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RESUMEN

La teca folicular constituye un elemento fundamental en el eje neuroendocrino
que regula la funcidon ovarica, ya que recibe y procesa informacién hormonal
proveniente de la hipdfisis y realiza la biosintesis de hormonas esteroides, fendmenos
indispensables en la foliculogénesis. Existe evidencia de que sistemas de comunicacion
intraovarica regulan sus funciones a través de transmisores quimicos. El sistema
purinérgico es uno que frecuentemente se expresa en el ovario de una gran diversidad
de especies; sin embargo, su papel fisiolégico aun se desconoce. Los receptores
purinérgicos P2Y pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G, su
ligando enddégeno es el ATP. El objetivo del presente estudio fue caracterizar la
expresion y funcién de los receptores P2Y que son sensibles a UTP (P2Y2, P2Y4 y
P2Y6) en las células de la teca; en otros tipos celulares estos receptores regulan
procesos como la proliferaciéon y la diferenciacion celular.

El analisis de la expresion de receptores por RT-PCR evidencio los transcritos de
P2Y2 y P2Y6 en cultivos primarios de células de la teca. Los estudios funcionales por
microscopia de fluorescencia mostraron que ATP o UTP provocaron un aumento en la
concentracion intracelular de Ca?* que fue dependiente de la dosis (ECso= 1.32 + 0.6 y
1.15 = 0.82 uM, respectivamente). Mientras que la suramina, antagonista de los
receptores P2Y2, inhibié en un 50% la respuesta a 10 yM de UTP. En conjunto,
nuestros datos muestran que la respuesta funcional evaluada depende principalmente

de la activacion del receptor P2Y2.



SUMMARY

Theca cells are fundamental in the neuroendocrine axis that regulates the ovarian
function, since they receive and process hormonal information that originates in the
hypophysis and have a central role in steroid hormone biosynthesis, a crucial
phenomena for folliculogenesis. There exists evidence indicating that intraovarian
communication systems, through the action of several chemical transmitters, are
involved in regulating ovarian function. The purinergic system is expressed most
consistently in the ovary of several species; however, its physiological role remains
unknown. P2Y purinergic receptors belong to the G-protein coupled receptor
superfamily, and their endogenous agonist is ATP; these receptors regulate
physiological processes such as cell proliferation and differentiation in various cell types.
The main goal here was to characterize the expression and function of P2Y receptors
sensitive to UTP (P2Y2, P2Y4, and P2Y6) in theca cells.

The expression of P2Y2 and P2Y6 transcripts in theca was detected by RT-PCR.
A functional analysis using fluorescence microscopy to monitor changes in Ca®*
intracellular concentration showed that ATP or UTP elicited an increase of Ca?* in a
dose-dependent manner (ECsp= 1.32 + 0.6 and 1.15 + 0.82 uyM, respectively). Suramin,
a P2Y receptor antagonist with more potency on P2Y2 subtype, blocked only 50% of the
response elicited by 10 yM UTP. Together, our data demonstrate that functional

responses were due mainly to P2Y2 receptor activation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Regulacion neuroendocrina de la foliculogénesis

El control del crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico es un proceso
fundamental en la reproduccién conocido como foliculogénesis; éste es regulado a
través de una compleja red de comunicacién entre el cerebro, la hipdfisis y las gonadas
(Figura 1). El punto principal en la jerarquia de este sistema regulatorio es la produccion
y secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), por parte de las
células del area predptica del cerebro, mas especificamente por el nucleo infundibular o
arcuato del hipotalamo. La sintesis de la GnRH es un proceso que involucra la
comunicacion de varios elementos en el sistema nervioso central, particularmente las
interacciones glia-neurona-células endoteliales (Prevot et al., 2004).

Las terminaciones de las neuronas que componen el nucleo arcuato acaban
principalmente en la eminencia media del hipotalamo, donde liberan GnRH de manera
pulsatil al sistema vascular porta hipotalamo-hipofisiario. La GnRH es transportada a la
adenohipodfisis por la circulacion portal, donde estimula la liberacibn de las
gonadotropinas LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona estimulante del foliculo).

Durante el ciclo reproductivo, la liberacion de GnRH a los vasos sanguineos del
sistema porta hipotalamo-hipofisiario es modulada por una serie de alteraciones
dinamicas de las relaciones anatdomicas que existen entre las terminales nerviosas
GnRHérgicas y los procesos celulares de la glia en la eminencia media en el
hipotalamo. Estos rearreglos plasticos y la secrecion de la GnRH parecen estar
modulados, al menos en parte, por moléculas de sefalizacion especificas secretadas
tanto por las células gliales y endoteliales. Actualmente existen evidencias que
confirman la participacion de diversos factores; las células gliales usan miembros de la
familia de factores de crecimiento del factor de crecimiento epidermal (EGF), actuando
via receptores con actividad de tirosina-cinasa, para modular esta respuesta, mientras
que las células del endotelio de la eminencia media emplean 6xido nitrico (NO) para
facilitar la liberacion de la GnRH (Prevot et al., 2004).



Tanto la LH como la FSH son secretadas por las mismas células de la
adenohipofisis, los gonadotropos, y se sabe que ambas gonadotropinas ejercen sus
efectos sobre sus receptores localizados en las células ovaricas activando
principalmente el sistema de sintesis de AMP ciclico (AMPc). En la hembra, el patron
de GnRH varia a través del ciclo menstrual/estral, el cual es regulado de manera muy
precisa por retroalimentacion de los esteroides gonadales (estrégenos y progesterona)
en el hipotdlamo y la hipdfisis, estableciendo un circuito de retroalimentacion. La
anatomia precisa y los mecanismos funcionales que permiten este efecto de
retroalimentacion de los esteroides en las neuronas GnRHérgicas siguen en estudio.
Sobre el eje, también actuan una serie de factores ambientales e internos que afectan

la fertilidad tales como el fotoperiodo (Guyton, 1997).

Figura 1. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, el cual es regulado mediante circuitos de
retroalimentacion negativa, entre la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), las
gonadotropinas LH y FSH y los esteroides sexuales, estrégenos y progesterona, regulando asi

su secrecion por parte del hipotalamo, adenohipdfisis y ovario, respectivamente.




Ademas de los mecanismos hormonales ejercidos por las gonadotropinas,
existen otros sistemas de sefalizacion intraovarica involucrados en el proceso de la
foliculogénesis, por ejemplo, los mediados por factores de crecimiento, de
diferenciacion y neurotransmisores (Armstrong & Webb, 1997); estos sistemas de
sefalizacion celular participan principalmente regulando las etapas tempranas de la
foliculogénesis, que son independientes de las hormonas gonadotrépicas, por ejemplo,
el reclutamiento de foliculos primordiales del pool de reserva (Mayerhofer et al., 1997).

Un ejemplo de estos mensajeros celulares son las catecolaminas, como la
epinefrina y la norepinefrina, las cuales son liberadas en las terminales simpaticas que
inervan el ovario y que ejercen sus acciones a través de receptores acoplados a
proteinas G expresados en diferentes tipos celulares del ovario. La activacion de estas
vias puede regular una amplia gama de respuestas celulares (Cotecchia et al., 1998).
En células de la teca y de la granulosa de rata se ha demostrado la presencia de
receptores [,-adrenérgicos (Aguado et al., 1982), por lo que se ha sugerido las
catecolaminas participan en la adquisicidn de la sensibilidad a las gonadotropinas por el
foliculo (Mayerhofer et al., 1997). En cultivos primarios de células de la teca la
norepinefrina amplifica la secrecion de andrégenos estimulada por la LH (Dyer &
Erickson, 1985) y estas respuestas parecen ser mediadas por AMPc. Ademas en el
ovario existen células cromafines capaces de sintetizar de novo la norepinefrina
(Wrutniak-Zolnowska, 1980), por lo que se sugiere que la norepinefrina ovarica es un

modulador de la respuesta esteroidogénica del foliculo.

1.2 Células de la teca

Las células de la teca rodean al foliculo, y se diferencian desde el inicio de la
etapa de foliculos secundarios (Bjersing, 1978). Es la estructura que esta en contacto
directo con el riego sanguineo y con el sistema nervioso periférico, pues estos sistemas
no penetran el foliculo ovarico y no llegan al ovocito de manera directa. La teca, por

ende, se encarga de integrar la informacion hormonal y nerviosa que recibe el foliculo



(Figura 2). En el foliculo antral, las células de la teca estan constituidas por dos capas,
la teca externa y la teca interna, originadas a partir del mesénquima.

Fisiolégicamente las células de la teca interna son el principal sitio de sintesis de
androgenos en el ovario (Tajima et al., 2007), durante toda la foliculogénesis y
constituyen el sustrato para la sintesis de los estrogenos, producidos unicamente en
células de la granulosa por la aromatasa bajo la regulacién de la FSH (Fujita et al.,
1981).

Figura 2. Esquema de las estructuras principales que conforman el foliculo ovarico (modificado
de Armstrong & Webb, 1997).

La LH es la principal hormona que controla la diferenciacién celular de la teca y
su funcién esteroidogénica (Ericksson et al., 1985; Hillier, 1994; Magoffin, 2004; Alviggi
et al., 2006). La ruta de sefalizacion intracelular de las acciones troficas de la LH en la
esteroidogénesis en las células de la teca parece estar mediada por las proteinas
cinasas A (PKA) de tipos | y Il, dependientes de AMPc (Richards et al., 1986; Magoffin,

1989), estimulando la expresion de enzimas esteroidogénicas que permiten la sintesis
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de androgenos, tales como citocromo P450 side chain cleavage (CYP11A), la proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR, por sus siglas en inglés); la 3[-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) y el citocromo P450 C17 (CYP17) (Magoffin,
2004). Recientemente se ha reportado la activacién de cinasas reguladas por senales
extracelulares (ERKs) por la LH, que regula la expresion de CYP17 (Tajima et al.,

2007), estimulando la produccion de androgenos.

