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ABSTRACT

Folliculogenesis modulation via distinct neurotransmitters is a well-documented
phenomenon.  Intraovarian purinergic signaling mechanisms have been identified
previously in different species. However, the molecular elements involved and the
physiological role of this purinergic signaling remain to be elucidated. Here, studies using
RT-PCR amplification, immunoblotting, and immunofluorescence microscopy showed that
murine and porcine ovaries express the P2X; subtype receptor, a cationic receptor-channel
operated by ATP. Using immunofluorescence it was demonstrated that P2X; protein
expression, in both mouse and pig, occurs specifically in the theca cells from antral
follicles. Isolated porcine theca cells maintained in primary cultures and tested with 1 mM
ATP or 250 uM Bz-ATP, a specific agonist of P2X, responded with an increase in
intracellular calcium concentration, as demonstrated in cells loaded with fluo-4 as calcium
indicator. This strongly suggested that P2X; receptors in theca cells are functional.
Moreover, application for 24 h of 1 mM ATP or 250 uM Bz-ATP induced apoptotic cell
death as indicated by the DNA fragmentation pattern, positive TUNEL test, and annexin V
binding. This ATP effect was antagonized by 300 uM PPADS and 200 uM oxidized ATP.
Also, addition of 5 mM EGTA in the external medium to chelate free Ca™ decreased death
cell to 24% of that produced by 200 uM Bz-ATP, suggesting that Ca™" influx participates in
the phenomenon.

The highly specific and functional expression of P2X; receptors in theca cells suggests a
role for ATP in modulating follicular physiology. This is the first report of functional

purinergic receptors in ovarian theca cells.



RESUMEN

La modulacion de la foliculogénesis por distintos neurotransmisores es un
fendmeno bien documentado. En diferentes especies se han descrito procesos mediados por
sefializacion intercelular purinérgica, no obstante, sus componentes moleculares y su papel
fisioldgico no han sido estudiados con detalle. En el presente trabajo se demostro utilizando
RT-PCR, Western blot e inmunofluorescencia, que el ovario murino y el porcino expresan
el receptor P2X5, un receptor-canal catiénico operado por ATP extracelular. En el ovario de
raton y de cerdo la expresion del receptor P2X; se localiza especificamente en las células
de la teca de foliculos antrales. Cultivos primarios de células de la teca folicular de porcino,
respondieron a ATP 1 mM o al agonista selectivo de los receptores P2X7, Bz-ATP 250 uM,
con un incremento en la concentracion de Ca™ intracelular, esto sugirié fuertemente que
los receptores P2X; presentes en las células de la teca son funcionales. Ademas, la
incubacién con ATP 1 mM o Bz-ATP 250 uM por 24 horas indujo muerte celular
apoptotica, como lo indico la fragmentacion del DNA genomico, el ensayo de TUNEL y la
unién de anexina V. Este efecto fue antagonizado por PPADS 300 uM y ATP-oxidado 200
UM. Por otra parte, la adicion de EGTA 5 mM al medio de cultivo, para quelar el Ca™,
disminuye la muerte celular inducida por Bz-ATP 200 uM en un 24 %, sugiriendo que el
influjo de Ca™" participa en el fenomeno.

La expresion altamente especifica de los receptores P2X; en las células de la teca
sugiere un papel para el ATP extracelular en la fisiologia ovarica. Este es el primer reporte

de receptores purinérgicos funcionales en las células de la teca ovérica.



INTRODUCCION

La foliculogénesis y su regulacion molecular

La foliculogénesis es el proceso por el cual los foliculos son encausados a través de una
serie de etapas de crecimiento y diferenciacion hasta que un ovocito maduro es ovulado
(Figura 1). Este proceso involucra el reclutamiento inicial de foliculos primordiales del
“pool” de reserva, el desarrollo de foliculos preantrales primarios y secundarios, la
formacion de la cavidad antral y finalmente la seleccion del foliculo o foliculos ovulantes.
Desde el punto de vista morfologico se han establecido categorias que describen las
caracteristicas de un grupo de foliculos en cierta etapa del proceso. El foliculo primordial
comprende al ovocito rodeado de una sola capa de epitelio, una vez que este epitelio
cambia de forma hasta volverse columnar se considera un foliculo primario. Esta capa de
células prolifera y se diferencia, entonces pueden reconocerse dos tipos celulares rodeando
al ovocito: las células de la granulosa organizadas en varias capas en contacto con el
gameto y las células de la teca rodeando completamente el foliculo, esta etapa es la de
foliculo secundario. Posteriormente se comienzan a formar multiples espacios intercelulares
llenos de liquido que al unirse dan lugar a la cavidad denominada antro, estos foliculos se
denominan antrales o foliculos de Graff, de este grupo de foliculos antrales el féliculo o
foliculos dominantes seran seleccionados para ovular y el resto sera eliminado mediante un
proceso denominado atresia folicular. Una vez que se ha llevado a cabo la ovulacion el
foliculo se transforma en el cuerpo lateo, una glandula secretora de progesterona (Freeman,

1994).
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Figura 1. El desarrollo folicular en el ovario de mamifero, donde se muestra
esquematicamente las etapas de la foliculogénesis.



Esta serie de eventos involucra mecanismos de regulacién hormonal ejercido por las
gonadotropinas y esteroides y mecanismos de sefalizacion intraovarica mediados por
factores de crecimiento, diferenciacion y neurotransmisores (Armstrong y Webb, 1997). El
presente estudio se circunscribe en la busqueda y descripcion de los sistemas de

comunicacion celular que controlan estos eventos, particularmente del sistema purinérgico.

Una revision breve de la foliculogénesis

Las células germinales precursoras migran del endodermo dorsal del saco de la yema
durante la vida fetal hacia el surco genital donde se dividen y diferencian en ovogonias
(McGee y Hsueh, 2000). Las células somaticas adyacentes que forman la granulosa se
asocian con el ovocito para formar el pool de foliculos primordiales que van a ser
reclutados durante toda la vida reproductiva de la hembra.

En el ovario de mamifero en etapa perinatal los ovocitos se encuentran arrestados
en el diploteno de la meiosis I, estan rodeados por una sola capa de células somaticas y su
desarrollo se encuentra detenido formando una reserva de foliculos primordiales. Algunos
foliculos de esta reserva son reclutados e inician su diferenciacion a foliculos primarios. La
foliculogénesis temprana es independiente de gonadotropinas pues el reclutamiento
primario existe desde antes de la pubertad y durante la prefiez y la lactancia, cuando estas
hormonas cambian drasticamente su nivel de secrecion (McGee y Hsueh, 2000). Una de la
moléculas que regulan las fases tempranes de la foliculogénesis es c-Kit, un receptor con
actividad de cinasa de tirosina de la familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas,

y su ligando Steel. Steel se expresa en células de la granulosa y c-Kit en el ovocito y en



células de la teca. En el ovario de raton, mutaciones que afectan la expresion de la forma
soluble de Steel carecen de crecimiento folicular y no puede alcanzar la etapa de foliculo
primario (Huang et al.,1993; Bedell et al.,1995). Por otra parte existe evidencia de que
moléculas de la familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f)como la
hormona anti-mullériana (AMH), GDF-9 y BMP-15 (GDF-9b), estdn involucradas en la
regulacion temprana de la foliculogénesis (Dong et al.,1996).

Durante el desarrollo del foliculo primario y hasta alcanzar la etapa de preovulatorio
es necesario que se establezca una comunicacion estrecha entre las células de la granulosa y
el ovocito, ya que estas células regularan de manera importante la diferenciacion del
gameto en etapas subsecuentes. Estudios realizados en ratones demuestran que el correcto
desarrollo del foliculo depende de las uniones comunicantes (uniones gap) que unen al
ovocito con las células que le rodean. Asi, mutaciones en la conexina 37, que forma parte
de las uniones gap y se expresa en el foliculo primario tardio, arrestan el crecimiento
folicular antes de alcanzar el estadio secundario (Simon et al.,1997).

En esta misma etapa se sabe que la accion de activina, una molécula de la familia de
TGF-f estimula la proliferacion de células de la granulosa. Ratones “knock-out” para el
receptor IIB de activina arrestan el desarrollo folicular en la fase antral temprana
(Nishimori y Matzuk, 1996). Varias evidencias muestran que esta regulacion se da
modulando la expresion de receptores a FSH en las células de la granulosa indiferenciadas
(Revisado en Frindlay et al.,2002), este hecho es muy importante en la foliculogénesis pues
puede explicar como surge la sensibilidad a gonadotropinas conforme el foliculo avanza en

se desarrollo de preantral a antral. También se ha demostrado que en células de la granulosa



no luteinizadas la activina puede aumentar la actividad de la citocromo P450 aromatasa y
por ende la produccion de estradiol (Eramaa et al.,1995).

En la diferenciacion a foliculos antrales se ha demostrado que interviene el sistema
del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) (Silva y Price, 2002). En coincidencia
con estos datos, ratones Knock-out para el ligando IGF-I presentan un desarrollo folicular
temprano normal, pero no presentan foliculos antrales, estos animales son incapaces de
ovular en respuesta a un estimulo con gonadotropinas exdgenas, debido a que en foliculos
preantrales la expresion de receptores a FSH esta severamente reducida (Zhou et al.,1997).

Durante estas fases de crecimiento también se estd llevando a cabo el proceso de
seleccion, algunos foliculos son seleccionados y estos modulan el crecimiento de los otros
foliculos subordinados. Los foliculos dominantes secretan estrogenos e inhibina A que
inhiben la secrecion de FSH arrestando el crecimiento de los otros foliculos hasta que
alcanzan la etapa antral. Como resultado de la seleccion, la mayor parte de estos foliculos
experimentara atresia y s6lo sobrevivird uno o algunos foliculos dominantes segiin la
especie (McGee y Hsueh, 2000). En el establecimiento y mantenimiento de la dominancia
parecen actuar varios mecanismos coordinadamente.

En la ultima fase de la foliculogénesis la elevada secrecion de estrogenos por parte
del foliculo dominante dispara el pico preovulatorio de LH. LH actia sobre el foliculo
preovulatorio para terminar el programa de expresion génica asociado al crecimiento
folicular (Richards et al.,2002). Asi, los genes que regulan la proliferacion de células de la
granulosa como IGF-I (Zhou et al.,1997), el receptor de FSH (Richards et al.,1979), el
receptor a estrogenos (Sharma et al.,1999), ciclina D2 (Robker y Richards, 1998) y otros,
son rapidamente apagados. Al mismo tiempo, LH induce la expresion de genes

involucrados en la ovulacion, entre estos estan el receptor a progesterona (Park y Mayo,



1991), la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Sirois y Richards, 1993) y el péptido activador de la
adenilato ciclasa en la pituitaria (PACAP) (Park et al.,2000). Una vez puesta en marcha
esta maquinaria el ovocito saldra del arresto meidtico y llegara a la ovulacion (Revisado en

Richards et al.,2002).

Atresia folicular

El 99% de los foliculos primordiales presentes en el ovario de mamifero al momento del
nacimiento sufriran atresia folicular. La atresia es una degeneracion ordenada que involucra
apoptosis de las células somaticas y germinales presentes en el foliculo y se presenta en
todas las etapas del crecimiento folicular (Hsue et al.,1994). Particularmente, el 50% de los
foliculos antrales sufrira atresia (Greenwald y Roy, 1994). De acuerdo con este esquema, el
estudio de los mensajeros celulares que participan en la regulacion de la foliculogénesis se
ha enfocado en moléculas que promueven la sobrevivencia del foliculo. La principal sefial
de escape a la atresia estd dada por las gonadotropinas, en particular la FSH (Braw y
Tsafriri, 1980), sin embargo, este es un proceso que involucra multiples vias de
sefalizacion ademas de las gonadotropinas como las hormonas esteroides (Peluso, 1997) y
componentes de la cascada de sefializacion del factor de crecimiento similar a al insulina
(IGF) (Guthrie et al.,1998; Wandji et al.,1998).

El papel de los diferentes tipos celulares del foliculo en la atresia es fundamental
para comprender la regulacion de este proceso. Trabajos pioneros describen que las células
de la teca de los foliculos atrésicos se hipertrofian y se incorporan al tejido intersticial
(Himelstein-Braw et al.,1976). Sin embargo, con base en estudios morfologicos se ha

demostrado que estas células presentan pignosis nuclear, una evidencia de la condensacion



del DNA (O’shea et al.,1978). Recientemente se ha demostrado que las células de la teca
de foliculos atrésicos de varias especies de mamifero como cerdo, vaca y rata experimentan

apoptosis (Tilly et al.,1992; Palumbo y Yeh, 1994; Isobe y Yoshimura, 2000).

El foliculo ovérico

El foliculo es la unidad funcional del ovario, su papel primordial es liberar al ovocito capaz
de ser fecundado y secretar hormonas que regulan el crecimiento y la diferenciacion de los
organos del aparato reproductor.

El foliculo est4d formado por el ovocito, una membrana basal que aisla a las células
de la granulosa del resto de los componentes del ovario y las células de la teca que forman
una lamina de tejido que rodea al foliculo denominada teca interna (Figura 2). Ademas de
las células de la granulosa y las de la teca, el foliculo esta rodeado por un complejo sistema
de fibras de colagena, células de tejido conectivo y fibras de musculo liso, este conjunto de
elementos recibe el nombre de teca externa (Richards, 1979). El ovocito y las células de la
granulosa no reciben riego sanguineo ni inervacion en forma directa.

El ovocito de mamifero es una célula cuyo tamano varia entre 20 y 70 um de
diametro. Presenta numerosas microvellosidades que se interdigitan con prolongaciones de
las células de la granulosas que le rodean. En el foliculo con antro estas células forman el
denominado cumulus, el cual es expulsado junto con el ovocito en el momento de la
ovulacion. Entre el ovocito y las células del caimulus se encuentran numerosas uniones

comunicantes, que son fundamentales para la comunicacion celular (Bjersing, 1978).



Células de la teca

Células de la granulosa

Liquido folicular
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Figura 2. El foliculo ovarico. En esta estructura se observa al gameto rodeado por células
especializadas, como las células de la granulosa y las células de la teca, asi como su
organizacion general.



Después del nacimiento, el ovocito se encuentra en la etapa de diploteno de la
primera profase de la meiosis. Antes de que se lleva a cabo la ovulacion el ovocito
completa la primera fase de la meiosis, en este estadio es ovulado.

Las células de la granulosa forman una capa continua que rodea completamente al
ovocito y lo aisla del resto del ovario, estas células presentan uniones comunicantes entre
ellas y se encuentran acopladas eléctricamente (Hsueh et al.,1983a). En el foliculo en
crecimiento, las células de la granulosa proliferan rapidamente por estimulo de la FSH y los
estrogenos. Durante la mayor parte de la foliculogénesis las células de la granulosa so6lo
poseen receptores a FSH, pero al acercarse la ovulacion expresan receptores a LH y a
prolactina (Richards, 1979).

Existen evidencias que demuestran que la poblacion de células de la granulosa es
heterogénea y que estdn especializadas (Kason et al.,1985). Por ejemplo, no todas las
células de la granulosas poseen receptores a la LH, ni todas se transforman en células
luteinicas después de la ovulacion. Las células cercanas a la membrana basal contienen un
nimero mayor de receptores a LH que las que estan cerca de la cavidad antral y son mas
activas en la produccion de hormonas esteroides, siendo mayor su concentracion de 33-ol-
hidroxideshidrogenasa-A5-isomerasa. Por el contrario las células cercanas al antro expresan
un mayor nimero de receptores a prolactina (Dunaif et al.,1982). Por su parte, las células
que rodean al ovocito y forman el cumulus expresan miosina mientras las otras no
(Amenta y Cavalotti, 1980). In vitro las células de la granulosa se transforman, el cambio
mas importante es la produccion de progesterona y disminuyen su capacidad para

aromatizar androgenos, este proceso se conoce como luteinizacion (Hseuh et al.,1983).



Las células de la teca presentan caracteristicas de células secretoras de hormonas
esteroideas como abundante reticulo endopldsmico liso y mitocondrias con crestas
tubulares; las que estan cerca de la membrana basal presentan nexos. La teca recibe riego
sanguineo directo y multiples terminaciones nerviosas colinérgicas y adrenérgicas. En el
foliculo en crecimiento, las células de la teca sintetizan andrégenos, que sirven de sustrato a
las células de la granulosas para la sintesis de estrogenos. En el foliculo preovulatorio, las
células de la teca pierden la capacidad de sintesis de androgenos y secretan progesterona

(Bjersing, 1978).

Evidencias de la participacion del ATP en la modulacion de la foliculogénesis

Actualmente esta bien establecido que el ATP es coliberado con otros neurotransmisores
en el sistema nervioso central y periférico (Burnstock, 1999). La coliberaciéon de ATP con
norepinefrina (NE) por la inervacion simpatica se ha demostrado y se ha estudiado con
detalle en el modelo de la sinapsis neuromuscular del vas deferens en varios roedores
(Westfall et al.,2002). Se ha descrito que el ATP actuando sobre receptores-canal P2X
induce una entrada rapida de Ca™ que produce una primera contraccién del musculo,
posteriormente la NE induce un aumento ténico de Ca" dependiente de IP; via la
activacion de receptores oj-adrenérgicos. Ademas diversos estudios han demostrado que en
las terminales nerviosas la NE y el ATP se acumulan en las mismas vesiculas y son
liberados simultaneamente en la misma proporcion (Brock y Cunnane 1989; Gordon,
1986).

El ovario estd inervado por componentes simpaticos y parasimpaticos del sistema

nervioso auténomo, los cuales penetran al ovario por el plexo hiliar perivascular. La

10



inervacion simpatica es aportada por el plexo ovarico, que es una rama de los plexos aortico
y renal; y por el nervio ovarico superior que se origina a partir del ganglio celiaco (Burden,
1985). Se ha descrito que los principales neurotransmisores que estan presentes en el plexo
ovarico son las sustancia P (SP) y la noradrenalina; mientras que por el nervio ovarico
superior transcurre principalmente el neuropéptido Y (NPY), el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y la noradrenalina (NA) (Lawrence y Burden, 1980). Por estudios de
inmunohistofluorescencia se ha demostrado que los plexos nerviosos estan estrechamente
relacionados con los foliculos primordiales y con foliculos en desarrollo, haciendo contacto
con las células de la teca y el musculo liso perifolicular pero sin entrar a las células de la
granulosa ni a los cuerpos luteos (Burden, 1985).

Por otra parte, el ATP podria ser secretado por las células del foliculo y actuar de
manera paracrina. Asi, se ha demostrado que en una amplia variedad de tipos celulares la
estimulaciéon mecénica y el estrés hipotonico inducen la liberacion de ATP al medio
extracelular (Bodin y Burnstock, 2001).

Estudios previos han demostrado que varios subtipos de receptores a ATP son
expresados por el ovario de mamifero. Se ha establecido la existencia de receptores a ATP
en las células de la granulosa del foliculo de mamifero (Kamada et al.,1994 ; Tai et
al.,2000 ; Arellano et al.,2002 ; Webb et al.,2002). En el ovocito rodeado por las células
del cumulus (CEO por cell enclose oocyte) los agonistas de los receptores P2 activan dos
corrientes ionicas, la primera es una corriente de Cl” dependiente de Ca™" y la segunda
corresponde a la apertura de canales de Ca" permeables a Na". En este estudio las
corrientes se registraron por electrodos colocados en el ovocito y ambas fueron bloqueadas
por el desacoplamiento de las uniones comunicantes, lo cual permite establecer que las

corrientes se generan por receptores localizados en las células del cumulus y el mensaje

11



llega al ovocito por estas uniones (Arellano et al.,2002). Estudios de microscopia confocal
han permitido establecer que la estimulacion del CEO con ATP genera una onda de calcio
que se origina en las células del cumulus y difunde hasta el ovocito a través de las uniones
GAP (Webb et al.,2002). Se ha demostrado que en estas respuestas participa el receptor
P2Y; (Arellano et al.,2002). Estos hallazgos permiten proponer que el ATP esta modulando
la maduracion meidtica del ovocito por medio de las células del cumulus.

En particular, en nuestro laboratorio se han detectado en cDNAs de células de la
granulosa del ovario de raton los transcritos de los receptores P2Y,, P2Y,4, P2X,, P2X, y
P2X7, ademas hay evidencias claras de que la diversidad podria ser ain mayor e incluir
varias proteinas generadas por splicing alternativo (Garay y Arellano, 2001).

En cultivos primarios de células granulosa-luteales humanas se ha propuesto que la
activacion de receptores P2Y, (P2U) regula de manera negativa la producciéon de AMP
ciclico (cAMP) activada por LH, al parecer este efecto depende de la activacion de la
proteina cinasa Ca (PKCa) (Tai et al.,2001a). En este mismo sistema se ha mostrado que
el ATP es capaz de activar a la MAPK p42 y p44 (Tai et al.,2001b). Estas evidencias
sugieren que el ATP participa en la regulacion de la fisiologia del foliculo ovarico. Cabe
mencionar que no existen reportes acerca de la expresion y funcion de receptores P2 en las
células de la teca ovarica de mamifero, en el presente estudio se presenta la primera
evidencia de la expresion y funcionalidad de un receptor P2X en este tipo celular, abriendo

una brecha para el estudio del sistema purinérgico en la fisiologia ovarica.
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Los receptores purinérgicos

Los nucledtidos, ADP, ATP, UDP y UTP y el nucle6sido adenosina son mensajeros
celulares importantes que actian a través de receptores especificos de membrana. Existen
dos principales familias de receptores para estas moléculas: P1, que son especificos para
adenosina y P2 cuyos ligandos son principalmente ATP y UTP. Los receptores P2 se
agrupan en dos familias, de acuerdo a su estructura molecular y a su mecanismo de accion:
P2Y, que son receptores acoplados a proteinas G, y P2X que son canales catiénicos no
selectivos (Ralevic y Burnstock, 1998). En el presente trabajo se hara referencia

unicamente a los receptores P2.

Receptores P2Y

Los receptores P2Y son receptores de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G (GPCR), a la fecha se han clonado 5 subtipos P2Y;, P2Y,, P2Y4, P2Y¢s y
P2Y;.

Estructura general: Son proteinas formadas de 308 a 377 aminoacidos, con una masa
molecular de 41 a 53 kDa, su estructura tridimensional corresponde a la clase 1 de la
superfamilia de GPCR. Asi, estudios de modelaje molecular con el receptor P2Y,
utilizando como modelo a la rodopsina, han descrito la presencia de aminoacidos cargados
positivamente en los transmembranales 3, 6 y 7 que pueden estar involucrados en la
interaccion con los fosfatos del ATP; estudios de mutagénesis dirigida con el receptor
P2Y2 contra aminodcidos de los transmembranales 6 y 7, cargados positivamente,

demostraron que al sustituirlos por aminoacidos neutros la potencia del receptor disminuye
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entre 100 y 850 veces (Erb et al., 1995). Estas evidencias sugieren que del mismo modo
que en otros GPCR los transmembranales pueden estar formando una cesta, que es el sitio
de interaccion con el ligando.

