NACIONAL AUTONOMA
“\\‘N'l\\S\“\“ L)
= 0% ==X
001
-
2

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA
CAMPUS UNAM JURIQUILLA

IDENTIDAD MOLECULAR DE ELEMENTOS QUE PARTICIPAN EN
LA SENALIZACION PURINERGICA EN EL FOLICULO OVARICO DE

Xenopus laevis

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS
(NEUROBIOLOGIA)

PRESENTA:
BIOL. MARIA ANGELICA ACOSTA MARROQUIN

DIRECCION DE TESIS:
DR. ROGELIO ARELLANO OSTOA

JURIQUILLA, QUERETARO. 2012




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Instituto de Neurobiologia

Los miembros del Jurado de Examen de Grado certificamos que la tesis elaborada
por: Maria Angélica Acosta Marroquin, cuyo titulo es: “ldentidad molecular de
elementos que participan en la sefalizacion purinérgica en el foliculo ovarico de
Xenopus laevis”, se presenta como uno de los requisitos para obtener el grado de
Maestria en Ciencias (Neurobiologia) y cumple con los criterios de originalidad y
calidad requeridos por la Division de Estudios de Posgrado de la Universidad

Nacional Autbnoma de México.

Presidente:

Dr. Mauricio Diaz Mufioz

Secretario:

Dr. Rogelio Arellano Ostoa

Vocal:

Dra. Maria del Refugio

Garcia Villegas

Suplente:

Dr. Juan Pablo Reyes Valverde

Suplente:

Dr. Gerardo Rojas Piloni

Aprobado por el Comité Académico

Dra. Maria Teresa Morales Guzman
Coordinadora del Programa
Maestria en Ciencias (Neurobiologia)



Este trabajo se realizO en el Laboratorio de Neurofisiologia Celular del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, bajo la
direccién del Dr. Rogelio Arellano Ostoa, y fue apoyado con recursos financieros del
CONACyYT (No. 82340 para ROA y 166725 para FGVC), PAPIIT-UNAM (No.
IN208209 para FGVC; IN214409 e IN205312 para ROA) e IACOD-UNAM (No.
IA200112 para FGVC).



RESUMEN

Las células foliculares y el ovocito de Xenopus laevis mantienen comunicacion
eléctrica y quimica durante el desarrollo folicular. Se sabe que esta comunicacion
intercelular incluye eventos eléctricos y metabdlicos cuya importancia funcional en el
proceso de foliculogénesis no ha sido precisada hasta el momento. Una de las
respuestas eléctricas originadas en las células foliculares es la llamada corriente
rapida de cloruro (Fc)), que es generada a través de la estimulacion de un receptor
purinérgico de tipo P2Y, el cual promueve un aumento intracelular de Ca** lo que
subsecuentemente activa canales de CI dependientes de Ca®" (Icica). Aun y cuando
se conocen con detalle los eventos que generan esta respuesta y algunas de sus
consecuencias fisioldgicas, todavia es desconocida la identidad molecular de los
elementos principales que participan en ella, tanto del receptor P2Y como la de los
canales que intervienen en la generacion de la Fc¢. El avance en el entendimiento de
la funcion fisioldgica de estas respuestas requerira de conocer la identidad de los
elementos activados. La presente tesis tuvo como principal objetivo avanzar hacia la
definicion de este conocimiento, haciendo uso de tecnologias modernas, como el
silenciamiento de genes a través de la internalizacion de secuencias de
oligonucledtidos antisentido y, de un estudio para identificar el perfil farmacoldgico
de los canales de Fc. Como primer paso se estandarizé una técnica de
electroporacion in vivo de oligonucleotidos antisentido utilizando el foliculo de
Xenopus; una vez demostrada la eficiencia de esta metodologia, procedimos a
silenciar el receptor tipo P2Y, de Xenopus, subtipo que ha sido involucrado en la
generacion de la corriente F¢. Nuestros datos sugieren que el receptor Xenopus-
P2Y, esta efectivamente involucrado en la generacion de la respuesta F¢. Sin
embargo, también parecen indicar que no es el Unico receptor purinérgico endégeno
involucrado. Por otro lado, fue determinado el perfil farmacolégico de los canales
activados durante la F¢.. Los datos muestran que estos canales presentan bloqueo
por diferentes drogas con la siguiente potencia: acido niflumico > DIDS > DPC >
A9C, la cual es una secuencia similar a la que presentan los canales Igica
expresados en la membrana del ovocito y varios otros tipos celulares, asi como a la

de los canales formados por la proteina TMEM16A.



ABSTRACT

During follicular development in Xenopus laevis, follicular cells and the oocyte
maintain chemical and electrical communication that includes electrical and
metabolic events whose functional importance in the process of folliculogenesis has
not yet been precisely defined. One of the electrical responses originating in the
follicular cells is known as the fast chloride current (Fc)), which is generated by the
stimulation of a P2Y-type purinergic receptor; this, in turn, promotes an increase in
intracellular Ca** that subsequently activates Ca®* dependant CI" channels (Ig; ca).
Although the details of these events as well as some of the physiological
consequences that this response elicits are known, the molecular identity of the main
elements activated by this response, such as the P2Yreceptor and the channels that
take part in generating the F¢ response, are still unknown. Progress in understanding
the physiological role of these responses will require identification of the activated
elements, which was a main objective of this thesis. Modern technologies were used,
such as gene silencing through the internalization of antisense oligonucleotides
sequences, and a study to identify the pharmacological profile of the F¢| channels. As
a first step, a technique for in vivo electroporation of antisense oligonucleotides was
standarized using the Xenopus follicle; once the efficiency of this methodology was
demonstrated, we proceeded to silence the P2Y,-type receptor from Xenopus, a
subtype that has been implicated in the generation of the F¢ current. Our data
suggest that the P2Y, receptor is, indeed, involved in generating the Fc¢ response;
however, it seems that this is not the only endogen receptor involved. In addition, the
pharmacological profile of the channels activated during operation of the F¢ was
established. The data show that these channels are blocked by various drugs with
the following potency: Niflumic Acid > DIDS > DPC > A9C, which is quite similar to
the profile of the channels expressed in the membrane of the oocyte and some other

cell types, as well as to the profile of channels belonging to the TMEM16A protein.
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1. INTRODUCCION

El foliculo ovarico (i.e., el ovocito en comunicacion con sus células foliculares)
de Xenopus laevis ha sido utilizado por varias décadas como modelo de dos campos
muy relevantes de la biologia como lo son, la biologia del desarrollo y la biologia
celular. Estos campos a su vez circunscriben diversos fenomenos fisioldgicos como
la ovogénesis, la division celular, el transporte membranal, la comunicacién celular y
la dinamica intracelular de sefializaciéon de algunos mensajeros como el Ca**
(Dargan et al. 2006). La comunicacion celular ha cobrado gran importancia en este
modelo, debido a que en el foliculo son expresados distintos sistemas de
comunicacion inter- e intracelulares. El descubrimiento original de receptores
colinérgicos y catecolaminérgicos en los ovocitos y foliculos de Xenopus por el grupo
del Profesor Ricardo Miledi en 1977, llevé a la descripcidon tanto de la expresion
funcional de diversas moléculas receptoras, como también a la caracterizacion de
las principales respuestas eléctricas enddgenas en el sistema (Kusano et al., 1977,
Kusano et al., 1982). Estas investigaciones seminales, ofrecieron valiosa informacion
gue permitié la utilizacién de los ovocitos y los foliculos como modelo celular para el
estudio de moléculas receptoras tanto enddgenas, como aquellas expresadas
exdégenamente, y de sus mecanismos de sefalizacion intracelulares, ocupando

desde entonces un papel central en esta area.

Entre los sistemas de comunicacion expresados en X. laevis que conllevan
sefalizacion intercelular, se encuentra el sistema purinérgico al que se le confieren
papeles fisioldgicos importantes puesto que su presencia no es exclusiva de un solo
tipo celular ni de una clase (taxonédmicamente hablando) de seres vivos en particular
(Burnstock & Verkhrastky, 2009). Ademas, es un sistema de comunicacién versatil
que otorga especificidad a través de la expresion de moléculas receptoras
pertenecientes a las superfamilias de receptores—canal (P2X) y de receptores
acoplados a proteinas G (P2Y). Su estudio es de interés por ejemplo, en la fisiologia
celular del ovario porque los diferentes tipos de células sométicas que lo conforman
expresan una diversidad de receptores tanto al ATP como a la adenosina que son
las moléculas transmisoras principales en este sistema (Lotan et al., 1982, Van

Renterghem et al., 1985, Arellano et al.,, 1996, 1998). Antes de de conocerse el
1



sistema purinérgico ya se sabia que estas purinas participaban en diversos tejidos
regulando fenémenos como la agregacién plaquetaria (Born, 1962), dolor,
neurotransmision en el sistema nervioso central y periférico, inflamacion y

modulacion de la actividad cardiaca.

En el foliculo ovarico de X. laevis ha sido demostrado que estos agonistas
purinérgicos, provocan respuestas eléctricas de diferentes tipos, activando e
inhibiendo canales idnicos, cuyo papel ha sido identificado en la maduracion
meidtica del ovocito de esta especie. Los receptores purinérgicos fueron
identificados por primera vez después de estos hallazgos por Lotan et al. (1986),
quienes reportaron que los ovocitos de X. laevis responden a sustancias como
adenosina y ATP. Sin embargo, no es hasta 1993 cuando se comenzaron a
distinguir la diversidad en identidad, localizacion y funciones de los receptores
purinérgicos tanto en el ovocito, como en las células foliculares (Arellano & Miledi,
1993; Arellano et al.1996, 1998). Ademas, en los ultimos afios, los estudios
realizados en nuestro laboratorio han determinado nuevos aspectos de gran
importancia en el sistema purinérgico intrafolicular, tanto en Xenopus como en
mamiferos (Arellano et al., 2002, 2009, 2012). De manera reciente se ha obtenido
evidencia de que el sistema purinérgico se encuentra expresado en los foliculos
ovaricos de mamiferos, en donde estimula receptores especificos que generan
corrientes eléctricas en sus membranas, semejantes a las descritas en el foliculo y
ovocito de rana, asi como la accién de sus cascadas intracelulares que al ser
activadas promueven fenomenos de importancia en la fisiologia del foliculo ovérico
tales como la proliferacion celular y la muerte programada (Arellano et al., 2002;
Véazquez-Cuevas et al., 2006, 2010).

Respecto al foliculo de X. laevis queddé demostrado que una de las fuentes
principales de ATP intrafolicular, es el mismo ovocito, ya que este libera ATP tanto
en forma basal como estimulada. De esta manera, el ovocito afecta de manera
continua las propiedades eléctricas de las células foliculares que lo rodean y las
células foliculares a su vez expresan los elementos moleculares de respuesta al ATP
(Saldafia et al., 2009). Dentro de esta maquinaria molecular se encuentran tanto los
receptores purinérgicos como también las moléculas efectoras, tales como los

canales de K* y los de CI" que son operados por cascadas de sefializacion activadas
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por la estimulacion de estos receptores (Arellano et al., 1998; Arellano et al., 2009).
Se ha visto que los canales ionicos de CI presentes en el foliculo de X. laevis
participan en la generacion de dos respuestas generadas por su apertura. Una de
estas respuestas es una corriente rapida de CI llamada respuesta o corriente F¢. La
segunda respuesta llamada corriente entrante dependiente de Ca?* (l;,) esta ligada a
la Fc;, y se origina por un influjo sostenido de Ca?*. La activacién de estas corrientes
es independiente de un aumento de Ca?' intracelular en el citoplasma del ovocito
(Arellano & Miledi, 1993; Arellano et al., 1996; Arellano et al.,, 1998), esta
caracteristica las distingue claramente de las originadas en la membrana del ovocito
per se. Tanto F¢ como li,, dependen mas bien de un aumento citoplasmatico de la
concentracién de Ca®* de las células foliculares (Arellano et al., 2012). Por lo tanto,
los canales de CI' que producen ambas respuestas, son canales de cloruro
dependientes de calcio (Icica). La identidad molecular de los Icica CcOntinda en
debate. Sin embargo, actualmente diversas clases de proteinas han sido propuestas
como candidatos para la formacion de estos canales. No fue sino hasta 2008, que
tres grupos diferentes encontraron los genes que codifican para proteinas de la
familia TMEM16 (también llamada Anoctamina o ANO por Yang et al., 2008) que
recapitula las propiedades de la mayoria de los canales Ic;ca enddgenos, generando
corrientes acarreadas por ClI" con caracteristicas semejantes a las descritas para los
canales I ca expresados en diferentes tejidos (Caputo et al., 2008; Schroeder et al.,
2008; Yang et al., 2008). Esto abre la posibilidad de que los canales Icica de las
células foliculares estén formados por proteinas tipo TMEM16A al igual que en el

ovocito.

El presente trabajo tuvo como objetivo fundamental identificar
farmacoldgicamente y/o molecularmente dos de los principales elementos
involucrados en la respuesta F¢ generada por estimulacion del foliculo con
ATP. La respuesta Fc, es generada por la estimulacidon de receptores tipo P2Y
presentes en las células foliculares (Arellano et al. 2012). Estos receptores se
encuentran acoplados a la actividad de la fosfolipasa C (PLC) que una vez
estimulada aumenta la sintesis de IP3; en estas células; y este ultimo como
segundo mensajero promueve la liberacién de Ca®* intracelular desde
reservorios intracelulares, aumentando sus niveles para finalmente generar la

apertura de los canales Ig ca. ES importante hacer mencién que los canales
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lcica de las células foliculares son diferentes, al menos en su sitio de expresion
a los canales I¢ ca expresados en la membrana del ovocito per se (Arellano et
al. 2012). Hasta ahora no han sido reportadas diferencias en las propiedades
biofisicas o farmacologicas entre estos dos tipos de canales, por lo que uno de
los objetivos particulares de este trabajo fue definir la identidad desde el punto
de vista farmacolégico de los canales en las células foliculares y compararla
con la de los presentes en el ovocito. Por otro lado, otro objetivo particular fue
el silenciamiento de genes mediante la internalizacion de secuencias
antisentido de ADN utilizando técnicas modernas como la transfeccién por
electroporacion. Estandarizar este método en el modelo de X. laevis, resultd
atil para conocer el receptor de tipo P2Y que esta participando en la generacion

de la respuesta F¢,.



