esta medlado por: los. receptores P2YI y P2Y,, (Franke et al., 2001).

7 VComo parte de los mecamsmos de reparacnon 7celular el ATP. 1nh1be la llberacmn de medladores

‘promﬂamatonos en este tipo celular, a través de. receptores del subtlpo PZX2 (Stella et aI 1997

Liu et al 2000). Finalamente, el- ATP tamb en_puede nducxr la hberacxon de glutamato en

astrocxtos, es 1mportante resaltar que dxhco efecto esta 1
P2X3 (Jercmlc et al., 2001). S oh

1995; James&.Bult 1999 2601)




Como ya se ha comentado una manera mdxrecta de caractenzar el papel que tlene el ATP

esta area como materia blanca. Las células neurogliales que estan presentes en el nervio dptico

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

Ganglio neronal
dela retina

TAStrocito | |

Nodo de
Ranvicr

Oligodendrocito

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

James y Butt (1999, 2001, 2002) han realizado diferentes estudios en nervio éptico,
enfocados en caracterizar el efecto del ATP en la movilizacién de calcio intracelular. De acuerdo

con los resultados farmacolégicos, este grupo de trabajo ha propuesto que la movilizacion ‘de

calcio mtracelular observada despues de la estxmu]amon con . ATP, esta medlada por«—los

I ‘. ‘U
| FALLA DE ORIGEN
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JUSTIFICACION

El sistema nervxoso esta formado por dos 1mportantes grupos celulares las neuronas y la

ncuroglla, este ultxmo conformado por astrocxtos, ohgodroc1tos celulas de Schwann v mlcroglla.

que se han. 1dcnt1fcado variantes generadas por “splicing” de algunos de los\r ceptores. Cada uno

de los subtxpos ‘de receptores presenta caracteristicas fannacologxcas y ﬁsmlogn_ca?dﬁerentes.

TESIS CON
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El papel del ATP en-la ﬁsxo]ogla y patologla de neuronas, astrocitos.y mlcrogha, ha sido

estudlado amp]lamente, tamblénb e conoce el tlpo de algunos de los»receptores P2 que ‘median

dlChOS efectos” de: P que tien oligodendr senel lonamlento

tipos de receptores tlpo P2 expresados el hgodrodrocntos in'situ. *,'Como un pnmer acercam1ento

a la caracterizacién del papel ‘de ATP n:la ﬁsxologla de\este tipi celular, en este. estudlo nos

enfocaremos a los receptores tlpo 2X.
HIPOTESIS
Los oligodendrocitos que confor‘l‘na'n:el ncril_io é}jtiéo gyx’j’)rkeksarilfr’ec':“c‘aptkc_ire‘sk;‘t.ipo P2X.

OBJETIVO

* Caraclenzar molecularmente los rcceptores purmerglcos tlpo P2X en el nervio opt1c0 de

rata e identificar e] tlpo de celulas neurogllales en donde son expresados

Objetii

1.- Caracterizar. ;

de RT-PCR:

inmunohis




MATERIALES Y METODOS
1. DISECCION DEL NERVIO OPTICO

El nervio éptlco fue extraido de rata ‘Sprague‘Dawley dc 11 13 dlas de edad Para la

complejos

cndogenas y climinacién de cualquler ADN contammante :

_Protocolo

nervio, optlcode ratas ;Spi'aguéfl‘)z'i\\}léy'deﬁ 1= 13 dlas dc edad se cxtrajo

TS O
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El sobrenadante se transﬁné a otro tubo, postenormente se le agrego un vo]umen de 1sopropanol

incubando’ la muestra a —20°C por al menosﬁuna‘hora La muestra se centnfugo 20 mm a 10 000

ie ‘o_c‘:ron"A:DNasa utilizando las

nhlbxdo“"de ARNasa 10 pl de




postenormente se mcubé S'mina 65°C y ﬁnalmente almaceno la muestra a —20°C. Es importante

mencmnar que antes de adlCl ar:la enZIma Super Scnpt 11, se tomé una ahcuota dc la mezcla

para utlllzarla comy ol ni 0 en la PCR

proceso.