Vias de transduccién activadas por los receptores P2Y: Los receptores P2Y; y P2Y, son
prototipicos para esta familia, estdn acoplados a proteinas G heterotriméricas cuya
subunidad o es del tipo Gg11 insensible a la toxina pertussis y a la toxina del cdlera. Su
principal efector es la fosfolipasa CB (von Kiigelgen y Wetter , 2000), que al activarse
hidroliza al fosfolipido de membrana fosfatidil inositil bifosfato (PIP,) y genera los
segundos mensajeros inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP; actia sobre su
receptor, localizado en el reticulo endoplasmico, promoviendo la liberacién de Ca™" al
citosol y el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC), una cinasa de serina-treonina con
multiples blancos celulares (Ralevic y Burnstock, 1998). Ademas, se ha descrito que estos
receptores pueden acoplarse a proteinas G inhibidoras de la adenilato ciclasa (G;j) sensibles
a la toxina pertussis (Boyer et al., 1993), cuya activacion induce disminuciéon de la
concentracion citoplasmatica de AMP ciclico (cAMP).

Por otra parte, el complejo By de las proteinas G heterotriméricas ejerce importantes
acciones celulares. Por ejemplo, se ha mostrado que en neuronas del cerebelo de rata la
estimulacion del receptor P2Y es capaz de inducir una corriente saliente de K, por accion
directa del complejo By de la proteina G acoplada al receptor con el canal i6nico (Ikeuchi y
Nishizaki, 1996).

Farmacologia: Los datos farmacologicos sobre esta familia de receptores abren lineas de
analisis sobre la especificidad y sensibilidad en condiciones fisiologicas. De este modo, el

receptor P2Y y el P2Y; responden principalmente a ATP y UTP es poco potente; por otra
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parte el estudio de los subtipos P2Y4 y P2Y¢ han mostrado que responden principalmente a
nucleodtidos de uridina UTP y UDP; para el subtipo P2Y, ATP y UTP tienen un efecto
similar. Estos datos sugieren una gran especificidad fisioldgica en la sefializacion por
nucleodtidos y pueden ayudar a comprender fendémenos como la coexpresion de receptores
en determinados tejidos y su regulacion (Ralevic y Burnstock, 1998). A continuacion se

resumen los receptores P2Y que se han clonado.

Receptor Tejido Potencia de agonistas

P2Y, Cerebro humano 2MeSATP>ATP>UTP
Ovario humano

Endotelio Bovino

P2Y, Células epiteliales humanas ATP=UTP>>2MESATP
Pituitaria de rata

P2Y, Placenta humana UTP>ATP=ADP
Corazon de rata

P2Y¢ Placenta humana UDP>UTP>ADP
Musculo liso de la aorta de rata

P2Y 4 Placenta humana ATP>2MeSATP>>>ADP

Tabla 1. Receptores P2Y que han sido clonados y la potencia de sus principales agonistas
(Modificado de Ralevic y Burnstock, 1998).

Importancia fisiolégica: En general algunos subtipos de receptores P2Y estan ampliamente
distribuidos, se han descrito, molecularmente o farmacoldgicamente, en células de una
amplia variedad de tejidos, sin embargo sus acciones en la fisiologia celular no han sido

totalmente exploradas.
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El transcrito del receptor P2Y, de rata ha sido detectado en corazoén, cerebro, vejiga,
pulmén, higado, musculo esquelético y rifion (Tokuyama et al., 1995). Por otra parte, se
han descrito farmacoldgicamente en una gran variedad de 6rganos y tejidos, por ejemplo,
en astrocitos de rata, eritrocitos de pavo, osteoblastos de rata y células P-pancreaticas
(revisado en Ralevic y Burnstock, 1998). Entre sus acciones fisioldgicas se sabe que
regulan la secrecion de insulina en las células B-pancreaticas (Bertrand et al., 1987), la
glucogenolisis en hepatocitos de rata (Keppens y De Wulf, 1991) y la regulacion de la
tension del musculo liso vascular, uno de sus efectos mas estudiados (Kennedy y
Burnstock, 1985; Burnstock y Warland, 1987).

El otro miembro de este grupo que ha sido estudiado con detalle es el receptor
P2Y,. El transcrito del receptor P2Y; de ratoén ha sido detectado por northern blot en bazo,
testiculo, rifién, higado, pulmon, corazon y cerebro (Parr et al.,1995). En rata se le ha
descrito en cultivos primarios de células del musculo liso de aorta (Chang et al.,1995), en
miocitos cardiacos y fibroblastos (Webb et al.,1996). Por otra parte, farmacologicamente se
ha caracterizado en diferentes tipos de células sanguineas, en células cromafines, células
endoteliales, células epiteliales, fibroblastos, células gliales, hepatocitos, queratinocitos,
osteoblastos, células B-pancreaticas e hipofisis (revisado en Ralevic y Burnstock, 1998).

Se ha demostrado que los receptores P2Y, presentes en el endotelio estimulan la
sintesis y liberacion de prostaciclina, y 6xido nitrico (NO) permitiendo la vasodilatacion
(Ralevic y Burnstock, 1998). En cultivos celulares de musculo liso de aorta se ha mostrado
que el receptor P2Y; modula la expresion de genes dependientes del ciclo celular (Malam-

Souley et al.,1996).
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Receptores P2X

A la fecha se conocen siete genes que codifican para subunidades de receptores P2X, se
sabe que los transcritos de la mayoria de las subunidades pueden experimentar splicing
alternativo. Por ejemplo, de la subunidad P2X; de rata se han reportado dos formas
alternativas, en una de ellas el exon 6 ha sido eliminado (Ohkubo et al.,2000) y en otra se
excluyen los exones 1 y 6 (Owens et al.,1991). El P2X, de humano tiene 5 variantes
reportadas y el P2X4 de raton 4 (revisado en North, 2002), de esta forma la diversidad de
proteinas aumenta considerablemente.

Estructura general: Las subunidades P2X son proteinas de 384 (P2X4) a 595 (P2X7)
aminoacidos (aa). Cada una posee dos regiones hidrofobicas que presumiblemente
corresponden a regiones transmembranales (Brake et al.,1994). En el caso de la subunidad
P2X; que se considera prototipica, el primer transmembranal se ha mapeado entre los aa 30
a 50 y el segundo entre los aa 330 a 353, los aminoacidos entre estos dominios forman un
asa extracelular; de acuerdo a estudios donde se ha expresado a la subunidad P2X, en
tandem, los extremos amino y carboxilo son citoplasmicos (Newbolt et al.,1998). La
similitud en la secuencia de aminodcidos entre las 7 subunidades conocidas varia entre 40 y
55% comparando la region de los transmembranales y el asa extracelular (North, 2002).
Todas las subunidades P2X poseen varios sitios consenso de N-glicosilacion N-X-S/T, y
algunos son esenciales para el trafico del receptor a la membrana plasmatica. En el caso de
la subunidad P2X, que posee tres sitios (N182, N239 y N298), se ha demostrado por
estudios de mutagénesis dirigida que si dos o tres de estos sitios estdn glicosilados el

receptor es funcional, si se conserva un solo sitio glicosilado las corrientes detectadas son
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muy pequeflas y si ningln sitio se conserva, el receptor no es funcional (Newbolt et
al.,1998).

Es muy probable que la estequiometria de un canal P2X funcional sea trimérica o
hexamérica, aproximaciones bioquimicas analizando multimeros de la subunidad P2X1 por
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes apoyan esta idea; ademas se ha mostrado
que los residuos criticos para la multimerizacion estan en los dominios transmembranales
(Torres et al.,1999). La formacion de multimeros puede ser homomérica o heteromérica,
considerando varios estudios se ha determinado que pueden formarse las combinaciones
P2X,/P2X; (Radford et al.,1997), P2X4/P2Xs (Le et al.,1998) y P2X,/P2Xs (Torres et
al.,1998) por su parte, la subunidad P2Xs puede formar multimeros con todas las demas y
P2X7 tinicamente forma homoémeros (North, 2002).

Farmacologia: De manera general todos los receptores P2X responden a ATP y ATPyS, y
son antagonizados por suramina y PPADS (North, 2002), sin embargo existen diferencias
en la potencia de activacion o inhibicion de otros ligandos. Por otra parte, los heterémeros
funcionales tienen caracteristicas farmacologicas propias. Dada la amplitud de esta familia

de receptores algunos datos fundamentales se resumen en la tabla 2.
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Receptor Tejido Agonistas Antagonistas
P2X; monomérico Vasos deferentes de rata ATP = apmeATP MRS2220
NF023
Ipsl
P2X, monomérico Hipofisis humana ATP>>> afimeATP | Cationes divalentes
Células PC12 de rata ATPgcse=10 uM Mn">Mg"">Ca"">Ba""
Desensibilizacion
lenta >10 s
P2X; monomérico Ganglio dorsal de rata| ATP = afmeATP =|NF023
Corazon humano 2-MeSATP IP5I
Pez cebra Desensibilizacion
rapida <100 ms
P2X,/; heteromérico Coexpresados en células de | ATP = afmeATP TNP-ATP (ICs5p~3 nM)
insecto coinmunoprecipitan | Desensibilizacién
lenta >10 s
P2X, monomérico Ganglio cervical superior, | ATP, potenciacion con
cerebro y células | ivermectina Mg (2-10 mM)
pancreaticas de rata. Desensibilizacion Insensible a PPADS o suramina
Humano, raton lenta (5-10 s)
P2X5 monomérico Ganglio celiaco y corazon | ATP

de rata
Musculo esquelético de pollo

P2X;/s heteromérico Coexpresados en ovocitos o | ATP (3-10 nM) Sensible a pH
en células HEK | =2MeSATP > TNP-ATP (IC59~720 nM)
coinmunoprecipitan ofmeATP > ATPyS

Desensibilizacion
lenta a
concentraciones <300
nM de ATP.

P2X¢ monomérico Ganglio cervical superior y|ATP no induce
cerebro de rata. Linfocitos | respuesta
humanos

P2X,,s heteromérico Coexpresados en células | ATP
HEK 293
coinmunoprecipitan

P2X,6 heteromérico Coexpresados en ovocitos | ATP

coinmunoprecipitan

P2X5; monomérico

Cerebro de rata
Monocitos de humano
Glia de raton

BzATP>ATP en altas
concentraciones

Desensibilizacion muy
lenta

Cationes divalentes
Ca++>Mg++>Zn++>Cu++
ATP oxidado (100 pM)
Calmidazolium (10nM)
KN-62

Tabla 2. Receptores P2X (Modificado de North, 2002)
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Apoptosis

La apoptosis es un proceso genéticamente regulado y finamente organizado de muerte
celular esencial para el desarrollo, la embriogénesis y la homeostasis de organismos
multicelulares (Raff et al.,1993). Este proceso se presenta durante el desarrollo y la
fisiologia de organismos tan variados como nematodos, insectos, mamiferos y plantas. Las
alteraciones en este proceso celular traen consigo consecuencias graves para los
organismos, por ejemplo, en humanos enfermedades como el cancer, las enfermedades
autoinmunes y la enfermedades neurodegenerativas estan relacionadas con disfuncion de la
apoptosis (revisado en Thompson, 1995).

La muerte celular apoptotica se caracteriza por una serie de eventos interconectados,
como la formacion de vesiculas en la membrana plasmatica, la condensacion de la
cromatina y la degradacién del DNA. En la mayoria de los casos ocurre una degradacioén
selectiva de sustratos esenciales ejecutadas por una familia de proteasas de cisteina
denominadas caspasas (Nicholson y Thornberry, 1997). La prote6lisis mediada por
caspasas generalmente resulta en la inactivacion y degradacion del sustrato, por ejemplo de
enzimas involucradas en la reparacion del DNA como DNA-PK, PARP o topoisomerasa-I.
Por el contrario, en algunos casos el corte por caspasas activa a sus sustratos como
consecuencia de la degradacion de subunidades inhibidoras, tal es el caso de CAD, PAK2 y
Bid. Otros sustratos reconocidos de estas proteasas son proteinas estructurales como
gelsolina, fodrina y cateninas; asi como proteinas de la matriz nuclear como lamina A y B1,
proteinas involucradas en la transduccion de sefiales como Raf-1, y precursores de citosinas

como prolLP y prolLL16 (revisado en Pinton et al.,2001).
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Caspasas

Existen catorce miembros de esta familia de proteasas. Las caspasas se sintetizan como
zimogenos (procaspasas) con tres regiones principales: Un prodominio, una subunidad
larga y una subunidad corta. Las subunidades larga y corta son liberadas por protedlisis en
dos aspartatos [Asp(pl)-X(P1’)]; los fragmentos generados se asocian para formar
dimeros o tetrameros, los cuales son las formas activas de estas enzimas. Ademas presentan
transactivacion, las procaspasas pueden ser cortadas por otras caspasas en el sitios Asp-X,
por ejemplo caspasa 9 activa a la procaspasa 3, y la caspasa 3 a la procaspasa 6 (Earnshaw,
1999).

Con base en sus prodominios pueden distinguirse dos clases de caspasas: La clase |
o0 caspasas regulatorias con prodominios largos, a este grupo pertenecen las caspasas 1, 2, 4,
5,8,9,10, 11, 12 y 13 y actan en las etapas de reclutamiento y activacion . La clase Il o
caspasas ejecutoras, donde puede ubicarse a las caspasas 3,6, 7 y 14 que se caracterizan por

poseer prodominios cortos (Earnshaw, 1999).

El papel de la mitocondria en la induccion de apoptosis

La mitocondria juega un papel muy importante en la regulacion de la apoptosis pues puede
liberar factores proapoptdticos con citocromo C, el factor inductor de apoptosis (AIF) y
Smac/DIABLO. El mas conocido de estos factores proapoptéticos es el citocromo C; esta
proteina se transloca del espacio intermembranal de la mitocondria al citoplasma, formando
un complejo con Apaf-1 (el homoélogo de mamiferos de Ced-4) y la procaspasa-9, la

caspasa se activa, y esta a su vez activa a la procaspasa-3 (Li et al.,1997; Zou et al.,1997).

21



La flavoproteina AIF es una oxidoreductasa sintetizada en el citosol e importada al
espacio intermembranal de la mitocondria; in vitro, la adicion de AIF induce condensacion
de la cromatina y fragmentacion de DNA (Susin et al 1999), se ha propuesto que durante la
apoptosis AIF es liberado al citoplasma para ejercer sus efectos. Smac/DIABLO (Du et
al.,2000; Verhagen et al.,2000) es otra proteina que se localiza en el espacio
intermembranal de la mitocondria y cuando es liberado induce apoptosis secuestrando a las
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP’s) permitiendo la liberacién de Apaf-1 y
procapasa-9 y consecuentemente la activacion del apoptosoma.

Ademas, existen otras proteinas relacionadas a la mitocondria que participan en la
regulacion de la apoptosis, la familia de Bcl-2. En esta familia existen miembros
proapoptoticos (Bad, Bak, Bax, Bik, Bid, Bcl-Xs) y antiapoptoticos (Bcl-2, Bel-X,Mcl-1)
(revisado en Adams y Cory, 1998). Debido a que algunas de estas proteinas son capaces de
formar poros en las membranas lipidicas se ha sugerido que pueden participar en el control
de la permeabilidad mitocondrial, por ejemplo, durante el proceso apoptético Bid es
activado por la caspasa-8, asi, la forma inactiva p22 es procesada para generar a la p15 'y
pll, p15 puede translocarse a la mitocondria e inducir la liberacion de citocromo C (Kim
et al.,2000).

Se ha propuesto que el proceso apoptotico es precedido por alteraciones en el
potencial transmembranal de la mitocondria, estos cambios producen la formacién de un
canal multiprotéico denominado poro de transiciéon (revisado en Bernardi, 1998) en
regiones de la mitocondria donde la membrana interna y la externa estan en contacto. Se ha
propuesto que por este poro se liberarian los factores proapoptoticos residentes en la

mitocondria, aunque aun existe controversia al respecto.
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El Ca™" y la apoptosis

Actualmente diversas evidencias apoyan la idea de que el Ca™" actia como un regulador de
la sobrevivencia celular en determinadas condiciones fisiologicas. Cuando los mecanismos
que regulan la homeostasis de Ca’ se alteran irreversiblemente, la célula queda
comprometida y los mecanismos de apoptosis se activan. Por ejemplo, la adicion de
tapsigargina, una droga que inhibe la Ca"-ATPasa del reticulo endoplasmico provocando
asi la acumulacion de Ca’™ en el citoplasma, induce apoptosis en varios tipos celulares
(Bian et al.,1997) . En contraparte, la sobreexpresion en neuronas de la proteina
secuestradora de Ca'" calbindina-D28K, protege a las células de la induccién de apoptosis
por presenilina I (Guo et al.,1998).

Por otra parte, se piensa que las acciones del Ca™ como modulador de apoptosis
pueden ser explicadas por su efecto sobre la permeabilidad de la mitocondria (Berridge et
al.,1998: Bernardi , 1999). La liberaciéon de proteinas proapoptoticas en respuesta a
concentraciones elevadas de Ca™" estaria mediada por la activacion del poro de transicion
de la permeabilidad mitocondrial (revisado en Bernardi, 1998). Se ha propuesto que la
conductancia de este poro de transicion se modifica de acuerdo al contexto celular, asi,
durante la vida de la célula el poro se encontraria en un estado de baja conductancia
permeable a moléculas pequefias como iones Ca’. Por otra parte puede adoptar un segundo
estado de alta conductancia que permitiria el flujo de moléculas de mayor tamafio como
factores proapoptoticos. Se ha propuesto que el cambio del estado de baja a alta
conductancia es un proceso irreversible que depende estrictamente de la saturacion de sitios

., 4+ . . . . . . .,
de unién a Ca  en la cara interna del propio poro. Si una mitocondria enfrenta la activacion
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del estado de alta conductancia del poro de transicion, liberard factores inductores de

apoptosis (Ichas y Mazat, 1998).
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ANTECEDENTES

Aunque existen algunos reportes de la expresion de receptores P2 en el ovario, el sistema
purinérgico se ha estudiado someramente y aun no se han establecido funciones especificas
para este sistema en la fisiologia ovarica. Ademads no existen reportes en células de la teca
folicular.

En nuestro laboratorio, el estudio de la distribucion de los transcritos de receptores
P2 en el ovario de raton utilizando la técnica de hibridacion in Situ con ribosondas ha
permitido detectar la expresion de los receptores P2Y, y P2X, en rebanas de tejido.
Ademas, utilizando técnicas de inmunohistoquimica, hemos detectado las proteinas de la
subunidad P2X4 y P2X57. En particular sabemos que el receptor P2X; se expresa
abundantemente en las células de la teca de foliculos antrales en el ovario de raton en el dia
del estro, este sera uno de los hechos que escrutaremos mas a fondo con el objetivo de
entender al menos una de sus implicaciones fisiologicas.

Debido a que existen reportes de inducciéon de apoptosis por activacion de los
receptores P2X5 en otros tipos celulares se decidid explorar este proceso en las células de la
teca. Dado que la teca experimenta apoptosis durante el proceso de atresia, la participacion
del receptor P2X; podria tener implicaciones en la regulacién de este proceso. En el
presente estudio exploramos esta idea utilizando células en cultivo primario, por lo cual
consideramos que es un paso inicial en la comprension de una ruta compleja de

sefializacion en el ovario de mamifero.
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HIPOTESIS

Existen evidencias de la expresion de transcritos de receptores especificos para ATP en las
células del foliculo ovarico de mamifero, particularmente del receptor P2X5; proponemos
que estas células presentan receptores funcionales que participan en eventos celulares como

., ++ . . .y .
el aumento en la concentracion de Ca™ intracelular y la induccién de apoptosis.
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OBJETIVOS

General
e Estudiar la expresion y funcionalidad de receptores purinérgicos en las células del
foliculo ovarico de mamifero.
Particulares
e Estudiar si el ATP induce muerte celular en células del foliculo ovarico de
mamifero
e Documentar la expresion del receptor P2X5 en el ovario de raton
e Documentar la expresion del receptor P2X5 en el ovario porcino
e Analizar la funcionalidad del receptor P2X; en células aisladas de la teca ovarica
registrando la movilizacion de calcio intracelular en respuesta a agonistas
especificos
e Establecer la participacion del receptor P2X7 en la induccion de muerte celular

apoptotica in vitro en células del foliculo ovarico de mamifero.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los compuestos ATP, UTP, adenosina (Ado), 2’-3"-O-(4-benzoilbenzoil)adenosina 5’-
trifosfato (Bz-ATP), adenosina 5’-trifosfato oxidado a periodato (Ox—ATP), piridoxal
fosfato-6-azo (benzeno-2,4-4cido disulfénico) (PPADS), fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich; los anticuerpos fueron de Chemicon y Alomone; el fluor6foro Fluo-4 fue de
Molecular Probes, la transcriptasa reversa, el oligo dT, la Tagq polimerasa, los
oligonucleotidos sintéticos y otros reactivos de biologia molecular fueron de Invitrogen, el
medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), y la mezcla nutritiva
DMEM/ F12 Ham de Sigma.-Aldrich, el medio Leibovitz’s (L-15), el suero fetal bovino

(SFB), la L-glutamina y el antibidtico-antimicoético fueron de Gibco.

Purificacion y cultivo de células de la teca del ovario porcino

Los ovarios de porcino fueron obtenidos en el rastro municipal (Corregidora, Querétaro),
colectados en medio L-15 complementado con 10% de suero fetal bovino y antibiodtico-
antimicotico. Se seleccionaron aquellos ovarios con foliculos antrales. Los foliculos
antrales > 4 mm fueron aislados por diseccion manual en un microscopio estereoscopico
utilizando forceps finos, una vez obtenidos se les retiré cuidadosamente el tejido intersticial
remanente. Los foliculos limpios se abrieron y las células de la granulosa fueron removidas
totalmente utilizando un gendarme de vidrio. Entonces, la teca interna fue separada

manualmente de la teca externa. La teca interna fue incubada en 1 ml de tripsina al
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0.025% y DNasa I (5 mg/ml, Sigma) en solucion de Hanks pH 7.4 por 30 minutos a 37 °C.
Finalizada la incubacién, la preparacion fue agitada vigorosamente, sedimentada por 5
minutos y se desecho el sobrenadante. El boton contenia la teca interna libre de células de
la granulosa. Estas células fueron dispersadas enzimaticamente en 1 ml de colagenasa tipo
II (1 mg/ml, Sigma) y DNasa I (5 mg/ml) en solucion de Hanks pH 7.4 (30 minutos a
37°C). Posteriormente, las células fueron homogenizadas pasdndolas 50 veces por una
pipeta Pasteur, centrifugadas 5 minutos a 150 RPM vy el sobrenadante fue reemplazado por
1 ml de medio de cultivo (DMEM/HAM-F12 1:1 complementado con 1% de suero fetal
bovino y antibidtico-antimicotico). El boton celular fue resuspendido y las células fueron
sembradas en cajas petri de 3 cm de diametro a un volumen final de 1.5 ml. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C en incubadora con una atmoésfera humidificada y 5% de CO0,. El
numero de células viables obtenidas por este método, cuantificadas por exclusion de azul de

tripano, fue >95%.

Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica

Foliculos antrales (>4 mm) de porcino, fueron fijados en paraformaldehido (PFA) al 4% en
PBS pH 7.4 por 4 horas a temperatura ambiente e incubados 18 horas en sacarosa 30% en
PBS pH 7.4. Posteriormente, fueron incluidos en Jun tissue freezing solution (Leica),
congelados a —20°C y cortados en un cridstato (Leica CM1850) a un grosor de 10 uM. Las
rebanadas se recolectaron en portaobjetos gelatinizados. Para la inmunodeteccion los cortes
fueron descongelados y fijados nuevamente en PFA al 4% en PBS y posteriormente
lavados con PBS. Los cortes fueron bloqueados con suero de cabra al 4% en PBS, lavados e

incubados toda la noche con el anticuerpo primario policlonal conejo anti raton P2Xj
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(dilucién 1:200) en solucion bloqueadora. Después fueron lavados con PBS e incubados
por una hora a 37°C en el segundo anticuerpo anti IgG de conejo acoplado a rodamina
(dilucion 1:200), al final de esta incubacion las muestras fueron lavadas, montadas en
DABCO y analizadas en un microscopio de fluorescencia (Nikon).

Para inmunocitoquimica las células fueron cultivadas en cubreobjetos previamente
tratados con poli-D-Lisina. Los cultivos semiconfluentes (~90%) fueron fijados en 4% PFA
por 25 minutos, lavadas con PBS y bloquedas con suero de cabra al 4% en PBS. Para la

inmunodeteccion se procedid de manera similar que con los cortes de tejido.

Movilizacion de Ca™™ intracelular

Células de la teca del ovario porcino fueron cultivadas en cubreobjetos previamente
tratados con poli-D-Lisina. Cultivos semiconfluentes (90%) fueron cargados con 5 uM de
Fluo-4 AM (Molecular Probes) y 0.1% de acido pluronico en solucion Krebs/Ringer (NaCl
150 mM, KCl 1 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1.5 mM, glucosa 4 mM, HEPES 10 mM y BSA
0.05 % pH 7.4) por 30 minutos. Posteriormente fueron lavadas 20 minutos en la misma
soluciéon y colocadas en una cdmara de registro con flujo constante adaptada a un
microscopio de fluorescencia invertido (Olympus) acoplado a una cédmara fotografica
Evolution QEi (Media cybernetics). Los cambios en la concentracion de Ca'" intracelular
[Ca™]; fueron registrados por fotografias cada 250 mS, como se ha descrito previamente
(Mason et al., 1993). El analisis de las imagenes se realizd en el software Image-Pro Plus

software (Media cybernetics).
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Transcripcidn reversay reaccion en cadena de la polimerasa

RNA total del ovario murino, porcino o de células de la teca de cerdo en cultivo fue
purificado por el método de isotiocianato de guanidina (Chomezynski y Sacchi, 1997). Se
sintetizd la primer cadena del DNA complementario (cDNA) utilizando transcriptasa
reversa, 1 pg de RNA pretratado con DNasa I, oligo dT y oligonucléotidos hexaméricos al
azar como cebadores, en un volumen total de 50 ul. E1 DNA sintetizado se utilizd como
templado en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los pares de oligonucleotidos y las temperaturas de alineacion de la reaccion de
PCR fueron los siguientes (en todos los protocolos se utilizd para desnaturalizacion del
DNA 94°C por 50 segundos y para sintesis 72°C por 50 segundos):
Para la subunidad del receptor P2X; de raton el oligonucledtido sentido fue 5’
CATATGACAAGACAAGGAAGAC 3 y el antisentido 5
GGTTGCAATCCCAGTAGATCTC 3’, alineacion 55°C por 40 segundos. Para la enzima
“steroidogenic acute regulatory protein” (Star) de cerdo, el oligonucleétido sentido fue 5°
AAC CAG GAG GGC TGG AAG AAG 3’ y el antisentido 5" GCA GCC AGG TGA GTT
TGG T 3', alineacion 55 °C por 40 segundos. Para la subunidad del receptor P2X; de cerdo
se utilizaron oligonucledtidos disefiados contra las secuencias alineadas de toro (Bos
taurus) y rata (Rattus norvegicus) (Ramirez y Kunze, 2002) el oligonucleotido sentido fue
5" AAG AGC CTG TCA TCA GTT CTG TGC AC 3’ y el antisentido 5> AGA TCT CAA
TGC CCA TGA TTC CTC CC 3, para esta amplificacion se utilizaron 60°C por 60 seg. en
el paso de annealing. Las reacciones de PCR fueron analizadas por electroforesis en geles
de agarosa al 1.5%, los amplificados del tamafio esperado fueron purificados por

extraccion alcalina con fenol/cloroformo (pH 8) y subclonados en el vector pGEM-T
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(Promega). Los insertos fueron secuenciados utilizando oligonucleotidos M13Forward y
MI13Reverse y la secuencias fueron analizadas en el programa publico BLAST (NIH,

USA).

Western blot

Los extractos de ovario y cerebro se obtuvieron utilizando un politrén en la solucion de
homogenizacion (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, MgCl, 3 mM, EDTA 20 mM, NaCl 100 mM e
inhibidores de proteasas mini-complete de Roche). Los homogenados fueron centrifugados
a 10000 x g por 10 minutos, el sobrenadante fue recuperado y se determind la
concentracion de proteinas totales por el método de Bradford. Un volumen equivalente a 50
ug de proteina de cada homogenado fueron mezclados con 1 volumen de amortiguador de
Laemlli, hervidos 5 minutos, centrifugados a 5000 xg por 5 minutos y fraccionados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa por electrotransferencia semiseca (Biorad).
Las membranas fueron bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente en solucion TBS-T
(Tris 20 mM pH 7.4, Tween 20 0.05%) con 5% de leche descremada, lavadas con TBS-T e
incubadas toda la noche a 4°C con el primer anticuerpo (conejo anti ratébn P2X5 en dilucion
1:1000, Chemicon) en solucién bloqueadora. Posteriormente, las membranas fueron
lavadas e incubadas 2 horas a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (cabra anti
IgG de conejo conjugado a peroxidasa, en dilucion 1:5000) en solucion bloqueadora.
Finalmente las proteinas reactivas se visualizaron por adicion del sustrato

diaminobenzidina.
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Ensayo de fragmentacion del DNA

Después del protocolo de estimulacion sefialado en cada experimento, las células fueron
lavadas con PBS ¢ incubadas en 300 pl de solucién de lisis fria (Tris-HCI 10 mM pH 8.0,
NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100® y SDS) por 30 minutos a 4°C. Los lisados
celulares fueron recolectados y tratados con RNasa A (1 mg/ml ) por 1 hora a 37 °C y
posteriormente con proteinasa K (0.2 mg/ml) por 40 minutos a 37 °C. A continuacion el
DNA se purificod por extraccion con fenol/cloroformo pH 8, para esto se adicionaron 500
ul de la mezcla de solventes, las muestras se agitaron vigorosamente durante 15 segundos y
se centrifugaron 10 minutos a 14000 RPM, la fase acuosa fue recuperada y el DNA fue
precipitado por adicion de 2 volimenes de etanol absoluto. E1 DNA fue visualizado por

electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.

TUNEL

La fragmentacion del DNA in situ fue visualizada por el marcaje de los extremos 3’
cohesivos (con un grupo —OH libre) utilizando la reaccidon de la deoxinucleotidil transferasa
(TUNEL), utilizando un kit comercial (Death-End Promega), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. En resumen, las células adheridas a cubreobjetos previamente tratados con
poli-D-Lisina y estimuladas de acuerdo al protocolo de cada experimento, fueron lavadas
con PBS y fijadas en paraformaldehido al 4% por 25 minutos, permeabilizadas en triton X-
100 al 1% por 30 minutos e incubadas en peroxido de hidrogeno al 0.01% para bloquear la
actividad de peroxidasas enddgenas. Posteriormente fueron lavadas con PBS e incubadas

con la mezcla de reaccion que contenia la enzima y nucleoétidos biotinilados por una hora a
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37 °C en camara humeda. A continuacion, las preparaciones fueron enjuagadas e incubadas
en estreptavidina conjugada a peroxidasa. Finalmente las muestras se lavaron y el revelado
de la reaccion se realizd por la adicion del sustrato diaminobenzidina, el andlisis del

marcaje se realizoé por microscopia de luz.

Ensayo de unién de anexina V-Cy3

Este ensayo fue realizado con anexina V conjugada a Cy3 (Sigma) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En resumen, las células de la teca fueron cultivadas en cubre
objetos tratados con poly-D-lisina. y estimuladas de acuerdo al protocolo de cada
experimento. Al tiempo indicado, las células se lavaron una vez con PBS y tres veces con
solucion de union (HEPES 10 mM pH 7.5, NaCl 140 mM y CaCl, 2.5 mM).
Posteriormente se incubaron en la obscuridad con el conjugado anexina V-Cy3 por 10
minutos a temperatura ambiente y fueron lavadas cinco veces con la misma solucion. El

marcaje fue visualizado en un microscopio de fluorescencia.
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RESULTADQOS

Apoptosis mediada por estimulacion purinérgica.

La apoptosis es un proceso de gran importancia en la fisiologia ovarica, que ocurre de
manera constante en varios procesos. Por ejemplo, en la seleccion folicular, siendo el
mecanismo por el cual se elimina a aquellos foliculos que no llegan a ovular. Asi como en
la ovulacion, pues la liberacion del ovocito involucra muerte apoptotica de las células de la
pared de foliculo. En la literatura existen reportes que vinculan la activacion de receptores
P2 con la induccion de muerte celular apoptotica (Rassendren et al., 1997; Ferrari et al.,
1999), en las células ovaricas este sistema ha sido pobremente estudiado y particularmente

en las células de la teca ovarica no habia sido descrito.

Apoptosis en células de la granulosa

Para realizar estos experimentos se cultivaron células de la granulosa de raton, los cultivos
semiconfluentes fueron incubados 10 horas en MEMa 0.5% de suero fetal, pues las células
de la granulosa no sobreviven en ausencia de suero. Posteriormente las células fueron
estimuladas con 100 uM, 500uM, 1 mM 6 5 mM de ATP por 24 horas, ninguno de estos
estimulos produce muerte celular, el analisis del DNA gendmico de estas células no mostro

fragmentacion.
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Apoptosis en células de la teca

En estudios anteriores de otros grupos de trabajo se habia reportado que los ovarios no
expresaban receptores P2 (Bardini et al., 2000), sin embargo, estudios realizados por
nuestro laboratorio han descrito varios receptores de la familia P2 en los diferentes tipos
celulares del ovario (Garay y Arellano, 2001). Previamente, utilizando técnicas de
inmunohistoquimica en rebanadas del ovario de raton se detectd la expresion de los
subtipos P2X4 y P2X5 en las células de la teca. Debido a que existian reportes de induccion
de apoptosis por activacion de los receptores P2X; en otros tipos celulares se decidio
utilizar en experimentos iniciales el estimulo con ATP y ademas el agonista Bz-ATP, que
es altamente selectivo de los receptores P2X; (Gonzalez et al., 1989).

Los cultivos primarios de células de la teca de raton utilizados en estos ensayos
fueron cultivados con 1% de suero fetal por 12 horas y posteriormente incubados en medio
sin suero por 2 horas; el estimulo con | mM y 5 mM de ATP 6 250 uM y 750 uM de
BzATP por 24 horas produce fragmentacion internucleosomal del DNA gendémico vy
cambios en la morfologia celular asociados a muerte celular (Figura 3). El estimulo con
100 6 500 uM de ATP no induce el efecto. Como control positivo se utilizd tapsigargina 10
nM, un bloqueador de la ATPasa de Ca"" del reticulo sarcoplasmico, la induccion de

apoptosis por esta droga ha sido ampliamente demostrada (McConkey et al., 1996).
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Figura 3. A) Efecto de tapsigargina (TG), ATP y Bz-ATP sobre la fragmentacion del DNA
genomico de células de la teca de porcino y sobre la morfologia de células de la teca de
porcino B) Células control y C) estimuladas con ATP 1 mM.

Con el fin de demostrar que la muerte celular se induce por la interaccion de ATP con sus
receptores especificos realizamos el experimento preincubando las células con suramina

(100 uM), un antagonista no selectivo de los receptores P2 (Figura 4).
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Control

Suramina 100 mM +ATP 1 mM

Figura 4. Imagenes de contraste de fases de células A) control, B) ATP 1 mM C) Suramina
100 uM + ATP 1mM .
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Estas observaciones abrieron la posibilidad de que la induccion de muerte fuese un
efecto especifico del ATP al actuar sobre sus receptores en las células de la teca. Ademas
permitieron relacionar la induccion de muerte celular con la expresion del receptor P2X5 en
células de la teca; sin embargo, debido a que los datos precisos sobre la expresion del
receptor eran insuficientes realizamos la caracterizacion de la expresion y experimentos in
vitro donde probamos su funcionalidad con estudios de movilizacion de calcio intracelular

asi como su capacidad para inducir apoptosis.

Expresion del receptor P2X; en el ovario de ratén:

Para investigar la expresion de este receptor en el ovario de raton se analizaron
homogenados de ovario por western blot utilizando un anticuerpo dirigido contra un
péptido correspondiente al carboxilo terminal (aminoacidos 576 a 595) de la subunidad
P2X; de rata (Chemicon). Las secuencias de ratdén y rata presentan 90 % de similitud en
este fragmento. Como tejido control se utilizd cerebro de rata y de ratéon, en donde se ha
demostrado que el receptor se expresa aundantemente (Ralevic y Burnstock, 1998) . La
concentracion de proteinas totales en cada extracto fue determinada por el método de
Bradford y en cada carril se cargaron 50 pug de proteina total.

En el ensayo se logro discernir una banda inmunoreactiva principal (Figura 5A) de
aproximadamente 70 kDa, esta banda muestra dos componentes posiblemente como
consecuencia de modificaciones postraduccionales de la misma proteina, como el grado de
fosforilacién o glicosilacion, la diferencia en la movilidad electroforética entre ambas
bandas es muy discreta. La inmunoreactividad se detecta en cerebro y en ovario. Para

confirmar la expresion del receptor en ovario de ratdn, se realizoé la amplificacion de un
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fragmento del transcrito del receptor por RT-PCR. Con este fin se obtuvo RNA total del
ovario completo, de la teca folicular fresca y de células de la teca cultivadas. Se sintetizo el
DNA complementario (cDNA), el cual se utiliz6 como templado en reacciones de PCR
utilizando oligonucledtidos especificos contra este receptor. En ovario completo, teca fresca
y teca cultivada se observo la amplificacion de un fragmento de 324 pares de bases que
comprende de la base 472 a la 792 de la secuencia del cDNA reportada por Chessel et al.,
1998 (Figura 5B). Para corroborar la identidad del amplicon este fue purificado y clonado
directamente en el vector pGEMT (Promega) y secuenciado. La secuencia obtenida fue

100% similar a la secuencia reportada (Chessell et al., 1998; NCBI #NM011027).
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Figura 5. A. Deteccion de la subunidad el receptor P2X; por Western blot en cerebro de
rata (CR), cerebro de raton (CM) y ovario de raton (OM). B. Amplificacion de un
fragmento del transcrito del receptor P2X; con oligonucledtidos especificos en cDNAs
sintetizados a partir de RNA total. PM, marcador de peso molecular.
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Distribucion del receptor P2X;

El analisis de la expresion de esta proteina por western blot durante el ciclo estral en el
ovario de ratona mostré que la banda es mds abundante en el dia del estro (Figura 6). La
etapa del ciclo estral fue determinada por la realizacion de frotis vaginal. De acuerdo con
estos resultados y para estudiar la localizacion del receptor se utilizaron ratonas en el dia

del estro. La deteccion se realizod por inmunohistoquimica. en rebanadas de tejido ovérico.

CR CM D1 D2 P E

97

68

Figura 6. Deteccion de la subunidad del receptor P2X; en homogenados de ovario
completo de ratonas cada dia del ciclo estral (CR, cerebro de rata; CM, cerebro de raton.
Homogenados de ovario : D1, diestro 1; D2, diestro 2; P, proestro y E, estro).

Como se habia mostrado con anterioridad en nuestro laboratorio el estudio de la
distribucion del receptor P2X; por inmunofluorescencia en rebanadas de ovario de raton
reveld que esta proteina se localiza principalmente en la teca de foliculos secundarios y
antrales y en el epitelio ovarico periférico en el dia del estro vaginal. Para confirmar esta
observacion se realizaron dobles marcajes por inmunofluorescencia del receptor y la

enzima citocromo P450 side chain cleavage (Figura 7), una enzima de la esteroidogénesis
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que se expresa especificamente en las células de la teca (Isobe et al., 2003). En estos
estudios pudo detectarse la colocalizacion de ambas proteinas y por tanto se confirmo la

expresion del receptor P2X5 en la teca del foliculo.

Figura 7. Distribucion del receptor P2X5 en el ovario de raton por inmunofluorescencia. A)
Imagen en contraste de fases de un corte sagital de ovario de ratén. B) Deteccion de la
subunidad del receptor. C) Localizacion del marcador de teca ovarica citocromo P450 side
chain cleavage. D) Receptor P2X5 , E) imagenes superpuestas.
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Estudios en células aisladas en el modelo del ovario porcino

Los datos de localizacion del receptor indican que este se expresa de manera consistente y
especifica en las células de la teca ovarica de foliculos secundarios y antrales en ratones en
el dia del estro. Con el fin de estudiar la importancia fisiologica del receptor en células
aisladas se utilizé el ovario porcino debido a que en este modelo es posible disecar con
facilidad la teca folicular y se obtiene un nimero suficiente de células para el cultivo
primario. Una premisa importante del estudio fue realizar los experimentos en cultivos sin
pases de resiembra con el fin de obtener resultados con mayor aproximacion a la fisiologia,
el ovario de raton no resulta idoneo para este fin debido a su pequefio tamaiio.

Como se detalla en la seccidon de materiales y métodos se utilizaron aquellos ovarios
que mostraran foliculos mayores de 4 mm y que no mostraran signos de ovulacion tales
como restos hematicos. La teca se diseco bajo el estereoscopio y se disgrego6 por digestion
enzimdtica con colagenasa. Las células obtenidas tuvieron una viabilidad de 96%
examinada por la técnica de azul de tripano, y fueron analizadas para comprobar la
expresion de marcadores de este tipo celular, asi, por RT-PCR se amplificé a la enzima
steroidogenic acute regulatory protein (Star), que cataliza la translocacion de colesterol
hacia la matriz mitocondrial y constituye un paso regulatorio en la esteroidogénesis (Figura
8). Estos primeros pasos enzimaticos en la conversion de colesterol a androgenos son una
funcion especifica de las células de la teca ovarica. El amplicon puede detectarse del mismo
modo en cDNAs sintetizados a partir de RNA de teca fresca. Otro marcador de este tipo
celular que se detectd es la enzima citocromo P450 side chain cleavage, la deteccion se
realiz6 por inmunofluorescencia >90 % de las células en los cultivos fueron positivas al

marcaje.
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StAR

GAPDH

Figura 8. Amplificacion del transcrito de StAR, una enzima tipica de céluas de la teca en
cDNAs de ovario total (OT), teca fresca (TF) y céluas de la teca cultivadas (TC). Como
transcrito constitutivo se amplifico la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(GAPDH).

Por medio de técnicas de inmunofluorescencia fue posible detectar la presencia de
receptores P2X7 en rebanadas de foliculos antrales y en monocapas de células de la teca en
cultivo (Figura 9). En las rebanadas la sefal fue detectada en células de la teca folicular, lo
cual pudo determinarse al tefiir los mismos cortes con hematoxilina eosina (Figura 9 A y B)
la vasculatura presente en la teca es un rasgo definitivo que permite la identificacion
morfologica de esta capa de células. Por otro lado se realiz6 la inmunodeteccion del
receptor en cultivos en monocapa de células de la teca de porcino y se obtuvo una marca
consistente en la membrana y en el nucleo (Figura 9C); esta observacion aunque resulta
sorpresiva en primera instancia, es consistente con reportes previos en otros tipos celulares
como células de musculo liso y células endoteliales (Menzies et al, 2003; Ramirez y
Kunze, 2002). El analisis por Western blot de homogenados de cultivos primarios de teca
confirma la presencia de la subunidad del receptor P2X; (Figura 9D). En estos ensayos se
detectaron dos bandas inmunoreactivas, una de ~70 kDa que corresponde con el peso

molecular del receptor y otra de ~ 200 kDa que puede corresponder a agregados con el

propio receptor o con otras proteinas.
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Figura 9. Inmunodeteccion del receptor P2X; en foliculos de porcino. A)Los receptores
P2X; fueron localizados en rebanadas de foliculos empleando un anticuerpo contra el
receptor de rata y un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. B)Tincién con
hematoxilina-eosina de la misma rebanada mostrada en A, se observa la localizacion de las
células de la granulosa (gc), la ldmina basal (bl) y las células de la teca (tc) en la estructura
del foliculo. C) Cé¢lulas de la teca de porcino cultivadas marcadas por el mismo
procedimiento de inmunodeteccion del receptor P2X;. D) Deteccion por western blot del
receptor P2X; en homogenados de células de la teca de porcino cultivadas.
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Aunque la deteccion del receptor por medio de anticuerpos era acorde con lo observado en
células de ratén no podia afirmarse sin ambigiiedad que el receptor P2X; es expresado por
células de la teca, la confirmacion de estos datos requeria de la identificacion molecular del
receptor. Dado que el ¢cDNA de este receptor en porcino no habia sido clonado, se
utilizaron oligonucledtidos disefiados contra las secuencia alineadas del receptor de toro y
rata para amplificar por PCR un fragmento de 610 bp, utilizando como templado cDNA
sintetizado a partir de RNA total de teca fresca de foliculos antrales de porcino.

La secuencia del amplicon obtenido fue analizada en el programa BLAST del NCBI
y alineada con las secuencias existentes utilizando el algoritmo de Clustal Wallis

(http://www.ebi.ac.uk/cgi.bin). Ambos analisis confirman la identidad del amplificado y

puedo concluirse que se trata de la secuencia del receptor. El porcentaje de similitud
obtenido fue del 91% con humano y 79 % con rata o ratdon (numeros de acceso NCBI:

NMO002562, NM019256 y NMO011027 respectivamente) (Tabla 3, Figura 10).

