CORRIENTES IONICAS ACTIVADAS MEDIANTE LA
LIBERACION MECANOSENSIBLE DE ATP EN EL
FOLICULO DE Xenopus

Tesis que para obtener el grado de Maestro en Ciencias (Neurobiologia)

Presenta:

Luis Manuel Reyes Angulo

Director de Tesis:

Dr. Rogelio Arellano Ostoa

Instituto de Neurobiologia
Campus UNAM Juriquilla, julio del 2005



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Lista de abreviaturas 4
Resumen 3)
Introduccion 6-13
Antecedentes 13-18
Hipotesis 19
Objetivos 19
Materiales y Métodos 20-27
Resultados 28-53
a) Caracteristicas generales de las respuestas eléctricas

producidas por estimulacion mecanica (/mec) 28-30
b) Cinética de activacion de la Inec 30-31
c) Papel de las células foliculares (c.f.) en la generacion de Inec - 31-34
d) Bases idnicas de la Imec 35-37
e) Papel de Ca** en la generacion de /mec 37-42
f) Bloqueo de canales mecanosensibles 42-43
9) Interaccion de la corriente folicular F, con la respuesta Imec 43-50

g.1)  Paralelismo entre la expresion de Fi, € Inec €n foliculos de un
mismo donador 44-46

g.2) Interaccion de la respuesta I, con la corriente F, activada
por ACh o ATP 46-50

h) Evidencias experimentales para un posible mecanismo de
activacion de Inec: 1a liberacion mecanosensible de ATP . 50-53



Discusion 54-60

Referencias 61-65



Abreviaturas

Corriente entrante rapida (Fast inward)

Células foliculares

Corriente mecanica

Corriente de CI” dependiente de Ca**

Foliculos sin epitelio y teca

Potencial de equilibrio

Potencial de inversion

Ringer normal

Ringer nitrato

Ringer yodo

c.f.

Imec

Icica)

e.t.r.

Eeq

Einv

RN

RNO;

RI



RESUMEN:

El foliculo ovarico de Xenopus laevis constituye un modelo adecuado para el
estudio de los procesos que ocurren en la comunicacién intercelular, ya que entre sus
caracteristicas morfoldgicas y funcionales, se incluye un alto grado de acoplamiento
eléctrico, metabdlico y quimico entre el ovocito y las diferentes células que lo constituyen.

Tomando en cuenta estudios previos de las caracteristicas electrofisiolégicas del
foliculo de X. laevis en el presente trabajo investigamos las caracteristicas basicas, y el
probable mecanismo de activacioén, de corrientes idnicas que son activadas ante un
estimulo mecanico. A estas corrientes les hemos llamado I, parte de los resultados
encontrados indican que los canales involucrados en la generacién de esta corriente son
los mismos que participan en la activacion de las corrientes Fi, descritas previamente en
este modelo. Por ejemplo, la I,.c comparte con las corrientes F;, su permeabilidad a
aniones, su independencia a Ca* intracelular, y su dependencia del acoplamiento entre
células foliculares y ovocito. Ademas, mostramos que los mecanismos celular que
generan a I, interaccionan de diversas formas con los que estan involucrados en la
activacion de la corriente F,. Esto ultimo hizo suponer que el mecanismo de activacion de
Imec pOdria ser a través de la participacion de un transmisor liberado intrafolicularmente a
través de la estimulacién mecanica. Nuestros resultados sugieren fuertemente que el
probable transmisor es el ATP, ya que el bloqueo farmacolégico de las vias purinérgicas
inhibe la activacion de /... Nuestros resultados indican que el ATP podria ser liberado
intrafolicularmente y regular a través de receptores purinérgicos las caracteristicas
eléctricas del ovocito y sus células foliculares, los efectos promovidos por ATP incluyen la
modulacion de canales idnicos que han sido implicados en la regulacién del proceso de
maduracién del gameto; esto sugiere que el sistema purinérgico podria funcionar como un

agente paracrino/autécrino importante durante este proceso.



INTRODUCCION

Los estimulos mecanicos estan presentes en la naturaleza invariablemente. En
particular las células se encuentran sometidas a una amplia variedad de fuerzas
mecanicas: desde la agitacién molecular térmica, hasta los gradientes de presién
osmotica potencialmente destructores. Esto obligd evolutivamente a la membrana
celular a desarrollar mecanismos eficientes de proteccion (para una revision
extensa ver: Hamill & Martinac, 2001). Sin embargo, la energia mecanica no solo
resulta ser una agresion a la integridad celular, las fuerzas mecanicas, tanto
intracelulares como extracelulares, son el resultado de una serie de eventos fisico-
quimicos, y el procesamiento de dicha informacion tiene consecuencias en la
homeostasis celular.

Al proceso transductor de sefales mecanicas se le denomina
mecanosensitividad. Las células bacterianas y de plantas se encuentran envueltas
por una pared celular rigida que protege sus membranas celulares de
hinchamiento excesivo. Sin embargo, esta estrategia no solo excluye de un dafio a
la membrana plasmatica, sino también en un forma amplia limita la
mecanosensitividad. En contraste, las células animales desarrollaron estrategias
para preservar la integridad celular, permitiendo un alto grado de deformabilidad y
mecanosensitividad. La integracion de esta informacion mecanica ha concretado
fendbmenos como el tacto, la audicién, las sensaciones dolorosas, y la
osmosensitividad, por mencionar algunos. Esto indica que células especializadas
con una localizacion estratégica dentro del organismo, pueden estar expuestas
selectivamente a distintas formas de estimulacion mecanica, como por ejemplo
estados de deformacién de la membrana, vibraciones de alta frecuencia,
gradientes de presion osmdtica, presion hemodinamica y estrés por extension de

la bicapa lipidica (Garcia-Afoveros & Corey, 1997).

Durante los ultimos 20 afios, han sido realizados diversos estudios tratando
de dilucidar la naturaleza de las moléculas implicadas en la mecanosensitividad.

Estas incluyen canales idénicos activados mecanicamente o MG (del inglés



mechanically-gated ) (Morris, 1990), receptores MS (del inglés mechano-sensitive)
(Paoletti & Ascher, 1994), enzimas (Lehtonen & Kinnunen, 1995), canales
implicados en la liberacion de Ca®* intracelular (Jena et al, 1997), y en la liberacion
de transmisores (Chen & Grinnel, 1996).

Para que una molécula proteica pueda ser directamente MS, debera ser
sensitiva a propiedades de la membrana que cambien bajo deformacion
mecanica. Por ejemplo, en el caso de un canal con cinética simple de dos estados,
la distribuciéon en el equilibrio entre un estado abierto 6 cerrado, puede estar
causado por cambios en la tension, adelgazamiento y/o curvatura local de la
bicapa. Mas aun, puede estar dado por fuerzas del citoesqueleto que “tiran”
directamente sobre la proteina de membrana, o por un anclaje extracelular sobre
ésta. Para entender estas interacciones bicapa-proteina, se debe tomar en cuenta
que cualquier modificacion en el espesor hidrofobico de la bicapa, tiende a ajustar
la longitud de la porcidon hidrofébica de la proteina. De otra forma, cualquier
desajuste no compensado llevara a aumentar el costo energético en la membrana,
al exponer fragmentos hidrofébicos mayores a moléculas de agua (Mouritsen &
Bloom, 1984). Como una consecuencia del desajuste hidrofébico, se piensa que
las proteinas tienden a rodearse por moléculas lipidicas de igual forma y tamafio,
para poder minimizar la tension mecanica en la bicapa (Fattal & Ben-Shaul, 1993).
De tal forma que el efecto de lipidos de diferente geometria sobre canales
proteicos MG, nos da un bosquejo inicial, de que cambios en el espesor de la
membrana y/o su curvatura delinean un mecanismo de activacion de estos
canales (figura A) (Lundbaek & Andersen, 1994). Ademas de esta interaccion
bicapa-proteina, se sabe que la  union ligando-receptor, fosforilacion, 6
polarizacién de la membrana causan desajustes hidrofobicos independientes a los
evocados por un estimulo mecanico, agregando un grado mas de complejidad

entre estimulos de diferente indole.
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Figura A. Interaccion de proteinas con la bicapa lipidica. Los rectangulos representan los cambios
dinamicos en una unidad peptidica secundarios a deformaciones en la membrana debidas a
cambios en sus componentes hidrofdbicos. En A, variaciones hidrofébicas “positivas” en la
membrana, provocan un curvatura “positiva” en la membrana lipidica. En B, se observa una
conformacién proteica que promueve una curvatura “negativa”. En C, observamos un equilibrio
entre los componentes hidrofdbicos de la proteina y la bicapa, por lo cual no se produce distorsién
(Hamill & Martinac, 2001).

El estudio de la mecanosensitibidad en macromoléculas ha avanzado de forma
importante describiendo el comportamiento de péptidos simples que forman
canales, y que son activados mecanicamente. Dos de estos péptidos son
alameticina y gramicidina. Ambas moléculas se encuentran muy bien
caracterizadas en términos de su biofisica, relacion actividad-estructura, y el
disefio de modelos del estado abierto-cerrado del canal. Los dos muestran
mecanosensitividad en sistemas experimentales de bicapas lipidicas puras.

Alameticina es un péptido de 20 aminoacidos que forma canales con
estados de multi-conductancia activados por voltaje (Cafiso 1994) Generalmente
se explica la conformacion de esta proteina con un modelo de “barril”, en el cual,
cada duela del barril es formada por un monémero a-hélice. Un incremento en la
tensién de la membrana mediante succion, resulta en la incorporacion de un
monomero a-hélice en la bicapa, subsecuentemente este mondémero se asocia al

canal que comienza a formarse en la membrana, resultando en un incremento en



el area del poro, hasta que se logra el paso a un estado del canal de alta
conductancia (Opsahl & Webb, 1994).

Gramicidina es un péptido de 15 aminoacidos, y muestra dos diferentes
tipos de plegamientos: una doble a-hélice, y un dimero helicoidal. Generalmente la
formacion del canal proviene de reacciones de dimerizacion entre dos mondmeros
no conductivos que se insertan en la bicapa como a-hélices (O’Conell et al., 1990).
Existe una diferencia en el area de membrana ocupada entre los monémeros y el
dimero de gramicidina, y esto podria explicar la sensibilidad a la tension en la
activacion del canal. Se ha propuesto que incrementos de tensién, que causan
disminucién en el espesor de la bicapa, benefician el acoplamiento hidrofdbico
entre la bicapa y el dimero (Goulian et al., 1998). Es importante tener en mente
que ambos modelos de péptidos mecanosensitivos fueron estudiados en
membranas bilipidicas puras, excluyendo todas las interacciones que pueden
ocurrir en la complejidad de una membrana celular.

En bacterias los canales idnicos MS que son activados bajo tension, estan
presentes tanto en gram-positivas, como en gram-negativas (Sukharev et al.,
1997). Una caracteristica de los canales MS en bacterias es su multiplicidad, y la
extremadamente alta conductancia de algunos de ellos. En experimentos de
patch-clamp realizados tanto en liposomas de E. coli como en membranas
plasmaticas de células gigantes de E. coli se han observado rangos de
conductancia activados mecanicamente que van de los 100 a los 1500 pS en 0.1
M KCI (Ghazi et al., 1998). Con base en las diferencias en conductancia y cinética
estos canales se han clasificado como MscM, MscS, y MscL ( M,S y L del ingles
mini, small and large, respectivamente) (Berrier et al, 1996). De estos
probablemente el mejor estudiado sea el llamado MscL, el cual es un proteina de
136 residuos, con un peso molecular de 15 Kda. Tiene dos segmentos
transmembranales a-hélice conectados por una asa periplasmica (Blout et al.,
1996). Este canal esta ampliamente distribuido en procariotes. Se piensa que la
tension desarrollada en la bicapa activa directamente a estos canales, en una
forma analoga a las interaciones bicapa-proteina antes descrita para péptidos

como gramicidina. Muy probablemente el papel funcional principal de este canal



MS, al igual que los anteriores mencionados en procariotas, sea la
osmoregulacion. Las bacterias expuestas a un choque hiposmdético rapidamente
liberan contenido citoplasmatico hacia el medio externo. Por ejemplo, cambios
osmoticos pueden mediar la salida de lactosa y ATP a través de canales anidnicos
osmoregulados en E. coli, o de ATP de S. faecalis, y ambos mecanismos pueden
ser inhibidos por Gd**.

