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RESUMEN

El epitelio superficial ovarico (OSE) es una monocapa celular que recubre el
ovario cuyas funciones principales son el mantenimiento y la reparacién tisular
posteriores a la ruptura folicular. En el contexto patoldgico representa el origen del 90%
de los canceres ovaricos, esto puede ser debido a los constantes cambios estructurales
que sufre en cada ciclo, aunado a su plasticidad fenotipica epitelio-mesenquimal lo que
le confiere esa susceptibilidad. Para llevar a cabo sus funciones, el OSE es regulado a
través de una variedad de sefales quimicas enddcrinas asi como paracrinas y

autocrinas.

El sistema de sefializacién purinérgico esta presente en una gran diversidad de
tipos celulares donde funciona como transmisor regulando diferentes procesos celulares
como la proliferacién, la diferenciacién, la apoptosis, y parece contribuir a establecer el
nivel basal de la actividad de otros sistemas de sefializacién intracelular. Uno de los
principales transmisores en el sistema purinérgico es el adenosin trifosfato (ATP), que
sefaliza uniéndose a receptores de membrana denominados P2X 'y P2Y. Los receptores
P2Y son receptores acoplados a proteinas G (GPCR) que activan distintas sefales
intracelulares de acuerdo al tipo de proteina G acoplada. El sistema de sefalizacion
purinérgica ha sido involucrado en el desarrollo de procesos tumorogénicos, lo que llevd
al planteamiento del problema del presente estudio que pretende investigar acerca de

las caracteristicas del sistema expresado en células del OSE.

Llevamos a cabo la caracterizacion funcional de receptores purinérgicos
registrando las fluctuaciones de Ca®" intracelular inducidas por la aplicacion de agonistas
selectivos en células de cultivo primario del OSE de ratén, en la linea celular derivada
del OSE murino (MM14.0v) y en células del carcinoma ovarico humano (SKOV3).
Utilizando los valores maximos de la sefal registrada por microscopia de fluorescencia,
construimos curvas concentracién-respuesta y calculamos las respectivas EC50s
(concentracion media maxima efectiva). El analisis reveld la expresion de receptores
sensibles a uridin trifosfato (UTP) en las células OSE y en células MM14.0v, que puede
corresponder al receptor P2Y2 o al receptor P2Y4; y la expresidon de receptores

sensibles a uridin difosfato (UDP) en los 3 tipos celulares que podrian corresponder con



el receptor P2Y6. En las células SKOV3, los datos apoyan la idea de la expresion de dos

poblaciones distintas de receptores que responden a UTP y/o UDP.

Ademas, por medio de inmunofluorescencia detectamos la expresion de los
receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en los tres tipos celulares. La distribucion de los
receptores P2Y2 es distinta entre las células OSE y SKOV3 respecto a las MM14.0v;
para los otros receptores analizados con respecto a la localizacion sub-celular no hubo
diferencias. Las diferencias observadas en la localizacion espacial de estos receptores,
asi las diferencias en la respuesta funcional a los diferentes agonistas purinérgicos,
podria reflejar procesos con alteraciones fisioldgicas; lo que coloca a los receptores

purinérgicos como potenciales blancos terapeuticos.

SUMMARY

The ovarian surface epithelium (OSE) is a cell monolayer that lines the ovary and
their main functions are the maintenance and tissue repair after follicular rupture. In the
pathologic context represents the source of 90% of ovarian cancers this may due to the
constant structural changes suffering in each ovulatory cycle, coupled with its ephitelial-
mesenchymal phenotypic plasticity which confers susceptibility. To carry out its functions,
the OSE is regulated through a variety of hormonal chemical as well as paracrine and

autocrine signals.

Purinergic signaling system is present in a wide variety of cell types where it
functions as a transmitter, regulating many cellular processes such as proliferation,
differentiation, apoptosis, and seems to help establish the baseline level activities of
other intracellular signaling systems. One of the main transmitters in the purinergic
signaling systems is the adenosin triphosphate (ATP), which signals by binding to cell
membrane receptors called P2X and P2Y. The P2Y receptors are G protein coupled
receptors (GPCR) that activate different intracellular signals in accord with a specific G
protein. The purinergic signaling system has been implicated in develop tumorogenic
processes, under this approach, the aim of this study is led to investigate the

characteristics of the system expressed in OSE cells.



We perform the functional characterization of purinergic receptors by recording the
cytosolic Ca?* fluctuations induced by selective agonist application in cells in primary
culture of mouse OSE, in the ovarian cell line of murine (MM14.0v), and in the human
ovarian carcinoma cell line (SKOV3). We use the maximum values of calcium responses
to construct concentration-response curves and to obtain the respective ECsq (half
maximal effective concentration) values. The analyses reveals a uridine triphosphate
(UTP)-sensitive receptor expression in the OSE and MM14.0v cells that may correspond
to the P2Y2 or the P2Y4 receptors; and the expression of (uridine diphosphate) UDP-
sensitive receptor in the three cellular types that may correspond to the P2Y6 receptor. In
SKOV3 cells the data support the idea of the expression of two different receptor

populations that reply to UTP and/or UDP.

In addition, by immunofluorescence labelling we detect the expression of the
P2Y2, P2Y4 and P2Y6 receptors in the three cell types. The spacial distribution of P2Y2
receptors vary between the OSE/SKOV3 cells respect MM14.0v cells; with no markedly
differences in the other cases. The observed differences in the spatial localization of
these receptors, as well as different responses to purinergic agonists may reflect
alterations in physiological consequences, which places purinergic receptors as potential

therapeutic targets.
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1. INTRODUCCION
1.1- Comunicacion purinérgica

La evolucion de organismos ha sido posible, en gran medida, por el desarrollo de
mecanismos que permiten interacciones con el entorno. Estos mecanismos estan
presentes en todos los sistemas biolégicos procariotas y eucariotas a lo largo de la
escala filogenética. La transduccién de sefiales ambientales o procesos complejos que
involucran el transporte y acople especifico de moléculas sefalizadoras, son el sustrato
de la comunicacion celular. Aun existe una amplia gama de sistemas de sefalizacion

que no se conocen en su totalidad.

La complejidad del procesamiento de la informacion dentro y entre organismos es
notable en la comunicacién enddcrina y en la neurotransmisién en vertebrados y otros
animales. Se ha observado el papel de algunas moléculas en la comunicacién celular,
las cuales fueron referidas clasicamente con funciones estructurales o en el metabolismo
energético; tal es el caso de los nucledtidos de adenina y uridina. Los nucledtidos de
adenina y de uridina juegan un papel muy importante en la fisiologia celular participando
en la sintesis de macromoléculas, en la modulacién funcional de proteinas y en el
metabolismo celular; pero ademas, pueden ser liberados por las células y actuar como
transmisores quimicos (Duybak y El-Moatassim, 1993; Rangel et al. 2007; von Kugelgen
y Harden, 2011).

A finales de la década de los 20 en el siglo pasado, se realizd la primera descripcidon
sobre la implicacion funcional de los nucleétidos de adenina en el corazén de mamiferos
(Drury y Szent-Gyorgyi, 1929). La participacion de los nucleétidos como moléculas de
senalizacion fue propuesta décadas después por Burnstock (1972); donde se planted
que éstas actuaban por medio de receptores de membrana plasmatica, denominados
receptores purinérgicos (RP) (Burnstock 1976). Algunas purinas fueron reconocidas
entonces como las responsables de dicho fendmeno, y afios mas tarde, Kennedy vy
Burnstock mostraron por medio de métodos farmacoldgicos la existencia de al menos 2
tipos de RP (Kennedy y Burnstock, 1985).

-12-



Ademas de los nucledtidos de adenina, se ha identificado la participacion de nucledtidos
de uridina en la sefalizacion celular (Haussinger et al. 1987), y se han sentado las bases
para el reconocimiento de subclases de RP. Actualmente, se han clonado y
caracterizado 7 subunidades de RP tipo canal-i6bnico activados por union a ligando
(receptores P2X) (North y Surprenant, 2000) y 8 receptores diferentes acoplados a
GPCR (receptores P2Y) (Ralevic y Burnstock 1998).

La comunicacion purinérgica juega un papel fundamental en virtualmente todos los
tejidos y es evidente en tejidos con una gran dinamica o en constante regeneracion. Se
ha observado la participacion del ATP y otros nucleétidos de adenina y uridina; en la
determinacion del destino celular y en la forma en que se induce a las células a la
proliferacion (Hassenklover et al. 2010; Huwiler y Pfeilshifter, 1994; Morales-Ledesma et
al. 2010), a la migracion (Boucher et al. 2010), a la diferenciacion (Delic y Zimmermann,
2010; Sak et al. 2003) o a la muerte celular programada (apoptosis) (Deli y Csernoch,
2008; Wang et al. 2004; Wang et al. 2005).

1.2 Mecanismos de accidén de los sistemas purinérgicos

Existen notables diferencias fisioldgicas entre los mecanismos de sefializaciéon en los
que interviene cada subtipo de RP, como es el hecho de que los receptores P2X estan
involucrados en fendbmenos de comunicacion rapida. Por otra parte, los receptores P2Y
han sido asociados a procesos tréficos o de largo plazo (Burnstock 2009; Stojilkovic et
al. 2010).

Se ha descrito que las neuronas del sistema nervioso central poseen receptores P2X
activados por ATP, por medio de los cuales se regula la respuesta sinaptica rapida, y
ademas poseen receptores P2Y que regulan tanto cambios lentos del potencial de
membrana como la interaccién con receptores para otros transmisores (llles y Ribeiro,
2004). Existe evidencia de la participacién de elementos purinérgicos en mecanismos
involucrados con la regulacion de la excitabilidad neuronal (Calvert et al.2004) y en la
sefalizacion entre neuronas y glia, asi como en el procesamiento de sefiales sensoriales
(Aoyama et al. 2011; Calvert et al. 2004).

-13-



El papel de estos mecanismos de comunicacién es de gran importancia en la
transmision sinaptica (Westfall et al. 2002), en la inervacion de glandulas u érganos
como el ovario (Kulkarni et al. 1976; Lara y Belmar, 1991; Lara et al. 2002) o en la
inervacion del musculo liso (Kumari et al. 2003). Ejemplos de esto son la respuesta
eléctrica en el musculo del utero de raton, que reportaron Ninomiya y Suzuki (1983)
como un efecto debido a la aplicacién de ATP; o la interaccion entre el ATP y moléculas
presentes en las membranas de células uterinas de humano, observada por medio de

ensayos de competencia en unién a radio-ligando (Rosca-Testoni et al. 1984).

Los estudios tempranos sobre los sistemas purinérgicos se enfocaron a la sefalizacion a
corto plazo (neurotransmision y neuromodulacion), pero recientemente existe un
creciente interés en la sefializacién trofica ya que se ha mostrado una actividad
preponderante de los RP en la proliferacion, la diferenciacion, la motilidad, la muerte, la
regeneracion y la reparacion al dafno celular; procesos basicos en condiciones
fisiolégicas y cuyas alteraciones se han relacionado con diversas patologias (Choi et al.
2006; Kunzli et al 2006; Nylund et al. 2007). La sefalizacién purinérgica trofica también
esta fuertemente relacionada con la respuesta inflamatoria y en procesos derivados de
ella como la migracion, la apoptosis, o la restenosis (Burnstock 2009; Choi et al. 2003a;
Nylund et al. 2004). Ademas, este tipo de activacion celular esta involucrada en la
modulacion de mecanismos como el transporte epitelial, la migracion celular, la
respuesta inmune, la regulacion del volumen celular, entre otras (Burnstock, 2009;
Hansen et al. 2008; Kunzli et al. 2006; Robaye et al. 2003; Westfall et al. 2002).

Existe evidencian de la participacién de estos sistemas en tejidos endoteliales como la
aorta de raton, donde Guns y colaboradores, identificaron ademas del ATP, al UTP
como moléculas de sefializacion (Guns et al. 2006). La comunicacion purinérgica
participa en la regulacién del tono vascular, donde el ATP es liberado como con-
transmisor por los nervios simpaticos o a través del lumen vascular en respuesta a
cambios en el flujo sanguineo e hipoxia (Erlinge y Burnstock, 2008). El sistema
purinérgico simpatico puede ser muy similar al del sistema de renina-angiotensina-
aldosterona, en sus efectos sobre la homeostasis y la regulacion cardiaca; asi como en

la patofisiologia del 6rgano central en este sistema (Morris et al. 2011). La sintesis de
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nucleodtidos extracelulares y la expresion de RP en el tejido cardiovascular se encuentran

en fase de desarrollo clinico (Erlinge y Burnstock, 2008).

Se ha mostrado que la accion del ATP esta delimitada por las ectonucleotidasas
(Boucher et al. 2010; Dubyak y El-Moatassim, 1993; Stojilcovic et al 2010). La hidrdlisis
de ATP por las ectonucleotidasas no solo termina su funcién de mensajero extracelular,
sino también provee una via para la generacion de dos agonistas adicionales: el
adenosin difosfato (ADP) y la adenosina (Ado), que actuan sobre algunos RP (Hess et
al. 2009; Kunzli et al. 2006; Stojilkovic et al. 2010).

Actualmente se sabe que muchos tipos celulares liberan ATP fisioldgicamente en
respuesta a distintos estimulos ademas de la distorsion mecanica o la hipoxia
(Burnstock, 2009; Saldafia et al. 2008). Una fuente importante de ATP que actua de
manera autdcrina y paracrina sobre los RP, surge de la lisis provocada a partir de la
muerte o el dafio celular propio o de células contiguas (Burnstock y Williams, 2000;
Dubyak y El-Moatassim, 1993). El ATP extracelular al ser liberado por células contiguas
dafadas, induce la transmisién de sefales hacia y entre células circundantes (Block et
al. 2010; Corriden et al 2010). Por ejemplo, Boucher y colaboradores (2010) mostraron
que la aplicacibn de medio de cultivo proveniente de cajas conteniendo células
epiteliales dafiadas provocaba en células sanas una respuesta fisiologica. La explicacion
a este fendmeno es que el dafo a las células epiteliales resulta en la liberacién de ATP,
que al actuar sobre los RP de las células sanas, promueve la movilizacién de Ca*
intracelular, ya que los efectos son inhibidos por la aplicacion de apirasa, un agente que

degrada rapidamente el ATP (Boucher et al. 2010).

Electrofisiolégicamente, se ha observado la generacion de corrientes idnicas provocadas
por la liberacion de ATP. Por ejemplo, en ovocitos de Xenopus leavis acoplados a las
células foliculares, la liberacion de ATP de manera tanto basal como inducida
mecanicamente, se evidencia por la generacion de respuestas eléctricas nativas. En
este modelo celular el ATP es liberado por el ovocito, el transmisor difunde hasta las
células foliculares donde se une a RP especificos, generando una respuesta eléctrica

que incluye una corriente de entrada rapida acarreada por CI" (F¢) (Saldana et al. 2008).
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Los sistemas purinérgicos representan una compleja red de comunicacion extra e
intracelular que incluye mecanismos de activacion cruzada o transactivacion entre
distintas entidades proteinicas derivadas de la degradacion de los propios RP o la
participacion de proteinas que intervienen en la comunicacion cruzada con este sistema

(Burnstock, 2009; von Klgelgen y Harden. 2011).

A nivel intracelular se han identificado multiples procesos derivados de la activacion
purinérgica sobre numerosas vias metabodlicas como el caso de la glucogendlisis
(Keppens y De Wulf, 1986); o sobre la activacion de distintas cascadas de sefalizacion.
La desregulacion de los sistemas purinérgicos puede tener implicaciones en la
fisiopatologia de diversos tejidos, por lo que el estudio de estos sistemas y el papel de
los RP en la regulacion celular son de gran relevancia médica (Burnstock, 2009; Deli y
Csernoch, 2008; Maehara et al. 1987; Stagg y Smyth, 2010).
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2. ANTECEDENTES
2.1-Receptores purinérgicos

Los RP se han clonado y expresado en sistemas heterdlogos, ademas, se han
caracterizado a partir de diversos tejidos animales por diversos autores (Groschel—
Stewart et al. 1999; North y Barnard, 1997; Surprenant y Pelegrin, 2006; Vazquez-
Cuevas et al. 2006; von Kugelgen y Wetter, 2000).