Secuencia 1 Secuencia 2 (% de similitud

Cerdo Humano

Cerdo Raton 79
Cerdo Rata 79
Humano Raton 80
Humano Rata 48
Raton Rata 87

Tabla 3. Porcentaje de similitud entre secuencias del receptor P2X; de cerdo, raton rata y
humano obtenidas con el algoritmo de Clustal Wallis.
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Ratoén CTACATTAGCTTTGCTTTGGTGAGCGATAAGCTGTACCAGCGGAAAGAGCCTGTTATCAG 187

Rata CTACGTTAGCTTTGCTTTGATGAGCGACAAGCTATATCAGCGGAAGGAGCCCCTTATCAG 297
Cerdo e AAGAGCCTGTCATCAG 16
Humano CTACGTTTGCTTTGCTCTGGTGAGTGACAAGCTGTACCAGCGGAAAGAGCCTGTCATCAG 272
* Khkkkk * kkkkk
Raton CTCCGTGCACACCAAGGTCAAAGGCATAGCAGAGGTGACGGAGAATGTCACAGAGGGTGG 247
Rata CTCTGTGCACACCAAGGTCAAAGGCGTTGCAGAGGTGACAGAGAATGTCACGGAGGGCGG 357
Cerdo TTCTGTGCACACCAAGGTGAAAGGGATAGCAGAGGTGACACAGGAGATTGTGGAAAATGG 76
Humano TTCTGTGCACACCAAGGTGAAGGGGATAGCAGAGGTGAAAGAGGAGATCGTGGAGAATGG 332
Raton GGTGACGAAGTTAGGACACAGCATCTTTGACACTGCAGACTACACCTTCCCTTTGCAGGG 307
Rata GGTGACGAAGTTAGTACACGGCATCTTCGACACGGCCGACTACACCCTCCCTTTGCAGGG 417
Cerdo GCTGAAGAAGGTGGTGCCGAGTGTCTTAGACACCGCAGACTACACCTTCCCCTTGCAGGG 136
Humano AGTGAAGAAGTTGGTGCACAGTGTCTTTGACACCGCAGACTACACCTTCCCTTTGCAGGG 392

*hk Khkkk K Kk *

Raton GAACTCATTCTTTGTCATGACAAACTATGTCAAGTCAGAAGGCCAAGTGCAGACGCTGTG 367
Rata GAACTCGTTCTTTGTAATGACAAATTATCTCAAGTCAGAAGGCCAAGAACAGAAGCTGTG 477
Cerdo GAACTCCTTTTTTGTGATGACAAACTTTCTCAAGACGGAAGGCCAAGAGCAAGGGTTGTG 196
Humano GAACTCTTTCTTCGTGATGACAAACTTTCTCAAAACAGAAGGCCAAGAGCAGCGGTTGTG 452
Raton TCCTGAGTATCCCAGGCGCGGTGCACAGTGCTCTTCTGACCGGCGTTGTAAAAAGGGGTG 427
Rata TCCTGAGTATCCCAGCCGCGGTAAACAGTGCCATTCTGACCAGGGTTGTATAAAAGGATG 537
Cerdo TCCTGAGTATCCCACCCGCAGGACGCTCTGTTCCTCTAACCAGGGTTGTAAAAAGGGATG 256
Humano TCCCGAGTATCCCACCCGCAGGACGCTCTGTTCCTCTGACCGAGGTTGTAAAAAGGGATG 512
R I e e *k*k KX * *khkhk Khhk Khkkhkkhkkhkkh khhkkhk KAk Kk
Raton GATGGACCCACAGAGCAAAGGAATCCAGACTGGCAGGTGTGTTCCATATGACAAGACAAG 487
Rata GATGGACCCACAAAGTAAAGGAATCCAGACCGGCAGGTGTATACCTTACGACCAGAAGAG 597
Cerdo GATGGACCCGCAGAACAAAGGAATCCAGACCGGAAGGTGTGTAGAGTATAAAGGGAAGCA 316
Humano GATGGACCCGCAGAGCAAAGGAATTCAGACCGGAAGGTGTGTAGTGTATGAAGGGAACCA 572
Raton GAAGACCTGTGAAGTCTCTGCCTGGTGTCCTACTGAGGAGGAGAAAGAAGCTCCCCGACC 547
Rata GAAGACCTGTGAAATCTTTGCCTGGTGTCCTGCTGAGGAAGGGAAAGAAGCCCCACGGCC 657
Cerdo GAAGACCTGTGAAGTCTCCGCCTGGTGTCCCATCGAGGCAGTGGAAGAAGCCCCGCAGCC 376
Humano GAAGACCTGTGAAGTCTCTGCCTGGTGCCCCATCGAGGCAGTGGAAGAGGCCCCCCGGCC 632
Raton TGCACTCTTGAGGAGCGCCGAAAACTTCACCGTACTCATCAAGAATAATATCCACTTCCC 607
Rata TGCACTCTTGAGGAGCGCCGAAAACTTCACCGTACTCATCAAGAACAATATCGACTTCCC 717
Cerdo TGCACTCTTGAGAAGTGCTGAAAACTTCACTGTGCTCATCAAGAATAATATCGACTTCCC 436
Humano TGCTCTCTTGAACAGTGCCGAAAACTTCACTGTGCTCATCAAGAACAATATCGACTTCCC 692
Raton CGGCCACAACTATACCACGAGAAACATCTTGCCAACTATGAACGGCTCTTGTACCTTTCA 667
Rata GGGCCACAACTATACTACGAGAAACATCTTACCAGGTATGAACATCTCTTGTACCTTTCA 777
Cerdo TGGCCACAACTACACTACGAGAAACACCTTACCAGGTTTAAACATCACTTGCACATTTCA 496
Humano CGBCCACAACTACACCACGAGAAACATCCTGCCAGGTTTAAACATCACTTGTACCTTCCA 752

* K Kkk * Kk kk%k * khkhkhkkhk KAk Kk Kk

Ratén CAAGGCTTGGGACCCTCAGTGTTCCATCTTCCGACTAGGGGACATCTTCCAGGAAGCAGG 727
Rata CAAGACTTGGAACCCTCAGTGTCCCATCTTCCGGCTAGGGGACATCTTCCAGGAAATCGG 837
Cerdo CAAGACTCAGAATCCACTTTGTCCCATTTTCCGACTGGGCGATATCTTCCGAGAAACAGG 556
Humano CAAGACTCAGAATCCACAGTGTCCCATTTTCCGACTAGGAGACATCTTCCGAGAAACAGG 812
*hkkhkkhk Kk * Kk Kk X Khkh Khhkkhkh Khhkhkhhk khhk khhk khhk hhkhhkhkhk *hk **
Raton AGAGAACTTTACAGAGGTGGCAGTTCAGGGAGGAATCATGGGTATCGAGATCTACTGGGA 787
Rata AGAGAACTTTACAGAGGTGGCAGTTCAGGGAGGAATCATGGGCATTGAGATCTACTGGGA 897
Cerdo AGATAATTTTTCAGATGTGGCAATTCAGGGAGGAATCATGGGCATTGAGATCTA-~~——- 610
Humano CGATAATTTTTCAGATGTGGCAATTCAGGGCGGAATAATGGGCATTGAGATCTACTGGGA 872

**x Kk Kkk

Figura 10.Alineamiento de las secuencias del receptor P2X; de ratdn, rata, cerdo y
humano.
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Tomando como referencia el cDNA del homélogo en humano, esta secuencia de
nucleétidos esta en su totalidad dentro de la region codificante, de la base 258 a la 866 (610
bp). La secuencia de nucledtidos obtenida ya fue enviada al banco de datos del NCBI y
tiene en numero de acceso AY894135, recientemente otro grupo clon6 un fragmento del
mismo receptor en cDNA de cerebro (nimero de acceso NCBI: AY691687) y la region
traslapada entre ambas secuencias es idéntica.

A partir de fragmento amplificado es posible analizar la secuencia de aminoéacidos y
sugerir si corresponde a un receptor P2X. Al traducir la secuencia clonada se obtienen 202
aminoacidos que representan el 34% del total (595 aa). Si se toma como referencia la
secuencia de humano (clave EMBL UniProt Q99572) abarca del E55 a la 1257, de acuerdo
a la prediccion de la estructura, el fragmento completo se localiza en la regiéon del asa
extracelular de la subunidad del receptor. El andlisis de las secuencias de aminoacidos de la
subfamilia de receptores P2X ha mostrado que existen 10 cisteinas conservadas en las 7
subunidades conocidas, que se localizan en la region del asa extracelular y estarian
formando enlaces disulfuro de gran importancia para la estructura tridimensional del
receptor (North, 2002), estos aminodcidos son considerados una marca de identidad en esta
subfamilia de proteinas (Figura 11).

El fragmento obtenido abarcaria 8 de estas cisteinas conservadas, el alineamiento de
las secuencias de receptores P2X5 de rata, ratdn y humano con el de porcino muestra que el
fragmento presenta las 8 cisteinas esperadas (Figura 12). De acuerdo a North 2002, en esta
region hay 40 aminoécido conservados en total (Figura 11), nuestro fragmento presenta 39
de estos aminoacidos (Figura 12). De esta forma el analisis de la secuencia de aminoacidos

permite afirmar que el fragmento clonado corresponde a la subunidad P2X.
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Figura 11. Alinecamiento de las 7 subunidades P2X de rata conocidas. En rectangulos
sombreados estan las cisteinas conservadas, en rectangulos claros los otros aminoacidos
conservados, las lineas negras muestran los dominios transmembranales y se sefiala el
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inicio de los exones (tomado de North, 2002).
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»E2

P2X7humano MPACCSCSDVFQYETNKVTRIQSMNYGT IKWFFHV I IFSYVCFALVSDKLYQRKEPVISS 60
P2X7porcino - EPVISS 6
P2X7raton MPACCSWNDVFQYETNKVTRIQSTNYGTVKWVLHMIVESY ISFALVSDKLYQRKEPVISS 60
P2X7rata MPACCSWNDVFQYETNKVTRIQSVNYGT IKWILHMTVFSYVSFALMSDKLYQRKEPLISS 60

- - - - - - - - - - - - - - *k = kkk

> E3

P2X7humano VHTKVKGII AEVKEE I VENGVKKLVHSVROTADY THALQGNSFFVMTINFLKTEGQEQRLIJP 120
P2X7porcino VHTKVKGI AEVTQE I VENGLKKVVPSVLOTADY THALQGNSFFVMTNFLKTEGQJEQGLIP 66
P2X7raton VHTKVKGI AEVTENVTEGGVTKLGHS I RDTADY THALQGNSFFVMTINYVKSEGQVQTLIAP 120
P2X7rata VHTKVKGVAEVTENVTEGGVTKLVHG I RDTADY TLALQGNSFEVMTINYLKSEGQEQKLIP 120

Hok KA|-kkk === Kk K- K= - - R * *

..... - - 'U U oI
> E4 »E5 > E6
P2X7humano YPTRRTLASSDRGAKKGAWMDPQSKIGI ¢ TARAVVHEGNQHTIEVSAWCHI[EAVEEAPRPA 180
P2X7porcino YPTRRTLASSNQGAKKGWMDPQNKGI TGRAVEYKGKQK TOEVSAWCRIEAVEEAPQPA 126
P2X7raton YPRRGAQJSSDRRAKKIGWMDPQSKG I JTGRAVPYDKTRKTIARVS TIEEEKEAPRPA 180
P2X7rata YPSRGKQQHSDQGA I KGWMDPQSKGI TGRA I PYDQKRK TIOH | FAWCPAEEGKEAPRPA 180
> E7

P2X7humano LLN IDFPGHNYTTRNILPGLN I TIATFHKTONPQAP 1 FRUGD I FRETGD 240
P2X7porcino LLR IDFPGHNYTTRNTLPGLN I TIATFHKTQNPLIAP 1 FRLGDIFRETGD 186
P2X7raton LLR IHFPGHNYTTRNILPTMNGSATFHKAWDPQUS I FRLGD 1 FQEAGE 240
P2X7rata LLR IDFPGHNYTTRNILPGMN 1 SGTFHKTWNPQAP I FRLGDIFQEIIGE 240

**_ *_********* **x :* : * x: :* _*** ***:* *:
P2X7humano SD YWDCNLDRWFHHCRPKYSFRRLDDKTTNVSLYPGYNFRYAKYYK 300
P2X7porcino SD Bl ——— = 202
P2X7raton TE YWDCNLDSWSHHCRPRYSFRRLDDKNMDESFVPGYNFRYAKYYK 300
P2X7rata TE

'YWDCNLDSWSHRCQPKYSFRRLDDKYTNESLFPGYNFRYAKYYK 300

Figura 12. Alineamiento de las 4 subunidades P2X; conocidas. En rectangulos rojos estan
las cisteinas conservadas, en rectdngulos azules los otros aminoacidos conservados, la linea
negra muestra el dominio transmembranal 1 y se sefala el inicio de los exones.

Estos resultados en conjunto sugieren fuertemente que en ratén y en cerdo el
receptor P2X; se expresa en las células de la teca ovarica. La deteccion de dicho receptor
por diferentes enfoques valida el modelo porcino para estudiar roles fisiologicos de esta

proteina en células aisladas.
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El ATP induce incremento en la concentracién de Ca*™ intracelular en células de la

teca de porcino.

Los resultados mostrados hasta este punto del estudio muestran la presencia de receptores
P2X7 en las células de la teca de mamifero. Con el fin de aportar evidencias funcionales de
la presencia de estos receptores, se estudiaron cambios en la concentracion de Ca'™
intracelular [Ca""]; inducidos por agonistas purinérgicos (Figura 13). Las células de la teca
se cargaron con 5 uM de fluo-4 AM y se colocaron en una camara de registro con flujo
constante de solucion de Krebs, en un microscopio de fluorescencia invertido. Las células
fueron estimuladas con las drogas indicadas y los datos fueron colectados por un sistema de
fotografia de alta velocidad acoplado a una computadora. Una secuencia de imagenes tipica
registrada en respuesta al estimulo de 1 mM de ATP se muestra en la Figura 13A, en este
caso se registraron imagenes cada 250 ms.

El méximo incremento en fluorescencia fue inducido por 1 mM de ATP 100 +
11.2% (n=47 células de tres cultivos independientes), UTP 1 mM indujo un incremento de
55 +7.8% (n=22 de tres cultivos) y BZATP 250 uM produjo un aumento de 47 + 4.7% (24
células de tres cultivos) (Figura 13B).

Aunque UTP y BzATP indujeron aumentos similares mostraron diferencias muy
importantes en la region subcelular que sufre el aumento de fluorescencia; para documentar
este hecho se realizd un andlisis en células individuales del aumento de la fluorescencia a lo
largo de una linea arbitraria trazada a través de cada célula incluyendo la region del nucleo.
UTP induce un aumento en la region perinuclear, mientras BzATP lo hace en toda la célula

(Figura 13C), estos resultados son acordes con los mecanismos de transduccion esperados
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para receptores metabotrdpicos (activados por UTP) y para receptores-canal (sensibles a
BzATP). La respuesta inducida por ATP fue mayor en amplitud y en ambas regiones

subcelulares (Figura 13C).
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Figura 13. Agonistas purinérgicos inducen un incremento en [Ca" ]; en células de la teca.
Los cultivos celulares se cargaron con fluo-4/AM, vy los cambios en la [Ca™']; se
registraron en un microscopio de fluorescencia. A) Una serie tipica de imagenes donde se
muestra la respuesta a ATP 1 mM con registros cada 250 ms. B) El grafico muestra la
media (= S.E.M.) del méximo incremento de la fluorescencia en respuesta a 1 mM de ATP,
ImM de UTP, 6 250 puM de Bz-ATP (aplicaciones de 20 s). C) UTP y Bz-ATP
incrementan la [Ca"™]; en una magnitud similar, sin embargo el patrén espacial es diferente.
Esto se muestra en una andlisis en células individuales en el que la intensidad de la
fluorescencia fue medida a lo largo de una linea arbitraria que cruza la célula pasando por

el nucleo.
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El ATP extracelular induce muerte celular apoptotica en células de la teca en cultivo.

Como se mostrd en los datos iniciales el ATP es capaz de inducir muerte en células de la
teca de porcino, para confirmar que se trata de muerte apoptética se purific6 DNA
genomico, se realizé el marcaje de TUNEL para la respuesta a ATP y la respuesta inducida
por BzATP se estudié con marcaje de union de anexina V. En todos los experimentos las
células se obtuvieron por digestion enzimatica de la teca y se cultivaron por 24 h en
DMEM-F12 con 1% de suero fetal bovino, antes de los experimentos se ayunaron con
DMEM sin suero por 2 horas. El ayuno hasta por 24 horas no induce muerte celular en
estos cultivos.

El estimulo con 500 uM de ATP no tuvo efecto, ] mM y 5 mM por 24 horas
indujeron la muerte del 98% de las células en 10 de 11 cultivos, lo cual se determiné por el
ensayo de exclusion de azul de tripano. Las células muertas mostraron caracteristicas de
apoptosis como condensacion de la cromatina, estrechamiento del citoplasma, vesiculacion
de la membrana y formacion de cuerpos apoptoticos (Figura 14A versus 14B y 14D versus
14E). En estos cultivos se analizo la fragmentacion del DNA gendmico, una caracteristica
especifica de la muerte celular apoptoética. La ruta mitocondrial y la dependiente de ligando
de activacion de la apoptosis involucran la activacion de la DNasa dependiente de caspasas,
lo cual produce digestion internucleosomal del DNA y un patrén caracteristico de escalera
cuando el DNA purificado se analiza por electroforesis (Hsueh et al., 1994). Este patrén
tipico de escalera se observo en 6 de 11 ensayos (Figura 14C). Como control positivo de los
experimentos se estimularon algunos cultivos con tapsigargina 10 nM, un inhibidor de la

Ca'"-ATPasa del reticulo endoplasmico, esta droga ha sido utilizada para inducir apoptosis
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porque la acumulacion de 16n calcio en el citoplasma como resultado de la inhibicion de la
ATPasa activa al apoptosoma (McConkey et al., 1996). Las células de la teca sufren
muerte celular en presencia de tapsigargina y el DNA muestra en patron de escalera
caracteristico (Figura 14C).

Para cuestionar si el efecto era inducido por un metabolito del ATP se probo
adenosina 1 mM, la presencia de este nucle6sido por 24 h no indujo muerte celular o
fragmentacion de DNA (Figura 14C). Para confirmar estas observaciones se utilizo la
técnica de TUNEL en cultivos estimulados con ATP con el fin de marcar cuerpos de DNA.
Estas preparaciones mostraron caracteristicas propias de apoptosis como vesicularizacion
de la membrana plasmatica y formacion de cuerpos apoptoticos, el marcaje se reprodujo en
tres experimentos independientes (Figura 14E-F). Del mismo modo los cambios
morfoldgicos y la marca positiva del ensayo de TUNEL fueron producidos utilizando Bz-
ATP 250 mM (Figura 14Cy F).

Por otra parte PPADS (300 uM), un antagonista de los receptores P2X (Lambrecht
et al., 1992), bloqued la muerte celular inducida por ATP y la fragmentacion del DNA
gendmico en 3 de 5 experimentos (Figura 14G-H); concentraciones mayores del
antagonista resultaron toxicas para los cultivos. Asi mismo el antagonista de los receptores
P2X;, ATP oxidado a aldehido (Murgia et al., 1993), bloqued la induccion de muerte
celular en 3 experimentos independientes. Estos datos, en suma, sugieren la participacién

del receptor P2X en la induccion de apoptosis.

55



C TG ADOATP1 Bz

" *
2 100 1 1
g
2 &0
=l
% u so
= 40
w
=
s 20
I I —
4 & Contral  ATP Bz-ATP
[')]
G 8 H
= 1404 MWM C ATP1 ATPS5 PPADS
E i psirasy + ATP
*
120 4
2 I
g 2
S 100- ~
(=]
2 s0d|
© : e
2 sof| .
2

Control ATPS5 PPADS+ATP

Figura 14. El ATP induce muerte celular apoptotica en células de la teca de porcino
cultivadas. Los cultivos celulares fueron incubados en ausencia (A y D) o presencia de 1
mM de ATP (B y E) por 24 h. El estimulo purinérgico indujo muerte celular con
caracteristicas de apoptosis. Las imagenes en A y B fueron obtenidas por microscopia de
contraste de fases (20X), mientras que D y E (100X) corresponden a células procesadas
para TUNEL (la flecha en E indica el DNA marcado por TUNEL). C)El DNA de las
células tratadas con ATP mostré fragmentacion internucleosomal al visualizarlo en geles de
agarosa al 1.5%. Los carriles corresponden a : C, control; TG, tapsigargina 100 nM como
control positivo; ADO, adenosina 1 mM; ATP 1, ATP 1 mM y Bz, Bz-ATP 250 uM
respectivamente. F) El grafico muestra la media (+ E.E.M.) de células positivas en el
ensayo de TUNEL, como porcentaje del nimero total de células en campos de tres
experimentos independientes en condiciones control o para células incubadas en ATP 1
mM o Bz-ATP 250 uM, (*p<0.01 vs. control). G-H) La inducciéon de fragmentacion de
DNA fue bloqueada por PPADS como se muestra en el analisis densitométrico del DNA de
bajo peso en el patron de escalera y en las imagenes representativas (*p<0.05 vs. ATP).
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Para explorar a fondo esta respuesta utilizamos el ensayo de uniéon de anexina V
(Figura 15). Este ensayo detecta la translocacion de fosfatidilserina a la cara externa de la
membrana plasmatica, una caracteristica temprana de la apoptosis, fendmeno que puede ser
cuantificado con mayor detalle. Los cultivos celulares (n=3) fueron estimulados con ATP 1
mM o Bz-ATP 200 uM por un periodo de dos horas. La deteccion fue realizada incubando
las células estimuladas con anexinaV-Cy3 y visualizadas en un microscopio de
fluorescencia, imagenes representativas de esta ensayo se muestran en la Figura 15 A-D.

Un analisis mas detallado de la respuesta a Bz-ATP result6 en una estimacion de la
EC50 de ~150 uM, y el curso temporal para este efecto utilizando 250 uM de Bz-ATP
mostro que el 50% de las células fueron positivas al marcaje con anexina V en ~2 h. De
manera consistente con los resultados obtenidos con la fragmentacion de DNA, el ensayo
de anexina V sugiere que la activacion del receptor P2X7 esta involucrada en la induccién

de muerte celular en células de la teca in vitro.
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Figura 15. El ensayo de anexina V utilizando un marcador fluorescente (Cy3) unido a esta
proteina fue utilizado para caracterizar la induccion de muerte celular por Bz-ATP. En Ay
C se muestran imagenes de contraste de fases y en B y D imagenes de fluorescencia de
células control (A-B) o células tratadas con 250 uM de Bz-ATP (C-D). En E y F se muestra
la curva dosis respuesta y curso temporal (con 250 uM de Bz-ATP)respectivamente.
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La induccion de muerte celular dependiente de ATP extracelular es un evento

dependiente de Ca™".

El receptor canal P2X; ha sido vinculado con anterioridad a la induccidon de apoptosis, se
ha propuesto que la apertura de este canal produce una despolarizacion sostenida de la
membrana y un incremento constante en el calcio citosélico, pues no se desensibiliza, que
altera la permeabilidad de la membrana por activacién de poro de transicion mitocondrial.
Como consecuencia se altera el potencial de membrana de la mitocondria y se liberan de
este organelo factores proapoptéticos como el citocromo C (Kantrow and Piantadosi,
1997), lo cual desencadena la cascada apoptotica. La induccién de apoptosis dependiente
del receptor P2X; se ha documentado en macréfagos (Ferrari et al., 1997), células
dendriticas del sistema inmune (Countinho-Silva et al., 1999) y en las células mesangliales
del rinén (Schulze-Lohoff et al., 1998). No obstante recientemente se ha mostrado que la
apoptosis promovida por este receptor puede estar regulada por vias independientes de Ca™"
que involucran la activacion de una via de transduccion de la cinasa asociada a RhoA,
ROCKI (Mckenzie et al., 2005).

