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RESUMEN

El epitelio superficial ovarico (OSE) es una monocapa de células que rodea al
ovario; participa durante la ovulacién y es también importante en la carcinogénesis
ovarica. En el laboratorio hemos mostrado la expresion funcional de un sistema de
sefalizacion purinérgica en las células somaticas y germinales del ovario; esto
sugiere que el ATP es un modulador fisiolégico intraovarico que ejerce sus
acciones a través de receptores P2Y y P2X. Los receptores P2X forman canales
cationicos activados por ligando, son conocidos siete diferentes subtipos de estas
moléculas. Se ha documentado que la activacién de P2X7 promueve la liberacion
de citocinas pro-inflamatorias e induce apoptosis, procesos fundamentales para la
ovulacion. Evidencias previas sugerian que el receptor P2X7 se expresaba de
manera especifica en el OSE de ratén. Aqui confirmamos que P2X7 es expresado
en el OSE de ratén utilizando ensayos de inmunofluorescencia. Mostramos
ademas que a lo largo del ciclo estral, el nivel de expresion, evaluado por la
intensidad de fluorescencia, fue mayor en el OSE adyacente a los foliculos
antrales durante la etapa del proestro. La activacidon especifica de P2X7 aplicando
el agonista BzATP in vivo, provoco la apoptosis del OSE que fue analizada
utilizando la técnica de TUNEL. Este efecto fue de mayor intensidad durante el
diestro y el proestro, y fue bloqueado por A438079, antagonista especifico de
P2X7. La expresion del receptor P2X7 en el OSE y su habilidad para inducir

apoptosis sugiere su participacién en el proceso de ovulacion.

Palabras clave: Apoptosis, receptor P2X7, epitelio superficial ovarico.



SUMMARY

The ovarian surface epithelium (OSE) is a monolayer of cells that surrounds the
ovary; it is involved in ovulation and is also important in ovarian carcinogenesis.
Our group had shown the functional expression of a purinergic signaling system in
the somatic and germ cells of the ovary, suggesting that ATP is an intraovarian
physiological modulator. ATP exerts its actions through P2X and P2Y receptors.
P2X receptors are ligand-gated cation channels; seven different subunits are
known, that combine to form functional trimeric channels. It has been documented
that the activation of P2X7 promotes the release of pro-inflammatory cytokines and
induces apoptosis, processes that are essential for ovulation. Previous evidence
suggests that the P2X7 receptor is specifically expressed in the mouse OSE. Here,
using immunofluorescence assays, we confirmed that P2X7 is expressed in this
ovarian structure in the mouse. We used fluorescence intensity to show that during
proestrus phase of the estrous cycle, the P2X7 expression level was greater in the
OSE adjacent to the antral follicles. The specific, in vivo activation of P2X7 by the
agonist BzATP caused apoptosis in the OSE, as detected by the TUNEL
technique. This effect was most intense during diestrus and proestrus day, and
was blocked by A438079, a specific antagonist of P2X7. P2X7 receptor expression
in the OSE close to antral follicles and its ability to induce apoptosis suggest a

possible role in the ovulatory process.

Key words: Apoptosis, P2X7 receptor, ovarian surface epithelium.



DEDICATORIAS

A mis padres.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) (becaria No. 289595), asi
como a la Direccion General de Estudios de Posgrado de la UNAM (cuenta No. 511006612) por el

apoyo economico otorgado durante la realizacién de este proyecto.

Al Instituto de Neurobiologia de la UNAM por la oportunidad de formarme como Maestra en

Ciencias (Neurobiologia).

Agradezco a mis tutores el Dr. Francisco Vazquez Cuevas y el Dr. Rogelio Arellano Ostoa por su
apoyo para la realizacion del presente trabajo de investigacion y por permitirme formar parte del
laboratorio D-13 del Instituto de Neurobiologia, UNAM.

Al comité tutor formado por la Dra. Maricela Luna Mufioz y la Dra. Stéphanie Thebault por sus

atinadas observaciones en cada tutoral y las correcciones al escrito.

De manera especial a la Dra. Edith Garay Rojas por todo el apoyo en la realizacion del proyecto y

sus atinados comentarios.

A los miembros del Jurado de examen de grado integrado por el Dr. Gonzalo Martinez de la
Escalera Lorenzo, la Dra. Guadalupe Garcia Alcocer, la Dra. Maricela Luna Mufioz y el Dr. Mauricio

Diaz Mufioz, por servirse a leer este escrito.

Al Sr. Horacio Ramirez Leyva auxiliar del laboratorio por su apoyo técnico. A la Ing. Nydia
Hernandez Rios por su apoyo en la adquisicién de las imagenes de microscopia confocal, a la M.
en C. Lorena Lépez Sanchez por su apoyo con el procesamiento de las muestras de tejido, al
M.V.Z. Martin Garcia Servin encargado del Bioterio del Instituto de Neurobiologia. A la M. en C.
Leonor Casanova Rico por el apoyo con los tramites administrativos a lo largo de la maestria. Al
Dr. Francisco Javier Valles Valenzuela responsable de la biblioteca de la UNAM campus Juriquilla.
A la Dra. Dorothy Pless por la revision del resumen en inglés. A todos mis compafieros del

laboratorio D-13 por el apoyo técnico y moral.



iINDICE

RESUMEN. ... e e i
SUMM A RY .. e i
AGRADE CIMIENT OS .. .. e i
DEDIC AT ORIAS . ... iv
1. INTRODUCCION. ... ..o, 1
1.1 FOICUIOGENESIS. ... e 1
1.2 El epitelio superficial ovarico (OSE) de mamifero.............................. 1
1.3 CiClo @Stral. ... 5
1.4 Funcién del OSE en laovulacion.............ccoooiiiiiiiiic i 7
1.5 Aspectos fisiopatoldgicos del OSE............oooiiiiiiiiii 12
1.6 EI ATP como transmisor intercelular..................ocoooone. 13
1.7 Sistema PUMNErgiCO. ........uieii e 15
1.8 Elreceptor P2XT ... 18
1.9 Apoptosis en el OVario.........coeiiiii i 21
1.10 El sistema purinérgico en el ovario.............ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiee, 23
2. ANTECEDENTES. ... ..o e 26
B.JUSTIFICACION. ..o, 27
A HIPOTESIS........ooiiiiiiii oo 28
5. OBUETIVOS . ... 29
5.1 Objetivo General...... ..o 29
5.2 Objetivos Particulares. ....... ..o 29
6. MATERIAL Y METODOS ... ...ooooiimiiee e, 30
6.1 Animales y registro del cicloestral..............oooiiiiiii i 30
6.2 REACHVOS. ...t 30
6.3 Obtencidn de las rebanadas de ovario............coceviiiiiiiii i, 31
6.4 Histologia del ovariode raton...............cooooiiiiiii i 32
6.5 INMUNOflUOrESCENCIA. ... ..o 32