En células eucariotas, las proteinas mecanosensitivas se han estudiado
tanto en modelos de invertebrados, como en vertebrados. En C. elegans, se han
encontrado mutantes que son incapaces de responder a estimulos tactiles. Las
mutaciones correspondientes fueron encontradas en un grupo de genes
denominados MEC, se piensa, que los productos de estos genes estan
involucrados en su sistema de mecanotransduccion (Ghazi et al., 1998). El
mecanismo molecular de transduccion del tacto en C. elegans propuesto es el
siguiente: MEC-4, MEC-6 y MEC-10 son subunidades de un canal i6nico
presumiblemente mecanosensible. Hacia el lado extracelular, las subunidades del
canal estan ancladas a la matriz extracelular especializada a través de las
proteinas MEC-1, MEC-5 y/o MEC-9. En contraste hacia el interior celular, las
subunidades del canal parecen interactuar con microtubulos, por medio de la
proteina de union MEC-2, la cual tiene sitios de union especificos para MEC-12 y
a-tubulina en su porcidn citosolica. Para activar el canal, un estimulo tactil podria
deformar el complejo del citoesqueleto, abriendo el canal por su porcion
intracelular, 6 un estimulo similar puede perturbar la matriz extracelular abriendo el
canal por su cara extracelular. En ambos casos, un influjo de Na* en la célula
mecanoreceptora, activa a la neurona, y ésta a su vez activa un circuito de relevo
involucrado en la locomocion (Driscoll & Tavernarakis, 1997). Sin embargo, aun

no existen estudios electrofisioldgicos que confirmen estos hallazgos.



MG channel closed MG channel open

Mantie E "
LWEC-1
WMELC-5

WMEC-3

Membrana
MEC:4
MEL'B
MEC 1D

\\_r
N\

MIEC:Z i
Dynain (7) r,a-'\f}s"\\
— -~ i | _—
Microtubula ] II\--"I
WEC-F
MEC-12

Figura B. Modelo de mecanosensibilidad propuesto de C. elegans. (Hamill & Martinac)

Los insectos contienen mecanoreceptores cuticulares que posen un cilio en su
dendrita sensorial. Las puntas ciliares conocidas como cuerpos tubulares, estan
embebidos en la cuticula y contienen asas de microtubulos que estan conectados
con estructuras protéicas de membrana (Garcia-Afoveros & Corey, 1997). Cada
cerda externa del insecto esta inervada por una sola neurona, cuya terminacion
nerviosa se encuentra protegida por células de soporte con una disposicion en
vaina. Las células de soporte secretan una linfa rica en potasio (Grunert & Gnatzy,
1987), lo que resulta en una diferencia del potencial transepitelial. Al movimiento
de la cerda en una direccion, la punta del cilio en el cuerpo tubular es comprimida.
Esto resulta en un decremento del potencial transmembranal, lo cual se sugiere
corresponde con un incremento de corriente entrante en la célula receptor.
Movimientos de las cerdas en la direccion contraria, resultan en un decremento en

la corriente (Thurm, 1983).

Un conocimiento mas detallado de la mecanotransduccion, tanto morfolégico
como fisioldgico, proviene del estudio de células ciliadas en vertebrados. En el

oido interno, estas células son los componentes del sistema vestibular y coclear,



partes de un epitelio sensorial especializado (Garcia-Afoveros & Corey, 1997).
Este epitelio sensorial esta compuesto de la célula ciliada con estereocilias y las
células de soporte localizadas basalmente. Las fibras nerviosas hacen contacto
con las células ciliadas en su porcion basal. Cada célula sensorial tiene de 30 a
300 estereocilias. Todas muestran la orientacién sobre el mismo eje vertical, y una
alineacion semejante a una escalera, de tal forma que cada estereocilia, es 0.5-
1.0 uM mas alta que su anterior. En su porcion apical cada estereocilia se une a
la siguiente mediante estructuras filamentosas denominadas uniones en punta
(Richardson et al.,, 1990; Jacobs & Hudspeth, 1990). Se propone que canales
ibnicos mecanosensibles se encuentran localizados en los sitios de insercion de
las uniones en punta sobre las estereocilias, de tal forma que un estimulo
mecanico ocasiona una tension sobre la unidén en punta, lo que cerrara o abrira a
los canales (Garcia-Afoveros & Corey, 1997). Cuando la direccion del conjunto
ciliado ocurre hacia la localizacion de la estereocilia de mayor longitud se define
como positiva, y provoca apertura de los canales idnicos, el consecuente
incremento en la corriente entrante y la despolarizaciéon de la célula ciliada
(Hudspeth & Corey, 1977). Estos canales tienen una probabilidad de apertura en
reposo del 10-20%, de tal forma que una corriente basal fluye dentro de la célula
en reposo. Una deflexion en el sentido contrario al antes mencionado se define
como negativa y produce el cierre del canal. Estos canales de transduccidén son
canales catiénicos no selectivos, con una alta conductancia a K* y menor a Ca®*
(Ohmori 1985). La conductancia de un solo canal aparentemente es de 90-100 pS
(Denk 1995). La latencia en la activacion es del orden de microsegundos, lo cual
orienta a pensar que no hay segundos mensajeros involucrados en la apertura del
canal. Este canal constituye probablemente la evidencia mas sdlida de los
modelos de activacion por anclaje de un canal MG, en los cuales, tal como ha sido
descrito en invertebrados y en vertebrados, la apertura y cierre del canal MG
ocurre secundaria a la traccion de una proteina 6 un complejo de éstas sobre

sitios especificos intra o extracelulares del canal.



A continuacion se resumen las caracterisiticas de canales MG en la
membrana del ovocito de Xenopus, un modelo celular que ha sido utilizado

ampliamente en el estudio de estos canales.



ANTECEDENTES

El estudio de los canales activados mecanicamente en el ovocito de Xenopus ha
sido intenso durante los ultimos quince anos. Las primeras evidencias de un canal
MG fueron obtenidas con técnicas de patch-clamp (Methfessel et al., 1986). A
partir de estos trabajos se hicieron multiples estudios sobre ovocitos en especies
de invertebrados y vertebrados (Wilkinson & Hamill, 1998). Las similitudes
encontradas en estos canales MG y los de Xenopus son numerosos. Un ejemplo
de lo anterior es la expresidon del canal en una densidad relativamente alta (0.3-
2/um? ) sobre la superficie de la membrana (Methfessel et al, 1986). Las
caracteristicas electrofisiolégicas de los canales MG de Xenopus son: canales
catidnicos inespecificos con rectificacion entrante, los cuales son permeables a
Na*, K* y Ca®, son inhibidos por Gd** y amilorida. Estos canales presentan
desensibilacion rapida en respuesta a una estimulacion mecanica sostenida (Yang
& Sachs, 1990; Wilkinson et al., 1998; Saitou et al., 2000).

Ademas de los datos electrofisiolégicos mencionados, ha sido descrito que los
canales MS en los ovocitos de Xenopus muestran una probable modulacién a
través de cambios en el potencial de membrana. De tal forma que en ausencia de
un estimulo mecanico, un protocolo de despolarizacion desde —-50 a +50 mV,
aparentemente activa canales MS después de un periodo largo de decaimiento
de entre 1 y 20 seg. Estos canales activados por voltaje fueron cationicos, y
presentan la misma selectividad y niveles de conductancia similares a los canales
MG. Ademas se ha observado que un pequefo estimulo mecanico aplicado
durante el retardo en la activacion de los canales MS llevados a valores de +50
mV, produce una apertura rapida del canal (Silberberg & Magleby, 1997). En
contraste, existen otras conductancias observadas que no parecieran involucrar la
activaciéon de canales MG (Zhang & Hamill, 2000). Por ejemplo, en estudios
realizados con la técnica de control de voltaje con dos microelectrodos, se ha

observado que la despolarizacion a un valor de +50 mV activa diversas



conductancias: una selectiva a Na®, una selectiva a Cl" y una conductancia no
selectiva. La hiperpolarizacion en —150 mV activa una conductancia no especifica.
También la eliminacion del Ca?* extracelular induce una conductancia de
membrana que difiere en la selectividad idnica y farmacologica con la de los
canales MG (Arellano et al., 1995; Zhang & Hamill, 2000).

A pesar de las multiples evidencias obtenidas utilizando técnicas de patch-
camp, sobre la existencia de los canales MG en el ovocito de Xenopus, han
prevalecido opiniones en contra de su funcién en la célula completa. Algunos
investigadores han argumentado que la succién con la pipeta de patch podria
llevar la membrana cerca de sus limites liticos, sugeriendo que Ila
mecanosensibilidad observada en un canal, podria ser un artificio del registro de
patch (Morris, 1990). Con base en lo anterior, ha habido un gran interés en
disefiar modelos que permitan observar la activacion de los canales MG en
registros de corrientes celulares no unitarias. Se han sometido ovocitos de
Xenopus registrados con técnica de control de voltaje, a multiples estimulos
mecanicos como la aspiracion mediante una pipeta de succién, la inyeccion de
liquido intracelularmente, indentacién de la membrana extracelular mediante un
flujo de liquido a presién, sin lograr un aumento en la conductancia de la
membrana. Estos cambios ocasionaron dafos irreversibles de la membrana
plasmatica (Zhang & Hamill, 2000).

Sin embargo, Saitou et al. (2000), reportaron la activacion de canales MG
en ovocitos completos pretratados con colagenasa. Los estudios fueron hechos
utilizando control de voltaje con dos microelectrédos y obteniendo las siguientes
conclusiones : a) la depresion realizada sobre la membrana plasmatica bajo la
inyeccion de un flujo de presion evoca corrientes mecanosensibles; b) esta
respuesta muestra una adaptacién tiempo-dependiente; c) la relacion de la curva
corriente-voltaje muestra rectificacion entrante y saliente en potenciales de
membrana negativos y positivos respectivamente; d) Gd** y amilorida suprimen

significativamente la corriente MS; €) los canales mostraron una permeabilidad



inespecifica a cationes (Na*, K* , y Ca®*); y f) la corriente mecanica incluye una
corriente de CI activada por Ca?*. Estos resultados correlacionan bien con los ya
mencionados obtenidos mediante técnicas de patch-clamp. Sin embargo, las
corrientes descritas en este estudio no han sido reproducidas por otros
investigadores, inclusive utilizando estrategias semejantes de estimulacion (ver
por ejemplo: Zhang & Hamill, 2000).

Una vez caracterizados parcialmente los canales MG, en forma paralela se
ha tratado de dilucidar como impacta su activacion o cierre en la funcién celular.
Tomando en cuenta que la liberacion secundaria a estimulos mecanicos de
transmisores juegan un papel relevante en un amplio espectro de procesos
fisiologicos tales como: tacto, dolor, control de presion sanguinea, audicion,
balance hidroelectrolitico, crecimiento tisular, regulacion del volumen celular, etc
(Hamill & Martinac, 2001), se justifica el interés en este rubro. En un estudio sobre
las implicaciones del bloqueo de los canales MG en procesos de crecimiento y
desarrollo del ovocito de Xenopus, se encontré que los procesos de maduracion,
fertilizacion y embriogénesis temprana pueden proceder normalmente en
presencia de concentraciones de agentes que bloquean parcialmente (1 mM de
Gentamicina) o completamente ( 10 uM de Gd**) los canales MG. Sin embargo, se
argumenta que altas concentraciones de Gd*', mayores a 50 pM, pueden
perturbar la orientacion del eje de crecimiento en los embriones (20% de la
muestra). Con lo anterior se concluye que no encontraron evidencia que sustenten
el papel critico de los canales MG durante el desarrollo de los ovocitos de
Xenopus ( Wilkinson et al., 1998).