2. ANTECEDENTES

2.1 El foliculo de Xenopus laevis como modelo para el estudio de la

comunicacion celular

El modelo del foliculo ovéarico de X. laevis ha sido empleado durante varias
décadas por su utilidad en el estudio de diferentes fenbmenos de comunicacién inter
e intra celular a diferentes niveles caracterizandose vias de sefializaciéon , moléculas,
y respuestas eléctricas, que han permitido dilucidar una amplia variedad de
receptores y otras moléculas que se expresan en el foliculo, pero que no son de
ninguna manera exclusivos de este complejo celular y que por el contrario deja
abierta la posibilidad de estudio de moléculas similares de otros tipos celulares
dentro de su maquinaria. En este modelo por ejemplo, fueron descritos por primera
vez los canales CACCs 0 I¢ ca (Miledi 1982), que a la postre se ha observado estan
involucrados en procesos fisioldgicos de una gran cantidad de tipos celulares y cuya
alteracion podria estar involucrada en fendmenos patolégicos (Papassotiriou et al.,
2001; Ousingsawat et al., 2009) como fibrosis quistica causada por la alteracion en
la expresion de estos canales. También este modelo ha sido fundamental en el
estudio de las cascadas de sefializacion mediadas por IP3, y particularmente de los
mecanismos de liberacién de Ca®" a través de esta molécula desde los reservorios
intracelulares (Diambra & Marchant, 2009; Taylor et al.,, 2009). De manera mas
reciente, ha sido descubierto un fendmeno de interaccion funcional entre receptores
de las células foliculares que sugiere que la regulacidon de sus respuestas ocurre a
través de la heteromerizacion de sus elementos moleculares (Arellano et al., 2009).
El fenomeno de heteromerizacion de receptores acoplados a proteinas G es un
campo de frontera que esta cambiando rapidamente nuestra vision de la
farmacologia de estas moléculas (Angers et al., 2002; Yoshioka et al., 2002) y
tendra, sin duda, amplias repercusiones en la fisiologia celular. Asi mismo, la
expresion heterdloga en el ovocito ha sido ampliamente utilizada para estudiar la
estructura y la funcion de la gran diversidad de elementos involucrados en la

comunicacién celular tales como canales i6nicos, bombas, transportadores y
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receptores (Woodward & Miledi, 1987; revisiones de Maller, 1986-1987; Maller et al.,
1989; Maller, 1990; Maller, 1993; Berridge et al., 1988; Arellano et al., 1996; Dargan
et al., 2006; Whitaker, 2006). Como un prerrequisito para su utilizacion como modelo
es imperativo el reconocimiento de sus propiedades enddgenas. La falta de
informacion respecto a esto ha provocado no en pocas ocasiones analisis equivocos
en la literatura, causando ambigiedad y conclusiones erréneas, por lo que el
continuar con el estudio de las propiedades basicas del modelo de X. laevis, no solo
es de importancia para el analisis de las funciones fundamentales del ovario en
vertebrados, sino que también ayuda a mejorar su uso como modelo de expresion
exogena. Antes de explicar con detalle los componentes que se estudiaron en este
trabajo haré una breve descripcion morfolégica del modelo, para posteriormente
hacer énfasis en los elementos de las respuestas purinérgicas y la consecuente
activacion de canales de CI" activados por mecanismos que subyacen a la activacion

del sistema purinérgico.

2.2 Elfoliculo ovarico de Xenopus laevis

El foliculo ovarico de X. laevis presenta multiples ventajas como modelo celular
por sus caracteristicas morfolégicas y anatébmicas, entre las que se encuentran su
relativa facilidad y economia de mantenimiento en cultivo, facilidad en la
implementacion de manipulaciones experimentales debido a su gran tamafio que es
de alrededor de 1.2 a 1.4 mm de diametro, y su numero por donador que puede ser
de miles en cualquier época del afio. Todo esto permite su utilizacion en una gran
cantidad de técnicas fundamentales y modernas que van desde la electrofisiologia y
morfologia, hasta diversas técnicas bioquimicas y de biologia molecular.

El foliculo de X. laevis pasa por seis estadios de desarrollo claramente
identificados (Dumont, 1972). Cada foliculo est4 conformado por capas tanto
celulares como acelulares (ver figura 1) que rodean al ovocito. Observando el
foliculo desde su capa mas externa a la mas interna, este se conforma de la
siguiente manera: La capa del epitelio interno ovarico, que esta conformada por

células escamosas regulares que se prolongan mediante microvellosidades que
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hacen contacto con sus células vecinas. Bajo esta capa se encuentra la capa de la
teca, conformada por células de aspecto fibroblastico, vasos y células sanguineas.
La capa subyacente esta compuesta por fibras de coladgeno que se entrecruzan y
conforman la lamina basal de la capa de células foliculares. Estas células planas
forman una monocapa con extensas macrovellosidades que se extiende a través de
poros formados en la envoltura vitelina, considerada una segunda capa acelular del

foliculo.

Las macrovellosidades de las células foliculares hacen contacto con la
membrana del ovocito en diversos puntos y para ello la membrana del ovocito
proyecta hacia la monocapa de células foliculares, una red también muy extensa de
microvellosidades. En esta red, existen puntos de contacto en los que han sido
descritas regiones de comunicacion especializada llamadas uniones comunicantes o
“gap junctions” que permiten un robusto acoplamiento metabdlico y eléctrico entre
los dos tipos celulares. (Dumont, 1978; Patifio, 1993; Monaco et al., 2007).
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Figura 1. Imdgenes de microscopia electrénica de transmisiéon (A) y de barrido (B) del foliculo ovarico de Xenopus
laevis. Se muestra la arquitectura del foliculo (estado V) compuesto por distintas capas celulares y acelulares. (RBC,

eritrocitos; CG, granulo cortical; M, granulo de pigmento; YP, granulo de yema). (Modificado de Dumont, 1978).




2.2.1 Células foliculares

Las células foliculares de la rana son homdlogas a lo que en mamiferos se
conoce como las células del cumulus, un subgrupo de células de la granulosa que
tienen un estrecho contacto con el ovocito y mantienen comunicacion via “gap
junctions” con el gameto. Las foliculares son células planas y estrelladas cuyo origen
al parecer es de células fibroblasticas provenientes de la teca. Entre estas células
existen dos tipos de contacto, uno dado por desmosomas y el otro por uniones
comunicantes o “gap junctions”. Las células foliculares como se menciond en el
apartado anterior tienen comunicacién eléctrica con el ovocito mediante uniones
comunicantes formadas por las macro y microvellosidades. Las funciones
esenciales de las células foliculares son multiples entre las que se destacan, aportar
al ovocito nutrientes y factores necesarios para su desarrollo (entre estos las
hormonas esteroideas). En este sentido, las células foliculares expresan varios
receptores como B-adrenérgicos (Kusano et al., 1982), muscarinicos (Arellano &
Miledi 1993; Arellano et al., 1996; Arellano et al., 1999),hormonas como la foliculo
estimulante y la luteinizante, y purinérgicos tanto para la adenosina (Stinnakre, 1986)
como para el ATP (Arellano et al., 1996, 1998). Mas adelante se brindara un
panorama detallado de las respuestas que son acarreadas en las células foliculares

asi como sus elementos moleculares.

2.3 Receptores purinérgicos

Desde la primera mitad del siglo XX, la adenosina y el ATP fueron reconocidas
como moléculas sefializadoras extracelulares que actuaban sobre receptores
especificos. Estos receptores, llamados posteriormente, receptores purinérgicos,
responden principalmente a la adenosina o al ATP y estan distribuidos en una
diversidad amplia de tejidos. La primera evidencia de receptores que respondian a
adenosina data de 1929 y fue reportada por Drury & Szent-Gyorgyi (1929). En este
estudio, se reportd que extractos del cerebro, el musculo, el bazo o el rifidn,

contenian una sustancia que fue aislada y luego caracterizada como adenosina. La
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adenosina ademas, tenia un efecto sobre el corazon de mamifero, por ejemplo,
causando disminucién en su tasa de latidos, imposibilidad en los movimientos

sistélicos y diastolicos y la aparicion de fibrilacion auricular.

Posteriormente, a raiz de un extenso trabajo pionero, Geoffrey Burnstock
propuso dos tipos de receptores de acuerdo al ligando con el que se asocian,
aguellos que son sensibles a la adenosina fueron llamados receptores P1, mientras
que a los sensibles a ATP se les llamo receptores P2 (Burnstock, 1978). Algunos de
los receptores P2 son sensibles a las purinas y a las pirimidinas como el UTP o el
UDP (Ralevic & Burnstock, 1998; Burnstock, 2007). Los receptores P2 se clasifican
actualmente en dos subtipos, el primero constituye los llamados receptores P2X, los
cuales son receptores canal dependientes de ligando. En cambio, los receptores
P2Y son moléculas acopladas a proteinas G que presentan la clasica configuraciéon
de 7 dominios transmembranales y son conocidos como GPCR. En mamiferos hasta
la fecha, se han descrito 7 receptores del tipo P2X: P2X; al P2X; (Suprernant &
North, 2009). Mientras que para los receptores P2Y se han descrito 8 subtipos:
P2Y1, P2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Y11, P2Y1s, P2Y13 y P2Y1, (Burnstock & Knight, 2004).
También se han descrito otros tipos de receptores P2Y en diferentes especies de
animales tales como el pavo (tp2Y), el pollo (P2Y3) y en la rana (P2Ysg) (Bogdanov et
al. 1997, 1998). Evolutivamente, el sistema de receptores purinérgicos es uno de los
primeros en aparecer y se ha mantenido a lo largo de la escala filogenética desde
bacterias, protozoarios, algas y hongos hasta los diferentes grupos de plantas y
vertebrados (Schultz et al., 2003 Burnstock, 2009). EIl sistema purinérgico en los
distintos grupos de animales presenta una diversificacion e importancia fundamental
en procesos vitales tales como: el desarrollo, la neurotransmision, la proliferacion y
sobrevivencia celulares, entre muchos otros (Burnstock 2007; Abracchio et al.,
2009), esto es a través de acciones especificas como son por ejemplo, la
contraccion del musculo liso (Burnstock, 1972), la modulacion de la respuesta
inflamatoria (Hu et al., 1998), la transduccién de sefiales en los sentidos de la vista,
el olfato, el gusto y el oido (Housley et al., 2009), y la secrecion en células
secretoras de epitelios ( e.g. la via respiratoria) (Dong et al., 2006; Christofi, 2008)

entre otras.



2.4 Canales de CI’

El CI' como el anibn mas abundante en las células, juega un papel muy
importante en la fisiologia de las mismas. Su movimiento es regulado principalmente
por canales de CI. Existen cuatro grandes categorias de canales de CI" donde en
tres de ellas la caracterizacion a nivel molecular ha sido posible a nivel de proteina y
de su participacion en algunas enfermedades. Estas categorias son: 1) canales de
CI dependientes de ligando; 2) canales de CI activados por voltaje; 3) canales de CI
regulados por AMPc y 4) Canales de CI" activados por calcio (Jentsch et al., 2002).
La identidad molecular de ésta Ultima categoria ha sido dificil de discernir a pesar de
muchos estudios en décadas recientes y de que las corrientes generadas por dichos
canales se conocen desde los afios 80. Los canales de CI" dependientes de Ca®*
(Ici.ca) @l parecer tienen un origen temprano en la evolucion y se han conservado a lo
largo de la escala filogenética incluyendo organismos del reino vegetal (Berecki et
al., 1999). En los afos 80, fueron realizados estudios de corrientes de CI" activadas
por Ca?* en diferentes modelos incluyendo: huevos de Rana pipiens (Cross 1981),
fotorreceptores de retina de salamandra (Bader et al., 1982) y ovocitos de Xenopus
laevis donde se ha caracterizado esta corriente (Miledi 1982; Miledi & Parker 1984).
Posteriormente a estos estudios, estas corrientes fueron encontradas en diversos
tejidos sugiriendo su diversidad de funciones en la fisiologia de los organismos
(Maricq & Korenbrot, 1988; Kleene & Gesteland, 1991).

Actualmente se sabe que su expresion esta ampliamente distribuida en una
gran cantidad de tejidos y que estan involucrados en una diversidad de funciones
tales como la amplificacion de la transduccion de la olfaccion, la fototransduccion, la
regulacion de las propiedades neuronales, la excitabilidad cardiaca, la contraccion
del musculo liso y la funcion endotelial (Burnstock, 1972; Hartzell et al. 2005;
Housley et al., 2009). Funcionalmente estos canales se activan y permiten el paso
de CI" a través de la membrana celular y de esta manera regulan el potencial de
membrana de la célula, que por lo general conlleva a una despolarizacion de la
misma (Hartzell et al. 2005) aunque en algunos casos también se puede dar una
hiperpolarizacion (Duran et al. 2010). Tres factores estan determinando el flujo de CI’
a través de estos canales: 1) el potencial de membrana, 2) el gradiente de

concentracion del CI" y 3) la concentracion de calcio intracelular. A pesar de su
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importancia y de mas de 30 afios de estudio sobre estos canales, su identidad
molecular todavia se mantiene en debate, debido a varias razones. Entre las
razones mas importantes se encuentra la dificultad en la identificacion de las clonas
expresadas heterologamente en el modelo de Xenopus laevis para caracterizar los

canales Ic;ca Ya que este modelo posee alta expresion endogena de dichos canales.

Pese a esta dificultad, las propiedades de los canales de CI" dependientes de
Ca”* en los diversos tejidos, se pueden resumir como sigue:

e Son activados por Ca®" intracelular con concentraciones medias en el rango
submicromolar (en el orden de nanomolar) pero sus valores exactos varian
dependiendo del tipo celular.

e Presentan rectificacion saliente en presencia de bajas concentraciones de
calcio intracelular pero presentan una relacion lineal corriente-voltaje a
concentraciones mas altas (> 200 nM ) de Ca**,

e Preferencialmente permean aniones de mayor tamafo siendo su selectividad
como sigue: NO* > I' > Br > CI' > F (Large & Wang, 1996; Qu & Hartzell,
2000).