6.6 Microinyeccion en el espacio intrabursal del agonista y del antagonista
del reCePIOr P2 X7 ... e 34



6.7 Deteccion de la fragmentacion del ADN: TUNEL............................. 34

6.8 Analisis estadistiCoS..........cooiiii 35
7. RESULT ADOOS ... e 37
7.1 Registro del ciclo estral enraton.............coooiiiiiii i, 37
7.2 Analisis histologico del ovariode raton.............c.ooooiiiiiiiiiiic i 38
7.3 Expresidon de los marcadores de epitelio en el OSE de raton............. 40

7.4 Expresion del receptor purinérgico P2X7 en el epitelio superficial ovarico
de raton a través del cicloestral..............oooiii i 43
7.5 Co-localizacion del receptor purinérgico P2X7 y la citoqueratina en el
epitelio superficial ovaricode raton..............coooiiiiiiiiiiii 51

7.6 Induccidn in vivo de la apoptosis en el OSE a través del ciclo estral por

la activacion del receptor P2X7 ..o 53
8. DISCUSION. ......ouiiiiiiiiiiiiie e 62

8.1 ATP como mensajero extracelular en el ovario................................ 62

8.2 Expresidn del sistema purinérgico en el ovario....................coevenie 63

8.3 Expresion del receptor P2X7 en el OSE de ratdn a través del ciclo estral

P2X7 en las distintas fases del cicloestral..................cooiiiinn . 65
8.5 P2X7 y su relacion con el proceso de ovulacion.....................o.oe.eee. 66
9. CONCLUSIONES. ... e 68
10. REFERENCIAS . ... ..o e 69
INDICE DE FIGURAS ... ..o, 84
LISTADE ABREVIATURAS. . ... 86



1. INTRODUCCION

1.1 Foliculogénesis

La foliculogénesis en mamiferos incluye: 1) la diferenciacion de las células
germinales primitivas derivadas del epiblasto extraembrionario, 2) el reclutamiento
de los foliculos primordiales, 3) la diferenciacién y proliferacion de las células de la
granulosa y células de la teca que rodean completamente a cada ovocito, 4) un
continuo crecimiento folicular junto con la maduracion meio6tica, 5) la seleccion del
foliculo y, 6) la ovulaciéon (Baird & Mitchell, 2002; Vanderhyden, 2002).

El crecimiento folicular involucra a las células de la teca y a las células de la
granulosa. Se pueden distinguir dos etapas en el mismo: la temprana, que es
independiente de las gonadotropinas, y la antral, dependiente de la accién
combinada de las gonadotropinas (hormona luteinizante, LH y foliculo estimulante,
FSH) y de los esteroides ovaricos. El pico preovulatorio de la LH induce la
maduracion meidtica y la expansion del cumulus, requisitos para la extrusion del
complejo formado por el ovocito y las células del cumulus. Una vez llevada a cabo
la ovulacion, las células de la granulosa y las células de la teca se transdiferencian
hacia un fenotipo luteal (Baird & Mitchell, 2002; Velazquez & Mendieta, 2005).

1. 2 El epitelio superficial ovarico de mamifero

En mamiferos la superficie ovarica se encuentra cubierta por un epitelio
simple cubico, el epitelio superficial ovarico llamado OSE por sus siglas en inglés
(Ovarian Surface Epithelium) (fig. 1). Durante las etapas tempranas del desarrollo
embrionario, el epitelio celdmico derivado del mesodermo que recubre a la futura
gonada dara origen al OSE. Luego del quinto mes de vida prenatal en humano,
éste se estratifica, y en la etapa postnatal es reemplazado por un epitelio simple y
cubico que se conserva en el individuo adulto. EI OSE se dispone en un sélo
estrato que descansa sobre una lamina basal que lo separa de la tunica albuginea

subyacente (fig. 2). La tunica albuginea estd compuesta por una densa capa de



tejido conectivo y fibroblastos que separan al OSE del estroma ovarico (Auersperg
et al., 2001; Chuaire-Noack et al., 2008) y de la circulacion, esto limita el acceso

de factores sistémicos (Auersperg & Woo, 2004).
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Figura 1. Esquema de la estructura del ovario de humano adulto. La superficie del ovario esta
revestida de una monocapa de células epiteliales, el epitelio superficial ovarico (OSE). La region
medular esta compuesta por grandes vasos sanguineos, fibroblastos y masculo liso. Se muestra la
poblacién de los foliculos en diferentes estadios del crecimiento, desde foliculos primordiales hasta
foliculos de De Graaf. El foliculo de De Graaf esta conformado por una cavidad antral, células del
cumulus, células de la granulosa, y células de la teca que rodean al ovocito. El foliculo que ha
ovulado se transforma en un cuerpo luteo que secreta progesterona y posteriormente degenera en
cuerpo Albicans (Modificado de Naora & Montell, 2005).