numero de

Protocolo




72°C por 45 /seg.” La tempcratura de a]meaclon fue detennmada en funcxon de . cada

ollgonucleotldo como se muestra en la SIgmente hsta

P2X13’
P2X15"

P2X23°
P2X25°

’CCA CTACTTGAG
R AC “GTGCAACCCCAA
Se utilizaron 35 ¢]o$'ia”53°j(.:b;:g

P2X33"
P2X35°

‘ACGCCTTCTCTAGATCGCACA
GCGCTATGCCAACAGAGTCAT

Se uuhzaron 35 cxclos a 63°C o

p2xs3 GGACAGTAGAGAT'I‘TGTGGAGC ‘
P2X55" GACATTGACAC’I'I‘CCCTGCAGA

Sc uuh/aron 35 mclos a 63°C

34




P2X63° ; TGCCTGCCCAGTGACAAGAATGTCAA‘
P2X65° - . AAAGACTGGTCAGTGTGTGGCGTTC

Se utlhzaron 35 cwlos a 53°C :

CA'I'TGGTGTACTTGTCGTCC
AGGAGCCCCTTATCAGCTCT

P2X73°

condifica.

V. ELECTROFOR

clectrofores

nuc]el cos




muestra en e] gel esta se calenté 5 mm a 65°C y despues se. coloco en hlelo Smm Como buffer

de comda se utlhzé MOPé IX

2 veces. sor.
de H,0 (

VII. CLONA

~La clonacién de ADN ‘es una técnica fundamental para producir grandes cantidades de un

cadena,: cnrculares co Se.
d)fcrcnles cspccxcs ‘an por tener una rcpllcacxon mdependlcnte al

cromosoma b.xctcnano yporc cteria proplcdades cspecmles, como la resistencia a

TESIS CON__
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los antlblétlcos El plasmldo puede ser_introducido. a la bactena por un proceso llamado

transfom]acuﬁn, en donde una vez que las bactenas ‘son tratadas con catlones dlvalentes para

pem‘leabxhzars mc ' br se le pone en contacto con el ADN plasmldlco para su mcorporacxon

'I‘4DNA11gasa3U/;Ll O 1;;11

TE mﬂ
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una de las colonias pos'itivas Yy se cultivaron en 20 ml del mgdio LB ampicilina (80 pug/pul’) en

comparadas con:las cxxstcnles en

1997).

(Altschul er al.,

TESIS C
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X. HIBRIDACIONES ,DE A’CIDOS_NUCLVEICQSM

La hxbndac:on de acxdos nuc]elcos es un termmo que se utiliza’ para describir varias

tecmcas rc]ac1onadas ‘que se basan n a‘ observacxon de que dos moleculas de acndos nucléicos
de cadena sxmple con secuencia’ de bases éomplemcntanas pueden formar un lnbndo Este hibrido
‘se puede formar por cadenas d ADN: con‘ ADN (Southcm blot) y-de ADN con-:ARN (Northern
blot) ‘ K

- Anmfs;sae‘sa;,tiaem blot.

Se tomaron 10 ' mezc]a de reaccxén del, RT-PCR y se. fraccwnaron en geles de

( Ayb"nd Amersham) La

adxclono la
65°C :

dalanoche a

Yo



XI. HISTOQUiMICA

La tmcmn de Nissl es una de las tecmcas lnsto]églcas mas utlhzadas para realizar estudlos

morfoléglco"‘ en"te_jldo nervxoso El reactwo de N:ss] (v101eta de cres:lo) se caractenza por ser un

ar y cuantificar in situ

ticuerpo son muy especificas se

_(antigeno) en;un téjidb determinado. Para que

un antlcucrpo pucdz} ser.detectado, en cl tcjido ¢ste ticne’que estar acoplado ya sea a enzimas, a

moléculas fluorcscentes o @ compuestos clectrodensos.” - = U
THAS CON
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Protocolo de inmunohistoquimica