1.2.1 Sintesis de andrégenos en el foliculo ovarico

Los esteroides gonadales son producidos a partir del colesterol por una de tres
posibles fuentes: a) de colesterol proveniente de la sangre, b) de colesterol almacenado
dentro de la célula ovarica, o liberado de los ésteres de colesterol almacenados dentro
de las gotas lipidicas o c) del colesterol sintetizado de novo en la célula ovarica. El que
se utilice una u otra de estas fuentes de colesterol para la sintesis de andrégenos
depende de la especie, del tipo celular involucrado y del estado fisiolégico (Strauss et
al., 1981). El colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de alta densidad
(HDL) es precursor esteroidogénico en las células de la teca (Gwynne et al., 1982).

En la teca y bajo el control de la LH, el colesterol es transportado a la célula por
la enzima StAR y el primer paso en su conversion a esteroides es el rompimiento del
enlace C-20,22, resultando un compuesto de 21 carbonos, la pregnenolona, y un
fragmento de 6 carbonos, el aldehido isocaproico. El sistema enzimatico que cataliza
esta reaccion se localiza en el lado interno de la matriz mitocondrial (Farkash et al.,
1986), que comprende entre otras enzimas, a la CYP11A (Strauss et al., 1981), la cual
es la encargada de romper el colesterol para formar estos dos productos, de los cuales,
la pregnenolona es convertida a progesterona por una enzima deshidrogenasa. De
manera similar se lleva a cabo la conversion de la pregnenolona a DHEA por accién de
otra enzima perteneciente a la familia de los citocromos P450, la CYP17A. Y,
finalmente, en la teca se lleva a cabo la conversion de progesterona y DHEA a 17a-OH-
progesterona y androstenediona, respectivamente, bajo la accién de la 33-HSD. Este es

el paso limitante en la biosintesis de andrégenos en el foliculo, esta sujeto a regulacién



hormonal y es uno de los puntos clave en el cual ocurre el control fisioloégico de la
secrecion folicular de los esteroides.

La androstenediona y la testosterona son convertidas a estrona y estradiol-17f3
respectivamente, en las células de la granulosa, por un complejo enzimatico
“aromatasa”, que comprende a una citocromo P450 con funcién de oxidasa que cataliza
multiples pasos de la reaccion (Figura 3) (Lieberman et al., 1984; Knobil & Neill, 1994;
Magoffin, 2005).

Figura 3. Comunicacion entre la capa de células de la teca y las células de la granulosa , donde
ocurre la sintesis de esteroides sexuales, la maquinaria enzimatica involucrada, ademas la
transduccion de sefales, relacionada con los receptores acoplados a proteina G de las

gonadotropinas LH y FSH (modificado de Magoffin, 2005).




1.2.2 Otros papeles fisioldgicos de las células de la teca

Ademas de su papel en la esteroidogénesis, las células de la teca participan en
el proceso de ovulacion. Se sabe que al final de su crecimiento, el foliculo maduro
descarga hormonas gonadotropicas para dar lugar a diversas transformaciones, que
finalizan con la ruptura del foliculo y la liberacién del ovocito. Las células del cumulus
secretan grandes cantidades de acido hialurénico, el cual se acumula en el espacio
intercelular y provoca la disociacién del cumulus seguido por su ruptura: el ovocito, que
se encuentra rodeado por una cierta cantidad de células de la granulosa, es liberado en
el liquido folicular. El estroma ovarico experimenta vasoconstriccion, la cual en pocas
horas resulta en una isquemia seguida por necrosis del estroma y de la pared folicular.
La descarga de gonadotropinas libera histamina y bradicinina, conduciendo a un edema
de las células de la teca. Al mismo tiempo, la secrecion del activador de plasmindégenos
activara a las colagenasas, las cuales disocian la teca externa, siendo esta accién
reforzada por la liberacion de prostaglandinas. Finalmente, las células del epitelio
ovarico en la regidn apical parecerian estar sujetas a la autolisis, y esto permite la
liberacion de hidrolasas lisosomales y asi, la disociacion del apice, lo que culmina con

la expulsidn del ovocito (Chappell, 1991).

1.2.3 Fisiopatologia de las células de la teca

Una de las patologias que pueden originarse por alteraciones fisioldgicas de las
células de la teca se encuentra el sindrome del ovario poliquistico (PCOS, por sus
siglas en inglés), el cual se asocia con ciclos menstruales irregulares, infertilidad,
hirsutismo y un riesgo incrementado de desarrollar diabetes. El indicador temprano de
PCOS es anovulacién cronica acompafada por altos niveles de andrégenos en el suero
sanguineo. Posteriormente se observa un arresto caracteristico en el crecimiento de los
foliculos antrales en estadios tempranos.

Dado que las células de la teca son la fuente principal de estos andrégenos, el
PCOS puede asociarse con hipertrofia e hiperplasia de este tipo celular. La

caracteristica mas notable, morfolégicamente hablando, es el gran numero de “quistes”



que se encuentran en el ovario, de ahi el nombre “poliquistico”. La mayoria de los
foliculos en los ovarios poliquisticos contienen una teca hipertrofiada (Leung & Adashi,
2004).

1.3 El sistema de seializacion purinérgica en el ovario

1.3.1 Expresion de receptores purinérgicos en el foliculo ovarico de la rana Xenopus

laevis

Uno de los sistemas de sefializacion intradvarica descritos recientemente ocurre
via sustancias derivadas de bases nucleotidicas, especialmente purinas y pirimidinas.
Por ejemplo, ha sido reportada la expresion y funcionalidad de receptores sensibles a
ATP en diversos sistemas relacionados al ovario de diferentes especies. Trabajos
publicados de nuestro grupo reportan la expresion de diversos receptores purinérgicos
en el ovocito de Xenopus laevis (Arellano et al., 1996, 1998; Saldafna et al., 2005, 2009)
y en mamifero (Arellano et al., 2002; Vazquez-Cuevas et al., 2006, 2010). En el caso
del ovocito de Xenopus, los datos apuntan a que estos receptores participan en el
desarrollo del foliculo via la modulacién de procesos como la maduracién del gameto.
Los efectos provocados por la estimulacion purinérgica en el foliculo de Xenopus
incluyen la activacién de enzimas membranales que aumentan el AMPc y el Ca?*
intracelular, a través de la sintesis de inositol trifosfato (IP3), dos sistemas de segundos
mensajeros que controlan una gran diversidad de funciones en todas las células
conocidas; es por ello fundamental la investigacion sobre los efectos que estas
acciones purinérgicas promueven en la funcién ovarica. Algunas de las respuestas
celulares inmediatas al aumento de AMPc y de Ca?" intracelular en las células ovaricas,
a través de receptores purinérgicos, es la activacion de diversas corrientes ionicas
transmembranales; por ejemplo, se sabe que ATP estimula al menos dos corrientes
entrantes acarreadas por CI, que se han denominado F¢ ¥y S¢/ (de acuerdo a su curso
temporal: fast y slow) (Arellano et al., 1996, 1998), y activa una corriente de K* que se

genera por el incremento del AMPc (Saldana et al., 2005). Estas acciones del ATP son



promovidas a través de diferentes receptores; sin embargo, aun no es claro si se
requiere la expresion de diferentes receptores, o por el contrario, son producto de las
interacciones funcionales entre un solo receptor a ATP y otras moléculas membranales
(Arellano et al., 2009).

1.3.2 Expresion de receptores purinérgicos en el ovario de mamifero

En el laboratorio también se ha explorado la expresion de receptores
purinérgicos P2 en el ovario de mamifero, utilizando distintas aproximaciones
experimentales. En las células de la granulosa hemos detectado los transcritos de
todos los receptores P2X conocidos (P2X1-P2X7), asi como los receptores P2Y2 y
P2Y6 (Juarez-Espinosa, 1999; Garay & Arellano, 2001; Arellano et al., 2002); en
células de la teca identificamos a los receptores P2X1, P2X4, P2X7, P2Y2 y P2Y6
(Juarez-Espinosa, 2006; Vazquez-Cuevas et al., 2006, 2010), mientras que en el
epitelio ovarico superficial (OSE) mostramos la expresiéon de los receptores P2X1,
P2X4, P2X7 y P2Y2 (Juarez-Espinosa, 2006). Ademas, existen evidencias claras de
que la diversidad podria ser aun mayor e incluir varias proteinas generadas por corte y
empalme (splicing) alternativo (Garay & Arellano, 2001). Respecto a los receptores de
interés para el presente estudio, los primeros reportes de la expresion de receptores
sensibles a UTP (anteriormente llamados receptores tipo P2U) en el ovario, fueron
hechos para las células de la granulosa-luteales de humano y porcino (Kamada et al.,
1994). La estimulacion de estos receptores induce un aumento en el Ca®* intracelular:
cuando se estimula con ATP se potencia la secrecion de progesterona y estradiol,
mientras que si se estimulan con UTP se inhibe la produccion de ambas hormonas
(Kamada et al., 1994). Estas diferencias farmacoldgicas no podian explicarse en su
momento porque la descripcién molecular de los receptores aun estaba incompleta.

Estudios posteriores han corroborado estos hallazgos, donde ademas de
confirmar la expresion de receptores purinérgicos sensibles a UTP en células de la
granulosa-luteales humanas, se profundizé en los posibles efectos antigonadotropicos
del UTP en esas células. En cultivos primarios de células granulosa-luteales humanas

la activacién del receptor regula de manera negativa la produccion de AMPc, activada



por LH y este efecto depende de la activacion de la PKCa (Tai et al., 2001a). Ademas
se ha descrito que el ATP es capaz de activar a las MAPK ERK1/2 e inducir
proliferacion celular en células de la granulosa-luteales humanas (Tai et al., 2001b).