2.4.1 Canales de Cl dependientes de Ca®" en Xenopus laevis

Los canales Ic,ca generan corrientes entrantes en el sistema folicular de
Xenopus laevis donde son las que predominan. En este modelo, los canales de CI’
dependientes de Ca®" presentes, tienen caracteristicas particulares entre las que se
encuentran su activacion directa por Ca*, afinidad por el Ca*" voltaje-dependiente
desde valores nanomolares, sensibilidad a la cinética de Ca®* y una aparente
dependencia de voltaje a bajas concentraciones de calcio, con selectividad a
aniones en el siguiente orden: I'> Br > CI' > F'y alta permeabilidad a pseudohalidos,
entre otras caracteristicas. Ha sido propuesto que una de las funciones de estos
canales es evitar la polispermia durante la fertilizacién del 6vulo (Webb & Nuccitelli,
1985).
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2.4.2 Proteinas de la familia TMEM16

Muchas familias de proteinas se han propuesto que podrian ser las
responsables de la formacidén de los canales de I ca. Entre estas se destaca la
familia de canales CIC-3 que son canales activados por CAMKII, la familia de CICa,
la familia de las bestrofinas y los canales tipo tweety (Hartzell et al., 2005).
Recientemente se ha mostrado que la familia de proteinas TMEM16 podria ser la
mejor candidata para cumplir funciones de canales I¢ ca (Yang et al.2008; Caputo et
al. 2008; Schroeder et al. 2008). Se ha descrito un papel relevante de esta familia de
proteinas en campos como la biologia del desarrollo y el estudio de enfermedades
como el cancer, lo que resulta atractivo para avanzar en la comprension de dichos
fenbmenos. Las proteinas de esta familia se componen de 8 dominios
transmembranales putativos y tiene un asa tipo P entre los dominios 5y 6. Su papel
principal es el transporte de aniones en diferentes tejidos como en el epitelio de las
vias respiratorias por ejemplo. Esta proteina esta ampliamente distribuida tanto en
tejidos de raton como de humano y es de vital importancia en células epiteliales. Aan
se esta dilucidando su papel fisiol6gico. Actualmente se ha descrito que en varios
tipos celulares los canales Igca estan conformados por proteinas de la familia
TMEM16 de los que se han reconocido hasta ahora 10 subtipos (Manoury et al.,
2010). No se sabe sin embargo, si esta familia de proteinas, forman los canales I¢ica
descritos en todos los tipos celulares, o por el contrario, existen diferentes proteinas
con la misma funcién, ya que se han postulado al menos otros dos tipos de
proteinas que podrian tener caracteristicas semejantes llamadas bestrofinas y los
canales CICa (Sun et al., 2002; Qu et al., 2003; Cunningham et al., 1995). Estudios
a partir de 2008 han postulado a la proteina ANO1, o también conocida como
TMEM16A, como candidata para conformar los canales Ig ca (Yang et al., Caputo et
al.,, 2008). Aungue estos estudios muestran que TMEMI16A recapitula las
propiedades biofisicas de estos canales en varios tipos celulares, existen algunas
discrepancias farmacoldgicas respecto a los canales nativos en distintos tipos
celulares. Una posible explicacion a esta discrepancia es que la proteina que forma
los canales Icica tenga subunidades que se expresen de manera diferencial en los

diversos tejidos.
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Para conocer mas acerca de la naturaleza y funcion de estos canales se
requiere de estudios dirigidos a conocer sus caracteristicas fundamentales,
principalmente sus caracteristicas farmacologicas y biofisicas, asi como la
naturaleza de la proteina que los componen. Como un primer acercamiento a este
problema nos propusimos realizar una caracterizacién farmacolégica de los canales
activados para generar Fc; y compararla con canales expresados en otros tipos
celulares y determinar si tiene semejanza en este nivel con aquellos que han sido
asociados con la expresion de TMEM16, y principalmente con aquellos que son
expresados en la membrana del ovocito (Kajta, et al., 2010). La informacién sobre la
farmacologia también nos aportard conocimiento que podria ayudar a distinguir la
activacion de los canales en uno u otro compartimento (i.e., células foliculares y
ovocito) y realizar con esta herramienta estudios encaminados a conocer sus

papeles funcionales.

2.5 Farmacologia de los canales de CI

A pesar de la gran importancia fisioldégica que poseen estos canales, se conoce
poco de ellos a nivel molecular, biofisico y farmacologico. La farmacologia de los
canales Icica no es especifica y poseen efectos secundarios sobre otro tipo de
canales. Por ejemplo, el &cido niflimico (Ac. Nif.) y el acido 4, 4-
diisotiocianatostilben 2, 2'- disulfonico (DIDS) bloquean ademas canales anionicos
regulados por volumen (VRAC) en algunos tipos celulares (Xu et al., 1997); el acido
niflimico y el 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)-benzoato (NPPB) tienen efecto sobre
canales que acarrean corrientes de potasio (Wang et al., 1997). Con estos
inconvenientes no se tienen bloqueadores con buena potencia o selectividad. No
obstante, los blogueadores mas utilizados para este fin han sido: 1) el acido
niflimico (White et al., 1990), 2) el acido 4, 4'-diisotiocianatostilben 2, 2'- disulfonico
(DIDS, 3) el acido 2-(anilino) benzoico (DPC), 4) el acido 9-antracenocarboxilico
(A9C) (Q & Hartzell, 2001) y, 5) el 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)-benzoato (NPPB)

(Wu & Hamill, 1992). Recientemente se han modificado compuestos derivados del
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acido antranilico, cuya accion antagonica se ha potenciado requiriendo menores

concentraciones para provocar un bloqueo total (Oh et al., 2008).

2.6 Respuestas purinérgicas y su relacion con canales Ig ca €n células

foliculares de Xenopus

Como se mencion6 anteriormente, las respuestas purinérgicas foliculares
fueron estudiadas inicialmente para la adenosina por Lotan y colaboradores (1982) y
para ATP unos afos después (1986). En estos primeros reportes, sin embargo, las
respuestas fueron descritas errbneamente como respuestas con origen en la
membrana del ovocito, y fueron de hecho catalogadas por sus caracteristicas, como
iguales a las respuestas provocadas por agentes colinérgicos; que habian sido
descritas unos afios antes por el grupo de Miledi y colaboradores (Kusano et al.,
1977; Kusano et al, 1982). En estudios posteriores, fue demostrado sin
ambigledades que todas las respuestas purinérgicas, asi como varias de las
respuestas colinérgicas, tienen su origen en las células foliculares y que éstas son
transmitidas al ovocito a través de la comunicacion eléctrica mediada por las uniones
comunicantes. Estos trabajos establecieron que las respuestas purinérgicas con
origen en las células foliculares son de cuatro tipos principalmente: 1) Apertura de
canales de CI" por ATP, entre éstas se incluyen dos principales respuestas, las
rapidas o corrientes Fg, y las lentas o corrientes S¢; (Arellano & Miledi, 1993;
Arellano et al., 1996, 1998), 2) La apertura de canales Ik cavp tanto por receptores
sensibles a la adenosina como al ATP (Saldafia et al., 2005; Arellano et al., 2009), 3)
La inhibicion de canales Ik camp por ATP (Arellano et al., 1996; Fujita et al., 2001) y, 4)
La activacion por ATP de canales permeables a Ca?*, que permiten el influjo de este
ion a través de vias dependientes del vaciado de los reservorios intracelulares
(probablemente pertenecientes a canales tipo SOC, store operated calcium
channels) (Arellano et al., 2012).

En el presente trabajo nos enfocamos en los elementos que estan involucrados

en las respuestas F¢. Este tipo de respuesta fue primero caracterizada por su
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estimulacidén con acetilcolina (Arellano et al., 1993). Esta respuesta se distingue por
tener un curso temporal rapido de activacion e inactivacion (5-10 s) comparada con
otras respuestas que se generan en las mismas células foliculares, y también con
respuestas de origen en el ovocito, las cuales tienen un curso mas lento y en el caso
de éstas ultimas son de caracter oscilatorio. La respuesta F¢, depende de la
activacion de la enzima PLC por el receptor a ATP que es del tipo P2Y, ya que
puede ser estimulado también por UTP (Arellano et al., 1996, 1998). Como es de
esperarse en este tipo de respuestas, la cascada de sintesis de IP3, aumenta los
niveles de Ca*' intracelular a través de su liberacién desde reservorios, lo que
promueve la apertura de los canales de CI involucrados en la generacion de la
respuesta F¢; una segunda respuesta provocada por la activacion de esta cascada
es la apertura de canales permeables a Ca?* lo que permite un influjo de este i6n al
interior celular y la apertura de los mismos canales generando la respuesta liy
(Arellano et al., 2012).

Los canales Icica responsables de la respuesta F¢ se encuentran expresados
en la membrana de las células foliculares y se distinguen claramente de los
expresados en la membrana del ovocito, por el hecho de que el cargado de los
foliculos con agentes quelantes de Ca®* como el BAPTA y el EGTA, cuando éste se
realiza por inyeccion de las substancias en el citoplasma del ovocito, inhibe de forma
especifica la generacién de respuestas en el ovocito pero es incapaz de hacerlo
sobre la respuestas de las células foliculares (i.e., Fci, Sci, € liw). La activacion de los
canales lcica por ATP, y por ende el aumento de Ca?* intracelular, son por lo tanto
respuestas restringidas al ambito de las células foliculares, sin embargo,
eléctricamente la respuesta es capaz de ser transmitida al ovocito a través de las

uniones comunicantes.

2.7 Receptores involucrados en las respuestas de las células foliculares

Las respuestas F¢ e iy, que dependen fundamentalmente de la apertura de los

canales Icica SON activadas de manera especifica por ATP y por acetilcolina. La
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acetilcolina lo hace a través de receptores muscarinicos del tipo M1 (Arellano et al.,
1999); mientras que el receptor purinérgico tiene las caracteristicas de un receptor
de tipo P2Y sensible a UTP que puede ser de un receptor semejante a cualquiera
de los subtipos llamados P2Y,, P2Y, 0 P2Ys de mamiferos, o incluso podria tratarse
de la accion combinada de ellos. Esta ultima posibilidad es plausible porque entre
los agonistas con mayor potencia se encuentra el 2meS-ATP, y la secuencia de
potencia de estos agonistas es 2meS-ATP>UTP>ATP>>UDP. Esta secuencia
farmacoldgica no es tipica de ninguno de los receptores sensibles a UTP. Por
ejemplo, los receptores P2Y, y P2Y, son menos sensibles a 2meS-ATP, mientras
que el P2Ys es mas sensible a UDP. Existen otros receptores como el P2Y; y el
P2Y11 que son sensibles a derivados de 2meS pero estos son practicamente
insensibles a UTP. Por lo tanto, la farmacologia de este receptor en las células
foliculares de X. laevis es una que aparentemente no cumple con las caracteristicas
reportadas en los homologos de mamifero o, de forma alternativa, se requiere de la
expresion de mas de un tipo de receptor para explicar sus efectos en las células

foliculares (Romero-Rosales, 2006).

El receptor o receptores involucrados, ademas de activar las corrientes F¢, e
liw, tienen un tercer efecto sobre las propiedades eléctricas de las células foliculares.
Su activacion inhibe la apertura de canales de K* dependientes de ATP la cual
genera la corriente Ixcavp. La farmacologia del receptor involucrado en ambos
efectos es idéntica (Romero-Rosales, 2006) por lo que se ha sugerido que se trata
de receptores P2Y del mismo tipo. La respuesta Ixcamp €S de gran interés en la
fisiologia folicular porque su activacion acelera la cinética de maduracion del
ovocito, asi como su eficiencia. Esta respuesta es activada por una gran cantidad de
agonistas, entre los cuales los mas importantes incluyen la hormona foliculo
estimulante, la noradrenalina, la dopamina, asi como la adenosina y el propio ATP.
Se sabe que el ATP es capaz también de activar los canales responsables de Ik camp
y que lo hace a través de un receptor diferente al involucrado en la apertura de los
canales I¢ica. Sin embargo, existen claras evidencias de que la formacion de este
receptor sensible al ATP que activa a Ixcamp podria involucrar una interaccion
heteromérica funcional con el receptor a la adenosina, y es probable que el mismo
receptor o receptores P2Y que se acoplan al sistema de PLC cuando actian como

mondmeros, se acoplen en cambio al sistema de la adenilato ciclasa cuando se
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encuentran formando heterébmeros con receptores a la adenosina (Arellano et al.,
2009).