Con respecto a la liberacion mecanosensible de transmisores, se sabe que
este es un evento ampliamente observado en células eucariotas, donde
fendbmenos de sefalizacidon paracrina y autécrina estan estrechamente
relacionados con liberacion de ATP principalmente (Hamill & Martinac, 2001;
Romanello et al, 2001). En astrocitos corticales de ratén, la liberacién
mecanosensible de ATP constituye un mensajero extracelular que regula las

ondas de calcio intercelulares (Guthrie et al., 1999). En islotes pancreaticos de



rata, el ATP liberado bajo estimulos mecanicos, tiene una accion autdcrina al
interaccionar con receptores P, promoviendo la salida de Ca?* del reticulo
endoplasmico, lo que conlleva la regulacion de las ondas de Ca?* que coordinan
la liberacion de insulina en el conjunto de células B-pancreaticas (Cao et al.,
1997). También, cambios en la presion hidrostatica en el epitelio de la vejiga
urinaria de conejo, estimulan la liberacién de ATP, el cual se propone como un
probable mediador sensorial del grado de distension de la vejiga (Ferguson et al.,
1997).

En Xenopus, la primera evidencia de liberacion MS de ATP fue observada
en neuronas sensoriales involucradas con el tacto. En éstas la terminal neuronal
aferente libera ATP como respuesta a un estimulo mecanico. El ATP actua en
forma autdcrina sobre receptores Pyy¢ ( Nakamura et al.,, 1996). En el ovocito de
Xenopus recientemente se ha reportado liberacibn mecanosensible de ATP.
Usando el ensayo de bioiluminiscencia de luciferin-luciferasa, se demostrdé una
liberacion basal de ATP en rangos de 0.01 fmol/s, que bajo una estimulacién
mecanica se incrementa a 50 fmol/s. La aplicacion de substancias con cualidades
disruptivas del complejo de Golgi (brefeldina A, nocodazol), que bloquean el trafico
vesicular y la insercidbn de proteinas en la membrana plasmatica, indujeron la
supresion de la liberacién tanto basal como mecanica de ATP. La utilizacion de
colagenasa, asi como péptidos de union a integrinas y citocalasina D, tambien
producen bloqueo en la liberacion de ATP, lo que indica que elementos
extracelulares, membranales y filamentos intracelulares, estan involucrados en
este proceso. La elevacion de Ca?* intracelular no produce una liberacion de ATP,
aunque parece potenciar la estimulacion mecanosensible. Con estos resultados
los autores postulan que el transporte vesicular de proteinas conlleva la liberaciéon
de moléculas de ATP concentradas en dichas estructuras, lo cual constituye un
nuevo mecanismo de mecanotransduccion por el cual las células podrian regular
el transporte y secrecidon de proteinas en respuesta a un estimulo mecanico
(Maroto & Hamill, 2001).



En nuestro laboratorio, hemos observado foliculos de Xenopus laevis que
responden a estimulos mecanicos activando corrientes ionicas, en tanto
sorpresivamente encontramos una alta similitud de estas respuestas, con
corrientes de CI" activadas por agonistas purinérgicos y muscarinicos (Arellano &
Miledi, 1993; Arellano et al., 1996, 1998, 1999). Estas respuestas fueron
estudiadas registrando corrientes io6nicas en condiciones normosmoticas, e
hiposmoticas. La aplicacion de agonistas muscarinicos o purinérgicos provoca la
activaciéon de 2 corrientes en condiciones hiposmoticas, la primera de ellas
llamada S;, (por sus siglas en inglés “smooth inward”) es osmodependiente y
muestra un decremento de mas del 70% en medio normosmotico, se asocia a un
incremento en la conductancia de la membrana y es acarrreada principalmente por
CI'. A la segunda corriente se le denomind Fi, (por sus siglas en ingles “fast-
inward”). La corriente F, también es acarreada por CI, y tiene un caracteristico
curso temporal en forma de espiga que se genera con una latencia de ms. Ambas
corrientes son independientes de Ca®' intracelular y son dependientes de la
comunicacién del ovocito con las células foliculares (Arellano & Miledi, 1993, 1994,
Arellano et al., 1996, 1998).

Las corrientes Fi, presentan las siguientes caracteristicas: un potencial de
inversion de aproximadamente -22 mV, la substitucion externa de CI" muestra un
decremento en la amplitud de la F,, y desplaza el potencial de inversidn de la
corriente hacia valores positivos. La aplicacion de toxina pertusis inhibe la
respuesta en un 50%, lo que sugiere que el receptor purinérgico de las células
foliculares podria estar asociado a proteinas-G y en tal caso es probable que se
trate de un receptor purinérgico metabotrépico del tipo Pyy. La respuesta Fi, es
activada también por UTP. Es importante mencionar que la aplicacion de ACh
muestra inactivacién cruzada con la aplicacién de ATP o UTP, lo que sugiere que
estos agonistas activan la misma via de senalizacion intracelular (Arellano et al.,
1998).

Comparando estos datos con nuestras respuestas estimuladas mecanicamente en
el foliculo de Xenopus y tomando en cuenta la evidencia de liberacion

mecanosensible de ATP en el ovocito asi como la existencia de una gran cantidad



de canales MS en su membrana, surge la posibilidad de que el conjunto de todas
estas moléculas podrian ser parte de un sistema mecanosensible que esté
involucrado en un circuito de comunicacion intercelular (i,e., paracrina/autocrina)
entre los diferentes componentes foliculares. El presente estudio fue realizado

para probar sistematicamente esta hipotesis.



HIPOTESIS

La estimulacién mecanica en el foliculo de Xenopus laevis genera
corrientes idnicas que son producidas por la liberacion paracrina-

autdcrina de ATP.

OBJETIVOS

1. Caracterizacion de las corrientes activadas mecanicamente (/) en

el foliculo de Xenopus.

2. Estudio de la interaccion de las respuestas provocadas por

agonistas muscarinicos y purinérgicos con la corriente /___

3. Estudiar las posibles vias de activacion de la corriente /.

—Dependencia de Caz*intracelular y extracelular.
—Ildentidad de los receptores involucrados.

—Posibles transmisores.



MATERIALES Y METODOS

Obtencién de foliculos. Las ranas Xenopus laevis utilizadas (Figura 1) fueron
obtenidas de Xenopus | (Ann Arbor MI, USA) y mantenidas en una pecera a una
temperatura entre los 22 a 24 °C. Para la diseccidon de los I6bulos ovaricos (4-8)
las ranas fueron anestesiadas por hipotermia. La cirugia se realiz6 bajo
condiciones de esterilidad practicando una incision abdominal de

aproximadamente 1.5 cm (figura 2).

Figura 1. Rana sudafricana Xenopus laevis.

Una vez disecados los fragmentos de ovario la herida fue cerrada mediante
sutura, y el donador fue colocado en un tanque individual para su recuperacion
por 15 dias en promedio antes de ser reinstalado en la pecera. Las ranas
operadas no fueron reutilizadas por lo menos en un lapso de dos meses.

Los I6bulos ovaricos (figura 3) fueron depositados en cajas de Petri que
contuvieron una solucion de Barth cuya composicion (en mM) fue la siguiente: 88
NaCl, 0.2 KCI, 2.4 NaHCOj;, 0.33 Ca(NO3),, 0.41 CaCl;, 0.82 MgSOQO,4, 0.88
KH2PO04, 2.7 Naz HPO4, con gentamicina 70 ug ml”, y pH 7.4.



Posteriormente, los foliculos ovaricos, que se encuentran dispuestos en forma de
racimo en el I6bulo, fueron disecados como foliculos desprovistos de epitelio y
teca a los cuales llamaremos “foliculos e.t.r.”. Esta diseccion se llevdé a cabo
utilizando un microscopio estereoscopico que permitié discernir el epitelio interno
del foliculo junto con los vasos de la teca (figuras 4-5), los cuales fueron
removidos con la ayuda de pinzas finas. Los foliculos e.t.r. mantienen la
membrana basal de las células foliculares que provee proteccion y un medio
natural a esta monocapa de células adyacente al ovocito (Arellano et al., 1996,
1998; Pérez-Samartin et al., 2000). La remocion del epitelio y la teca facilita la
insercion de los electrodos, aumentando Ila estabilidad del registro
electrofisioldgico, y simplifica la interpretacion de resultados al eliminar la posible
participacion del epitelio y otras capas tecales en las respuestas (ver e.g., Saldafia
et al., 2005). Los foliculos e.t.r. fueron incubados (18-20 °C) en medio de Barth
suplementado con 5 mM de glucosa y suero bovino fetal al 0.2% entre 4 a 6 horas

antes de iniciar los registros.

Incisicn

Figura 2. Caricatura donde se muestra una rana Xenopus expuesta ventralmente a fin de resaltar
el area y las dimensiones que abarca el corte sobre la pared abdominal que permite la obtencion
de los Idbulos ovaricos.

Para algunos experimentos, también obtuvimos ovocitos desprovistos de las
células foliculares (ovocitos desnudos o defoliculados), a los que aplicamos los
protocolos de estimulacion mecanica que seran descritos mas adelante. Para la

obtencion de dichos ovocitos incubamos por 45 minutos foliculos ovaricos en



presencia de colagenasa con una concentracion de 1 mg/ml disuelta en Ringer

normal (RN) cuya composicion fue la siguiente (en mM): 115 NaCl,

Figura 3. Fotografia de un Iébulo de ovario de Xenopus donde se observan los foliculos dispuestos
en racimo.

2 KCI, 1.8 CaCl,, 5 Hepes, a pH de 7. Pasados los 45 minutos de incubacion,
realizamos tres tiempos de lavado de los foliculos con RN, y subsecuentemente
con ayuda de pinzas finas fueron removidos los remanentes de las capas

foliculares.

epitelio interno
membrana basal /

teca

células
foliculares

Figura 4. Esquema simplificado que muestra al ovocito y las diferentes capas celulares que lo
envuelven.
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Figura 5. Fotografias obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision que muestran 2
foliculos en un corte tangencial. En A se muestra un foliculo completo, en B la imagen corresponde
a un foliculo e.t.r. IOE- epitelio ovarico interno. F- células de la teca. CF- fibras de colagena de la
membrana basal. FC- células foliculares. VE- envoltura vitelina.. CG- granulos corticales. OO-
ovocito. (Saldafa et al., 2005).

Estimulacion mecanica. La camara de registro sobre la que colocamos los
foliculos e.t.r. y ovocitos consistié en un canal de 2 cm de largo, 3 mm de ancho y
4 mm de profundidad. En el fondo del canal, se colocé un pequefio receptaculo de
cera en el cual se deposito la preparacion, esto disminuy6 su movilidad durante los
protocolos de estimulacién mecanica. El flujo de perfusién en la camara de
registro es unidireccional, y esta facilitado por un sistema de presion negativa que
recoge la solucion proveniente de un matraz colocado a mayor altura con respecto
a la camara de registro. La solucion usada fue RN (figura 6), durante el
experimento las células fueron perfundidas continuamente con esta solucion.
Algunos experimentos, sin embargo, requirieron de estimular las células
provocando el paro del flujo por algunos segundos (ver mas adelante).

Utilizamos dos métodos de estimulacion mecanica tanto para los foliculos e.t.r.

como para los ovocitos defoliculados, estos métodos son descritos a continuacion.



perfusicn

Foliculo

—— camara de registro

presién negativa

Figura 6. Esquema que muestra el sistema de perfusiéon que mantiene inmerso el foliculo en RN.

Métodos de estimulacion mecanica: A) En el primer método para estimular
mecanicamente a las células, fue colocada una micropipeta llena con RN cerca
(100 a 400 um) de la superficie de la preparacién. El tiempo de eyeccién de la
solucion RN desde esta pipeta fue controlada electrénicamente y la presién de
salida fue regulada por un mandémetro de gases a 15 psi. B). El segundo protocolo
de estimulacion mecanica consistio en el paro del flujo por algunos segundos (2-
10 s) en la camara de registro. La estimulacion en este caso involucré dos
componentes, uno al parar el flujo y el segundo al reiniciarlo (figura 7).