Con el fin de explorar si el calcio extracelular estd involucrado en el efecto que
observamos en cultivos de teca reducimos la concentracion de Ca'" extracelular y
posteriormente aplicamos 250 uM de Bz-ATP. La concentracion de Ca™ extracelular fue
disminuida por la adicion de EGTA 5 mM al medio, bajo estas condiciones la
concentracion del 16n se reduce a concentraciones menores al rango uM (Y1 et al., 2002).
Este secuestro del Ca'" extracelular resultd deletéreo por si mismo para las células (4

cultivos independientes) efecto que no fue estudiado a fondo. No obstante cuando ademas
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del EGTA 5mM agregamos 2-5 mm de Mg' " las células sobreviven por mas de 5 horas. La
induccién de muerte celular por el tratamiento con 250 uM de Bz-ATP por 2 horas en
células que habian sido incubadas con EGTA y Mg"™" disminuy6 a 32%, mientras que en los
cultivos control con medio de cultivo normal el valor es de 55% (Figura 16). Este efecto
pudo observarse en cuatro experimentos de diferentes cultivos. Estas observaciones

sugieren que la induccion de apoptosis depende del influjo de Ca™".

k=S N o0
o o o

% de células marcadas
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250 UM Bz-ATP

Figura 16. La apoptosis inducida por Bz-ATP depende de la concentracion de Ca’™
extracelular. El grafico muestra el porcentaje de células que sufren apoptosis con o sin 250
uM de Bz-ATP en medio control (columnas blancas) cuantificadas con el ensayo de unioén
de anexina V. El numero de células apoptoticas por el tratamiento con Bz-ATP se redujo en
un medio donde el Ca™" fue secuestrado por la adicién de 5 mM de EGTA (y 2 mM de
Mg, columna negra). *p<0.05 vs. Control estimulado con Bz-ATP.
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Discusion

Estudios pioneros describieron que en el foliculo atrésico , las células de la teca sufren
hipertrofia y se incorporan al tejido intersticial (Himelstein-Braw et al., 1976),
posteriormente, estudios morfologicos demostraron que la células que rodean al foliculo
atrésico experimentan picnosis nuclear, una evidencia de la fragmentacion del DNA que se
presenta de forma caracteristica en la apoptosis (O’Shea et al., 1978). Recientemente se ha
demostrado que las células de la teca de los foliculos atrésicos de porcino, vaca y rata
mueren por apoptosis (Tilly et al., 1992; Palumbo and Yeh, 1994; Isobe and Yoshimura,
2000). Esto implica que la muerte de las células de la teca puede ser importante en la
induccion o en la progresion de la atresia folicular. A la fecha se han descrito algunos
mensajeros celulares que inducen apoptosis in vitro en las células de la teca ovarica tales
como TGF-a y TGF-B (Foghi et al., 1998a), hormona luteinizante (Yacobi et al., 2004 ) y
el ligando Fas (Foghi et al., 1998b).

En el presente estudio, demostramos que los receptores P2X; se expresan en las
células de la teca ovarica de raton y puerco; en estudios in vitro con cultivos primarios de
teca de porcino demostramos que estos receptores son funcionales al promover aumento en
la[Ca"]; y que median la accion del ATP como inductor de apoptosis, sugiriendo un papel
potencial del sistema purinérgico en la regulacion de la fisiologia ovérica que involucran
muerte celular apoptdtica.

La subunidad del receptor P2X; de ratébn es una proteina con una masa de

aproximadamente 68.4 kDa (Chessell et al., 1998). Por western blot detectamos una banda
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inmunoreactiva de ~70 kDa en homogenados de ovario, esta banda es similar a lo
observado en homogenados de cerebro que se emplearon como control positivo. Este
resultado es acorde a estudios previos realizados en diferentes tejidos (Ramirez and Kunze,
2002; Schrier et al., 2002). Otros grupos de investigacion han analizado la distribucion de
receptores P2 en el tracto reproductivo y el ovario de la rata utilizando
inmunohistoquimica, en estos trabajos han descrito la presencia del receptor P2X; en el
epitelio vaginal y en las células endometriales pero no en el ovario (Bardini, et al.). Estos
datos controversiales impusieron la necesidad de un analisis mas a fondo de la expresion
de estos receptores en el ovario de raton. En el presente trabajo se demostré la presencia del
transcrito de P2X7; en RNA total del ovario de raton por trascripcion reversa y PCR (RT-
PCR), asi como el patron de expresion de la proteina en rebanadas de ovario por
inmunofluorescencia. Estos resultados mostraron claramente que el receptor se expresa en
las células de la teca folicular, lo cual fue corroborado por la realizacién de dobles marcajes
con la enzima citocromo P450 side chain cleavage, una proteina que es considerada un
marcador de teca ovarica.

Del mismo modo, en el presente estudio demostramos la expresion del receptor
P2X; en las células de la teca del ovario porcino, en preparaciones in Situ, asi como en
cultivos primarios. Estas observaciones fueron complementadas por Western blot en
homogenados de teca fresca proveniente de foliculos antrales. Aunque el cDNA completo
del receptor P2X; de porcino ain no ha sido clonado, amplificamos un fragmento del
transcrito a partir de RNA total de células de la teca recién aislada por RT-PCR, el
fragmento clonado corresponde al 34% del transcrito y mostrd un porcentaje de similitud
del 91% con el transcrito de humano, esta secuencia ya ha sido enviada a la base de datos

del NCBI y tiene el nimero de acceso AY894135. Recientemente otro grupo ha reportado
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otro fragmento del cDNA del receptor clonado de tejido neural (NCBI #AY691687), dicha
secuencia es idéntica a la obtenida en este estudio en la region en que se traslapan. El
analisis de la secuencia de aminoacidos que se obtuvo al traducir el fragmento clonado
mostré que se trata de 202 aminoacidos que estarian ubicados en el segmento
transmembranal, presenta 8 cisteinas conservadas en los 7 miembros de la subfamilia, y 39
aminoacidos conservados, el 100% de los esperados. La secuencia primaria corresponde a
un miembro de la subfamilia P2X. Estas evidencias soportan la idea de que las células de la
teca de porcino expresan al receptor canal P2X; y pueden utilizarse como modelo para
estudiar su papel en la fisiologia ovarica.

La funcionalidad del receptor fue monitoreada midiendo el aumento en la
concentracion de Ca™ intracelular ([Ca™'];) en respuesta a agonistas purinégicos en células
de la teca cultivadas. La [Ca"']; se incrementd cuando las células fueron estimuladas con
ATP o Bz-ATP. Aunque ambos agonistas evocan incrementos en [Ca™']; difieren
claramente en potencia, siendo el ATP el mas efectivo. Este hecho sugiere que la teca
expresa receptores P2 insensibles a Bz-ATP. Entre varias drogas purinérgicas probadas,
UTP, y Bz-ATP incrementaron la [Ca" ]; en una magnitud similar indicando que receptores
P2 acoplados a proteinas G, sensibles a UTP (P2Y) estan presentes en las células de la teca.
Bz-ATP evocé un incremento generalizado en la [Ca™'];, mientras que el aumento
promovido por UTP ocurre principalmente en la region perinuclear. Esto es consistente con
el mecanismo demostrado para receptores P2X; y P2Y activados por UTP en distintos
sistemas celulares (Ralevic and Burnstock, 1988). En resumen, los resultados demuestran
que los receptores P2X; expresados en la membrana de células de la teca son funcionales, y
que el aumento en la [Ca™"];inducida por ATP es aditiva e involucra al menos dos subtipos

de receptores.
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El receptor P2X; se ha asociado a apoptosis en varios tipos celulares (Ferrari et al.,
1997; Ferrari et al., 1999; Humphreys et al., 2000; Countinho-Silva et al., 1999; Schulze-
Lohoff et al., 1998). En el presente estudio se mostrd por purificacion de DNA gendmico,
TUNEL y union de anexina V. que el ATP induce apoptosis en células de la teca en cultivo
y los datos farmacologicos indican firmemente que esta accion es mediada por la activacion
de receptores P2X;. Algunos cultivos que presentaron muerte celular no mostraban
fragmentacion del DNA genomico, lo que sugiere que el ATP puede inducir necrosis
celular, un efecto que ha sido bien documentado en macréfagos (Ferrari et al., 1999). No
obstante, cuando la induccion de apoptosis por ATP o Bz-ATP fue evaluada con el ensayo
de unidén de anexina V, todos los cultivos probados (n=8) mostraron marcaje positivo.

Se ha propuesto que la activacion de receptores P2X; produce una elevacion en la
concentracion de Ca'" en el citoplasma que trae como consecuencia la activacion de
proteinas proapoptdticas (Ferrari et al.,1999; Countinho-Silva et al., 1999). En este estudio
mostramos que la activacion de los receptores P2X; en células de la teca por Bz-ATP
produce un incremento en la [Ca"™]; y también que el secuestro del calcio extracelular con
EGTA reduce el nimero de células positivas para la uniéon de anexina V, lo cual sugiere
que el influyjo de Ca™" es necesario para que se presente la respuesta apoptotica. Sin
embargo la quelacion del Ca™" no inhibe completamente el proceso apoptotico, esto puede
tener varias causales. Por ejemplo, que exista Ca’" residual en el medio no obstante la
adicion de 5 mM de EGTA, o que el receptor active una via apoptotica independiente de
Ca"" lo cual ya ha sido propuesto recientemente (Mackenzie et al., 2005).

Proponemos que en el contexto de la fisiologia ovarica, la activacion del receptor
P2X; puede funcionar como un integrador de la informacién del sistema nervioso

periférico. Estd bien establecido que el ATP participa como un neuroefector simpatico,
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actuando como cotransmisor con norepinefrina (NE) (Burnstock, 1999). Se ha demostrado
que el ovario esta inervado por componentes del sistema nervioso simpatico. Esta
inervacion esta en contacto con las células de la teca, sin embargo no cruza la ldmina basal
del foliculo ovarico(Burden, 1985; Lara et al., 2002). En este mismo orden de ideas, en
experimentos in Vivo se ha mostrado que la informacion periférica es relevante en la
fisiologia ovarica; por ejemplo, la desnervacion farmacoldgica en la rata prepuberal induce
cambios en la distribucion de la poblacion folicular (Lara et al., 1990). Una explicacion
estimable para estas observaciones seria que la regulacion de la atresia folicular estuviera
alterada. Aunque estos trabajos se han centrado en la sefalizacidén catecolaminérgica,
nuestros resultados abren la posibilidad de que el sistema purinérgico participe en la
regulacion de este tipo de eventos. La liberacion de ATP de las terminales nerviosas puede
activar receptores P2X; en las células de la teca de foliculos antrales y desencadenar
apoptosis o necrosis y finalmente atresia folicular. Aproximaciones experimentales en
modelos fisioldgicos son necesarios para establecer el posible papel del sistema descrito .
Otra posibilidad no excluyente de la anterior es que el ATP en el ovario funciona
como un modulador paracrino-autocrino. El ATP es un transmisor celular cominmente
paracrino-autécrino. Efectos diversos del ATP se han estudiado en plaquetas, leucocitos,
células endoteliales, células de musculo liso, osteoblastos, células B-pancredticas, células de
Sertoli y condrocitos y ellos pueden ser estimulados por una amplia gama de agentes o
condiciones como hipoxia, acidosis, deformacion mecanica, choque osmético, estimulacion
de receptores y estimulacion mecdnica (Revisado en Bodin and Burnstock; 2001).
Recientemente se ha demostrado que en foliculos de la rana Xenopus existe un sistema

purinérgico en el que la teca desempefia un papel modulatorio central, y la fuente principal
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de ATP en este sistema parece ser el propio ovocito (Maroto and Hamill, 2001; Saldafa et
al., 2005). Como se ha mostrado en otras especies, el ATP puede ser liberado por distintos
componentes intrafoliculares ejerciendo efectos paracrinos-autocrinos, incluida Ia
induccion de apoptosis.

En resumen, los resultados descritos en el presente trabajo son el primer reporte de
la expresion y funcion de receptores purinérgicos en la células de la teca. Se ha establecido
in situ que el receptor P2X; se expresa de manera especifica en este tipo celular y en
experimentos in vitro que el canal es funcional, pues es capaz de inducir cambios en la
concentracion de Ca™" intracelular y muerte celular apoptdtica. La participacion del sistema
purinérgico en la fisiologia ovarica ha sido pobremente investigada, y nuestros datos abren
la posibilidad de conocer nuevos elementos que regulan de la funcidén ovarica. Dado que
nuestros datos funcionales son en modelos in vitro, estudios en el animal completo

permitiran establecer las implicaciones fisiologicas de esta expresion.
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ATP-Induced Apoptotic Cell Death in
Porcine Ovarian Theca Cells Through

P2X7 Receptor Activation
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ABSTRACT Folliculogenesis modulation via
distinct neurotransmitters is a well-documented phe-
nomenon. Intraovarian purinergic signaling mechanisms
have been identified previously in different species.
However, the molecular elements involved and the
physiological role of this purinergic signaling remain to
be elucidated. Here, studies using RT-PCR amplifica-
tion, immunoblotting, and immunofluorescence micro-
scopy showed that murine and porcine ovaries express
the P2X7 subtype receptor, a cationic receptor-channel
operated by ATP. Using immunofluorescence it was
demonstrated that P2X7 protein expression, in both
mouse and pig, occurs specifically in the theca cells from
antral follicles. Isolated porcine theca cells maintained in
primary cultures and tested with 1 mM ATP or 250 uM
Bz-ATP, a specific agonist of P2X7, responded with an
increase in intracellular calcium concentration, as
demonstrated in cells loaded with fluo-4 as calcium
indicator. This strongly suggested that P2X7 receptors in
theca cells are functional. Moreover, application for 24
hr of 1 mM ATP or 250 uM Bz-ATP induced apoptotic
cell death as indicated by the DNA fragmentation
pattern, positive TUNEL test, and annexin V binding.
This ATP effect was antagonized by 300 uM PPADS and
200 puM oxidized ATP. Also, addition of 5 mM EGTA in
the external medium to chelate free Ca™" decreased
death cell to 24% of that produced by 200 uM Bz-ATP,
suggesting that Ca™* influx participates in the phenom-
enon. The highly specific and functional expression of
P2X7 receptors in theca cells suggest a role for ATP in
modulating follicular physiology. Mol. Reprod. Dev. 73:
745-755, 2006. © 2006 Wiley-Liss, Inc.

Key Words: purinergic neurotransmission; ovary;
theca cells

INTRODUCTION

In the ovary, selection of ovulatory follicles is a
constant process and represents an essential phenom-
enon in normal follicular development. In this selection
only a small fraction of follicles finish their full growth
and development, and the rest are eliminated. At least
99% of follicles in the mammalian ovary undergo
follicular atresia, a cellular degeneration that involves

© 2006 WILEY-LISS, INC.

apoptosis in both somatic and germinal follicular cells
and is present in all states of follicular growth (see,
Hsueh et al., 1994). At least 50% of antral follicles
in mammals suffer atresia (Greenwald and Roy, 1994);
this is the default pathway in follicular development,
while the main survival signal is the preovulatory
peak of FSH (Braw and Tsafriri, 1980). The role of
the different follicular cell types in atresia is funda-
mental for an understanding of the regulation of
folliculogenesis.

Theca is the external layer surrounding the ovarian
follicle. Its physiological role in the synthesis of andro-
gens from acetate or cholesterol is well known: Andro-
gens serve as substrate for estradiol and progesterone
synthesis in granulosa cells (Bjersing, 1978). Also, theca
cells mediate the nutrient flow into the follicle because
they form the vascularized layer closest to the oocyte. In
addition, theca receives and integrates cellular signal-
ing of transmitters transported through blood flow and
the peripheral nervous system (Burden, 1985). It has
been described that during follicular atresia, theca cells
are hypertrophied and included within interstitial
tissue (Himelstein-Braw et al., 1976). However, other
morphological studies demonstrated that theca cells of
atretic follicles undergo nuclear piknosis, a morpholo-
gical signal of DNA condensation and degeneration
(O’Shea et al., 1978). More recently, it has been shown
that theca cells of atretic follicles of several species such
as swine, beef, and rat undergo apoptosis (Tilly et al.,
1992; Palumbo and Yeh, 1994; Isobe and Yoshimura,
2000). In vitro studies about signaling pathways that
regulate apoptosis in theca cells have shown that these
cells undergo apoptosis in response to transforming
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growth factor o (TGF-a) and TGF- by modulation of
the antiapoptotic protein Bcl-2 (Foghi et al., 1998b).
Independently, apoptosis in theca cells can also be
promoted through death receptor stimulation by Fas
ligand (Foghi et al., 1998a).

In this study, we addressed the possible role of ATP-
specific receptors expressed in theca cells during the
apoptotic process. ATP exerts its extracellular actions
through receptors named P2 that include two types: the
P2X receptor channels permeable to cations and the P2Y
receptors, which are G protein-coupled molecules that
act primarily through the phosphoinositide-Ca™* path-
way (Ralevic and Burnstock, 1998). Some functional
actions generated by P2 receptor activation in the follicle
have been already documented. For example, in the
mouse cumulus cell-enclosed oocyte, ATP generates at
least two ionic currents dependent on P2Y, receptor
activation (Arellano et al., 2002). In the same model,
ATP promotes Ca'" mobilization in the cumulus cells,
and the wave of Ca™ " increase propagates to the oocyte
through gap junction channels (Webb et al., 2002). In
cultured granulosa cells, ATP activates protein kinase C
(Tai et al., 2001a) and the mitogen-activated protein
kinase p42-p44 pathway (Tai et al., 2001b).

P2X receptor subunits present two putative trans-
membrane domains with intracellular amino and car-
boxy termini. Like all members of this receptor type, the
binding of ATP results in opening of channels permeable
mainly to Na*, K*, and Ca*™" ions (Ralevic and Burn-
stock, 1998). P2X7 is an ATP-gated ion channel fre-
quently associated with the activation of apoptosis in
several cell systems. In addition, the typical P2X7
response to ATP involves an open channel nondesensi-
tizing state, which is permeable to hydrophilic molecules
of a molecular weight up to 900 Da (Rassendren et al.,
1997). In the present work, we show specific expression of
the P2X7 receptor in theca cells of the mammalian ovary
and provide evidence that P2X7 stimulation of theca cells
promotes apoptotic cell death. This is the first character-
ization of a possible physiological role of extracellular
ATP signaling in ovarian theca cells.

MATERIALS AND METHODS
Materials

ATP, UTP, adenosine (Ado), 2',3'-O-(4-benzoylben-
zoyl)adenosine 5'-triphosphate (Bz-ATP), adenosine 5’'-
triphosphate periodate oxidized sodium salt (Ox-ATP),
pyridoxal phosphate-6-azo (benzene-2,4-disulfonic acid)
tetrasodium salt (PPADS), Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), DMEM/ nutrient mixture F12 Ham
mix, and Hank’s solution were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Antibodies were from
Chemicon International Inc. (Temecula, CA) and Alo-
mone Labs, Ltd. (Jerusalem, Israel). Fluo-4 was from
Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR). Reverse tran-
scriptase, oligo dT, taq polymerase, oligonucleotides,
and other molecular biology reagents were from Invitro-
gen Co. (Carlsbad, CA). Fetal bovine serum (FBS), L-

glutamine, and antibiotic-antimycotic were from Gibco
Invitrogen Co. (Grand Island, NY).

Cell Isolation and Culture

Porcine ovaries were obtained from a local slaughter-
house, collected in L-15 medium (Gibco) containing
5% FBS and antibiotic-antimycotic given above. Antral
follicles (>4 mm) were isolated manually using fine
forceps under a stereoscopic microscope and cleaned of
interstitial tissue. Follicles were opened, granulosa cells
were gently removed, and the theca layer was manually
dissected and incubated in 1 ml of 0.025% trypsin and
5 mg/ml DNase I in Hank’s solution (30 min at 37°C).
The preparation was vigorously shaken, allowed to
settle for 5 min, and the supernatant containing
undesired granulosa cells was removed by decantation.
Theca layers were dispersed by incubation in 1 ml of
1 mg/ml collagenase type Il and 5 mg/ml DNase I (30 min
at 37°C) in Hank’s solution. Cells were homogenized by
passing repeatedly through a Pasteur pipette, centri-
fuged 5 min at 1,000 rpm, and the supernatant was
replaced by 1 ml of culture media (DMEM/HAM-F121:1)
containing 1% FBS and antibiotic—antimycotic. Cells
were dispersed, plated in 3 cm culture dishes in DMEM/
HAM-F12(1:1) containing 1% FBS, and incubated. After
2 hr, the culture medium was replaced to eliminate
unattached cells, and the cultured cells were incubated
for 12—48 hr at 37°C in a humidified atmosphere con-
taining 5% CQO.,. Cells obtained by this procedure were
95% viable as assessed using the trypan blue exclusion
assay.

Immunohistochemistry and
Immunocytochemistry

Ovaries of female mice (3 months) or porcine antral
follicles (>4 mm) were fixed in 4% paraformaldehyde
(PFA) in phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 for 4 hr
at room temperature, incubated overnight in 30%
sucrose in PBS pH 7.4, and finally suspended in Jun
Tissue freezing solution (Leica, Wetzlar, Germany),
frozen at —20°C, and sectioned in 10 um serial cuts using
a cryostat (Leica CM1850). Slices were collected on
gelatinized slides and stored at —80°C. For immunode-
tection, tissue was thawed and fixed for 7 min with 4%
PFA, washed with PBS, and treated with blocking
solution containing 4% goat serum in PBS, washed
again, and incubated overnight with the primary anti-
body, anti-P2X7 rabbit IgG (dilution 1:200) in blocking
solution. Slides were PBS washed and incubated for 1 hr
with the second antibody, goat antirabbit coupled to
rhodamine (dilution 1:200), mounted in DABCO, and
analyzed by fluorescence microscopy. For double label-
ing, anti-P2X7-treated slices were subsequently incu-
bated with mouse antibody against cytochrome P450
side chain cleavage enzyme, followed by FITC-coupled
goat antimouse IgG.

For immunocytochemistry cells, were grown on
poly-D-Lysine-treated cover slides. Semi-confluent
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cultures were fixed in 4% PFA for 25 min, washed with
PBS, and blocked with 4% goat serum in PBS. The im-
munodetection procedure was performed as described
above.

Intracellular Ca™t Mobilization

Porcine ovarian theca cells were grown on cover slides
pretreated with poly-p-Lysine. Semi-confluent cultures
were loaded 30 min with 5 pM fluo-4/AM and 0.1%
pluronic acid in Krebs solution (in mM: 150 NaCl, 1 KCl,
1 MgCl,, 1.5 CaCly, 4 glucose, 10 HEPES, and 0.05%
BSA, pH 7.4). The cells were washed with Krebs solution
for 10 min and placed in a recording chamber with
constant flow, located in an inverted fluorescence
microscope (Olympus, Melville, NY) equipped with an
Evolution QEi camera (Media Cybernetics, USA).
Images were analyzed using the Image-Pro Plus soft-
ware (Media cybernetics).

Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction

Total RNA of mice or porcine ovaries was purified by
the guanidine isothiocyanate method (Chomezynski
and Sacchi, 1987). First strand cDNA was synthesized
using reverse transcriptase, 1 ug of DNase-treated RNA,
oligo(dT), and random hexamers as primers in a total
volume of 50 ul. The cDNA synthesized was used as
template in a polymerase chain reaction. For mouse
P2X7 subunit amplification, we used specific oligonu-
cleotides; the forward sequence was 5 CATATGACAA-
GACAAGGAAGAC 3/, the reverse sequence was 5’
GGTTGCAATCCCAGTAGATCTC 3, and the expected
amplified sequence is a 324 bp fragment. PCR was
carried out for 35 cycles each 94°C for 50 sec, 55°C for
60 sec, and 72°C for 50 sec, followed by 5 min at 72°C. For
swine, we utilized oligonucleotides designed against the
aligned sequences of bull (Bos Taurus) and rat (Ratus
norvergicus) (Ramirez and Kunze, 2002). The forward
sequence was 5 AAG AGC CTG TCA TCA GTT CTG
TGC AC 3/, the reverse sequence was 5 AGA TCT CAA
TGC CCA TGA TTC CTC CC 3, and the expected
amplified product is a 614 bp fragment. PCR conditions
were 50 sec at 94°C, 60 sec at 60°C, and 50 sec at 72°C for
40 cycles, followed by 5 min at 72°C. The amplified
sequence was gel-isolated, phenol-chloroform purified,
and subcloned in pGEM-T vector (Promega Co.,
Madison, WI). The nucleotide sequence was confirmed
by automatic sequencing.

Western Blot

Brain and ovary protein homogenates were obtained
by mechanical disruption of tissue in a polytron homo-
genizer, followed by sonication in homogenization
buffer: 10 mM Tris-HC1 pH 7.4, 3 mM MgCl,, 20 mM
EDTA, 100 mM NaCl, and protease inhibitor mix (Roche
Co., Basel, Switzerland). Cultured theca cells were
scraped in homogenization buffer containing 250 mM
sucrose and disrupted with a Dounce homogenizer. In
all extracts, the total protein concentration was deter-
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mined by the Bradford method. For electrophoresis, 10
ug of each sample were diluted in 1 volume of Laemlli
buffer, run on a 10% SDS-polyacrylamide gel, and
transferred to a nitrocellulose membrane (BioRad,
Hercules, CA). Filters were blocked for 2 hr at room
temperature in 20 mM Tris, pH 7.4, 0.05% Tween 20
(TBS-T) containing 5% nonfat dry milk and then
incubated overnight at 4°C with a rabbit primary
antibody (1:1,000) directed against the P2X7 receptor
that recognized the peptide 576-595 localized in the
carboxy terminus of the rat P2X7 receptor subunit
(Chemicon International Inc.). After washing with TBS-
T, membranes were incubated 1 hr at 37°C with
peroxidase-conjugated goat antirabbit antibody (Bio
Rad) in TBS-T containing 5% nonfat milk. After wash-
ing, the immunoreactive proteins were detected by
addition of diaminobenzidine substrate solution.

DNA Fragmentation Assay

After stimulation by ATP or Bz-ATP, cultured theca
cells were rinsed with PBS, incubated in 300 pl ice-cold
lysis buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 100 mM NaCl;
1 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, and 0.05% SDS) for
30 min, and treated with RNase (1 mg/ml, 1 hr at 37°C)
and 0.2 mg/ml proteinase K (40 min at 37°C). After
enzymatic treatment, DNA was extracted by addition of
500 pl phenol/chloroform (1:1 v/v) and precipitated from
the aqueous phase with 2 volumes of ethanol, washed
with 70% ethanol, diluted in deionized water, and
analyzed by 1.5% agarose gel electrophoresis.

TUNEL Assay

DNA fragmentation in situ was visualized by terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling
(TUNEL), utilizing the death end colorimetric kit
(Promega) according to manufacturer’s instructions. In
brief, cells were grown on poly-D-lysine-treated cover
slides. Two hours before the experiment, medium was
replaced with serum-free DMEM. The cells were
stimulated or not with ATP for 24 hr. Cells were washed,
fixed with 4% paraformaldehide (PFA) in PBS, permea-
bilized with 1% Triton X-100, incubated with hydrogen
peroxide to block endogenous peroxidase activity, and
washed gently. Then, cells were incubated 1 hr with the
TUNEL reaction mixture containing enzyme and
biotinylated nucleotides, rinsed three times with PBS,
and incubated 30 min with streptavidin-horseradish
peroxidase conjugate. The reaction was visualized with
diaminobenzidine substrate solution and analyzed
using light microscopy.

Annexin V Binding Assay

The annexin V binding assay was performed with
annexin V conjugated to Cy3 (Sigma Chemical Co.).
Cells were cultured in poly-p-lysine-treated cover slides.
Before the experiment, cells were serum deprived and
stimulated with the indicated drugs. At the indicated
time cells were rinsed twice with PBS, three times with
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binding buffer (10 mM HEPES pH 7.5, 140 mM NacCl,
and 2.5 mM CaCly), and then incubated with Cy3-
conjugated annexin V for 10 min. Finally, labeled cells
were rinsed five times with binding buffer and observed
through an inverted fluorescence microscope.

RESULTS
P2X7 Expression in Mouse Ovary

Previous work in the mammalian ovary strongly
suggested a role for ATP signaling in the ovarian
physiology (e.g., Tai et al., 2001a,b; Arellano et al.,
2002; Webb et al., 2002). Here we have analyzed the
expression of purinergic receptors using different
techniques. From this analysis it was clear that the
P2X7 subunit was one of the strongest, most consistent,
and specifically localized proteins expressed during
folliculogenesis. Total protein extracts from mouse
ovary were analyzed by Western blot using a commercial
antibody against the carboxy terminus of the rat P2X7
receptor subunit. The rat and mouse receptor amino acid
sequences are 90% similar. Both rat and mouse brain
extracts, used as positive control tissues, showed two
main immunoreactive bands, one corresponding to a
mass of ~70 kDa and a second faint band of ~65 kDa.
According to previous studies, the 70-kDa band corre-
sponded to the receptor (Ramirez and Kunze, 2002;
Schrier et al., 2002). The second band might correspond
to a proteolytic fragment of the receptor either present in
the cells or generated during extraction. Rat and mouse
brain showed a similar pattern with equivalent relative
abundance, while the mouse ovary extracts were also
positive for a ~70 kDa band, but the faint 65 kDa band
was not detected (Fig. 1A).

RT-PCR amplification experiments confirmed the
presence of the P2X7 receptor subunit in rat and mouse
ovary. A 324 base pair fragment of the P2X7 receptor
transcript was amplified from mouse ovary RNA with
specific oligonucleotides (Fig. 1B), and its mobility in
agarose gel electrophoresis was identical to the product
amplified from mouse brain. The sequence of this
amplicon corresponded to that of the 472 to 792 base
cDNA of the P2X7 receptor reported previously (Ches-
sell et al., 1998; NCBI #NM011027).

Next, we examined the expression pattern of P2X7
receptor in the ovary by immunohistochemically labeling
slices of adult mouse ovary on the day of estrous (Fig. 2).
Strong and specific P2X7 protein expression was
detected in theca cells of antral follicles using the same
antibody employed for Western blot analysis; this result
was confirmed using a different antibody (Alomone)
directed against a peptide that corresponds to amino
acids 555—569 at the carboxy terminus of the rat P2X7
monomer. The receptor expression pattern in the ovary
showed a strong signal surrounding secondary and
antral follicles and the ovarian epithelium, but no
labeling in granulosa cells, the corpora lutea, or inter-
stitial tissue (Fig. 2B). Immunoreactive cells surround-
ing the follicles were morphologically identified as the
theca layer. This result was further confirmed in
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Fig. 1. Expression of P2X7 receptor subunit in the mouse ovary
detected by Western blot and RT-PCR amplification. A: The P2X7
receptor subunit was detected by Western blot in homogenates of rat
brain (RB), mouse brain (MB) (control tissues), and mouse ovary (MO).
The P2X7 receptor is identified as a ~70 kDa band and was evident in
all tissues analyzed. B: MB and MO total RNA wasreverse transcribed,
and the cDNA obtained was used as template for PCR amplification of
the mouse P2X7 receptor fragment (314 bp) using specific oligonucleo-
tide primers. GAPDH was used as the internal control for the RT-PCR
procedure.

experiments where immunoreactivity to P2X7 antibody
colocalized with labeling of cytochrome P450 side chain
cleavage enzyme, an enzyme of the steroidogenic path-
way expressed specifically in theca cells (Isobe et al.,
2003) (Fig. 20).

In summary, results of analyses by Western blot, PCR
amplification, and inmunohistochemistry localization
all clearly indicated the specific expression of P2X7
receptors in the theca cells of the mouse ovary.

Expression of P2X7 Receptor in Porcine Ovary

P2X7 immunodetection studies in mouse ovary
showed a specific expression in the theca cells surround-
ing secondary and antral follicles. In order to explore the
possible physiological role of the P2X7 receptor in these
cells, a theca cell culture was established from porcine
ovary. In this species the theca layer can be dissected
manually, and it yields an adequate number of cells for
experimental manipulations. Expression of steroido-
genic acute regulatory protein (StAR) and cytochrome
P450 side chain cleavage enzyme in fresh purified theca
and in cultured cells was documented by RT-PCR
amplification, and both enzymes are markers of ovarian
theca cells (data not shown).
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Fig. 2. Immunohistochemical detection of P2X7 receptor in the
mouse ovary. A: Mouse ovary slice (10 pm) visualized using phase
contrast microscopy. B: Receptors were localized employing a primary
antibody against the carboxy-terminus of the rat P2X7 receptor and
secondary antibody coupled to rhodamine. Labeling for P2X7 was
observed specifically in theca cells. C-E: To confirm the location of

Strong and specific P2X7 protein expression was
also detected by immunolabeling in both antral pig
follicle slices (Fig. 3A) and theca cell monolayers in
culture (Fig. 3C). Immunohistochemical labeling
in slices of pig antral follicles showed a strong signal in
theca. This layer was morphologically identified by
comparing fluorescence versus hematoxylin-eosine
staining (Fig. 3B); the characteristic theca layer vas-
cular network allowed its unambiguous identification.
Also, the theca layers from several follicles were used to
establish monolayer cultures, where immunocytochem-
ical labeling gave a similar, strong signal in membrane
and perinuclear areas (Fig. 3C); this observation was
consistent with previous reports for P2X7 localization in
smooth muscle and endothelial cells (Ramirez and
Kunze, 2002; Menzies et al.,, 2003). Western blot
detection confirmed P2X7 expression in homogenates
of cultured theca cells (Fig. 3D); two immunoreactive
bands were detected, the 70 kDa band corresponding to
the molecular mass of the receptor and a ~200 kDa
band. The latter band might correspond to aggregation
of the receptor subunit with itself or with some other
proteins, but a possible immunological recognition of a
second and unknown protein in swine cannot be
excluded. As porcine P2X7 has not been yet cloned, total
RNA from freshly isolated theca cells of the pig ovary
was analyzed by RT-PCR using specific oligonucleotides
designed versus the aligned sequences of beef and rat

749

-2 [heca

P2X7 specific labeling, theca cells were double labeled with antibody
against the P2X7 receptor as above (D) and also with an antibody
against the cytochrome P450 side chain cleavage enzyme (C, secondary
antibody coupled to FITC). E: Merged images shown in (C) and (D)
confirmed colocalization of these two proteins in theca cells. [See color
version online at www.interscience.wiley.com.]

(Ramirez and Kunze, 2002); this strategy allowed
amplification of a 610 bp fragment, and automatic
sequencing confirmed the identity of the amplicon
(NCBI #AY894135). Clustal Wallis analysis of the
sequence (http://www.ebi.ac.uk/cgi.bin) was conducted
versus existing sequences of human, rat, and mouse
(NCBI accession numbers: NM002562, NM019256, and
NMO011027, respectively). The identity values of the
porcine P2X7 fragment were 91% with the human
sequence and 79% with the rat and mouse sequences.
Together, these results indicated that, as shown in
mouse, the porcine theca cells expressed P2X7 recep-
tors, and these cells can be used as a model to study
physiological roles of the P2X7 receptor.

ATP-Induced Intracellular Ca™" Increase in
Porcine Theca Cells

The results described showed that the porcine theca
cell membrane is endowed with P2X7 receptors. In order
to determine if the receptor is functional or not, changes
inintracellular Ca™ concentration ([Ca™ ;) induced by
purinergic substances were measured (Fig. 4). Theca
cell cultures were loaded with 5 uM fluo-4 AM and placed
in the recording chamber of a fluorescence inverted
microscope, cells were stimulated with different drugs,
and data were collected with a computerized camera
system. 1 mM ATP induced the maximum increment in
fluorescence of 100 +11.2 % (n=47 cells from three
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Fig. 3. Immunohistochemical detection of P2X7 receptor in porcine
follicles. A: P2X7 receptors were localized in slices of porcine follicles
employing a primary antibody against the rat purinergic receptor and a
secondary antibody coupled to rhodamine. B: Hematoxyline-eosine
preparation of the same slice shown in (A) showing the location of
granulosa cells (ge), basal lamina (bl), and theca cells (tc) within the
ovarian structure. C: Cultured porcine theca cells stained by the same
procedure as for P2X7 immunodetection. D: Western blot detection of
P2X7 in homogenates of cultured porcine theca cells. [See color version
online at www.interscience.wiley.com.]

different cultures), while 1 mM UTP increased fluores-
cence 55+ 7.8% (n=22 cells from two different cul-
tures), and a specific agonist of P2X7 receptor such as
Bz-ATP (250 uM) evoked an increase of 47 +4.7% (n = 24
cells from two different cultures) (Fig. 4A). However,
image analysis of single cell responses to UTP and Bz-
ATP showed clear differences in the subcellular regions
where the [Ca*]; increase occurred (Fig. 4B,C). Thus,
UTP induced a [Ca™']; increase mainly in the nuclear
region, while Bz-ATP induced a [Ca®']; increase
throughout the whole cell. These results agree with
the pattern of [Ca™*]; increase expected for the involve-
ment of metabotropic receptors (UTP-activated) or
receptor-channel proteins (Bz-ATP-activated). All this
strongly suggested that the [Ca™"]; increase observed in
response to ATP was due to metabotropic receptors, in

Fig. 4. Purinergic agonist-evoked [Ca'']; increase in theca cells.

Cultured porcine theca cells were loaded with fluo-4/AM, and [Ca™];
was monitored with fluorescence microscopy. A: Plots show the mean
(£SEM) of maximum fluorescence increase in response to 1 mM ATP,
UTP, or 250 uM Bz-ATP (20 sec applications). B: UTP and Bz-ATP
increased [Ca']; to a similar extent; however, they display different
spatial patterns. This is shown in the analysis made of individual cells,
for which fluorescence intensity was measured along an arbitrary line
crossing the whole cell including the nucleus. C: Representative
pictures illustrate that Bz-ATP evoked an homogeneous calcium
increase while the UTP-elicited calcium increase mainly involved the
perinuclear region.
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addition to opening of P2X receptor-channel proteins of
the P2X7 subtype.

Extracellular ATP-Induced Cell Death and DNA
Fragmentation in Cultured Theca Cells

ATP receptors have been associated with apoptosis
in distinct cellular types. To explore the effect of
ATP receptor activation on theca cell viability and
DNA fragmentation, cells were cultured for 48 hr and
incubated in serum-free DMEM 2 hr before ATP
application. Serum deprivation up to 36 hr did not
induce cell death. Incubation with 1 mM or 5 mM ATP for
24 hr induced death of 96% of the cells, as determined
by trypan blue exclusion; this effect was observed in 10 of
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Fig. 5. ATP induces apoptotic cell death in cultured porcine theca
cells. Cells cultured were incubated in the absence (A and D) or
presence of 1 mM ATP (B and E) for 24 hr. Purinergic stimulus induced
cell death with morphological apoptotic characteristics. Images in (A)
and (B) were obtained by direct phase contrast microscopy (20x), while
those in (D) and (E) are from cells (100x) processed for the TUNEL
assay (arrow in (E) signals label of DNA). C: ATP-treated cells showed
genomic DNA fragmentation apparent after 1.5% agarose gel electro-
phoresis. Lanes corresponded to: TG, 100 nM thapsigargin as positive
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11 cultures (data not shown). Dead cells showed apoptotic
morphological characteristics such as chromatin con-
densation, cytoplasmic tightening, membrane blebbing,
and formation of apoptotic bodies (Fig. 5A,B,D,E). In
order to determine whether or not theca cell death
involved apoptosis, genomic DNA of control and ATP-
stimulated cells was purified and analyzed by electro-
phoresis. Genomic DNA fragmentation is a hallmark of
apoptotic cell death. Both mitochondria-dependent and
ligand-activated apoptotic cascades involve caspase-
dependent DNase activation; this produces internucleo-
somal DNA digestion and consequently the characteristic
electrophoretic ladder pattern (Hsueh et al., 1994). As a
positive control experiment, theca cells from the same
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control; ADO, 1 mM adenosine; ATP 1, 1 mM ATP and Bz, 250 uM of Bz-
ATP, respectively. F: Plot shows the mean (+=SEM) of positive cells in
the TUNEL assay as the percentage of total number of cells in fields
from three independent experiments in control conditions, or for
cells incubated in 1 mM ATP or 250 uM Bz-ATP an agonist of P2X7
receptors (*P < 0.01 vs. control). G, H: ATP-induced cell death was
blocked with PPADS as shown by densitometric analysis of low
weight DNA in the ladder pattern and representative pictures
(*P<0.05 vs. ATP).
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Fig. 6. Annexin V binding analysis was used to characterize the Bz-
ATP cell death induction. Control cells (A, B) or cells incubated for 2 hr
with 250 M of Bz-ATP (C, D) were probed with the annexin V binding
assay (B and D). Dose-response (E) and temporal course (F) graphs of
the Bz-ATP (250 pM) induced response are shown.

cultures were stimulated with 10 nM thapsigargin, an
inhibitor of the Ca*t"-ATPase from the endoplasmic
reticulum. This drug has been used extensively as an
apoptotic agent because it induces cytosolic calcium
accumulation and mitochondria-dependent apoptosome
activation (McConkey et al., 1996). Theca cells responded
to thapsigargin with cell death and DNA ladder patterns
(Fig. 5C). Importantly, this typical DNA pattern was
observed in 54.5% of the ATP-stimulated cultures
analyzed (6 of 11) (Fiig. 6C). To confirm that this response
was mediated directly by ATP and not by adenosine,
theca cell cultures were incubated with 1 mM of this
nucleoside for 24 hr. Adenosine treatment induced
neither cell death nor DNA fragmentation (Fig. 5C). To
substantiate these observations, DNA was labeled in situ
with the TUNEL assay to detect DNA bodies and nuclear
fragmentation, and the morphology of ATP-treated cells
was analyzed under 100x magnification. This prepara-
tion showed characteristic blebbing of the plasma
membrane and also formation of apoptotic bodies, both
of which are indicative of apoptotic cell death. ATP-
stimulated theca cells showed positive TUNEL signal in
three independent experiments (Fig. 5E,F). These
findings strongly suggest the participation of an apoptotic
pathway in ATP-stimulated theca cell death. Like-
wise, DNA fragmentation and apoptotic morphological
changes evidenced by TUNEL assays were also produced
by stimulation of theca cells with Bz-ATP (250 uM,
Fig. 5C,F). In addition, in presence of 1 mM ATP, PPADS
(300 puM), a nonspecific antagonist of P2X receptors

(Lambrecht et al., 1992), blocked cell death and forma-
tion of the DNA ladder pattern in 3 of 5 experiments
(Fig. 5G,H); higher antagonist concentrations were toxic
for cells. Oxidized ATP, a selective P2X7 antagonist
(200 pM, Murgia et al., 1993), completely blocked cell
death induction in three independent experiments. All
this data suggested that P2X7 participates in ATP-
induced cell death of ovarian theca cells.

To further assess this suggestion, the annexin V
binding assay was used (Fig. 6). This assay detects
phosphatidylserine translocation to the external face of
plasma membrane, an early effect in the apoptotic
phenomenon, which makes it a more reliable method to
quantify the apoptotic process. Thus, cultured theca
cells (n = 3) stimulated with either ATP (1 mM) or Bz-
ATP (200 uM) induced, within a 2-hr incubation period,
a typical annexin V label, which signals the onset of the
apoptotic process (Fig. 6A—D). Further experiments
using Bz-ATP treated cells showed that this P2X7
receptor agonist produced annexin V binding over the
whole concentration range tested (100 uM to 1 mM,
Fig. 6E). The estimated EC50 value for Bz-ATP was
~150 puM, and the temporal course for this effect
(applying 250 uM Bz-ATP) indicated that 50% of cells
were annexin V positive in around 2 hr. Consistent with
the results described above, the annexin V binding
studies strongly suggested that P2X7 receptor activa-
tion is involved in ATP-induced theca cell death.

Cell Death Induction in Cultured Theca Cells
Depends on Extracellular Calcium

The P2X7 channel receptor has been shown pre-
viously to be involved in the apoptotic process, and the
mechanism proposed for this effect is the following:
Opening of P2X7 channels produces a sustained mem-
brane depolarization and an increase in cytosolic free
calcium that enhance the mitochondrial membrane
permeability by activation of the mitochondrial perme-
ability transition pore. Consequently, this disrupts the
mitochondrial membrane potential and generates the
release of proapoptotic factors such as cytochrome C
(Kantrow and Piantadosi, 1997) that activate the
apoptotic machinery. This apoptotic response mediated
by the P2X7 purinoceptors has been shown in cells such
as macrophage (Ferrari et al., 1997), immune dendritic
cells (Countinho-Silva et al., 1999), and mesanglial cells
of the kidney (Schulze-Lohoff et al., 1998).

In order to obtain information about the mechanism
involved in the ATP-induced death in theca cells, the
free Ca'™ concentration in the external medium was
reduced, and then the cells were treated with Bz-ATP.
The approach used to reduce the extracellular calcium
was to chelate the cation by adding 5 mM EGTA to the
medium; under these conditions the free Ca*™ concen-
tration is expected to be reduced to below uM range (e.g.,
Yietal., 2002). Within 15—20 min this manipulation had
a deleterious effect on the cells (four different theca cell
cultures), and this EGTA effect was not further studied.
However, addition of 5 mM EGTA together with 2—
5 mM of Mg"* allowed theca cells to survive for more
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Fig. 7. Apoptosisinduced by Bz-ATP depends on extracellular Ca™"
concentration. Graph shows the percentage of cells that undergo
apoptosis within 2 hr after treatment without or with 250 uM Bz-ATP in
control medium (empty columns), as quantified using the annexin V
assay. The number of apoptotic cells treated with 250 uM Bz-ATP was
reduced in a medium where Ca** was decreased by adding 5 mM EGTA
(and 2 mM Mg"*; solid column). *P < 0.05 control versus stimulated
with Bz-ATP.

than 5 hr. Treatment of the theca cells with Bz-ATP
(250 pM) for 2 hr in EGTA-Mg" " medium reduced the
percentage of cells positive for the annexin V assay from
55% to 32%, compared with cells in control medium
(Fig. 7); this effect was observed in four independent
experiments. These results suggested that calcium
influx from extracellular medium is an important
element in the mechanism that induced apoptosis in
ovarian theca cells.