,te_udo (11}r
Después “de’

Para c nplementar los resu]tados se reahzo un ensayo de mmunohlstoqmmlca para ‘los .

rcceptores P2X,_-, utlhzando como mctodo de revelado un; antlcuerpo secundano acoplado a

peroxxdasa

TESIS CON
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RESULTADOS
1. EXTRACCION DE ARN TOTAL

A pamr de los nervios’ OpthOS provementcs de 20 ratas Sprague Dawley, de 11 a 13 dlas

correspondlentes : _ p pormon 28 y ISS es de

2 1.y no exlste e dencna de degradacx lo que muestra a buena ca 1dad del ARN recuperado

288 —p

18S »

58S —p

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa-formadehido
1ng de ARN total de nervio dptico de rata fue analizado.

TSI CON
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II. TRANSCRIPCION INVERSA 7

total. Para :

Figura 6. Amplificacion de la secuencia de GAPDH
a parur del ADNc de nervio optico de rata. Carril: 1) control agua, 2) ADNc,
3) control ~RT y M) Marcador de peso molecular 100 pb (GIBCO)."




IIL. AMPLIFICACIONES DE RECEPTORES P2X CON INICIADORES DEGENERADOS

Una vez quc se verlfcé la eﬁcacxa de la extraccxon de ARN y de ]a sintesis de ADNg, se

identificar los dlfcrcntes subtlpos de receptores P2X expresados

realizaron ensayos de PCR par

er dos con la finalidad de

en este tejldo Para ello se em earon os pares de m1c1adores de

dnan coincidir con algunas

600pb

300pb ] LA

Figura 7. Amplificacién 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).




Como puede observarse cn e] carril 2 de ]a ﬁgura 7, fueron obtenidos dos fragmentos de

ample cacmn de 55(7), pb y 450 pb Sélo el ﬁ'agmento mayor comcnde con el tamaiio esperado, sin

anahzado por electroforesns en gel dc agarosa y el resu]tado se muestra en la figura 8. Como se
puede observar, de las 24 colonias analizadas, s6lo 5 no son portadoras del plasmido

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

7 8 91011 12 1314 15 16 17 18 1920 21 22 23 24

600
pb
300
pb
Figura 8. Amplificacion de plasmidos recombinantes utilizando los iniciadores M13R-M 13F (Carriles 1-24). Carril
M) marcador de peso molecular 100 pb. C) control agua.

De las 19 colonias 14 fucron cultivadas para purificar el plasmido y secuenciar el
fragmento clonado. Al realizar la comparacién de las secuencias obtenidas con la base de datos
GenBank se encontré que 13 eran 100% identicas a la secuencia de ADNc de receptor P2X, y 1 al

:1996),

del receptor P2X,, ambas p;ubliycad‘a's p'réVi_thnié (k alera et.al;;:1994; Buell et a.,

El frthcntd de 450 pb

A'partir de éste, se obtuwcro

T TESIS CON
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receptor P2X (Ohkubo et al 2000)

Postenormente se reallzo ‘un ensayo de PCR con ]os iniciadores degenerados

obte ldas con el banco de datos, se

: encontré que'todas las secuencms xenen un 100% de ldemxdad con el ADNc del receptor P2X6 de

rata.

600pb — |

300pb — |

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).
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IV. AMPLIFICACION DE RECEPTORES P2X CON INICIADORES ESPECIFICOS

correspondla

nerv10 optlco no se: expresaban ]os subtnpos P2X2, >P2X3, P2X5 y P2X-, Para ello se realizaron
ensayos de PCR con mlcmdores especxﬁcos para estos subtlpos de receptores. Enla ﬂgura 10 se

muestra'la electroforesis de los productos de amplificacién de cada una de las reacciones.