Es importante mencionar que en un experimento rutinario en el que se requieren
cambios de solucién, por ejemplo de RN a soluciéon Ringer conteniendo ATP o
ACh (ver figura 15 en resultados), es necesario parar el flujo por algunos
segundos para realizar el cambio de la solucion. Es decir, los cambios de solucion
experimental involucran una manipulacion similar a la que ocurre cuando
utilizamos el método B de estimulacién, y de hecho los simples cambios de
solucidon generaron corrientes mecanicas similares a las estudiadas aqui (ver e.g.,

Figura 16 en resultados).



pipeta de eyeccion

paro de flujo

Figura 7. En la figura se esquematizan los dos métodos empleados para generar un estimulo
mecanico en el foliculo. La pipeta de eyeccion actia a corta distancia del foliculo afectando a un
area delimitada de la preparacion, mientras que el paro de flujo involucra una mayor area del
foliculo.

Registro electrofisiolégico de las respuestas mecanicas. La técnica que fue
empleada para registrar las corrientes activadas por estimulos mecanicos fue el
control de voltaje, desarrollada por Marmont (1949). Esta técnica consiste en
medir el flujo de corriente transmembranal en el complejo folicular que resulta de
un procedimiento experimental. Para lo cual fueron insertados dos microelectrodos
en el ovocito, ya sea en preparaciones de ovocito desnudo o en las de foliculos
e.t.r. Uno de estos electrodos mide constantemente el potencial de membrana,
mientras que el otro suministra la corriente necesaria para contrarrestar los
cambios de voltaje detectados por el primer microelectrodo, con lo que se
constituye un sistema de retroalimentacion donde el voltaje transmembranal del
ovocito y/o el foliculo permanece constante a un valor predeterminado (figura 8), y
que es llamado potencial de mantenimiento. Teniendo controlado el potencial de
membrana, la variable que se mide es la corriente idnica que atraviesa la
membrana de la preparacion. Estos cambios son detectados por un amperimetro
en el medio externo. Es importante recordar que en el complejo folicular el ovocito
y las células foliculares se encuentran altamente acoplados eléctricamente a

través de uniones comunicantes, por lo que las respuestas eléctricas generadas



no son solo del ovocito en donde se encuentran insertados los electrodos, sino
también aquellas generadas en la membrana plasmatica de las células foliculares
(Arellano & Miledi, 1993).

Amplificador
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ﬂ:\,&iﬂ;‘x& electrodo

Vi / de corriente
’
r 4
L

-

electrodos extracelulares

Figura 8. Esquema de la técnica de control de voltaje con dos microelectrodos en un foliculo de
Xenopus. Los electrodos intracelulares forman parte de un sistema de retroalimentacién donde el
electrodo de voltaje detecta cambios de potencial en el foliculo, este valor es comparado con el
valor del potencial de membrana preestablecido (potencial de mantenimiento), en caso necesario,
el amplificador “inyectara” corriente a través del electrodo de corriente para regresar el potencial
de membrana al valor deseado. Los electrodos extracelulares llevan a cabo dos funciones en el
sistema, uno es el electrodo de referencia a tierra, y el segundo electrodo se encuentra conectado
a un amperimetro.

Debido, al acoplamiento eléctrico es posible controlar el voltaje no solo de la
membrana del ovocito sino también el de las células foliculares. De forma rutinaria
en este trabajo el potencial de membrana se control6 en un potencial de
mantenimiento de -60mV, sin embargo diferentes protocolos requirieron el
mantener el potencial a distintos valores, o pulsar momentaneamente el potencial
a diferentes niveles. Esto se realizé principalmente en aquellos experimentos en lo
que se estudio la dependencia al voltaje de las corrientes. Todas las substancias

utilizadas (e.g., ATP, ACh, Ca?*, octanol, La>*, suramina, etc.) fueron aplicadas a



través del flujo de perfusion de la camara, con la excepcidén de la aplicacién de
etilen glicol-bis(2-aminoetil eter)-N,NN’, N’-acido tetraacético (EGTA) que fue
microinyectado directamente en el ovocito a través de una pipeta similar a la

utilizada para el protocolo A de estimulacion.

Substancias. ATP, ACh, apirasa, octanol, lantano y EGTA fueron obtenidas de

Sigma Chemical (St. Louis, MO). Suramina se obtuvo de RBI (Natrick, MA).



RESULTADOS

a) Caracteristicas generales de las respuestas eléctricas producidas por

estimulacion mecanica (Inec)

Los foliculos (n=192, 46 ranas) utilizados en el presente estudio presentaron, en
solucion de Ringer normal (RN), un potencial de reposo promedio de -36 + 1.5 mV
(todos los datos estan expresados como promedio + S.E.), y una resistencia de
entrada de 519 + 115 KQ. Estos valores estan dentro de lo reportado previamente
en varios estudios (e.g., Kusano et al., 1982; Arellano et al., 1996; Saldana et al.,
2004). A diferencia de estos parametros observados para los foliculos e.t.r., los
ovocitos defoliculados por tratamiento con colagenasa presentaron un potencial de
reposo de —45.5 + 10 mV y una resistencia de entrada de 2 + 0.53 MQ, el aumento
en la resistencia de entrada es una caracteristica asociada a la defoliculacion
eficiente, debido a la eliminacién de las células foliculares que se encuentran en
comunicacion eléctrica con el ovocito (Arellano & Miledi, 1993; Arellano et al.,
1996, 1998).
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Figura 9. Distribucién de los valores de amplitud de I, . Las barras muestran el numero de
foliculos e.t.r. que generaron respuestas entrantes ante la estimulacion mecanica.




Todos los foliculos e.t.r. y ovocitos defoliculados fueron sometidos a estimulacion
mecanica segun los dos protocolos detallados en la seccion de métodos. En 41%
de los foliculos estudiados (79 de un total de 192 foliculos), la estimulacion
mecanica provoco la generacidon de respuestas eléctricas. La amplitud de estas
respuestas fue variable entre foliculos provenientes de diferentes donadores. Sin
embargo, en todos los casos, las respuestas eléctricas a la estimulacion
mecanica, correspondieron a corrientes entrantes asociadas con un aumento de la
conductancia, en el presente estudio a estas respuestas las denominamos
respuestas Inhec (corrientes idnicas generadas por estimulacidn mecanica). La
amplitud promedio de las Ine: fue de 248.5 + 223 nA en el total de foliculos que
generaron respuesta, la corriente mostré una desviacion estandar amplia
presentando corrientes en el rango de 15 nA a 2 uA, como puede ser observado
en el histograma de la Figura 9 donde fueron graficados el total de foliculos que
presentaron respuesta In.. dentro de los diferentes rangos de amplitud

especificados.

A VA
| 200 nA
100 nA 5s

§s

T T

100 nA | 200 nA

20s 20s

Figura 10. Respuestas I. tipicas. Los trazos superiores en A y B muestran corrientes Iec
activadas por la pipeta de eyeccion y el paro de flujo respectivamente. Los trazos inferiores
ejemplifican la consistencia de la respuesta ante estimulo repetitivo durante una ventana temporal
de aproximadamente 5 minutos.




Las variaciones en la amplitud de /. observadas no parecen tener correlacion
clara con la temperatura, ni con cambios en la osmolaridad del medio externo, sin
embargo, fue notorio que la generacién de Iy coincidié en la mayoria de los

casos con foliculos que presentaron corrientes Fi, de mas de 300 nA (ver seccion
g.1)

b) Cinética de activacion de la I e

Un segundo parametro de /e que presentd marcada variabilidad fue su cinética,
en general las respuestas mecanicas presentaron un retardo de varios segundos
(1.5-10 s) independientemente del método utilizado para su activacion, sin
embargo, su generacion presentd variaciones claras en el proceso de inactivacion
y en la presencia de 1 6 2 componentes. Las variaciones anteriores dependieron
claramente del método utilizado para su generacion (ver Figura 10), por ejemplo,
respuestas con 1 componente y de inactivacion rapida (4 s) fueron generadas
principalmente utilizando el método de eyeccidn a través de una pipeta (método A)
(Figura 10A). Por otro lado, utilizando el método B de paro de flujo, las respuestas
generalmente presentaron dos componentes en las cuales, el primero no presentd
inactivacién o fue de cinética mas lenta (de varios segundos) (Figura 10B),
mientras que un segundo componente presentd caracteristicas similares a la
respuesta generada por el método de eyeccion y correspondié temporalmente con
el reinicio del flujo. Estas diferentes cinéticas de activacion de Imec estan ilustradas
en los ejemplos de la Figura 11. Es importante notar que en general, el primer
componente en las corrientes generadas por el método B permanece activo por el
tiempo que el flujo fue interrumpido, mientras que los componentes que coinciden
con cambio en el grado de flujo ya sea por el método A, o en el reinicio del flujo
por el método B, fueron de naturaleza transitoria.

Los foliculos estudiados presentaron ademas diferencias en las amplitudes de los
dos componentes, existiendo foliculos que generaron Iy con los dos
componentes de similar amplitud (ver Fig. 11), o que solo presentaron

principalmente uno de los dos componentes (foliculos de 11 ranas). Estos



resultados sugieren que la generaciéon de los diferentes componentes de las

respuestas correspondieron a mecanismos de activacioén independientes.

=

° 4

Figura 11. Variabilidad cinética de la I,,.. producida por los métodos empleados para su
activacion. Los trazos en A, y B muestran ejemplos tipicos de respuestas producidas utilizando el
método A de eyeccion (sefializado por la flecha) mientras que C y D corresponden con /pec
generadas por paro de flujo (durante el tiempo sefalado por la barra superior).

c) Papel de las células foliculares (c.f.) en la generacion de I

Las respuestas eléctricas producidas por diferentes estimulos en el foliculo
de Xenopus podrian ser generadas en el ovocito per se o en las células foliculares
(c.f.). Cuando estas sefales son monitoreadas a través de un arreglo que
involucra la implantacion de electrodos en el ovocito, es necesario discernir el
origen de las respuestas. Esto es debido a que el acoplamiento eléctrico existente
entre las c.f. y el ovocito provoca que las respuestas monitoreadas utilizando este
arreglo son en realidad el resultado de la sumatoria de las corrientes que se
generan en ambas membranas celulares (Arellano et al., 1996). Hasta ahora, los
métodos mas usados para discernir el origen de las corrientes en el foliculo, han
sido la eliminacién de las c.f. con técnicas enzimaticas o manuales (Miledi &

Woodward, 1989; Arellano & Miledi, 1993), y el bloqueo farmacoldgico de la



comunicacion eléctrica (Greenfield et al., 1990). Por ejemplo, es conocido que la
respuesta Fi, provocada por la aplicacion de ACh (Arellano & Miledi, 1993) o por
ATP (Arellano et al., 1998) se origina en las c.f., ya que la respuesta es eliminada
por completo en ovocitos defoliculados utilizando métodos tanto enzimaticos como
manuales, y también por la aplicacion de octanol, un agente que cierra las uniones
comunicantes en un gran numero de preparaciones celulares provocando su
desacoplamiento (Arellano & Miledi, 1995 ). Para identificar el origen celular de la
Inec registrada en foliculos e.t.r., realizamos experimentos en los cuales fue
eliminada la capa de c.f., o fue interrumpida la comunicacién eléctrica con la

perfusién de octanol.