Con base en evidencias farmacologicas se han propuesto dos familias de receptores a
purinas; tipo 1 (P1) que son sensibles a Ado, y tipo 2 (P2) que son principalmente
sensibles a ATP. A la fecha, se conocen 4 subtipos de receptores P1, denominados
receptores A1, A2A, A2B y A3; todos estos receptores pertenecen a la superfamilia de
GPCR (Fredholm, 2010). Los receptores P2 son clasificados en receptores tipo P2X de
los cuales existen 7 subunidades que forman receptores-canal triméricos y 8 subtipos de
GPCR que son llamados receptores P2Y (von Kulgelgen y Harden, 2011). Algunos
receptores P2 son sensibles a ADP y otros también son estimulados por pirimidinas
principalmente el UTP y el UDP (Burnstock 2007). La idea de que ademas de los
nucledtidos de adenina, los nucledtidos de uridina fungen como moléculas
sefalizadoras, ha sido ampliamente documentada y aceptada por diversos autores
(Boeynaems et al. 1996; Communi y Boeynaems, 1996; Hassenklover et al. 2010;
Haussinger et al. 1987; Huwiler y Pfeilshifter, 1994).

Los miembros de la familia de receptores P2X se ensamblan en homo y heterotrimeros
formando canales catidnicos operados por union de ligando (North 2002; Ralevic y
Burnstock, 1998). Su activacién puede resultar en el influjo de Ca®* y Na*, y en el eflujo
de K" (Browne et al. 2010; Khak et al. 2001; MacKenzie et al 1999).

Los siete genes (P2X1-7) que codifican para las subunidades de receptores P2X
presentan entre 30 y 50% de identidad en su secuencia de aminoacidos (Erb et al.
2006). La estructura predicha para las subunidades de los receptores P2X consiste en
dos segmentos transmembranales (TM) TM1 y TM2, los cuales estan involucrados en la
apertura del canal y en la formacion del poro i6nico respectivamente. Estos segmentos,

estan separados por un asa extracelular que contiene sitios ampliamente conservados y
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que corresponden a regiones involucradas en la glicosilacion y el sitio de unién al ATP
(Roberts et al. 2006; von Kugelgen y Wetter, 2000). Las regiones amino y carboxilo
intracelular contienen sitios consenso de fosforilacion para las proteinas cinasa Ay C
(PKA y PKC) (Tai et al. 2001).

2.2-Receptores purinérgicos P2Y

Han sido clonados 8 subtipos de receptores P2Y, y han sido denominados P2Y1, P2Y2,
P2Y4, P2Y6, P2Y11-14. Los subtipos de receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11
al ser activados por nucleétidos extracelulares (preferentemente ADP sobre receptores
P2Y1, UTP/ATP para P2Y2; UTP en P2Y4; UDP para receptores P2Y6, y ATP para los
receptores P2Y11), ejercen sus efectos a través de proteinas G heterotriméricas, las
cuales son insensibles a las toxinas Pertussis (PTX) y del colera (von Kugelgen y
Harden, 2011). Estos receptores tienen preferencia de acoplamiento con las proteinas G
del tipo 9/11(Gg11) que en general estimulan la sintesis de inositol trifosfato/diacilglicerol
(IPs/DAG) a través de activar a la fosfolipasa C (PLC). El IP3 actua sobre receptores
localizados en la membrana del reticulo endoplasmico, promoviendo la liberacion de
Ca®* desde estos reservorios intracelulares (Hansen et al. 2008; Hardie, 1996; Mikoshiba
y Hattori, 2000).

Por otro lado los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 en su estado activo
(preferentemente ADP sobre P2Y12 y P2Y13; y UDP-glucosa sobre P2Y14), se acoplan
preferentemente a proteinas G inhibidoras de la adenilato ciclasa (Gj,) que son
sensibles a PTX (Lin y Lee, 1996). Esto por una parte disminuye la concentracion
citosdlica del cAMP y en consecuencia la actividad de la PKA (Caler et al. 2000); y por
otra parte, activa la fosfodiesterasa de monofosfato de guanosin ciclico (cGMP) (von

Klgelgen y Harden, 2011).

Por medio de métodos de sustitucion de residuos de aminoacidos (mutagénesis dirigida)
y estudios comparativos sobre las estructuras cuaternarias de proteinas similares a
estos receptores, se han establecido las bases para la descripcion de regiones y
dominios con papeles fisiolégicos a nivel molecular; como lo son el reconocimiento e

interacciébn con el agonista, o el reconocimiento de dominios de interaccion con
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proteinas citosodlicas involucradas en la sefalizacion intracelular. Por ejemplo, la tercer
asa intracelular y el extremo carboxilo terminal, estan relacionadas con el acople
especifico a la proteina G, y varia enormemente entre las secuencias de los distintos

receptores P2Y clonados y funcionalmente expresados (von Kigelgen y Wetter, 2000).

Los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 responden ademas del ATP, a nucledtidos de
uridina y sus efectos son provocados a través de proteinas Gg11. Al igual que el ATP los
nucleotidos de uridina pueden ser liberados por neuronas y células gliales, algunos de
los papeles de estos nucleotidos se relacionan con la promocién del suefio, acciones
antiepilépticas, en la memoria y en la plasticidad neuronal (Dobolyi et al. 2011). El
estudio de la respuesta purinérgica de estos tres subtipos de receptores P2Y y su
posible participacion en el epitelio ovarico es poco conocida y es el objeto de estudio en

el presente trabajo.
2.3-Receptores purinérgicos P2Y2

El receptor P2Y2, previamente descrito como P,y ha sido clonado y caracterizado
farmacolégicamente a partir de tejidos o células humanas, caninas, porcinas, y murinas
(Abbracchio et al. 2010; Lustig et al. 1993; Parr et al. 1994; Rice et al. 1995; Vazquez-
Cuevas et al. 2011; Zambon et al. 2000). El acido ribonucleico mensajero (MRNA) del
receptor P2Y2 se ha detectado en una amplia diversidad de tipos celulares, por ejemplo,
en el musculo esquelético de humano, en el corazon, el cerebro, linfocitos, macréfagos,
la médula o6sea y el pulméon (Moore et al. 2001). Este receptor se expresa
funcionalmente en células epiteliales, musculo liso, células endoteliales, leucocitos,
cardiomiocitos, osteoblastos y células derivadas del sistema nervioso central y periférico;
incluyendo a las células de Schwann, neuronas corticales de rata, oligodendrocitos,
astrocitos corticales y del asta dorsal, astrocitos inmortalizados, células de astrocitoma,
entre muchos otros (Lustig et al. 1993; Parr et al. 1994; Rice et al. 1995).

El receptor P2Y2 se activa casi de manera equipotente por UTP y ATP (Hou et al. 2000);
y no se activa por nucleétidos difosfatados (ADP o UDP) (Nicholas et al. 1996). Ha sido
reportado que existe una disminucién en la potencia sobre el receptor P2Y2 debida a

sustituciones del anillo uracilo en el UTP. El dinucleétido de adenina Ap4A es un potente
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agonista para el receptor P2Y4 de la rata y menos potente para el receptor P2Y2. Otros
dinucledtidos de uridina como UpaU, activan también con gran potencia al receptor
P2Y2. La dependencia de la potencia en varios receptores P2Y sobre el numero de
unidades fosfato asociadas a las series de dinucleétidos indica que existe un 6ptimo en
el tetrafosfato (Abbracchio et al. 2010). Los agonistas del receptor P2Y2 son de gran
importancia clinica en el tratamiento de alteraciones pulmonares u oftalmicas y
posiblemente en el cancer (Choi et al. 2003a; Kunzli et al.2006; von Kugelgen y Harden,
2011). El orden de potencia en la respuesta de distintos agonistas del receptor P2Y2
evaluados en diferentes epitelios es el siguiente: ATP = UTP >> ADP = UDP (Dubyak
2003).

Se ha observado que la substitucion de aminoacidos basicos en los segmentos TM6 y
TM7 por aminoacidos neutros, disminuye la potencia del ATP y del UTP, lo que sugiere
que estos dominios juegan un papel importante en la union del dominio con carga
negativa del nucleétido agonista (Erb et al. 2001). La sefial de blanco de este receptor se
encuentra en su primer asa extracelular (Qi et al. 2002). El receptor P2Y2 puede
desensibilizarse en varios tipos celulares. Estudios por mutagénesis dirigida indican que
la supresion de los supuestos sitios de fosforilaciéon en el dominio carboxilo terminal
disminuye la desensibilizacién e internalizacién dependiente del agonista (Garrad et al.
1998).

No existe un antagonista selectivo para los receptores P2Y2 a la fecha. La suramina es
un antagonista competitivo no selectivo y tiene un débil efecto sobre los receptores
P2Y2, con un valor para la concentracion media efectiva de inhibicion (ICsp) de 48 uM
(Abbracchio et al. 2010).

Los receptores P2Y2 se acoplan de manera preferente a la proteina Gq11 que activa a la
PLCB1 que promueve la sintesis de IP; y DAG, que corresponden a un segundo
mensajero para la liberacion de Ca®* de los reservorios intracelulares (Putney et al.

1989) y activador de la PKC respectivamente (Gomperts et al. 2009).

El ATP y el UTP inducen la quimiotaxis, o migracion celular dirigida, a través de la

estimulacion de los receptores P2Y2. Este receptor tiene un dominio de unién a las
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integrinas denominado ,RGD" (arginina-glicina-aspartato) que esta presente en su primer
asa extracelular, éste permite la interaccidn selectiva con las integrinas a3 y a,Bs;
accion que es eliminada por la mutacion de esta secuencia (Erb et al. 2001). Este
dominio también es necesario para la respuesta del receptor sobre la movilizacion de
Ca®" intracelular por el acople con la proteina G, pero no asi del acople con la proteina
Gq (Bagchi et al. 2005). La via de las integrinas activada por este y otros mecanismos,
regula procesos de angiogénesis y respuestas inflamatorias incluyendo la proliferacion,
la migracién, la adhesion vy la infiltracion; fendmenos asociados a la metastasis tumoral
(Zhang et al. 2002).

Por otra parte, la activacion del receptor P2Y2, incrementa la sintesis y/o liberacion de
acido araquiddnico (AA), de prostaglandinas y de 6xido nitrico (NO) (Lustig et al. 1993;
Xing et al. 1999; Xu et al. 2002). En células en cultivo primario derivadas de astrocitos
murinos, se ha observado que el receptor P2Y2 puede mediar la activacion de la PKC y
de la cinasa regulada por senal extracelular (ERK1/2), tanto de manera dependiente,
como también independiente de Ca®*; y que pueden en consecuencia, activar la
fosfolipasa A, (PLA2) y conducir a la produccion de AA, el cual es precursor de los
eicosanoides, prostaglandinas y leucotrienos (Balsinde et al. 2002; Gendron et al. 2003;
Xu et al. 2003). Ademas de la via de ERK1/2, la activacién del receptor P2Y2 puede
inducir la fosforilacion de otras cinasas como JNK y p38, activadas por estrés. Y puede
promover a la alta la expresién de genes relacionados con la supervivencia como Bcl2 y
Bcl-xI como se ha mostrado en las células de astrocitoma humano, y genes que regulan

el crecimiento neuritico en células PC-12 (Chorna et al. 2004).

La activacion de este receptor promueve también la activacion de las proteinas cinasas
activadas por mitogeno (MAPK) (Hou et al. 2000; Koshiba et al. 1997; Turner et al. 1998;
Seye et al. 2002). Algunos estudios revelan que la activacion de la MAPK mediada por el
receptor P2Y2 en fibroblastos rat-1 y en células PC-12 es dependiente de la
transactivacion del receptor P2Y2 con el receptor del factor de crecimiento epitelial
(EGFR) a través de una via dependiente de Src/Pyk2 (Soltoff, 1998; Soltoff et al. 1998).
Otros estudios han mostrado que la activacion de los receptores P2Y2 puede inducir la

proliferacion y/o la migracion de los queratinocitos epidermales humanos, las células
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tumorales del epitelio pulmonar, las células de glioma y las células del musculo liso
(Greig et al. 2003; Schafer et al. 2003; Seye et al. 2002; Tu et al. 2000; Wilden et al.
1998).

Otro de los procesos fisiologicos en los que interviene el receptor P2Y2 es la
movilizacion transmembranal de iones. Se ha observado que el ratdn knock-out para el
receptor P2Y2 presenta un defecto en la secrecion de iones debido a la estimulacion por
nucledtidos en células epiteliales de las vias respiratorias (Cressman et al. 1999). Esto
confirma el papel del receptor P2Y2 en la regulacion del transporte idnico
transmembranal (Robaye et al. 2003). Ademas, se ha mostrado que la activacién del
receptor tiene un efecto sobre las corrientes de calcio tipo N en neuronas (Filippov et al.
1997; Brown et al. 2000). Electrofisiolégicamente, se ha observado que al activar P2Y2
se incrementa la secrecion de CI" y se inhibe la absorcion de Na* en células epiteliales.
Lo que implica tener potencial relevancia en el tratamiento de la fibrosis quistica, un
padecimiento que es causado por defectos en el gen de un canal aniénico epitelial
(Clarke y Boucher. 1992; Parr et al. 1994; Clarke et al. 2000; Kellerman et al. 2002).

Existen varios procesos sobre la fisiologia celular que involucran a los receptores P2Y2,
por ejemplo, su participacion en la inhibicion de la formacion de hueso en los
osteoblastos (Hoebertz et al. 2002), o en funciones como la induccion del procesamiento
de la proteina precursora amiloide dependiente de a-secretasa, observado en células de
astrocitoma humano, lo que sugiere un papel de la activaciéon de este receptor como

neuroprotector (Camden et al. 2005).

La activacion del receptor P2Y2 tiene efectos sobre la progresion del ciclo celular, como
ha sido mostrado en células del musculo liso, donde se promueve el ciclo celular de la
fase G4 a las fases S y M (Malam-Souley et al. 1996; Miyagi et al. 1996). De manera
importante para el presente estudio, las evidencias sobre su expresion en estados
fisioloégicos y patoldgicos sugieren que puede estar implicado en la generacion de
eventos transformantes neoplasicos, metaplasicos (Seye et al. 2002) y en la
carcinogénesis sobre distintos tejidos como el pancreas (Kinzli et al. 2006), el colén
(Coutinho-Silva et al. 2005; Hopfner et al. 1998; Nylund et al. 2007), el pulmén (Schafer
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et al. 2003), prostata (Janssens y Boeynaems. 2001), glandula mamaria (Dixon et al.
1997) y del ovario (Choi et al. 2003a; Schultze-Mosgau et al. 2000).

Consistente con el papel de los receptores P2Y2 en la proliferacién celular, la expresion
de su mRNA esta regulada a la baja durante la diferenciacion celular (Martin et al. 1997).
Sin embargo, existen notables diferencias entre la activacion de diversas cascadas de
senalizacion en diversos tejidos bajo distintas condiciones fisiolégicas. Lo que sugiere
que el papel del receptor sobre la proliferacion, la apoptosis y la diferenciacién celular,
debe ser explicada en funcién de su posible interaccidn con otras entidades moleculares,

interacciones que permanecen inciertas a la fecha.
2.4 Receptores purinérgicos P2Y4

El receptor P2Y4 ha sido clonado y caracterizado a partir de DNA gendmico del humano
(Communi et al. 1995; Nguyen et al. 1995), de la rata (Bogdanov et al. 1998; Webb et al.
1998) y del ratén (Lazarowski et al. 2001; Suarez-Huerta et al. 2001). El receptor P2Y4
presenta un porcentaje de identidad en su secuencia de aminoacidos de 83% entre el
homologo del humano y el de la rata (Bogdanov et al. 1998), de 82% entre el de humano
y el de ratdon; y de 95% entre el de raton y el de la rata (Suarez-Huerta et al. 2001). El
MRNA del receptor P2Y4 ha sido identificado en el higado, intestino, estdbmago, vejiga y

pulmones del raton (Suarez-Huerta et al. 2001).