Dilucidar el papel que juegan diferentes receptores purinérgicos en la respuesta
folicular requiere de experimentos que definan la naturaleza molecular de los
participantes y la diseccion de los efectos que provoca la inhibicion de cada uno.
Lamentablemente la actual farmacologia purinérgica esta limitada y no es util en
problemas como el presentado en las células foliculares. Los datos recientes de
nuestro laboratorio muestran que las células foliculares expresan el receptor P2Ys
(ortélogo de P2Y, en mamiferos), el receptor P2Y;, el P2Y;; y el P2Ys,
aproximadamente en ese orden de abundancia. La farmacologia del receptor
folicular descrita arriba es mas semejante a la presentada por el receptor P2Ys, que
llamaremos aqui P2Y4, por la homologia que presenta con el receptor de mamiferos
(Bogdanov et al. 1997, 1998), por lo que hace suponer que este receptor podria
tener un papel fundamental en la generacion de las respuestas foliculares. Sin
embargo, aun no es claro que sea el Unico receptor involucrado porque, a pesar de
gue tiene sensibilidad apreciable a 2meSATP el orden de los agonistas trifosfatados
es inverso al observado en su forma nativa (i.e., ATP>UTP>2meSATP). Una
estrategia que ayudaria a resolver este intringulis seria el poder silenciar
especificamente la expresion de cada uno de los receptores cuyo ARNmM se
encuentra expresado en las células foliculares. Esta metodologia no ha sido
implementada antes en los foliculos de Xenopus, teniendo como intencién la
inhibicion especifica de la expresion de moléculas nativas en las células foliculares,
por lo que aqui planteamos como uno de los objetivos fundamentales la aplicacion
sistematica de tecnologias de transfeccidon de moléculas nucleotidicas inhibidoras,
especialmente ADN antisentido, al mismo tiempo que evaluamos
electrofisiolégicamente los probables efectos que estas moléculas antisentido tengan
sobre las respuestas nativas estudiadas. Su implementacion podria abrir la
posibilidad de determinar con precision no solo el papel de diferentes receptores
purinérgicos, sino también de otros receptores de interés, asi como de canales
ionicos tales como los propios Icica Y los canales formadores de las uniones

comunicantes.
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3. JUSTIFICACION

Se sabe que durante la generacién de la respuesta Fc¢ por la activacion de
receptores purinérgicos participan canales I ca Yy receptores del tipo P2Y. El estudio
de las funciones de dicha respuesta en la fisiologia del foliculo, asi como de la
participacion de las diferentes moléculas involucradas, requiere de un conocimiento
puntual de sus propiedades farmacologicas y moleculares. Experimentos previos de
nuestro laboratorio muestran que existe una expresion diferencial en los transcritos
de los diferentes receptores P2Y particularmente en la expresion del receptor P2Y,
gue no esta presente en el ovocito desnudo pero si en las células foliculares.
También se tienen referentes farmacolégicos de la inhibicion de canales Ig ca €n los
diferentes modelos celulares y que de manera clasica han sido utilizados (aunque
estos no sean especificos ni muestren una potencia deseada), que nos permitieron
comparar los canales presentes en las células foliculares y definir si desde la
aproximacion farmacologica podrian pertenecer también a la familia de las proteinas
TMEM16.

Aqui se propuso entonces por una parte el estudio de los canales I¢ica
mediante metodologias farmacoldgicas para definir su semejanza a proteinas
previamente relacionadas con canales Igica en otras especies (e.g., TMEM16A).
Mientras que para el estudio sobre la participacion de los receptores P2Y,
implementamos y utilizamos metodologias moleculares que permitieron inhibir
especificamente los receptores tipo P2Y, en las células foliculares ovaricas de X.

laevis.
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4. HIPOTESIS

En la generacion de la respuesta F¢ estd involucrada la activacion de

receptores purinérgicos tipo P2Y.

La activacion de canales Ig ca sera sensible a diferentes blogueadores con la

siguiente secuencia de potencia acido niflimico>A9C >DIDS>DPC.
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5. OBJETIVOS

1.- Estandarizar la técnica de transfeccidn por electroporacion in vivo en foliculos de

Xenopus laevis.

2.- Inhibir selectivamente la expresion de receptores P2Y, en foliculos, utilizando

metodologias de transfeccion de oligonucleétidos antisentido.

3.- Evaluar electrofisiolégicamente el efecto de la inhibicion del receptor P2Y, sobre

la generacion de la respuesta Fg,.

4.- Caracterizar el efecto de bloqueadores de canales de CI sobre la respuesta Fg

dependiente de la activacion de canales I¢ ca.

5.- Comparar la potencia de estos farmacos con la reportada para otros canales Igjca

y los expresados por la proteina TMEM16A.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencién de foliculos

Los foliculos fueron disecados de los sacos ovaricos de ranas Xenopus laevis
que fueron obtenidas de Xenopus | (Ann Arbor, MI). Las ranas fueron anestesiadas
por hipotermia y luego sometidas a cirugia en donde fue realizada una incision
abdominal para tener acceso a dicha cavidad. En la region donde se localizan los
ovarios, fueron entonces disecados de 2 a 4 I6bulos ovaricos. Una vez extraidos los
I6bulos fueron colocados en una caja de Petri conteniendo solucion de Barth
modificada (la cual contiene en mM: 88 NaCl, 0.2 KCI, 2.4 NaHCOg3, 0.33 Ca(NOs3),,
0.41 CaCl,, 0.82 MgSO,4, 0.88 KHyPO4, 5 glucosa, gentamicina 70 mg/ml,
suplementada con 0.2% de suero fetal bovino (SFB), y ajustada a pH 7.4 con
NaOH). Finalmente, la rana fue suturada y devuelta a un estanque donde su

recuperacion fue monitoreada por un periodo de dos semanas.

Con la ayuda de un microscopio estereoscopico y pinzas finas, fueron
disecados manualmente del I6bulo ovarico foliculos en el estadio VI (Dumont 1972),
a los cuales les fue removido el epitelio y la teca, esta preparacion es nombrada
foliculos e.t.r. (por sus siglas en inglés). En esta preparacion, las células foliculares
conservan su membrana basal lo que es de gran importancia para mantener sus
propiedades y sobrevivencia y dar estabilidad a las respuestas electrofisiolégicas.
Para la transfeccion y farmacologia de los canales Ig ca los foliculos e.t.r. fueron

registrados a las 24 6 48 h segun el protocolo utilizado para cada técnica.

6.2 Técnicas de transfecciéon

En general, para introducir material genético dentro de una célula el procedimiento
utilizado es la transfeccion que es una técnica que ha sido ampliamente utilizada en

diferentes modelos celulares y que consiste en la introduccion de material genético
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foraneo a las células para el estudio de genes y/o sus productos. Muchos métodos
de transfeccion se han desarrollado y cada uno tiene una aproximacion diferente. De
acuerdo a ésta, los métodos de transfeccion se dividen en tres grupos; biologicos,
quimicos y fisicos. En el presente trabajo, fueron utilizadas dos aproximaciones, la
guimica mediante la técnica de lipofeccion y la fisica mediante la técnica de
electroporacion in vivo. La eleccion de estos métodos se baso en la facilidad de
ambos y la posibilidad de transfectar una poblacion celular, asi como de reducir el

riesgo de citotoxicidad.

Para silenciar el receptor P2Y,, el cual creemos es uno de los elementos
involucrados en la generacion de la respuesta F¢ de las células foliculares, fue
utiizada la técnica de silenciamiento selectivo o knockdown mediante
oligonucledtidos antisentido especificos para este receptor, disefiados en nuestro
laboratorio y basandonos en la secuencia nucleotidica descrita para dicho receptor
(Bogdanov et al. 1997). Se disefiaron dos secuencias de oligonucleotidos antisentido
de ADN cuya longitud en ambos casos fue de 30 nucledtidos y se nombraron como
sigue:

1) asP2Yjsa (5 -GTAGGAAGTGGCCATGATGTCCTCCTCAGTCAT-3); esta
secuencia fue disefiada a partir del codén de inicio de la traduccion de la proteina
que correspondio a la posicion 292 (No. Acc. Genbank BC157736). 2) La segunda
secuencia, asP2Ysb (5'-AAGTGGCCATGATGTCCTCAGTCATATTTT-3), a
diferencia de la primera, su disefio incluye 5 nucleétidos antes del codon de inicio de
la traduccion. En ambos casos el disefio pretende bloguear la traduccion desde su
inicio y evitar la formacion de proteinas truncadas del receptor P2Y,. La razon para
el disefio de dos oligonucledtidos antisentido es basicamente que no se puede
garantizar a priori la eficacia de inhibicion de un oligonucleétido antisentido a pesar
de las consideraciones generales que existen para su disefio (Chan et al. 2006).
Ambos oligonucleétidos antisentido fueron probados después de la estandarizacion
del método de transfeccidn que se eligié para nuestro modelo como se explicara

mas adelante.
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6.2.1 Técnica de transfeccioén por lipofeccién

El primer acercamiento para la estandarizacion de la transfeccion en el foliculo
ovarico fue el método de lipofeccién que consiste en la utilizacion de un sistema de
transporte compatible en sus propiedades fisicas con la membrana celular, para que
por medio de éste y a través de la fusibn de ambos elementos (sistema de
transporte y membrana celular) se favorezca el paso de las moléculas foraneas que

se requiere introducir a la célula.

Para lipofectar las células foliculares (i.e., los foliculos e.t.r.), fueron utilizados: el kit
de lipofectamina 2000 (Invitrogen), el reactivo BLOCK-IT (Invitrogen), el reactivo
TransIT 2020 (Mirus), y el reactivo jetPEI (Polyplus) siguiendo las recomendaciones
de los fabricantes. Cada uno de estos reactivos tiene caracteristicas particulares que
permiten la internalizacién de moléculas de manera diferente. Lipofectamina 2000 es
un complejo cationico liposomal que al formar los liposomas en un medio acuoso
permite atrapar el material de transfeccion. De esta manera, los liposomas que
contienen el material de transfeccion en su interior, se fusionan con la membrana
celular y se incorporan en esta para asi finalmente llegar al citoplasma. El reactivo
jetPEl, es un polimero cationico soluble en agua que interactia de manera eficiente
con moléculas de ADN para formar un complejo catidnico que puede atravesar
facilmente la membrana celular. Una vez dentro del citoplasma la liberacion del
material genético se da gracias a la desorganizacion del complejo catiénico por el
efecto catidnico de esponja. En cambio, la composicion del reactivo TransIT 2020
consiste en una combinacion de los dos anteriores: lipidos y polimeros y el

mecanismo de internalizacion posee los mismos principios.

Para monitorear la eficiencia de lipofeccion se siguieron dos estrategias; la
primera internalizando un oligonucleoétido fluorescente con caracteristicas de siARN
(BLOCK-IT) y la segunda internalizando el plasmido pEGFP-C1 (Clontech) que
expresa una variante de la proteina verde fluorescente. BLOCK-IT consiste en una
doble cadena de ARN con la misma longitud, carga y configuracion que un siARN y
gue ademas contiene modificaciones quimicas para conferirle estabilidad y permitir
la evaluacion de la sefal fluorescente producto de la transfeccién por un periodo de

tiempo mayor. Respecto al pldsmido pEGFP-C1 (No. Acc. Genbank U 55763), este
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plasmido tiene 4731 pares de bases y codifica para una variante de la proteina verde
fluorescente. En el primer caso, donde se internalizé el oligonucledtido fluorescente,
fue utilizada una concentracion maxima para transfecciones (200 nM segun ficha
técnica) y se mezcld con lipofectamina para 24 horas después medir la eficiencia de
transfeccion. En el segundo caso, el plasmido pEGFP-C1 fue mezclado con
lipofectamina, TransIT o jetPEl y también fue observada la transfeccion 48 horas
después. Para las dos estrategias después de la transfeccion de los foliculos e.t.r.
fueron aisladas las células foliculares y mantenidas en cultivo, como se describe
mas adelante, para evaluar la eficiencia de la transfeccion utilizando microscopia de

fluorescencia.

En condiciones de esterilidad, los foliculos e.tr. fueron tratados con
lipofectamina y el oligonucleétido BLOCK-iT cuya secuencia no es homdloga con
ninguna secuencia de los genes conocidos hasta ahora; también los foliculos fueron
tratados con los reactivos TranslT, jetPEl y lipofectamina en cuyos casos se
internalizé el plasmido pEGFP-C1 como marcador de transfeccién. Las condiciones
de lipofeccién fueron en todos los casos las especificadas en las fichas técnicas
utiizando en cada caso 3 pL de cada uno de los reactivos mencionados
anteriormente y el plasmido con una concentracion final de 1 uM. Esta mezcla fue
agitada en vortex por 5 minutos y posteriormente se dejé por 20 minutos a
temperatura ambiente y la mezcla fue adicionada a los foliculos .Después de 6-8 h
de incubaciéon se removieron las células foliculares para ser observadas con
microscopia de fluorescencia. Para el cultivo de las células foliculares la membrana
basal fue removida utilizando pinzas (foliculos cf.o. (células foliculares-ovocito)) en
solucion Barth modificada sin SFB. Grupos de foliculos cf.o. transfectados o sus
controles fueron colocados en cdmaras de incubacion estériles, por 15 min, en
medio Barth normal sin Ca®" conteniendo tripsina 0.05% y 1 mM EDTA.
Posteriormente fueron transferidos a una camara conteniendo 250 pl de solucion
Barth modificada suplementada con SFB 2%. Los foliculos fueron entonces
manipulados suavemente por 5 min, pasandolos de forma repetida a través del
orificio de una pipeta Pasteur con los bordes pulidos, este procedimiento desprende
las células foliculares del ovocito (una vez tratados los foliculos cf.o.

enzimaticamente). Finalmente alicuotas de aproximadamente 50 pl del
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sobrenadante que contenia las células en suspension, fueron depositadas en platos
de cultivo multipozo tratadas con coladgena como substrato, una vez que las células
se adhirieron a la superficie, les fue agregado 1 ml de la solucién Barth modificada
suplementada con SFB 0.2% en cada pozo. Las células tratadas y aisladas fueron
entonces visualizadas utilizando un microscopio de fluorescencia IXT71 (Olympus)
equipado con una camara digital (Evolution Qei). Se comparé la efectividad de los
diferentes reactivos de lipofeccion, para el plasmido mencionado anteriormente y
lipofectamina para el oligonucleotido fluorescente, y como control del tipo celular se
utilizaron las células SKOV-3 en paralelo con los foliculos utilizando solo el reactivo
Jet PEI. Las células SKOV-3 son una linea celular derivadas de carcinoma humano
en ovario. Estas células poseen facilidad de cultivo proliferando de manera rapida y
haciendo colonias en poco tiempo. La figura 2 esquematiza de manera general el

procedimiento de lipofeccion utilizando liposomas como sistema de transporte.
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Figura 2. Esquema de la técnica de transfeccion por lipofeccion. Esta técnica se basa en la fusion de liposomas y la
membrana celular para introducir &cidos nucléicos exoégenos a la célula
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6.2.2 Técnica de transfeccion por electroporacion in vivo.