En estudios previos de nuestro laboratorio se demostr6 que en el ovocito
rodeado por las células del cumulus, agonistas de los receptores P2Y activan dos
corrientes iénicas entrantes, la primera es una corriente de CI” dependiente de Ca*' y la
segunda corresponde a la apertura de canales cationicos que son modulados por Ca®'
extracelular. En este estudio las corrientes se registraron por electrodos colocados en el
ovocito y ambas respuestas fueron bloqueadas por el desacoplamiento de las uniones
comunicantes, lo cual permite establecer que las corrientes tienen su origen en las
células del cumulus y que la respuesta es transmitida al ovocito a través de estas
uniones. El receptor responsable de estas respuestas es del tipo P2Y2 (Arellano et al.,
2002) y/o P2Y4, por lo que el aumento de Ca®" necesario para activar la corriente de CI
dependiente de Ca?* podria deberse a la activacion de la fosfolipasa C (PLC) vy la
sintesis de IP3;. En conjunto, estos hallazgos permiten sugerir que el ATP, actuando a
través de receptores del tipo P2Y, modula aspectos fisioldgicos del desarrollo y el

crecimiento folicular en mamiferos.

1.4 Fuentes de ATP en el ovario
1.4.1 Liberacion de ATP en distintos tipos celulares

La liberacion de ATP ha sido documentada en varios tipos celulares, tanto
neuronales como no neuronales. En estudios pioneros se observd un aumento en la
densidad o6ptica a 260 nm cuando se estimulaba el nervio auricular, viendo
posteriormente que correspondia a la liberacion de ATP, por lo se propuso que el ATP
podria tener un papel como transmisor quimico en células neuronales (Holton & Holton,
1954).

Estudios en la década de los 60s describieron la transmision purinérgica,

realizandose experimentos con nervios de rana estimulados eléctricamente, donde se
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liberaba ATP y esto producia la despolarizacion de la membrana postsinaptica (Abood
et al., 1962).

Durante esos afnos se hablé de la existencia de algunas sinapsis donde el
neurotransmisor involucrado era una molécula desconocida y algunos trabajos
relacionados descartaban la participacion de la noradrenalina (norepinefrina) vy
acetilcolina, por lo que a esas sinapsis se les denominé como “no adrenérgicas, no
colinérgicas” (NANC). Posteriormente, se demostrd que el neurotransmisor liberado en
las sinapsis NANC era ATP, denominandose a los nervios involucrados como “nervios
purinérgicos” (Burnstock et al., 1970). Después de ese hallazgo, se demostré que el
ATP no era liberado de manera unitaria, sino que se involucraban otros
neurotransmisores, usualmente de forma equimolar, tales como la acetilcolina y la
norepinefrina, estableciéndose la hipétesis de la “cotransmisién purinérgica” (Su et al.,
1971).

Actualmente se ha demostrado que el ATP es un transmisor quimico en
numerosos sistemas neuronales, tanto a nivel de sistema nervioso central (SNC) como
periférico, encontrandose en los sistemas simpatico, parasimpatico y entérico
(Burnstock, 1999).

En el SNC se ha demostrado que la liberacion de ATP en el cerebro de rata no
es uniforme, lo que sugiere que tiene funciones especificas en ciertas regiones, por
ejemplo, la estimulacion eléctrica de las cortezas motora y sensorial provoca la
liberacion de ATP, produciéndose efectos excitatorios, por lo que se ha propuesto que
el ATP tiene un papel en la funcién motora y en la transmision de ciertos estimulos,
tales como los de tipo nociceptivo (Burnstock, 1996).

Ademas de su papel en el SNC, se ha demostrado que el ATP puede ser
liberado por diferentes tipos celulares como células sanguineas (plaquetas, monocitos y
eritrocitos), células de musculo esquelético y de musculo cardiaco, células B
pancréaticas, células gliales (astrocitos), células de Sertoli y condrocitos, siendo los
principales estimulos utilizados el choque osmotico, la estimulacidn mecanica, la
acidosis y la hipoxia (Bodin & Burnstock, 2001).

En el ovocito de X. laevis, estudios de nuestro laboratorio han mostrado que la

estimulacion mecanica del foliculo de Xenopus provoca una corriente entrante,
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acarreada por CI, que ha sido nombrada como Iyne. Esta corriente ionica es
dependiente del acoplamiento eléctrico entre las células foliculares y el ovocito, ya que
la defoliculacion (o el desacoplamiento mediante drogas) la elimina. Ademas esa
respuesta es eliminada por la suramina, un antagonista competitivo de los receptores
purinérgicos P2, lo que significa que es mediada por ATP. En estos estudios se
demostrd que la respuesta es activada por la liberaciéon de ATP desde el ovocito, el cual
difunde y estimula de forma paracrina a receptores expresados en la membrana de las
células foliculares, generando en las mismas células la respuesta Inec (Saldafa et al.,
2009).

1.4.2 Inervacion en el ovario de mamifero

La inervacion extrinseca del ovario comprende nervios sensoriales y simpaticos,
asi como una cantidad mas reducida de nervios parasimpaticos. Estos nervios se
originan de neuronas localizadas en el cerebro, la médula espinal o en ganglios
periféricos. La inervacion simpatica de la glandula esta representada por fibras
catecolaminérgicas y de neuropéptido Y (NPY). La inervacion sensorial esta dada por
nervios que contienen a la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen de
calcitonina (CGRP). Se sabe que también inervan al ovario fibras que contienen al
péptido intestinal vasoactivo (VIP), tanto simpaticas como sensoriales. Estos nervios
extrinsecos alcanzan el rgano mediante dos rutas: el nervio del plexo ovarico (OPN),
que va a lo largo de la arteria ovarica y el nervio ovarico superior (SON) en el ligamento
suspensorio.

Esta bien establecido que en un gran numero de terminales simpaticas se
coliberan de manera equimolar norepinefrina y ATP (Westfall et al., 2002), y este tipo de
inervacion es, potencialmente, una de las fuentes principales de ATP en el ovario.

Se ha sugerido que esta informacion nerviosa ejerce un papel regulatorio en la
fisiologia ovarica. Por ejemplo, la simpatectomia de un ovario no afecta el desarrollo
folicular o el numero total de foliculos en cualquier dia del ciclo estral, por lo que se ha
sugerido que cuando los dos ovarios estan presentes las hormonas controlan el

desarrollo folicular. Cuando un ovario es removido, el entorno hormonal es alterado y el
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sistema nervioso, a través de los nervios influyen sobre el crecimiento folicular (Curry et
al., 1984).

Por otra parte, la seccion unilateral o bilateral del SON en ratas prepuberes
sugiere que la inervacion regula de manera positiva procesos orquestados por las
gonadotropinas en el ovario, por ejemplo, la ovulacién. A este respecto, se ha
propuesto que la existencia de un efecto modulador de las gonadotropinas sobre la
ovulacion, ya que en experimentos realizados en ratas con seccién bilateral del SON
donde se induce la ovulacion por tratamiento hormonal, ésta se mantiene, a pesar de la
denervacion (Morales et al., 1998).

Se ha investigado la funcidén de ciertos neurotransmisores en algunos procesos
fisiolégicos propios del foliculo, por ejemplo, existen estudios que muestran un papel
preponderante de neurotransmisores como VIP y norepinefrina en el desarrollo folicular
temprano (en rata), de manera independiente de las gonadotropinas (Schwartz et al.,
1974), debido a que los foliculos en estos estadios no expresan receptores a estas
hormonas. Esos neurotransmisores actuan en el foliculo primordial promoviendo su
crecimiento y ademas estan involucrados en la expresion posterior de los receptores a
FSH en el foliculo, para que después las gonadotropinas tomen el control del desarrollo

folicular (Mayerhofer et al., 1997).

1.5 Receptores purinérgicos

Los receptores purinérgicos son proteinas de membrana que tienen como
agonistas a purinas y a pirimidinas, como ATP, ADP, UTP, UDP y adenosina (ADO). De
acuerdo a su farmacologia, se han clasificado en: P1, los cuales son afines a la
adenosina y los receptores P2, que son sensibles a ATP, ADP, UTP y UDP. En este
trabajo se hara referencia soélo a estos ultimos. Los receptores P2 estan agrupados en
dos familias, de acuerdo a su estructura molecular y su mecanismo de accion: P2X, que
son canales catidnicos, de los cuales se conocen siete genes que codifican para las
subunidades 1 a la 7; y P2Y, que son receptores acoplados a proteinas G (Ralevic &

Burnstock, 1998). Sus acciones fisiolégicas son relevantes, por ejemplo, la activacion
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del receptor del canal P2X7 induce muerte celular, y se ha propuesto que en su
conformacion activa, el receptor se asocia con la panexina 1 (Pelegrin & Surprenant,
2006), para formar una estructura denominada “megaporo”, permeable a moléculas de
hasta 1 KDa; en este caso, el receptor no se desensibiliza y los niveles elevados y

sostenidos de Ca?* intracelular activan la maquinaria apoptdtica (Burnstock, 2007).
1.5.1 Generalidades de los receptores P2Y

Los receptores P2Y pertenecen a la clase | de la familia de los receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), con 7 dominios transmembranales (TM) (Figura 4).
Hasta ahora, se han clonado y caracterizado 8 subtipos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y
P2Y11-14. Son proteinas de 308-377 aminoacidos y los genes que las codifican no
contienen intrones en su secuencia codificante, con la excepcion del receptor P2Y11.
Para los receptores P2Y1 y P2Y2, los aminoacidos cargados positivamente en los
dominios transmembranales 3, 6 y 7, parecen estar involucrados en la interaccion con
los fosfatos del ATP, formandose una cesta, siendo ésta el sitio de interaccion con el
ligando (Jiang et al., 1997).

