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RESUMEN

El sindrome del ovario poliquistico (PCOS) es el trastorno endocrino mas comun en
mujeres de edad reproductiva y es una importante causa de infertilidad. Dentro de las
caracteristicas de esta enfermedad destacan la presencia de quistes en el ovario, los
cuales se distinguen histolégicamente por una disminucion en las células de la granulosa
e hiperplasia en las células de la teca (TCs) y ciclos anovulatorios. Previamente se ha
demostrado la expresion del receptor purinérgico P2RY2 en las TCs de raton. Este
receptor se reconoce como un regulador positivo de la proliferacién y de la diferenciacion
celular en otros tejidos, por lo que su expresion pudiera ser relevante en la regulacion del
equilibrio proliferacion-muerte celular de las TCs en el PCOS. En el presente estudio se
indujo farmacolégicamente un modelo de PCOS mediante la administracién de 2 mg de
valerato de estradiol (VE) en la etapa prepuberal y evaluamos la expresion y funcionalidad
del receptor P2RY2.

Los animales tratados con VE mostraron las caracteristicas tipicas del PCOS, e.g., la
presencia de quistes y anovulacion. Se evaluaron los cambios en el (Ca [Ca*?]i )
intracelular y los niveles de fosforilacion de la cinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK). La abundancia de P2RY2 disminuyd (valor de las medias, 35+0.08%) en los
animales tratados con VE. En concordancia, el incremento de [Ca*?]ien respuesta a UTP
fue menor en los animales tratados (29.7+3.02 vs. 45£3.97 para 10 uM y 45.1+£3.06 vs
60.9+3.46 para 100 uM, animales tratados vs. control). Sin embargo, la fosforilacion de
ERK por UTP fue similar en los dos grupos.

A pesar de que no hemos analizado las consecuencias fisiolégicas de los cambios
observados en P2RY2, creemos que, dado que los ciclos hormonales se pierden en el
PCOS, el P2RY2 podria estar sefalizando de manera ténica. Esta condicion podria tener
un impacto positivo en la tasa de proliferacion de las TCs favoreciendo el fenotipo del
ovario poliquistico; sin embargo, esta idea debe ser respondida experimentalmente.

Palabras clave: sindrome ovario poliquistico, receptor purinérgico P2RY2, células de la
teca.



SUMMARY

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine disturbance in
reproductive-age women, and it is an important cause of infertility. One of the main
characteristics of this disease is the presence of ovarian cysts which are histologically
distinguished by loss of granulosa, hyperplasia of theca cells (TCs) and absence of
ovulation. The expression of purinergic receptor P2RY2 was demonstrated previously in
mouse TCs. In other tissues this receptor is a positive regulator of cell proliferation and
differentiation; thus, its expression could be relevant in regulating TC proliferation vs.
death in PCOS. In the present study we induced PCOS by a single dose of 2 mg of
estradiol valerate (EV) to prepuberal rats and analyzed the changes that occurred; then
we evaluated the expression and functionality of P2RY2.

Animals treated with EV showed the typical characteristics of PCOS, i.e., the presence of
ovarian cysts and absence of ovulation. The changes in the intracellular Ca?* ([Ca*?]i)and
in the ERK phosphorylation levels were estimated. P2RY2 abundance, measured by
Western blot, diminished (mean values by 35+0.08 %) in treated animals. In agreement,
the increase in [Ca*?]iin response to UTP was less in EV-treated animals (29.7+3.02 vs.
45+3.97 for 10 yM and 45.1+£3.06 vs. 60.9+3.46 for 100 yM, EV treated vs. control,
respectively). However, the induction of ERK phosphorylation by UTP was similar for both
groups of animals.

Although we have not yet analyzed the physiological consequence of the changes
observed in P2RY2, we reason that if hormonal cycles are lost in PCOS, then P2RY2
could be signaling in a tonic manner, and in some parameters (Ca?* response) with a high
potency. This condition might have a positive impact on the proliferation rate of TCs,
favoring the PCOS phenotype; however, this idea should be experimentally tested.

Key words: polycystic ovary syndrome, purinergic receptor P2RY2, theca cells.



1. INTRODUCCION

El sindrome del ovario poliquistico (PCOS, por sus siglas en inglés) es el trastorno
endocrino mas comun en las mujeres. Es una patologia que se creia que solo afectaba a
mujeres en edad premenopausica, sin embargo, hoy en dia es una importante causa de

infertilidad en las mujeres en edad reproductiva.

Fue descrito por primera vez por Stein y Leventhal (1930), como una patologia que
se caracteriza por la presencia de amenorrea, infertilidad, hirsutismo y ovarios con
presencia de quistes. El PCOS también esta asociado con hiperandrogenismo (clinico
y/o bioquimico), obesidad, un aumento en la probabilidad de desarrollar cancer de
endometrio, resistencia a la insulina y riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares; asimismo se le reconoce como una manifestacion
ovarica del sindrome metabdlico. EI PCOS es muy heterogéneo, las pacientes no
necesariamente presentan todas las caracteristicas previamente mencionadas, lo que

vuelve dificil su diagnadstico.

Actualmente, existen distintos criterios para poder identificar esta patologia; de
acuerdo al criterio de Rotterdam establecido en el 2003, se acepta la presencia del PCOS

cuando se presentan al menos dos de las siguientes caracteristicas:

1. presencia de quistes en los ovarios
2. hiperandrogenismo

3. anovulaciéon

Actualmente, la etiologia del PCOS se desconoce, sin embargo, se han descrito
varias caracteristicas del sindrome a nivel endocrino, ovarico y de la inervacion simpatica.
Se ha establecido que en el PCOS hay mayor concentracién plasmatica de la hormona
luteinizante (LH), lo que conduce a una mayor sintesis de andrégenos en las células de
la teca de los foliculos ovaricos. Asimismo, se ha comprobado que hay mayor actividad
de algunas enzimas esteroidogénicas tales como: la enzima 3B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (3B-HSD), el complejo enzimatico P450scc (CYP11), el citocromo P450
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17-hidroxilasa, 17,20-desmolasa (CYP17), entre otros (Gilling-Smith, et al., 1994; Comim,
et al., 2013; Wickenheisser et al., 2012).

Por otra parte, se ha relacionado el aumento de la actividad simpatica durante el
PCOS, expresada en un aumento de la liberacion de noradrenalina, con la formacién de
quistes ovaricos (Lara et al., 1993). EI ATP es coliberado con esta catecolamina en las
terminales simpaticas (Westfall et al., 2002) lo que permite proponer que el ATP a través
de la activacion de sus receptores especificos participa en la sefalizacién ovarica durante
el PCOS. Diversos estudios han demostrado la expresion funcional de receptores
purinérgicos P2 en el ovario de diversas especies. En nuestro laboratorio se ha
demostrado la expresion de receptores P2RX 'y P2RY en las células de la teca (Vazquez-
Cuevas et al., 2006; Vazquez-Cuevas et al., 2010). Existen numerosas evidencias que
indican que el receptor P2RY2 participa en el proceso de proliferacion celular y
particularmente, se ha demostrado por nuestro grupo, la expresion de P2RY2 y la
activacion de las cinasas ERK 1/2 como consecuencia de su actividad en las células de
la teca. Lo anterior nos ha llevado a considerar que existen diferencias en la expresion
del receptor P2RY2 en la teca durante el PCOS.

Para abordar esta hipotesis utilizamos un modelo de ovario poliquistico generado
en ratas mediante la administraciéon de una unica dosis de valerato de estradiol (VE) en
ratas prepuberales e investigamos en cultivos primarios de teca 90 dias post-

administracion del VE la expresién y funcionalidad de P2RY?2.



2. MARCO TEORICO

2.1. Foliculogénesis

El foliculo es la unidad anatémico funcional del ovario, su funcion es regular el crecimiento
y maduracion del ovocito hasta su liberacion como un gameto capaz de ser fecundado
(Gougeon, 2003). Este proceso se conoce como foliculogénesis e involucra el
reclutamiento inicial de foliculos primordiales del “pool” de reserva, el desarrollo de
foliculos primarios y secundarios, la formacion de la cavidad antral y finalmente la

seleccién del foliculo o foliculos ovulantes (Freeman, 2006).

Se han definido estadios de desarrollo de los foliculos de acuerdo a caracteristicas
morfoldgicas distintivas. El foliculo primordial consiste en el ovocito rodeado por una sola
capa de células planas, cuando estas células adquieren un fenotipo cuboidal se considera
un foliculo primario (Figura 1). Posteriormente, las células que rodean al gameto
proliferan y se diferencian en dos tipos celulares: las células de la granulosa y las células
de la teca alcanzando al menos tres capas de células, en esta etapa se considera al
foliculo como secundario o preantral. Posteriormente, se comienza a apreciar la
formacion de espacios intercelulares llenos de liquido que al unirse forman una cavidad
conocida como antro. El foliculo antral también conocido como foliculo de Graaf o
terciario, se caracteriza por un antro de mayor tamano lleno de liquido folicular. Asi mismo
es notable la presencia del “cumulus”, que consiste en células de la granulosa rodeando
el ovocito (Freeman, 2006; Hennet & Combelles, 2012).