Otro método de transfeccion empleado ampliamente es la electroporacion o
electropermeabilizacion, éste se basa en provocar una desestabilizacion transitoria
de la membrana, creando por lapsos breves de tiempo estructuras de fuga o poros
como resultado de la aplicacion de pulsos de campo eléctrico. Por medio de esta
técnica es posible la insercion de drogas, proteinas, oligonucleétidos, ARN y ADN.
En el presente trabajo, en un inicio fueron utilizadas cubetas de electroporacion
estériles con un espacio de 0.4 cm entre placas (Bio Rad), y un generador de pulsos
Grass (Astro-Med Inc, EUA) para generar pulsos cuadrados de voltaje con varias
amplitudes y duraciones. Para su implementacion en los foliculos e.t.r fueron
utilizados diferentes protocolos de pulsos donde fueron variados tanto la intensidad
del pulso (25, 50, 75 y 100V) como el numero de pulsos (2 - 15) y el tiempo de
latencia entre los pulsos (1-20 s).

La solucién utilizada para la electroporacién fue una solucién de Barth sin Ca®*
gue contenia en mM: NaCl 88, KCI 1, NaHCO3 2.4, MgCl, 1.8, EGTA 0.1, HEPES 5,
ajustada a 7.4. A esta solucion le fueron agregadas diferentes substancias a
electroporar, por ejemplo, un tratamiento incluyé el trazador YoPro en una
concentracion de 1 mM, en otras fue agregada una sonda marcada con fluoresceina
en una concentraciéon de 3 mM. Con esta técnica de electroporacion también fueron
evaluados los efectos del etilen glicol acido tetracético (EGTA) y finalmente el
antisentido P2Y,, también con su respectiva secuencia control en las preparaciones
de foliculos e.t.r. El control de los oligonucleétidos antisentido para la proteina P2Y,,
asP2Y,a y asP2Yb, consistid en un oligonucleétido de la misma longitud pero con
una secuencia inespecifica. Para introducir los oligonucleétidos antisentido, fue
necesario modificar la camara de electroporaciéon con el fin de reducir al maximo el
volumen utilizado durante la electroporacion, ademas de reducir el posible dafio de
los foliculos durante la manipulacién. Por lo tanto, fue disefiada una camara de
electroporacién con un volumen de 30 ul fabricada en teflon, en cuyo interior fueron
fijados electrodos de platino, que posteriormente fueron conectados al estimulador
que genero los pulsos eléctricos requeridos para la formacion de poros transitorios

en la membrana celular.
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En condiciones de esterilidad, los foliculos e.t.r. para electroporar fueron
incubados inmediatamente después de su diseccién en solucién Barth modificada
por 2 h, grupos de 12 a 14 foliculos fueron posteriormente incubados en solucion
Barth cero Ca®* por 2 min en una caja Petri de 35 mm agitada de manera continua y
suave. Después de este tiempo fueron colocados en la camara de electroporacién
que contenia la solucién Barth cero Ca®* con la molécula de interés a electroporar.
Antes de aplicar el protocolo de pulsos para electroporar los foliculos fueron
incubados otros 2 min en la camara para permitir un mayor equilibrio y
homogeneidad de la solucion de prueba. Después de la electroporacioén, los foliculos
fueron nuevamente incubados en solucién Barth cero Ca®" por 2 min, y finalmente

fueron incubados a 18 °C en soluciéon Barth modificada por 24 o0 48 h.

Los resultados obtenidos por el tratamiento de electroporacion cuando se
utilizaron trazadores fluorescentes (e.g, YoPro) fueron analizados en un microscopio
confocal-Zeiss Axiovert 200 LSM 510 Meta multifotonico. Las observaciones se
hicieron utilizando aumentos de 5X y 20X. El método para el trazador fluorescente
YoPro se muestra en la figura 3. Para el EGTA y los oligonucle6tidos antisentido de
P2Y, se realizaron registros electrofisiologicos de los foliculos e.t.r. mediante la

técnica de control de voltaje con dos electrodos.
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Figura 3. Esquema de la técnica de transfeccion por electroporacion in vivo, donde se cargaron foliculos e.t.r con el
colorante fluorescente YoPro. Se realizaron 4 protocolos de electroporacion para establecer las mejores condiciones de
ndamero de pulsos cuadrados, duracion de los mismos y latencia entre pulso y pulso para posteriormente evaluarlos con

microscopia confocal.
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6.3 Técnica de control de voltaje con dos electrodos

Las respuestas eléctricas de los foliculos e.t.r. fueron registradas mediante la
técnica de control de voltaje con dos electrodos (Arellano & Miledi, 1993). El control
de voltaje (Figura 4) es una técnica que se utiliza para el estudio de las corrientes
que fluyen a través de canales idnicos en una membrana. Con esta técnica se
controla a valores predeterminados el voltaje de la célula de interés, de tal manera
que se pueda medir la corriente transmembranal que fluye en cada valor de voltaje.
Con el potencial transmembranal de la célula controlado, la corriente que fluye a
través de la membrana es proporcional a su conductancia que se encuentra
determinada por la apertura y cierre de los canales idnicos (Hille, 2001). Esta
técnica fue utilizada para medir la eficiencia de la implementacion de la técnica de
transfeccion por electroporaciéon con la aplicaciéon de EGTA y los antisentidos del
receptor P2Y,. También fue utilizada esta técnica para estudiar la farmacologia de
los canales Icica . construyendo curvas de inhibicion dosis respuesta con los
siguientes bloqueadores: 1) acido niflumico, 2) el acido 9-antracenocarboxilico
(A9C), 3) acido 4,4'-diisotiocianatostilven 2,2'- disulfénico (DIDS), 4) el acido 2-
(anilino) benzoico (DPC).

El sistema de control de voltaje es un circuito constituido por 2 microelectrodos
intracelulares, uno de los cuales mide el voltaje transmembranal (V') y otro inyecta
corriente (I') a la célula. La sefial de potencial se compara con un voltaje de
mantenimiento (V) que es el valor de voltaje al que se desea controlar la membrana,
la diferencia entre ellos es compensada por una inyeccion de corriente, a través de
un circuito de retroalimentacion negativa (FBA). La corriente (I) que cruza la
membrana celular fue medida por un amperimetro colocado en el bafio. Los
electrodos intracelulares V" e I utilizados fueron elaborados con capilares de vidrio
de borosilicato con un diametro interno y externo de 1.2 y 2 mm respectivamente
(WPI, FI, EUA). Los electrodos fueron llenados con solucion 3 M de KCI y tuvieron
una resistencia de 1-2 MQ. El amplificador de control de voltaje empleado fue el
GeneClamp 500B (Axon Inst., Ca, EUA). La sefial de corriente transmembranal fue
registrada utilizando un osciloscopio marca Gould (D50-602). También la sefial fue
almacenada digitalmente utilizando el convertidor A/D Digidata 1200A para su

posterior analisis utilizando el programa pClamp 9 (Axon Inst.). Un generador de
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pulsos Grass (Astro-Med Inc, EUA) fue utilizado para cambiar el voltaje de
mantenimiento por periodos breves (1 a 2 s).

Los protocolos utilizados para los experimentos tanto de electroporacion como
farmacoldgicos se basaron en los efectos sobre la amplitud de las corrientes
correspondientes. El monitoreo de estas corrientes se llevd a cabo por lo general en
un potencial de mantenimiento de -60 mV, y fueron aplicados pulsos de 1 s a -40 mV
cada 60 s para monitorear continuamente la conductancia de la membrana. Las
preparaciones fueron perfundidas con solucién Ringer normal (RN), que contenia
(en mM): 115 NacCl, 1.8 CaCl,, 5 HEPES, ajustada a pH 7.0 con NaOH) con un flujo
constante de 10 ml/min. Para el caso del EGTA y el antisentido P2Y,, la corriente
registrada fue la respuesta F¢, activada por ATP. EIl protocolo general utilizado
consistidé en la activacion de las corrientes ya sea por la aplicaciéon de Ringer sin
Ca’* o0 de ATP en Ringer normal. El protocolo de registro de la corriente F¢ (ATP 10
KUM) en los foliculos electroporados o sus controles, consistid en el registro de la

corriente respectiva de manera individual en 4-6 ovocitos de cada grupo (Figura 5).

Para probar cada farmaco bloqueador de canales de CI sobre las corrientes Fg
(ATP 3 pM), después del registro de la amplitud control y un lavado de 10 min con
RN, los foliculos fueron pre-incubados con la droga de interés (a una concentracion
definida) por 60 s, seguido inmediatamente de una co-aplicacion de la droga con el
agonista (mismas concentraciones) por un periodo de 60 s. Entre cada aplicacion
con o sin la droga, las preparaciones fueron lavadas por 10 min con el fin de permitir
un lavado completo en solucion RN. Cada foliculo fue probado con diferentes
concentraciones crecientes del farmaco desde 0.3 pM hasta 1 mM dependiendo de

la droga.
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Figura 4. Esquema de la técnica de control de voltaje con dos electrodos, donde V’: es el electrodo de voltaje. X1: es el
amplificador. V: es el voltaje de mantenimiento. FBA: amplificador de retroalimentacion negativa. |I” es el electrodo intracelular

de corriente, | es el amperimetro que se encuentra en el bafio y mide la corriente transmembranal (Modificada de Hille, 2001).
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208

Figura 5. Esquema de los protocolos de registro. Foliculos e.t.r. fueron registrados bajo control de voltaje a -60 mV en RN,
pulsos breves a -40 mV fueron aplicados periédicamente (cada 40 6 60 s) para monitorear la conductancia membranal. El
protocolo esquematizado arriba permiti6 monitorear la amplitud de las corrientes F¢ activada por ATP en foliculos control y
electroporados, mientras que el de la parte inferior fue utilizado para estudiar los efectos de bloqueadores de canales de CI
sobre F¢ generada por ATP
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6.4 Construccioén de curvas dosis-respuesta con bloqueadores de canales de
cr

Para evaluar la relacién dosis-respuesta de la corriente Fc, el potencial de los
foliculos fue controlado a -60 mV y la concentracion de los distintos bloqueadores se
modificé en un rango 0.3 yM - 1 mM. La amplitud de las respuestas se normalizé
con respecto a la obtenida con la aplicacion del ATP como agonista y en ausencia
de la droga. Las curvas fueron construidas graficando el logaritmo de la
concentracion molar (M) aplicada versus la media de la amplitud de la respuesta Fc,
previamente normalizada. Los datos corresponden al registro de 6-10 foliculos en
cada concentracion, y estos datos fueron ajustados a curvas construidas con base

en la ecuacion de Hill:

1
()" +1
Donde:
Ka: Concentracién del ligando que produce la mitad de la ocupacién de los sitios de
union.
L: Concentracion del ligando libre.

Nn. Coeficiente de Hill que describe cooperatividad (u otras posibles propiedades

bioquimicas).
El valor de la dosis media de inhibicion de la respuesta (ICsp) fue obtenida de
la sigmoide de ajuste.

6.5 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos para la estandarizacién de la técnica de transfecciéon
por electroporacion se realizé una comparacion entre la amplitud de la respuesta de
los diferentes grupos: foliculos no electroporados, electroporados sin el
oligonucledtido antisentido y los foliculos con el oligonucleotido antisentido (la

amplitud de la respuesta fue dada en nA y normalizada en todos los casos). En
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todos los casos se empled un andlisis de varianza (ANOVA) de una via y en los
casos donde se encontraron diferencias se emplearon la prueba post hoc de
Bonferroni. El grado de significancia estadistica para las pruebas correspondio en
todos los casos a 0.05; el valor de P por debajo de 0.05 se indicé con * y se
consideré como diferencia significativa mostrado en cada grafica. Todos los datos
se muestran como las medias * el error estandar de las mismas. Las pruebas
estadisticas se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico GB- Stat v7.0

(Dynamic Microsystem) y las gréaficas se realizaron con el paquete SigmaPlot 10.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Estandarizacion del método de transfecciéon por lipofeccion vy
electroporacion y silenciamiento del receptor Xenopus P2Y,.

Con el fin de poder silenciar el receptor P2Y, mediante alguna de las dos
técnicas de transfeccién descritas, se comenz6é por evaluar el método de lipofeccion
y determinar si este método era el mas eficiente para el posterior silenciamiento del

receptor Xenopus P2Y,.

Puesto que los resultados no fueron satisfactorios, posteriormente se evaluo
el método de electroporacion para el cargado de un colorante fluorescente que
permitié determinar el cargado del foliculo con microscopia de fluorescencia lo que
nos permitid6 obtener los parametros iniciales para estandarizar el cargado con
EGTA, que constituyé la forma directa como se pudo estandarizar la técnica de
electroporacion para finalmente internalizar sondas de oligonucleétidos antisentido
del receptor Xenopus P2Y,. Tanto el cargado con EGTA como la internalizacion de
los oligonucledtidos antisentido para el receptor P2Y, fueron evaluados con registros

electrofisiolégicos.

7.1.1 Transfeccion por lipofeccion

La primera aproximacion de transfeccion utilizada en los foliculos fue el
método de lipofeccibn que aunque para X. laevis no esta bien documentado, para
otros tipos celulares tiene una efectividad de transfeccién del 80% o mas. Por tanto,
siguiendo las instrucciones del fabricante se procedi6 a transfectar dos tipos de
moléculas: 1) Un oligonucleodtido fluorescente con las mismas caracteristicas de un
siARN (BLOCK-iT) cuya concentracion fue la maxima recomendada para transfectar

(200 nM) mezclado con el reactivo lipofectamina 2000 y 2) Un plasmido con la
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secuencia de una variante mas brillante de la proteina verde (pEGFP-C1) en una
concentracion de 1uM. En un inicio, los experimentos fueron realizados utilizando
foliculos e.t.r.,, sin embargo, la visualizacion de las células foliculares por
fluorescencia y su cuantificacion se dificultaba al utilizar esta preparacion, asi que
luego decidimos aislar las células y después ponerlas en platos de cultivo para
visualizarlas directamente con microscopia de fluorescencia y proceder a la
evaluacion de la eficiencia de transfeccion (Figura 6). En todos los pozos
observados hubo una tasa de adhesion muy baja. El tratamiento con el plasmido
utilizando cada uno de los tres reactivos diferentes de lipofeccién se muestra en la
figura 6. Al tratar con lipofectamina se observé la muerte de las células foliculares y
una tasa de adhesion muy baja por lo que se descartO este método para la
transfeccion en las células foliculares. Con el reactivo jetPEI (n=40 foliculos) se
obtuvo la mejor transfeccion en términos de numero de células fluorescentes; por
esto, se pretendio corroborar si la intensidad era la misma para otro tipo celular, y
asi descartar posible autofluorescencia proveniente de las células foliculares. Para
esto utilizamos las células SKOV-3 como células control. Al demostrar que el
plasmido no ocasiona dafio celular y si permitié visualizar la transfeccion pero se
observé bajo porcentaje de células fluorescentes, concluimos que la eficiencia de
transfeccion con lipofeccién utilizando un plasmido como vector tampoco era

eficiente en las células foliculares (Figura 6).
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Foliculares C1 Foliculares C2
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Figura 6. Lipofeccién de células foliculares aisladas del foliculo de Xenopus laevis. Imagenes de fluorescencia de
células SKOV-3 tratadas con jetPEl y células foliculares aisladas del foliculo de Xenopus tratadas con TransIT y

Lipofectamina2000. C1: Campo 1; C2: Campo 2.