El UTP es un activador enddgeno potente para el receptor P2Y4 humano recombinante
(Nicholas et al. 1996), mientras que el ATP se comporta como un antagonista
competitivo sobre este receptor (Brunschweiger y Mduller, 2006; Herold et al. 2004;
Kennedy et al. 2000). Por el contrario, en roedores el ATP es un agonista (Abbracchio et
al. 2010; von Kugelgen y Harden. 2011). El receptor P2Y4 no se activa por los
nucleodtidos difosfatados UDP o ADP, y la suramina no ejerce un papel antagonista sobre
este receptor incluso en altas concentraciones. El 4cido 2,2-dimetil-propidnico 3-(2-cloro-
6-metilaminopurin-9-il)-2-(2,2-dimetil-propioniloximetil)-propil éster (PPADS) reduce la
respuesta maxima del agonista en el receptor P2Y4 de humano, pero no tiene efecto

sobre el de rata (Charlton et al. 1996; von Kugelgen y Harden. 2011). Los receptores
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P2Y4 recombinantes de rata y ratén son activados equipotentemente por ATP y UTP
(Bogdanov et al. 1998; Herold et al. 2004; Webb et al. 1998).

Aunque existen ligeras diferencias, es dificil establecer distinciones farmacologicas
importantes entre los receptores P2Y2 y P2Y4, por lo que es necesario valerse de
diversas herramientas para reconocer e identificar plenamente entre un subtipo y otro.
Las diferencias entre la respuesta a antagonistas como la suramina, la cual tiene efecto
sobre los receptores P2Y2 pero no sobre P2Y4, es un ejemplo de ello. El PPADS por
otra parte, actua como un antagonista débil sobre los receptores P2Y4 pero es inefectivo
sobre los receptores P2Y2 (Charlton et al. 1996).

Los receptores P2Y2 y P2Y4 de la rata han sido expresados de forma heterdloga en el
ovocito de Xenopus laevis, donde se encontré que estos receptores exhiben diferente
sensibilidad ante distintos antagonistas de los receptores P2 mostrando que el orden de
potencia para el receptor P2Y2 es la siguiente: suramina >> PPADS = reactivo azul 2
(RB2) > TNP-ATP; y para el receptor P2Y4 el orden de potencia de los distintos
antagonistas es: RB2 >> suramina > PPADS > TNP-ATP (Wildman et al. 2003).

Se han observado también diferencias en la potencia de la selectividad de algunos
agonistas como el derivado de UTP, 2-tio-UTP. La aplicacion de este agonista induce
una respuesta en las células de astrocitoma 1321N1 que expresan los receptores P2Y2,
P2Y4 y P2Y6; con un valor de ECs (concentracion del agonista media efectiva) = 50 nM,
y que corresponde alrededor de 30 veces mas potente sobre los receptores P2Y2 que
para los receptores P2Y4 (El-Tayeb et al 2006). En diferentes tejidos epiteliales se ha
observado que existen diferencias en la potencia de los agonistas del receptor P2Y4
entre el humano y el de roedor, donde este orden de potencia es: UTP >> ATP, UDP =
ADP, y UTP = ATP >> UDP = ADP respectivamente (Dubyak. 2003).

Un estudio sobre receptores quiméricos humano/rata P2Y4, mostré que los
determinantes estructurales del agonismo contra el antagonismo por el ATP, se localizan
en el dominio amino terminal y en la segunda asa extracelular. Ese analisis mutacional
revelé que son tres residuos en la segunda asa extracelular los que contribuyen a

determinar las propiedades del ATP como agonista/antagonista (Herold et al. 2004).
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El mRNA del receptor P2Y4 ha sido detectado por medio de transcripcion reversa y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en la placenta y abundantemente en el
intestino de humano. Se ha reconocido ademas en células endoteliales de la vena
umbilical, leucocitos, cardiomiocitos fetales y varias lineas celulares derivadas del
higado (Communi et al. 1999).

En la rata, el mensajero del receptor es mas evidente en el corazéon y cerebro de
neonatos que en el adulto (Webb et al. 1998; Cheung et al. 2003). En adultos esta
presente en el sistema plexo coroide/ventricular y fuertemente en la glandula pineal, asi
como en astrocitos (Webb et al. 1998). En raton, se mostré que el mensajero de P2Y4
es abundante en el estobmago, higado e intestino (Suarez-Huerta et al. 2001). Los
mayores niveles del receptor P2Y4 se localizan en la médula ésea roja, monocitos,
linfocitos e higado (Abbracchio et al. 2006).

Este receptor sefializa principalmente a través de las proteinas Gg11/PLC B, ademas de
la movilizacién de Ca* (Communi et al. 1995; Filippov et al. 2003). La respuesta del
receptor P2Y4 recombinante de humano es parcialmente inhibida por la PTX (Communi
et al. 1996). Ademas, en neuronas simpaticas inyectadas con cDNA a partir de la
secuencia del receptor P2Y4, el UTP inhibe la corriente de Ca?* tipo N, tal inhibicidn es
mitigada aplicando PTX o expresando las subunidades By de transducina, lo que indica
un papel de las subunidades By de proteinas Gj, en la funcion del receptor P2Y4, el cual

puede ademas controlar la secrecion de K* en células vestibulares (Marcus et al. 2001).

El receptor P2Y4 ha sido identificado en diferentes lineas celulares como la derivada del
neuroblastoma (SH-SY5Y) donde se ha asociado a la induccion de la diferenciacion y la
muerte celular (Cavaliere et al. 2005). En células de lineas derivadas de carcinoma
ovarico (IOSE-29, IOSE-29EC, y OVCAR-3) (Choi et al. 2003a, Choi et al. 2003b); y en
células de lineas celulares derivadas de cancer de mama (Hs578, MCF-7, SK-Br3 y T47-
D), en las que se ha propuesto que juegan un papel pro-proliferativo (Dixon et al. 1997).
Se ha observado la expresion del receptor P2Y4 en células derivadas de carcinoma de
colén HT-29 con efectos anti-proliferativos y pro-apoptéticos (Hopfner at al. 1998; Nylund
et al. 2004), y en HCT8 y Caco-2 con efectos pro-proliferativos y pro-apoptéticos
(Coutinho-Silva et al. 2005). Este receptor ha sido identificado en monocitos de leucemia
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(lineas celulares F-36P y HL-60), donde se ha observado un efecto sobre el arresto
celular a través de la proteina Gj, teniendo consecuencias negativas sobre la

proliferacion y promoviendo la apoptosis (Yoon et al. 2006).

El papel de este receptor y sus efectos pro o anti-proliferativos en células derivadas de
carcinomas muestra diferencias entre células derivadas de tejido u otro (Deli y Csernoch.
2008), por lo que es necesario realizar estudios sobre el papel fisioldgico de este
receptor en tejidos en estados patologicos y en diferentes estadios neoplasicos o

transformantes.
2.5-Receptores purinérgicos P2Y6

Los receptores P2Y6 de diferentes especies ademas de responder a ATP presentan
mayor afinidad por el UDP (Chang et al. 1995; Communi et al. 1996; Lazarowski et al.
2001). El receptor p2y3 que también es sensible a UDP, es el ortdlogo en aves del
receptor P2Y6 en mamiferos. El uridin B-tiodifosfato (UDPBS) es un potente agonista del
receptor P2Y6 y menos susceptible a la degradacion que el UDP; actualmente no existe
un antagonista selectivo para estos receptores (Abbracchio et al. 2010; Li et al. 1998;
Webb et al. 1998). La respuesta en el incremento de IP3 por la aplicacion de UDP sobre
el receptor P2Y6 recombinante es insensible a PTX lo que sugiere que se presenta un
acople del receptor P2Y6 a la proteina Gg11 (Chang et al. 1995; Robaye et al. 1997). Sin
embargo, el incremento en el cAMP mediado por el receptor P2Y6 ha sido reportado,
probablemente esto es un efecto indirecto mediado por prostaglandinas, al observarse
que este es un efecto parcialmente suprimido por indometacina, un inhibidor de la

sintesis de prostaglandinas (Kottgen et al. 2003).

Los transcritos de P2Y6 han sido encontrados en el bazo, timo, placenta, intestino y
leucocitos, en el pulmén, estdbmago, intestino y aorta de mamiferos (Chang et al. 1995;
Communi et al. 1996). EI UDP puede actuar como factor de crecimiento en estos tipos
celulares (Hou et al. 2002). Una caracteristica unica de este receptor es que presenta
una lenta desensibilizacidon e internalizacion en comparacion con otros receptores P2Y
(Robaye et al. 1997; Brinson y Harden, 2001). Se ha sugerido que esto puede ser

consecuencia de la estructura de la proteina en la que se observa una corta secuencia
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en el carboxilo terminal del receptor, contiene una sola treonina y ademas; carece de las
serinas 333 y 334 importantes en la fosforilacion, la desensibilizacion y la internalizacion

dependiente de UTP en este receptor (Brinson y Harden, 2001).

El receptor P2Y6 ha recibido atencién en su papel como importante regulador de la
inflamacion en donde su estimulacion con UDP promueve la liberacion y producciéon de
quimiocinas pro-inflamatorias, en algunos tipos celulares (Kim et al. 2011). Se ha
observado que existe un incremento selectivo de este receptor en células endoteliales
después de la estimulacién inflamatoria in vitro, utilizando el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) como activador (Brannstrom et al. 1995; Blackburn 2011, Oshimi et al. 1999).

Durante la respuesta sistémica inflamatoria las moléculas de superficie expresadas por
células endoteliales, han sido fuertemente implicadas en la orquestacion de la respuesta
inmune, y en diversos estudios se ha demostrado que existe una liberacion elevada de
nucleotidos durante la inflamacion aguda. Riegel y colaboradores (2011) demostraron
una induccion selectiva del receptor P2Y6 durante la respuesta inflamatoria, lo cual
corresponde con estudios previos realizados por distintos métodos como el analisis por
RT-PCR, Western blot, o inmunofluorescencia; donde se ha confirmado una
dependencia en la dosis y en el tiempo de la induccion de receptores P2Y6 por medio de
TNF-a o lipopolisacarido (LPS) (Brannstrom et al. 1995; Blackburn, 2011; Riegel et al.
2011).

Inoue (2007) encontré que el UDP aplicado exégenamente promueve la fagocitosis a
través de los receptores P2Y6 dependiente de la concentracidn, y que el daio neuronal
causado por la aplicacion de acido kainico (KA), regula al alta la expresion del receptor
P2Y6 en la microglia. El dafio neuronal evocado por KA resulta en el incremento de
UTP, el cual es inmediatamente metabolizado en UDP in vivo e in vitro. Entonces el UDP
puede ser una molécula difusible que senala la crisis de las neuronas danadas a la
microglia, activando posteriormente a la fagocitosis. Estas evidencias sugieren que el
ATP/ADP atrae a la microglia y subsecuentemente reconocen al UDP como sefal de
induccion de la fagocitosis. EI ATP/ADP no es capaz de activar los receptores P2Y6, y el
UDP tampoco actua sobre los receptores P2Y12, entonces los nucleétidos de adenina y

de uridina, deben regular la motilidad microglial, en una forma coordinada de quimiotaxis
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y fagocitosis (Inoue, 2007; Inoue et al. 2009). También se ha mostrado que el receptor
P2Y6 puede ser un mediador de la respuesta inmune innanata contra la invasion de

patdégenos a través del reclutamiento de monocitos/macrofagos (Zhang et al. 2011).

Se ha mostrado que el receptor P2Y6 esta implicado en la respuesta inflamatoria en
diversos tejidos, sin embargo, su papel en el OSE permanece desconocido. Este
receptor ha sido observado en lineas celulares derivadas de distintos tejidos como el
pulmén, donde podria estar participando en la regulacion a la alta de la proliferaciéon
(Schafer et al. 2003); en neuroblastoma, teniendo un efecto sobre la induccion de la
diferenciacion (Cavaliere et al. 2005); en la prostata (Janssens y Boeynaems. 2001); en
monocitos de leucemia, con un efecto pro-apoptético (Yoon et al. 2006) y en el

melanoma maligno (White et al. 2005).

El papel de estos receptores sobre la carcinogénesis ha queda de manifiesto en
multiples sistemas bioldgicos, sin embargo, se desconoce la posible expresion
purinérgica y su papel en lineas celulares derivadas de carcinoma en tejidos ovaricos.
En nuestro laboratorio, se ha observado actividad purinérgica en ovocitos de ratdn
(Arellano et al. 2002), y en células teca-intersticiales (Vazquez-Cuevas et al. 2006,
2010), donde se ha comprobado la presencia funcional de este tipo de receptores. Sin
embargo, la expresion de los receptores purinérgicos en las células del OSE permanece

poco estudiada.
2.6-Epitelio superficial del ovario

El OSE es el mesotelio pélvico que recubre al ovario (Auersperg et al. 2001) (Figura 1),
esta formado por una monocapa celular epitelial de origen mesenquimatico (Leroy-Dudal
et al. 2008). EI mesodermo se segrega durante el desarrollo embrionario en un
mesénquima pluripotente y el epitelio celédmico (mesotelio peritoneal). EI OSE se
diferencia después de la invaginacion del mesotelio celdmico sobre las crestas
gonadales (Colgin y Murdoch, 1997; Murdoch y McDonnel. 2002). Este origen
mesodérmico esta compartido con el epitelio del sistema urogenital y con el de la corteza
adrenal (Murdoch y McDonnel, 2002).
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Estas células superficiales forman un continuo con el mesotelio del ligamento ovarico
(mesovario) y el peritoneo, y se mantienen unidas lateralmente por desmosomas vy
complejos de uniones estrechas y uniones comunicantes (Ahmed et al. 2006; Murdoch y
McDonnel, 2002). Se encuentra separado del estroma ovarico por una lamina basal
(membrana basal), que a su vez se situa sobre una capa de tejido conectivo rico en

colagena, la tunica albuginea (intersticio cortical ovarico) (Wong y Leung 2007).

Foliculos Foliculos
primordiales primarios

Foliculos
secundarios

Ovocito
Foliculo
de Graff

Regidn
cortical

Regidn

medular

Cuerpo llteo
P 3 Cuerpo
en degeneracion ;
Iateo

Ovocito
liberado

Figura 1. Ovario adulto de humano. La superficie libre del ovario esta cubierta por una monocapa de
células epiteliales, el epitelio superficial del ovario (OSE). El ovario presenta una regién cortical mayor y
una menor regién medular compuesta de células tipo fibroblasto y células de musculo liso. La regién
medular contiene grandes vasos sanguineos. La region cortical presenta los foliculos en los que se
contiene a cada ovocito. Los foliculos primarios resultan del crecimiento de foliculos primordiales, luego se
desarrollan como foliculos secundarios y maduran en foliculos de Graff. Durante la ovulacion la superficie
ovarica se rompe cuando el ovocito es liberado. Después de la ovulacién los remanentes del foliculo se
convierten en el cuerpo lateo, una estructura glandular que secreta hormonas sexuales femeninas
(modificado de Naora y Montell, 2005).
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Este epitelio presenta multiples cambios a lo largo de la vida: en la gestacién humana, el
OSE fetal cambia de una forma simple epitelial plana-cuboidal a un epitelio papilar
multiestratificado, pero que se revierte a una monocapa (Auersperg et al. 2001; Murdoch
y McDonnel, 2002; Okamura et al. 2006). Se ha propuesto que las sefiales para el
crecimiento del OSE fetal incluyen hormonas esteroides intragonadales, como sugiere la
evidencia morfologica sobre la diferenciacion de células del estroma, hacia la

morfogénesis del OSE (Auersperg et al. 2001).

Como ya ha sido mencionado el ovario esta inervado por componentes simpaticos y
parasimpaticos del sistema nervioso autonomo, donde el componente simpatico podria
ser la fuente de ATP y de neurotransmisores como la noradrenalina (NA) (Burnstock,
2007). Se ha sugerido que el ATP podria ser secretado ademas por las células del
foliculo y actuar de manera autécrina y/o paracrina, como se ha observado en otros tipos
celulares donde la estimulacion mecanica, entre otros estimulos, podria también inducir
la liberacion de ATP (Arellano et al. 2009; Saldana et al. 2008).