La mayoria de los foliculos en desarrollo sufren atresia, proceso que define que
solamente un numero limitado de los foliculos, de acuerdo a la especie, sea capaz de
madurar. El crecimiento folicular culmina con la liberacion del évulo; tras la expulsion de
éste, las células de la granulosa y la teca remanentes forman una glandula denominada

cuerpo luteo, cuya principal funcion es la secrecion de progesterona (P4), el cuerpo luteo



degenera si no hay fecundacion (Gougeon, 2003; Freeman, 2006; Hunzicker-Dunn &
Mayo, 2006).

Figura 1. El desarrollo folicular en el ovario, se muestran esquematicamente
las etapas de la foliculogénesis. Modificado de Freeman, 2006.

Endocrinolégicamente, el crecimiento y diferenciacion de los foliculos depende de
las acciones de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).

Estas hormonas son liberadas por la adenohipéfisis gracias a la accion de la hormona
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liberadora de gonadotropinas (GnRH) secretada por el hipotalamo. La secrecién de estas
hormonas es regulada a través de un mecanismo de retroalimentacién negativa ejercido

por las hormonas esteroideas ovaricas (Freeman, 2006).

2.2. Ciclo estral

Un ciclo reproductivo o ciclo estral es el conjunto de acontecimientos fisioldgicos que se
producen en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, durante intervalos ciclicos de tiempo como
consecuencia de las variaciones en los niveles de las gonadotropinas y de las hormonas
esteroideas. La rata es un mamifero poliéstrico, cuyo ciclo estral tiene una duracion de
aproximadamente 4 a 5 dias y comprende cuatro fases: metaestro, diestro, proestro y
estro. Se han descrito los tipos celulares presentes en los exudados vaginales de cada
una de las fases (Figura 2), lo que permite predecir con exactitud la fase del ciclo estral

en la que se encuentran las ratas (Long & Evans, 1964; Freeman, 2006).

Figura 2. Exudados vaginales obtenidos durante las fases del ciclo estral: A) metaestro, B)
diestro, C) proestro y D) estro. Las muestran fueron tefidas con hematoxilina y eosina y
observadas en el microscopio 6ptico.



El metaestro (también llamado diestro-1) tiene una duracion de 6 a 8 h. Durante
esta fase incrementan los niveles de estradiol (E2) y P4 (Figura 3). El aumento de los
niveles de E2 esta relacionado con el crecimiento de los foliculos en desarrollo, mientras
que el aumento de P4 esta asociado con el desarrollo del cuerpo luteo. En el exudado
vaginal de esta fase se observan multiples leucocitos y algunas veces células

cornificadas y nucleadas.

Figura 3. Concentracién de hormonas obtenidas en intervalos de 2 horas durante el
ciclo estral de la rata. Las barras negras en la parte inferior de la grafica representan
el periodo de oscuridad. Modificado de Smith et al., 1975.



La siguiente fase es el diestro (diestro-2), tiene duracion de 55 a 57 h. Los niveles
de E2 del metaestro contintan siendo similares, sin embargo durante esta fase comienza
a decaer la concentracion plasmatica de P4 lo que significa la regresion del cuerpo luteo.
El exudado vaginal del diestro es similar al del metaestro, predominando la presencia de
leucocitos (Smith et al., 1975; Freeman, 2006).

Posteriormente tiene lugar el proestro y tiene una duracion de 12 a 14 h. Durante
la tarde del proestro hay un incremento de los niveles de P4, LH y FSH, asimismo se
observa el pico mas alto de E2. En el exudado vaginal se observan células epiteliales
nucleadas y algunas veces células cornificadas. La ovulacion ocurre en la mafiana del
estro, dicho evento esta asociado con el pico mas alto de LH. El estro tiene una duracion
de 25 a 27 h. El frotis vaginal en esta etapa es muy caracteristico y unicamente se

observan multiples células cornificadas.

2.3. Sintesis de las hormonas esteroideas

Los lugares primordiales de sintesis de hormonas esteroideas en el foliculo ovarico son
las células de la teca y las células de la granulosa foliculares o luteinizadas. Estas células
poseen la maquinaria enzimatica necesaria para la produccion de estos mensajeros

celulares (Jamnongjit & Hammes, 2006).

Las hormonas esteroides son sintetizadas a partir del colesterol que se obtiene del
plasma sanguineo, este puede ser adquirido del que se encuentra unido a lipoproteinas
de baja densidad (LDL), de la sintesis a partir de acetato por el propio ovario y del que se
encuentra de libre acceso en la membrana celular o almacenado. Sin embargo, la
principal fuente para el ovario es el que se encuentra unido a las LDL y es transportado
por el torrente sanguineo (Ho et al., 2003; Papadopoulos & Miller, 2012).

Las LDL reconocen receptores especificos en las células de la teca, una vez que
se han unido a sus receptores, son endocitadas hacia el citoplasma donde el colesterol

es liberado mediante la accidon de esterasas. Posteriormente, el colesterol es
7



transportado a la mitocondria, gracias a la enzima StAR (steroidogenic acute regulatory
protein, por sus siglas en inglés) donde comienza la biosintesis esteroidea (Ho et al.,
2003).

La biosintesis de las hormonas esteroideas inicia con la transformacion del
colesterol en pregnenolona (Figura 4), lo que consiste en el rompimiento de la cadena
lateral del colesterol llevado a cabo por un complejo enzimatico conocido como
citrocromo P450scc (P450, side chain cleavage), esto involucra la accion en conjunto de
las enzimas 20,22-hidroxilasa y 20,22-desmolasa; cabe mencionar que esta reaccion es
limitante en la sintesis esteroidea (Ho et al., 2003; Tsilchorozidou et al., 2004;
Papadopoulos & Miller, 2012).

Figura 4. Sintesis de las hormonas esteroideas. Las hormonas esteroideas son sintetizadas
a partir del colesterol. P450scc: complejo enzimatico citocromo mitocondrial P450scc (P450,
side chain cleavage); DHEA: dehidroepiandrosterona; 3B-HSD: 3B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa; 17B-HSD: 3pB-Hidroxiesteroide deshidrogenasa. Modificado de
Tsilchrozidou et. al., 2004.

La pregnenolona puede seguir dos vias: la A* que es conocida también como la
fase lutea y la A% que se le conoce también como fase folicular. La via A* requiere de la

enzima 3[B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (33-HSD) para catalizar la conversién de
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pregnenolona a progesterona. Por otra parte, la via A® depende de la actividad de la
citocromo P450 17-hidroxilasa, 17,20-desmolasa (CYP17), la cual primeramente afiade
un grupo hidroxilo (-OH) a la pregnenolona para sintetizar 17-hidroxipregnenolona y
posteriormente la convierte al andrégeno dehidroepiandrosterona (DHEA). EI mismo
complejo CYP17 es el encargado de sintetizar androstenediona, que es también un
andrégeno. A partir de la progesterona la androstenediona también puede ser sintetizada
por accién de la 33-HSD sobre la DHEA. A su vez, la androstenediona es transformada
a testosterona por la enzima 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (17p-HSD), o a
estrona por la accion de la aromatasas, finalmente es convertida a estradiol por la enzima
17B-HSD. De igual forma, el estradiol puede ser obtenido a través de la aromatizacion de

la testosterona (Tsilchorozidou et al., 2004; Jamnongjit & Hammes, 2006).

El complejo CYP17 es expresado exclusivamente en las células de la teca y la
actividad de sintesis de andrégenos es regulada por la LH. Por otra parte, los receptores
a la FSH se expresan de manera exclusiva en las células de la granulosa (Hillier et al.,
1994; Jamnongjit & Hammes, 2006). De esta manera, existe un acoplamiento entre las
células de la teca y la granulosa para la éptima sintesis de estrogenos, lo que es conocido
como teoria de las dos células. En el foliculo en crecimiento, las células de la teca
sintetizan los androgenos, los cuales se transforman en estrogenos en la células de la
granulosa mediante una reaccidn de aromatizacion (Edson et al., 2009). Se ha
especulado que la desregulacion de este mecanismo es un factor primario en la
patogénesis del PCOS (Wickenheisser et al., 2006).

2.4. Sindrome del ovario poliquistico

El PCOS es una endocrinopatia muy frecuente en las mujeres en edad reproductiva.
Tiene una prevalencia estimada entre el 6 y 20%, esto dependiendo del criterio que se
utilice para diagnosticarlo (March et al., 2010; Fauser et al., 2012; Jayasena & Franks,
2014). Dentro de las manifestaciones clinicas del sindrome destacan el

hiperandrogenismo y la anovulacion. Los ovarios se caracterizan por la presencia de
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multiples quistes en el ovario, que consisten en foliculos que se atrofian y en los cuales
no se observa el ovocito. Una caracteristica preponderante de los quistes ovaricos es
hiperplasia de las células de la teca, las cuales son consideradas la fuente de la
sobreproduccion de andrégenos durante el PCOS (Dumesic & Richards, 2013; Legro et
al., 2013).