7.1.2 Transfeccion por electroporacién in vivo

Debido a la baja eficiencia de transfeccion con la técnica de lipofeccion para
las células foliculares, decidimos utilizar la electroporacion de los foliculos e.t.r. El
método de electroporacion ha sido ampliamente utilizado en diversos modelos
considerandolo desde los afios 60 como uno de los métodos mas eficientes de
transferencia de oligonucle6tidos o plasmidos de ADN. La electroporacién in vivo
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utilizando pulsos cuadrados de voltaje, tiene la ventaja de presentar un menor

impacto en las células en cuanto a dafio y citotoxicidad.

Para una electroporacion exitosa se debe tener en cuenta tanto la forma del
pulso como la amplitud y la duracion del mismo. Es un método que ofrece varias
ventajas en cuanto a facilidad, viabilidad de las células y costos. Para su
implementacion en los foliculos fueron utilizados diferentes protocolos de pulsos
donde fueron variados la intensidad del pulso (25, 50, 75 y 100V), el nimero de

pulsos (2 y 5) y el tiempo de latencia entre los pulsos (15, 20 s).

7.1.2.1 Electroporacion con un colorante fluorescente

Como primera aproximacion para evaluar el cargado de una molécula
utilizando la electroporacion elegimos el trazador YoPro (900 kDa) que es una
molécula fluorescente e impermeable a las membranas celulares. Los foliculos e.t.r.
fueron electroporados en la presencia de 1 mM de YoPro y aplicando distintos
protocolos de pulsos, todos con 5 pulsos con voltajes entre 25y 75V y entre 1y 10
ms de duracion. Una vez que el grupo de foliculos fue electroporado en la presencia
de YoPro, también fueron preparados foliculos control del mismo donador que
consistieron en grupos electroporados en la ausencia del marcador, y un tercer
grupo que se incubé en YoPro pero no le fue aplicado el protocolo de
electroporacion. 6 grupos de foliculos fueron evaluados, los de 1, 5 y 10 ms cada
uno con pulsos de 25,50y 75 V. Los foliculos fueron expuestos a la solucién con el
colorante s6lo por unos cuantos minutos y retirado después de la electroporacion.
Los foliculos fueron lavados con solucién Barth cero Ca?* y dejados en solucion
Barth modificada en incubacion a 18°C por 24 horas. Posteriormente fue realizado
un analisis de fluorescencia con microscopia confocal en el cual fueron
reconstruidas secciones de los foliculos a través de cortes 6pticos de 0.2 um. Los
resultados de estos analisis muestran que el trazador fluorescente difundio al interior
del ovocito aunque aun el cargado del colorante no pudo ser discernido con claridad

en las células foliculares.
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Por otro lado los experimentos control indicaron que el nivel de
autoflorescencia de los foliculos fue eliminado y que el colorante no difundio
después del tratamiento de electroporacion. En cada caso fueron utilizados 5

foliculos de dos donadores diferentes. En la Figura 7 se muestran los resultados del
T3

200 um

grupo de 50V que fue el que mejores resultados proporciond.

Tl

CTRL Yo Pro
externo

T2

CTRL

Electrop. Con
YoPro

Figura 7. Electroporacion del foliculo e.t.r de Xenopus laevis. Microscopia confocal. Aumento 5X. Estos datos
corresponden a: T1:protocolo con 5 pulsos de 1m s de duracién y 50V.. T2: Protocolo con 5 pulsos de 5 ms de duracién y
50V. T3: Protocolo con 5 pulsos de 10 ms de duracion y 50 V.. N total= 60 foliculos de dos donadores.

Puesto que los resultados de los experimentos anteriores mostraron la eficacia de la
electroporacién para el cargado del ovocito (foliculo) con un colorante fluorescente,

evaluamos si las células foliculares podrian ser cargadas por electroporacion con
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las moléculas antisentido. El protocolo de electroporacion que mostré ser mas
efectivo fue el de 5 pulsos, con 10 ms de duracién y 50 V.

7.1.2.2 Electroporacion con EGTA y su efecto sobre F¢

Los resultados anteriores mostraron sélo de manera cualitativa el cargado de
los foliculos. Debido a ello, procedimos entonces a evaluar el efecto de cargar por
electroporacién una substancia impermeable que se sabe inhibe la respuesta Fg,.
Como se ha mencionado la corriente F¢; depende de un aumento de Ca?* en el
citoplasma de las células foliculares (Arellano et al., 1998; 2012). Este aumento de
Ca®" puede ser prevenido por el cargado de un quelante de Ca*" tales como el
EGTA y el BAPTA, manipulacion que ha sido utilizada en diversos fendmenos donde
el Ca** funciona como intermediario (Susuki et al. 2004; Yu et al. 2010). Puesto que
los quelantes de Ca?* son impermeables a la membrana y por lo regular son
inyectados o incluidos en las pipetas de registro para observar sus efectos, en los
experimentos siguientes utilizamos la técnica de electroporacion para cargar los
foliculos e.t.r. con EGTA. De esta forma evaluamos los efectos del posible cargado
de EGTA sobre la generacion de F¢ por ATP. El quelante fue disuelto en la solucion
de Barth cero Ca** de electroporacién. Fueron utilizadas dos concentraciones
distintas de 2 6 20 mM. De manera paralela también se traté de hacer mas eficiente
el método buscando las mejores condiciones de electroporacion que produjeran el
menor dafio posible al acoplamiento entre las células foliculares y el ovocito, asi
como al de la sobrevivencia de las células. Con este objetivo en los protocolos
fueron variados el nimero de pulsos, la duracién de estos y la amplitud del voltaje.
El efecto de estos tratamientos fue evaluado por la comparacién de las amplitudes
de F¢ generadas en los grupos control no electroporados y aquellos electroporados
en la presencia de la solucion Barth cero Ca (i.e., grupo electroporado en ausencia
de EGTA). Por otro lado fue evaluada la eficiencia del cargado de EGTA en las
células foliculares comparando las amplitudes de F¢ en los grupos electroporados

en ausencia y presencia del EGTA.
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Las variables modificadas durante la estandarizacion fueron: el niumero de
pulsos, el voltaje, la latencia entre pulsos asi como la concentracién del EGTA.
Varias de las combinaciones posibles tuvieron un claro efecto deletéreo sobre la
integridad de los foliculos, reduciendo su viabilidad evidenciada tanto por su
coloracibn como por sus propiedades eléctricas (datos no mostrados). En esta
primera serie de experimentos los factores méas importantes resultaron ser la
amplitud de voltaje y la duracion de los pulsos utilizados, por lo que decidimos
estandarizar estos en 50 V y 10 ms que estan ademas en el rango utilizando para
otras preparaciones. 24 h después de la electroporacion se midié el efecto de su
aplicacion sobre la generacion de F¢) en grupos de foliculos e.t.r. electroporados en
Barth cero Ca®". En la figura 8 se ilustran los resultados obtenidos al electroporar los
foliculos (n=4 en cada grupo) con 5, 15y 25 pulsos comparados con el grupo control
que no fue electroporado pero estuvo en presencia de la solucion de
electroporacién. Comparando los diferentes grupos se observa que la amplitud de la
respuesta F¢ se mantiene en niveles medios similares entre el control y aquellos que
fueron electroporados con 5 y 15 pulsos, en cambio el protocolo de 25 pulsos
provocé una sensible disminucion de la respuesta. Al realizar un analisis de ANOVA
de una via fueron encontradas diferencias significativas entre los grupos de 25
pulsos y los demas con un nivel de confianza del 95% (Figura 8). La prueba de
correccion de Bonferroni mostro diferencias entre el grupo de 25 pulsos y los grupos

de 5y 15 pulsos.

El experimento previo indicé que un protocolo adecuado de estimulacion para
electroporar fue el de la aplicacion de 15 pulsos cuadrados de 10 ms de duracion y
50 V de amplitud, con una latencia entre pulsos de aproximadamente 1 s, ya que
éste parecio tener pocos efectos sobre el mantenimiento de la corriente F¢. El
siguiente experimento fue entonces el tratar de cargar EGTA en las células
foliculares y evaluar su probable efecto sobre la respuesta F¢,. Para esto realizamos
un primer experimento control, cuyo objetivo fue saber si el EGTA, por el tiempo de
incubacion que se utiliza en la electroporacion (aproximadamente 3 min), podria por
si mismo tener un efecto importante sobre el acoplamiento en el foliculo o sobre su
viabilidad. Para ello fueron probados tres grupos de foliculos: 1) foliculos control sin
electroporar en Barth cero Ca?*, 2) foliculos sin electroporar en Barth cero Ca®* con

EGTA 20 mM en el medio extracelular, y 3) foliculos electroporados (15 pulsos, 10
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ms, 50 V) en Barth cero Ca** con EGTA 20 mM. Los resultados mostraron
claramente que la incubacion en medio conteniendo EGTA 20 mM no afect6 por si
misma la amplitud de la respuesta F¢, (Figura 9). Ademas mostré que existié una
diferencia significativa entre las amplitudes de F¢, de los grupos 2 y 3 es decir entre
aguellos electroporados y no en presencia del EGTA. Esto sugirié fuertemente que
el EGTA podria haber entrado al citoplasma de las células foliculares y provocar la
inhibicién de la corriente folicular dependiente de Ca®*. Si esta idea era valida
supusimos que el efecto de EGTA podria ser dependiente de la concentracion, por lo
gue los siguientes experimentos fueron realizados para resolver si nuestra hipotesis
era valida o por el contrario los efectos observados eran debidos a una causa
inespecifica. Para esto realizamos experimentos en los que los parametros de
electroporacion fueron aplicados en foliculos incubados con EGTA 20 mM, su efecto
sobre F¢ evaluado, y comparado con los observados en foliculos electroporados con
una concentracion diez veces menor del guelante, es decir de 2 mM. Como se
observa en las figuras 10y 11, en los dos grupos electroporados (15 pulsos, 10 ms,
50 v) en presencia de EGTA (20 y 2 mM) se obtuvo una disminucion significativa de
la corriente F¢;, aunque parece ser que el efecto de disminucion es mas importante
en el grupo de EGTA 20 mM. Este resultado sin embargo no mostraba la eficiencia
del numero de pulsos en el método de electroporacion sobre la respuesta de
estudio. Por esto, se realiz6 un experimento en el que se redujera el nimero de
pulsos utilizando las mismas concentraciones de EGTA (2 y 20 mM). Respecto a
esto, las figuras 10 y 11 muestran que en los grupos de foliculos electroporados con
5 pulsos en presencia de 2 6 20 mM de EGTA, el efecto sobre la amplitud de la
respuesta F¢ dependié de la concentracion del mismo. Mientras que con 2 mM de
EGTA no hubo en absoluto disminucion en la amplitud de F¢ (a pesar de la alta
dispersién). En el grupo con 20 mM de EGTA la accidon del quelante fue de 67 %.
Este resultado reforzo la idea de que los efectos provocados por la electroporacion
en presencia del EGTA fueron debidos al efectivo influjo del quelante al citoplasma

de las células foliculares.
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7.1.2.3 Electroporacion de oligonucleétidos antisentido para el receptor
P2y, y su efecto sobre Fg.