2.7 Fisiologia del OSE

Se ha establecido un papel del OSE en el mecanismo de la ruptura folicular durante la
ovulacion. Estas células epiteliales contribuyen a la ovulacion por medio de la lisis y
reconstrucciéon de la corteza ovarica (Ahmed et al. 2006; Ahmed et al. 2007), el
mecanismo de la induccién gonadotropica de este proceso fue inicialmente apoyada por
el hecho de que la degeneracién del tejido conectivo comenzaba en el OSE y avanzaba
a través de la pared folicular. Las enzimas proteoliticas liberadas por granulos
citoplasmicos de las células epiteliales, aparentemente degradan la tunica albuginea y la
teca subyacente, debilitando entonces la pared folicular apical (Murdoch y McDonnel.
2002).

Ha sido mostrado que la ovulacion in vitro de la rana (Schuetz y Lessman, 1982) y de la
oveja in vivo (Colgin y Murdoch, 1997), es abatida por la remocion del OSE. EI OSE
sufre también periodos de intensa proliferacion, e invade el estroma ovarico como
cordones de células, para asociarse con la ovogonia y contribuir a la formacion del

foliculo primordial (Kruk et al. 1994).
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Uno de los modelos del ciclo ovulatorio y de la participacién del OSE, propone que existe
estimulacion gonadotrépica que propicia la liberacion del activador plasminégeno (PA)
por el OSE en el foliculo pre-ovulatorio. EI OSE produce ademas enzimas lisosomales
sobre el foliculo que se encuentra en estrecha cercania con él. Lo anterior lleva a un
incremento del activador PA que en consecuencia activa a las colagenasas latentes y
libera al TNF-a de las células de la teca. EI TNF-a induce la expresion de las
metaloproteinasas de matriz (MMP) y otras respuestas inflamatorias. Entonces, la
colagendlisis precede la ovulacién y es acompafada por la exfoliacion y desplazamiento
de una regién discreta del OSE cercana al domo de la ruptura del foliculo ovulatorio
(Ahmed et al. 2006; Brannstrom et al. 1995; Murdoch y McDonnel, 2002).

La dependencia de las células del OSE al anclaje o a diferentes interacciones con la
matriz o sustrato, pueden influir sobre el destino celular, por lo que factores
microambientales como el sustrato en el que se encuentran las células, asi como la
induccidn mediada por hormonas como las gonadotropinas que son secretadas por las
células subyacentes al OSE en el tejido intacto, pueden tener una gran implicacion
fisiologica. Algunos de los activadores extracelulares que también deben tomarse en
consideracion en conjunto con la activacion purinérgica son el AA que participa en la
transactivacion de estas y otras proteinas (Azzi et al. 1992), hormonas como la
(hormona foliculo estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la hormona

gonadotropina corionica humana (hCG).

El OSE expresa receptores a la LH/hCG y a la FSH, se ha mostrado que estas
hormonas gonadotrépicas, estan implicitas en el desarrollo de carcinomas epiteliales
ovaricos al ser capaces de estimular la proliferacién celular del OSE normal, lo anterior
ha sido observado en células derivadas del OSE y provenientes de varias especies
(Kuroda et al. 2001; Osterholzer et al. 1985a y 1985b; Zheng et al. 1996). Se ha
observado por medio de RT-PCR la presencia de distintos receptores como LH y FSH
en células inmortalizadas derivadas del OSE (IOSE80 y IOSE80PC) y en células
derivadas de 5 lineas cancerosas incluidas células SKOV3 (Choi et al. 2006), por lo que
también deben de ser considerados estos factores en los estudios comparativos entre

células normales y transformadas derivadas del OSE (Choi et al. 2006). Otras de las
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interacciones con RP se da con receptores a hormonas como el receptor a estrégenos,
el cual es positivo en el cancer. Las células del OSE humano, exhiben una formacién
glandular cuando son cultivadas con células de estroma endometrial en ambiente

enriquecido con estrégenos (Hua et al. 1995).

El fenotipo versatil del OSE se refleja entre diversos procesos, en las interacciones
célula-matriz extracelular (MEC) en cultivos celulares. La comparacion de cultivos que
han sido preservados en diferentes sustratos revela que estas células pueden formar
monocapas cohesivas al plastico, donde las células producen componentes de MEC
caracteristicos de la membrana basal epitelial (laminina y colagena tipo 1V), asi como del
estroma (colagena tipo Il y Ill), esto ha sido observado también en células montadas
sobre vidrio (Kruk et al. 1994). Las células colonizan estos tipos de matrices como
agregados multicelulares, mientras que en los geles de colagena regulan la conversion

morfoldgica epitelio-mesénquima (Kruk et al. 1994).

El metabolismo de la colagena es un prerrequisito para la distencion folicular y la ruptura
ovulatoria (Murdoch y McDonnel. 2002). La colagena intersticial tipo | es el principal
sostén de la pared foliculo-ovarica. Las membranas basales que bordean la capilaridad
de la teca y la cual las células de la granulosa y del OSE comparten, es colagena de tipo
IV. Las colagenasas de mamifero pertenecen a la familia de MMP que truncan las
cadenas polipeptidicas de la colagena en sitios cercanos al extremo amino; estas
enzimas comparten muchos atributos funcionales pero difieren en la especificidad por el

sustrato (Brostrom et al. 1995; Schuetz y Lessman, 1982).
2.8 Transicién epitelio-mesénquima en el OSE

Durante la fase post-ovulatoria, algunas de las células epiteliales exfoliadas son
inducidas a apoptosis, mientras otras forman parte de la reparacién del dafio de la
superficie. EI OSE puede experimentar un proceso denominado transicion epitelio-
mesénquima (TEM) en respuesta a los mediadores inflamatorios inducidos por la
ovulacion y migrar de la superficie del ovario hacia el estroma, o puede quedar atrapado

en la ruptura folicular, donde puede estar expuesto al factor de crecimiento epidermal
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(EGF) y otros factores inductores de la TEM derivados del fluido folicular, sangre,

plaquetas y células luteales (Ahmed et al. 2007).

La plasticidad fenotipica de los epitelios normales varia enormemente. Esta plasticidad
fenotipica comparte propiedades de mesénquima cuando son cultivadas en dos capas
de matriz extracelular y gel de colagena. Entre los ejemplos mas dramaticos de
plasticidad es la TEM la cual es frecuente en organismos inferiores y durante la
ontogenia en vertebrados. Las conversiones morfolégicas han sido reportadas
comunmente, pero no exclusivamente en epitelios derivados del mesodermo como las
células mesoteliales de la pleura, las células epiteliales y el OSE. EI OSE adulto de
humano co-expresa caracteristicas epiteliales y mesenquimales como las queratinas y
las vimentinas. Se ha sugerido que la expresién de un fenotipo tal es modulada por

diversos factores y la interaccion con la MEC (Kruk et al. 1994).

Las células del OSE secretan MEC componente de membrana basal (laminina, colagena
tipo 1V) y del estroma (colagena tipo | y Ill). La capacidad del OSE para secretar matriz
de estroma puede estar relacionada estrechamente con el desarrollo del estroma ovarico
el cual subyace el epitelio celomico en la cresta gonadal del embridn. La capacidad del
OSE para producir MEC estromal le permite contribuir a la reparacion del dafo
postovulatorio. La capacidad del OSE para forma matriz de colagena independiente del
estroma, contribuye a las células de tejido conectivo, siendo entonces un factor

importante en la progresiéon neoplasica del ovario (Kruk et al. 1994).
2.9 Cistos de inclusion cortical en el ovario y el OSE

Los cistos de inclusion son invaginaciones del OSE dentro de la corteza ovarica
superficial (cistos de inclusién cortical) (Feeley y Wells 2001, Pothuri et al. 2010). Estos
sitios de gran potencial transformante neoplasico, son considerados como lesiones
precursoras de los carcinomas ovaricos. Se ha mostrado que la TEM se presenta
durante la formacién de los cistos de inclusion (Deligdisch et al. 1995; Fleming et al.
2007, Okamoto et al. 2009), donde la desregulaciéon en la TEM puede desencadenar
procesos de transformacion a través de la ganancia del fenotipo mesenquimatico
(Bagnato y Rosandé. 2007; Kruk et al. 1994).
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Las invaginaciones y los cistos de inclusion se forman en el estroma cortical después del
ciclo ovulatorio, consecuentemente, la ovulaciéon puede ocasionar la pérdida de la
integridad del OSE y ser una predisposicion hacia alteraciones genéticas (Katabuchi y
Okamura et al. 2003). Tanto los carcinomas ovaricos como la endometriosis ovarica se
originan del OSE y de los pequenos cistos corticales (Auersperg et al. 2001; Feeley y
Wells 2001; Okamoto et al. 2009; Pothuri et al. 2010; Scully 1995). Los cistos de
inclusion son comunes en ambos ovarios donde se presentan tumores epiteliales

malignos (Okamura y Katabuchi, 2001).

Por medio de técnicas de genética molecular, combinada con analisis morfolégicos de
tejidos ovaricos normales humanos y en fases tempranas del cancer ovarico, Pothuri et
al. (2010) demostraron que frecuentemente los carcinomas ovaricos se generan en
estos cistos de inclusion epitelial. Este grupo mostré que los cistos de inclusién
epiteliales ovaricos benignos presentan una firma de expresion génica cuasi-neoplasica,
en comparacion con la superficie del epitelio; especialmente, sobre genes que afectan la
transduccion de sefales implicadas en el control del ciclo celular y en la formacion del
uso mitdtico. Los cistos ovaricos presentan un indice mayor de proliferacion en
comparacion con la superficie del epitelio. Todo esto lleva a la conclusion de que los
carcinomas ovaricos epiteliales frecuentemente son precedidos por alteraciones
precursoras displasicas, en donde la proliferacién aumenta y la muerte celular apoptética

disminuye.

Se ha mostrado que los tumores ovaricos que derivan de la transformacion maligna del
OSE, emergen lentamente a partir de lesiones precursoras que han sido denominadas
cistadenomas. En estos tumores se han identificado mutaciones en K-Ras y B-Raf,
moléculas que estan implicadas en procesos apoptéticos y cuya alteracion deriva en
procesos proliferativos y neoplasicos (LeRoy-Dudal et al., 2008). Se ha observado que
existe un porcentaje alto de mutaciones en algunos genes supresores de tumores que
estan asociados a esta carcinogénesis, como mutaciones en BRCA1 que han sido
asociadas a cancer de mama y de ovario (Ouchi et al., 1998). Recientemente, el grupo

de Clark-Knowles (2009) ha reportado que mediante la inactivacion condicional de genes
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supresores de tumores como BRCA1 y p53, es posible desarrollar transformacion de

células adyacentes con mayor rapidez y la generacién de leiomiosarcoma.
2.10-Histopatologia del OSE y carcinogénesis ovarica

Se ha reportado que de los tipos de carcinomas ovaricos, alrededor del 90% se originan
en el OSE a partir de los cistos de inclusion cortical (Aoki et al. 2000; Feeley y Wells,
2001). Estos cistos de inclusion han sido referidos como sitios potenciales de
transformacién neoplasica por diversos autores (Auersperg et al., 2001; Deligdisch et al.,
1995; Pothuri et al., 2010). Las primeras observaciones sobre la relacion del OSE y el
carcinoma ovarico, surgieron a partir de estudios histopatologicos e inmunocitoquimicos
en especimenes clinicos, ya que no existian modelos experimentales adecuados para el
estudio de estos neoplasmas. Los modelos animales no eran disponibles hasta hace
poco, ya que a excepcion de lo que ocurre en gallina y el humano no se habia
observado la generacién de tumores ovaricos epiteliales a partir del OSE en otras
especies (Auersperg et al., 2001). Sin embargo, la capacidad de células del OSE en
cultivo para generar adenocarcinomas ha sido demostrada experimentalmente en otros
trabajos (Auersperg et al., 1999; Ong et al., 2000).

Los canceres epiteliales de ovario representan una patologia grave, recurrente y de
consecuencias fatales. Estan asociadas con una pobre prognosis principalmente debido
a un diagndstico tardio donde se adquiere quimio-resistencia. EI microambiente de los
tumores consiste en componentes vasculares, fibroblastico, de células inflamatorias de
respuesta inmune y de MEC. El desarrollo multi-sitio del cancer ovarico epitelial implica
el establecimiento de un didlogo molecular y celular permanente entre las células
cancerosas, las células del estroma y las proteinas de matriz. Estas interacciones
involucran citocinas, moléculas de adhesion y sistemas proteoliticos (Leroy-Dudal et al.
2008).

Existe una clara asociacion entre la carcinogénesis y la expresion y funcion de los
receptores purinérgicos. Por ejemplo, se ha observado la sobre-expresion de los
receptores P2Y2 y P2Y4 en células cancerosas del coléon en humano (Nylund et al.

2007). Kunzli y colaboradores reportaron un incremento significativo de los transcritos
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para los receptores P2X7, P2Y2 y P2Y6 en el tejido pancreatico con inflamacién crénica

(pancreatitis) y en el carcinoma pancreatico (Kunzli et al. 2006).

La informacion sobre el papel del sistema de comunicacion purinérgico en células del
OSE es limitada, aunque se ha mostrado la expresién enddégena de receptores como el
P2Y2 en células de cancer ovarico humano (EFO-21 y EFO-27) (Schultze-Mosgau et al.
2000). En lineas celulares humanas pre-neoplasicas (IOSE29), neoplasicas (IOSE-
29EC) y en la linea celular de adenocarcinoma ovarico (OVCARS3) derivadas del OSE se
ha observado la presencia de receptores P2Y sensibles a nucledétidos de uridina (P2U-R)
(Choi et al. 2003b). La estimulacion de estos receptores con ATP induce la proliferaciéon
celular posiblemente a través de la activacion de las MAPK p42 y p44, y ERK, a partir de
la activacion de la via de PKC (Choi et al. 2003a; Choi et al. 2003b).

Como en los estudios in vitro de la carcinogénesis ovarica, varias lineas celulares
neoplasicas fueron recientemente establecidas a partir del OSE. La transfeccion del
antigeno T SV-40 mayor en las células del OSE inducen algunas lineas celulares
inmortalizadas unas de las cuales muestran crecimiento independiente del anclaje y la
formacion de tumores en ratones atimicos. Estas lineas celulares pueden llevar a
nuevas pistas en los estadios pre-neoplasicos y tempranos de los carcinomas ovaricos.
Para entender la patogénesis del cancer ovarico epitelial, son requeridos estudios
especialmente disefiados sobre el OSE y los cambios estructurales relacionados

encontrados posteriores a la ovulacion (Katabuchi y Okamura, 2003).

Otras de las lineas derivadas de carcinoma ovarico que ha sido evaluada es la
denominada SKOV3, estas células han sido utilizadas en estudios comparativos con
células del OSE (Choi et al. 2006; Ong et al. 2000). Uno de estos ejemplos es el trabajo
de Choi y colaboradores (2006), donde mostraron que mediante la estimulacién de
gonadotropinas se induce la expresion diferencial del mRNA de la hormona liberadora
de gonadotropinas de mamifero (GnRHI), de la GnRHII (similar a la GnRH de gallina y
se expresa en algunas estructuras como la hipéfisis y los ovarios), y del receptor de la
GnRH (GnRHR); en células del OSE, en células de lineas celulares derivadas de
carcinomas (A2780, Bg1, CaOV3, OVCAR3 y SKOV3) y en células inmortalizadas
derivadas del OSE (IOSE-80 e IOSE-80PC) (Choi et al. 2006).

-36 -



Se ha descrito que las células SKOV3 son un excelente modelo in vitro para evaluar la
resistencia a los estrogenos en el tratamiento del cancer ovarico. En un estudio (Hua et
al. 1995), se comparo la expresion del mRNA del receptor a estrégenos (ER) en células
SKOV3 y en células T47D derivadas del cancer de seno, y esta fue similar; sin embargo,
el crecimiento de las células SKOV3 no mostré respuesta al estradiol (E2) y no fue
inhibido por antiestrogenos. El ER en las células SKOV3 muestra una constante de
asociacion con E2 normal. Lo anterior sugiere que la resistencia a los estrogenos en
estas células es el resultado de la expresion constitutiva de E2 y la pérdida de la
regulacion de genes moduladores del crecimiento mas que un defecto en la activacion
de los ER por los estrogenos como un regulador transcripcional, este efecto puede estar
modulado por los RP (Hua et al. 1995).