Se ha demostrado que la capacidad de sintesis esteroidea de las células de teca
aisladas de ovarios de mujeres con PCOS, es mayor en condiciones basales y en
respuesta a la estimulacion tanto con LH (Gilling-Smith et al., 1994) como con forskolina
(Nelson et al., 1999), en comparacién con células aisladas de mujeres sanas. Asimismo,
estudios sobre el metabolismo de las hormonas esteroideas han evidenciado que las
células de la teca de pacientes con PCOS presentan una mayor actividad de las enzimas
3B-HSD y el complejo CYP17 (Nelson et al., 2001).

Por otra parte, se ha comparado la activacion constitutiva de las MAP cinasas
ERK entre células de la teca normales y con PCOS. Las ERK son mediadores de
transduccion de sefiales del citosol al nucleo y por lo tanto, regulan la transcripcion de
genes. Las ERK participan en el control de la proliferacion celular y la diferenciacién; se
ha observado que la fosforilacion de la cinasas MEK1/2 y ERK1/2 esta reducida en las
células de la teca durante el PCOS. Este resultado correlaciona con un incremento en la
produccion de andrégenos en este tipo celular ya que la transfeccion con la dominante
negativa de MEK1 inhibio la produccion de DHEA y el nivel de mRNA de CYP17 (Nelson-
Degrave et al., 2005).

Con la finalidad de estudiar los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
generacion y desarrollo del PCOS, se han utilizado diversos modelos experimentales que
replican la mayoria de las caracteristicas de la patologia en humanos. Algunas
estrategias que se han utilizado para inducir el PCOS en roedores son la administracién
de androgenos, altas dosis de estrégenos, inhibidores de las aromatasas vy
antiprogestinas, al igual que mecanismos fisiolégicos como la exposicién a la luz y

modificaciones genéticas (Walters et al., 2012).
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Un modelo ampliamente utilizado por diversos grupos de trabajo, consiste en la
administracién de una dosis unica de valerato de estradiol (VE), un estrégeno de vida
media larga que al ser metabolizado produce acido valérico y 173-E2 (Dusterberg &
Nishino, 1982). Las ratas tratadas presentan reduccion en el tamafo de los ovarios con
quistes foliculares y ausencia de cuerpos luteos, pérdida de la ciclicidad estral,
alteraciones en la secrecion de gonadotropinas y aumento en la actividad noradrenérgica
(Brawer et al., 1978; Brawer et al., 1986; Schulster et al., 1984; Barria et al., 1993; Lara
et al., 1993). La actividad de los nervios adrenérgicos presentes en el ovario incrementa
antes de la formacién de los quistes ovaricos y se mantiene hasta su formacion.
Asimismo, se ha observado una relacion con un decremento en los receptores [3-
adrenérgicos en el tejido intersticial y en las células de la teca; se ha planteado que la
inervacion simpatica participa en el desarrollo del PCOS, ya que la simpatectomia parcial
revierte las caracteristicas del sindrome y restaura la ciclicidad (Barria et al., 1993; Lara
et al., 1993).

2.5. Comunicacion purinérgica

El ATP es una molécula que ademas de su ya conocido papel como fuente de energia
del metabolismo celular, ha mostrado ser un mensajero celular ubicuo y versatil. La
primera evidencia de la participacién de los nucleétidos de adenina como moléculas de
senalizacion fue mostrada por Drury y Szent-Gyorgyi en 1929 (Drury & Szent-Gyorgyi,
1929; Burnstock, 2014). Mediante la utilizacion de extractos ricos en nucleoétidos,
observaron efectos fisioldgicos en el corazén tales como la disminucién de la frecuencia
cardiaca y la dilatacion de los vasos sanguineos. Sin embargo, no fue hasta 1972 cuando
Geoffrey Burnstock propuso que los nucledtidos de adenina son moléculas de
sefalizacion y planted que los nucledtidos ejercen sus acciones fisioldgicas a través de
receptores especificos de membrana, de tal forma que establecié la terminologia de

“comunicacion purinérgica” (Burnstock, 2013; Burnstock, 2014).
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Se ha demostrado que una gran variedad de tipos celulares son capaces de liberar
ATP bajo distintos estimulos tales como la distorsién mecanica, los impulsos eléctricos,
la hipoxia, el aumento del volumen celular y la lisis celular. La liberacidn de ATP por lisis
celular es la consecuencia de la muerte celular o dafo celular, el cual puede ser en la
misma célula o debido al dafio en células contiguas. Sin embargo, este mecanismo
carece de especificidad (Yegutkin, 2008). Los mecanismos de liberacion de ATP
especificos son: a través de canales, tales como los hemicanales de panexina y conexina,
los canales maxianion, los canales anionicos regulados por volumen e incluso el receptor
purinérgico P2RX7 (Corriden & Insel, 2010); mediante transportadores especificos
(transportadores ABC) y a través de liberacion vesicular (Figura 5) (Burnstock &
Verkhratsky, 2012).

Una vez que el ATP es liberado hacia el espacio extracelular, éste puede ser
rapidamente hidrolizado por ectonucleotidasas, de tal manera que la accion del ATP esta
delimitada por estas enzimas. Estas enzimas ademas de controlar la duracién de la
activacién de los receptores purinérgicos, producen ligandos adicionales tales como
difosfato de adenosina (ADP) y adenosina (Ado). Se han descrito hasta el momento
cuatro familias de ectonucleotidasas: las nucleoétidos tri y difosfohidrolasas (E-NTPDasa),
las nucledtido pirofosfato/fosfodiesterasas (E-NPPs), las fosfatasas alcalinas y acidas
(ALP y ACP) y las ecto-5-nucleotidasas. Estas enzimas difieren en la especificidad de
hidrolisis del sustrato, las NTPDasas y las NPPs hidrolizan ATP y ADP a AMP, que
posteriormente se metaboliza a adenosina por las ecto-5’-nucleotidasas (Kukulski et al.,

2011; Martinez-Ramirez & Vazquez-Cuevas, 2015).
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Figura 5. Mecanismos de liberacion del ATP, una vez liberado en el medio es degradado
por ectonucleotidasas ancladas en la membrana celular. EI ATP y sus metabolitos actuan
como mensajeros autocrinos y paracrinos. Modificado de Martinez-Ramirez y Vazquez-
Cuevas, 2015.

2.6. Receptores purinérgicos

Los receptores purinérgicos han sido clasificados en dos familias: los receptores P1 y los
receptores P2, siendo los primeros sensibles a adenosina. Por su parte, los receptores
P2, sobre los que se centra el presente estudio, son sensibles a nucleétidos de adenina
y uridina (ATP, UTP, ADP y UDP). Los receptores P2 se dividen de acuerdo a su
estructura molecular y farmacologia en dos subfamilias: los P2RX y los P2RY (Figura 6)
(Burnstock, 2007; Burnstock & Verkhratsky, 2012).
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Figura 6. Receptores purinérgicos. Los receptores P2X son canales idnicos
dependientes de ligando y los receptores P2Y son receptores con siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G. Modificado de Abbracchio et al., 2009.

Los receptores P2RX son canales ionicos activados por ligando que permiten el
influjo de los iones Na*y Ca*?y el eflujo del ion K*. Existen siete genes que codifican para
subunidades distintas: P2X1-7, las cuales son proteinas de 379 a 595 aminoacidos que
presentan una identidad entre el 30-50%. Los receptores P2RX se conforman por tres
subunidades que pueden ser del mismo subtipo formando un canal homomérico, o de
subtipos diferentes lo que da lugar a canales heteroméricos (North, 2002; Burnstock,
2007; Burnstock & Verkhratsky, 2012). Cada subunidad posee un extremo —NH2 y un
extremo —COOH con localizacién intracelular, dos dominios transmembranales (TM1 y
TM2), unidos entre si por una asa extracelular. El dominio TM2 forma la pared del canal.
El asa extracelular es el sitio mas extenso de la subunidad (280-300 aminoacidos) y
contiene: el sitio de unién al ligando, 10 residuos conservados de cisteina (que permiten
la formacion de puentes disulfuro) y sitios de N-glicosilacion. El extremo —NH2 contiene
un sitio consenso de fosforilacién por la proteina cinasa C (PKC) lo que posiblemente

esté involucrado con la activacion y desensibilizacion del receptor (North, 2002).

Los receptores P2RY son activados por nucleétidos de adenina y uridina (ATP y
UTP) y por nucledtidos glicosilados (UDP-glucosa). Pertenecen a la familia de receptores

de siete pases transmembranales acoplados a proteinas G (GPCR) heterotriméricas. En
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mamiferos, se han clonado ocho subtipos de receptores P2RY: P2RY1, 2, 4, 6, 11, 12,
13 y 14. Las proteinas contienen de 328 a 377 aminoacidos, y tienen una masa de 41 a
53 kDa. La estructura proteica, posee un extremo —NH2 terminal extracelular y un extremo
-COOH terminal intracelular (Burnstock, 2007). Mediante estudios de mutagénesis
dirigida, se ha demostrado que los receptores poseen aminoacidos cargados
positivamente conservados en los segmentos transmembranas (TM) 3, 6 y 7, los cuales
son necesarios para la activacion por los nucleétidos (Abbracchio et al., 2006; Jacobson
et al., 2015).