Figura 4. Estructura molecular general propuesta para los receptores P2Y, los cuales
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), con 7 dominios

transmembranales (Modificado de Barnard et al., 1994).
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Los receptores P2Y han sido clasificados con base en varios criterios como su
filogenia, farmacologia e interaccion con una proteina G especifica. De acuerdo a esto,
existen dos grandes grupos: el primero comprende a los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4,
P2Y6 y P2Y11 y el otro grupo, a P2Y12, P2Y13 y P2Y14, siendo éstos los de mayor
porcentaje de identidad entre si (Jacobson et al., 2002; Abbracchio et al., 2003).

Estos grupos muestran motivos estructurales compartidos en el TM7. El primer
grupo posee el motivo Q/K-X-X-R y el segundo grupo el motivo K-E-X-X-L. Se ha
descrito que estas secuencias tienen una importancia primordial en la interaccién con
sus agonistas (Erb et al., 1995; Jiang et al., 1997b; Boarder & Webb, 2001; Jacobson et
al., 2002).

Los receptores del primer grupo (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11) se acoplan
principalmente a Gy11 para activar la via de la PLC/IP3 y liberar Ca?"intracelular (Ca?").
El segundo grupo se acopla principalmente a Gy, por lo que inhibe la adenilato ciclasa
(AC), por lo tanto, disminuye los niveles de AMPc (Fumagalli et al., 2003; Bianco et al.,
2005).

1.5.2 Farmacologia de los receptores P2Y

La selectividad y potencia de los ligandos purinérgicos permite diferenciar, con
distinto grado de especificidad, a los receptores P2Y. Asi, los receptores P2Y1, P2Y12
y P2Y13 son mas sensibles a ADP; los receptores P2Y11 son sensibles al ATP; los
receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 son sensibles a nucleétidos de uridina (UTP/UDP) y el
receptor P2Y14 es sensible a los azucares de UDP (UDP-glucosa y UDP-galactosa)
(tabla 1).

En el caso de los antagonistas, la mayoria son compuestos policiclicos cargados
negativamente que bloquean ciertas respuestas de los receptores P2Y y P2X, es decir,
no son selectivos para un receptor en particular. Un ejemplo es el polisulfonato de
suramina y sus derivados, que son antagonistas no selectivos de los receptores P2
(tabla 1), siendo un antagonismo reversible, ya que la respuesta es recuperada
después de un periodo de lavado (von Kugelgen & Wetter, 2000; Abbracchio et al.,

2006). Dentro de la familia P2Y, la suramina es un antagonista de los receptores P2Y2
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(Wildman et al., 2003) y P2Y11 (Communi et al., 1999b); mientras que los derivados del
piridoxal fosfato PPADS antagonizan los efectos de P2Y1 (Lambrecht et al., 2002)

P2Y1

P2Y2

P2Y4

P2Y6

P2Y11

P2Y12

P2Y13

P2Y14

2-MeSADP = ADPBS>

2-MeSATP = ADP > ATP, MRS2365
UTP = ATP, UTPYS, INS 37217, INS
365

UTP 2 ATP, UTPyS, INS 37217

UDP > UTP >> ADP, UDP@S, IDP

AR-C67085MX > BzATP = ATPyS >
ATP

2-MeSADP = ADP >> ATP

ADP = 2-MeSADP >> ATP=2-
MeSATP
UDP-glucosa = UDP-galactosa

MRS2179, MRS2500, MRS2279,
PIT

Suramina > RB2

PPADS > RB2

RB2 > PPADS > suramina
Suramina > RB2, NF157, 5'-
AMPS

CT50547, AR-C69931MX,
INS49266, AZD6140,
PSB0413, ARL66096, 2-
MeSAMP

MRS2211, 2-MeSAMP

No disponibles

Tabla 1. Principales agonistas y antagonistas (en orden de potencia) de los receptores P2Y
(Burnstock, 2007).

1.6 Mecanismos de senalizacion y acciones celulares de los receptores P2Y

sensibles a nucleétidos de uridina

En el foliculo ovarico de mamifero se expresa una gran cantidad de receptores

sensibles a agonistas purinérgicos, particularmente los receptores sensibles a UTP y

UDP (Tabla 1), ya que de acuerdo a trabajos anteriores de nuestro grupo, las células de

la teca, al ser estimuladas con UTP, muestran un aumento en el ca’** intracelular, lo

que sugiere la existencia de receptores sensibles a este nucledtido y, de acuerdo a los

16



datos farmacologicos reportados para los receptores purinérgicos (Abbracchio et al.,
2006; von Kugelgen & Wetter, 2000), podrian ser los receptores P2Y2, P2Y4 y/o P2Y6,
éste ultimo sensible a UDP (Tabla 1), por lo que a continuacién se da una breve

descripcion de las caracteristicas y acciones celulares de estos tres receptores.
1.6.1 El receptor P2Y2

El receptor P2Y2 ha sido clonado y caracterizado en humano, rata, ratén, perro y
cerdo, entre otros. Estos receptores son completamente activados por ATP y UTP,
mientras que ADP y UDP son agonistas menos efectivos (Lustig et al., 1993; Parr et al.,
1994; Lazarowski et al., 1995a). El UTPyS es el agonista mas potente (Lazarowski et
al., 1995a) y la suramina es su principal antagonista (Charlton et al., 1996; Lambrecht et
al., 2002; Wildman et al., 2003; Burnstock, 2007). Estos receptores se acoplan a la
proteina Gg11 y al activar la PLC se sintetiza IP3 y diacilglicerol (DAG), segundos
mensajeros que liberan Ca®* intracelular y activan la PKC.

Otras vias de senalizacion que son activadas en astrocitos de raton por los
receptores P2Y2, son la estimulacion de PKC y las ERK1/2 dependientes e
independientes de Ca?*, que a su vez pueden activar a la fosfolipasa A, (PLA?)
citosdlica (Gendron et al., 2003; Xu et al., 2003), permitiendo la liberacion de acido
araquidoénico (AA), el precursor de eicosanoides, leucotrienos y prostaglandinas
(Balsinde et al., 2002).

La expresion del RNAm de P2Y2 en humano se ha detectado en musculo
esquelético, corazén, cerebro, bazo, linfocitos, macrofagos, médula dsea, pulmones,
higado, estdbmago, pancreas y muchos otros tipos celulares (Moore et al.,, 2001;
Abbracchio et al.,, 2006; Burnstock, 2007). Los receptores funcionales estan
ampliamente distribuidos: musculo liso, epitelio, células endoteliales y leucocitos,
cardiomiocitos, osteoblastos y células del SNC (Bowler et al., 1995; Ho et al., 1995;
Kirischuk et al., 1995; Rice et al., 1995; Berti-Mattera et al., 1996; Kim et al., 1996;
Kunapuli & Daniel, 1998; Weisman et al., 1999; Pillois et al., 2002; Seye et al., 2002;
Gendron et al., 2003; Kumari et al., 2003).
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La activacion de los receptores P2Y2 esta presente en la induccién de
respuestas inflamatorias, proliferacion celular, migracién, adhesion e infiltracion
(Hutchings et al., 2003; Li et al., 2003; Pidgeon et al., 2003).

La activacion de este receptor también induce la progresion del ciclo celular en
células del musculo liso, de G a las fases S y M (Malam-Souley et al., 1996; Miyagi et
al., 1996). Asi, se ha visto que la expresion de RNAm del receptor esta regulada

durante la diferenciacion celular (Martin et al., 1997).

1.6.2 El receptor P2Y4

El receptor P2Y4 ha sido clonado y caracterizado en humano, rata, raton, etc.
(Communi et al., 1995; Nguyen et al., 1995; Stam et al., 1996; Bogdanov et al., 1998b;
Webb et al., 1998; Lazarowski et al., 2001b; Suarez-Huerta et al., 2001), y es uno de los
receptores P2Y que presenta afinidad al UTP, el cual es su agonista mas potente
(Nicholas et al., 1996; von Kigelgen & Wetter, 2000; Abbracchio et al., 2006; Burnstock,
2007). La discriminacién farmacologica entre los receptores P2Y2 y P2Y4 de roedor es
muy dificil, ya que ambos responden de manera muy semejante al UTP y no hay hasta
la fecha antagonistas selectivos disponibles.

En cuanto al acoplamiento con alguna proteina G especifica, no existe evidencia
contundente de interaccion entre el receptor P2Y4 y una proteina G en particular. La
respuesta consistente en la produccion de IP; a UTP es parcialmente inhibida por la
toxina Pertussis (PTX) (Communi et al.,, 1996a). Sin embargo, el receptor se acopla
preferentemente a Gy11 y complementariamente a Gyj.

La distribucion del receptor P2Y4 es amplia, encontrandose su RNAm del
receptor en intestino, corddn umbilical, leucocitos, cardiomiocitos y pulmén humanos;
mientras que en rata se expresa en corazon y cerebro, y es mayor en neonatos que en
adultos (Webb et al., 1998; Cheung et al., 2003). En raton se ha detectado en

estdbmago, higado e intestino (Suarez-Huerta et al., 2001).
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1.6.3 El receptor P2Y6

El receptor P2Y6 ha sido clonado y caracterizado en humano, en raton y rata,
entre otros (Lazarowski et al., 2001b; Chang et al., 1995; Nicholas et al., 1996;
Communi et al., 1996b), y se conoce que es sensible al UDP, por lo que se considera
su principal agonista. El orden en potencia es: UDP > UTP > ADP > 2-MeSATP >> ATP
(Communi et al., 1996b; Burnstock, 2007), y aunque no se conocen antagonistas
competitivos disponibles, algunos derivados del aril-diisotiocianato son potentes
antagonistas selectivos para P2Y6 comparado con P2Y1, 2, 4 y 11 (Mamedova et al.,
2004).