1Kb — pfE

300pb R

Figura 10. PCR con los iniciadores especificos 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 amplificacién
de 380, 800, 500 y 900 pb. Todos ellos concuerdan con el tamafio esperado para cada tipb de -

receptor. Ademas, en el caso de la amplificacidon con: mlcmdores espccxﬁcos para el subtlpo PZXS, ,

pudleron ser dlstmguldas d

cxtraida" de] 7:

confirma que 1os productos am'phﬁcados corrcspondcn a’la dc los rcccptores P2Xz, P2X3, P2X5 yv

P2X,.

_ TESIS (‘O"‘T
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V. CARACTERIZACION DE VARIANTES P2X,Y P2X;

Al anahzar‘los productos bde ;amplific cacnon tilizimdo diferentes juegos de iniciadores,

encontramos que para 2X,"y.P2X;, fueron‘obtenidos mas: de un producto (ﬁguras 7 y 10). Estos

de estos subtipos

radas por spl:cm

300pb —p

200pb — .

Figura 11. Amplificacion del receptor P2X1 utilizando iniciadores especificos.
Carril: 1) control agua, 2) ADNg, 3) control -RT y
M) marcador de peso molecular 100 pb (GIBCQ).

r-__ -
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Para venﬁcar que los tres fragmentos correspondlan a secuencxas que codlf ican para el
receptor P2Xl ‘se reahzo un southcm blot utilizando una sonda espemﬁca para P2X1 En la
,ﬁgura 12 se muestra la 1magen de la autoradlograf ay se puede aprectar en el carnl 2 que
lnbrldaron con a sonda las tres bandas identificadas previamente por coloracnon con bromuro de

 ctidio.

Figura 12. Southern blot P2X,.
Carril: 1) control agua, 2) ANDc y 3) controt ~RT.

Las tres bandas se c]onaron en el vector pGEMT y se secuenc1aron A], anahzar las

se observan las variaciones cntre cada una de cllas. -




r2x1
rP2Xla
P2X1b

P2X1
P2X1a
P2X1ib

Pr2X1
P2X1a
P2X1b

rnxi
P2X1a
r2xib

rxi
P2X1la
P2Xib

* 140 * 160

gcgcaacctggtagagGA

GGT GAACGGCACCTACATGAAGAAGT GCCTCTATCACAAGATTCAACACCCCCTGT GCCCA\JT
GGTGAACGGCACCTACATGAAGAAGT GCCTCTATCACAAGATTCAACACCCCCTGTGCCCAST
EBT GAACGGCACCTACATGAAGAAGT GCCTCTATCACAAGAT TCAACACCCCCTGTGCCCAGT

63"
27

126
45
45

180

189
108
108

PN

GGTGAACGGCACCTACATGAAGAAGTGCCTCTATCACAAGAT TCAACACCCCCTGTGCCCAGT

* 200 * 220 *

240 *
CTTCAACCTTGGCTATGTGGT GCGAGAGT CAGGCCAGGACT TCCGCAGCCTTGCTGAGAAGG -
CTTCAACCTTGGCTATGTGGTGCGAGAGT CAGGCCAGGACT TCCGCAGCCTTGCTGAGAAGG .
CTTCAACCTTGGCTATGTGGT GCGAGAGT CAGGCCAGGACT TCCGCAGCCTTGCTGAGAAGS A

252
171
171

CTTCAACCTTGGCTATGTGGTGCGAGAGTCAGGCCAGGACT TCCGCAGCCT TGCTGAGAAGGG

260 * 280 *
TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACTGGAAGTGTGATCTGGA
TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACT GGAAGTGTGATCTGG A

TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACT GGAAGTGTGATCTGGA
TGGGGTGGTTGGTATCACCATTGACTGGAAGTGTGATCTGGA

294
213
213

Figura 13. Comparacion de secuencias P2X, (De la base 706 a la 999 del ARNm) ,
P2X,, P2X,, variante reportada, y P2X,, variante nueva.