Las células del OSE estan unidas lateralmente por contactos intercelulares
como los desmosomas, uniones estrechas (Auersperg & Woo, 2004), uniones
comunicantes (Vanderhyden et al., 2004), integrinas (Kruk et al., 1994) y caderinas
(Hudson et al., 2008; Sundfeldt et al., 1997) que mantienen la integridad del

2



epitelio; tienen numerosas microvellosidades apicales y vesiculas endociticas que
permiten la absorcién de sustancias (Auersperg & Woo, 2004; Vanderhyden et al.,
2004). Estudios de inmunohistoquimica han mostrado que el OSE expresa un
fenotipo epitelio-mesenquimal. Por ejemplo, el OSE de humano adulto expresa a
la citoqueratina 7, 8, 18 y 19, filamentos que caracterizan a los epitelios simples
(Auersperg et al., 1994; van Niekerk et al., 1991). Ademas expresa al filamento
vimentina, secreta diversos tipos de colagena (tipo | y Ill) (Auersperg et al., 1994),
proteasas de degradaciéon de la matriz (Kruk et al., 1994) y expresa proteinas de
adhesioén dependientes de calcio como la N-caderina (Davies et al., 1998) y la E-
caderina (frecuente en OSE metaplasico de humano) (Hudson et al., 2008), dichas
proteinas caracterizan a las células mesenquimales. La E-caderina se expresa
constitutivamente en el OSE normal de cerdo (Ryan et al., 1996), de rata (Hoffman
et al., 1993) y ratén; se sabe que dicha expresion es regulada por los estrégenos y
la progesterona (P4) (MacCalman et al., 1994). Las caderinas no solamente
median la adhesion célula-célula, también pueden regular indirectamente la

expresion de genes por su asociacion con las cateninas (Davies et al., 1998).
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Figura 2. Corte histolégico de un ovario ovino. Tincidon con hematoxilina y eosina. Las células
del epitelio presentan un nucleo grande con un nucléolo prominente. La tunica albuginea y el
estroma ovarico subyacen al OSE. Barra de escala 10 ym (Modificado de Murdoch & McDonnel,
2002).




Por otro lado, el OSE se caracteriza por expresar al factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (llekis et al., 1997; Rodriguez et al., 1991), al factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) (Jindal et al., 1994), receptores a
estroégenos (RE) y a la P4 (RP) (Lau et al., 1999).

La funcién que desempefa cada uno de estos factores en la regulacién del
crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion del OSE no ha sido del todo
estudiada y algunos datos han arrojado controversias respecto al papel que
pudieran desempefar in vivo versus los efectos observados en los modelos in
vitro. EI EGF ha sido uno de los factores mas estudiados en el ovario, en donde se
le han atribuido varios efectos incluyendo la inhibicion de la acciéon de la FSH y de
la produccién de estrogenos (Hsueh et al., 1981), la induccién de los receptores de
LH (Mondshein & Schomberg, 1981), entre otros. En el epitelio ovarico, se ha
propuesto por estudios realizados en OSE de humano y de conejo (Berchuck et
al., 1993; Pierro et al., 1996) que el EGF es liberado a partir de las plaquetas
durante la hemorragia que acompana al rompimiento folicular. La acumulacién del
EGF en el OSE adyacente al sitio de ovulacion podria contribuir con la reparacion
tisular postovulatoria, promoviendo la proliferacién celular (Auersperg et al., 2001).

Otro de los factores autocrinos que actuan en el OSE es el TGF-, el cual
contrarresta el efecto del EGF inhibiendo el crecimiento sin inducir apoptosis en el
epitelio ovarico. Por el contrario, el factor de crecimiento de queratinocito (KGF)
promueve su proliferacion (Auersperg et al., 2001).

El factor de crecimiento hepatocitario (HGF) es producido por las células del
estroma ovarico y su efecto paracrino sobre el OSE depende de la presencia o
ausencia de la lamina basal. En cultivo el HGF reduce los contactos intercelulares
mediados por la N-caderina e induce la apoptosis (Gulati & Peluso, 1997),
mientras que cuando las células del OSE son cultivadas sobre una matriz
extracelular, el HGF se comporta como un factor que induce proliferacion (Hess et
al., 1999). Durante la fase folicular tardia los niveles de HGF regulados por
hormonas esteroideas y citocinas aumentan, posteriormente disminuyen en la

ovulacién y vuelven a aumentar durante la fase luteal. Estos cambios podrian



estar involucrados en el rompimiento de la pared del foliculo preovulatorio y en la
proliferacion postovulatoria (Negami et al., 1995).

Dentro de los factores paracrinos que estimulan la proliferacion del OSE
también se encuentra el factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) (Auersperg et al., 2001).

Con respecto a la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) se ha
demostrado que actia como un inhibidor autocrino del crecimiento del OSE,
mientras que las gonadotropinas estimulan su proliferacién en cultivo. Se ha
propuesto que los esteroides ejercen efectos indirectos sobre la proliferacion del
OSE al mediar la disminucion del receptor a GnRH e inducir un aumento en los
niveles de HGF y EGF (Auersperg et al., 2001).

En cultivos de OSE humano se ha observado que secreta citocinas
incluyendo a la IL-1 (Marth et al., 1996), IL-6 (Ziltener et al., 1993) y IL-18 (Wang
et al., 2002). Dichas citocinas participan en la proliferacion celular del OSE (Marth

et al., 1996), el crecimiento folicular y la ovulacién (Ziltener et al., 1993).

1.3 Ciclo estral

El OSE no sélo tiene la funcién de transportar y secretar sustancias desde y
hacia la cavidad peritoneal sino que también participa de manera activa durante el
rompimiento de la pared del foliculo ovulatorio y en la reparacion tisular
postovulatoria (Auersperg & Woo, 2004).

La ovulacibn en mamiferos es un proceso que se encuentra finamente
regulado por cambios en los niveles hormonales de las gonadotropinas y de los
esteroides ovaricos. Justamente son estos cambios en los niveles hormonales los
que determinan, de manera particular el ciclo estral en roedores y el ciclo
menstrual en humanos.