DISCUSSION

Although early studies reported that in the atretic fol-
licle, theca cells undergo hypertrophy and incorporation
into the interstitial tissue (Himelstein-Braw et al.,
1976), later morphological studies demonstrated that
the cells surrounding the atretic follicle develop nuclear
piknosis, evidence of DNA fragmentation that is
characteristic of the apoptotic process (O’Shea et al.,
1978). Recently, it has been shown that theca cells
undergo apoptosis in atretic follicles of swine, beef, and
rat (Tilly et al., 1992; Palumbo and Yeh, 1994; Isobe and
Yoshimura, 2000). These facts imply that theca cell
death is important in the induction or progression of
follicular atresia. Cellular messengers that induce
apoptosis in theca cells have been described in vitro
and include TGF-o and TGF-B (Foghi et al., 1998a),
luteinizing hormone (Yacobiet al., 2004), and Fas ligand
(Foghi et al., 1998D).

In the present study, we demonstrated that P2X7
receptors are expressed in ovarian theca cells from
mouse and pig; in vitro studies showed that these
receptors are functional, and they mediate the action of
ATP as apoptotic inducer in theca cells, suggesting a
possible role for signaling via ATP during follicular
development.

The mouse P2X7 receptor subunit is a protein with a
molecular mass of approximately 68.4 kDa (Chessell
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et al., 1998). By Western blot analysis, we detected an
immunoreactive band of ~70 kDa in ovary extracts, and
a similar signal was obtained using brain as positive
control. This result is in agreement with previous
studies made in different tissues (Ramirez and Kunze,
2002; Schrier et al., 2002). Using immunocytochemistry
to analyze P2 receptor expression in the female rat
reproductive tract and ovary, it was found that P2X7
receptors are expressed in the vaginal epithelium and
endometrial cellsbut not in ovarian tissue (Bardiniet al.,
2000). However, the presence of P2X7 transcripts in
total RNA of mouse ovary was demonstrated here by RT-
PCR, and the protein expression pattern in ovary slices
was studied by immunofluorescence labeling. The
results clearly showed a positive and specific signal
in theca cells, and double labeling with cytocrome P450
side chain cleavage enzyme confirmed the cell type.
Similarly, we also demonstrated expression of P2X7
receptors in pig ovary theca cells, in in situ preparations
as well as in purified theca cells maintained in culture.
Receptor protein was also detected by Western blot and
immunohistochemistry in homogenates of pig antral
follicles. Although the complete porcine receptor has not
yet been cloned and sequenced, we amplified a fragment
of the porcine transcript from total RNA of freshly
isolated theca cells by RT-PCR (NCBI #AY894135), and
the sequence of the amplicon obtained showed
91% identity with the human receptor; this supports
the idea that porcine theca cells express P2X7 receptors
and might be used as a model cell to study their role in
follicular physiology. A similar sequence for this
receptor in pig has been reported recently (NCBI
#AY691687).

The function of P2X7 receptors was monitored by
measuring intracellular Ca®" concentrations using
fluorescence microscopy in isolated theca cells. The
intracellular Ca*™ concentration ([Ca®™*];)) increased
when the cells were stimulated by ATP and also by Bz-
ATP, a P2X7 selective agonist. Although both agonists
evoked [Ca'™]; increases, they clearly differed in
potency, with ATP being more effective than Bz-ATP.
This fact suggested that theca cells express Bz-ATP-
insensitive P2 receptors. Among several purinergic
drugs tested, UTP and Bz-ATP increased [Ca®*]; to a
similar extent, indicating that P2Y G protein-coupled
receptors are also present in theca cells. Bz-ATP evoked a
global intracellular increase in calcium, whereas the
UTP-induced calcium increase occurred mainly in the
perinuclear region. This is consistent with the functional
mechanisms demonstrated for P2X7 receptors and P2Y
receptors activated by UTP in distinct cellular systems
(Ralevic and Burnstock, 1998). In summary, the results
showed that P2X7 receptors expressed in theca cell
membranes are functional, and that ATP-induced
[Ca®™]; increases are additive and involve at least two
receptor subtypes.

P2X7 receptor activity is associated with apoptosis in
several cell types (Ferrari et al., 1997; Schulze-Lohoff
et al., 1998; Countinho-Silva et al., 1999; Ferrari et al.,
1999). Here, it was shown by genomic DNA purification,
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TUNEL assay, and annexin V binding that ATP induces
apoptosis in theca cells maintained in vitro, and the
pharmacological data strongly indicated that this ATP
action is via P2X7 receptor stimulation. Some cultures
that showed cell death did not display internucleosomal
DNA fragmentation, which would suggest that ATP
induced necrotic cell death, an effect that has also been
documented in macrophage (Ferrari et al., 1999). Never-
theless, when the apoptosis process induced either by
ATP or Bz-ATP was quantified using the annexin V
assay, all cultures tested (n=28) gave a positive result,
indicating that the lack of a DNA ladder pattern might be
due to something other than the absence of an apoptotic
process.

It has been proposed that P2X7 activation allows a
Ca'™" concentration increase in the cytoplasm that
mediates the activation of proapoptotic proteins (Coun-
tinho-Silva et al., 1999; Ferrari et al., 1999). Here, we
show that the activation of P2X7 receptors in theca cells
by Bz-ATP produced a [Ca*']; increase and also that
chelation of extracellular Ca* " by adding EGTA reduced
the number of cells labeled with annexin V, strongly
suggesting that calcium influx in theca cells is necessary
to induce apoptosis. However, chelation of calcium did
not inhibit completely the apoptotic process; this may be
due to any one of several factors. For example, residual
free calcium in the medium containing 5 mM EGTA, or
involvement of a calcium-independent apoptotic path-
way, which has been suggested to operate during P2X7
receptor activation (Mackenzie et al., 2005).

We hypothesized that in the context of ovarian
physiology, the activation of the P2X7 receptor might
function as an integrator of information from the
peripheral nervous system. It is well established
that ATP plays a role in sympathetic neuroeffector
mechanisms, such as serving as a cotransmitter with
norepinephrine (NE) (Burnstock, 1999). It has been
demonstrated that the ovary is innervated by sympa-
thetic components of the peripheral nervous system; this
innervation establishes close contact where theca cells
are localized; however, it does not cross the basal lamina
(Burden, 1985; Lara et al., 2002). Also, in vivo experi-
ments have shown that neurotransmission in the ovary
is physiologically relevant; for example, pharmacological
denervation in the prepuberal rat induces changes in the
distribution of the follicular population (Lara et al.,
1990). A possible explanation of these results is that the
regulation of follicular atresia is altered. Although the
discussion of these studies is focused on changes of
catecholamine signaling, the results presented here
raise the possibility that part of the effects observed are
in fact the consequence of a concomitant alteration of
purinergic signaling. ATP released from sympathetic
terminals might activate P2X7 receptors in theca cells
of antral follicles; this could evoke the death of theca
cells by apoptosis or necrosis, and finally follicular
atresia.

Another nonexclusive possibility is that ATP in the
ovary functions as a trophic paracrine-autocrine mod-
ulator. ATP is a common cellular paracrine/autocrine

transmitter. Different effects of ATP have been studied
in platelets, red blood cells, endothelial cells, smooth
muscle cells, osteoblasts, pancreatic B-cells, Sertoli cells,
and chondrocytes, and they can be stimulated by a large
variety of agents or conditions including hypoxia,
acidosis, mechanical deformation, osmotic shock, recep-
tor stimulation, and mechanical stimulation (for review
see Bodin and Burnstock, 2001). Recently it was shown
that in Xenopus follicles there exists a purinergic system
in which theca cells play a central modulatory role, and
the main source of ATP in this system appears to be the
oocyte itself (Maroto and Hamill, 2001; Saldana et al.,
2005). As has been shown in other species, ATP might
also be released by distinct intrafollicular components
exerting paracrine-autocrine effects, including induc-
tion of apoptosis.

In summary, the results described show that P2X7
receptors were expressed mainly in the follicular theca
cells and that their activation by ATP could induce cell
death in vitro, primarily by an apoptotic mechanism.
This suggests that ATP affects follicle survival by acting
as an intraovarian modulator.
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Epithelium and/or Theca Are Required for ATP-Elicited
K™ Current in Follicle-Enclosed Xenopus Oocytes

CARLOS SALDANA, FRANCISCO VAZQUEZ-CUEVAS, EDITH GARAY, ano ROGELIO O. ARELLANO*

Laboratorio de Neurofisiologia Celular, Departamento de Neurobiologia
Celular y Molecular, Instituto de Neurobiologia UNAM, México

The Xenopus follicular cell membrane is endowed with ATP-sensitive K™ channels, which are operated by various transmitters.
These generate the ionic response named Ik camp Via @ mechanism that involves intracellular cAMP synthesis. It is known that
opening these K™ channels favors oocyte maturation. Follicle stimulation by adenosine (Ado) or ATP consistently generates a strong
I, camp Via activation of P1 and P3 purinergic receptors; however, ATP can also inhibit Ik camp, apparently acting on a third receptor
type. Here, we show that /i camp might be elicited by ATP released within the follicle, and that current activation by ATP was entirely
dependent on the presence of epithelial and/or theca layers. Morphological studies confirmed that removal of epithelium/theca in
these follicles (e.t.r.) was complete, and activation of fast CI™ (F;,) currents by ATP in e.t.r. follicles confirmed that communication
between oocyte and follicular cells remained unchanged. Thus, dependence on epithelium/theca was specific for ATP-elicited K*
current. Using UTP and By-MeATP as specific purinergic agents for I camp inhibition and activation, respectively, it was found that
inhibition of I camp elicited by ATP or UTP was robustly present in e.t.r. follicles but was absent or strongly decreased in whole
follicles (w.f). Accordingly, this indicated that in w.f., epithelium and/or theca downregulated the /i camp inhibition evoked by ATP,
and that this control mechanism was absent in e.t.r. follicles. We suggest that this notable action on follicular cells involves one or

both of two mechanisms, a paracrine transmitter released from epithelial and/or theca layers and action of ecto-ATPases.

Physiol. 202: 814-821, 2005. © 2004 Wiley-Liss, Inc.

J. Cell.

In the follicle-enclosed Xenopus oocyte, different
transmitters activate potassium ion currents by stimu-
lating a variety of receptors located in the follicular cell
membrane. All of these specific membrane receptors
increase the levels of intracellular camp, which in turn
operates potassium channels also located in the folli-
cular cell membrane, generating an ionic current named
Ik .amp (Kusano et al., 1977, 1982; Lotan et al., 1982;
Miledi and Woodward, 1989a; Arellano et al., 1996). The
main type of ionic channel involved has several chara-
cteristics in common with ATP-sensitive K channels,
including blockage by glibenclamide and other antidia-
betic sulfonylureas and activation by K™ channel open-
ers such as pinacidil and cromakalim (Honoré and
Lazdunski, 1991). Although the mechanism is not
completely understood, it has been demonstrated that
Ix .amp activation increases both the rate and the
efficiency of oocyte maturation evoked by progesterone
(Wibrand et al., 1992). This strongly suggests that
activation and regulation of Ix.amp channels are
physiological processes that control oocyte maturation.
The Ik .amp agonists known include: catecholaminergic
and adrenergic transmitters (Kusano et al., 1977, 1982;
Van Renterghem et al., 1985; Miledi and Woodward,
1989a), purinergic substances (Lotan et al., 1982, 1986;
Greenfield et al., 1990), and prostaglandins (Miledi and
Woodward, 1989b), as well as hormones and various
peptides such as follicle stimulating hormone and
chorionic gonadotropin (Woodward and Miledi, 1987a),
gonadotropin-hormone releasing hormone (Yoshida and
Plant, 1991), vasoactive intestinal peptide (Woodward
and Miledi, 1987b), atrial natriuretic factor and oxytocin
(Miledi and Woodward, 1989b), corticotropin-releasing
factor, arginine-vasopressin (Moriarty et al., 1988), the
calcitonin gene-related peptide (Guillemare et al., 1994),
and others.

Among the various substances that generate Ik c.amp,
the effects of Ado and ATP have been studied exten-
sively. Ado is known to stimulate specifically purinergic
receptors of the P; type (Lotan et al., 1982; Greenfield

© 2004 WILEY-LISS, INC.

et al., 1990), but the current is also generated by ATP
itself rather than through products of its degradation by
ecto-ATPase activity present in the follicle. ATP stimu-
lates the K current via a proposed P3 type receptor that
is equally sensitive to both Ado and ATP (King et al.,
1996, 1998; Matsuoka et al., 1998). Thus, purinergic
agonists that operate I .amp channels act on receptors
distinct from ATP-stimulated receptors that generate in
the follicular cells a C1™ current named Fj,. This latter
response corresponds pharmacologically to activation of
P2Y,-like receptors (Arellano et al., 1998; Perez-Samar-
tin et al., 2000). In addition, the follicular Ik camp is
inhibited by muscarinic and P2 purinergic receptors
(Dascal et al.,, 1985; Van Renterghem et al., 1985;
Arellano et al., 1996, 1999; Fujita et al., 2001). Thus,
ATP has dual and opposite effects on follicular K*
currents, promoting both activation and inhibition. The
inhibitory mechanism seems to be independent of intra-
cellular Ca*™ and protein kinase C activation (Dascal
et al., 1985; Guillemare et al., 1994) and does not involve
uncoupling of follicular cells from the oocyte (Arellano
et al., 1999; Fujita et al., 2001).

Recently, it has been demonstrated that the Xenopus
oocyte can release ATP, both in basal conditions and in
response to distinct stimuli such as osmotic changes and
mechanical stimulation (Bodas et al., 2000; Maroto and
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Hamill, 2001; Aleu et al., 2003). It has been suggested
that ATP released through these mechanisms has
paracrine effects within the follicle, but this hypothesis
has not yet been explored in detail. Here, we report two
main findings: first, we found that there exists a basal
activation of Ix .amp that appears to be activated by ATP
released within the follicle, and second, that the epithe-
lium and/or the theca, which surround the oocyte and
its follicular cells, are required for the generation or
modulation of this response. Our results support the
idea that ATP might act as an intrafollicular signal that
modulates oocyte maturation.

MATERIALS AND METHODS

Follicles were manually separated from the ovaries of
Xenopus laevis obtained from Xenopus I (Ann Arbor, MI).
Briefly, ovary lobules were surgically removed under sterile
conditions from frogs anesthetized by hypothermia, and were
placed in sterile unsupplemented modified Barth’s medium
(containing, in mM: 88 NaCl, 0.2 KCl, 2.4 NaHCO3, 0.33
Ca(N03)2, 0.41 CaClg, 0.82 MgSO4, 0.88 KH2P04, 2.7
Na,HPO,, pH 7.4, with gentamicin 70 pgml™?). Follicles in
stage VI (Dumont, 1972) were separated as whole follicles (w.f.)
and as epithelium and theca removed (e.t.r.) follicles; in the
latter preparation the inner ovarian epithelium together with
theca were dissected away using sharp forceps. The w.f. and
e.t.r. follicles were incubated (18—20°C) in Petri dishes contain-
ing sterile modified Barth’s medium supplemented with 5 mM
glucose and 0.2% fetal bovine serum until the morphological or
electrophysiological recording were performed.

Morphology

For histological examination, isolated follicles were fixed in
0.1 M phosphate buffer containing 4% paraformaldehyde for
16 h, frozen in 2-methylbutane and cut into 10 pm sections.
Finally, samples were stained with hematoxylin/eosin and
analyzed using conventional light microscopy.

For scanning electron microscopy, follicles were fixed with
3% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer for 2 h at room
temperature then washed with buffer and dehydrated with
increasing concentrations of ethanol (30—100%). Samples were
dried to critical point in a Samdri-780 device and then covered
with a fine coat of gold (300 A) in an Ion Sputter FC 1100 at high
vacuum as previously described (Molinari et al., 1998).
Samples were analyzed, and micrographs were taken in a Jeol
JSM-5410LV scanning microscope.

For transmission electron microscopy, follicles were fixed
with 3% glutaraldehyde for 3 h in 10 mM phosphate buffer,
60 mM sucrose, pH 7.2, then placed for 3 h in 2% osmium
tetroxide in phosphate buffer (pH 7.2) and finally embedded in
fresh Epon resin (Epon 812). After polymerization for 48 h at
60°C, sections (300 A) were made on a Reichert-Jung Ultracut
microtome and were examined in a Jeol 1200 EXII transmis-
sion electron microscope.

Electrophysiology

Follicular electrical responses were monitored using a two-
electrode voltage clamp (Arellano et al., 1996), continuously
superfusing (10 ml/min) the follicles with normal Ringer’s (NR)
solution (containing, in mM: 115 NaCl, 2 KCI, 1.8 CaCls,,
5 HEPES, pH 7.0). Unless otherwise stated, w.f. and e.t.r.
follicles were voltage-clamped at —40 mV, and drugs were
applied by superfusion. Current-voltage (I/V) relationships
were obtained by changing the membrane potential from +20
to —120 mV in 20 mV steps for 100 msec, and the membrane
current obtained for each voltage step was plotted as in
Figure 2.

Drugs
Forskolin (FSK) was purchased from Calbiochem (La Jolla,
CA). Tetraethylammonium (TEA™) chloride was obtained from
Baker (Phillipsburg, NdJ). Suramin, By-methylene ATP (By-

MeATP), dATPYS, and all other compounds (collagenase type I,
ATP, UTP, ACh, pinacidil, oxotremorine, NG-Nitro-L-arginine-
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methyl ester hydrochloride (L-NAME), hydrogen peroxide,
propranolol hydrochloride, SCH23390, atropine, clozapine)
were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

RESULTS
Morphology and electrical properties
of w.f. and e.t.r. follicles

The present study was made using two follicular
preparations, w.f. and e.t.r. In order to corroborate the
structural changes made by the dissection, a morpholo-
gical analysis was performed that focused on the
different layers of the oocyte envelope. Histological
preparations of e.t.r. follicles showed elimination of all
the conspicuous structures that form blood vessels and
the inner ovarian epithelium (Dumont and Brummett,
1978), while the single layer of follicular cells remained
attached to the surface of the vitelline layer (Fig. 1A).
This was substantiated by electron microscopy (Fig. 1B),
which clearly showed complete elimination of the theca
and epithelial layers, leaving intact the monolayer of
follicular cells and its basal membrane. Scanning
electron microscopy indicated that w.f. were covered
by a smooth cellular surface characteristic of the inner
ovarian epithelium, while the e.t.r. follicles presented
the typical image of interwoven collagen fibers that
compose the basal membrane of follicular cells (cf., 5, 27)
(Fig. 1C). Thus, e.t.r. dissection consistently provided
follicles devoid of all layers external to the basal
membrane of the follicular cells, eliminating mainly
four cell types (following description in Dumont and
Brummett, 1978) contained in epithelium and theca,
i.e., fibroblast-like cells, blood cells and vessels, and the
inner ovarian epithelium itself.

Electrically, w.f. (n=99, 19 frogs) had a mean resting
potential (RP) of —44.5+ 3.5 mV in NR solution, while
that for e.z.r. follicles (n = 24, 8 frogs) was —31.6 2 mV
(all data given as mean + SEM). In general, the mean
input resistances (R,) were 297.8+47 KQ and 319 +
34 KQfor thew.f. ande.t.r. follicles, respectively. Consis-
tently, a group of donors (11 frogs) presented w.f.
(n=33) that were markedly hyperpolarized (mean RP
of —78.4 + 3.8 mV) with respect to e.t.r. follicles from the
same frogs; this difference seemed to be due mainly to an
outward current activated in basal conditions (Fig. 2A).
This current was completely inactivated after 2—4 min
of superfusion with NR. Before inactivation the R, for
hyperpolarized w.f. (n=10) was 52.7 + 3.5 KQ and after
inactivation this increased to 384 +£83 KQ (Fig. 2A),
while RP after inactivation decreased from —79 +7 mV
to —34+3.6 mV. The current-voltage relationship
before and after inactivation of the basal outward
current showed that this inverted at —84.6 =3 mV (four
follicles, two frogs), and the relationship was linear in
the —120 to +20 mV range (insert in Fig. 2A), strongly
supporting the idea that the basal current was mainly
carried by K ions. Further support for this interpreta-
tion was obtained in follicles that were incubated 10 min
in 100 pl of NR containing different drugs before RP and
R, were measured. As shown in Figure 2B, hyperpolar-
ization was reduced in the presence of Ba*" (1 mM), a
nonspecific K channel blocker, or glibenclamide
(100 puM), a blocker of ATP-sensitive K* channels re-
sponsible for Ix .amp generation in Xenopus follicles. In
all cases, reduction in RP was associated with an
increase in R,. Decreases by these blockers and the
linear I/V relationship suggest participation of ATP-
sensitive K* channels in w.f. basal hyperpolarization. A
RP decrease and corresponding R, increase were also
observed in w.f. incubated in NR containing 500 pM
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Fig. 1. Morphological characteristics of whole follicles (w.f.)) and
epithelium/theca removed (e.z.r.) follicles. A: Example of a histological
section stained with hematoxylin/eosin. B: Electron microscopy of
representative thin sections. C: Scanning electron microscopy of the
follicle surface. A and B illustrate that tissues external to the follicular
cell (FC) layer were completely removed in e.t.r. samples. B and C

suramin, an antagonist of purinergic receptors, again
suggesting that ATP receptors and activation of I'x canmp
were involved in maintaining the w.f. basal hyperpolar-
ization. Indeed, the group of w.f. that exhibited basal
hyperpolarization correlated well with follicles highly
responsive to ATP (see below). Thus, it was of interest to
know how elimination of epithelium and theca would
affect the potassium current generated by purinergic
agents.