Los receptores P2RY1, P2RY2, P2RY4, P2RY6 y P2RY11 se acoplan
preferencialmente a proteinas Gq/G11 que activan a la fofolipasa C (PLC), cuya actividad
es hidrolizar al fosfolipido de membrana fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) y generar los
segundos mensajeros inositol-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IPs actua sobre
receptores localizados en la membrana del reticulo endoplasmico lo que promueve la
liberacion de Ca*? desde estos reservorios celulares y el DAG activa a la PKC. El resto
de los receptores (P2RY11, P2RY12, P2RY13 y P2RY14) estan acoplados a la proteina
Gino, la cual inhibe a la adenilato ciclasa (AC), y consecuentemente conduce a una
disminucién en la concentraciéon de AMPc intracelular y por ende a una inhibicion de la

actividad de la proteina cinasa A (PKA) (von Klgelgen & Harden, 2011).

Farmacologicamente, los receptores P2RY se pueden subdividir en aquellos que
son activados por 1) ATP y ADP: P2RY1, P2RY12, P2RY13 (en humano y roedor) y
P2RY11 (en humanos); 2) UTP y UDP: P2RY4 y P2RY6 (en humano), 3) de selectividad
mixta: P2RY2 (en humano), P2RY4 (en roedor) y posiblemente P2RY11; 4) UDP-glucosa:
P2Y14 (Jacobson et al., 2015).
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2.7. El receptor purinérgico P2RY2

El receptor P2Y2 (P2RY2), previamente conocido como P2U, fue clonado de células de
neuroblastoma de ratén. Codifica para una proteina de 373 aminoacidos con un peso
aproximado de 42.9 kDa. El analisis de la secuencia de aminoacidos indicé que el
receptor pertenece a la familia de GPCR. Se encontré que contiene dos sitios de —N
glicosilacion y sitios de fosforilacion cerca del dominio —C terminal (Lustig et al., 1993).
Posteriormente, el P2RY2 fue clonado en tejidos y células de humano, de rata y de puerco
(Parr et al., 1994; Bowler et al., 1995; Chen et al., 1996; Shen et al., 2004).

El transcrito de P2RY2 se ha detectado en una amplia diversidad de tipos
celulares, por ejemplo en el pulmdn, en el corazdn, en el musculo esquelético, en el bazo,
en linfocitos, en macrofagos y en la médula espinal. Un menor nivel de expresion se ha

detectado en higado, en estdmago y pancreas (Burnstock & Ralevic, 2014)

El receptor P2RY2 se activa de manera equipotente por ATP y UTP y no se activa
por nucleédtidos difosfatados (Nicholas et al., 1996). Se ha sugerido que ATP y UTP
inducen estados activados distintos de P2RY2 y de esta manera interacciones diferentes
con las B-arrestinas, las cuales juegan un papel en la desensibilizacién del receptor
(Hoffmann et al., 2008). El P2RY2 puede desensibilizarse en varios tipos celulares, de
modo que se ha indicado que la supresién de los sitos de fosforilacion en el dominio —
COOH intracelular disminuye la desensibilizaciéon e internalizacion dependiente del

agonista (Garrad et al., 1998).

La suramina actua como un antagonista competitivo del receptor P2Y2 en humano
y rata (Charlton et al., 1996; Wildman et al., 2003).

Mediante estudios de mutagénesis dirigida, se ha demostrado que la sustitucién
de aminoacidos positivos de los segmentos TM6 y TM7 por aminoacidos neutros
disminuye la potencia del receptor entre 100 y 850 veces, lo que sugiere que estas
regiones juegan un papel importante en la interaccion con el agonista (Erb et al., 1995).
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Los receptores P2RY2 se acoplan preferentemente a la proteina Ggq/11 que activa
a la PLCB1 que a su vez promueve la sintesis de IP3 y DAG, los cuales inducen la
liberacion de [Ca*?]i de los reservorios intracelulares y la activaciéon de la PKC

respectivamente.

El receptor P2RY2 tiene un dominio de unién a las integrinas denominado ‘RGD’
(arginina, glicina, aspartato) que esta presente en su primer asa extracelular y permite la
interaccidon selectiva con las integrinas av3s y av3s, accion que es eliminada por una
mutacion en la que se sustituye aspartato por glutamato (Erb et al., 2001). Las integrinas
avBsy avBs regulan la angiogénesis y respuestas inflamatorias tales como la proliferacion
celular, la migracion, la adhesién y la infiltracion, respuestas que son también reguladas
por la activacion del P2Y2R (Kaczmarek et al., 2005).

Se ha demostrado que la estimulacién de P2Y2R modula la proliferacion de
diversos tipos celulares. En este sentido, se ha reportado que promueve la proliferacion
de cultivos de glioma a través de la activacion de las proteinas cinasas ERK (Tu et al.,
2000). Asimismo, en células de musculo listo de aorta se ha mostrado que modula la

expresion de genes dependientes del ciclo celular (Malam-Souley et al., 1996).

2.8. Posibles fuentes de ATP en el ovario

Actualmente se conoce con claridad el papel del ATP como cotransmisor en las
terminaciones simpaticas y parasimpaticas donde se libera con NA y con acetilcolina
(ACh) respectivamente. Por otra parte, se ha demostrado que este nucleétido también se
colibera en el sistema nervioso central con neurotransmisores como el glutamato, la
dopamina y el GABA (Abbracchio et al., 2009).

La coliberacion del ATP con la NA en las terminaciones simpaticas ha sido
demostrada en la sinapsis neuromuscular del vas deferens de roedor. Se ha descrito que
la estimulacion de los nervios resulta en una respuesta bifasica. De este modo, cuando

el ATP es liberado por la terminal simpatica actua sobre los receptores P2RX7 e induce
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una entrada rapida de Ca*? que produce una primera contraccion del musculo. Por otra
parte, la NA mediante la activacion de los receptores adrenérgicos a1, provoca una
segunda contraccion, mediante un mecanismo que involucra un aumento del [Ca*?];
dependiente de IP3 (Westfall et al., 2002).

El ovario esta inervado extrinsecamente por los componentes simpatico y
parasimpatico y fibras sensoriales derivadas del sistema nervioso periférico conectadas
por vias multisinapticas a las redes neurales del SNC (D’Albora et al., 2002). Las vias
nerviosas simpaticas estan compuestas por neuronas que contienen NA y neuropéptido
Y (NPY) y las vias sensoriales por fibras que contienen sustancia (SP) y péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Ambos tipos de fibras contienen ademas
péptido intestinal vasoacitvo (VIP) (Lawrence & Burden, 1980; Klein & Burden, 1988). La
inervacion simpatica es aportada por dos vias: 1) por el plexo ovarico, que es una
extension de los plexos adrtico y renal y 2) por el nervio ovarico superior (SON) que se
origina a partir del ganglio celiaco (Bahr, et al., 1974; Lawrence & Burden, 1980). En
general, las fibras del SON inervan el tejido intersticial y los foliculos en desarrollo,

haciendo contacto con las células de la teca sin penetrar en los cuerpos luteos.

De acuerdo a las moléculas senalizadoras presentes en la inervacion ovarica y el
papel del ATP como cotransmisor, podemos sugerir que éste nucleétido actua en la
regulacion de la fisiologia ovarica. Por otra parte, el ATP podria ser secretado por las
células del foliculo y actuar de manera paracrina dado que este mensajero celular es
liberado en practicamente en todos los tipos celulares por estimulacion mecanica y estrés
hipoténico (Corriden & Insel, 2010).

Mediante RT-PCR, Western-blot e inmunofluorescencia, se ha demostrado la
expresion de diversos receptores purinérgicos P2XR y P2YR en los distintos
compartimentos celulares que componen al ovario, por ejemplo en las células de la teca
de mamifero se ha demostrado la expresion del receptor P2RX7 y que la estimulacion de
este con BzATP o ATP provoca muerte celular (Vazquez-Cuevas et al., 2006). En cultivos

de este mismo tipo celular la activacién de los receptores P2RY2 y P2RY6 induce
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proliferacion celular a través de la activacion de las cinasas ERK1/2 (Vazquez-Cuevas,
et al., 2010). Los datos previamente descritos sugieren que la comunicacion purinérgica
actua como un modulador intraovarico en el balance de la proliferacién y apoptosis en las

células de la teca.

También se ha demostrado la expresion de P2RY2 en las células del cumulus y la
granulosa de ratén (Tai et al., 2000; Tai et al., 2001a; Tai et al., 2001b). Recientemente,
se mostré la expresion del receptor P2RX7 en las células del cuerpo luteo (Wang et al.,
2015).