El ciclo estral fue descrito inicialmente en la rata por Long y Evans (1922),
dicho ciclo tiene una duracion de aproximadamente 5.4 dias y comprende cuatro

fases: estro, metaestro, diestro y proestro. Estos investigadores también realizaron
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una descripcion detallada de los tipos celulares presentes en los exudados
vaginales que podian predecir con mucha exactitud la fase del ciclo estral en el
que se encontraba la rata (Freeman, 1994). Butcher et al. (1974) estudiaron los
niveles hormonales de las gonadotropinas y de los esteroides ovaricos detectados
en el plasma sanguineo a través del ciclo estral de la rata (fig. 3) (Butcher et al.,

1974). Dichos estudios se describen a continuacion.
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Figura 3. Niveles hormonales en el ciclo estral de la rata. Concentraciones de P4, estradiol, LH
y FSH obtenidas en intervalos de 2 h del plasma sanguineo de ratas adultas en cada dia del ciclo
estral. Los valores se muestran como la media * error estandar. Las barras verticales grises

indican el periodo de oscuridad (Modificado de Butcher et al., 1974).

El metaestro o diestro-1, tiene una duracion de 6 a 8 h, esta fase
corresponde al periodo del desarrollo inicial del cuerpo luteo que produce P4
durante la tarde del metaestro y el inicio de la siguiente fase. El frotis vaginal tipico
del metaestro muestra una gran cantidad de leucocitos y algunas células
epiteliales escamosas cornificadas. Posteriormente durante la mafana del diestro
(diestro-2, 55-57 h) el cuerpo luteo maduro secreta niveles altos de P4 y esta fase

finaliza con la luteolisis o degeneracion del cuerpo luteo cuando no se lleva a cabo
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la fertilizacion del ovocito; de esta manera decaen los niveles de P4 y comienzan a
aumentar los niveles de estradiol (E2). En el frotis se observan unicamente
leucocitos. La siguiente fase corresponde al proestro (12-14 h), el cual comprende
un periodo de crecimiento folicular bajo la influencia de la FSH (primer pico). Con
el crecimiento de los foliculos aumenta la secrecion de P4 (secretada por las
células de la granulosa de los foliculos preovulatorios) y E2 que alcanzan un pico
maximo durante la tarde del proestro, el cual constituye un asa de
retroalimentacion negativa que inhibe la secrecion de FSH. Los picos de P4 y E2
ocurren de manera simultanea al pico preovulatorio de la LH. En el frotis vaginal
es comun observar células epiteliales nucleadas y en algunas ocasiones se
observan células escamosas cornificadas. Estas células epiteliales cornificadas,
sin nucleo y con forma irregular predominan en el frotis vaginal de las ratas en
estro (del griego “oistros”). Durante el estro (25-27 h) los niveles de esteroides
regresan a un nivel basal y surge un segundo pico de la FSH justo antes de la
ovulaciéon, que decae en el estro tardio. El pico de la LH que induce la ovulaciéon
durante la mafiana del estro disminuye considerablemente durante esta fase hasta
que el patrén de pulsos tipico de esta hormona es ausente. Los pulsos de LH

vuelven a ser generados cuando se reinicia el metaestro (Freeman, 1994).

1.4 Funcion del OSE en la ovulaciéon

La ovulacion es un evento biolégico unico que es esencial para el éxito
reproductivo de la mayoria de las especies y es definido como el proceso por el
cual un ovocito es liberado del ovario hacia el oviducto donde podra ser fertilizado
(Richards, 2002).

El proceso de ovulacion que ocurre en respuesta al pico de la LH, se
conserva en todas las especies de mamiferos. La LH inducida por los estrégenos
y secretada por la adenohipdfisis, actua sobre receptores acoplados a proteina G
(Espey & Lipner, 1994), ampliamente distribuidos en las células de la granulosa
(Meduri et al., 1996; Rani et al., 1981), células de la teca (Braw-Tal et al., 2005;
Meduri et al., 1996) y en las células del OSE (Kuroda et al., 2001). Durante este

proceso la LH activa principalmente cuatro eventos involucrados en la ovulacién:
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1) la reanudacién de la segunda divisidbn meibtica que es detenida en la metafase
hasta que el ovocito sea fertilizado (Channing et al., 1978), 2) la expansion del
cumulus, que implica un cambio en el citoesqueleto de las células del cumulus del
foliculo dominante, la sintesis de acido hialurénico (AH) y con ello un aumento en
el volumen antral (Chen et al., 1993), 3) la expulsién del complejo ovocito-células
del cumulus y 4) la luteinizacion de las células de la granulosa y de la teca
(Channing et al., 1978).

Los cambios en la estructura del foliculo dominante, son los responsables
de que se expanda hacia la periferia del ovario para ser ovulado (Freeman, 1994).
Con ello se generan cambios estructurales en el tejido que delimita el sitio de
ruptura (Parr, 1975). Inicia el adelgazamiento en las densas capas de colagena
conformadas por la teca externa y la tunica albuginea, que rodean al foliculo
ovulatorio y al ovario completo, respectivamente (Espey & Lipner, 1994). En este
momento el foliculo sobresale en el ovario formando el denominado estigma o
“‘macula pelucida” que es el vértice de la protrusion. Poco después del pico de la
LH, el flujo sanguineo aumenta en la pared del estigma, hay una hemorragia y con
ello la liberacion de prostaglandinas, histamina, vasopresina y el activador del
plasminégeno, que van a constituir un paso esencial para que se desencadene
una cascada de sefalizacién que culmina con la sintesis local de enzimas que
degradan los componentes de la matriz extracelular. Estas enzimas que son
llamadas metaloproteasas de matriz (MMP), generan wuna reaccidbn que
desembocara en el rompimiento de la pared del estigma (Freeman, 1994).

Justo antes de que se lleve a cabo la extrusion del ovocito, las fimbrias
ciliadas del oviducto se aproximan al estigma y poco tiempo después el ovocito se
desprende de las células de la granulosa y es expulsado pero no de manera
aislada, sino en un complejo celular conformado por el ovocito, la zona pelucida y
las células del cumulus que lo rodean. Finalmente, el ovocito viaja a través del
fluido liberado hacia el oviducto (Freeman, 1994).

Se han identificado una gran cantidad de genes que se encuentran
involucrados en el proceso de ovulacion, la mayoria de ellos se asocia con la

reaccion inflamatoria aguda (Spanel-Borowski, 2011). Se sabe que en gran parte,
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las MMP son las responsables de generar esta reaccién inflamatoria que culmina
en la ruptura de la pared del foliculo (Freeman, 1994).