Por otra parte, al rcalizar’la PCR: con los iniciadores especificos para P2X5'se obtuvieron

tres bandas-de ampl]f'cacwn (Flg 14). Se realizé la subclonacién de cada una de las bandas

obtenidas de I"’XS (500 600 y 700 pb), de las cuales se obtuvieron 8, 4.y 2 clonas positivas

rcspcctlvamcntc.
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1Kb —»p

500 pb —»

Figura 14. Amplificacion del receptor P2X; utilizando
iniciandores especificos. 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¢ encontré que la banda de 600 pb corresponde
a un fragmento de P2X,. Las bandas de 500 y 700 pb, corresponden a dos vanantes altematlvas
para este mxsmo subtxpo de receptor a las cuales llamamos P2X,,, y P2X,, respectwamente. A

contmuacmn sc prescnta la comparacmn ‘de las secuencias de P2X5y P2X5,,.

GACATTGACACTTCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT

22X, ¢
Paxs GACATTGACACTTCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT

P2X,,:
P2Xs : ACTAACACCACGATGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTTGTCATTCCA
P2X5: ACTAACACCACGATGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTTGTCATTCCA

P2X;: TCTCAGGGGGAGAACGTTTTCTTCGTGGTCACCAACCTGATCGTGACTCCTAACCAG
P2X,,: TCTCAG

g§§‘ CGGCAGGGCATCTGCGCTGAGCGTGAAGGCATCCCTGATGGCGAGTGTICTGAGGA
e CGTGAAGGCATCCCTGATGGCGAGTGTTCTGAGGA

P2X : TGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGGGCACGGACTGAAAACTGGCC

P2Xs! TGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGGGCACGGACTGAAAACTGGCC

P2X; :

pzxf_: GCTGTCTCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCTTTGCTTGGTGCCC
* GCTGTCTCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCTTTGCTTGGTGCCC

P2X, :

P2X,.: AGTGGAGACAAAGTCCATGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTTCAC

AGTGGAGACAAAGTCCATGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTTCAC

[':fi‘ CATTTTCATAAAGAACTTCATTCGCTTCCCCAAGTTCAACTTCTCCAAAGCCAATGTA
<t CATTTTCATAAAGAACTTCATTCGCTTCCCCAAGTTCAACTTCTCCAAAGCCAATGTA
P2X, :
P2X,: CTAGAAACAGACAACAAACATTTCCTGAAAACCTGTCACTTCAGCTCCACAAATCTC
CTAGAAACAGACAACAAACATTTCCTGAAAACCTGTCACTICAGCTCCACAAATCTC
P2X, :
P2Xu: TACTG TCC
TACTG TCC

Figura 15, Comparacion de secuencias P2X; (1) (De la base 218 a la 739 del ARNm).
P2X,: P2X;, nueva variante.
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En la f gura 15 se observa la region de ARNm que es ehmmada en la nueva vanante

P2X5a (cxon 3) En esta secuencia se puede observar que en ésta son ehmmadas 2 bases de la

secuencxa completa lo que probablemente conf era caractcnstlcas ﬁmcmnales y/o farmaco]églcas

dxferentes a la subumdad

ﬁcacxon de la subumdad P2X5, se

- En relacxon a la variante P2X5|, obtemda durante la ampl

puede 1nenc1onar lo SIguxcnte. la mayor parte de la secuenc:a corresponde al 'RNm que codxﬁca

para el receptor P2Xs de rata sin embargo, prescnta ‘ademas dos sccuencms, una de 21 pb ykotra “
de 86 pb (f' gura 16) Estas secuencias corresponden a parte del intrén 2 y a la secuencia comp]eta
del mtron 3 del gen que codifican para esta misma subunidad lo que sugiere que este fragmento

posnb]emente provenga de un procesamicnto alterno del mismo mensajero o de un ARNm

mmaduro.