Cabe mencionar que no existen reportes acerca de la expresion y funcién de
receptores purinérgicos en las células de la teca durante el PCOS, en el presente estudio
se muestra la primera evidencia de la expresion y funcionalidad del receptor P2RY2 en

este tipo celular.
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3. PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA

Experimentos realizados en nuestro laboratorio han demostrado la expresion de los
receptores purinérgicos P2RY2 en cultivos primarios de teca. La estimulacion de estos
receptores induce proliferacién celular a través de la activacion de ERK1/2, asi como
también movilizacion de [Ca?*]i (Vazquez-Cuevas et al., 2010). Sin embargo, no hemos

profundizado en su papel en la fisiopatologia ovarica.

Debido a que las células de la teca representan el compartimento celular del
foliculo que esta directamente involucrado con la produccién de andrégenos y que
durante el PCOS sufre cambios muy significativos en este padecimiento, el interés central
del proyecto ha sido estudiar el estatus de la comunicacién purinérgica y su posible

participacion en la serie de adaptaciones funcionales que llevan o sostienen el PCOS.
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4. JUSTIFICACION

Las células de la teca participan en la sintesis de las hormonas esteroideas en los
foliculos ovaricos especificamente en la sintesis de andrégenos. Durante el PCOS el

numero de células de la teca incrementa al igual que su capacidad de sintesis.

Dado que estudios previos en nuestro laboratorio han puesto en evidencia la
expresion del receptor purinérgico P2RY2 en cultivos primarios de teca de raton y que la
activacién de dichos receptores promueve la proliferacion, nos resulta de gran interés
evaluar la expresion y funcionalidad de estos receptores en cultivos celulares de teca
aislada de animales con un modelo de PCOS. Este es el primer estudio que evalua

componentes purinérgicos en las células de la teca durante esta patologia.
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5. HIPOTESIS

Existen diferencias en la expresion del receptor purinérgico P2RY2, asi como
también en los mecanismos intracelulares mediados por la activacidn de estos receptores
entre los cultivos primarios de células de la teca normales y cultivos provenientes de

animales con el PCOS.
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6. OBJETIVOS

6.1. General

Determinar la expresion del receptor purinérgico P2RY2 en las células de la teca de ratas
a las que se les ha inducido farmacolégicamente el modelo de PCOS y evaluar la
activacion de respuestas celulares especificas inducidas mediante la estimulacion con

agonistas especificos.

6.2. Particulares

1. Confirmar el establecimiento del PCOS inducido mediante la administracion

de una unica dosis de VE a ratas en edad prepuberal.

2. Determinar y evaluar la abundancia del receptor purinérgico P2RY2 en
homogenados de cultivos primarios de teca de ratas control y ratas a las

que se les indujo el PCOS.

3. Evaluar la funcionalidad de los receptores P2RY2 en cultivos primarios de
células de la teca aisladas de ratas control y ratas a las que se les indujo el
PCOS, mediante la estimulacion con UTP, agonista selectivo de P2RY2,

sobre el incremento de [Ca?*] y la fosforilacion de las cinasas ERK.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Animales de experimentacion

Los animales utilizados en el presente estudio fueron proporcionados por el bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. El protocolo
experimental fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia,
UNAM. Los procedimientos experimentales se realizaron acorde a las regulaciones
establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Los animales se
mantuvieron en el bioterio a 22°C de temperatura bajo condiciones controladas de luz-

oscuridad (12 h/12 h) iniciando a las 7:00 h y con acceso libre a agua y alimento.

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 10 dias de edad, las cuales fueron
distribuidas en 2 grupos experimentales: el que recibié la administracion de VE (2 mg,

i.p.) y el control el cual recibi6é aceite de maiz (200 L, i.p.).

Después de que los animales mostraron apertura vaginal (aproximadamente a los
40 dias de edad), se procedi6 al monitoreo del ciclo estral mediante el analisis diario del
exudado vaginal. Los frotis fueron tefidos con hematoxilina (10 min) y eosina (3 min) y

observados en el microscopio de campo claro.

Noventa dias después, las ratas se asignaron de manera aleatoria a cada uno de
los diferentes experimentos contemplados en el presente estudio. Se analizé el indice de

ciclicidad de los animales mediante la frecuencia de estros observados segun:

c nimera estras registrados
Indice de ciclicidad (IC) =

numereo total de dins evaluados

Cuando un animal fue ciclico se obtuvo un valor de 0.25, cuando el valor fue mayor
indicé una mayor incidencia de estros y cuando el valor es menor indica la ausencia de

estros (Vazquez-Cuevas, 1998).
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7.2. Analisis histoldgico de ovarios

Las ratas fueron anestesiadas con xilacina/ketamina (1:25 mg/kg de peso corporal). A
continuacion, se les perfundié por puncion intraventricular con solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS; NaCl 136 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM y KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4).
En este punto se disecaron ambos ovarios para ser procesados ya fuera para obtencion
de RNA total, homogenado total para deteccién de proteinas por Western blot o

histologia.

Los ovarios fueron separados del tejido y grasa circundante, posteriormente se
incubaron en una solucion de sacarosa al 10% durante 24 h a 4°C, con la finalidad de
conservar las estructuras del tejido. Posteriormente, el tejido fue fijado con
paraformaldehido al 4% (PFA) disuelto en PBS. El material fue incluido en parafina

utilizando el equipo Histoquinet (Leica).

Se realizaron cortes de ovario de 8 ym utilizando un micrétomo . Los cortes fueron
recolectados en portaobjetos para posteriormente ser tefiidos mediante hematoxilina y

eosina.

7.3. Cuantificacion de hormonas en el suero

Los animales fueron sacrificados mediante decapitacién e inmediatamente se prosiguio
a la obtencién del suero de la sangre. La sangre colectada fue almacenada a 37 °C
durante 30 min. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm a 4°C
durante 15 min. Los sueros colectados fueron almacenados a -25°C hasta su posterior

analisis.

Se cuantific6 mediante inmunoquimioluminiscencia las concentraciones

plasmaticas de 17-B estradiol (E2), progesterona (P4) y testosterona (T).
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7.4. Cultivo primario de células de la teca

Se realizaron cultivos primarios de células de la teca de acuerdo al método de Magoffin
y Erickson (Magoffin & Erickson, 1988). Los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical y se disecaron ambos ovarios para ser colocados en medio L-15. Se prosigui6 a
la limpieza del tejido adiposo que rodea el ovario y eliminacién de las células de la
granulosa mediante la puncién con una aguja hipodérmica. Posteriormente, el ovario se
digiri6 e incubd durante 20 minutos en una mezcla de colagenasa, DNasa | y BSA.
Finalizado el tiempo de digestién, la reaccion se detuvo con medio DMEM/F12
suplementado con suero. El homogenado se fracciond por centrifugacion en un gradiente
discontinuo de Percoll, del cual se obtiene el estrato correspondtiente a las células de la
teca. Las células obtenidas fueron cultivadas en medio DMEM/F12 suplementado con
10% de suero fetal de bovino y estreptopenicilina (100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de

estreptomicina). Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en una atmésfera de 5% de CO..

7.5. Inmunofluorescencia

7.5.1. StAR

Las células de la teca de rata fueron cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio estériles.
Las células fueron fijadas con PFA al 4% por 25 minutos. Posteriormente se realizaron
tres lavados con PBS por 5 minutos y se bloqued por hora y media con leche 5% en
solucion PBS-T. Se realizé un lavado previo a la aplicacion del anticuerpo primario anti-
StAR (Steroidogenic acute regulatory protein) y se dejé la muestra incubando durante 24
ha4°C.

Después de que se retird el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados con PBS-
T. Posteriormente, se agrego el anticuerpo secundario (marcador con fluoréforo Alexa-
Fluor 488), dejandose incubar durante 2 h a temperatura ambiente. A partir de entonces,

las muestras se mantuvieron en condiciones de oscuridad para evitar el foto-blanqueo.
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Se retird el anticuerpo secundario y se realizaron lavados con PBS-T. Las muestras
fueron fijadas con Vecta-Shield en un portaobjeto para poder ser analizadas mediante el

microscopio de fluorescencia.

7.6. Registro de la actividad celular por microscopia de fluorescencia

El registro del cambio de la concentracion intracelular del ion calcio ([Ca?*]) permite
monitorear la activacion de los receptores P2 in vitro, debido a que este ion es un segundo

mensajero movilizado por los receptores purinérgicos.

Para poder visualizar la movilizacion del [Ca?']i mediante microscopia de
fluorescencia, es necesario cargar a las células con Fluo-4 AM. Las células cargadas se
colocan en una camara de perfusion en la que podemos administrar diferentes

sustancias. En el presente estudio, se utilizd el agonista purinérgico UTP.

Una vez en la célula, el Ca?* liberado forma un complejo fluorescente con el Fluo-
4 que puede detectarse a 419-516 nm (verde) en un microscopio de fluorescencia.
Utilizando esta técnica podemos evaluar la respuesta celular de las células de teca
provenientes de ratas con el modelo de PCOS ante la activacién de los receptores
purinérgicos y compararla con células de la teca de animales control. Las imagenes

fueron analizadas con el software Image J (NCBI-EUA).