Con respecto al papel del OSE en la ovulacion, diversos estudios han
obtenido resultados un tanto controversiales en modelos in vivo. En estudios
realizados por el grupo de Stouffer en ovarios de primates no humanos se observo
que cuando el OSE era retirado del apice del foliculo preovulatorio 36-48 h antes
de la ovulacién (protocolo de corto plazo), el rompimiento folicular ocurria. Esto no
pasaba bajo el mismo protocolo cuando se removia todo el epitelio con
detergente. Utilizando un protocolo de largo plazo, es decir cuando la
epitelioctomia (con detergente) se realizaba seis semanas y 12 meses antes del
analisis histologico, el rompimiento del foliculo ocurria normalmente en todos los
casos. En todos los grupos bajo estudio, el ciclo menstrual y los niveles de E2 y
P4 permanecieron normales. Sin embargo, el epitelio fue reemplazado hasta un
33% y esto podria ser la causa de que la ovulacién se siga presentando (Wright et
al., 2010; Wright et al., 2011). En los ovarios de conejos a los cuales se les ha
removido mecanicamente todo el epitelio, la ovulacion ocurre de manera normal
(Rawson & Espey, 1977). Por el contrario, han encontrado que en la rana (Schuetz
& Lessman, 1982), el cerdo (Hall et al., 1993) y la oveja el proceso de ovulacion
requiere de la presencia del OSE (Colgin & Murdoch, 1997). Schuetz y Lessman
(1982) demostraron que el epitelio superficial de los foliculos ovaricos en la rana
era esencial para el proceso de ovulacidén, pues cuando se disecaba el epitelio
manteniendo la teca intacta, no se observaba la ovulacion en los foliculos tratados
con homogenados de hipéfisis o0 P4 (Schuetz & Lessman, 1982). Colgin y Murdoch
(1997) observaron que el rompimiento folicular en ovejas se inhibia cuando el OSE
era removido quirdrgicamente a las 8 h de inducir la ovulacién con GnRH (Colgin
& Murdoch, 1997).

Se ha propuesto que el OSE participa activamente durante el proceso de
ovulacioén (ver figura 4) (Murdoch & McDonnel, 2002). Durante el dia del proestro
el E2 aumenta la expresion de los receptores a LH localizados en las células
epiteliales (Murdoch et al., 1999). La LH desencadena una cascada de

sefalizacion que activa enzimas en las células del OSE, encargadas de inducir
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colagenasas que degradan la tunica albuginea y la pared apical del foliculo
ovulatorio. La degradacion del tejido conectivo comienza en el OSE y avanza
hacia la teca folicular durante la ovulacién (Bjersing & Cajander, 1975).

Por un lado, las células del OSE aledafias a foliculos preovulatorios
secretan el activador del plasmindégeno urocinasa (APu) (Colgin & Murdoch, 1997;
Peng et al., 1993) en respuesta al pico de la LH (Murdoch et al., 1999). Se sabe
que la administracion de anticuerpos contra el APu en ovejas con ovulacion
inducida, inhibe el rompimiento del foliculo (Colgin & Murdoch, 1997). Por otro
lado, las células de la granulosa y de la teca a la vez secretan APu y el activador
del plasminogeno de tejidos (APt), contribuyendo al proceso de degeneracion del
tejido. ElI APu induce un aumento localizado de la plasmina, una proteasa de
serina que es sintetizada a partir del zimoégeno plasmindégeno. La plasmina a su
vez activa colagenasas y ademas promueve la liberacién del TNF-a (Murdoch &
McDonnel, 2002). Esta citocina se localiza en el endotelio de los vasos
sanguineos que irrigan la teca y es capaz de potenciar la colagendlisis mediante la
induccion de metaloproteasas (Brannstrom et al., 1995; Murdoch et al., 1997) tales
como la MMP-1 en las células de la granulosa (Tadakuma et al., 1993), la MMP-2
en las células de la teca y fibroblastos (Liu et al., 1998), asi como la MMP-1
(Tadakuma et al., 1993) y MMP-9 en el OSE (Rae et al., 2009); la MMP-1 degrada
la teca y la tunica albuginea, mientras que la MMP-2 degrada las membranas
basales favoreciendo la formaciéon del estigma. La cascada proteolitica inducida
por el TNF-a liberado de las células endoteliales conduce a la muerte celular por
apoptosis en las células del OSE y en la pared apical del foliculo (Murdoch et al.,
1997). La onda apoptética es seguida por necrosis, extravasacion de las células
sanguineas, colapso vascular y una respuesta inflamatoria aguda (Larrick &
Wright, 1990; Murdoch et al., 1999).

Por lo tanto, la ovulacién involucra al menos dos mecanismos de muerte
celular: en primera instancia la apoptosis mediada por el ligando de Fas (FaslL)
(Quirk et al., 1997) y el TNF-a en OSE (Murdoch et al., 1997) y segundo la
necrosis inflamatoria que estd mediada por otras citocinas (Terranova &

Montgomery, 1997). Las células del OSE que sufren apoptosis tienen que ser
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removidas antes de la ovulaciéon. Luego de la expulsidn del ovocito, las células del
OSE contiguas a la lesidn proliferan hasta reparar la superficie de ruptura
(Osterholzer et al., 1985) y restaurar la matriz extracelular de la tunica albuginea
subyacente ya que asumen caracteristicas fenotipicas mesenquimales
(Vanderhyden et al., 2004).

Apoptosis (via Fas y TNF-a)
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Figura 4. Degeneracion tisular durante la ovulacion en mamiferos. La LH procedente de los
vasos sanguineos que irrigan la teca (1), actua a través de sus receptores localizados en la
membrana de las células del OSE, para estimular la secrecion del APu (2). El plasmin6geno
intersticial es convertido a plasmina por el APu (3), activando colagenasas (4) y al TNF-a (5), que a
su vez activa colagenasas como la MMP-1 que degrada la teca y la tunica albuginea (6). La MMP-2
degrada las membranas basales (7). El TNF-a y la activacién de Fas inducen la apoptosis en las
células del OSE (8) formando el estigma (Modificado de Murdoch & McDonnel, 2002).