Para estos receptores, tampoco existe evidencia molecular contundente de
interaccidn con una proteina G especifica. La respuesta consistente en la produccion de
IP; a UDP es insensible a PTX, sugiriendo un acoplamiento con Gg11 (Chang et al.,
1995; Robaye et al., 1997). Aunque también hay un incremento en el AMPc mediado
por P2Y6, pero es probable que sea un efecto indirecto mediado por prostaglandinas
(Kottgen et al., 2003). A diferencia de otros receptores P2Y, el receptor P2Y6 se
desensibiliza muy lentamente y al parecer se internaliza (Robaye et al., 1997; Brinson &
Harden, 2001).

Su distribucion, como la de todos los receptores P2Y, es bastante amplia,
reportandose la expresion de su RNAm en pulmon, timo, placenta, intestino y leucocitos
(Communi et al., 1996b) En humano y en rata se ha encontrado en pulmén, bazo,

estdmago, intestino y aorta (Chang et al., 1995).
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2. ANTECEDENTES

En estudios previos hemos evidenciado la expresion del canal P2X7 en las
células de la teca folicular y en el epitelio ovarico superficial (Juarez-Espinosa, 2006) y
analizamos las respuestas celulares provocadas al activar estos receptores en células
de la teca folicular de raton; el hallazgo principal fue que el receptor P2X7 moviliza Ca**
intracelular e induce apoptosis (Vazquez-Cuevas et al., 2006).

En estos estudios se registraron los cambios en Ca®* intracelular inducidos por
distintos agonistas purinérgicos, utilizando microscopia de fluorescencia funcional;
particularmente, se observo que el UTP aumentd la concentracion del ion, y sugirio la
expresion de receptores P2Y sensibles a UTP en este sistema celular (Vazquez-
Cuevas et al., 2006).

Dado que algunos de los receptores P2Y2 y P2Y4, que responden a UTP,
pueden modular la proliferacion celular (Tai et al., 2001a), proponemos que pueden
tener una funcién en la supervivencia de las células de la teca y por lo tanto regular
aspectos fisiopatoldgicos. El primer paso para el estudio de las acciones en la fisiologia

celular de estos receptores sera demostrar su expresion y funcionalidad
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3. JUSTIFICACION

Existen evidencias de la participacidn de varios sistemas de neurotransmision en
la regulacion de la fisiologia ovarica. En particular para el sistema purinérgico se han
identificado varios componentes moleculares, pero su papel fisiolégico aun no se
comprende con exactitud.

Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la expresion de
diversos receptores purinérgicos en distintos tipos celulares del ovario; para profundizar
en estas observaciones caracterizamos la respuesta purinérgica mediada por el
receptor-canal P2X7 en las células de la teca ovarica de cerdo y raton, como parte de
este estudio realizamos experimentos farmacoldgicos registrando los cambios en la
concentracion intracelular de Ca®* inducidos por agonistas purinérgicos. Ademas de
detectar respuestas generadas por el receptor P2X7, encontramos que la estimulacion
con UTP induce también movilizacion de Ca?*, los datos farmacoldgicos indican que
esta respuesta podria deberse principalmente a receptores P2Y, pertenecientes a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. La demostracion de la expresion
de receptores P2Y indicaria que este tipo celular expresa al menos dos receptores con
caracteristicas farmacolégicas y mecanismos de accion distintos y, por tanto, con
acciones celulares diferenciales y finamente reguladas en las células de la teca.

El objetivo del presente estudio fue analizar la expresion de receptores P2Y
sensibles a nucledtidos de uridina y proporcionar evidencia celular de que son
funcionales. Los datos obtenidos han permitido ampliar nuestro conocimiento sobre el
sistema purinérgico en la teca ovarica y sugieren algunas de las acciones fisiolégicas

mediadas por ATP independientes de los receptores P2X7.
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4. HIPOTESIS

Las células de la teca del foliculo ovarico de ratén expresan receptores P2Y

funcionales sensibles a nucledétidos de uridina.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los receptores purinérgicos P2Y sensibles a nucleétidos de uridina
que se expresan en células de la teca del ovario de mamifero y evidenciar su

funcionalidad.

Objetivos particulares

1. Identificar los receptores purinérgicos P2Y sensibles a nucleétidos de uridina que

se expresan en células de la teca de ovario de mamifero.

2. Determinar la funcionalidad de los receptores P2Y en células de la teca que

fueron caracterizados molecularmente.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Cultivo celular

Se establecieron cultivos primarios por digestion enzimatica con colagenasa de
acuerdo a procedimientos existentes en la literatura (Magoffin & Erickson, 1988).

Ratones hembra de la cepa C57-B fueron sacrificadas por dislocacion cervical.
Se extrajeron los ovarios y se colocaron en medio L-15, en el microscopio
estereoscopico se les retiro el tejido intersticial utilizando férceps finos. Una vez limpios
se colocaron en una solucion de colagenasa tipo | (300 U/uL) en medio M199 por 20
minutos a 37° C, posteriormente los ovarios se pasaron por una pipeta con un orificio
del tamafio adecuado, para despegar mecanicamente el OSE, que fue desechado. Para
eliminar la mayor parte de células de la granulosa, los ovarios sin epitelio fueron
punzados con una aguja hipodérmica fina, cortados en piezas pequefias e incubados
20 minutos en una mezcla de digestion (colagenasa 100 ug/pL, DNasa | 10 mg/mL,
BSA 10 mg/mL en medio M199), después se homogenizaron haciéndolos pasar por la
punta de una pipeta.

De este homogenado, las células de la teca se separaron en un gradiente
discontinuo de Percoll, formado por una capa de Percoll (44%), HEPES 250 mM (10%)
completando con medio M199; y una capa de Percoll (3.8%, con una densidad de 1.55
g/cm?), HEPES 250 mM (10%), BSA 100 mg/mL (1%), completando con medio M199
adicionado con 150 mM de NaCl, al 85%. Posteriormente se centrifugd durante 20
minutos a 500 rpm, y se extrajo la capa de células de la teca por aspiracion (Magoffin,
1988). Las células aisladas se cultivaron en medio DMEM/F12 complementado con

10% de suero fetal bovino y antibiético-antimicético a 37° C, con 5% de CO..

6.2 Transcripcion reversay PCR

El RNA total de los cultivos de células de la teca, cerebro, corazén y ovario

completo se purificaron por el método de isotiocianato de guanidina (Chomczynski &
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Sacchi, 1987).

A partir del RNA obtenido se sintetizd la cadena de DNA complementario
(cDNA) con la transcriptasa reversa (RT), 3 ug de RNA pretratado con DNasa |, oligodT
y oligonucléotidos hexaméricos al azar como cebadores, en un volumen total de 30 pL.

El ¢cDNA sirvi6 como templado en reacciones de PCR donde utilizamos
oligonucledtidos especificos que nos permitieron obtener amplificados de los receptores
P2Y de interés, y de los transcritos control de $-actina, CYP11A y el receptor de la FSH.

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados y las condiciones de amplificacién se

enlistan en la siguiente tabla:

OLIGOS SECUENCIA PROTOCOLO DE PCR

p2y2 fwd TGCTGGTGCTGGCCTGCCAGGCAC 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°

C por 45 seg, alineamiento a 55° C

AGGAAGTAGAGTA
p2y2 rev GCCCTGCCAGGAAGTAGAGTACCG por 45 seg y extension a 72° C por

45 seq)
p2y4 fwd ACTAGGTCCCAGCCCAAGTT 35 ciclos (desnaturalizacién a 94°
C por 45 seg, alineamiento a 58° C
ATTGTGGAACT
p2y4 rev GCACCATG CTGGAACTG por 1:30 min y extension a 72° C
por 45 seq)
p2y6 fwd TTTCAAGCGACTGCTGCTAA 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°
C por 45 seg, alineamiento a 55° C
p2y6 rev TGGCATAGAAGAGGAAGCTAA

por 45 seg y extension a 72° C por
45 seq)
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OLIGO SECUENCIA PROTOCOLO DE PCR

cypi1a fwd GCTGGAAGGTGTAGCTCAGG 30 ciclos (desnaturalizacion a 94° C por

45 seg, alineamiento a 55° C por 45

11 CACTGGTGTGGAACATCTGG
cyptiarev seg y extension a 72° C por 45 seg)

FSHr fwd TGGATGTCATCACTGGCTGT 30 ciclos (desnaturalizacion a 94° C por
45 seg, alineamiento a 54° C por 45
FSHr rev CAAATCTCAGTTCAATGGCG . o
seg y extension a 72° C por 45 seq)
B-actinafwd GGGTCAGAAGGATTCCTATG 25 ciclos (desnaturalizacién a 94° C por

45 seg, alineamiento a 55° C por 45

-acti TCTCAAACATGATCT
B-actina rev cereTe CATGATCTGGG seg y extension a 72° C por 45 seQ)

Tabla 2: Protocolo de PCR utilizado para amplificar los transcritos de los receptores P2Y2,
P2Y4 y P2Y6, asi como controles, los cuales fueron los transcritos de CYP11A, del receptor de
la FSH y de la B-actina. También se muestra la secuencia de los oligonucleétidos (forward y

reverse) utilizados en cada reaccion.

Los amplificados obtenidos fueron clonados en el vector pCR4-TOPO
(Invitrogen) por ligacién directa del fragmento de PCR, y secuenciados con
oligonucledtidos M13Forward. Las secuencias se analizaron en el programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que compara la secuencia problema con todas
las secuencias conocidas de la base de datos del NCBI para asi corroborar su
identidad.