Tratamiento con octanol. En esta serie de experimentos fueron utilizados foliculos
(n=3) que presentaron respuestas Ine. de 215 + 41.5 nA. Un registro tipico es
mostrado en la Figura 12, después de una serie de estimulos provocados con el
método de eyeccion A y que generaron la Inec control, el agente desacoplante
octanol fue aplicado (flechas en el registro) directamente en la solucion Ringer en
una concentracion de 1 mM. La respuesta Imec disminuydo de amplitud hasta
alcanzar valores de 36 + 4 nA. El curso temporal del decaimiento de la corriente
fue similar en los tres casos estudiados los cuales son resumidos en el grafico de
la Figura 13. En general, el octanol provocé una inhibicion de aproximadamente el
90% de la corriente control en alrededor de 4 min de aplicaciéon, misma que se

recupero hasta en un 83.2% durante el lavado (por 10 min) en solucién Ringer.
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Figura 12. Efecto de octanol sobre la respuesta I,,,... Ejemplo de un foliculo con respuestas /e
al estimular utilizando el método A de eyeccion, antes (registro control) y durante (inicio sefialado
por la flecha ) la aplicacion de 1 mM octanol, asi como su recuperacion parcial durante el lavado
(T en el segundo trazo) con Ringer normal.

Experimentos similares mostraron que en presencia de octanol la respuesta
mecanica estimulada utilizando el método B fue inhibida de forma semejante. Esto
ultimo es importante, ya que mostré que si bien las respuestas mecanicas podrian
presentar variaciones en los mecanismos de activacion, ambos componentes de la
respuesta requirieron de la participacion de las c.f. como lo demuestran las dos

técnicas utilizadas.

Defoliculacion. Foliculos de donadores que presentaron una robusta respuesta
Inec, fueron tratados enzimaticamente y las capas externas removidas utilizando
pinzas, la defoliculacién lograda por este medio provocéd la pérdida total a la
sensibilidad a estimulos mecanicos independientemente del método utilizado
(Figura 14). Fueron registrados 16 ovocitos defoliculados, de los cuales 14 no
mostraron respuesta mecanica, mientras que solo dos mantuvieron corrientes
menores a 30 nA. Los foliculos e.t.r. (n=17) de las mismas ranas presentaron una
Imec promedio de 247 + 130 nA.
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Figura 13. Curso temporal de la inhibicion de octanol sobre la Iiec. Los cuadros representan

la Imec Normalizada en condiciones control, y los circulos muestran el comportamiento de Imec en la
presencia de 1 mM octanol (aplicado en {). Cada punto representa el promedio de 3 foliculos de 2
ranas.
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Figura 14. Efecto de defoliculaciéon sobre I,... Las flechas indican la aplicacion de estimulos
mecanicos sobre ovocitos defoliculados utilizando el protocolo A. Previamente fue demostrada la
presencia de respuestas I en foliculos e.t.r. Las barras negras muestran también el tiempo de
aplicacion de ATP o ACh, en los ovocitos defoliculados fueron eliminadas tanto las corrientes Fi,
como la respuesta I e,




d) Bases idnicas de la Iyec

Para definir los iones que acarrean la corriente durante la generacién de /nec,
fueron realizados estudios de dependencia al voltaje de la corriente y de
substitucion idnica en el medio externo. La relacion que guarda la amplitud de /Imec
con respecto al voltaje transmembranal (relacién I/V) fue construida midiendo la
respuesta generada en 26 foliculos mientras se mantuvo el potencial en diferentes
valores en el rango de -120 a +20 mV como lo muestra la Figura 15A. Todos los
valores de amplitud obtenidos en los diferentes potenciales fue promediado y

graficado en la curva mostrada en la Figura 15B.
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Figura 15. En A. Mostramos la secuencias de estimulacion llevando al foliculo de —120 a 0 mV. En
B, curva I/V promedio obtenida de 25 foliculos. El E;,, se localiza alrededor de —20 mV, lo que
corresponde con el E;,, para CI".




Puede ser observado que la respuesta Inec invirtio de polaridad en potenciales
(i.e., potencial de inversion Ei,,) en el rango de —15 a —-25 mV, con un valor
promedio de -23.5 mV. La relacion I/V muestra una fuerte rectificacién en
potenciales negativos lo cual indica que existe un componente voltaje-dependiente
de la respuesta, sin embargo no fue explorado si esta dependencia fue debida al
comportamiento intrinseco de los canales o al mecanismo de generacion de /Inyec.
El valor del potencial de inversion de la corriente sugiere que el principal i6n
involucrado en la generacion de Iy fue el CI, dado que el potencial de equilibrio
(Eeq) para este ion en el foliculo de Xenopus es de alrededor de -20 mV (Arellano
& Miledi, 1993; Arellano et al., 1996), valor que es muy diferente a los E.q de los
demas iones importantes en la solucién Ringer como K* con un valor de -100 mV,
el de Na* de +50 mV, y el de Ca** de alrededor de +60 mV.

Para confirmar esta sugerencia realizamos experimentos en donde los principales
iones en la solucion Ringer fueron substituidos. En general, estas substituciones
resultaron en la modificacién de la amplitud de las respuestas /e . Por ejemplo, el
cambio mas dramatico fue la eliminacion total de la respuesta (2 foliculos de 1
rana) cuando todo el CI" en la solucién Ringer fue substituido por iones SO,
Este efecto no es predicho por la ecuacion de Nernst ya que lo esperado es un
corrimiento del potencial de inversion (Ei) hacia valores positivos. Efectos
similares de la eliminacion de Inec fueron provocados por otros cambios de iones
en el medio, por ejemplo, la substitucion de Na* por NMDG" (2 foliculos de 1
rana), y en los cambios en la concentracion de Ca®* (ver seccion siguiente). Estos
resultados parecen indicar que el mecanismo de generacion de la respuesta Imec
tiene un factor sensible a los cambios de ambiente idnico, efecto que no fue
explorado con mas detalle. Sin embargo, es claro que la corriente presenté pocos
cambios al substituir todo el Na* por K* en el medio extracelular (5 foliculos de 2
ranas) lo cual indicaria que el Na* no es necesario para la generacién de la
corriente. Resultados de modificacion del Ej,, por substitucion de CI° fueron
observados en 4 foliculos al substituir solo el 50% del CI" en la solucién Ringer por
iones SO4%, en estos casos el potencial de inversion cambié de los valores control

de -24 mV a valores cercanos de 0 mV, sin embargo, aun la disminucién del 50%



de CI afecto de forma importante la amplitud de la respuesta. Resultados mas
consistentes fueron observados al substituir por diferentes aniones al CI° (7
foliculos de 3 ranas), en estos casos la eliminacion de la respuesta no existio o fue
menor y en general iones como |y NO3™ provocaron un cambio del Ej,y de Inec @
valores mas negativos (-60 mV y -48.5 mV, respectivamente) (Figura 16). Estos
experimentos fueron realizados controlando el voltaje de los foliculos en diferentes
valores (-60, -30, -20 y 0 mV) mientras se provocé la generacion de /Inec €n
soluciones donde fue substituido todo el NaCl por Nal y NaNOs . Los resultados
indicaron que estos iones permean mejor a través de los canales activados,

reforzando la idea de que durante /e fueron activados canales aniénicos.

I(nA)
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Figura 16. Curvas I/V de I, en soluciones donde el CI" fue substituido por I'. Circulos negros,
foliculos estimulados en RN. Circulos vacios, respuestas activadas en presencia de una soluciéon
donde fue subsittuido el NaCl por Nal.

e) Papel de Ca** en la generacion de Imec



Efecto de variaciones en la concentracion de Ca®* extracelular. En varios
sistemas celulares sensibles a estimulos mecanicos, los mecanismos de
respuesta incluyen eventos que dependen del influjo de Ca?* extracelular hacia el
citoplasma (Romero & Romero, 1999; Shen et al., 2003). Este influjo, en algunos
casos, ha sido mostrado que involucra la apertura de canales mecanosensibles
permeables a este importante cation (Zhang & Hamill, 2000). La expresién
endogena de canales mecanosensibles en la membrana del ovocito de Xenopus
es bien conocida (Methfessel et al., 1986) y ha sido utilizado como modelo para el
estudio de estas moléculas (Hamill & Martinac, 2001). Los canales
mecanosensibles del ovocito son permeables a Ca?* y podrian estar implicados en
la generacién de las respuestas Imec. Si esta hipotesis es correcta las variaciones
de Ca®" extracelular provocarian cambios en la amplitud de la corriente estimulada
mecanicamente, por lo cual realizamos experimentos en los cuales estimulamos
los foliculos en ausencia de Ca®" (substituido por 11.8 mM Mg®"), y en una

solucion conteniendo 11.8 mM Ca?*.

Ca® 11.8mM

Mg? 11.8 mM 20s
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Figura 17. Efecto de alto y cero calcio extracelular sobre I, Las lineas horizontales indican el
tiempo de aplicacion de las dos soluciones en A y B. En estos experimentos no fue observado un
efecto importante durante los cambios en la concentracion del calcio extracelular en la I,
resultados similares fueron obtenidos en dos foliculos.




Los protocolos tipicos de estos experimentos son mostrados en las Figuras 17-18,
y consistieron en registrar la respuesta control /. provocada por alguno de los
métodos descritos, después la solucion externa fue reemplazada por soluciones
conteniendo cero o alto Ca?*, observando las modificaciones en la amplitud de la
corriente en estas soluciones de prueba. De un total de 10 foliculos en alto Ca** y
de 8 en baja concentracion fueron obtenidos los valores mostrados en la grafica

de la Figura 19.
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Figura 18. Efecto de calcio extracelular sobre I, Se ilustran las respuestas en un foliculo
donde el cambio de la concentracidon de calcio extracelular en B provocd disminucién de la
respuesta. Este efecto fue observado en un total de 7 foliculos. En A no se observa un efecto
importante.

En resumen, los foliculos en alto Ca** mostraron en el 90% de los casos, un
aumento en la corriente de aproximadamente el 20 + 10.83% del valor control,
mientras que las respuestas registradas en bajo Ca?* mostraron una disminucion
del 56 £ 21%. Sin embargo, en algunos experimentos (2 foliculos los cambios en
amplitud de la Inec NO fueron consistentes con este comportamiento, observando
que aumento o disminucion de Ca®* provocé cambios opuestos, es decir el
aumento de Ca®" provocd disminucién de la corriente y la eliminacién de Ca®*
generd6 un aumento de Ine.. Estos ultimos resultados parecen coincidir con

aquellos en donde un cambio en la composicion de diferentes iones



extracelulares, tiene efectos en la amplitud de la corriente. En conjunto los
resultados apoyan la idea de que el Ca®" extracelular podria tener un efecto
modulador sobre la corriente /e pero no parece ser un ién fundamental para la

generacion de la respuesta.

Corriente

11.8 mM 11.8 mM
MgCl, CaCl,

Ringer normal

Figura 19. Amplitudes promedio de la I, obtenida en soluciones conteniendo bajo y alto

calcio.

Papel del Ca®" intracelular. Con la finalidad de corroborar los resultados
anteriores, la siguiente serie de experimentos fue disefiada para evaluar en forma
mas directa si un aumento del Ca?* intracelular podria tener algin papel en la
generacion de Ine.. Para estos experimentos fue utilizada una metodologia que ha
mostrado ser eficiente en la eliminacion de corrientes dependientes de Ca* en el
ovocito; principalmente de la corriente de CI” dependiente de Ca?* activada a
través de receptores de membrana o de la apertura de canales de Ca**
dependientes de voltaje (Arellano et al., 1996). El método consiste en inyectar un
quelante de iones Ca?* en el interior del ovocito a través de una micropipeta, esta
substancia quelante evita el aumento de la concentracién de Ca*" libre en el
citoplasma con la suficiente rapidez para eliminar respuestas que requieren de
este ion como segundo mensajero. Por ejemplo, se ha mostrado que la

estimulacién con acido lisofosfatidico contenido en el suero (Miledi, 1982) genera



en el ovocito una corriente de CI” dependiente de Ca®*. En este caso la aplicacién
del suero activa receptores enddgenos en la membrana que estimulan la
liberacion de calcio desde reservorios intracelulares, generando la corriente
oscilatoria tipica del ovocito. Una vez cargados los ovocitos con EGTA la misma
aplicacién de suero no es capaz de provocar la respuesta, lo cual es debido a la
imposibilidad de un aumento de Ca®* (Miledi & Parker, 1984)). Estos mismos
efectos pueden ser obtenidos estimulando otros receptores endégenos como los
de angiotensina Il o activando canales de Ca?* dependientes del voltaje (Miledi,
1982; Miledi & Parker, 1984). Experimentos similares fueron efectuados
registrando la respuesta Ine, €n los mismos foliculos, antes y después de ser
cargados con EGTA. Un ejemplo de estos experimentos es ilustrado en la Figura
20, en el trazo se puede observar la respuesta Inec control, y su generacion
después de que el foliculo fue cargado con EGTA (ca. 500 pmol) a una
concentracion similar o mayor a la necesaria para eliminar respuestas
dependientes de Ca?*, en todos los casos estudiados (3 foliculos) el cargado de

EGTA no eliminé la respuesta Inec.
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Figura 20. Efecto de EGTA intracelular sobre I,.... Las flechas indican la inyeccion intracelular
de EGTA mediante una micropipeta. Las respuestas mecanicas fueron estimuladas cada 120 s
utilizando el método A. En los primeros 70 segundos del registro se observa que la corriente basal
oscila (asterisco negro), esto es debido a la corriente espontanea de CI denominada I¢yca), que fue

eliminada segundos después de la inyeccion del EGTA.