7.7. \Western blot

Las células de la teca fueron sembradas en cajas de cultivo de 12 pozos, en cada uno se
colocd aproximadamente 5x104 células. Los cultivos fueron sometidos a condiciones de
privacion de suero durante 3 h en medio DMEM sin suero. Transcurrido este tiempo, las
células fueron incubadas con UTP 10 uM durante el tiempo establecido en cada
experimento. Al finalizar, se agregd solucién de Laemmli con el propdsito de lisar las

células.
27



Posteriormente las proteinas fueron fraccionadas por electroforesis en geles de
acrilamida al 10%. Las proteinas fraccionadas fueron transferidas a membranas de
polivinil-difluoruro (PVDF, Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Con la finalidad de bloquear
los sitios inespecificos, las membranas fueron incubadas en una solucion de leche al 5%
durante 1 h en TBS-T (Tris base 20 mM, NaCl 0.137 M, HCI 3.8 mM). Se retird el exceso
de leche mediante un lavado con TBS-T. Se prosigui6 a incubar las membranas con el
anticuerpo primario correspondiente (anti-ERK fosforilado, anti-P2Y2 o anti-P2Y4)
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, las fueron lavadas con TBS-T para después
incubar durante 1 h con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado a HRP
(Invitrogen, Co.). De igual forma, al finalizar las membranas fueron lavadas con TBS-T y
ulteriormente reveladas por autoradiografia. El analisis densitométrico se realizd
utilizando el software Image J (NCBI-EUA).

7.8. Analisis estadistico

Todos los datos numéricos se expresaron como la media * el error estandar. Los datos
fueron sometidos a pruebas de homogeneidad de varianzas y de normalidad para
determinar si tenian una distribucién normal. Para los datos obtenidos del analisis de la
histologia del ovario: numero de cuerpos luteos y quistes, el peso del ovario y el peso de
los animales de experimentacion y las respuestas maximas de fluorescencia se procedio
a realizar pruebas t-student. Los valores obtenidos de las concentraciones plasmaticas
de las hormonas E2, P4 y T se analizaron mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA).

Los experimentos de Western blot se cuantificaron por densitometria las bandas
obtenidas y se normalizé al valor del basal. Posteriormente, los valores se analizaron por
una prueba t-student. En el caso del analisis de la fosforilacién de ERK dependiente del

tiempo se realiz6 la prueba estadistica ANOVA de dos vias (Factores: tratamiento x
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tiempo) y los valores se normalizaron respecto a la mayor respuesta. En caso de

diferencias significativas se realizé una prueba post hoc de Tukey.

Se utilizd el programa Sigma Plot 12.0 para la realizacion de las pruebas

estadisticas. Se considerd un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.
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8. RESULTADOS

8.1. Peso corporal

Debido a que el PCOS ha sido relacionado con el sindrome metabdlico (Diamanti-
Kandarakis & Papavassiliou, 2006), el primer parametro determinado fue el peso corporal
90 dias post-administracion del VE. Las ratas tratadas con VE presentaron un peso

significativamente mayor que los animales control (Figura 7).

Figura 7. Peso de las ratas control y las ratas tratadas con VE, 90 dias-
postadministracion del tratamiento. *p < 0.05 (t-student).

8.2. Analisis del ciclo estral por medio de frotis vaginales

Como explicamos antes, el ciclo estral es el resultado de la sincronia funcional del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario, por lo tanto, el analisis de este ciclo es fundamental para
entender los cambios endocrinos que se dan en condiciones patolégicas. Una forma
sencilla de monitorearlo es por medio de la observacion de la citologia vaginal. A todos
los animales bajo estudio se les realizé diariamente frotis vaginal, con el fin de detectar

el establecimiento del PCOS.

Las ratas control mostraron ciclos de 4-5 dias, con los distintos tipos celulares

caracteristicos de cada una de las fases del ciclo estral (Figura 2). El porcentaje de ratas
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control que fueron ciclicas fue de 84+0.02 %. Mientras que las ratas que recibieron VE
tuvieron pérdida de la ciclicidad, la cual se presenté en el dia 64 +4.23 post-administraciéon
del VE, los frotis vaginales de estos animales presentaron mayoritariamente células
cornificadas, lo que indicé pseudo-estro persistente y ninguno de los animales fue ciclico.
Con el fin de tener un analisis cuantitativo calculamos un indice de ciclicidad, como se
detalla en la seccion de materiales y métodos. De forma general, este indice refleja el
numero de estros por cada 4 dias, asi un animal ciclico tendra un valor de 0.25. Las ratas
control mostraron un indice de 0.2867 + 0.02, mientras que para la ratas que recibieron
VE fue de 0.6475 £ 0.065 (figura 8G). Estos valores reflejan alteraciones enddcrinas en

los animales tratados.

8.3. Analisis histologico del ovario

Con la finalidad de analizar los efectos de la administracion de VE sobre la histologia
ovarica, se realizaron cortes de 8 ym de ovarios embebidos en parafina, que fueron
tefidos con hematoxilina-eosina. Nuestra atencién estuvo dirigida a dos aspectos
especificos, el numero de cuerpos luteos y de quistes ovaricos, debido a que la presencia
0 ausencia de estas estructuras evidencia la presencia de ovulacién asi como la

efectividad de la induccién del sindrome.

La apreciacion de los cortes obtenidos de animales control permitié observar
foliculos en diversos estadios y cuerpos luteos (CL). Como se aprecia en la figura 8 A, en
el tejido de un animal control se observan foliculos primarios (FP), foliculos secundarios
(FS) y foliculos antrales (FA). En estos ultimos se pueden discernir los tipos celulares que
lo componen: las células de la granulosa, las células de la teca y el ovocito (Figura 8 By
C).
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Figura 8. A) Corte transversal de un ovario completo, B) Foliculo antral temprano y C) Detalle
a mayor aumento del mismo foliculo; donde se observan las células de la granulosa (G) y las
células de la teca (T) de un ovario control. D) Corte transversal del ovario de una rata tratada
con VE. E) Quiste y F) Region a mayor aumento de un quiste.

CL: cuerpo luteo, FA: foliculo en atresia, G: granulosa, OO: ovocito, Q: quiste.

G) Pesos de los ovarios obtenidos de las ratas control y ratas tratadas con VE. H) indice de
ciclicidad. 1) Numero de cuerpos luteos y quistes observados en cortes de ovario de ratas
control y ratas tratadas con VE. ***p < 0.01, **p < 0.01 (t-student).

Por otra parte, en el ovario de los animales tratados con VE se observan multiples
quistes (Figura 8 D), los cuales se caracterizan por una disminucion o ausencia de las
células de granulosa, hiperplasia de las células de la teca y ausencia del ovocito (Figura
8DyE).

El nUmero promedio de cuerpos luteos en ratas control fue de 8.5 £ 0.96 y en ratas
tratadas con VE de 1.5 + 0.87; el numero de quistes en cada uno de los grupos fue de
0.5+ 0.29, 6 £ 0.82 para control y VE respectivamente (figura 8 I). Asi mismo, los ovarios
obtenidos de los animales tratados con VE presentaron un menor peso que los controles
(figura 8 H). En resumen, se puede afirmar que el analisis histolégico confirma

caracteristicas correspondientes al PCOS en los animales tratados con VE.
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8.4. Cuantificacion de las hormonas esteroideas

Se evaluaron las concentraciones plasmaticas de E2, P4 y T en un grupo de ratas control
en diestro-1 (n=4), un grupo control en estro (n=4) y un grupo de ratas que recibieron la

administracion intraperitoneal de 2 mg de VE (n=9) a los 10 dias de edad.

El analisis estadistico no mostré diferencias significativas de las concentraciones
plasmaticas de E2 entre los grupos control en diestro-1, control en estro y VE (p = 0.115,
(Figura 9 A). De igual manera, no se encontraron diferencias significativas en los niveles

plasmaticos de P4 entre los grupos experimentales (p=0.877; figura 9 B).

Las concentraciones plasmaticas de testosterona se muestran en la figura 9 C. El
analisis estadistico de los datos no mostré diferencias significativas entre los grupos
(p=0.241).
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Figura 9. Concentracién (ng/mL) de A) estradiol, B) progesterona y C) testosterona en
el suero de ratas control (Ctrl) en diestro-1 (D), en estro (E) y en ratas con el modelo de
PCOS inducido mediante la administracion de VE.

Con el analisis de la citologia vaginal, el analisis histolégico y de la concentracion
de hormonas esteroides, se observa que la administraciéon de VE i.p. a ratas de 10 dias
de edad provoca aciclicidad, estro persistente y quistes en los ovarios. Por lo tanto
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podemos afirmar que se ha inducido un modelo de PCOS que cumple dos caracteristicas

importantes de la patologia en humanos.

8.5. Caracterizacion de los cultivos celulares

Con el objetivo de corroborar que el aislamiento de las células de la teca fue realizado
con éxito en términos de pureza se prosiguio con la deteccion de la enzima steroidogenic
accute regulatory protein (StAR, por sus siglas en inglés) una enzima de la
esteroidogénesis que se expresa especificamente en las células de la teca. Con este fin,
se realizé un ensayo de inmunofluorescencia empleando un anticuerpo primario dirigido
contra la enzima StAR y un anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa-fluor 488.
Como referencia anatdmica se marcd el nucleo con el colorante fluorescente 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI), el cual se une a regiones enriquecidas en timina y adenina
en el DNA.