2.11-Marcadores epiteliales en células del OSE

El establecimiento de cultivos celulares habia representado un gran problema en el
estudio del OSE, ya que estas células forman sélo una pequefa parte del ovario y son
dificiles de separar de otras células por medios enzimaticos o fisicos. A partir de los
afios 80, se desarrollaron los primeros cultivos celulares del OSE en varias especies

(Auersperg et al., 1984; Auersperg et al., 2001).

Las células del OSE expresan marcadores propios de otros tejidos epiteliales tales
como, las queratinas 7, 8, 18 y 19, la mucina, la vimentina y la N-caderina. Gracias a la
expresion de estos marcadores, ha sido posible la identificacion del tejido bajo distintas
técnicas (Wong et al. 1999). Las caderinas son una familia de moléculas dependientes
de Ca®" que regulan la adhesion célula a célula selectiva y que indirectamente influyen
sobre la expresion de genes a través de su estrecha asociacién con las cateninas. En el
humano, el OSE, las células de la granulosa y el mesotelio extra-ovarico, estan
conectados por N-caderinas (Auersperg et al., 2001). Algunos marcadores moleculares
han sido utilizados para identificar modificaciones estructurales en algunos tejidos como
el caso del OSE, en donde se ha propuesto que algunas proteinas membranales pueden
estar involucradas en la expresion de un fenotipo patoldgico. La glicoproteina CA125 se
encuentra en la superficie celular y aunque su funciéon no esta muy bien definida, en el

adulto se ha reconocido como un marcador de la diferenciacién epitelial y neoplasica
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(Auersperg et al. 2001; Wong et al. 1999). CA125 es expresada por varios tipos de
epitelio como el del oviducto, los del endometrio y los endo-cervicales; el pericardio y el
peritoneo en el primer y segundo trimestre en fetos humanos y en las mujeres adultas,
pero no por el OSE normal, por lo que ha sido utilizada como un marcador en la
progresion neoplasica (Wong et al. 1999; Wong y Leung 2007). La expresion de E-
caderina en el OSE humano esta limitado a regiones donde las células asumen formas
columnares y han tomado un fenotipo de epitelio metaplasico. Dado que la co-expresion
de E-caderina con N-caderina en el OSE es condicional, se ha propuesto como un
marcador de propension hacia la diferenciacion aberrante metaplasica o neoplasica

(Auersperg et al. 2001).

La identificacidon de estas y otras proteinas asi como el entendimiento de sus relaciones
funcionales puede sentar las bases para el disefio de tratamientos contra patologias
asociadas a procesos de transformacion maligna en este y otros tejidos. Los canceres
epiteliales de ovario representan una patologia grave, recurrente y de consecuencias
fatales. Estan asociadas con una pobre prognosis principalmente debido a un
diagnostico tardio donde se adquiere quimio-resistencia. EI microambiente de los
tumores consiste en componentes vasculares o fibroblasticos, de células inflamatorias
en la respuesta inmune y de su relacion con la MEC, como se ha mostrado en diversos
estudios en células epiteliales normales y transformadas, se sugiere que después de la
transformacién maligna ocurren cambios extremos sobre la habilidad de las células para

interactuar con su MEC y otras células vecinas (Ahmed et al. 2002).

El interés en el entendimiento del papel de la adhesion y la comunicacién con
estructuras extracelulares, se ha dirigido al estudio de receptores membranales de la
familia de las integrinas. Estas glicoproteinas transmembranales formadas de
subunidades a y B, actuan en union entre la MEC y moléculas del citoesqueleto (Ahmed
et al.,, 2002). Se sabe que los receptores purinérgicos tienen una influencia sobre la
regulacion de la expresion funcional de moléculas de la MEC (Bagchi et al. 2005; Erb et
al. 2005) lo que sugiere una participacion reguladora de este sistema de comunicacion

en estas vias.
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3. JUSTIFICACION

Las alteraciones en la comunicacion purinérgica pueden relacionarse con procesos de
transformacién neoplasica en varios tejidos y se sugiere que juegan un papel
fundamental en la génesis y desarrollo de patologias derivadas de alteraciones en la

maquinaria apoptotica y proliferativa (Fu et al., 2009; Li et al., 2007; Solini et al., 2007).

El estudio del sistema purinérgico ha sido limitado en el OSE, no obstante la prevalencia
en la identificacidn de alteraciones en células con origen epitelial en la mayoria de los
casos de carcinoma ovarico (Aoki et al. 2000; Feeley y Wells, 2001). El estudio de
células en cultivo primario del OSE de raton, y su contraparte en células de carcinoma
ovarico humano (SKOV3), puede aportar informacion sobre los principios que conducen
a este tejido a estadios patologicos. La limitacidn en el acceso a especimenes ovaricos
humanos, nos llevd a evaluar las caracteristicas funcionales en células de cultivo
primario de ratén, que fue complementado con la utilizacion de una linea celular

inmortalizada derivada del OSE de raton y que presenta un fenotipo epitelial (MM14.0v).

Los datos farmacoldgicos existentes permiten explorar la expresién funcional de
receptores purinérgicos involucrados con la activacion de vias de sefalizacion que
determinan el destino celular, pues se ha demostrado que el UTP y el UDP activan
selectivamente a P2Y2, P2Y4 y P2Y6 (Brunschweiger y Miller, 2006; Chang et al. 1995;
Communi et al. 1996; Nicholas et al. 1996), en consecuencia esta activacion conduce a
la regulacion de procesos y donde alteraciones en estos receptores pueden ser

determinantes en la generacién de estados patoldgicos en este tejido.

En nuestro laboratorio, se ha reconocido la participacion de los RP P2Y2 y P2Y6 en la
regulacion de la proliferacion y la diferenciacion celular en células de la teca ovarica de
ratdbn (Vazquez-Cuevas et al. 2010), sin embargo en el OSE, la respuesta y las
implicaciones fisiolégicas y/o patolégicas de estos receptores en respuesta al ATP, a

UTP y a UDP, han sido poco exploradas.
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4. HIPOTESIS

Las células del OSE y las células transformadas derivadas de este tejido expresan
receptores sensibles a ATP, UTP y UDP.

Existen diferencias en la expresion funcional de los receptores purinérgicos entre las

células del OSE normales y con transformacién neoplasica.

5. OBJETIVOS
General

Caracterizar funcionalmente la respuesta a ATP, UTP y UDP en células del OSE
normales y transformadas. Reconocer por medio del marcaje inmunofluorescente la

presencia de los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en estos tipos celulares.
Particulares

Caracterizar el aumento de Ca*" intracelular inducido por el agonista endégeno de los
receptores purinérgicos (ATP), de los receptores P2Y2 y P2Y4 (ATP/UTP) y/o del
receptor P2Y6 (UDP) en células del OSE en cultivo primario, en células de la linea
MM14.0v y en células de la linea SKOV3.

Realizar el marcaje por inmunofluorescencia de los receptores P2Y2, P2Y4 y/o P2Y6 en
células del OSE en cultivo primario, en células de la linea MM14.0v y en células de la
linea SKOV3.

Evaluar las posibles diferencias en la respuesta funcional de los receptores purinérgicos

expresados en estos tipos celulares.
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6. MATERIALES Y METODOS

El aumento de la concentracién de Ca?" intracelular ([Ca®*];) esta involucrado en diversos
procesos intracelulares como la exocitosis (Katz y Miledi, 1970) o en la activacion de
diversas proteinas como la adenilato ciclasa (Hardie, 1996). Los RP logran sus efectos
biolégicos generando directa o indirectamente incrementos en la [Ca2+]i (Lee et al. 2005).
Las propiedades del Cca® y su papel como uno de los principales segundos mensajeros
le confieren especial importancia en los procesos fisiologicos intracelulares. Por ejemplo,
una proporcion considerable de las respuestas provocadas por un aumento de [Ca®');
son evocadas a través de la via de sintesis de fosfoinositidos, que es una cascada
ubicua de senalizacion acoplada a proteinas G, la cual resulta no sélo en la liberacién de
Ca?* de los reservorios sensibles a IP3, sino también en el influjo de Ca?* a través de la
membrana plasmatica (Putney, 1987; Putney et al. 2001). El incremento en la [Ca®'] es
un excelente indicador de la activacion celular y ha sido utilizado en diversos estudios

(Kinzli et al. 2006; Schultze-Mosgau et al. 2000; Vazquez-Cuevas et al. 2011).

Evaluamos por medio de los incrementos en la [Ca?'];, la respuesta celular producto de
la activacién purinérgica. En este estudio monitoreamos la [Ca®']; por medio de técnicas
de fluorescencia funcional, a partir de la aplicacion en el medio extracelular los diferentes

agonistas sobre los tres tipos celulares evaluados.

Ademas, realizamos marcajes por medio de inmunocitoquimica para el reconocimiento
de los receptores purinérgicos P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en los tres tipos celulares, con la
finalidad de identificar su expresion y conocer la localizaciéon sub-celular de dichos

receptores.
6.1- Cultivo primario de células del epitelio superficial ovarico

Los cultivos primarios de células del OSE se realizaron a partir de ratonas de la cepa C-
57 de 5-6 semanas de edad. Las ratonas en la fase de pro-estro del ciclo estral, fueron
sacrificados por dislocacion cervical (técnica de sacrificio en animales de laboratorio

aprobada por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM).
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Figura 2. Frotis vaginal de ratona. Determinacion del ciclo estral. A) Diestro: leucocitos y ausencia de
células epiteliales; B) pro-estro: células epiteliales nucleadas y casi ausencia de leucocitos; C) estro:
células epiteliales cornificadas, ausencia de leucocitos y D) meta-estro: disminucién en células epiteliales
cornificadas y presencia de leucocitos. Tincién con hematoxilina para los nucleos celulares y eosina para
el citoplasma (barra= 20 pm).

La diseccién de los ovarios, fue controlada y estandarizada en relacion con el ciclo estral
de las ratonas. Se realizd una prueba citolégica por medio de frotis vaginal para obtener
células sélo a partir de animales en pro-estro. La finalidad de esta determinacion fue
eliminar variables sobre la carga hormonal diferencial correspondiente a cada estadio del
ciclo y su posible influencia sobre la actividad celular. El ciclo estral influye sobre la
expresion de distintos receptores debido a la carga hormonal por lo que la utilizacion de

células en una sola fase del ciclo permitié eliminar posibles variaciones.

En la figura 2 se muestran microfotografias en contraste de fase de los distintos estadios
del ciclo estral del ratén, los cuales fueron reconocidos por el método de Stockard y
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Papanicolaou (1917) realizado en el cuyo y que fue estandarizado en estos roedores

posteriormente por Parkes (1928) a partir del trabajo de Allen (1922).

Los ovarios fueron disecados y colocados en medio de cultivo L-15, una vez eliminados
los excedentes de tejido adiposo que rodea los ovarios, estos fueron descubiertos hasta
mostrar la capa de células del OSE. Las células del OSE fueron entonces aisladas de
los ovarios por digestion enzimatica en colagenasa (4 mg/ml), en medio 199 por 18
minutos a 37°C; posterior a esto, se detuvo la reaccion con medio DMEM/F12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 Gibco, Invitrogen Co Grand
Island NY) 1:1, complementado con 10% de suero fetal de bovino y antibidtico-
antimicotico (Gibco, Invitrogen Co; Carlsbad CA). Se hizo pasar los ovarios
repetidamente a través de la punta recortada de una pipeta para desprender células de
la superficie. Esta técnica ha sido desarrollada, estandarizada y verificada en nuestro
laboratorio, donde mas del 90% de las células son positivas a queratina (marcador
epitelial) (Troma-1, The Jackson Laboratory, Bar Harbor) (Vazquez-Cuevas et al. 2011)

(figura 3).

Figura 3. Marcaje
por medio de
inmuno-
fluorescencia.
Anticuerpo contra
queratina en las
células obtenidas
de cultivo primario
del OSE de ratén
(anticuerpo
secundario
acoplado al
marcador
fluorescente Alexa
488™ en verde,
nucleo tefido con
yoduro de propidio
en rojo) (barra =
10 um.

10 ym
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Posterior a la digestion enzimatica y al desprendimiento mecanico de las células del
OSE, estas fueron colectadas por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min y se re-
suspendieron en medio DMEM/F12, para ser colocadas sobre cubreobjetos de vidrio
estériles, dentro de cajas de Petri a 37°C en una atmdsfera 95% aire y 5% CO,. Las
células del OSE secretan proteasas de serina y metaloproteinasas de matriz, en
consecuencia con su alta plasticidad fenotipica y la cual responde a factores micro-
ambientales (Kruk et al. 1994), estos factores pudieran expresarse varias horas después
de ser disecadas y desprendidas de su matriz original en el ovario intacto. Por lo anterior
realizamos la estandarizacion de los experimentos, en donde utilizamos células
unicamente en 72 h posteriores a su diseccion. Lo anterior, fue realizado con la finalidad
de controlar cada experimento, esto fue considerado para que las células del OSE
pudieran estabilizarse posteriormente al estrés provocado por la disgregacion enzimatica

y el manejo y montaje de las correspondientes preparaciones.
6.2 Lineas celulares derivadas del OSE

Uno de los objetivos del presente trabajo fue identificar posibles variaciones en la
respuesta a la estimulacion por los agonistas purinérgicos (ATP, UTP y UDP) entre
células normales y transformadas, por lo que empleamos dos lineas celulares ademas
de los cultivos primarios. La linea de células inmortalizadas MM14.0v (ATCC; Manassas
VA, USA) (figura 4B) es derivada del ovario murino normal (linea HRS/J) y muestra un
fenotipo epitelial, estas células han sido utilizadas por varios grupos en estudios sobre la

proliferacion (Auersperg et al., 1999; Fazili et al., 1999).

Fue utilizada también la linea celular SKOV3 (HTB-77™; ATCC, Manassas VA, USA)
derivada de adenocarcinoma humano, la cual también presenta un fenotipo epitelial
(figura 4C). Esta linea celular ha sido utilizada en varios estudios sobre las relaciones
funcionales de elementos hormonales, receptores y factores microambientales que

pudieran revelar patrones sobre la carcinogénesis (Hua et al. 1995, Choi et al. 2006).

El papel de los sistemas purinérgicos ha sido poco establecido en estas lineas celulares,
a pesar de su probada participacion en distintos mecanismos que subyacen la

carcinogénesis en multiples tejidos diferentes del ovario. Por lo anterior, consideramos
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que el estudio en estos tres tipos celulares derivados del OSE es un modelo adecuado
para el entendimiento de la fisiologia y la fisiopatologia ovarica. Las lineas celulares
fueron cultivadas y mantenidas en medio DMEM complementado con 10% de SFB y
antibiético-antimicético (Gibco, Invitrogen Co; Carlsbad CA). Estos cultivos fueron
mantenidos entre 60 y 80 % de confluencia. Para esto, se realizaron pases de células
para disminuir la confluencia y mantener una poblacion de tamafio mas o menos

estandar.

Figura 4. Preparaciones in vitro de (A) células de cultivo primario del epitelio superficial del ovario
(OSE) de ratén, (B) células inmortalizadas derivadas del epitelio ovarico murino (MM14.0v ) y (C) células
de carcinoma ovarico humano (SKOV3)(barra= 20 ym).

Lo anterior se logré extrayendo el medio por aspiracion, previo al lavado con solucion de
amortiguadora de fosfatos PBS (Phosphates Buffer Solution- composicion en mM: NaCl
136, KCI 2.7, Na;HPO4 10 y KH,PO4 1.8). Por medio de este lavado, se eliminé el suero
presente en el medio DMEM que inactiva o limita la accion enzimatica. Las células
fueron sometidas a digestion por tripsina 0.1% (Gibco, Invitrogen Co; Carlsbad CA) en
medio DMEM sin suero a 37°C, 95% aire-5% CO,, durante 5 min. Luego se detuvo la
reaccion con la aplicacion de DMEM conteniendo suero y las células se resembraron en
nuevas cajas en proporcion 1/10 del volumen de medio. Una vez que las células se
adhirieron a las cajas el medio fue reemplazado para eliminar residuos celulares y la

presencia de posibles trazas de tripsina.