De forma importante, en el mismo registro se observa la disminucién de una

corriente entrante basal que disminuye substancialmente durante el proceso de



cargado con EGTA (indicado por las flechas) con el quelante, es comun que los
ovocitos presenten una corriente basal de este tipo, debido a un nivel elevado de
activaciéon de corrientes dependientes de Ca®*, el efecto de EGTA sobre esta
corriente se evidencié por la disminucion de la corriente oscilatoria observada
como ruido basal durante el trazo previo a la inyeccién del quelante. Estas
observaciones muestran claramente que el cargado con EGTA elimind
eficientemente corrientes que dependen del Ca®* intracelular, y que en los mismos

foliculos la /¢ NO fue afectada.

f) Bloqueo de canales mecanosensibles

Aun y cuando la poco probable participacién de Ca’* en la generacion de /Imec
quedd sustentada con el resultado de los experimentos referidos en el apartado
anterior, y la naturaleza anionica de la corriente, fue necesario realizar un estudio
farmacoldgico que pudiera ayudar a definir un posible papel de la activacion de
receptores mecanosensibles durante el mecanismo que genera la respuestas.
Para esto, utilizamos como herramienta farmacoldgica al catién trivalente La** que
ha mostrado ser un bloqueador efectivo de varios canales mecanosensibles, y en
especial los canales nativos del ovocito de Xenopus (Hamill & Martinac, 2001). En
estos experimentos la respuesta /ec fue generada en la ausencia y en presencia
de La* en concentraciones de 10 a 100 uM. En dos casos estudiados la
perfusion de La>* inhibié parcialmente (40%) la generacion de Imec, Sin embargo,
en concentraciones supramaximas de bloqueo de canales mecanosensibles (100
uM ) fue incapaz de bloquear la respuesta (Figura 21). Este resultado corroboré
que la activacion de canales mecanosensibles no fue fundamental para la

generacion de Imec.
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Figura 21. Efecto de La** sobre la generacion de I... Los trazos muestran respuestas /.
superimpuestas en condiciones control y en la presencia de dos concentraciones maximas de La>*,
los registros controles de cada caso corresponden a las respuestas previas producidas en Ringer
normal.

g) Interacciones de la corriente folicular F;, con la respuesta I .

La caracterizacion de corrientes aniénicas en el foliculo de Xenopus ha sido tema
de investigacién por varios afos, esto debido a varios factores, principalmente a la
pertinencia del ovocito y el foliculo como modelos celulares, y a su uso como
sistema de expresion a través de la inyeccidn del RNA mensajero que codifica
para diferentes proteinas. De esta forma se tiene informacién de varios de los
tipos de canales aniodnicos que se encuentran de forma nativa en las membranas
del foliculo, por ejemplo, es conocida la expresion de canales de CI" dependientes
de Ca** en la membrana del ovocito (Kusano et al., 1982), de canales de CI
sensibles a voltaje (Miledi & Parker, 1986, 1987), y de canales de CI
independientes de Ca?* en la membrana de las células foliculares (Arellano &
Miledi, 1993). En esta ultima categoria estan incluidos canales de CI cuya
apertura genera una corriente rapida y transitoria que fue denominada Fi, y que se
activa por la estimulacion de receptores a ACh (Arellano & Miledi, 1993) tipo
muscarinico o de receptores purinérgicos (Arellano et al., 1996, 1998). La
siguiente serie de experimentos fue desarrollada para conocer la posible relacion
que guarda la activacion y caracteristicas de la corriente Fi, con aquellos

responsables de la respuesta Imec, ya que como veremos mas adelante la similitud



de las caracteristicas de estas dos corrientes sugiere la activacion de un tipo

comun de canal anidnico.

g.1) Paralelismo entre la expresion de Fi, e Inec en foliculos de un mismo

donador.

Los 196 foliculos estudiados fueron estimulados para evaluar la presencia de
corrientes Fi, mediante la aplicacion de ACh o ATP (100 uM). La ACh fue aplicada
a 128 foliculos (65%), de estos la Fi, fue generada en 95%, presentando una
amplitud promedio de 369 + 288 nA, distribuidas en el rango de 25 nA a 2.4 uA.
Por su lado, el ATP (Figura 22) fue aplicado a 136 foliculos, de los cuales el 89%
mostraron respuestas con un promedio de 369 + 300 nA, en el rango de 30 nA a
1.9 vA. Del total de datos es claro que aquellos foliculos que presentaron las
amplitudes mayores de respuesta F, a ACh o ATP generaron también respuestas
Inec de mayor amplitud. Por ejemplo, foliculos (n=6) con amplitudes promedio de
Fin provocada por ATP de 421 + 59 nA, presentaron una /e promedio de 225 + 96
nA, mientras que foliculos (n=6) con una Fi, promedio de 198 + 44 nA presentaron
una baja respuesta /nec de 71 + 29 nA.

También, la baja expresidon de respuestas Fi, puede ser inducida por el
mantenimiento de los donadores por debajo de los 15 °C (datos no reportados del
laboratorio), utilizando donadores mantenidos en estas condiciones la generacion
de respuestas Inec también fue reducida de forma importante registrando
corrientes no mayores a 20 nA en 4 foliculos de 2 ranas. En conjunto estos datos
sugieren un paralelismo entre la disponibilidad de los canales Fi, y la eficiencia con

que las respuestas /e fueron generadas.

Propiedades electrofisiolégicas comunes entre las respuestas Fi, € Imec. Al igual
que las corrientes /e en este estudio corroboramos los datos que muestran que

el Ein, de la corriente Fiy en soluciones Ringer normal fue de alrededor de —25 mV

(Figura 24), tal y como ha sido mostrado en trabajos previos (Arellano & Miledi,



1993; Arellano et al., 1998), también experimentos realizados en soluciones donde
el NaCl fue substituido por las sales correspondientes de Iy NO3™ mostraron que
el Ei,y se recorri6 a valores mas negativos (alrededor de -60 mV y -40 mV
respectivamente), indicando que al igual que los canales de Inec, l0s involucrados
en Fi, también fueron mas permeables a estos aniones (Arellano et al., 1998)
(Figura 23).

Ademas de la correspondencia en el grado de expresion de las dos respuestas en
el mismo foliculo y de la similitud en la permeabilidad para diferentes aniones,
otras similitudes entre las respuestas Fi, € Inec incluyen: 1) la dependencia de las
dos respuestas a la comunicacidn entre ovocito y células foliculares, es bien
sabido que las corrientes Fi, son de origen folicular (Arellano & Miledi, 1993), y en
el presente trabajo mostramos que las respuestas Imec requieren del acoplamiento
entre estos dos tipos celulares (secc. C). 2) las dos respuestas no dependen para
su generacion de un aumento en la concentracién de Ca®* intracelular (secc. D), y
3) las respuestas tienen una cinética semejante principalmente en los parametros
relacionados con retardo de generacion en la respuesta y activacion. Todas estas
caracteristicas comunes sugirieron que existe una relacion de identidad entre los
canales de CI responsables de la respuesta Fi, y los de la Inec, la siguiente serie
de experimentos fue disefiada para analizar con mayor detalle y de forma mas

directa si esta relacion es verdadera.

ATP 100 1M
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Figura 22. Activacion de F;, por ATP . Corriente F;, tipica en un foliculo e.t.r. estimulada por
ATP. La barra superior sefala el tiempo de perfusion del agonista.
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Figura 23. Curvas corriente-voltaje de F;, activada por aplicacion 100 uM de ATP. F,
generadas en foliculos en presencia de Ringer normal (circulos negros) o Ringer NO; (circulos
vacios). La grafica muestra los promedios de las amplitudes de corriente en ambas soluciones para
los tres potenciales de mantenimiento.

g.2)- Interaccion de la respuesta I con F;, activada por ACh o ATP

Si el planteamiento anterior sobre la identidad comun de Inc Y Fin €s cierta, la
primera pregunta que tratamos de resolver fue saber si existen puntos comunes
en los mecanismos de activacion de ambas corrientes (ademas de su
independencia a Ca?'), que nos permitan sugerir un mecanismo comun de
generacion. Es sabido que la interaccion en las cascadas de sefalizacion es algo
comun sobre todo cuando son activados mecanismos convergentes, asi por
ejemplo, en el mismo foliculo ha sido observado que receptores acoplados a
fosfolipasa C presentan potenciacion cuando son activados en niveles

subumbrales (Miledi et al., 1989), y la facilitacién farmacolégica de la via de



sintesis o degradacion de AMPc tiene efectos importantes en la activacion de
corrientes de K* que son activadas por esta via (Arellano et al., 1996). De forma
semejante, hemos realizado experimentos de coaplicacion de alguno de los
agonistas de Fij,, ACh o ATP, con la generacién simultanea de /Inec. Por lo tanto, si
existe convergencia de las sefiales que activan a una y otra respuesta es de

esperarse que se observen cambios sobre Imec durante su cogeneracion.

Inhibicién de Inec por Fin. El resultado mas claro de interaccion fue observado en
la mayoria de los foliculos (n>100) que fueron probados con 10-100 uM de ACh o
ATP en donde la generacion de Fi, produjo una fuerte (100%) y prolongada (2-4
min) inhibicion sobre Inec. Este tipo de experimentos es ilustrado en el trazo de la
Figura 24 los foliculos que presentaron generacion de Inec regularmente
responden en el momento de cambiar la solucion de RN a Ringer conteniendo el
agonista por que esta maniobra implica el paro de flujo (método B) por 3-6
segundos, en este lapso entonces se generd una respuesta /Iy, de forma
inmediata a la generacion de la respuesta mecanica fue activada la corriente Fi,
que alcanzo un pico y presentd inactivacion en presencia del agonista. Durante el
cambio de el Ringer conteniendo el agonista al RN (lavado), maniobra que implicé
un segundo paro de flujo, la corriente I fue eliminada por completo en la
mayoria de los casos, este efecto fue independiente del agonista utilizado para la
activaciéon de Fi,, y sugiere fuertemente una interaccion entre los mecanismos de
activacion que llevan a la apertura de los canales responsables de las respuestas
Fin € Inec.