P2Xs:  GACATTGACACTTCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT
P2Xs GACATTGACACTTCCCTGCAGAGTGCTGTGGTCACCAAAGTCAAGGGGGTGGCCTAT

P2Xs:  ACTAACACCACGATGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTTGTCATTCCA

P2Xs ACTAACACCACGATGCTTGGGGAACGGCTCTGGGATGTAGCAGACTTTGTCATTCCA

2 X4t

lrzzxi.,: TCTCAGGGGGAGAACGTTTTCTTCGTGGTCACCAACCTGATCGTGACTCCTAACCAG
TCTCAGGGGGAGAACGTTTTCTTCGTGGTCACCAACCTGATCGTGACTCCTAACCAG

,’:g;((v‘:, CGGCAGGGCATCTGCGCTGAG ~-CGTGAAGGCATCCC

™ CGGCAGGGCATCTGCGCTGAGGTCCCTTATCTCTCCTTGCAGCGTGAAGGCATCCC
P2Xs  TGATGGCGAGTGTTCTGAGGATGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGG
P2Xs'  TGATGGCGAGTGTTCTGAGGATGATGACTGTCACGCTGGGGAGTCTGTTGTAGCTGG
P2X;:

P2Xq: GCACG
GCACGGGTGAGAGCCTGGAGTTGCTAAGCTGGAGCAGGGCAAACACACATGGACA

P2X:
P2X it GACTGAAAACTGGCCGCTGTC
pax. GOAAAGCCCACAGCATTTCCTGTTTCTCCCCTGCAGGACTGAAAACTGGCCGCTGTC
2Xy:
P2Xai  TCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCTTTGCTTGGTGCCCAGTGG
« TCCGGGTGGGGAACTCTACCCGGGGAACCTGTGAGATCTTTGCTTGGTGCCCAGTGG
P2X,:

P2X4: AGACAAAGTCCATGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTTCACCATTT
AGACAAAGTCCATGCCAACGGATCCCCTTCTAAAGGATGCCGAAAGCTTCACCATTT

- P2Xg:
P2Xs: TCATAAAGAACTTCATTCGCTTCCCCAAGTTCAACTTCTCCAAAGCCAATGTACTAGA
PaX: TCATAAAGAACTTCATTCGCTTCCCCAAGTTCAACTTCTCCAAAGCCAATGTACTAGA
.
P2ZXai A ACAGACAACAAACATTTCCTGAAAACCTGTCACTTCAGCTCCACAAATCTCTACTG
PaX.: AACAGACAACAAACATTTCCTGAAAACCTGTCACTTCAGCTCCACAAATCTCTACTG
2N
P2 X Tce
TCC
Figura 16. Comparacion de secuencias P2X; (2) (De labase 218 a Ia,739 del‘ARNm

P2X,: P2X, nueva variante. o i e (‘\)“,
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VI INMUNODETECCION EN.EL NERVIO OPT[CO DE LOS RECEPTORES P2X i
IDENTIFICADOS POR PCR"‘

marcaje de los nucleos y cnoplasma de astrocitos y ohgodendrocxtos los pnmeros dlStl’lbllldOS
aleatoreamente, mientras que el segundo grupo celular se encuentran alineados longitudinalmente
a lo largo del nervio. Los resultados anteriores fueron de gran importancia, ya que permitieron

determinar la morfologia gencral del tejido.

Figura 17. Morfologia dec cortes longitudinales de nervio optico (40X). A. Cortes de nervio 6ptico en campo claro B.

Tincion de Nissl en cortes de nervio optico.
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Para verlﬁcar

; espemt’dad de lo marcadores celu]ares AB7 GFA (mar adores ‘que

“astrocitos

ollgodendrocxtosb

detectan - especxf camente) .realizaron

inmunohis

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

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

XL T 0 NI TS

. N
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B NSO ) O
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Figura 18. Inmunohistoquimica de cortes longitudinales de nervio optico (40X). A. Marcaje con anti-AB7
(oligodendrocitos). B. Marcaje con anti-GFAP (astrocitos).