6.3 Registro de la concentracién de Ca®" intracelular

Las células de la teca del ovario de ratén se cultivaron en cubreobjetos de 12
mm. Los cultivos con confluencia del 90% se cargaron con 5 uyM de Fluo-4 AM

(Molecular Probes) y 0.1% de acido plurdnico en soluciéon Krebs (NaCl 150 mM, KCI 1
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mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1.5 mM, glucosa 4 mM, HEPES 10 mM y BSA 0.05 % pH 7.4)
por 20 minutos. Posteriormente se lavaron 7 minutos en la misma solucién y colocados
en una camara de registro con flujo constante, adaptada a un microscopio de
fluorescencia invertido (Olympus), acoplado a una camara fotografica Evolution QEi
(Media cybernetics). Los cambios en la concentracion de Ca?* intracelular al incubar con
agonistas (ATP, UTP y UDP) y antagonistas (suramina) de los receptores P2Y, se
registraron cada 100 ms por fotografias con un objetivo seco 20X (Mason et al., 1993).
Las secuencias de obtuvieron con Image-Pro Plus (Media cybernetics) y procesadas en
el programa Imagenes (desarrollado por el Dr. Ivan Terol CIDETEQ, SEP-CONACYT,

México).

6.4 Inmunocitoquimica

Las células de la teca se cultivaron en cubreobjetos de la manera descrita
previamente. Los cultivos con 90% de confluencia fueron fijados en paraformaldehido al
4% por 25 minutos y lavados con PBS 1X. Los aldehidos fueron neutralizados
incubando en NH4CI-PBS 50 mM por 10 minutos dos veces. Se permeabilizé incubando
con acetona absoluta fria durante 5 minutos. La muestra se bloqued con una mezcla de
PBS-BSA al 1% y se lavo 3 veces con PBS 1X; posteriormente se incubd con un
anticuerpo anti-CYP11A a una dilucién de 1:300 en solucién de bloqueo durante toda la
noche a 4° C en agitacion, en el protocolo del experimento se incluyeron controles sin
anticuerpo primario.

Posteriormente se realizaron lavados con PBS 1X y se incubaron por dos horas a
temperatura ambiente con el segundo anticuerpo dirigido contra la IgG de ratén, el cual
esta acoplado a isocianato de fluoresceina (FITC) en una dilucién 1:2000. Después de
incubar con el anticuerpo secundario, se marcé el nucleo con ioduro de propidio (IP), el
cual se preparé 1:1000 en PBS 1X con 5 uL de RNasa A. Se incubé durante 20 minutos
a temperatura ambiente, en la oscuridad, y se realizaron lavados con PBS 1X. Se
montaron en VectaShield y se sellaron con barniz transparente. Las preparaciones
fueron analizadas en un microscopio confocal LSM 519 Meta (Zeiss).
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7. RESULTADOS

7.1 Cultivo de células de la teca

La etapa inicial del presente trabajo fue estandarizar el método de obtencién de
células de la teca, por el gradiente de Percoll (Magoffin, 1988). La pureza de los cultivos
se evalud morfolégicamente y por marcadores especificos de las células de la teca.

En la figura 5 se muestra una imagen de las células de la teca en cultivo, donde

se observa la morfologia caracteristica (similar a fibroblastos).

Figura 5. Cultivo de células de la teca en medio DMEM/SFB 10% con 72 hrs de cultivo (40X).

Para evaluar la expresion de marcadores se utilizaron dos estrategias: RT-PCR
para amplificar los transcritos de CYP11A, CYP17A y StAR; estas tres enzimas forman
parte de la maquinaria de biosintesis de andrégenos (Knobil &Neill, 1994); el transcrito
del receptor a FSH (fshr), el cual se encuentra sélo en células de la granulosa y no en
células de la teca (Fujita et al., 1981), y el transcrito de una proteina constitutiva, la 8-
actina. Para obtener resultados confiables por RT-PCR, fue necesario comprobar la
integridad del RNA utilizado en la reaccion de retrotranscripcion; en la figura 6 se

muestra una electroforesis de RNA en un gel de agarosa.
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Figura 6. Gel de agarosa-formaldehido al 1% en el que se observan las bandas
correspondientes a las subunidades 28S y 18S del RNA extraido por el método de isotiocianato

de guanidina, de cerebro, corazon, ovario y cultivo de las células de la teca de raton.

La figura anterior corresponde a un gel de agarosa-formaldehido al 1% donde se
corrieron las muestras de RNA extraidas de los diferentes tejidos, donde el primer gel
contiene las muestras control: cerebro, corazon y ovario completo; y el segundo gel
contiene RNA de los cultivos de teca. En ellos, se puede observar la separacién del
RNA ribosomal, especificamente las subunidades 18S y 28S, ya que el RNAm no es
detectable por este método, por lo que la definicion de las bandas del RNA ribosomal
indica que la muestra de RNA no esta degradada y es de buena calidad y adecuada
para la reaccion de retrotranscripcion.

Otro parametro para determinar la calidad del RNA fue el cociente de
absorbancia 260/280 nm, debido a que en esta region del espectro (regién ultravioleta),
hay una maxima absorcion de los acidos nucleicos, especificamente a 260 nm, la cual
es debida a los grupos aromaticos en las bases nitrogenadas. El cociente 260/280 nm
permite establecer el grado de pureza de la muestra, principalmente de moléculas
organicas que hayan participado en el proceso de extracciéon de RNA (como el fenol o
cloroformo) o incluso de proteinas que no hayan sido separadas de forma adecuada
(las cuales absorben a 280 nm); cuando este valor es 2.0 0 muy cercano a éste, la
muestra esta practicamente libre de impurezas y, por lo tanto, adecuado para la
reaccion de retrotranscripcidn. Las muestras de RNA utilizadas para la sintesis de
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cDNA tuvieron los siguientes promedios en los cocientes 260/280 nm: 1.62 para el RNA
de teca; 1.69 para el RNA de ovario completo; 1.63 para el RNA de corazén y 1.88 para
el RNA de cerebro.

Estas muestras de RNA fueron utilizadas para la sintesis del cDNA, como se
detalla en "materiales y métodos” y se realizaron las amplificaciones con los
oligonucledtidos especificos para el transcrito de CYP11A, un marcador especifico de
las células de la teca y del receptor a FSH (fshr) utilizado para descartar contaminacion
con células de la granulosa, las bandas correspondientes a las amplificaciones se

muestran en la figura 7.

Figura 7. Productos de amplificacion por PCR de los transcritos correspondientes a cyp11a,
cypi7a, StAR, fshr y B-actina. Los carriles de —RT (RNA de teca sin la enzima RT) y H,O
corresponden a los controles de cada amplificacién. La columna de la derecha corresponde a

los pesos moleculares de las bandas (en pb).

El cDNA de las células de la teca fue positivo para el transcrito de la enzima
CYP11A, CYP17A y StAR; el amplificado del transcrito de FSHr fue detectado en el
cDNA de ovario completo pero no en el cDNA de células de la teca, lo que sugiere
fuertemente que la presencia de células de la granulosa es marginal, ya que FSHr es
un marcador especifico para este tipo celular. La B-actina fue usada como control
constitutivo.

Por inmunocitoquimica, también se observo la expresion de CYP11A. Como se

ve en la figura 8 al menos 95% de las células mostraron marcaje positivo a CYP11A.
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De esta manera, junto con los resultados obtenidos por RT-PCR, fue posible corroborar

que las células aisladas son principalmente tecales.

150+

100+

50+

0-

% de células positivas a CYP11A

Figura 8. Distribucion de la proteina CYP11A en células de la teca de raton, detectada por
fluorescencia en microscopia. A) Marcaje de la proteina CYP11A con anti-CYP policlonal 1:300
y anticuerpo secundario anti-ratébn acoplado a FITC 1:2000, en un objetivo 100X y tincién de
nucleo con yoduro de propidio (IP). B) Control sin anticuerpo primario, tinciéon de nucleo con IP,

en un objetivo 100X.

7.2 Identificacion de los transcritos de los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en

células de la teca

Basados en los antecedentes directos del presente trabajo, nuestro siguiente
objetivo fue detectar la expresion de los receptores P2Y2, P2Y4 y/o P2Y6 en células de

la teca del ovario de raton, para lo cual se realizé la amplificacion de un fragmento del
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transcrito de cada receptor por RT y PCR utilizando oligonucledtidos especificos.

De esta manera se pudo detectar el RNAm de los receptores P2Y2 y P2Y6,
obteniendo fragmentos de 1032 y 257 pb, respectivamente, los esperados de acuerdo
al diseno de los oligonucleétidos. El amplificado para el receptor P2Y4, no se detecté en
el cDNA de células de la teca. Para confirmar esta observacion se usaron 2 pares
diferentes de oligonucleotidos y las reacciones se extendieron hasta 40 ciclos para
descartar cualquier artefacto que pudiera interferir en los resultados observados; sin
embargo, con ambos pares de oligonucleétidos y cambiando las condiciones de
amplificacion se obtuvo el mismo resultado: la ausencia de la expresion del RNAm de
P2Y4 en teca. En los tejidos control, el ovario completo y el cerebro, se comprobo la
expresion de p2y2r, p2y4ry p2y6r mientras que en corazon se observo la expresion de

p2y2ry p2y6r (Figura 9). Como transcrito constitutivo se amplificé B-actina.

Figura 9. Fragmentos de amplificacion por PCR de los transcritos de P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en
cDNAs de teca, ovario, corazon y cerebro y B-actina como control constitutivo. Los carriles de -
RT y H,O (como templado se utiliz6 RNA de teca sin la enzima RT o agua, respectivamente).

La columna de la derecha corresponde al peso molecular de las bandas obtenidas (en pb).

Las bandas obtenidas por RT-PCR en la figura anterior corresponden al tamano
esperado, fueron purificadas y clonadas en el vector pCR4-TOPO y secuenciados con
el oligonucledtido M13Forward, con el fin de corroborar su identidad, al comparar la

secuencia obtenida con las almacenadas en la base de datos del NCBI, mediante el
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programa BLAST, obteniéndose una identidad del 100% con la secuencia reportada
previamente, para los fragmentos de p2y2r (NM008773) y p2y6r (NM183164) en células
de la teca y ovario, y para p2y4r (NM020621) en ovario completo.