Ionic current responses in w.f. and e.t.r. follicles

Extracellular application of Ado or ATP (1-100 uM)
generated outward currents in w.f. In addition, exclu-

A

Iy (NA)

1 (NA)

600+

400+

-200-

Fig. 2. Basal outward current in w.f. A: Follicles, w.f. and e.t.r. from
the same donor, were voltage-clamped at time zero (in this and
following traces, the potential was held at —40 mV, and voltage steps
of 20 mV (1.5 sec) were applied periodically to monitor membrane
conductance). The superfusion (arrow) with NR (10 ml/min) washed
out a basal outward current in w.f. in approximately 50 sec, and this
event was associated with a decrease of membrane conductance.

show that the fibrous FC basal membrane composed of collagen (CF)
was maintained intact in e.z.r. follicles; contrast with the w.f. smooth
surface characteristic of the inner ovarian epithelium (IOE). Abbre-
viations: BV, blood vessels and cells; VE, vitelline envelope; OO,
oocyte; F, fibroblasts; CG, cortical granule.

sively ATP elicited a fast inward current, which, in full
agreement with previous studies, corresponded to the
current named F;, (Arellano and Miledi, 1993; Arellano
etal., 1996, 1998). When outward currents generated by
Ado or ATP in the same w.f. were compared, their
amplitudes were frequently independent (Fig. 3A,B).
Follicles from 50% of the donors (from a total of 19) had
follicles with current responses to Ado that were >10%
larger than ATP-induced currents, follicles from 20% of
the donors had more robust responses to ATP (also
>10% larger), and in w.f. from 30% of the donors the
outward current amplitudes were similar for both
agonists (Fig. 3A). In this same group there were donors

- 700
- 500
- 500 0
--mog
L300 =
L 200
- 100

Ba®

alr wf

pliben - suramin
clamide

Similar results were obtained in follicles of 11 frogs from a total of 19.
The insert shows the current/voltage relationship for the basal
outward current in w.f. (@; n=4, two frogs) and the current observed
in e.t.r. follicles (O; n =5, two frogs). B: Mean RP (black bars) and R,
(gray bars) of follicles (2—3 follicles each column) treated 10 min in NR
alone for e.t.r. and w.f., or w.f. incubated 10 min in NR containing
100 uM glibenclamide, 500 uM suramine, or 1 mM Ba*™.
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Fig. 3. Effect produced by elimination of epithelium and theca on the
follicular responses elicited by Ado or ATP (100 pM). A and B illustrate
examples of follicular responses in two different frogs. Each part
shows the current responses generated in w.f. (left column) and e.t.r.
follicles (right column). In this and the following figures, gray areas
and bars indicate drug application time. Note that dissection in e.t.r.
follicles eliminated totally and specifically the outward current
elicited by ATP, while the F;, current evoked by ATP and the K*
current evoked by Ado remained unaltered. From a total of 19, the

(10%) with follicles in which ATP-responses were
present (Fig. 3B), while Ado completely failed to activate
responses. However, in all cases (34 e.t.r. follicles from
10 frogs), removal of theca and epithelium eliminated
completely the outward currents elicited specifically by
ATP, while in most cases this did not affect either the
outward current activated by Ado or the Fj, current
activated by ATP (Fig. 3C). This prominent effect was
observed soon after dissection, since follicles (n=6)
monitored within 2-5 min after epithelium/theca
elimination already showed no ATP-elicited outward
current. Moreover, the effect was dependent on the area
dissected, as follicles with epithelium/theca remov-
ed only from the vegetable or animal pole gave ATP-
elicited responses with amplitudes about 50% of those
observed in w.f. For example, w.f. (n=4) from one frog
had amplitudes of outward responses of 121 + 48 nA and
1,220 + 370 nA elicited by 10 uM Ado and ATP, respec-
tively, while partial-e.t.r. follicles (n = 3) from the same
donor had currents of 160 + 53 nA and 496 + 92 nA for
Ado and ATP. Similar results were obtained in follicles
from two more frogs. Commonly, I .amp elicited in w.f.
by ATP (10—100 pM) desensitized strongly with succes-
sive stimulations, even when washing periods of 15—
30 min were applied. For example, a group of 13 w.f.
(3 frogs) that were tested twice for 100 uM ATP with
washing periods of 15—25 min showed an average peak
amplitude in the second application of 61+ 17% with
respect to the first one. In several w.f. (four follicles from
seven tested) Ik .amp continued to decrease in successive
ATP applications over extended periods (>1 h) of
recording (Fig. 3D). During the same period, F, chloride
currents elicited by ATP did not decrease, i.e., for the
same w.f. that were tested twice, the second application
of ATP generated F;, currents that were 145+ 18%
compared to the first one.

Finally, it also was observed that the group of donors
with hyperpolarized w.f. (RP >-75 mV, Fig. 2) pre-
sented the highest average amplitude for the outward
current elicited by either Ado or ATP (100 uM); thus
hyperpolarized w.f. (n=12) from three frogs had
average currents of 1,125+ 346 nA or 947 + 278 nA,
respectively, while w.f. (n =9) with RP within the range
of —40 to —45 mV had average currents of 325 4+ 191 nA
and 251+168 nA when elicited by Ado or ATP.
Together, these results demonstrated that epithelial/
theca enveloping layers participate in the mechanism by
which ATP activates or modulates outward currents.

o

pattern shown in A was obtained in follicles of 6 donors, while that in B
was observed in 2 frogs. C: Bars indicate the normalized amplitude of
outward currents (Ioy) elicited by Ado, By-MeATP or ATP in e.t.r.
follicles (gray bars) compared with the corresponding amplitude in w.f.
(black bars) from the same donor (45 follicles in each bar from three
frogs). The Fj, currents elicited by ATP in the same follicles are also
shown. D: Successive ATP (100 pM) applications in a w.f.; numbers
indicate the time in min, since superfusion started.

Ik camp activated by ATP in w.f.

Outward currents elicited in follicles and oocytes by
adrenergic and catecholaminergic drugs were studied
originally by Kusano et al. (1977, 1982), and those activ-
ated by purinergic agonists were described by Lotan
et al. (1982, 1986). These and later reports have shown
that all these responses correspond to K* currents that
actually arise in the membrane of the follicular cells
and have the characteristics of the current named
Ik cavp (e.g., Stinnakre and Van Renterghem, 1986;
Woodward and Miledi, 1987a; Miledi and Woodward,
1989a; Greenfield et al., 1990; Honoré and Lazdunski,
1991; King et al.,, 1996). The ATP-elicited outward
current dependent on the presence of epithelium/theca
had a similar Ik camp time-course. However, since Ado
responses were expressed independently in follicles
from different donors and were not affected by epithe-
lium/theca removal, the ATP receptor involved seemed
to be different from the P3 receptor type previously
considered mainly responsible for Ik .amp activation by
ATP (King et al., 1996, 1998). Thus, it was necessary to
confirm that outward currents stimulated by ATP in w.f.
were the same as Ix camp. As shown in Figure 4, the
characteristics of the outward current in w.f. were
consistent with the activation of Ik camp: (1) ATP-
elicited outward currents had a reversal potential of
—95.24+3.5mV (4w.f., 2frogs), and they were blocked by
extracellular 1l mM Ba** and 10 mM TEA™" (not shown),
(2) ATP-elicited currents were enhanced by 152 +4%
in the presence of 0.5 tM FSK (7 w.f., 3 frogs; Fig. 4B),
which elicited no response when applied alone at the
same concentration, (3) the current varied linearly
with the membrane potential, in a way similar to that
observed for Ix.amp generated by different drugs
(Arellano et al., 1996), (4) ATP-evoked currents were
potently (80—95%) inhibited in w.f. (n="7, 3 frogs)
bathed in 1 uM ACh or 100 uM oxotremorine, the same
effect that these drugs produced on Ik .anp (Dascal et al.,
1985; Van Renterghem et al., 1985; Arellano et al.,
1999), (5) outward currents elicited by 100 uM ATP were
82 +4% inhibited by 100 uM glibenclamide (4 w.f.,
2 frogs), ablocker of ATP-sensitive K+ channels involved
in Ix .amp generation, while pinacidil (100 uM), a K*
channel opener that was ineffective when applied alone,
enhanced the currents by 153+ 11% when coapplied
with ATP B w.f., 2 frogs) (Honoré and Lazdunski, 1991),
and (6) it was also confirmed that the outward current
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Fig. 4. Identity of the ATP-elicited outward current that depends
on the presence of epithelium/theca layers. The electrical and
pharmacological characteristics of outward currents elicited by ATP
in w.f. corresponded to those previously reported for Ik camp: (A)
outward currents were induced by ATP and By-MeATP but not by
UTP (100 uM all drugs), (B) superimposed traces show that outward

was mimicked by By-MeATP (10—-50 pM) but not by UTP
(1-100 uM), and (7) 500 uM suramin, a non-specific
antagonist of purinergic receptors, decreased the
(100 pM) ATP-elicited outward current by 34 +3%
4 w.f., 2 frogs) (King et al., 1996, 1998). Thus, the
outward current stimulated by ATP in w.f. clearly
corresponded to activation of Ik .anmp channels.

Nature of the influence of epithelial/theca
layer on Ik .amp generation by ATP

All together, these results constitute strong evidence
that the epithelial/theca layer influences the opening of
Ik c.amp channels by ATP in follicular cells. As mentioned
above, it has been demonstrated that ATP has dual
effects on Ik .amp, activating the channels but also
causing their inhibition. Therefore, it is possible that
ATP acted indirectly through a transmitter originating
in epithelium/theca cells. In fact, the follicular cell
membrane is known to have several specific receptors
for diverse substances, all of them coupled to cAMP
synthesis (Arellano et al., 1996), and the release of any of
these agents from the epithelial/theca layer might be
triggered by ATP. To explore this possibility we applied
blockers of several of the main transmitters described
(2-3 w.f. for each drug), and we found that the response
to 100 uM ATP was not altered by the action of anta-
gonists such as atropine, propranolol, SCH23390, or
clozapine (all at 25 uM), which act on muscarinic,
adrenergic, dopaminergic, and serotonergic receptors,
respectively. Also, Ix.amp was not affected when
follicles were incubated overnight with 10 uM L-NAME,
a nitric oxide synthase inhibitor, or by application of
5 mM H;0,. Although the list of antagonists and other
possible transmitters tested is clearly not comprehen-
sive, the fact that By-MeATP (see below) evoked strong
Ix camp ine.t.r. follicles indicated that these follicles had
the necessary molecular elements to generate directly
the response via purinergic stimulation; thus, there isno
need to postulate a second transmitter with origin in
epithelium/theca.

Activation of Ik camp in w.f. might be explained by a
strong down-regulation of the inhibitory mechanism. In
order to evaluate this suggestion, experiments were
conducted stimulating specifically either the activation
or the inhibition of Ik .amp channels via purinergic
agonists in both w.f. and e.t.r. follicles. Previous studies

currents elicited by 100 pM ATP (gray area) were potentiated by FSK
(0.5 uM) and inhibited by ACh (1 uM), (C) glibenclamide (100 uM) and
oxotremorine (100 pM), drugs that act specifically on Ik .amp , potently
inhibited the ATP-elicited (100 uM) response. D: Effect of different
drugs on the amplitude of I'x .amp elicited by ATP (control) obtained in
4-7 w.f. in experiments similar to those in B and C.

have established that Ik .amp is elicited by py-MeATP
but not by UTP (King et al., 1996; Figs. 4 and 5). We
found that UTP (10—100 uM) was a powerful agonist of
the inhibitory mechanism, while py-MeATP (10-50 uM)
was ineffective. The effect of these drugs was examined
on w.f. (n=23) and e.t.r. follicles (n=15) from seven
different frogs. The experiments were made by testing
the effect of these two drugs on the activation of Ik camp
by Ado or ATP. As shown in Figure 5A, in e.t.r. follicles
UTP (10 uM) blocked the ability of Ado to activate
Ix .amp. However, UTP applied to w.f. from the same
donor did not reduce Ik .anmp induced by Ado (100 pM).
The same results were obtained applying 100 uM UTP,
or using ATP (100 pM) to activate Ik .amp (data not
shown). In addition, in both w.f. and e.t.r. follicles, UTP
alone did activate Fj, currents but did not generate
Ik camp, results that were confirmed in follicles of five
frogs. In seven w.f. from two other frogs, however, UTP
(100 ],J.M) inhibited IK,cAMP by 48 +15% when IK,cAMP
was elicited by either Ado or ATP, which indicated that
UTP inhibitory potency varied among w.f. from different
frogs. Finally, Ik c.amp Was elicited by fy-MeATP in both
w.f. ande.t.r. follicles and did not affect Ik .amp that were
subsequently generated by Ado (Fig. 5A) or ATP.
Nevertheless, in e.z.r. follicles from four frogs, the mean
amplitude of Ix .amp generated via Py-MeATP was
consistently 45 +21% less than that generated in w.f.
from the same donors (not shown).

The absence of purinergic inhibition of Ix canmp in w.f.
was also demonstrated by applying ATP at the peak of
the current elicited by Ado. This is shown in Figure 5B,
where the traces illustrate currents recorded in w.f. and
e.t.r. follicles in three conditions, Ado or ATP alone, and
coapplication of Ado plus ATP (both at 10 uM). The top
and middle superimposed traces show current
responses in w.f. and e.t.r. follicles, respectively, elicited
by Ado alone and adding ATP at the peak of Ik camp
elicited by a preceding superfusion of Ado alone. The
bottom traces show the current responses elicited by
ATP alone in the corresponding w.f. and e.t.r. follicle. It
is apparent that in e.z.r. follicles, but not in w.f., ATP
completely inhibited Ik amp; similar results were
obtained in seven other follicles from three different
frogs.

One simple explanation for the absence of inhibition
in most w.f. is that the epithelium/theca constituted a
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Fig. 5. Downregulation of Ik .amp inhibition elicited by UTP or ATP
in w.f. A: Superimposed traces show that in e.t.r. follicles, 10 pM UTP
blocked the ability of 100 pM Ado to generate Ik .amp, While in w.f. this
effect was usually decreased or absent. The activation agonist PBy-
MeATP (100 pM) did not affect the generation of Ik camp by 100 pM
Ado either in w.f. or e.t.r. follicles. B: Superimposed traces show two

diffusion barrier for ATP such that the limited amount of
ATP near the follicular cell membrane mainly activated
but did not inhibit the Ik .amp channels. This hypothesis
implies that the ATP concentration necessary for activa-
tion is lower than that for inhibition. ATP dose-response
curves made using e.t.r. follicles argued against this
possibility, as shown in Figure 5C. At concentrations
ranging from 1 nM to 100 M, ATP was unable to elicit
Ik c.ampinthee.t.r. follicles (seven follicles, three donors),
whereas the w.f. (n=3) from the same donor showed
Ix cavp (100 pM ATP) with an average amplitude of
743 +125 nA. These results strongly suggest that the
main effect of the epithelial/theca layers was a strong
downregulation of the Ik .amp inhibitory mechanism
elicited by purinergic agonists.

DISCUSSION

The results described clearly showed that epithelium
and/or theca are necessary for the activation of Ix .amp
both in basal conditions and when stimulated by ATP in
Xenopus follicles. ATP-elicited outward currents were
identified as Ix .amp by showing that, as for cAMP
activated K" currents, the ATP responses were also
amplified by pinacidil and FSK and were inhibited by
glibenclamide and muscarinic agents. The nature and
localization of the ATP receptor involved probably
correspond to those suggested previously (King et al.,
1996; Matsuoka et al., 1998). Thus, it seems that P3 type
receptors, which are sensitive to Ado, ATP, and By-
MeATP and are located in the follicular cell membrane,
are responsible for Ix .anp generation.

Based on the dual effects of ATP on Ixcamp, its
activation and inhibition, several hypotheses might be
envisioned to explain the dependency of the current on
epithelium/theca. For example, an indirect action of
ATP on the Ix .amp activation mechanism is clearly
a possibility, and two main hypotheses in this sense
are: (1) It is possible that ecto-ATPases located in the

R

examples of the Ik .amp elicited by 10 uM Ado alone, and coapplication
of 10 uM ATP at the top of the Ado elicited response, in both w.f. and
e.t.r. follicles from the same donor. Also illustrated (bottom traces)
are the responses of both types of follicles to 10 uM ATP alone.
C: Membrane currents elicited by 1 nM-100 uM ATP in an e.t.r.
follicle.

epithelial/theca compartment degraded ATP to adeno-
sine, and that this activity was absent in e.t.r. follicles.
Thus, in w.f.,, application of ATP activated Ik amp
indirectly through adenosine, which stimulated P1 type
receptors. Results of two previous independent studies
(King et al., 1996; Matsuoka et al., 2002) argue against a
significant contribution of this mechanism. They indi-
cate that the low concentration of adenosine generated
from ATP by ecto-ATPases in follicles and oocytes does
not account for the effect observed, strongly suggesting
that ATP acts directly to evoke Ik camp. Furthermore, in
both studies, products of ecto-ATPase activity were
measured in the bulk solution, and it has been pointed
out that the adenosine concentration in solution might
belessthan that at the membrane level (Matsuokaet al.,
2002). If this is the case, the ecto-ATPase activity of
interest would be that displayed by the follicular cell and
oocyte membranes, both of which are intact in the e.z.r.
preparation, thus in these follicles the enzyme activity
would be similar to that in w.f. Some other observations
cannot be fully explained by the ecto-ATPase action
hypothesis. These include the potent agonistic effect of
the ATPase-resistant drug py-MeATP, the persistence
of the Fy, current elicited by ATP in w.f.,, and impor-
tantly, the existence shown here of donors which present
follicles with strong Ik .amp responses to ATP but not to
adenosine (see Fig. 3B). (2) A second possibility is that
stimulation of ATP receptors in the epithelial/theca
layers released a transmitter that diffused to follicular
cells where it stimulated cAMP synthesis. It is well
known that a variety of specific receptors coupled to
adenylate cyclase are present in the membrane of
follicular cells (Arellano et al., 1996), and each of them
is a candidate to be stimulated by an ATP-released
paracrine transmitter. Here, we have pharmacologi-
cally eliminated several compounds shown to be para-
crine transmitters in different cell systems including
dopamine, noradrenaline, acetylcholine, nitric oxide
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and H,0, (e.g., Chen et al., 2000; Avshalumov et al.,
2003). One observation that argues directly against the
requirement of ATP-elicited release of any agonist is the
persistence of the purinergic activation mechanism in
e.t.r. follicles, evidence for this is the ability of py-MeATP
to evoke a Ik camp. This result demonstrates that e.z.r.
follicles (i.e., the follicular cell membrane) have the
complete purinergic membrane machinery to generate
I K,cAMP-

The possibilities discussed above are not all-inclusive,
and an ancillary involvement of activation through some
of these mechanisms cannot now be discarded. However,
we showed here that the principal and most potent effect
provoked by the epithelium/theca layers was down-
regulation of Ik .amp inhibition. This was demonstrated
in experiments where UTP, a specific agent for Ik .amp
inhibition, acted mainly in the absence of the superficial
layers. Application of ATP in e.t.r. follicles seemed to
generate both activation and inhibition of Ik .amp, but
the latter effect was so strong and rapid that it elimin-
ated channel opening and resulted in null current. In a
way similar to that discussed above in the activation
hypothesis, downregulation of the inhibition mechan-
ism in w.f. might be explained by two possible actions of
the epithelial/theca layer: (1) ecto-ATPases in the
external layers degraded ATP, eliminating the inhibi-
tion mechanism. The same counter arguments apply
here: the rate of ATP breakdown is too low to explain the
complete abolition of the inhibition response, especially
at high ATP concentrations of 100 uM—1 mM. In fact, the
F;,response was presentin w.f., clearly indicating that a
significant amount of ATP reached the follicular cell
membrane. Moreover, action of ecto-ATPases cannot
explain how UTP inhibition is completely abolished in
w.f., even when follicles were tested with high concen-
trations (100 uM) of this drug. It has also been shown
that ecto-ATPase activity in follicles is strongly inhib-
ited by 100 uM suramin (Ziganshin et al., 1995), but even
500 uM suramin did not eliminate Ik .amp generated by
ATP. (2) A second possible mechanism is that down-
regulation of Ik .amp inhibition was effected by a para-
crine transmitter released from the epithelial/theca
compartment. Some indirect evidence supported the
occurrence of such a process in w.f. For example, the
strong desensitization which occurred on Ik camp eli-
cited by repetitive applications of ATP, while F,, current
amplitude remained constant, might be explained at
least in part by a paracrine factor within the w.f. being
washed out during continuous superfusion. Similarly
we found that the effect produced in e.t.r. follicles was
immediate upon dissection and irreversible. Impor-
tantly, the magnitude of the effect was proportional to
the epithelial/theca area removed, suggesting that these
layers act only on the adjacent follicular cells.

Paracrine pathways within the follicle of different
species are fundamental mechanisms involved in phy-
siological aspects of the complex folliculogenesis phe-
nomenon, such as cellular differentiation, growth,
and control of gamete maturation (Buccione et al.,
1990; Albertini et al., 2001; Johnson, 2003). In mamma-
lian ovarian follicles various paracrine systems have
been described that involve not only communication
between granulosa cells and oocytes but also participa-
tion of theca cells (Tajima et al., 2002). In follicles of
several species, chemical communication among the
distinct follicular cell types is known to be fundamental
for the growth and maturation of the gamete. The
transmitter signals identified include several peptides
and steroids as well as classical neurotransmitters such
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as acetylcholine and dopamine (Mayerhofer et al., 1997,
1998; Fritz et al., 2001).

In Xenopus follicles paracrine and autocrine mechan-
isms have not been sufficiently studied, although there
are some well known examples. One is the action of
gonadotropins on follicular cells that induces oocyte
maturation via a paracrine pathway involving release of
progesterone, which ultimately acts on specific recep-
tors located in the oocyte membrane (Smith et al., 1968;
Wasserman and Masui, 1974; Masui, 2001). Also, using
different methodologies (Bodas et al., 2000; Maroto
and Hamill, 2001; Aleu et al., 2003) it has been shown
recently that ATP is released, both in basal and
stimulated conditions, from the Xenopus oocyte. Here,
a paracrine action for ATP release was strongly
suggested by the subset of w.f. that presented, compared
to e.t.r. follicles from the same donor, a strong basal
hyperpolarization that was washed out in a few seconds
by simple superfusion with NR. The characteristics of
this current, specifically its linear I/V relationship, its
sensitivity to glibenclamide and suramin, as well as its
correlation with the amplitude of ATP-elicited Ik camp,
strongly suggested that similar ATP-sensitive K*
channels were involved in both signals. Thus, it seems
possible that ATP released in basal conditions from the
oocyte, stimulated receptors in the membrane of the
follicular cells, opening Ik .amp channels. This process
was controlled by the epithelium/theca which down-
regulated, via an unknown mechanism, ATP inhibition
of Ix camp (see Fig. 6). Our results clearly indicated that
paracrine signaling within the Xenopus follicle controls
thelevel of Ix .amp activation by ATP in the follicular cell
membrane. This epithelium/theca modulation of I'x camp
is of potential importance since activation of this current
increases both the rate and efficiency of oocyte matura-
tion elicited by progesterone (Wibrand et al., 1992).
Paracrine signaling might function in the w.f. as a
purinergic regulatory loop that coordinates the onset
and progress of the oocyte maturation process among
the different cell types that form the follicle.

This study confirmed and presented detailed informa-
tion about the purinergic receptor types expressed in the
Xenopus follicle. It is clear that P1 and P3 receptors
located in the follicular cell membrane are responsible

Epithelium
{ Theca

Inhibition

00

ATP

Fig. 6. Scheme that summarizes the two principal effects of ATP on
K™ channels located in follicular cells, activation and inhibition, both
mediated through specific receptors also located on these cells. These
effects seemed to be affected by two main intrafollicular modulatory
pathways, one positive pathway (left + arrow) triggered by the release
of ATP (44—46), and one negative pathway (right — arrow) which, as
shown here, originates in the epithelial/theca layers. The specific
mechanism involved in the negative pathway remains to be deter-
mined, but paracrine action and/or ecto-ATPase activity are strong
possibilities. Abbreviations as in Figure 1.
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for Ik .amp activation via Ado and ATP, while P2Y,-like
receptors are involved in the activation of F}, currents
and most probably are also responsible for Ik .amp
inhibition, given that UTP is a full agonist for both
responses. Further studies will be necessary to comple-
tely elucidate the nature of the influence of the epithe-
lium/theca on ATP-dependent inhibition and generation
of Ix .amp, as well as to fully evaluate the relative
contribution of paracrine signals and/or ecto-ATPases,
the two main factors that might participate in regulat-
ing the activation and inhibition of Ik .amp channels.
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