Una vez que se verificd la calidad de los cortes y la especifidad de los marcadores, se
realizaron los ensayos de inmunohistoquimica con doble marcaje para determinar el tipo celular

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

se emplea;pn“.]b‘s anti erpcié‘AB7 o GFAP (marcados con rodamina), y uno de los anticuerpos

contra los:r

receptor P2X AB7°0 GFAP En la fgura 19 A se observan oligodendrocitos marcados con el

antxcuerpo AB7 y. una;nmagen:snmllar se observa cuando se emplea el anticuerpo contra P2X4
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V(ﬁgura ]9 B) Cuando las imagenes son cmpalmadas se obtiene una 1magen de color amanllo lo

que mdxca una colocahzamén entre el antlcuerpo contra el receptor P2X4 y el marc :‘dor AB7 por

lo que se establece que esta subumdad se expresa preferentemente en ‘ 1gode ‘dr ‘cnto ] (ﬁgura 19

o 61igo§ieﬁdfo citos s
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Figura 19. Inmunohistoquimica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio dptico (100X). A. Marcaje con
cl anticuerpo AB7 (oligodendrocitos); B. Marcaje con anticuerpo P2X,. C. Imagenes A y B empalmadas.
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Figura 20, lnmunohlstoqulmlca con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio optico (100X). A. Marcaje con
cl dnucucrpo GFAP (ﬁstrocnos), B. Marcaje con anticucrpo P2X,. C. Imigenes A y B cmpalmadas.

El: receptorlPZX,fug,el Atnico subtipo que mostré un patron de marcaje diferente. Las

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




C

Figura 21. Inmunohisfoé]uimica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio éptico (100X). A. Marcaje con
cl anticuerpo AB7 (oligodendrocitos); B. Marcaje con anticuerpo P2X,. C. Imagencs A y B empalmadas.




Figura 22. Inmunohistoquimica con doble marcaje en cortes longitudinales de nervio éptico (100X). A. Marcaje con
cl anticucrpo GFAP (astrocitos); B. Marcajc con anticuerpo P2X,. C. Imigenes A y B cmpalmadas.
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Como se puede obscrvar en la:- ﬁgura 21-22 el receptor P2X,, no colocahza con el
marcador cspecxf co de ohgodcndrocntos (AB7) y lo hace parc1almente con el marcador de

astroc1tos (GFAP) Estos datos sugxer n que este' ’ubllpo de  recep ores P2X pudlera ser expresado

tambien en Ios axones y/o en los 'vasos sanguineos presentes en el nervio 6ptlco'

Todos estos: datos';—fueronn onf‘ rmados ealizando_ otros‘ensayos .de nmuni)hiétQQLiimica

con un antic po secundano acoplado a perox1dasa (resultados no presentados

i’ZVX‘," mostro reactividad en’ astrocxtos y

DISTRIBUCION EN EL
NERVIO OPTICO
OLIGODENDROCITOS

ASTROCITOS

~ AXONES Y/O VASOS
- SANGUINEOS

... . Tabla’ lV lnmunorcucuwdad de reccptorcs P2X en ¢l nervio éptico.
. k= lmcnmdad dc marca_pe
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DISCUSION

Los resultados obtcmdos en el presente trabajo conf rman y amphan los datos reportados

 importancia de

crecn’mcnto cstan mvolucmdas r

2002; Fressmnaud et al 1993 Allhus et a1 1992).'v-Ya que se-ha d'érlr'hv()'srti'ado due el ATP es un
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factor que mduce los fenémenos de prohferacxon y dlferencxaclon en dxferentes tlpos celu]ares es
p051b]c sugenr que este nucleétldo pudlera estar partlcxpando tamblen en a generacxon de
: xs (Ryten et al., 2002

ollgodendrocxtos maduros a traves de la: actwacxén de receptores P2X, o




ollgodendrocnos, mducnendo prohferacnén celular en: olxgodendrocxtos -precursores, e

mcrementan la wabxhdad de los ohgodendrocnos maduros (Va]eno et a1 2002 Cammer 2000)