Finalmente habiendo obtenido parametros adecuados para transfectar las
células foliculares, se probé el protocolo de 15 pulsos, de 50 V y 10 ms de duracion
para cargar las dos secuencias oligonucleotidicas disefiadas del antisentido P2Y,,
asP2Y,a y asP2Y,b, con el objetivo de evaluar su efecto sobre la amplitud de F¢ 'y
determinar un posible papel del receptor P2Y, en su generacion, ademas del grupo
evaluado como control en la solucion de electroporacion solamente, se agregé un
control electroporando en la presencia de un oligonucleétido con una secuencia no
relacionada (oligo-control). La concentracion utilizada de las moléculas antisentido y
del oligo-control en estos experimentos fue de 1 pg/ul de solucién (Barth cero Ca®"),
y fueron evaluados los efectos sobre la amplitud de Fc a las 24 h 'y a las 48 h
posteriores a la electroporaciéon. Los resultados ilustrados en la Figura 12 muestran
que la electroporacion del asP2Y,a no provocé diferencias significativas en la
amplitud de la respuesta F¢;, a las 24 o las 48 h, comparando los diferentes grupos
electroporados evaluados, i.e., en la ausencia de oligonucleétido, con la secuencia
oligo-control, o el electroporado con asP2Y,a (11 foliculos en cada grupo, 3

donadores).
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Figura 8. Electroporacion de foliculos e.t.r de Xenopus laevis. Respuesta F¢. Aplicacion de diferentes nimeros de pulsos
de 50 V. Los trazos representativos muestran la amplitud de F¢ a los diferentes numeros de pulsos utilizados. Las barras
muestras la amplitud media de los foliculos sometidos a diferentes nimeros de pulsos. Este experimento correspondié a un

donador con una n=4 foliculos. La respuesta en cada caso fue normalizada.
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Figura 9. Efecto del quelante EGTA sobre las células foliculares acopladas al ovocito en Xenopus laevis
transfectadas por electroporacion. Amplitud de la Respuesta F¢ normalizada. Aqui se muestra la amplitud promedio
normalizada de los foliculos utilizados (n=9 para cada grupo) lzq: Trazos representativos de cada grupo. Der. Grafica de

barras que muestra las medias +/- el error estandar de la media
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Figura 10. Efecto del cargado con 2 mM de EGTA en el foliculo e.t.r de Xenopus laevis usando dos protocolos de
electroporacién. Respuesta promedio normalizada de F¢ electroporando con 5y 15 de pulsos. Se muestra el promedio de los
foliculos utilizados (n=4 en cada tratamiento) en un donador. |zg: Trazos representativos de cada grupo. Der. Gréafica de barras

con la media de la respuesta +/- el error de la media para cada grupo.
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Figura 11. Efecto del cargado con 20mM de EGTA en el foliculo e.t.r de Xenopus laevis usando dos protocolos de
electroporaciéon. Respuesta promedio normalizada de F¢ electroporando con 5y 15 de pulsos. Se muestra el promedio de los
foliculos utilizados (n=8 en cada tratamiento) en dos donadores. Izq: Trazos representativos de cada grupo. Der. Gréafica de

barras con la media de la respuesta +/- el error de la media para cada grupo.
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Utilizando en este mismo protocolo la segunda secuencia antisentido,
asP2Y,b, tampoco existieron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. A las 48 h, el efecto de la secuencia asP2Y,b fue estadisticamente
significativo respecto al grupo control pero no lo fue con respecto al grupo oligo-
control (Figura 12). No obstante, el grupo oligo-control no fue estadisticamente
significativo respecto al grupo control. Esto indicé que hubo una débil tendencia
indicando que la secuencia asP2Y4b resultd en una mayor disminucién de la

amplitud de F¢ a las 48 horas.
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Figura 12. Electroporacion del oligonucleétido asP2Y,a para silenciar el receptor P2Y, en el foliculo e.t.r de Xenopus
laevis. 48 horas después de la electroporacion se registraron los foliculos control (CTRL), oligo-control (Oligo-ctrl) y aP2Y sa.
En la parte derecha se muestra la respuesta F¢ normalizada para cada condicion. Las barras de foliculos electroporados

corresponden a un protocolo de 15 pulsos (n=5 foliculos para cada uno de los grupos).
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Figura 13. Electroporacion del oligonucleétido asP2Y,b para silenciar el receptor P2Y, en el foliculo e.t.r de Xenopus
laevis. Respuesta F¢ normalizada. 48 horas después de la electroporacion se registraron los foliculos control (CTRL), Oligo-
control (oligo-ctrl) y aP2Y,4b. Las barras de foliculos electroporados corresponden a un protocolo de 15 pulsos (n=5 foliculos

para cada uno de los grupos).

7.2 Efecto de bloqueadores de canales de CI" sobre la respuesta Fg;.

Para caracterizar farmacologicamente los canales Icca de las células
foliculares involucrados en la respuesta F¢ fueron evaluados los efectos de
bloqueadores de estos canales utilizados ampliamente en distintos tipos celulares,
incluyendo a los canales expresados en la membrana del ovocito de Xenopus. En
estos experimentos fueron utilizadas 12 ranas cuyos foliculos respondieron en todos
los casos al ATP tal y como se ha reportado previamente (Arellano et al., 1998,
2012). Como en los registros anteriores el potencial de membrana de los foliculos
fue fijado a -60 mV, y la amplitud de las respuestas fue normalizada con respecto a
la maxima obtenida en la ausencia de los bloqueadores para cada caso. Las curvas
dosis-respuesta para cada bloqueador fueron construidas graficando el logaritmo de
la concentracion de la droga (M) aplicada contra la corriente normalizada de F¢ que
prevalece en cada una de las concentraciones. Los datos correspondieron en cada
curva al registro de 6-10 foliculos (3 donadores para cada droga) en cada
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concentracion. Finalmente los datos experimentales fueron ajustados a una curva
basada en la formula de Hill como se indica en métodos. El valor de la dosis media

de inhibicién (IC5O) fue obtenida de la sigmoide de ajuste en cada caso.

Las curvas para los diferentes blogueadores fueron construidas aplicando
concentraciones en el rango de 0.3 uM a 1 mM segun la droga. Los bloqueadores
estudiados correspondieron a: acido niflimico, acido 9-antracenocarboxilico (A9C);
acido 4,4'-diisotiocianatostilven 2,2'- disulfonico (DIDS) y acido 2-(anilino) benzoico
(DPC). En todos los casos la amplitud de la F¢ activada por 3 uM ATP fue
comparada con la amplitud de la respuesta a la misma concentracién del agonista
en co-aplicacion de una de las drogas a una determinada concentracion. Las figuras
14, 15, 16 y 17 ilustran las curvas de inhibicion obtenidas y trazos representativos

del efecto de cada droga sobre la F;.
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Las ICso obtenidas tuvieron los siguientes valores: 27.18 + 3 uM para acido niflamico,
29,9 £ 0,73 yM para DIDS, 100,04 £+ 16.12 yM para DPC y 472,25 yM + 36,67 yM
para A9C. Estos valores indicaron que el orden de potencia para el bloqueo de los
canales involucrados en la F¢ correspondiéo a: Ac. Niflumico >DIDS>DPC>A9C
(Tabla 1). Los coeficientes de Hill fueron 1.56 para &cido niflamico, 1.27 para DIDS,
1,86 para DPC y 2,05 para A9C.

) Trabajos de otros
Presente trabajo ) _
investigadores

Referencias 2012 Qu & Hartzell Oh et al.
(2001) (2008)

Foliculo ovarico Ovocito de Ovocito de

Preparacion (e.t.r.) de Xenopus Xenopus Xenopus

laevis laevis laevis

Acido Niflimico 27.18 2 12.9° 37,32

DIDS 29,92 562 ° 10,72

DPC 100,04 @ 323° 88,1°

A9C 472.252 158 ° 94,32

#Valor obtenido al potencial de membrana de -60 mV
®Valor obtenido al potencial de membrana de 0 mV

Tabla I. Comparacién de los valores obtenidos para la ICsoen la inhibicién de canales Ig ca €n diferentes preparaciones
de Xenopus. Para el caso del presente trabajo los datos se ajustaron al modelo basado en la formula de Hill en OrginPro 8.5.
ICso: Concentracion a la que se obtiene el 50% de la inhibicion de la respuesta maxima.

Cabe sefalar, que para algunos bloqueadores aplicados en bajas
concentraciones parecio ocurrir un efecto potenciador, sin embargo, este efecto
podria haber sido producido por el DMSO ya que la aplicacién de este solvente en
una concentracion de 0.3 uM a 1mM provoco un aumento en la respuesta a ATP en

dos series de experimentos.
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8. DISCUSION

Los antecedentes en nuestro laboratorio han mostrado que los foliculos de
varias especies expresan un sistema de comunicacion purinérgico entre las células
foliculares y el ovocito (Arellano et al., 1996, 2002). Se postula que el ovocito y las
células foliculares expresan diversas moléculas de sefalizacion para regular o
controlar procesos puntuales e importantes como por ejemplo la maduracion del
gameto (e.g., Honoré & Lazdunski, 1991; Wibrand et al., 1992). Sin embargo, existen
respuestas entre estos dos tipos celulares que deben tener implicaciones fisioldgicas
mas generales referentes a procesos que ocurren durante toda la etapa de la
foliculogénesis. Esta idea surge precisamente por una de las respuestas que
proviene de las células foliculares y de la que se deriva el presente estudio; esta
respuesta es la corriente F¢ cuya caracterizacion a nivel molecular se pretende
dilucidar. Uno de los elementos ejes de este estudio fue el receptor de tipo P2Y
activado por ATP y acoplado a proteinas Gy que conlleva a un aumento en la
sintesis de IP; por la via de la PLC y el consecuente aumento intracelular de Ca**.
Esto a su vez activa canales de CI" provocando al menos dos respuestas, la F¢ y la
liw (Arellano et al., 2012). Por datos previos de nuestro laboratorio, se sabia que el
receptor que genera el aumento intracelular de Ca®* en las células foliculares para
generar la respuesta F¢; era de tipo P2Y por su sensibilidad tanto a transmisores
purinérgicos como pirimidinérgicos (Arellano et al., 1998), cuya potencia es la
siguiente: 2-MeSATP>UTP>ATP>BzATP. Esta secuencia no corresponde a ninguno
de los receptores de tipo P2Y conocidos hasta el momento, aunque existen varios
receptores de mamifero que comparten algunos de los agonistas que muestran una
secuencia de potencia diferente. Por ejemplo, el receptor P2Y, responde a
UTP=ATP>BzATP>2meSATP; el P2Y, a UTP=ATP=BzATP; el P2Ys responde a
UTP>ADP>2meSATP, mientras que el receptor P2Y, de Xenopus responde a
UTP=ATP>>2meSATP>BzATP (Bogdanov et al. 1997, Burnstock, 2004). Con estos
antecedentes el candidato molecular mas probable era el receptor P2Y, que también
se ha demostrado en nuestro laboratorio es expresado en las células foliculares. Por
estas razones, aqui se disefiaron y trataron de introducir por electroporacion

oligonucledtidos antisentido para disminuir la expresion de este receptor.
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Por otra parte, este estudio pretendio la caracterizacion farmacoldgica de los
canales de CI implicados en la generacion de la respuesta F¢ que completa el
objetivo general de este trabajo. Por el trabajo previo (Arellano et al., 1998, 2012),
gueda demostrado que los canales que generan dicha respuesta son canales Ig ca.
No obstante, no se tenia ninguna informacion pertinente a su identidad molecular
gue es determinante para manipular su expresion y tratar de saber cuales son los
mecanismos por los cuales estos canales ejercen su funcion. El candidato molecular
mas plausible que formaria los canales Icca €s la proteina conocida como
TMEM16A (Caputo et al., 2008; Yang et al., 2008; Schroeder et al., 2008), la
expresion exdgena de esta proteina recapitula las propiedades esperadas para los
canales Ic ca- En el caso del ovocito de Xenopus, es probable que TMEM16A sea la
proteina que forme los canales enddgenos. Esto sugiere, dada su semejanza, que
los canales Icica que estan en las células foliculares del ovocito tengan la misma

naturaleza proteinica.

Teniendo como marco general los puntos anteriores, la discusion de este
trabajo se centra entonces en estos dos elementos fundamentales de la generacién
de la respuesta F¢ de las células foliculares que se explicaran con detalle a

continuacion.

8.1 Transfeccion por electroporacion in vivo y silenciamiento del receptor P2Y,

El primer elemento a discutir tiene que ver con el receptor P2Y, y su
participacion en la respuesta F¢. Para saber si este receptor participa o no y de qué
manera lo hace, utilizamos la estrategia de silenciar de manera selectiva la
expresion del receptor en cuestion. El antagonismo del receptor utilizando
farmacologia no representa actualmente una opcion, ya que no se conocen drogas
selectivas para cada subtipo, ni para el receptor P2Y, especificamente. Por lo tanto,
la manera que diseilamos fue tratar de silenciar el receptor por medio de la
transfeccion de oligonucledtidos antisentido dirigidos a inhibir la traduccion del
ARNmM que codifica para P2Y,, estrategia que se ha seguido en otros modelos

celulares (Van Tendeloo et al., 2001). Para alcanzar ese objetivo desarrollamos un
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estudio sistematico para conocer las condiciones en las que las células foliculares
podrian cargarse con alguna droga al ser electroporadas sin desacoplarse del

ovocito.

Después de un tratamiento de transfeccion por la técnica de lipofeccién, los
resultados no fueron satisfactorios, en cuanto a las necesidades mencionadas
arriba, tampoco parecidé que la eficiencia de transfeccion fuera muy alta teniendo
como comparacion la transfeccion de células SKOV-3. Por esto decidimos tomar
como alternativa la técnica de transfeccidon por electroporacion in vivo , que es
utilizada frecuentemente por poseer algunas ventajas, como por ejemplo, menor
impacto negativo sobre las células y mayor eficiencia de transfeccion (Teissie J et
al., 2005).

Una desventaja de la electroporacion es sin lugar a dudas el que es
dependiente del tipo celular a electroporar, por lo que nuestro primer paso fue
determinar las condiciones adecuadas de electroporacion. Los diferentes protocolos
utilizados para la electroporacion in vivo se basaron en modelos de ovocitos de
ratén, células de la retina y en el mismo Xenopus en células neuronales (Liu & Haas,
2011) como punto de partida en la estandarizacion para su uso en los foliculos, i.e.,
células foliculares. Teniendo como referentes a estos modelos, la primera
aproximacion para evaluar la eficiencia en el cargado de moléculas que se quiso
tener fue a través de la microscopia de fluorescencia (Figura 7), introduciendo en el
foliculo un trazador no liposoluble que nos diera indicios de que las condiciones de
electroporacion eran adecuadas para un cargado eficiente. Puesto que las imagenes
obtenidas solo representaban una aproximacion cualitativa, se decidido entonces
evaluar el cargado de una substancia cuyos efectos se conocen sobre la respuesta
Fci, utilizando los parametros de electroporacion encontrados, y que nos permitiera
evaluar en paralelo dos caracteristicas importantes para nuestro metodo de cargado:
1) que mantuviera la comunicacioén entre las células foliculares y el ovocito de tal
manera que nos permitiera evaluar eléctricamente su acoplamiento hasta por
alrededor de 72 h, y 2) que nos permitiera evaluar la eficiencia de cargado de la
substancia sobre una respuesta conocida. Elegimos entonces intentar cargar los
foliculos con EGTA por electroporacion. Se sabe que el cargado de las células

foliculares con este tipo de quelantes utilizando otras técnicas inhibe por completo la
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generacion de la respuesta F¢ (Arellano et al., 2012). Después de varios ensayos,
donde se modificaron los 4 parametros que consideramos mas importantes, se
obtuvo un protocolo en el que el dafio a las células foliculares y/o su acoplamiento
con el ovocito fueron minimos, y al mismo tiempo se logro tener un efecto inhibitorio
sobre la amplitud de la respuesta F¢, activada por ATP. El efecto de disminucion de
la amplitud de la respuesta por la electroporacién en presencia del EGTA se logr6 a
una concentracion de 20 mM aplicando 5 6 15 pulsos cuadrados de 50 V cada uno
y de 10 ms de duracién. Demostramos también que este efecto fue especifico del
EGTA ya que una concentracion menor de EGTA de 2 mM aplicando el protocolo de
5 pulsos no provocé una disminucion en la eficiencia aparente del tratamiento. Esto
sugirié fuertemente que los efectos sobre la respuesta F¢ fueron dependientes de la
concentracion de EGTA cargada, y por lo tanto que efectivamente el procedimiento
permitio el influjo del quelante en una concentracion suficiente para inhibir la
respuesta folicular. Otro elemento de importancia en estos experimentos fue la
observacion correspondiente a que en los controles, la electroporacién no provoco
desacoplamiento de la preparaciéon en tiempos largos de incubacion (24-48 h)
después de la electroporacién, esto es necesario ya que ante el cargado de un
antisentido se requiere de un tiempo de incubacion prolongado.