Estudios in vitro han demostrado que una alta concentracién de estrogenos
induce proliferacion y suprime la apoptosis en las células de OSE. Esto sugiere
que los altos niveles de estrégenos liberados en el fluido folicular durante el
momento de la ovulacién, pueden intervenir en la supervivencia de las células del
OSE aledanas a la lesion, que no han sufrido algun cambio que comprometa su
funcion (Murdoch & Van Kirk, 2002).
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En forma paralela, con el envejecimiento, el ovario tiende a adoptar un
contorno irregular debido a invaginaciones del epitelio en la corteza del ovario.
Estas forman quistes de inclusion en el compartimento del estroma luego de la
proliferacion post-ovulatoria del OSE, la atresia folicular o algun proceso de
inflamacion. Estos arreglos epiteliales pueden o no estar acompafados por
transformaciones metaplasicas y neoplasicas que originan diversos tipos de

cancer epitelial (Chuaire-Noack et al., 2008; Vanderhyden et al., 2004).

1.5 Aspectos fisiopatolégicos del OSE

El OSE esta expuesto constantemente a los cambios ciclicos en las
concentraciones hormonales y factores de crecimiento, a las rupturas periodicas
en los sitios de ovulacion y a la reparacion postovulatoria, bajo este panorama las
células se vuelven mas vulnerables a la acumulacién de mutaciones que podrian
contribuir a la carcinogénesis (Auersperg & Woo, 2004).

A partir de los amplios estudios realizados por Wells (1872) se pudo
constatar que es precisamente en el OSE donde se origina el 90% de los canceres
de ovario en humano (Auersperg et al., 2001; Murdoch & McDonnel, 2002). En
contraste con el peritoneo pélvico extraovarico, el OSE mantiene un fenotipo
celular multipotencial que puede seguir diversas vias de diferenciacién, una de
ellas es la transicion epitelio-mesénquima (TEM) como parte de los procesos de
reorganizacion tisular que se presentan luego del proceso de ovulacion. Las
células del OSE en el sitio de ruptura estan expuestas al EGF, bFGF (Xie et al.,
2011), PDGF (Patel et al., 2010) y TGF- que inducen TEM (Zhu et al., 2010). Se
ha propuesto que la TEM podria funcionar como un mecanismo de homeostasis
que permite incorporar al estroma a las células del OSE atrapadas dentro del
ovario durante la ovulacién. Las células que no sufren la diferenciacién a
mesénquima y mantienen las caracteristicas epiteliales forman agregados que dan
origen a los quistes de inclusion en el estroma. Los quistes de inclusidon pueden
conducir a cambios metaplasicos y neoplasicos, esto dependera de varios factores
como la ovulacion, el nivel de estrégenos y gonadotropinas, la predisposicion

genética y agentes carcinogénicos del ambiente que comprometen la fisiologia del
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ovario (Vanderhyden et al., 2004). Cabe mencionar que los quistes de inclusion se
encuentran en un microambiente que favorece la progresién neoplasica, debido a
que el OSE en estas condiciones (en ausencia de la tunica albuginea) hace
contacto directo con las células del estroma, por lo que queda expuesto a factores
de crecimiento y a citocinas; algunos de estos factores son secretados inclusive
por las mismas células del OSE (Hudson et al., 2008).

En el curso de la formacion de los quistes de inclusion y de la
transformacién neoplasica, el OSE puede diferenciarse en epitelio Miulleriano
(oviducto/trompas de Falopio, endometrio y endocérvix) con el potencial de
progresar a carcinomas en donde el OSE pierde marcadores mesenquimales
(Wang et al., 2003).

Dentro de los marcadores de diferenciacion epitelial se encuentra la E-
caderina, que raramente se expresa en OSE normal de humano, pero es comun

encontrarlo en los carcinomas primarios derivados de OSE (Hudson et al., 2008).

1.6 El ATP como transmisor intercelular

El descubrimiento del papel que desempenan el nucledsido de adenosina
(Ado) y sus nuclettidos, AMP (monofosfato de adenosina), ADP (difosfato de
adenosina) y ATP (trifosfato de adenosina), como un sistema involucrado en
procesos de sefalizacion intracelular, fue hecho por Drury y Szent- Gyorgyi (1929)
cuando demostraron que la adenosina y el AMP podian reducir la contractilidad
cardiaca, incrementar la vasodilatacién coronaria, inhibir la contraccion intestinal, y
producir sedacion en el sistema nervioso central (Drury & Szent-Gyodrgyi, 1929).
Emmelin y Feldberg (1948) por su parte mostraron la accién extracelular del ATP
sobre los ganglios autobnomos (Emmelin & Feldberg, 1948), y en 1959 Holton
realiz6 estudios sobre la liberacion del ATP durante la estimulacién de los nervios
sensoriales del oido de mamifero (Holton, 1959). No fue hasta 1972 que Burnstock
retom6 el papel de las purinas como moléculas mensajeras extracelulares
(Burnstock, 2009; Jarvis & Williams, 2000) y planteé la hipétesis de la transmision
purinérgica derivada de la neurotransmision no adrenérgica no colinérgica o NANC

en el musculo liso de mamifero (Burnstock et al., 1972). Mas tarde se encontrd
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una liberacion no sélo de las neuronas entéricas NANC si no también, de las
terminales nerviosas simpaticas (Su et al., 1971; Westfall et al., 2002), y en 1976
se postulo la existencia de la cotransmision (Burnstock, 1976).

El ATP es almacenado en vesiculas sinapticas y co-liberado con el
glutamato, acido gamma-aminobutirico (GABA), dopamina, noradrenalina,
serotonina y acetilcolina en diferentes poblaciones neuronales del sistema
nervioso central (Burnstock, 2007).

Por otro lado, practicamente todas las células eucariotas liberan ATP vy
expresan en su membrana receptores activados por nucleétidos lo que implica
que, el ATP y los nucledtidos son moduladores extracelulares ubicuos de las
funciones celulares. La liberacion basal de ATP puede incrementarse por una
minima perturbaciéon en la célula (Corriden & Insel, 2010), a través de estimulos
quimicos 0 mecanicos y ejercer acciones paracrinas y/o autocrinas (Saldana et al.,
2005; Saldana et al., 2009; Boucher et al., 2010).