Ademas, es posxble qu) i al 1gual que lo que. se ha observado en astromtos, el ATP pueda mduc1r
de manera dlrecta prohferamén: celular en- los ollgodendrocnos lo que complementana la

reparacxén de] -tejido dafiado

11. EXCITOTOXICIDAD EN OLIGODENDROCITOS Y ATP

La mu rte de los ohgodendroc1tos y el rOCESO” de desm:ehmzacnon son e]ementos c]ave

ult mo pkrpdqéjfa\j'o’r‘e'gexj‘la

el trabajo, los astrocitos® responden de manera

importan a 'sabe hasta el momento que cste nucledtido puede
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promover el mcremcnto de Ca]CIO mtracelu]ar (ng et:al, 1996' Troadec et al.;.1999), la

llbcracmn de glutamato (Jercmlc et al 2001) y 1a prohferamén ce]ular en astrocxto's‘(Abbracchlo
et al., 1994 Clccarelh et a1:'1994) Cad A

txpos de reccptoresk Un fenomcno mportante que se ha observado, es que el-patrén e_expre‘.squn ’

na de las respuestas esta medmda por uno o V&I‘lOS,

et al., 2003). El_l_;a;trocltos presente

kgxca en pamcular Lo -

iﬁno dc regulacxon del procesok de “sphcmg el cual

TESTS GO 6




fenémeno de “spllcm

" Juega un papel fundamental en la dwersndad funcxonal de las protemas y

de manera partlcular de los rcceptorcs a neurotransmxsores y canales 1omcos T e_]emplo enla

ep ndrlveyntcs de

estudios donde se rcallzo una transfeccmn con ADNc qunncnco formado por P2X,, y la proteina

___J
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verde ﬂuorescente (PVF) Los: resultados muestran la expresion y locahzacnon de:la PVF en el

c:toplasma, 1o que suglcre que la subumdad P2XIa se esta expresando pero no se puede ensamblar

en la membrana (Ohkubo et \al 2000)

g En el presente estudio reportamos tambxen 1a expresmn de una nueva vanante del’ receptor

involucra 1 i lcl receptor, lo que aparentemente

mod'i‘ﬁca" él"sxtjo de unién ‘ametales. La’mutante’ P2Xl"‘Cll7A forma canales funcionales y

TESIS CON .
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presenta.una amphtud de la corriente normal _pero muestra un. decremento en la potencxa de

'actlvac16n por ATP y en su modulac;on ‘por zine.

con CS(GS

VVEs 1mpox1ante recordar que el zmc modula la

puchera unir con albuna subumdad complcta rclcnerla en el c|toplasma y modular de esa forma la

FAL
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f

--funcidn, o mcluswe podna ocurrir que esta nueva protema tenga alguna otra funcxon diferente en

la membrana Al 1gual que ‘en los casos antenores,

funcmnal de esta varlante

es’ necesano realizar ]a caractenzac:on
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CONCLUSIONES: -

1 - En el nerv10 6pt1co de rata se expresan el ARNm de todas las subumdades de los receptores

P2X ademé vd‘ evas vanantes altcmatwas para los subtlpos P2X, y. P2X5

itos; (h"“liént‘l"a's,qu'é,l’PZkX, .lo-hace en

astrocitos, axones y/o en:vasos sanguineos.

PARTICIPACION EN EL CONGRESO NACIONAL DE BIOQUIMICA 2002.

* Range] EY Matute C., Pérez F.C,, Sanchcz MVG Garay E. y Arellano R.O. 2002

“chrsxdad molecular de purmoreceptores y su posxble participacion en muerte celular en nervxo

Sptico™. Mcmonas del XXIV Congreso Nacmnal de la Soc1edad Mex1cana de onquxmlca

Neurocu:ncxas 0-20 R
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PERSPECTIVAS

En ecste traba_]o se presentan evxdencxas de que ]os ollgodendrocnos que conforman el

nervio 6ptico expresan ]os rcceptores P2X2_7, por lo que pueden ser con51derados como ce]u]as

blanco de senales qu1 _1cas medladas por A P As: m:smo ’sei demostro la expresnon de nuevas

vanantes para los receptores P2X P2X De’este proyecto se derivan nuevas preguntas sobre el

.seplantean . algunas

c P2X identificadas.
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