Es notorio que la inhibicion completa de la respuesta /e €S observada aun y
cuando la corriente F, no se ha inactivado por completo, esto sugiri6 que el
mecanismo de inactivacion de los canales de CI" no es el unico mecanismo
implicado en el proceso de inhibicibn de la respuesta mecanica. Resultados
semejantes fueron obtenidos en 61 foliculos de 27 donadores y fueron
independientes del agonista utilizado (ACh o ATP) para la activacion de Fi,. En

conjunto el resultado de estos experimentos muestran que existe una clara



interaccion entre los mecanismos celulares que subyacen a las respuestas Fi, e

Imec -

ATP 100 1M
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Figura 24. Inhibicion de I, producida por la aplicacion de 100 uM ATP. Respuestas /e
fueron activadas mecanicamente utilizando el método A, el pulso de estimulacién fue aplicado 100
ms después de los pulsos a -40 mV cada 60 s. F;, fue activada por la aplicacién de ATP (indicada
por la barra), este cambio de solucion generé una corriente I, sefialada con la flecha hacia arriba.
Los estimulos mecanicos continuaron durante el desarrollo de la F;, , sefialados por los pulsos a -
40 mV, y es notoria la inhibicion producida sobre la I durante la fase de inactivaciéon de la
corriente F;, estimulada por el agonista.

Potenciacion de las respuestas Inec por Fin. Un segundo tipo de interaccion entre
los mecanismos de activacion de las corrientes en estudio fue la potenciacion de
las respuestas Inec durante o después de la generacién de F, . Cuando las
respuestas, tanto In.c como Fi,, fueron activadas con estimulos subumbrales
existié un periodo en el cual fue observada una clara potenciacion de la respuesta
Inec, €stos resultados son ilustrados en la Figura 25. De forma semejante a los
experimentos descritos en el apartado anterior, la respuesta /.. fue generada
aplicando un pulso de eyeccidn, en esta ocasién el estimulo fue de baja intensidad
y provoco una respuesta de pequefa amplitud, después del registro control de
esta respuesta fue aplicado en el medio 1 uM de ACh o de ATP, concentracion
que esta alrededor de la dosis media de activacion de los agonistas para Fi,
(Arellano et al., 1998, 1999). La amplitud de la respuesta /I durante la

generacion de Fi, presentd de forma consistente dos efectos. Primero, durante la



fase de activacion de Fi, la respuesta Iy fue potenciada hasta por mas de 10
veces como es el caso del ejemplo mostrado, segundo, durante la fase de
inactivaciéon de la corriente Fj,, nuevamente la respuesta Iy fue inhibida,
sugiriendo otra vez que el efecto de inhibiciéon podria no ser solamente debido a la
inactivacion de los canales anionicos. Resultados semejantes fueron obtenidos en

3 foliculos de 2 ranas.
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Figura 25. Potenciacion de I, durante el pico de activacion de la F;,. La respuesta /. de
baja intensidad fue activada en forma semejante a los experimentos de la figura 24. La cuarta
estimulaciéon mecanica (flecha) fue aplicada en la primera fase de generacién de la F;, por ACh, y
ésta resultdé en una respuesta I, potenciada varias veces en amplitud. Posteriormente la
respuesta mecanica sufrié una fuerte inhibicién y no se recuperd hasta después de 5 minutos de
lavado. La concentracion de ACh utilizada fue de 1 uM para evitar una rapida inactivacion de la
corriente Fi,.

Un segundo tipo de potenciacién de Inec fue observado en varios foliculos (n=5, 3
ranas) después de la aplicacion de ACh o ATP y de la consecuente generacion y
lavado de la respuesta Fi,, estos resultados son ilustrados en la Figura 26. El
trazo muestra la respuesta de un foliculo ante la aplicacion de 100 uM ATP
mientras que un estimulo mecanico fue aplicado cada 60 s, puede observarse que
después de la corriente Fin la respuesta /e fue potenciada 160% y permanece en
estos valores por varios minutos, esto sugiere que la activacién de las vias
promovidas por los agonistas tiene efectos de largo duracion sobre los

mecanismos de activacion de /inec.



En conjunto estos resultados muestran la existencia de interacciones entre los
mecanismos de activacion de ambas corrientes y sugieren mecanismos de

sefalizacion convergentes.

ATP 100 uM

Figura 26. Potenciacion de I,. por F;,. Los numeros indican respuestas mecanicas provocadas
por paro de flujo por el tiempo sefalado con la barra correspondiente arriba del trazo. ATP fue
aplicado también por el tiempo sefialado por la barra en la parte superior. En el trazo control
durante el inicio de la perfusiéon (estimulo 1) fue generada una [, de amplitud baja.
Posteriormente, durante la fase de inactivacion de F, el estimulo mecénico (2) no provoco
respuesta debido a la inhibicién por el transmisor. Sin embargo durante el lavado, la I.e S€
recuperod y se mantuvo potenciada con respecto al control (3-4).

h) Evidencias experimentales para un posible mecanismo de generacioén de

Imec: La liberacion mecanosensible de ATP

Los resultados presentados hasta aqui muestran que la estimulacién mecanica, a
través de dos métodos diferentes, parece activar los canales de CI" responsables
de la corriente folicular llamada Fij,. También, los resultados sugieren que los
canales mecanosensibles en la membrana del ovocito no participaron en la
generacion de la respuesta mecanica por lo que las vias de activacion
permanecen por ser esclarecidas. La hipotesis mas directa es que los mismos
canales de CI" sean sensibles a la estimulacion mecanica, sin embargo, se

observé consistentemente que las respuestas I, presentaron un retardo



considerable (varios segundos) entre el estimulo y el inicio de la respuesta,
comportamiento que es incompatible con un mecanismo directo que ocurre en el
orden de microsegundos (en el caso de canales catidnicos mecanosensibles). El
retraso de la respuesta sugirio la participacién de mecanismos intermediarios, que
involucraran tanto posibles transmisores como vias de sefalizacion. La
interaccion de Inec con los mecanismos de generacidon de Fi, apunté a la
posibilidad de que la sensibilidad mecanica fuera debida a la liberacion de alguno
de los agonistas que la activan. En este sentido, es sabido que la liberacién de
ATP promovida por estimulos mecanicos ocurre en varios tipos celulares y
funciona en muchos de ellos como una importante molécula senalizadora (Cao et
al., 1997; Guthrie et al., 1999.). De hecho como fue anotado en la introduccioén, ha
sido demostrado utilizando varios métodos, que existe la liberacion de ATP
mecanosensible desde el ovocito de Xenopus (Maroto & Hamill, 2001). Siguiendo
este razonamiento los siguientes experimentos fueron disefnados para obtener
informacion acerca de una posible participacion de ATP durante la activacion de la
respuesta /nec.

Los experimentos fueron disefiados para bloquear la respuesta mecanica en dos
puntos esenciales de un hipotético mecanismo que involucra una sefal
purinérgica. En el primero, receptores purinérgicos fueron bloqueados utilizando
el antagonista suramina, un bloqueador inespecifico de receptores purinérgicos.
Segundo, la concentracion de ATP fue disminuida en el medio extracelular por la
perfusidon de la enzima (ectoATPasa) apirasa, que ha mostrado su efectividad en
bloquear respuestas debidas a ATP en varios sistemas celulares a través de la
degradacion enzimatica del transmisor (e.g., Kapojos et al., 2004.)

Los trazos mostrados en la Figura 27 ilustran el efecto provocado por la aplicaciéon
de suramina 100 uM durante la generacion de /ne.. Como puede ser observado,
la respuesta In.c fue inhibida de forma potente durante la aplicacion del
antagonista y la respuesta Inec Se recuperd solo varios minutos después del
lavado en RN. Al igual que la Inec, la respuesta F, activada por ATP fue inhibida
por suramina tal y como habia sido mostrado anteriormente (Arellano et al., 1998).

Un total de 4 foliculos de 2 donadores mostraron resultados semejantes.
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Figura 27. Efecto de suramina sobre I,,... En el registro 1, se muestra que suramina (100 uM)
inhibe la respuesta mecanica provocada por el método de paro de flujo. Después de dos
estimulaciones control, el foliculo fue perfundido con suramina, el paro de flujo al cambiar la
solucion a una que contiene ademas ATP no provoca la respuesta mecanica esperada (asterisco).
La corriente F;, activada por ATP, también disminuye 50% en presencia del bloqueador, esto es
mas evidente al comparar con el registro 2, que corresponde con el registro control del mismo
foliculo en ausencia de suramina de la respuesta I, (asterisco) y la F,. En el registro 3,
observamos nuevamente la inhibicion completa de [, utilizando otro protocolo y una
concentracion mayor de suramina. Después de la segunda estimulacion por paro de flujo, la
solucion fue intercambiada por una conteniendo suramina. Los tridngulos en negro sefalan
estimulos mecénicos por paro de flujo semejantes a los aplicados en las respuestas control, en
esta ocasion sin embargo, las respuestas fueron inhibidas y permanecen asi por algunos segundos
después de comenzar el lavado, la ultima estimulacibn muestra ya un grado de lavado de la
inhibicion.

Los registros en la Figura 28, muestran que en forma similar a los efectos
provocados por suramina, la aplicacion de apirasa en una concentraciéon de 5
unidades/ml provocd una inhibicion del 98.1 + 1.5% de la respuesta /Inec (3
foliculos, 2 ranas). Para ambos farmacos es importante resaltar el hecho de que
la inhibicion ocurrié sobre las corrientes provocadas por cualquiera de los dos

métodos utilizados para la estimulacién mecanica.



Apirasa 5 unit/ml

*
| | I ] INEY
w LV’" v . b I5I

Apirasa 5 unit/ml

* * * *
 — W P ] | I J I

|1UU nA

20s

Figura 28. Efecto de apirasa sobre I.. La barra superior indica el tiempo de aplicacion de
apirasa, el cual fue de 240 segundos aproximadamente. Los asteriscos negros indican los
estimulos mecanicos (paro de flujo) donde la respuesta mecanica esta inhibida en mas del 90% en
presencia de apirasa, y aun después del inicio del lavado. La corriente I, €s recuperada
aproximadamente dos minutos y medio posteriores al retiro de la aplicacion de apirasa.




DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que la estimulacion mecanica produce
respuestas eléctricas en el foliculo ovarico de Xenopus, a estas respuestas les
hemos llamado In... De forma inesperada, la participacion de los canales
mecanosensibles, que se encuentran en una gran densidad en la membrana del
ovocito (Yang & Hamill, 2000), parece no tener un papel central en la generacion
de estas respuestas. La similitud de las caracteristicas biofisicas de la respuesta
mecanica con las respuestas Fi,, descritas previamente, sugiere que las
respuestas Inec, fueron generadas a través de mecanismos comunes. La primera
posibilidad que surge es que los canales i6nicos que dan origen a F, son
sensibles al estimulo mecanico, esto implicaria un mecanismo directo de
activacion. Esta idea puede ser descartada a la luz de varias evidencias
mostradas en el presente trabajo, sin embargo la mas contundente en cuanto al
mecanismo de activacion es el hecho de que I presenta retardos considerables
(en algunas ocasiones de varios segundos), que no son compatibles con
mecanismos de mecanosensibilidad directa los cuales se encuentran en el orden
de microsegundos. Esta observacion sugiere mas bien que las respuestas /ynec SOn
generadas a través de un mecanismo mas complejo en el que posiblemente se
encuentren involucrados varios elementos. Antes de discutir estos posibles
elementos, es preciso dejar asentadas las caracteristicas que muestran que los
canales responsables de Inec, son los mismos que los activados durante la

generacion de la respuesta Fin.