Los nucleétidos y la adenosina pueden ser liberados por casi todos los tipos
celulares, ante una gran variedad de estimulos como la isquemia, la hipoxia, el
estrés mecanico, procesos de inflamacion o cambios osmoéticos (Bodin et al.,
2001). Los mecanismos de liberacion parecen ser diversos e incluye la liberacion
vesicular, transportadores ABC, canales maxi-ion, el receptor P2X7, canales de
conexina, y canales mecanosensibles de panexina (Bao et al., 2004; Burnstock,
2009), la expresion de un determinado mecanismo de liberacidbn parece ser
especifico de cada tipo celular. Cuando el ATP es liberado hacia el espacio
extracelular éste puede ser rapidamente hidrolizado a adenosina por medio de las
ecto-nucleotidasas  (fig. 5) y modular la liberaciébn  de los
cotransmisores simpaticos a través de un mecanismo de retroalimentacion
negativa. Este mecanismo ya habia empezado a ser elucidado por Burnstock
(1978) cuando se conoci6 la rapida hidrélisis del ATP, con ello propuso que la
presinapsis expresaba receptores especificos a adenosina (P1) y la postsinapsis
receptores a ATP (P2) (Burnstock, 2009; Westfall et al., 2002).
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Figura 5. Mecanismos de liberaciéon del ATP y la comunicacién autocrina y paracrina. El ATP
como molécula de sefalizacion intercelular puede ser liberado hacia el espacio extracelular
mediante varios estimulos como el estrés mecanico, la hipoxia, la isquemia y los cambios
osmoticos en la célula, a través de mecanismos, tales como la lisis celular, la apertura de canales
idnicos, activacion de transportadores y la liberacion de vesiculas. EI ATP extracelular puede
actuar de manera paracrina en las células vecinas o de manera autocrina activando receptores
purinérgicos en la membrana de la misma célula que lo libera. EI ATP es degradado en el espacio
intercelular por ecto-nucleotidasas (ENA) que lo convierten en ADP, AMP vy finalmente en
adenosina (Ado), moléculas que también activan receptores membranales (Modificado de Sabirov
& Okada, 2005).

La diversidad de receptores a nucledtidos de adenosina, de ecto-
nucleotidasas y de cinasas que regulan las concentraciones extracelulares de ATP
establecen un sistema versatil, finamente regulado que facilita la generacién de

una amplia gama de respuestas celulares (Corriden & Insel, 2010).

1.7 Sistema purinérgico
Las acciones extracelulares de la adenosina y los nucleétidos son mediadas

por dos familias de receptores purinérgicos, los receptores P1 y P2,
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respectivamente (fig. 6). En el presente trabajo haremos referencia
exclusivamente a los receptores P2, de los cuales se han clasificado dos
subfamilias, los receptores P2X que son canales ionicos activados por ligando y
los P2Y que son receptores de siete pases transmembranales, acoplados a
proteinas G (Burnstock, 2009).

[ Receptores Purinérgicos ]

Ado ATP
=N
Canal GPCR
P2X P2Y

Figura 6. Familia de receptores purinérgicos activados por los nucleétidos de adenosina. La
familia de receptores P1 activados por adenosina (Ado), estan constituidos por siete pases
transmembranales y se encuentran acoplados a proteinas G. La familia de receptores P2 activados
por ATP o ADP, se subdividen en las subfamilias P2X y la P2Y. Los P2X son receptores canal
activados por ligando, cada trimero esta constituido de subunidades conformadas por dos dominios
transmembranales (M1 y M2). Mientras que la subfamilia P2Y son receptores de siete pases
transmembranales acoplados a proteinas G. S-S, puentes disulfuro; I-VIl, dominios

transmembranales (Modificado de Fields & Burnstock, 2006).
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La estructura de los receptores P2Y consiste en siete segmentos
transmembranales, un amino terminal extracelular y un carboxilo terminal
intracelular. Los receptores P2Y reconocen como agonistas selectivos a distintos
nucledtidos de adenina o uridina. El grupo mayoritario de receptores P2Y1, P2Y2,
P2Y4, P2Y6 y P2Y11 esta acoplado a proteinas Gq, que activa a la fosfolipasa C
(PLC) y eleva los niveles de inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG) que
activa a la proteina cinasa C (PKC). El IP; promueve la movilizacion de Ca?* de los
reservorios intracelulares. El receptor P2Y11 se acopla ademas a la proteina Gs,
activando a la adenilato ciclasa (AC) y con ello aumentando la produccion de AMP
ciclico (AMPc). Los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 estan acoplados a la
proteina Gi que inhibe a la AC, regulan canales ionicos, y activan a la cinasa de
fosfolipidos (PI3K) (Erb et al., 2006; von Kigelgen & Wetter, 2000). Las cascadas
intracelulares activadas por estos receptores regulan diversos procesos celulares
incluyendo la proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion, el metabolismo y la
migracion celular (Burnstock, 2009).

Los receptores P2X (ver figura 7) son canales i6nicos triméricos, cada
subunidad posee dos dominios hidrofébicos transmembranales, formados por 20 a
30 aminoacidos. Estos dominios (TM1 y TM2) son responsables de la apertura del
canal y formacién del poro, respectivamente. Ambos estan unidos entre si por un
extenso segmento extracelular que contiene residuos conservados, incluyendo 10
cisteinas que forman puentes disulfuro, 13 glicinas y 2-6 asparaginas que son
sitios de glicosilacion. Ademas el segmento extracelular contiene el sitio de unién
al ATP y una region hidrofébica importante para su regulacion por magnesio, zinc
y otros cationes. El amino y carboxilo terminales se encuentran hacia el interior de
la célula y contienen sitios consenso de fosforilaciéon por la PKC y la proteina
cinasa A (PKA) que modulan su actividad. Tres subunidades iguales o diferentes
forman receptores homoméricos o heteroméricos P2X funcionales. Se han
identificado siete subunidades del P2X1 al P2X7. Estos receptores median el
influjo de sodio y Ca** y el eflujo de potasio conduciendo a una despolarizacién
que activa canales de Ca®" dependientes de voltaje lo que conlleva a un aumento

significativo en la concentracion de Ca?" intracelular ([Ca2+]i). Estos procesos de
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sefalizacion tienen implicaciones funcionales importantes en la propagacion del
impulso nervioso y la contraccion muscular. Notablemente, ni el ADP, ni la Ado, ni

los nucleotidos de uridina activan a estos receptores (Erb et al., 2006).