7.3 Caracterizacién farmacolégica de los receptores P2Y por microscopia de

fluorescencia funcional

Con el fin de profundizar en los resultados obtenidos en las amplificaciones de
los transcritos de los receptores, se realiz6 un ensayo funcional para monitorear el
cambio de la concentracion intracelular de Ca?* en respuesta al estimulo con agonistas
purinérgicos por microscopia de fluorescencia funcional en células cargadas con el
indicador fluorescente Fluo-4, como se describe en “materiales y métodos”. Un ejemplo
de estos registros se muestra en la figura 10 donde se observan imagenes

representativas de células de la teca estimuladas con UTP.

Figura 10. Secuencia de imagenes correspondientes a la respuesta de células de la teca
cargadas con Fluo-4, estimuladas con UTP 100 pM, observadas en diferentes tiempos de
estimulacién (en segundos). Cada color de flecha muestra el aumento de fluorescencia de una

célula especifica durante el tiempo de estimulacion. El agonista se aplicé a los 10 segundos.
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Estos experimentos se disefiaron para generar informacion farmacoldgica que,
analizada en conjunto con las evidencias moleculares, permitieran conocer la identidad
de los receptores expresados en las células de la teca. Asi, se construyeron curvas
concentracion-respuesta a ATP, UTP y UDP, y una curva de inhibicion de la respuesta

a UTP con el antagonista suramina.
7.3.1 Respuesta de las células de la teca a ATP

El estimulo de células de la teca por ATP indujo un aumento en la concentracion
de Ca?' intracelular (Figura 11). Las respuestas registradas fueron transitorias,
alcanzando el maximo en segundos después de la estimulacion y una rapida
disminucién hasta el nivel basal; un trazo representativo de la respuesta inducida por
100 uM de ATP es mostrado en la figura 11a.

Los valores maximos detectados para cada concentracion se utilizaron para la
construccion de una curva concentracion-respuesta; los datos se ajustaron a una curva
de Hill (Graph Pad Prism) para obtener la concentracion media (ECsp) (Figura 11b).

Como puede observarse, existi6 aumento dependiente de la concentracion en la
fluorescencia basal, alcanzando su maximo con 10-100 uM de ATP. El analisis de esta
curva generé una ECso de 1.32 £ 0.6 pM.
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Figura 11. Registro del aumento de [Ca
una poblacién de células de la teca en cultivo (n=10 células) estimuladas con ATP 100 uM. La
flecha muestra el momento en el que comienza la perfusion de ATP, obteniendo una respuesta
maxima alrededor de los 15-20 segundos de iniciado el registro. b) Curva concentracién-
respuesta, obtenida por analisis del aumento de la fluorescencia aplicando distintas

concentraciones de ATP (n=5 experimentos, 50 células).

7.3.2 Respuesta de las células de la teca a UTP

El UTP es un agonista muy potente de los receptores P2Y2; en sistemas de
expresion exogena la ECsg reportada es de 0.14 yM; en cambio es poco potente para
los receptores P2Y6, ya que se ha reportado en sistemas de expresion exdgena, una
ECso de 6 uM, casi 50 veces mayor que para P2Y2 (Abbrachio et al., 2006).

Al igual que el ATP, la estimulacién por UTP indujo una respuesta transitoria, un
trazo representativo a 100 uM de UTP se ilustra en la figura 12a. La ECso obtenida fue
de 1.15 = 0.82 uM, relativamente menor que la observada para ATP. El valor de
fluorescencia (AUF) maximo obtenido con este agonista en las células de la teca fue de
289.5% del basal (Figura 12b).
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Figura 12. Registro del aumento de [Ca®"];

provocado por UTP. a) Respuesta representativa de
una poblacién de células de la teca en cultivo (n=10 células) estimuladas con UTP 100 uM. La
flecha muestra el momento en el que comienza la perfusién de UTP, obteniendo una respuesta
maxima alrededor de los 15-20 segundos de iniciada la perfusion. b) Curva concentracién-
respuesta, obtenida por analisis del aumento de la fluorescencia aplicando distintas

concentraciones de UTP (n=10 experimentos, 100 células).
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7.3.3 Respuesta de las células de la teca a UDP

Se utilizé otro agonista de los receptores purinérgicos sensibles a nucledétidos de
uridina, el UDP. EI farmaco activa al receptor P2Y6, aunque éste también responde a
concentraciones elevadas de UTP y ATP (Burnstock, 2007).

La estimulacion con 100 yM de UDP, a diferencia de la respuesta transitoria
observada con ATP y UTP, generé pequefias oscilaciones en la concentracion
intracelular de Ca®" (figura 13a). La curva dosis-respuesta no pudo ajustarse a la
ecuacion de Hill, y claramente la respuesta desencadenada por la estimulacion con este
agonista es muy débil en comparacién con lo observado con UTP y ATP, tal como

puede apreciarse en la figura 13b.
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Figura 13. Registro del aumento de [Ca*], provocada por UDP. a) Respuesta representativa de
una poblacién de células de la teca en cultivo (n=10 células) estimuladas con UDP 100 yM. La
flecha sefiala el momento en el que comienza la perfusion de las células con el UDP,
obteniendo una respuesta maxima alrededor de los 15-20 segundos de iniciada la perfusién. b)
Curva concentracién-respuesta, obtenida por analisis del aumento de la fluorescencia aplicando

concentraciones crecientes de UDP (n=7 experimentos, 70 células).

7.3.4 Curva de inhibicién con suramina

Para continuar el estudio farmacolégico construydé una curva de inhibicion de la
respuesta a UTP 10 uyM con suramina, que es un antagonista no selectivo de los
receptores P2Y y P2X. Se sabe que el receptor P2Y2 es muy sensible a suramina y que
el receptor P2Y6 es practicamente insensible (Abbracchio et al., 2006; von Klgelgen &

Wetter, 2000). La curva de inhibicion obtenida se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Curva de inhibicion utilizando UTP 10 uM y diferentes concentraciones de suramina.

En este experimento se observd que la suramina por si misma no indujo
respuesta alguna; sin embargo, la droga inhibidé la respuesta a UTP en
aproximadamente 50% con un ICsy aparente de 191 + 0.74 pM. Como la inhibicién fue

parcial es probable que la respuesta de Ca** al UTP haya participado al menos otro

receptor insensible a suramina.
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8. DISCUSION

Ademas del control neuroendocrino ejercido por las gonadotropinas en la
foliculogénesis de los mamiferos (Cotecchia et al., 1998; Armstrong & Webb, 1997;
Mayerhofer et al., 1997; Dyer & Erickson, 1985), se ha demostrado que varios
transmisores quimicos regulan aspectos de la fisiologia ovarica, y particularmente de
los diferentes tipos celulares que conforman al foliculo.

Existen evidencias de la expresion funcional de receptores a varios transmisores
como la acetilcolina, la dopamina y el ATP, y su participacion en diversos aspectos de
la fisiologia celular en células de la granulosa luteinizadas, por ejemplo, en la
modulacién de la biosintesis de hormonas esteroides (Mayerhofer & Fritz, 2002; Rey-
Ares et al., 2007; Tai et al., 2000). Algunos de los efectos fisiolégicos observados en
modelos de denervacidn quirurgica o quimica involucran varios transmisores actuando
sincronicamente, por ejemplo, se sabe que las terminales simpaticas coliberan ATP vy
norepinefrina (Westfall, 2002; Burnstock 2010). Sin embargo, la comunicacién
purinérgica y sus acciones fisiolégicas en los distintos tipos celulares que conforman al
ovario no ha sido estudiada con detalle, el presente trabajo explora la expresién de
componentes moleculares de este sistema de comunicacién celular y su funcionalidad.

Previamente, demostramos que al estimular con UTP cultivos primarios de
células de la teca, éstas responden con un aumento en la concentracion intracelular del
ion calcio ([Ca2+]i); por lo que, en el presente estudio nos propusimos identificar
molecularmente la expresion de receptores P2Y sensibles a nucledtidos de uridina,
P2Y2, P2Y4 y P2Y6 (Burnstock, 2007; von Kugelgen & Wetter, 2000), los cuales estan
relacionados con una amplia gama de acciones fisiolégicas como: angiogénesis,
respuestas inflamatorias, proliferacion celular, migracion, adhesion e infiltracion,
secrecion epitelial de cloro, quimiotaxis, activacion de corrientes iénicas, entre otras
(Abbracchio et al., 2006).

El trabajo se centro en el establecer cultivos primarios de células de la teca de
ratdon, y se uso la disgregacion enzimatica con colagenasa y centrifugacion diferencial
en un gradiente discontinuo de Percoll (Magoffin & Erickson, 1988). Este método

permite el aislamiento diferencial de células sanguineas, células de la teca y células de
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la granulosa.

Para caracterizarlas molecularmente se amplificaron marcadores especificos.
Las células de la teca son esteroidogénicas, especificamente androgénicas (Tajima et
al., 2007); como consecuencia de la estimulacion con LH son capaces de sintetizar
androstenediona y DHEA a partir de colesterol (Ericksson et al., 1985; Hillier, 1994;
Magoffin, 2004; Alviggi et al., 2006). La maquinaria enzimatica para este proceso esta
bien definida (Figura 3). Particularmente, se conocen las principales enzimas que
participan en la sintesis de los androgenos en las células de la teca, las cuales son:
CYP11A, CYP17A y StAR (Strauss et al., 1981; Farkash et al., 1986; Magoffin, 2005).
El analisis por RT-PCR evidencié que los cultivos celulares utilizados expresan los
transcritos para estas enzimas (Figura 7).