Los cultivos obtenidos fueron positivos para la expresion de StAR (sefial verde), la
distribucion de la inmunoreactividad fue citoplasmica, acorde con la localizacién
mitocondrial de la enzima. En preparaciones control en las que se omitié el anticuerpo
primario no se observé inmunoreactividad (Figura 10). Por medio de conteo directo
estimamos que el 94 + 8 % de las células son positivas para StAR, demostrando que la

preparacion esta altamente enriquecida con células tecales.

8.6. Expresion del receptor P2RY2 en células de la teca en el PCOS

Para investigar la expresion del receptor P2RY2 en las células de la teca, se analizaron
homogenados mediante western blot de cultivos primarios de teca aislados de ratas
control y de ratas a las que se les indujo el PCOS. Para el analisis de la abundancia

relativa se utiliz6 como proteina constitutiva a la $-actina.

35



20 um

o
20 um

Figura 10. Inmunodeteccion de la enzima StAR en células de la teca de rata. A) La enzima
Star fue localizada en células de la teca empleando un anticuerpo contra la enzima y un
anticuerpo secundario acoplado al colorante fluorescente Alexa-fluor 488 (sefal verde). B)
Los nucleos celulares fueron tefiidos con DAPI (azul).

En el ensayo se detectd una banda de aproximadamente 58 kDa (figura 11 A). La
abundancia del receptor fue aproximadamente un 40% menor en el grupo de animales
tratados con VE (p<0.01) (figura 11 B). Dada la expresién del P2RY2, un receptor
sensible a UTP, se consider6 pertinente estudiar aspectos relacionados con su

funcionalidad.

Figura 11. Expresién del receptor purinérgico P2RY2. A) Imagen representativa
de la deteccion de P2RY2 por western blot en lisados de células de la teca de
ratas control y células de la teca de ratas con el modelo de PCOS. B)
Cuantificacion de la densitometria de experimentos independientes. **p <0.01 (t-
student).
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8.7. Registro de los cambios en la [Ca*?]i inducidos por UTP en cultivos

primarios de teca aislada de ratas con un modelo de PCOS

Con el fin de investigar si los cambios en la abundancia del receptor P2RY2 se reflejan a
nivel funcional, analizamos los cambios en la movilizacion de [Ca*?]i inducido por la
estimulacion con el agonista selectivo UTP. En estudios de nuestro laboratorio
calculamos una EC50 de 3.5+/-1.01 uM, en células de la teca de raton, del mismo modo
observamos que a 100 uM del ligando se puede registrar la respuesta maxima (Vazquez-
Cuevas et al., 2010). Por tanto los registros se realizaron a una concentracién cercana a

la EC50 (10 uM) y a una concentracion saturante (100 pM).

En la figura 12 A, se muestra un segmento de una secuencia de imagenes de la
respuesta celular a la aplicacion de UTP 100 uM. Como se observa en la serie fotografica,
segundos después del estimulo se observa un aumento de la fluorescencia en la region
perinuclear sugiriendo que el aumento de Ca?* proviene de liberacion del reticulo
endoplasmico. No podemos descartar que esta respuesta sea la sumatoria de la
activacion del receptor P2RY2 y el receptor P2RY4, el cual en roedores es también
sensible a UTP.

La respuesta maxima a un estimulo con UTP 10 uM en las células de la teca control
(n=56) fue de 145 £ 3.967% del basal, mientras que la respuesta de las células
provenientes de ratas con PCOS (n=63) fue de 129.7 + 3.015% del basal (p<0.01) (figura
12 C). De igual manera se encontraron diferencias significativas entre las respuestas
celulares al estimulo de UTP 100 uM. La respuesta de las células control (n=76) fue de
160.9 + 3.456 % del basal y de las células con el modelo de PCOS (n=76) fue de 145.1
1 3.060 % del basal (p<0.001) (figura 12 C).

Estos datos indican que la disminucion en la abundancia del receptor P2RY2 se
evidencia de igual forma en los experimentos funcionales ya que hemos encontrado

menor respuesta a la estimulacion con UTP, un agonista de P2RY?2.
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Figura 12. Movilizacién de Ca*?intracelular en las células de la teca. A) Secuencia representativa
de imagenes de fluorescencia en donde se observa el incremento en la [Ca+?] por la
estimulacion con UTP 100 pM, en células de la teca provenientes de animales a los que se les
ha inducido el PCOS. B) Trazos representativos de las respuestas de incremento de Ca*? en
cultivos primarios de células de la teca aisladas de animales control en la fase proestro o de
animales con el modelo de PCOS. Las células fueron estimuladas con el agonista UTP (100 M).
C) Se grafican los cambios en los valores de fluorescencia maximos (unidades arbitrarias de
fluorescencia, (UAF), con respecto al valor de la fluorescencia basal obtenidos por la aplicacién
de cada tratamiento. ** p<0.01; *** p<0.001 (t-student).

8.8. Efecto de la estimulacion del receptor P2RY2 sobre la activaciéon de

la cinasa ERK

Existe evidencia experimental que demuestra que la estimulacion de células de la teca

con UTP induce la activacion de ERK 1/2 por un mecanismo que involucra el aumento en

la [Ca*?] vy la participacion de la PKC (Vazquez-Cuevas et al., 2010). Con el fin de

explorar si la menor expresion del receptor P2RY2 incide sobre la capacidad del UTP

para activar mecanismos intracelulares, analizamos la fosforilacion de ERK 1/2 en
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distintos intervalos de tiempo en cultivos primarios aislados de animales control en la fase

de proestro y cultivos de animales con PCOS.

En las células control se observé que el estimulo con UTP es capaz de inducir la
activacion de las cinasas ERK desde el minuto 1, esta respuesta alcanzo su maximo a
los 5 minutos de estimulacion y paulatinamente decayo, a los 30 minutos alcanzo niveles
cercanos al basal (Figura 13). Las células provenientes de individuos a los que se les
indujo el PCOS respondieron de manera similar sin embargo debe destacarse que el nivel
de fosforilacion observado en el minuto 1 tiende a ser menor, lo que sugiere que es

necesario un estudio con mayor detalle pues la velocidad de activacidon parece ser menor.

Figura 13. Efecto de la estimulacion con UTP 100 uM en la fosforilacion de ERK en
células de la teca. Las células fueron incubadas durante cada uno de los tiempos
indicados y se observo el efecto en la fosforilacion de la cinasa ERK. Se muestra un
western blot representativo de las bandas obtenidas y la cuantificacién de la
densitometria de experimentos independientes. pERK se refiere a las proteinas ERK
fosforiladas y tERK se refiere a las proteinas ERK totales. ANOVA de dos vias [Factor
A: tratamientos (Control vs. PCOS); Factor B= tiempo]; *p<0.05, ** p<0.01 ***p<0.001.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El sindrome del ovario poliquistico es un padecimiento endocrino con una alta incidencia
en la poblacion de mujeres en edad reproductiva, sin embargo su etiologia aun no se
comprende en su totalidad. La mayor parte de los estudios relacionados a las alteraciones
relacionadas al PCOS se han centrado en la descripcidén de la secrecion alterada de las
gonadotropinas por la dupla hipotalamo-hipéfisis. Sin embargo, evidencia sélida pone de
manifiesto que los mecanismos intraovaricos experimentan alteraciones importantes
durante el desarrollo del PCOS. Por ejemplo, se ha descrito que la secrecion de NE por
la inervacion simpatica (Lara et al., 1993) y la densidad de fibras noradrenérgicas

aumenta durante el sindrome (Anesetti & Chavez-Genaro, 2015).

Asi mismo, se ha demostrado que en las terminaciones nerviosas simpaticas se
coliberan NA y ATP en concentraciones equimolares (Burnstock et al., 1976; Westfall et
al., 2000), lo que sugiere que los efectos fisiopatolégicos atribuidos a la NA podrian
involucrar al sistema purinérgico. En este mismo sentido varios grupos de trabajo han
puesto de manifiesto la importancia de la comunicacién purinérgica como modulador
intraovarico del desarrollo folicular (revisado en Burstock 2014; Martinez-Ramirez &

Vazquez-Cuevas 2015).

Con el fin de iniciar el analisis del posible papel de la comunicacion purinérgica en
el PCOS utilizamos un modelo del sindrome basado en la administracion de VE, un
estrégeno sintético de larga vida media. Se ha demostrado que la administracion de una
unica dosis de VE antes de la pubertad induce un fenotipo que replica varias

caracteristicas que se asemejan al PCOS en humanos (Schulster et al., 1984).