Papel de las células foliculares

Una de las diferencias mas importantes entre nuestro estudio y los reportados
previamente sobre corrientes mecanosensibles en Xenopus laevis (Yang & Sachs,
1989; Lane et al., 1991; Wilkinson & Hamill, 1998; Zhang & Hamill, 2000 ), es que
en éste, la unidad funcional conformada por las células foliculares y el ovocito, fue
registrada manteniendo su estructura y comunicacién fisiolégica (i.e., estudio en

foliculos). Como en otros estudios de este tipo (Arellano & Miledi, 1993; Arellano et



al., 1996), las respuestas eléctricas registradas en el foliculo pueden tener su
origen tanto en las células foliculares como en el ovocito. Esto se debe al intenso
acoplamiento eléctrico a través de uniones comunicantes entre los dos tipos
celulares, por lo tanto el registro de corrientes transmembranales que se realiza
insertando electrodos en el ovocito, monitorea no solo la membrana del ovocito
mismo sino también la de las células foliculares. Es entonces claro que una de las
primeras consideraciones en estudios de este tipo es el de reconocer la
localizacion de los diferentes elementos que generan la respuesta. Aqui,
demostramos que las respuestas Inec requieren para su generacion de la
presencia de las células foliculares y de su acoplamiento con el ovocito. Esto fue
evidenciado por la ausencia de respuesta mecanica en ovocitos a los cuales les
fue removida la capa de células foliculares, asi como con los experimentos en los
cuales los foliculos fueron expuestos a octanol, un agente desacoplante. Estos
resultados son la primera caracteristica que comparten las respuestas Imec y las
corrientes F,, ambas corrientes parecen depender de la comunicacion entre los
dos tipos celulares. Aun y cuando estos resultados demuestran el requerimiento
para la generacion de Inec de mantener la unidad funcional, células foliculares-
ovocito, aun no podemos discernir por completo la localizacion de todos los
eventos que participan en las respuestas. Estos resultados, sin embargo, en
conjunto con los datos que discutimos en las secciones siguientes, parecen indicar
que al menos el canal involucrado en la respuesta /e, €n semejanza al de Fi,, se

localiza en la membrana de las células foliculares.

Bases idnicas de la /¢

Ademas del requerimiento de la capa de las células foliculares para la generacion
de la respuesta Inec, €sta también muestra un potencial de inversion similar al
mostrado por la corriente Fi,, las dos corrientes invierten en un potencial cercano a
-25 mV. Este potencial corresponde con el de equilibrio para iones CI', y ha sido
mostrado que las respuestas Fi, cambian su potencial de inversidon segun lo

predicho por la ecuacion de Nernst dependiendo de la concentracion de CI



extracelular (Arellano et al., 1998). Experimentos semejantes de substitucion de
iones CI" por un anion impermeable y sus efectos sobre la Imec resultaron
infructuosos. La razén de esto es que la corriente /6. mostré una gran labilidad
en cuanto es modificado el ambiente idnico extracelular. El mecanismo de este
comportamiento no puede ser explicado por el momento, sin embargo es claro que
la generacidn de la respuesta In.. depende de las concentraciones ionicas
extracelulares de varias especies, incluyendo el mismo ién CI', pero no solamente,
ya que la substitucién del Na* por NMDG" provocé efectos similares de inhibicion
sobre la Imec. Sin embargo, de forma importante, y que no deja a lugar a dudas de
la naturaleza anidnica del canal, es el hecho de que otras substituciones anidnicas
mostraron la secuencia de permeabilidad siguiente: I'™>NO3;>CI" , esta secuencia
es idéntica a la reportada para la corriente Fi, (Arellano et al., 1998). Lo cual
representa la segunda similitud importante entre estas dos respuestas y permite

postular que el canal de CI" implicado en ambas corrientes es el mismo.
Papel de Ca** enla generacion de /.

Los resultados obtenidos modificando las concentraciones extra e intracelulares
de Ca®* en el foliculo demuestran que la generacion de la Imec NO es dependiente
del aumento de Ca*" intracelular. Sin embargo, como se ha comentado con
anterioridad, observamos variaciones en la amplitud de Inec en las diferentes
concentraciones de Ca?* usadas en la solucién de prueba, cabe preguntarse si el
proceso de activacion de Imec presenta una modulacion por Ca®* en algun punto de
su via de generacion. Sin embargo, resultados de experimentos de quelacion del
Ca?" intracelular demostraron que un aumento de este idn no es requisito para la
generacion de Ine.. En concordancia, también ha sido demostrado que el
mecanismo de activacion de la respuesta F, no es dependiente de la movilizaciéon
de Ca®" intracelular (Arellano & Miledi, 1993). Esto nos lleva a plantear que un
posible efecto extracelular de este importante cation podria ser de modulador de
otros procesos independientes de la activacion del canal, por ejemplo, la

mecanotransduccion de la sefial, la liberacion de un posible transmisor, etc.



Aparentemente, alguna region extracelular del mecanismo que censa o traduce la
sefal mecanica es al mismo tiempo muy sensible a cambios idnicos extracelulares
(e.g., fuerza idnica),un efecto que no ha sido observado en la Fi, Este efecto de
fuerza idnica podria explicar porque variaciones de diferentes iones tienen efectos
importantes sobre la amplitud de la respuesta /.. Sin embargo, es claro que la
respuesta no depende de calcio extracelular o intracelular, y seran necesarios
futuros experimentos que nos ayuden a esclarecer las bases de la sensibilidad al

ambiente idnico.

Interaccion de las respuestas I, con la F, activada por ACh o ATP.

Los resultados mostrados hasta ahora muestran que las caracteristicas intrinsecas
de los canales involucrados, tales como su selectividad y su permeabilidad, fueron
idénticas para las respuestas Imec Y Fin. Esto sugiere que las dos respuestas
comparten al menos la activacién de un canal aniénico comun. Con la finalidad de
saber si los mecanismos de activacidon podrian compartir algunos de sus
elementos, realizamos estudios de interaccion en los que las respuestas Imec
fueron estimuladas mientras las F, fueron generadas aplicando agonistas en el
medio extracelular. Es de esperarse que de existir algun tipo de interaccion entre
estas dos respuestas, su generaciéon se vera afectada segun el protocolo de
estimulacién utilizado. Asi, por ejemplo, fue observada una clara inhibicion de la
respuesta /e durante la fase de inactivacion de la respuesta Fi,, el curso temporal
de esta inhibicion fue comparable al periodo refractario de la misma corriente Fi,
(Arellano et al.,, 1998), lo cual sugiere que comparten los mecanismos
relacionados con la inactivacién de la corriente y su recuperacion. Por otro lado, la
activacion parcial de los mecanismos de estimulacion de Fi, al perfundir bajas
concentraciones de ACh, provocaron una clara potenciacién de la respuesta Inec.
Este resultado sugiere dos conclusiones importantes: 1) Los mecanismos de
activacion de los canales de CI", al menos en parte, son compartidos por las dos

respuestas, y 2) Este mecanismo involucra una sustancia activa que debe



acumularse para lograr la generacion final de la respuesta. Este ultimo punto
explica el fendmeno de potenciacion de la respuesta y estaria indicando la
participacion de una misma via de transduccién intracelular en las dos respuestas,

aquella estimulada por transmisores (ACh, ATP) y la respuesta nec.
Bloqueo de canales mecanosensibles.

El retraso existente entre la estimulacién mecanica y la generacién de la respuesta
Imec SUgiere que el mecanismo de activacion de la corriente no es directo, por lo
que la activacion de canales mecanosensibles no fue considerada una posibilidad.
Ademas, la existencia de canales de CI" sensibles a estimulos mecanicos no ha
sido documentada en la membrana del ovocito. En los resultados fue puntualizado
que concentraciones supramaximas de La** no inhibieron la corriente /mec, con lo
que descartamos la participacion del canal mecanosensible reportado en el
ovocito (Hamill & Martinac, 2001), al menos su participacion no es fundamental
para la generacion de Imec. Sin embargo, es claro que La** disminuyé la corriente
Imec poOr aproximadamente 40%; es posible, que dicha disminucion se deba
nuevamente a modificaciones en el ambiente idnico extracelular ocasionadas por

concentraciones altas de un cation trivalente como La®".

La liberacion mecanosensible de ATP.

La interaccion de la respuesta I con las respuestas Fi, provocada por ATP
apoyan la idea de que el canal anidnico involucrado y los mecanismos de su
activacion convergen en uno o varios puntos. Ademas, los resultados obtenidos
en donde la respuesta Inec €s inhibida por substancias como suramina y apirasa
que tienen sus efectos sobre respuestas purinérgicas, refuerza la idea de que
efectivamente estos receptores estan involucrados en la generacion de Imec.
Basados en este conjunto de datos proponemos entonces que las respuestas /mec

son generadas a través de la liberacion de ATP ya sea del ovocito o de las propias



células foliculares, el ATP liberado difundiria hasta la membrana de las células
foliculares, donde activa los receptores purinérgicos responsables de la
generacion de la respuesta que involucra canales tipo Fj,. Tomando en
consideracion esta hipotesis, en la siguiente seccion trataremos de explicar la
activacion de los diferentes componentes de la Inec.

Hasta aqui, nuestros resultados en conjunto sugieren fuertemente que la
sefalizacion purinérgica en el foliculo ovarico parece ser parte de un sistema de

comunicacién paracrina/autocrina entre el ovocito y sus células foliculares.

Cinética de activacion.

Con anterioridad hemos mencionado que encontramos dos componentes de Imec
dependiendo del protocolo de estimulacion mecanica empleado, la pipeta de
eyeccion y el paro de flujo en la camara de registro. Para tratar de explicar estos
componentes de la respuesta debemos de asumir que las corrientes Inec SON
efectivamente generadas por la activacion de canales Fi, a través de la liberacion
intrafolicular de ATP. Ademas de las evidencias planteadas arriba, también es
necesario apuntar que el retraso observado en el proceso de activacion de /Imec, €S
mas cercano al medido en respuestas donde se involucra la participacion de
segundos mensajeros, como es el caso de la corriente Fi, (Arellano et al., 1998).
En nuestro modelo propuesto, la aplicacion de un estimulo subito con el uso de la
pipeta de eyeccion puede llevar a la liberacion mecanica en concentraciones altas
de ATP, la fuente de ATP permanece sin ser determinada, podria ser del ovocito o
desde las mismas células foliculares. La difusion de este ATP a los receptores
purinérgicos involucrados en la activacion de los canales F, provocaria la
generacion de respuestas como las observadas utilizando el método A de
estimulacién. Por otro lado el método llamado “paro de flujo” o B, produce con
frecuencia dos componentes, uno coincide con el tiempo en el que el medio
permanece estatico y también se genera con cierto retraso, y el segundo se activa

cuando se reinicia el flujo en la camara, este componente es muy similar al



provocado por el método A. Este comportamiento puede ser explicado
proponiendo que la substancia transmisora, en este caso el ATP, ademas de ser
liberado de forma aguda ante un estimulo mecanico, parece ser liberado de forma
basal. Si este fuera el caso, tendriamos que el ATP, al momento de mantenerse
un flujo continuo se lava constantemente del espacio extracelular y no produce
respuestas, sin embargo cuando el medio permanece estatico, el ATP liberado
basalmente se acumula con cierto curso temporal en el espacio extracelular, y
activa los receptores purinérgicos con una cinética que dependeria de muchos
factores, por ello la cinética de estas respuestas resulta tan variable entre foliculos
de diferentes ranas. Al reanudar el flujo se obtiene el segundo componente por
estimulacién mecanica directa sobre el foliculo en forma semejante a la aplicacion
del método A.

La hipétesis planteada es apoyada por resultados independientes reportados por
Maroto & Hamill (2001) quienes midiendo la concentracién de ATP por métodos
fluorométricos determinaron que el ovocito desnudo tiene la capacidad de liberar
este mensajero tanto de forma basal como estimulada mecanicamente. Apoyados
en esta evidencia podemos proponer entonces que el circuito de comunicacion
purinérgica incluye entonces la sefalizacion desde el ovocito hacia las células
foliculares a través de ATP, donde la difusidn del transmisor hasta la membrana
de las células foliculares estimula los receptores purinérgicos y activa los canales
de la respuesta Fi,. La naturaleza dual de la liberacion de ATP plantea nuevas
preguntas interesantes acerca de los posibles roles fisiolégicos que este sistema
de comunicacién podria tener en el foliculo, especialmente la estimulacion
continua a través de la liberacion basal del ATP. Por otro lado, la respuesta
provocada sobre las células foliculares es transmitida a su vez a la membrana del
ovocito a través de la activacion de la respuesta Fi,, pero no solamente es esta
respuesta eléctrica, ya que ha sido demostrado también que el ATP en foliculos
completos tiene la capacidad de activar la corriente de K* activada por un aumento
de AMPc (Saldafa et al., 2005), corriente que ha sido involucrada en la

modulacion del proceso de maduracion.
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