El montaje de las células para el registro se realiz6 sobre cubreobjetos de vidrio lavados
y esterilizados previamente. Las células, fueron colocadas en cajas de Petri con DMEM
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y mantenidas por 48 h antes de los registros en la incubadora con el ambiente descrito
con anterioridad. Lo anterior, con la finalidad de estabilizar a las células de posibles

modificaciones por el tratamiento enzimatico.
6.3-Cargado de las células con el marcador fluorescente de Ca?* intracelular.

El monitoreo de la [Ca?']; se realizé con la utilizacion del marcador fluorescente de Ca?*
Fluo-4 AM (Invitrogen, Molecular Probes; Carlsbad Ca, USA). Este fluoréforo de afinidad
por el Ca®* intracelular, esta acoplado a un grupo acetoximetil éster (AM) que lo hace
inactivo al mantenerlo ,empaquetado® en el medio extracelular, pero una vez en el
citoplasma las esterasas intracelulares hidrolizan el grupo AM vy el fluoréforo se acumula

en el interior celular, quedando en su forma activa.

Las células a registrar fueron cargadas durante 20 min a 37°C en solucién Krebs normal
(composicion en mM: NaCl 150, KCI 1, MgCl, 1, CaCl, 1.5, Hepes 10, glucosa 4 y BSA
0.05%), la cual fue adicionada con el Fluo-4 AM (5 uM). La difusién del fluoréforo al
interior celular fue facilitada manteniendo la temperatura a 37°C y no fue necesario
adicionar agentes surfactantes como en algunos estudios donde se ha reportado la

utilizacion de acido plurénico.
6.4 Registro de la actividad celular por microscopia

La soluciéon de Krebs normal y las soluciones de Krebs conteniendo distintas
concentraciones de los agonistas (10 nM-100 uM) fueron aplicadas utilizando un sistema
de perfusion por gravedad, que permitié el intercambio de las mismas a una velocidad

de ~1ml/min.

La camara de perfusion estuvo montada sobre la platina de un microscopio invertido
(Olympus 1X71, Japan), objetivo 20X LCPlanFlI ™ y apertura numérica de 0.4. Este
microscopio esta equipado con un sistema de epifluorescencia que consiste en una
fuente de iluminacién por lampara de mercurio Olympus™ BH2-RFL-T3 y un juego de
espejos dicroicos que filtran la luz de excitacion y emision a longitudes de onda
especifica. Para el Fluo-4 AM, la luz fue filtrada a 488 nm, lo que permitié excitar la

molécula fluorescente y colectar las sefiales luminosas de emisibn en 516 nm
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(fluorescencia) para ser captadas por una camara de video monocromatica de alta

resolucion.
6.5- Adquisicion de imagenes

La imagenes de fluorescencia fueron adquiridas por medio de la camara de video
(Evolution QEi Monochrome-cooled mono 12-bit, Media Cybernetics Canada) operada
por el programa de computo ImagePro plus 4.5.0.19 (Media Cybernetics Inc. USA). Los
parametros para la adquisicion de estas imagenes fueron los siguientes: duracion del
registro 99 s, 3 imagenes por segundo (FPS), con un tiempo de exposicién de 150 ms.
Las imagenes en formato TIF fueron guardadas como secuencias de 300 imagenes y

observadas y analizadas como peliculas o filmes de la activacion celular.
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Figura 5. Secuencia de imagenes de la activacion celular. Respuesta del incremento en la [Ca2+]i por la
induccion purinérgica en células MM14.0v activadas por la aplicacion de 100 uM de ATP. Las imagenes
fueron adquiridas a 3 Hz pero son mostradas las imagenes en 0.33 Hz, la escala de pseudo-color de azul
a rojo corresponde al porcentaje de fluorescencia respecto al 100% del basal -AF-).
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6.6 Analisis de secuencias de imagenes

Para el analisis de las imagenes utilizamos el programa Imaged 1.42q (National
Institutes of Health, USA), en el cual por medio de su herramienta de seleccion de areas
permite identificar y marcar regiones de interés (ROI"s) correspondientes al area de cada
célula analizada. Las variaciones en los indices de intensidad de fluorescencia sobre el
basal (AF), fueron obtenidos a partir de los valores en una escala de grises de 16 bit y

2+]i . Estos valores fueron calculados

corresponden a las células con variaciones en la [Ca
por el algoritmo del programa Imaged, que asigna un valor numérico promedio en la
escala indicada para cada ROI respecto al tiempo. Estos valores fueron normalizados y

graficados como se muestra en los trazos representativos de la figura 6.
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Figura 6. Mapa de la respuesta en el incremento de la [Ca2+]i por induccién purinérgica. En 15
células MM14.0v (escala de color azul-rojo represente el incremento en la [Ca2+]i; la linea roja
corresponde a la célula de la cual se representa el trazo correspondiente a la aplicacién de ATP 100 pM;
valores en porcentaje del incremento de la fluorescencia sobre el basal (% AF); 3 Hz, tiempo total del
registro 99s).

Los valores obtenidos mediante este analisis reflejan la respuesta individual de las
células en cada registro, que pueden ser evaluadas posteriormente de forma individual o

colectiva para reconocer estadisticamente las respuestas caracteristicas ante el estimulo
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por un agonista especifico. Los valores de las respuestas fueron normalizadas a fin de

poder equiparar los valores de AF para areas de células con distintos tamarios.
6.7 Inmunofluorescencia

Para detectar la expresion de la proteina y su localizacion sub-celular, realizamos el
marcaje por anticuerpos para los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6. Este marcaje se
realizd utilizando a las células montadas sobre los vidrios como fue descrito en la
seccion anterior para cada uno de los tipos celulares. Se ha realizado la evaluacion

inmunoldgica de receptores P2Y en otros tejidos (Sage et al. 2002).

Después de que las células se mantuvieron en la incubadora en las condiciones
mencionadas durante 48h, fueron lavadas con medio PBS y posteriormente se fijaron en
acetona en frio por alrededor de 8 min. Realizamos 3 lavados con PBS por 5 min y
bloqueamos por hora y media con leche 5% (Bio-Rad, Hercules CA) en solucion PBS-
Tween (composicion PBS adicionado con Polioxietileno -20- sorbitan monolaurato 0.1%)
(Tween® 20, Sigma-Aldrich Co. St. Louis MO). Después del bloqueo realizamos un
lavado con PBS-Tween y aplicamos el anticuerpo primario (1/100) correspondiente a
cada uno de los receptores mencionados (P2Y2, Chemicon-Millipore, Billerica MA; P2Y4
APR-006 y P2Y6 APR-011, Alomone Labs, Jerusalem, Israel).

Mantuvimos en refrigeracion a 4°C por 24 h para posteriormente retirar el anticuerpo
primario y realizar 3 lavados con PBS-Tween. Afadimos el anticuerpo secundario
(marcador con fluoréforo Alexa 488™, longitud de onda para excitacion = 488 nm.
Longitud de onda de emision = 516 nm) durante 2 h a temperatura ambiente. A partir de
entonces las muestras se mantuvieron en oscuridad para evitar el foto-blanqueo. Se
realizd un lavado del anticuerpo secundario con PBS-Tween y un segundo lavado con
PBS-Tween adicionado con RNAsa A (Invitrogen, Carlsbad CA) y yoduro de propidio
(Invitrogen Molecular Probes, Eugene Oregon 535/617 nm, longitudes de onda
excitacion/emision) (1/1000 cada uno), se mantuvieron las muestras a temperatura
ambiente por 20 min, se realiz6é un ultimo lavado con PBS-Tween previo a ser fijadas en
VectaShield™ (Vector Laboratories Inc. Burlingame CA) en portaobjetos sellados con

barniz.
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Posterior a esto, fue posible observar las muestras y adquirir fotografias a través del
microscopio por fluorescencia utilizando un objetivo 60X de inmersion en aceite, y donde
se utilizaron dos filtros dicroicos, uno para la sefnal del fluoréforo con el marcaje del
anticuerpo y otro filtro para el yoduro de propidio, que fue utilizado para marcar los
nucleos celulares. Se realizé posteriormente la composicién de las imagenes por medio
del programa ImagePro, y éstas fueron guardadas en formato TIF en una resolucion de
500 x 500 pixeles.

6.8 Diseno experimental

La actividad celular puede ser evaluada bajo distintas metodologias con la finalidad de
reconocer eventos eléctricos, la difusidén idnica, o el intercambio e interaccion entre
proteinas; por ejemplo. Dentro de estas, la dinamica de Ca?* puede ser medida para
reqgistrar la actividad celular, sin embargo, como todos los métodos establecidos en la
actualidad esta metodologia, presenta ciertas deficiencias y limitaciones. Dentro de
estas limitantes destaca la resolucién temporal en relacion con otro tipo de registros
como los electrofisiolégicos, no obstante, esta resolucién es suficiente para evaluar la
actividad funcional de procesos celulares relacionados con la movilizacién de Ca** como
lo es la activacidn purinérgica a través de receptores acoplados a proteinas G por lo que
el método utilizado en el presente trabajo, se considera adecuado para evaluar este tipo

de actividad.

Por medio de la mobilizacion de Ca®* intracelular se ha identificado y caracterizado la
presencia funcional de receptores purinérgicos como el P2Y2 mostrado en estudios en
células de carcinoma ovarico humano (Schultze-Mosgau et al. 2000). Las diferencias
reconocidas en la forma en que el incremento en la [Ca®'] se presenta, puede
corresponder a multiples factores como la activaciéon conjunta de diferentes GPCR, o en
consecuencia de la activacion de canales iénicos de Ca®* que generan incrementos

2*].. Esta dinamica de Ca®" se presenta en multiples mecanismos

transitorios en la [Ca
celulares y su regulacion puede obedecer a eventos especificos por ejemplo: el influjo de
iones de Ca®" en el control de la proliferacion y que puede actuar como un mitdgeno
general, las concentraciones de Ca®' en la regulacion del crecimiento celular que

ademas son requeridas para soportar la proliferacién en células normales y que se ha
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observado es mucho mayor que la requerida por las células cancerosas, o alteraciones
en los flujos de Ca?* por promotores tumorales a través de mecanismos utilizados

principalmente por factores de crecimiento (Durham y Walton, 1982).

Como puede observarse, la dinamica de Ca** aporta evidencias clave sobre la fisiologia
celular en diversos sistemas y el purinérgico no es la excepcion; ya que distintos

patrones pueden reflejar estadios fisiopatoldgicos especificos.

El aumento de Ca®" intracelular provocado por el ATP es llevado a cabo a través de dos
mecanismos principales: por medio de su influjo a través de la activacion de los
receptores P2X y por la accién de los receptores P2Y que puede tener un componente
intracelular y otro extracelular. Es posible identificar la presencia de uno u otro tipo de
receptor por distintos métodos como es el empleo de quelantes de Ca?* intracelular, para
eliminar el componente intracelular del incremento en la [Ca®*']. Algunas de las
respuestas provocadas por ATP pueden reflejar la activacion de receptores P2X, que se
sabe son también expresados en estas células (North 2002; North y Surprenant 2000;

Vazquez-Cuevas et al. 2011).

La ambigliedad en el reconocimiento de las sefales de Ca?* generadas extra o
intracelularmente pudo salvarse en gran medida debido a que el incremento de Ca** a
través de canales idnicos membranales sucede en periodos de tiempo en el orden de
milisegundos lo cual es imperceptible para nuestro sistema de adquisicién, no asi las
sefales de Ca®' provenientes de los reservorios intracelulares, las cuales son senales
relativamente mas lentas en el orden de centenas de milisegundos hasta varios

segundos.

Estas diferencias fueron superadas por nuestro sistema de adquisicién, el cual cuenta
con una resolucion con ventanas de tiempo adecuadas para el tipo de activacion
evaluada; ademas, la aplicacion de UTP y UDP limita en gran medida la participacién de
los receptores P2X pues estos receptores son inocuos o poco sensibles a dichos
agonistas. EI UTP es un agonista que activa potentemente a los receptores P2Y2 y
P2Y4 y no asi receptores P2X por lo que es de gran utilidad para discernir entre la

presencia de estas dos subclases de RP. Utilizamos también UDP el cual es un agonista
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que de manera preferencial actua a través de los receptores P2Y6, en menor medida
sobre los receptores P2Y4, y sin efecto alguno sobre los receptores P2Y2. Sin embargo,
la selectividad de distintos agonistas como el UTP, no es del todo ,limpia®“ ya que puede

activar con menor potencia a otro tipo de receptores.

Ademas de la informacion funcional de los receptores evaluada a partir de la
movilizacién de Ca** por activacion purinérgica selectiva, incluimos el marcaje de las
proteinas formadoras de los receptores purinérgicos P2Y2, P2Y4 y P2Y6, en donde fue
posible reconocer su distribucién espacial, asi como la densidad relativa de las senales

inmunofluorescentes.

Una vez realizados los registros correspondientes, calculamos la ECsy para cada
agonista en cada tipo celular por el método de regresion no lineal para curvas
concentracion-respuesta de pendiente variable por medio del programa GraphPad Prism
5.01 (GraphPad Software, San Diego California USA, 2007) y cuyo algoritmo es el

siguiente:
Y=valor basal + (valor maximo-valor basal) / (1+10"(LogECs,-X) *pendiente de Hill))

donde Y es el valor de la respuesta en % sobre el basal, X es el valor del logaritmo de la
concentracion molar del agonista, y la pendiente de Hill o numero de Hill corresponde al
valor de la pendiente en cada curva y que refleja la velocidad de incremento en la
respuesta desde concentraciones bajas a mayores, y que puede corresponder a pocos
elementos de interaccion (mayor selectividad del agonista) cuando estd pendiente es
mayor; o puede corresponder a mayor numero de elementos de interaccion con el

agonista (poblaciones) cuando este valor es menor.

La movilizacion de Ca®*‘requerida para una respuesta celular sostenida puede ser
producto de la activacion de distintos receptores que interactuan con el agonista a
diferentes érdenes de magnitud de concentracién y que ha sido observada en un amplio
espectro de procesos fisioldgicos (Mikoshiba y Hattori, 2000; Penner et al. 1993; Putney,
2010; Salido et al. 2009a; Spassova et al. 2004). Por lo anterior en la evaluacion de las
sefiales de Ca®* consideramos parametros como la pendiente de Hill donde se refleja la

velocidad en que se ocupan los receptores por la aplicacion del agonista, el grado de
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cooperatividad, o el reclutamiento de diferentes elementos en las cascadas de
sefalizacion. Esto puede reflejar diferencias entre posibles poblaciones de receptores

responsivos.

Al evaluar los resultados derivados de la activacidon por los tres agonistas en las células
SKOV3, notamos que el trazo calculado por la ecuacién anterior no ajustaba a lo
esperado por el modelo. Por lo que la evaluacion de la aplicacion de los agonistas sobre
estas células se realizé a partir de un modelo de regresién no lineal para una curva
bifasica con la que se logra un ajuste mas adecuado y que es generada a partir del

siguiente algoritmo:

Trazo total = Limite superior-limite inferior
Seccion1 (fase 1) = extension total*fracc/(1+10*(LogECs01-X)*nH1)
Seccion?2 (fase 2) = extension total* (1-fracc)/(1+10"LogECs02-X)*nH2)

Y = limite inferior + fase inferior + fase superior

donde Y corresponde al valor de la respuesta en % sobre el basal, seccion 1 o fase
inferior (ECs01) y seccion 2 o fase superior (EC502), X representa el valor del logaritmo
de la concentracion molar del agonista (log [agonista] M). En las curvas bifasicas,
H.inferior* y ,superior® son las mesetas a los extremos de la curva que muestran un valor
medio de la respuesta maxima de estimulacion. nH1 y nH2 son los factores de cola o
coeficiente de Hill en el que 1 es el valor para la estimulacién y -1 para valores en una
curva de inhibicion. Los valores de la pendiente no son calculados por el programa en la
curva bifasica, por lo que fueron asignados aproximadamente en consecuencia con los
valores de la pendiente de Hill observados en las curvas concentracién-respuesta para
el agonista correspondiente en los otros dos tipos celulares y que ajustaron a curvas
sigmoides monofasicas. La fraccion es la proporcion de la respuesta maxima debida a la

fase mas potente en este caso fue considerada con valor de 1.