Una vez estandarizada la técnica con la inhibicion de la corriente Fc¢, el
siguiente paso en el estudio fue introducir los oligonucleotidos antisentido disefiados
para la inhibicion del receptor P2Y,. La Figura 12 muestra el efecto del asP2Yja
después de 48 h de ser electroporado. En términos generales, los resultados
obtenidos en los diferentes grupos hacen suponer que el efecto de este
oligonucledtido antisentido en los foliculos de Xenopus no es claro. Al parecer,
aunque la viabilidad del foliculo como tal no se afecte, el cargado de este antisentido
no provocd ningun efecto significativo sobre la respuesta. En cambio, la segunda
secuencia asP2Y,b utilizada presentd una disminucion de la amplitud de F¢ cuando
es comparada con el control electroporado pero no asi cuando se compara con el

control electroporado en la presencia de la secuencia oligo-control.

Un mayor numero de datos, tal vez permitiria disminuir la incertidumbre en este
resultado, sin embargo por ahora podemos arglir que nuestros resultados estan

indicando, sin ser los Unicos, alguno o algunos de los siguientes escenarios: 1) el
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método de electroporacién desarrollado fue eficiente para cargar las células
foliculares con EGTA pero no lo es para las condiciones de concentracion utilizadas
para los antisentidos, 2) el receptor P2Y, no esta involucrado en la generacion de la
respuesta F¢ por ATP, 3) la eficiencia de los antisentidos disefiados no es la éptima
por lo que la proteina de P2Y,4 no disminuyd en nuestros experimentos, 4) la posible
pérdida en la sintesis de P2Y, es compensada con la expresion de otro receptor, y
5) el receptor P2Y,4 no es el Unico involucrado en la generacion de la respuesta Fg,.
Por ejemplo, es posible que aun y cuando la expresion de receptor P2Y, haya sido
disminuida, la accién del ATP sobre el foliculo pudiera involucrar otro receptor que
actuando de manera conjunta diera como resultado la farmacologia atipica
observada para esta respuesta. En este sentido, seria importante estudiar la
farmacologia de la respuesta remanente de F¢; una vez electroporados los foliculos
con los antisentidos. Algunos de los escenarios planteados podrian ser clarificados
con experimentos en paralelo utilizando ensayos de Western blot para el receptor
P2Y, en las células foliculares en cada uno de los grupos tratados. Otro escenario
que planteamos es la eficiencia encontrada con EGTA pero no con los
oligonucledtidos antisentido, debido probablemente a la concentracion a la cual se
deben electroporar los foliculos con secuencias antisentido que como se ha
reportado, es muy baja en varios tipos celulares. La realizacion de curvas de
concentracion podria ser de utilidad para determinar la concentracion a la cual el
oligonucledtido antisentido para este receptor inhiba la respuesta si no de manera
absoluta, por lo menos de una manera casi total. En caso de que el aumento de la
concentracion de oligonucleétidos antisentido no sea efectivo, una estrategia que
pudiera resolver el problema seria el uso de secuencias de siARN que pueden ser
mas efectivos para el caso de las células foliculares. Para asegurarnos de esto,
seria conveniente marcar de manera fluorescente el oligonucledtido SiARN y
observar con microscopia confocal la internalizacibn de la secuencia y
posteriormente demostrar el efecto en la respuesta electrofisiolégica. El dltimo
escenario aqui planteado es un sistema de compensacion del foliculo con la sintesis
de otro receptor como consecuencia de la pérdida del receptor P2Y,. Respecto a
esto, experimentos de Western blot también nos ayudarian a dilucidar qué receptor
aumenta su expresion una vez se abate la expresion del receptor P2Y,. Para esto es
necesario generar anticuerpos especificos de los receptores P2Y que son

expresados en el foliculo. Otra manera de poder determinar si existe la posibilidad
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de otro receptor expresado como efecto compensatorio es mediante el
silenciamiento de los receptores expresados en las células foliculares vy
posteriormente con farmacologia determinar los cambios en la potencia de accion de
los agonistas de receptores P2Y, o la medicion del RNAmM de los otros receptores

P2Y que se expresan en las células foliculares.

8.2 Curvas dosis-respuesta con bloqueadores de canales de CI’

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, a pesar de los estudios a nivel
biofisico y fisiologico de las corrientes generadas por canales Icica, la identidad
molecular de estos canales no ha sido demostrada claramente. Una de las
principales dificultades ha sido, que no existen actualmente bloqueadores
especificos para canales Icica Y en muchos casos causan efectos secundarios en la
maquinaria celular especificamente en otro tipos de canales que estan actuando de
manera indirecta en el comportamiento de estos canales. Otra gran dificultad ha sido
los métodos para la expresion de cDNAs de estos canales en nuestro modelo puesto
que la expresion endogena de canales Icica €n Xenopus no permite estudiar los
encontrados en otros tipos celulares. Los métodos de expresion heteréloga en otros
modelos desafortunadamente no habian sido posibles y los candidatos propuestos
como proteinas formadoras de estos canales no recapitulaban las caracteristicas de

los canales Icca €n sus sistemas enddgenos.

Sin embargo, pese a estas dificultades se sabe que los canales expresados
en la membrana del ovocito, poseen caracteristicas similares a los encontrados en
musculo cardiaco, musculo liso, células secretoras de epitelio y neuronas (Qu &
Hartzell, 2001), y recientemente ha sido demostrado que las células foliculares
expresan canales similares cuyas propiedades biofisicas se asemejan a varios de
ellos (Arellano et al., 2012). Con estos antecedentes, nos propusimos reforzar esta
observacion realizando un estudio farmacoldgico utilizando los bloqueadores
inespecificos disponibles y comparar sus efectos con las preparaciones estudiadas

previamente. Las figuras 14- 17 muestran los resultados obtenidos para cada uno
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de los bloqueadores. De manera particular, llaman la atencién 2 resultados en el
analisis global:

e La potencia hipotetizada al principio de este trabajo, basada en lo observado
en otros canales Ic ca, fue idéntica excepto por los resultados obtenidos con el
blogueador DIDS, la ICs para esta droga difiere a la reportada anteriormente
por el grupo de Oh (2008) en ovocitos desnudos de Xenopus laevis. Al
comparar también nuestro orden de potencia con el que se reporta por otro
grupo a un potencial de mantenimiento de 0 mV, los resultados que se

obtuvieron difieren especialmente para DIDS y DPC.

e Aparentemente existe un efecto potenciador en bajas dosis de DMSO. Este
efecto observado en nuestro modelo no ha sido reportado en la literatura para
otros canales Icica. Sin embargo, podria ser de importancia ya que se han
utilizando diferentes proporciones de este solvente en diferentes condiciones.

Para demostrar esto, un mayor nimero de experimentos seria necesario.

En el primer punto, la variacién importante de la dosis media de inhibicion
podria ser el resultado de nuestras condiciones de experimentacion. Por ejemplo, en
nuestro estudio se realizaron las curvas de inhibicion a un potencial de
mantenimiento de -60 mV. Se sabe que el efecto inhibidor de algunos bloqueadores
para estos canales son dependientes de voltaje como ocurre con DIDS, DPC y A9C
(Qu & Hartzell, 2001). Por lo tanto, la dosis media de inhibiciébn puede cambiar de
manera importante si se modifica el voltaje de mantenimiento. Al comparar los
resultados que se obtuvieron con los reportados en la literatura también a un
potencial de mantenimiento de -60 mV (Oh et al. 2008), existe una diferencia
importante con la potencia de A9C. Nuestro trabajo reporté una baja accion de
bloqueo a -60 mV mientras que la literatura reporta que esta droga es 4 veces mas
potente en ovocito desnudo de X. laevis (ver tabla 1). Pese a esto, el orden de
potencia reportado es idéntico a excepcion de DIDS.

Al comparar nuestros resultados con resultados de la literatura en donde el
potencial de mantenimiento es OmV, los valores y el orden de potencia de estos

bloqueadores difiere casi en su totalidad (ver tabla 1 y Qu & Hartzell, 2001). La
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hipotesis es que a potenciales mas hiperpolarizantes, la accion del bloqueador
disminuird y los valores de ICsp seran en consecuencia mas altos. Se espera por
tanto que si se realizaran estos experimentos cambiando el voltaje de mantenimiento
para células foliculares, la potencia de todos los bloqueadores a excepcién del acido
niflimico cuya accion aparentemente no tiene dependencia de voltaje, fuera mayor y

en consecuencia, los valores de ICsq para casi todas las drogas fueran menores.

En el caso particular de A9C, la dosis media obtenida en este trabajo (472,25
KUM) es similar con la dosis utilizada para promover la actividad miotonica en husos
de masculo esquelético reportada recientemente, donde la dosis efectiva del
bloqueador fue de 512 uM para ver el efecto en la baja conductancia de los canales
y las implicaciones de este fendmeno sobre la accion muscular (Bandschapp et al.,
2012). El efecto observable de inhibicion casi total de la respuesta F¢ fue a una
concentracion de 1 mM. Esto pudo deberse a que el DMSO en esta concentracion
puede causar dafio celular como se ha reportando. No obstante, se realizaron
experimentos mostrando que el efecto de la casi total disminucion de la amplitud de
la respuesta no fue debido al efecto del DMSO por si mismo sino a la accion del

bloqueador.

Respecto al posible efecto que puede tener el DMSO sobre diferentes tipos
celulares, se ha reportado que sus efectos en las células se pueden presentar a
concentraciones por encima de 0.3-% en solucién. Los efectos principales que tiene
el DMSO sobre las células recaen en la morfologia celular y las propiedades de
membrana debido al cambio en la osmolaridad (Santos et al., 2003). Para nuestro
modelo farmacoldgico (a excepcion de la aplicacion de A9C donde se tuvo hasta 1%
de DMSO en solucidn) el valor maximo de DMSO en solucion fue de 0.1%. EI DMSO
es un solvente ampliamente utilizado que facilita la disoluciébn de sustancias
hidrofobicas de prueba en soluciones de perfusion. Es bien sabido el efecto biologico
del DMSO pero no se conoce casi ningun reporte en la literatura de cOmo esta
sustancia puede estar afectando las propiedades de los canales. No obstante, se
sabe al respecto que el DMSO en canales hERG tiene efectos sobre la compuerta
del canal de una manera voltaje dependiente ocasionando pequefios cambios en la
potencia de los bloqueadores de estos canales, Con estos hallazgos, también se

reportd el efecto que tiene con la aplicacion del farmaco E-431 a bajas

59



concentraciones (3 nM) representado en un aumento de la cola de corriente de los
canales hERG (Xiaoji et al., 2006). Los mecanismos por los cuales ocurren estos
aumentos en la corriente generada no son bien entendidos. Por tanto, se puede
decir que el DMSO puede interferir no sélo en las propiedades del canal sino
también en como un farmaco interactta con el mismo. Debido a ello, es
indispensable identificar el efecto del DMSO sobre las corrientes a estudiar y
discriminar sobre el efecto del bloqueador. Por lo anterior, de esta tesis surge la
posibilidad de aplicar las drogas bloqueadoras directamente sobre la solucién tanto
como sea posible teniendo en cuenta las propiedades de cada una de ellas asi
como se hizo para DIDS.

En cuanto a las potencias encontradas con los bloqueadores utilizados, aunque
la hipotesis planteada no se cumple en su totalidad, existe evidencia inicial para
pensar que estos canales de I ca en las células foliculares, son similares a los ya
reportados en el ovocito, es decir, estos canales se asemejan al canal TMEM16A.
Este trabajo sobre los canales Icica de las células foliculares, abre la posibilidad de

estudios mas exhaustivos en los que se analicen aspectos biofisicos de los mismos.

Dichos estudios deberan hacerse mediante las técnicas de patch clamp y la
técnica de control de voltaje con dos electrodos donde el voltaje de mantenimiento
sea cambiado. Esto con el fin de ver el efecto de los farmacos que ya se sabe,
difiere de manera dependiente de voltaje. También seria importante estudiar si las
células foliculares tienen soélo un tipo de canales de CI" 0 expresan otros miembros
de la familia TMEM16 que contribuyan a la diferencia en los valores exactos de la
dosis media de inhibicidbn aunque se debe tener presente también que estos canales

se expresan de manera especifica en cada tipo celular.
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CONCLUSIONES

. Se establecieron parametros para cargar por electroporacion foliculos de
Xenopus laevis con una sonda fluorescente y con EGTA que correspondieron

a 10 pulsos de 50 V, de 10 ms de duracioén y latencia de 1 s entre pulsos.

El receptor P2Y, podria participar en la generacién de la respuesta F¢;.

. Se requiere mejorar el disefio de cargado y/o el oligonucledtido antisentido;
aumentar en lo posible su concentracion y realizar un estudio de potencia para
los diferentes agonistas 48 h después de cargados los antisentidos. Se
requiere ademas de un andlisis de Western blot para analizar la eficiencia del
modelo directamente sobre la abundancia de la proteina P2Y,.

. Los resultados farmacologicos sugieren que los canales I ca €xpresados en
las células foliculares, son similares a los presentes en los ovocitos de
Xenopus laevis y probablemente ambos estén formados por la proteina
TMEML16A.
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