La funcion de las células de la teca y de la granulosa es regulada por las
gonadotropinas hipofisiarias, especificamente las células de la teca son estimuladas por
la LH (Richards et al., 1986; Magoffin, 1989), mientras que las células de la granulosa
completan el proceso de aromatizacion de los andrégenos, por accién de la FSH. La
expresion del receptor a FSH es exclusiva de las células de la granulosa y no esta
presente en las células de la teca (Fujita et al., 1981). El analisis de la expresion de esta
molécula por RT-PCR mostré que el cultivo no expresa el transcrito del receptor a la
FSH (Figura 7), de este modo podemos estimar que la presencia de células de la
granulosa es marginal. Por inmunocitoquimica, fue analizada la expresion y distribucién
de la enzima esteroidogénica CYP11A (Figura 8), la cual marcé especificamente al
menos 95% de las células purificadas. En conjunto, todos estos resultados apoyan
fuertemente el hecho de que los cultivos celulares obtenidos estan constituidos
mayoritariamente por células de la teca.

La amplificacion de los transcritos de los receptores purinérgicos sensibles a
nucleétidos de uridina se llevd a cabo de acuerdo a las secuencias reportadas en la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de los EUA
(P2Y2R: NMO008773; P2Y4R: NM020621 y P2Y6R: NM183168); se disefaron
oligonucledtidos especificos de un fragmento de la secuencia codificante del RNA de
los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6. Como controles se utilizaron cDNAs de ovario,

corazén y cerebro, ya que existen reportes que indican la expresion del transcrito de los
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receptores en estos tejidos (Moore et al., 2001). Como control negativo se utilizé el RNA
total de células de la teca antes de la reaccion de transcripcion reversa (Figura 9). Con
esta estrategia detectamos la expresion de los RNAm de los receptores P2Y2 y P2Y6
en células de la teca.

En el caso del transcrito del receptor P2Y4, ha sido reportada su expresion tanto
en corazdbn como en cerebro, sin embargo, varios estudios han mostrado que la
expresion es mayor durante el desarrollo, y que ésta disminuye con la edad (Webb et
al., 1998; Cheung et al., 2003). En los experimentos de este trabajo se muestra que el
transcrito del receptor P2Y4 no se expresa en células de la teca (Figura 9).

Se ha establecido que los receptores purinérgicos P2Y2 y P2Y6 se acoplan a
proteinas Gag, y al recambio de fosfoinositidos-Ca®**. Con el fin de explorar la
funcionalidad de los receptores P2Y2 y P2Y6, caracterizados por RT-PCR, estudiamos
estos cambios en la concentracion de Ca®' intracelular inducida por agonistas
selectivos; para esto utilizamos microscopia de fluorescencia funcional, en células
cargadas con el indicador de Ca** Fluo-4.

Primero construimos una curva concentracion-respuesta a ATP, obteniendo un
valor maximo de % de AUF de 303.27 £ 125.86 y una ECsy de 1.32 £ 0.6 uM. Utilizando
este agonista no es posible discernir cual de los receptores purinérgicos que se
expresan en este sistema esta induciendo la respuesta (Figura 11). De acuerdo con los
datos farmacolégicos disponibles, el receptor P2Y2 tiene como agonista mas potente y
selectivo al UTP, por otra parte el UDP activa principalmente a los receptores P2Y6. El
UTP es 100 veces mas potente para P2Y2 que para P2Y6 (Nicholas et al., 1996). En
trabajos previos se ha establecido que la ECsy para UTP sobre receptores P2Y2
expresados exogenamente en la linea celular 1321N1 de astrocitoma es de 0.14 yM
(Lazarowski et al., 1995), evaluando la produccion de IP3; en este sistema. Nuestro
analisis dio un valor maximo de 283.02 + 98.19 % de AUF y una ECs, de 1.15 £0.82 uM
para UTP (Figura 12).

Para completar estas observaciones realizamos registros de la concentracién de
Ca?* intracelular utilizando UDP (Figura 13); este nucledtido es un agonista muy potente
para los receptores P2Y6. En trabajos previos, utilizando células 1321N1 y evaluando la

produccion de IP3, se determind que la ECsg para UDP, via receptores P2Y6 es de 300
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nM (Communi et al.,, 1996b). En nuestro analisis, el UDP aumenté muy poco la
concentracion de Ca?*, siendo una respuesta muy débil en comparacion con UTP y
ATP, con un valor maximo de % de AUF de 126.73 + 146.26. Tomando en cuenta estos
resultados y considerando que en nuestro trabajo se evalu6é una respuesta generada
por receptores nativos, o que puede generar algunas diferencias con respecto a los
ECso reportados en células transfectadas, los datos apoyan la idea que la respuesta en
las células de la teca fue mediada por los receptores P2Y2, ya que son practicamente
insensibles a UDP y presentaron una respuesta mayor a UTP comparada a la
provocada por el ATP, lo que se concluye observando la amplitud de la respuesta
desencadenada por estos agonistas.

Por otra parte, en ensayos con antagonistas de receptores purinérgicos, se
observé que la estimulacion con UTP se abatio con el antagonista suramina, sin
embargo, la respuesta aun en concentraciones muy elevadas no desaparece por
completo, observandose un remanente del 50% (Figura 14).

Dada la sensibilidad al UTP y al ATP, asi como por la inhibicion parcial
provocada por suramina, al menos de forma parcial, sugerimos que la respuesta de las
células tecales se debe de forma principal a la activacion de receptores P2Y2. Es
importante destacar que la diferencia esencial en la sensibilidad a suramina con la
reportada en otros sistemas, puede ser debida a que en el sistema nativo utilizado se
presente alguna variacion o modulacion de las caracteristicas farmacoldgicas del
receptor en cuanto a su sensibilidad al antagonista. También, de forma alternativa, no
se descarta la participacion de otro receptor purinérgico que pudiera intervenir en la
respuesta de las células tecales, la caracteristica esencial de este receptor es que
presentaria sensibilidad a UTP mayor que al ATP pero insensible a suramina, pero un
receptor de estas caracteristicas no ha sido reportado hasta ahora. Una ultima
posibilidad es que las diferencias observadas se expliquen por interaccion entre los
receptores expresados, tal y como han sido reportadas en otros modelos celulares, y
que esto provoque cambios en las caracteristicas de los receptores involucrados. Una
de las propuestas a este respecto es construir una curva de inhibicibn con otro
antagonista, mas especifico en el bloqueo de receptores P2Y6, por ejemplo el reactivo

azul 2 (RB2) o el PPADS, ya que estos antagonistas no bloquean la respuesta de los
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receptores P2Y2 y, en el caso del RB2 si esta reportado como un antagonista muy
potente para los receptores P2Y6, ya que induce una inhibicion del 100% a 100 pyM
(von Kugelgen & Wetter, 2000), pudiendo de esta manera distinguir las respuestas
farmacolégicas de ambos receptores.

En resumen, los datos moleculares y farmacologicos presentados en este trabajo
muestran la expresion de los receptores P2Y2 y P2Y6 en las células de la teca del
foliculo ovarico. Los datos obtenidos a través de experimentos funcionales muestran
que la respuesta del aumento de Ca?" intracelular depende principalmente de la
activacién de los receptores P2Y2.

Una de las implicaciones fisioldgicas de la accidén de los receptores P2Y2 es la
regulacion de la proliferacion celular (Burnstock, 2006), recientemente nuestro grupo de
trabajo ha mostrado que la estimulacion de cultivos primarios de células de la teca con
UTP induce proliferacién celular, por una via que involucra la actividad de una isoforma
de la PKC dependiente de Ca** y de las MAPK ERK 1/ 2 (Vazquez-Cuevas et al., 2010).
La regulacién de la proliferacién celular puede tener relevancia fisiopatolégica en el
ovario, por ejemplo: 1) en el sindrome del ovario poliquistico, la teca folicular
experimenta hipertrofia e hiperplasia y consecuentemente una sobreproduccién de
androgenos, en este caso la comunicacién celular purinérgica puede estar participando
en los procesos que inducen y/o mantienen esta condicion patoldgica y, por lo tanto,
representar un blanco terapéutico potencial o 2) ya que la teca aparece bien
diferenciada desde el estadio de foliculo secundario (Magoffin, 2005), la regulacién de
la proliferacidon celular ejercido por el sistema purinérgico puede estar modulando de
manera diferencial las etapas tardias de la foliculogénesis, posiblemente modulando las
acciones de las gonadotropinas.

Los receptores purinérgicos y su potencialidad como moduladores de la fisiologia
de las células de la teca representan nuevos blancos terapéuticos cuyas propiedades
farmacolégicas en condiciones fisioloégicas deben ser evaluadas. La informacién
descrita en el presente trabajo es el primer reporte de la expresiéon y funcionalidad de
receptores sensibles a nucledtidos de uridina (UTP/UDP), especificamente de los

receptores P2Y2 y P2Y6 en células de la teca de ovario de mamiferos.
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9. CONCLUSIONES

1.

Las células de la teca de ovario de ratdon expresan los transcritos de los
receptores P2Y2 y P2YG6.

. Los resultados obtenidos mediante el registro de Ca®" intracelular, muestran que

el ATP y el UTP inducen una respuesta especifica en las células de la teca,
consistente en la movilizacion del Ca" intracelular. Esto demuestra la expresion
funcional de receptores del tipo P2Y en este tipo celular; el orden de potencia
para los agonistas estudiados fue: UTP = ATP > UDP. La amplitud de la

respuesta fue mayor para UTP que para ATP.

La respuesta a 10 yM de UTP es mediada por receptores parcialmente sensibles
a suramina. De acuerdo con los datos moleculares y farmacoldgicos los
receptores principalmente involucrados fueron del tipo P2Y2. Sin embargo,
debido al efecto parcial de suramina sobre la respuesta, la participacidon marginal

de receptores P2Y6 no puede ser excluida.
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