Los valores de potencia, sensibilidad y afinidad fueron los parametros evaluados en
cada condicién a fin de proponer la adecuada expresion del receptor en cuestion y que
fue complementada con la informacion derivada del analisis del marcaje por

inmunofluorescencia.
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7. RESULTADOS
7.1 Respuestas inducidas por ATP, UTP o UDP en células del OSE

La aplicacion de ATP a las células del cultivo primario del OSE, indujo un aumento
transitorio en la [Ca®'] que alcanza su maximo aproximadamente a los 7 s y retorna
lentamente con un curso exponencial hasta un nivel cercano al basal (figura 7A). Esta
respuesta fue dependiente de la concentracién del agonista con un valor ECs5p de 4.9 +
1.5 uM y una respuesta maxima de 345 £ 12 % de fluorescencia sobre el basal (AF), el
valor de la pendiente de Hill fue de 0.57, los intervalos de confianza para los valores de
las concentraciones calculadas se estimaron con un 95 % de confianza y estos fueron

de 2.8 a 8.4 yM en estas células (figura 7B).

La estimulacién de este tipo celular con UTP indujo un aumento en la [Ca®']ique alcanza
su maximo en 6.3 s y decae hasta valores cercanos a la basal de forma semejante a lo
observado con el ATP (figura 7C), dicha respuesta fue también dependiente de la
concentracion del agonista. Los datos se ajustaron a una curva sigmoide en la que se
calculo un valor de ECsp= 9.2 £ 2.5 uM dentro de un intervalo de confianza del 95% (5.9-
14.2 uM) el valor de Hill fue de 0.84 (figura 7D). La respuesta maxima presentd un valor
de 279+ 10 AF.

En estas células la respuesta inducida por UDP presentdé un aumento maximo en
aproximadamente 13 s y en general regresé a su basal de manera mas lenta a lo
observado con los previos agonistas (figura 7E). Existe una dependencia en la
concentracion donde calculamos una ECsp= 0.34 + 0.06 uM (intervalo de confianza de
95% entre 0.24 y 0.48 puM), con un valor de Hill= 1.83 y un aumento maximo en la

respuesta del incremento en la [Ca®*] de 216 + 4 AF figura 7F).

7.2-Respuestas inducidas por ATP, UTP o UDP en células MM14.0v

En las células MM14.0v el ATP produjo un incremento transitorio en la [Ca2+]i

que
alcanza un valor maximo aproximadamente a los 7 s, este valor maximo fue de 277 + 4
AF (figura 8A). El aumento transitorio retorna hacia el valor basal relativamente de forma

mas lenta que la disminucion observada posterior a la aplicacion de ATP sobre las
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células del OSE. El valor calculado para la ECso fue de 2.1 £ 0.3 pM, el intervalo de

confianza para la ECsp estuvo comprendido entre 6.6 y 15.8 uM. El valor de la pendiente
de Hill para estas condiciones fue de 1.4 (figura 8B).
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Figura 7. Respuestas a ATP, UTP o UDP en cultivos primarios de OSE de ratén. A, Cy E. Trazo
representativo de la respuesta a ATP, UTP o UDP (100 uM), para construir el trazo representativo se
utilizé la media £+ e.e.m. de 10 células. B, D y F. Curvas concentracién respuesta para ATP, UTP o UDP,
las curvas se construyeron a partir de la respuesta media + e.e.m. de 50 células en al menos 4

experimentos independientes.
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Figura 8. Respuestas a ATP, UTP o UDP en células MM14.0v. A, C y E. Trazo representativo de la
respuesta a ATP, UTP o UDP (100 pM) (media + e.e.m. de 10 células). B, D y F. Curvas concentracion
respuesta para ATP, UTP o UDP, las curvas se construyeron a partir de la respuesta media + e.e.m. de 50

células en al menos 4 experimentos independientes.

En las células MM14.0v observamos una respuesta inducida por UTP con un valor

maximo de 215 + 5 AF, el cual se alcanz6 a los 6 s. En este caso fue observado que se
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produce una meseta durante el lavado de la respuesta posterior a la aplicacion del UTP,
pero que retorna a valores cercanos al basal (figura 8C). La ECsy calculada para este
agonista fue de 3.4 + 1.2 yM dentro de un intervalo de confianza al 95% de 1.8 a 6.2 pM.
El valor de la pendiente de Hill por la aplicacion de UTP sobre estas células fue de 2.24
(figura 8D).

Observamos una respuesta a UDP en las células MM14.0v que alcanzd su valor

2+
Jien este caso

maximo en 8 s. Este valor fue de 141.5 £ 1.4 AF. El incremento en la [Ca
presenté una aumento paulatino y escaso lo que dificultdé determinar el tiempo hasta el
pico maximo; éste al alcanzar el valor maximo disminuye paulatinamente al valor basal
en una fase posterior a la activacion inicial (figura 8E). El valor ECsy en este caso fue de
6.3 + 0.8 uyM dentro del intervalo de confianza comprendido entre 4.9 y 8 uM.

Calculamos un valor de la pendiente de Hill = 2.55 (figura 8F).
7.3 Respuestas inducidas por ATP, UTP o UDP en células SKOV3

La aplicacion de ATP sobre células SKOV3 resulté en un incremento de la [Ca®*], que
alcanza un valor maximo de 231 + 4 Af en aproximadamente 5 s y que retorna
paulatinamente al basal pasando por una breve meseta de pocos segundos de duracion
(figura 9A). Al realizar el calculo de la ECsp a partir de los valores observados se ajustan
mejor a una curva sigmoide bifasica, lo que posiblemente pueda ser explicado por la
expresion de dos poblaciones de receptores que se activan en concentraciones del

agonista con diferencias en varios 6rdenes de magnitud.

A partir de los datos calculamos dos valores de la concentracién media efectiva, EC5p1 y
ECs02, que corresponden a valores de concentracion en el orden nM y uM
respectivamente 52.7 £ 5.2 nM y 14.1 + 4.8 uM. Los valores de Hill para esta curva

fueron de 3 y 1.6 para las fases baja y alta de la curva.

La respuesta inducida por UTP sobre las células SKOV3 provocé un incremento en la
[Ca®]; que alcanza un valor maximo a los 4 s. El valor maximo observado para esta
respuesta fue de 287.5 + 7.2 AF (figura 9C).
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Figura 9. Respuestas a ATP, UTP o UDP en células SKOV3. A, C y E. Trazo representativo de la
respuesta a ATP, UTP o UDP (100 pM) (media + e.e.m. de 10 células). B, D y F. Curvas concentracion
respuesta para ATP, UTP o UDP, las curvas se construyeron a partir de la respuesta media + e.e.m. de 50
células en al menos 4 experimentos independientes. Las respuestas por la aplicacion de ATP y UTP
ajustan a curvas C-R bifasicas con valores de ECs, distintas en alrededor de 3 6rdenes de magnitud (nM y
MM) en ambos casos.

-58 -



Los resultados se ajustaron a una curva sigmoide bifasica donde se estimaron los
valores de 11.7 £ 1.8 nM para la ECs5p1 y de 3.8 £ 2.8 uyM para la EC5(2 (figura 9D). Los
valores de Hill para esta curva fueron para la fase inferior de 3 y para la fase superior de
1.6.

Por ultimo, la aplicacion de UDP sobre las células SKOV3 evocd una respuesta con
valor maximo de 190.1 £ 2.1 AF alcanzada en 3s y que retorna al basal. Se observo
nuevamente una respuesta que presentd una meseta en la disminucion pero que
posteriormente retorné de forma relativamente rapida (figura 9E). El valor de ECsg
calculado correspondié nuevamente a una curva bifasica con valores de EC5¢1= 39.6 +
1.7 nM y para la EC502= 15.5 + 5.6 uM. Los valores de Hill en este caso fueron de 3.5y

2 para la fase inferior y la superior respectivamente (figura 9F).
7.4-Deteccion de los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 por inmunofluorescencia

Realizamos el marcaje de los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 por medio de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos contra cada uno de ellos.
Aunque este método de deteccidn no es cuantitativo podemos sugerir que la intensidad
con que se observan las sefales puede ser baja o de poca densidad, y alta o de mayor
densidad. En cada caso se realizaron controles donde unicamente se utilizé el marcador
de los nucleos y el anticuerpo secundario, omitiendo el anticuerpo primario contra el
receptor; la imagen del control es ilustrada en cada caso y corresponde a cada uno de
los tipos celulares. Observamos que existe una distribucion espacial relativamente
distinta entre el marcaje para cada receptor entre los tipos celulares. En la serie de las
siguientes figuras se muestran ejemplos en imagenes en pseudo-color, donde el color
verde representa la marca del anticuerpo contra el receptor acoplado al fluréforo Alexa

488™ y en rojo se ilustra el nucleo celular que fue marcado con yoduro de propidio.

Un ejemplo de la expresién de los receptores P2Y2 en los tres tipos celulares se
muestra en la figura 10, donde la distribucion de la proteina correspondiente al receptor
es diferente entre los tres tipos celulares. En el OSE, el marcaje se observa en
practicamente todas las células y en cada una de ellas se presenta una distribucién en

forma de pequefios agregados dispersos por extensas regiones del citoplasma y
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posiblemente en la membrana celular (N>100 células, en cada marcaje en al menos 4

preparaciones independientes provenientes de 3 animales).

La distribucion de la marca fluorescente para el receptor P2Y2 en las células MM14.0v
fue bastante diferente respecto a los otros dos tipos celulares, ésta se observd también
en practicamente todas las células pero con una localizacion limitada a la proximidad del
nucleo celular, su distribucion estuvo restringida a regiones especificas del citoplasma y
al parecer no se localiza en la membrana celular (N>100 células en cada marcaje de al

menos 4 preparaciones en cada uno de 3 cultivos independientes).

ISE P2Y2

MM14.0v P2Y2 SKOV3 P2Y2

Figura 10. Marcaje por inmunofluorescencia de los receptores P2Y2 en células del OSE, MM14.0v y
SKOVa3. En el control se omitié el anticuerpo primario (células MM14.0v en este caso). Se utilizé un
anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) y los nucleos celulares fueron tefiidos con

yoduro de propidio (rojo). (Barra=10y).
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En las células SKOV3 el marcaje del receptor P2Y2 se presentd en la mayoria de ellas
(>90 %), su distribucion fue observada en pequefios agregados por gran parte del citosol
y aparentemente en localizacién con la membrana celular. Esta distribucién es similar a
la observada en las células del OSE aunque con menor densidad (N>100 células en

cada muestra de al menos 4 preparaciones, provenientes de 3 cultivos independientes).
7.5 Deteccion de los receptores P2Y4 por inmunofluorescencia

La deteccion por inmunofluorescencia del receptor P2Y4 permiti6 observar que
practicamente todas las células de los 3 tipos reconocen el marcador para este receptor.
La inmunoreactividad se observd en una extensa distribucion en las células del OSE y

MM14.0v y con menor densidad en las células SKOV3.

Para el receptor P2Y4 en el OSE, observamos sefal inmunogénica en el 100% de las
células analizadas (N>100 en 4 muestras a partir de cada uno de los cultivos
independientes provenientes de 3 animales). La sefal pudo detectarse dispersa por todo
el citoplasma y posiblemente en la membrana celular, se presentd un patréon punteado

con una distribucion homogénea de gran densidad y pocos cumulos o agregados.

El marcaje pare el receptor P2Y4 en las células MM14.0v fue muy similar al observado
en las células OSE, de distribucidn homogénea en el citoplasma y posiblemente en la
membrana celular; con algunos agregados o marcas de gran densidad en las
inmediaciones del nucleo celular. Esta deteccion se realizé en el total de las células
evaluadas (N>100 células, de al menos 4 preparaciones provenientes de 3 cultivos

independientes).

La sefial inmunodetectada en células SKOV3 para el receptor P2Y4 es también
homogénea pero de menor densidad que la observada tanto en las células del OSE
como en las células MM14.0v. La seinal se observé con mayor intensidad alrededor de
los nucleos celulares. En el citoplasma y posiblemente en la membrana celular, se
presentd una sefial poco menos densa que en los otros dos tipos celulares. Esta senal
fue detectada en practicamente todas las células (N>100 células, de al menos 4
preparaciones provenientes de 3 cultivos independientes) (figura 11).
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OSE P2Y4

MM14.0v P2Y4 SKOV3 P2Y4

Figura 11. Marcaje por inmunofluorescencia de los receptores P2Y4 en células del OSE, MM14.0v y
SKOV3. En el control se omitid el anticuerpo primario (células SKOV3). Se utilizé un anticuerpo secundario
acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) y los nucleos celulares fueron tefiidos con yoduro de propidio (rojo).
(Barra=10p).

7.6 Deteccion de los receptores P2Y6 por inmunofluorescencia

Para el receptor P2Y6 el 100% de células del OSE presenté inmunoreactividad (N>100
células en al menos 4 muestras de preparaciones independientes en 3 animales), la
sefal se observo distribuida por toda la célula, con una mayor intensidad en la region
perinuclear, la marca detectada para este receptor fue un poco mas intensa en el OSE,

respecto los otros dos tipos celulares.

El marcaje para el receptor P2Y6 fue reconocido en cerca del 100% de las células

MM14.0v (N>100 células, de al menos 4 preparaciones provenientes de 3 cultivos
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independientes), en las que se observd una distribucion del marcaje fluorescente por
todo el citosol, esta sefial es homogénea con una densidad menor que en las células del

OSE y con una mayor intensidad en la regién perinuclear.

En las células SKOV3 marcadas con el anticuerpo contra el receptor P2Y6 se observo
en la mayoria de las células (> 80%) la marca fluorescente (N > 100 células evaluadas,
en al menos 4 preparaciones provenientes de 3 cultivos independientes). La distribucion
de la senal es bastante limitada y se observa sélo en ciertas regiones en estrecha
proximidad con el nucleo celular. Estas sefiales conforman pequefios agregados o

pequefias manchas poco difusas (figura 12).

OSE P2Y6

MM14.0v P2Y6 SKOV3 P2Y6

Figura 12. Marcaje por inmunofluorescencia de los receptores P2Y6 en células del OSE, MM14.0v y

SKOV3. En el control se omitié el anticuerpo primario (células OSE). Se utilizé un anticuerpo secundario

acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) y los nucleos celulares fueron tefiidos con yoduro de propidio (rojo).
(Barra=10y).
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8. DISCUSION

El objetivo fundamental del presente estudio fue explorar la expresién de los receptores
P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en células derivadas del epitelio ovarico de mamifero. Este grupo
de receptores son de nuestro interés porque se ha demostrado que participan en una
amplia variedad de procesos celulares de relevancia fisioldgica en diferentes modelos
celulares. Dado que la liberacién de ATP por diferentes tipos celulares es comun, este
ATP que actua de manera autécrina-paracrina puede constituir un mecanismo de auto-
regulacion (Delic y Zimmermann, 2010; Duybak y El-Moatassim, 1993; Huwiler y
Pfeilshifter, 1994). En varios modelos celulares se ha observado que el ATP liberado
mantiene el tono de segundo mensajeros como el AMPc y el Ca®* (Calvert et al.2004;
Corriden e Insel, 2010; Kunzli et al 2006; Nylund et al. 2007). Esta idea ha sido poco
explorada en modelos de cancer, aunque existen aproximaciones en un modelo de
cancer de prostata (Slater et al.,, 1994), y podria representar un mecanismo de
progresion tumoral al establecer un asa de retroalimentacion positiva via receptores
P2Y, en adenocarcinoma ovarico humano este mecanismo no ha sido explorado. Un
primer paso en el desarrollo de esta idea es caracterizar la expresion de receptores

purinérgicos.
8.1 Dinamica de Ca**

La actividad celular puede ser evaluada reconociendo diversos procesos como la
actividad eléctrica en neuronas; o el flujo iénico y el intercambio e interaccidon entre
proteinas en virtualmente todas las células. Dentro de estas, las oscilaciones de Ca®
pueden aportar informacién sobre distintos procesos celulares (transporte vesicular,
exocitosis, activacién de bombas idnicas dependientes de energia ATPasas de Ca?",
entre otros) (Auersperg et al., 2001; Gendron et al. 2003; Hardie, 1996; Katz y Miledi,
1970).