De acuerdo con el criterio de Rotterdam, que enuncia que dado que el PCOS es
un sindrome heterogéneo, se puede considerar que si se presentan 2 de las principales
caracteristicas, el PCOS se ha establecido. Los resultados del presente estudio
confirman la induccion del PCOS y consisten en las siguientes observaciones: 1) Mientras
que nuestros animales control mostraron ciclos estrales principalmente de 4 dias, la

administracién de VE a ratas de 10 dias de edad, provocé aciclicidad a partir del dia 64
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* 4.3 postinyeccion, la citologia correspondio a arresto en pseudo-estro persistente; 2)
los ovarios de los animales tratados con VE mostraban menor tamano que los de los
animales control presumiblemente debido a la ausencia de crecimiento folicular, esta
observacion esta acorde a lo descrito en estudios anteriores (Brawer et al., 1978); 3) en
los ovarios de animales tratados con VE se observé una disminucion dramatica en el
numero de cuerpos luteos, indicando que estas ratas eran anovulatorias; 4) el tratamiento
con VE indujo el surgimiento de quistes ovaricos y 5) el analisis de la concentracién
plasmatica de hormonas esteroides demostré que las ratas tratadas con VE presentan

concentraciones bajas de 173-estradiol, comparables con animales en el diestro 1.

Con estas evidencias consideramos que el PCOS se establecié adecuadamente,
lo cual nos permitié continuar con el desarrollo del proyecto. Particularmente y como se
describe en la seccién introductoria, en nuestro grupo de trabajo hemos identificado la
expresion de receptores purinérgicos P2RY2 en las células de la teca de raton, en las
que se demostro que la activacion de este receptor promueve la proliferaciéon celular a
través de la activacion de la PKC y de las MAPK-ERK (Vazquez-Cuevas et al., 2010). La
capacidad del receptor P2RY2 para modular la activacion de ERK sugiere que es un

importante modulador de la funcién ovarica.

Otro aspecto que imprime importancia en el estudio del receptor P2Y2 es
capacidad para transactivar al EGFR (Ratchford et al., 2010), la senalizacion mediada
por este receptor tiene gran importancia en la regulacion de la proliferacién y de la
diferenciacién celular (Pandiella et al., 1988). En el PCOS se ha mostrado que el LHR

es capaz de transactivar al EGFR (Light & Hammes, 2013).

De esta manera, el receptor P2RY2, puede incidir en diferentes aspectos de la
fisiologia de las células de la teca. Asi, nuestras preguntas experimentales se enfocaron
en analizar la expresion y funcion del receptor P2RY2 en las células de la teca por dos
razones fundamentales: 1) las células de la teca son el unico componente del foliculo que

se encuentra inervado por terminales simpaticas y 2) existe un papel preponderante de
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este tipo celular en el PCOS dado que es el tipo celular encargado de la sintesis de

androgenos.

En cultivos primarios de células de la granulosa luteinizadas humanas y de rata se
ha demostrado que la hCG, a través del receptor de la LH, modula la expresion del mRNA
de P2RY2 por medio de la regulacion de la adenilato ciclasa (Tai et al., 2000). De acuerdo
con estas observaciones, es posible que la via candnica de la LH participe en el control
de la expresion del receptor P2RY2 en las células de la teca. Por otra parte, se ha
reportado que la estimulacién de lineas de cancer de mama con 173-E2, produce una
disminucién de la expresion del receptor P2RY2 (Li et al., 2011). Estos datos refuerzan
la nocion de un posible mecanismo de regulacion de las gonadotropinas y/o hormonas
esteroideas sobre la expresion de los receptores P2RY2. Por tanto dado que los picos
preovulatorios de gonadotropinas y de estradiol se observan durante la tarde del
proestro, realizamos un analisis de la abundancia relativa de P2RY2 y de su funcionalidad

comparando contra células de animales control en este dia del ciclo.

El analisis de la expresion del receptor P2RY2 indicd que su abundancia disminuye
como consecuencia del tratamiento con VE. Esta observacion sugiere que la sefalizacion
dependiente de este receptor podria estar atenuada; sin embargo, debe considerarse que
en estas ratas no se presentan ciclos hormonales por lo que posiblemente P2RY2 se esté
expresando de manera ténica y, por tanto, activando de manera constante sus

mecanismos de sefalizacion.

El analisis funcional del receptor P2RY2 fue realizado utilizando dos estrategias:
1) registro del aumento de la concentracion de [Ca*?] y 2) andlisis de la activacién de las
MAPK-ERK en respuesta a UTP. El estimulo con UTP 10 6 100 yM indujo un incremento
en la [Ca*?]i en células provenientes de ambos grupos de animales, esta primer
observacion indica que los receptores sensibles a UTP mantienen su acople con las
proteinas Gq y por tanto su capacidad para movilizar Ca?*. La amplitud maxima de la
respuesta al estimulo con UTP (10 y 100 uM) fue menor en las células de la teca
provenientes de ratas tratadas con VE, acorde con la menor abundancia del receptor

P2RY2 observada en el Western blot.
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Respecto a la activacion de ERK, en ambos grupos se observé el nivel maximo de
la respuesta a los 5 minutos de estimulacion con UTP; esta respuesta disminuye
paulatinamente y a los 30 min ha alcanzado niveles cercanos al basal. No detectamos
diferencias entre los animales tratados con VE y el grupo control en proestro. Lo que
sugiere que no obstante los bajos niveles de expresion del receptor su capacidad para
inducir la activacion de las ERK, proteinas involucradas en la induccion de la proliferacion,
permanece intacta y presumiblemente ténica; lo cual puede conferirle un papel en el
mantenimiento de la tasa proliferativa en células de la teca. Sin embargo se requiere de

mas experimentos que permitan profundizar en este topico.

El presente proyecto ha sentado las bases para estudios mecanisticos acerca del
papel del receptor P2RY2 en el PCOS, abriendo una gran cantidad de preguntas que

permitiran definir el papel del receptor en los cambios relacionados al PCOS.
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10.RESUMEN DE RESULTADOS

1. Se confirmo que la inyeccion de VE a los 10 dias de edad induce el sindrome
del ovario poliquistico en ratas de la cepa Wistar analizadas 90 dias post

inyeccion.

2. Laabundancia del receptor P2RY2 disminuye en las células de la teca en ratas

a las que se les ha inducido el PCOS.

3. Los receptores P2RY2 son funcionales, la respuesta de movilizacion de Ca?*
inducida por UTP 10 6 100 uM es de menor magnitud en células provenientes
de ratas tratadas con VE comparadas con células provenientes de animales en

proestro, mientras que la induccién de la fosforilacion de ERK no se modifica.
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11.CONCLUSION

La principal conclusion que podemos formular es que los P2RY2 son regulados de
manera diferencial en los animales control vs. los animales tratados con VE, esta

regulacion podria impactar el equilibiro proliferacién-muerte en las células de la teca.

PERSPECTIVAS

En las células de teca de animales tratados con VE proponemos que P2RY2
funciona de manera ténica y probablemente contribuye al mantenimiento del nivel de
proliferacion tecal durante el desarrollo del sindrome, sin embargo se requiere profundizar

experimentalmente.
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13.LISTA DE ABREVIATURAS

AC: Adenilato ciclasa

ACh: Acetil colina

Ado: Adenosina

ADP: Difosfato de adenosina

AMP: Monofosfato de adenosina

AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico
ATP: Trifosfato de adenosina

BSA: Albumina de suero bovino

Bz-ATP: 3’-O-(4-benzoilo) benzoilo ATP

CL: cuerpo luteo

CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
CYP17: citocromo P450 17-hidroxilasa, 17,20-desmolasa
DAG: Diacilglicerol

DAPI: 4’6-diamino-2-fenilindol

DHEA: dehidroepiandrostenediona

E2: estradiol

EC50: Dosis efectiva media

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
ERK 1/2: cinasas reguladas por senales extracelulares
FA: Foliculo antral

FP: Foliculo primario

FS: Foliculo secundario

FSH: Hormona foliculo estimulante

GABA: Acido gamma-butirico

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas
GPCR: Receptor acoplado a proteina G

hCG: Gonadotropina coridnica humana

IP3: Inositol trifosfato

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LH: Hormona luteinizante

LHR: Receptor de la hormona luteinizante
MEK 1/2: Cinasa

MRNA: RNA mensajero

NA: Noradrenalina

NPY: Neuropéptido Y

P1: Receptores purinérgicos tipo 1

P2: Receptores purinérgicos tipo 2

P2RX Receptores purinérgicos tipo 2X

P2RY: Receptores purinérgicos tipo 2Y
P2RX7: Receptor purinérgico P2RX7

P2RY2: Receptor purinérgico P2RY2

P4: Progesterona
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P450scc: Complejo P450 side chain cleavage
PBS: Buffer de fosfatos

PCOS: Sindrome del ovario poliquistico

PFA: Paraformaldehido

PIP2: Fosfatidil inositol 4,5-bifosfato

PKA: Proteina cinasa A

PKC: Proteina cinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PVDF: Polivinil

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con
SNC: Sistema nervioso central

SON: Nervio ovarico superior

SP: Sustancia P

StAR: Proteina reguladora aguda esteroidogénica
T: Testosterona

TCs: Células de la teca

TM: Transmembranal

UDP: Uridin difosfato

UTP: Uridin trifosfato

VE: Valerato de estradiol

VIP: Péptido vasoactivo
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