Aqui hemos empleado el registro de la actividad de Ca* por fluorescencia, para evaluar
la activacion de los receptores purinérgicos P2Y2, 2Y4 y P2Y6. Estas sefiales de Ca?*

pueden corresponder principalmente a la activaciéon de proteinas Gq acopladas a
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receptores purinérgicos P2Y y la subsecuente liberacién de Ca*" de los reservorios
intracelulares mediada por IP3 (llles y Ribeiro, 2004; Mikoshiba y Hattori, 2000).

En algunas de las respuestas observamos sefales que se mantuvieron por algun tiempo
e incluso presentan fases sostenidas en la [Ca?*}; (figuras 8A, 8E, 9A, y 9C), que podrian
corresponder al influjo de Ca?*, inducido por la reduccion de los niveles de Ca** en el
lumen de los reservorios (frecuentemente referido como entrada de Ca®* operada por
reservorios o entrada capacitiva de Ca?*) (Penner et al. 1993: Salido et al. 2009a; Salido
et al 2009b).

De manera general las respuestas observadas alcanzaron el nivel maximo en algunos
segundos, sin embargo mostraron algunas diferencias en la cinética de la disminucidn,
por ejemplo: En las células del OSE o SKOV3 estimuladas con UTP (figura 7C y 9C) la
[Ca®*]; se observa una atenuacién rapida y constante de la respuesta, mientras que en
células MM14.0v (figura 8C) la disminucién de la respuesta presenta al menos 2
etapas, estas diferencias pueden reflejar mecanismos especificos en la funcion y
desensibilizacion de cada receptor, sin embargo en el presente trabajo se utilizaron los
valores maximos de las respuestas para definir que los receptores expresados son

funcionales.

Para evaluar la respuesta purinérgica utilizamos ATP y los agonistas selectivos UTP
(P2Y2 y P2Y4) y UDP (P2Y8). A partir de las respuestas en el incremento de la [Ca®)
calculamos los valores de ECsy para los agonistas mencionados en cada tipo celular y

obtuvimos ademas los valores de la pendiente de Hill en cada caso.
8.2 Expresion de receptores purinérgicos por inmunofluorescencia

Aunada a la evaluacion de la respuesta funcional de los RP, realizamos el marcaje
inmunofluorescente de los receptores P2Y2, P2Y4 y P2YG6; lo que nos permitié proponer
diferencias en la expresion funcional entre los modelos celulares evaluados. Los
anticuerpos utilizados para la inmunofluorescencia han sido probados en diferentes
estudios y se ha documentado ampliamente su especificidad (von Kigelgen y Harden,
2011). Los anticuerpos primarios utilizados reconocen a los receptores purinérgicos en la

rata, ratdbn y humano, por lo que es equivalente su uso en células de estas tres especies.
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Aunque no puede precisarse con exactitud la localizacién espacial de las proteinas
componentes del complejo receptor, se pueden reconocer diferencias en su densidad,
siendo posible generar una aproximacion de la distribucion espacial de los receptores
respecto a estructuras como el nucleo (marcado con yoduro de propidio) y/o en el area

correspondiente al citosol.

De manera general, detectamos la expresion de P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en los 3 modelos
celulares, pero con diferencias en la cantidad y en la localizacion. Los receptores P2Y2
se encuentran en una distribucion similar entre las células del OSE y las células SKOV3,
distribuyéndose en toda la célula con la presencia de "clusters" presumiblemente en
dominios especificos de la membrana, en contraste en las células MM14-Ov detectamos
cantidades pequefias en la region perinuclear (figura 10). Por otro lado, la distribucion
aparente del receptor P2Y4 es generalizada y es la que se presenta con mayor
homogeneidad entre los tres tipos celulares (figura 11); y por ultimo la localizacion de
menor similitud entre los tres tipos celulares es la del receptor P2Y6 en las células del
OSE y MM14.0v se observa en toda la célula, mientras que en las células SKOV3 hubo

una localizacion perinuclear con muy baja abundancia (figura 12).

Estas observaciones sugieren que la respuesta a sus agonistas selectivos puede

presentar claras diferencias reflejadas en el estudio funcional.
8.3 Respuestas purinérgicas en células del OSE

Reconocimos la respuesta de las células OSE al ATP y al UTP de manera casi
equipotente (4.9 y 9.2 uM, respectivamente), lo que coincide con reportes previos sobre
la activaciéon de los receptores P2Y2 y P2Y4 (Bogdanov et al. 1998; Herold et al. 2004;
Webb et al. 1998). Observamos similitud en el valor de la pendiente de Hill la cual se
mantuvo por debajo de uno (0.53 y 0.84, respectivamente) lo que sugiere que para
ambos agonistas existen diferentes poblaciones de receptores que responden ante dicho
estimulo e incluso podria existir cooperatividad negativa. EI ATP, ademas de activar
receptores purinérgicos P2X, puede activar a los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y11 en el
ratén; y el UTP es capaz de activar a los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y11 en esta misma

especie, pero no asi los receptores P2X.
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El marcaje inmunofluorescente de los receptores P2Y2 y P2Y4 en estas células es
evidente, aunque se observa una mayor densidad y una distribucion mas amplia del
receptor P2Y4. Estos datos nos permiten sugerir que las respuestas a ATP o UTP
pueden estar mediadas en gran parte por receptores P2Y2 y/o P2Y4 en este tipo celular
murino y cuya activacién coincide con los reportes farmacoldgicos previamente

descritos.

En las células del OSE de ratén también identificamos respuestas a UDP dependientes
de la concentracion. El valor de la ECsg (0.34 pM) y el valor de la pendiente de Hill para
este agonista (1.8), sugieren que la respuesta a UDP esta mediada por una poblacién de
receptores que puede corresponder al receptor P2Y6. ElI analisis por
inmunofluorescencia ademas, evidencidé una abundante expresion del receptor P2Y6, el
subtipo mas sensible a UDP (Abbracchio et al. 2010; Chang et al. 1995; Communi et al.
1996; Lazarowski et al. 2001; Li et al. 1998; Webb et al. 1998) reforzando la hipotesis de
que la respuesta a UDP esta mediada por este subtipo de receptores en las células del
OSE.

8.4 Respuesta purinérgica en células MM14.0v

Respecto a las células MM14.0v, un modelo experimental de epitelio ovarico murino,
nos preguntamos si la expresion funcional de receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 es

equivalente a la observada en células en cultivo primario.

Las células MM14.0v respondieron al ATP de manera similar a las células del OSE
mostrando un valor de ECsp = 2.1 yM. El analisis de la respuesta a UTP generd un valor
ECso de 3.4 uM (equipotente con la respuesta en el OSE) que puede corresponder a los
receptores P2Y2 y/o P2Y4.

Por medio de inmunofluorescencia se observé una expresion abundante del receptor
P2Y4 por toda la célula, y de P2Y2 en muy baja intensidad localizado en una regién
adyacente al nucleo, posiblemente fuera de su sitio de accién en la membrana celular.
Dado que la pendiente de Hill parece corresponder a una sola poblacion (valor de 1.4),
cabe la posibilidad de que esta activacion sea exclusivamente del receptor P2Y4.La

distinta expresién del receptor P2Y2 observada por inmunofluorescencia entre las
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células OSE y MM14.0v salta a la vista, y dada su importancia fisiolégica esta diferencia

es fundamental.

Los datos obtenidos por microscopia funcional permitieron observar que la estimulacion
con UDP gener6 un valor ECsp de 6.3 uM que puede corresponder a receptores P2YG6; el
marcaje de estos receptores por inmunofluorescencia permitié detectar su clara
expresion, lo que corresponde con los datos farmacoldgicos. El valor de la pendiente de
Hill para este caso es alto (2.6) por lo que este dato refuerza el supuesto de que tal

respuesta corresponde exclusivamente a la activacion de los receptores P2Y6.

Existen diferencias claras entre la expresion de los receptores purinérgicos evaluados en
las células del OSE vy las células MM14.0v, por lo que esta linea celular no es un modelo
adecuado de OSE.

8.5 Respuestas purinérgicas en células SKOV3

Las células SKOV3 son derivadas de un adenocarcinoma, nuestro interés radica en
conocer las posibles diferencias entre los mecanismos purinérgicos entre las células

derivadas de OSE normales y transformadas.

La principal diferencia observada entre las células SKOV3 y los otros dos tipos celulares
es que éstas responden aparentemente a concentraciones de los 3 agonistas en
distintos ordenes de magnitud. En el analisis realizado, las curvas concentracion-

respuesta calculadas, ajustaron de mejor forma a curvas bifasicas.

Para la respuesta a ATP también reconocimos una curva bifasica cuyos valores de
ECs01= 57.7 nM y EC502=14.1 yM (con diferencia de casi 3 6rdenes de magnitud), e
indices de la pendiente de Hill aproximados a 3 y por arriba de 1 respectivamente;
sugieren que la respuesta en la fase inferior puede corresponder a una sola poblacion o
la existencia de cooperatividad, y en la fase alta posiblemente a la existencia de mas de
una poblacion, pudiendo estar involucrados otros receptores P2Y y/o receptores P2X. En
la respuesta a ATP puede estar participando el receptor P2Y2 pero no el receptor P2Y4

ya que el ATP funciona como antagonista competitivo sobre estos receptores en células
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de humano (Abbracchio et al. 2010; Brunschweiger y Mdller, 2006; Herold et al. 2004;
Kennedy et al. 2000).

2*] ha sido observado en células de carcinoma ovarico

El incremento bifasico en la [Ca
OVCARS, donde a concentraciones yM de ATP se promueve un incremento bifasico en
la [Ca®] con una fase rapida y una lenta pero sostenida (Popper y Batra, 1993). En
aquel trabajo se observé que al quelar el Ca?* con EGTA el incremento en la [Ca®*]; fue
monofasico y rapido; y que los bloqueadores de los de canales de Ca?" activados por
voltaje (VGCC), como la nifedipina y el verapamil, no tienen efecto sobre la accion del

ATP, lo que puede reflejar la actividad de receptores P2X.

La respuesta a UTP en células SKOV3 muestra una bifase, o que sugiere la presencia
de dos poblaciones de receptores responsivas a UTP con ordenes de magnitud
diferente; estos fueron ECs501=11.7 nM y ECs02= 3.7 uM. EIl valor propuesto para la
pendiente de Hill (~3) sugiere que la fase de alta sensibilidad corresponde a la presencia
de una poblacion de receptores o la posibilidad de cooperatividad entre diferentes
receptores. La respuesta de alta sensibilidad (ECs01) no se observé en los otros modelos
celulares estudiados. Esta diferencia puede atribuirse a que la variante de humano del
receptor P2Y4 es mas sensible a UTP (Dubyak. 2003). Aunque esto pudiera atribuirse a
diversos factores que pueden ser evaluados por métodos de analisis genético o de
biologia molecular, entre los que se encuentran; posibles mutaciones en residuos de
amino acidos de los receptores, la facilitacion en la formacién de los complejos diméricos
en los que es activo el receptor, o con otro tipo de proteinas de interaccion con el

agonista/receptor.

El marcaje por inmunofluorescencia en este tipo celular permitié detectar la expresion de
los receptores P2Y2 y P2Y4 que pueden responder a UTP y dado a que la curva en la
fase de alta sensibilidad parece ser de una sola poblacion, cabe la posibilidad de que
ambos receptores estén respondiendo con una potencia similar o bien que presenten
una interaccion directa probablemente formando un heterodimero; pues en muchos
sistemas es imposible diferenciar farmacolégicamente a ambos receptores (Abbracchio
et al. 2010; Charlton et al. 1996; von Kugelgen y Harden. 2011), sin embargo esta
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hipétesis debe estudiarse a fondo, por ejemplo en experimentos de co-

inmunoprecipitacion.

El UDP en las células SKOV3 indujo una respuesta de movilizacion de Ca?* con dos
valores de ECsp1= 39.6 nM y EC5,2=15.5 yM, y que puede corresponder al receptor
P2Y6. Estas respuestas son casi equipotentes a las respuestas inducidas por ATP y
UTP en ambas fases, presentan valores de la pendiente de Hill altas (~3.5 y ~2) que
pueden corresponder a una sola poblacion de receptores para cada fase, y que pudieran
ser debidas a la activacion del receptor P2Y6. El marcaje por inmunofluorescencia
muestra un nivel bajo en la expresion del receptor P2Y6, que sin embargo puede ser

responsable de la respuesta a UDP.

Otras de las diferencias observadas en las respuestas purinérgicas entre estos tipos
celulares fueron los valores maximos promedio para cada tipo celular, estos valores en
respuesta a ATP fueron mayores en las células del OSE, > MM14.0v > SKOV3, lo que
sugiere que las células transformadas mantienen niveles relativamente bajos de la
[Ca®*]; en respuesta a ATP. Existen diferencias también entre los valores maximos para
cada tipo celular debidos a la aplicacion de UTP, el valor de las respuestas maximas
promedio es similar entre las células del OSE vy las células SKOV3, lo cual pudiera tener
una relacion funcional sobre el mantenimiento de los niveles de Ca®* en respuesta a
UTP, y que son necesarios para la activacion de vias de sefalizacion involucradas en la
proliferacion y diferenciacion celular mediada a través de los receptores P2Y2 y P2Y4 en
estos tipos celulares, y que aparentemente se encuentran hiper-sensibilizados en las
células SKOV3.

En resumen, esta es la primer demostracién de la expresion funcional de receptores
P2Y2, P2Y4 y P2Y6 en células del OSE de raton, aunque su papel fisiolégico no se

conoce por completo.

Es indispensable realizar estudios mas detallados que aporten evidencias sobre las
sefiales y las moléculas involucradas en estos procesos tan complejos, como la
participacion hormonal, ademas de que sean controladas las condiciones

microambientes que influyen en la homeostasis celular y en la comunicacién cruzada
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con el sistema purinérgico. Se requiere realizar estudios conjuntos sobre la activacion

de las cascadas de sefializacion involucradas en la activacion purinérgica.

Los receptores purinérgicos P2Y2, P2Y4 y P2Y6 parecen presentar alteraciones con
repercusiones funcionales en las células SKOV3 en relacion con su contraparte en las
células normales derivadas del OSE. lo que sugiere que el sistema purinérgico participa
en carcinogénesis ovarica, y debe considerarse como un mecanismo fundamental en la
fisiologia y patologia ovarica. La importancia de este sistema de comunicacion en la
clinica es potencialmente relevante tanto en el diagnéstico como en el tratamiento del
cancer, sin embargo, hace falta realizar mas estudios que ayuden a esclarecer el papel

preciso de estos receptores.
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9-CONCLUSIONES

1.- Las células normales y transformadas derivadas del OSE incluidas en este estudios

expresan receptores purinérgicos P2Y2, P2Y4 y P2Y6.

2.- Existen diferencias en la expresiéon funcional de los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6

entre las células del OSE, las células MM14.0v y las células SKOV3.

3.- Las células del OSE de raton expresan receptores funcionales P2Y2 y P2Y4 que

responden a ATP y/o a UTP; y receptores funcionales P2Y6 que responden a UDP.

4.- Las células MM14.0v derivadas del OSE de ratdon expresan receptores funcionales
P2Y4 que responden a ATP y/o a UTP; y receptores funcionales P2Y6 que responden a

UDP y de manera marginal expresan receptores P2Y2.

5.- Las células SKOV3 derivadas de adenocarcinoma ovarico humano expresan
receptores funcionales P2Y2 que responden a ATP y/o UTP; receptores funcionales

P2Y4 que responden a UTP y receptores funcionales P2Y6 que responden a UDP.

6.- Las respuestas a los agonistas selectivos UTP y UDP detectadas en células SKOV3
presentaron dos valores EC50, esta complejidad puede ser atribuida a interacciones

entre los receptores que las distinguen claramente de los otros modelos utilizados.

7.- Las células MM14.0v presentan notables diferencias en la distribucion y expresion
funcional de los receptores P2Y2, y diferencias en la expresion funcional de los
recetores P2Y4 y P2Y6 respecto a las células del OSE; por lo que no pueden

considerarse un buen modelo del OSE.
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