1.8 El receptor P2X7

El receptor ionotrépico P2X7 denominado inicialmente P2Z, fue identificado
por primera vez en los mastocitos de rata (Cockcroft & Gomperts, 1979) y
posteriormente fue clonado por el grupo de Surprenant, a partir del cerebro de rata
(Surprenant et al., 1996). A diferencia de los demas receptores P2X, éste forma un
canal homomérico (Torres et al., 1999) que al ser activado presenta caracteristicas
muy peculiares que lo distinguen de los otros miembros de la familia. Entre ellas
se conoce que 1) el unico ligando endégeno capaz de activarlo es el ATP en
concentraciones en el rango alto uM (Chakfe et al., 2002), 2) la respuesta inducida
por la estimulacion del receptor, no desensibiliza en presencia del agonista (Cario-
Toumaniantz et al., 1998), 3) la activacion sostenida del receptor es capaz de
inducir la formacioén reversible del denominado “megaporo” que permite el paso de
moléculas de hasta 900 Da y que se ha postulado esta constituido por la
asociaciéon del receptor P2X7 con la panexina 1 (Panx1) (Pelegrin & Surprenant,
2006), 4) se ha observado en distintos sistemas celulares que esta activacion
induce la muerte celular por apoptosis (Di Virgilio, 1995; Schulze-Lohoff et al.,
1998; Vazquez-Cuevas et al., 2006).

El receptor P2X7 se expresa abundantemente en células de linaje
hematopoyético, incluyendo mastocitos (Wareham et al., 2009), eritrocitos (Sluyter
et al., 2004), monocitos, macréfagos periféricos, linfocitos B (Collo et al., 1997),
linfocitos T (Chused et al., 1996) y células de Langerhans epidérmicas (Georgiou
et al., 2005). En el sistema nervioso central (SNC) el receptor se encuentra
expresado en las células de Schwann (Colomar et al., 2001), astrocitos (Kim et al.,
2001) y microglia (Chakfe et al., 2002; Ferrari et al., 1997a). En los macréfagos
(Ferrari et al., 1997b) y la microglia el receptor juega un importante papel en la
liberacién de la IL-1B (Chakfe et al., 2002; Ferrari et al., 1997a).
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El receptor P2X7 esta constituido por tres mddulos: 1) el moédulo que censa
la union al ATP, 2) la region del poro del canal embebido en la membrana y 3) el
modulo que censa sefiales intracelulares y que se encuentra directamente
relacionado con el dominio transmembranal dos (TM2), el cual es esencial para la
funcién del canal. Por lo que, la apertura del poro esta bajo el control de una
porcion extracelular y otro en la regién citoplasmatica. Con respecto al COOH se
ha descrito una variedad de proteinas que interactuan a este nivel, pero aun no es
claro como esta interaccion regula la apertura del canal. La presencia de los tres
carboxilos en el homotrimero que forma al receptor, se requieren para la completa
actividad del canal (Becker et al., 2008).

En la mayoria de las células, bajo condiciones normales, la concentracion
intracelular de ATP se encuentra en el rango de ~1 mM, mientras que en el medio
extracelular la concentracion de ATP es baja (UM) pero es suficiente para activar

respuestas celulares (Corriden & Insel, 2010).

Intracelular N C

Figura 7. Estructura de los receptores P2X. Estructura del cristal del receptor homotrimérico
AzfP2X4. Cada subunidad, representada con un color diferente, esta conformada por dos regiones
transmembranales, el asa extracelular externa y el amino (N) y carboxilo (C) terminal intracelular.
Se muestra la N-acetilglucosamina y los residuos de asparagina glicosilados (Modificado de
Kawate et al., 2009).
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La sefializacién de ATP pudo haber surgido como una sefial de peligro en
respuesta a la liberacion masiva de ATP que ocurre a partir de células que han
sufrido algun dafio es decir, durante procesos de inflamacion, dano tisular (hipoxia
o isquemia) o presencia de patégenos (LPS: lipopolisacarido, endotoxina derivada
de bacterias) (Corriden & Insel, 2010). Por ejemplo, los neutréfilos en presencia de
componentes microbianos, liberan una concentracion alta de ATP que actua de
manera autocrina para dirigir la migracion celular y la fagocitosis (Chen et al.,
2006). Las células apoptoticas lo hacen como una sefial paracrina de
reconocimiento para promover la fagocitosis (Elliott et al., 2009). Los macréfagos y
la microglia liberan al igual concentraciones altas de ATP hacia el espacio
extracelular que activaran receptores purinérgicos en células vecinas.

La estimulacién del receptor P2X7 induce respuestas que dependen
principalmente del influjo del Ca®*. Entre las proteinas sefializadoras reguladas por
la actividad el receptor P2X7 podemos mencionar a la proteina G pequefia Rho, la
via de Rho/p38 se encuentra involucrada en la secrecién de IL-13 a través de la
reorganizacion de los filamentos de actina (Di Virgilio, 2007; Potucek et al., 2006).

Por otro lado, se sabe que la activacion de P2X7 en varios modelos
celulares induce la fosforilacién de las cinasas ERK, por mecanismos que podrian
involucrar la transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidermal y/o
otros elementos de sefializacion como la PKC (Steffano et al., 2005). También se
ha demostrado que en osteoblastos estimula la actividad de factores de
transcripcion como el factor nuclear-kB (NF-«B) que regula la expresion de genes
inflamatorios como la cicloxigenasa 2 (COX-2) y la sintetasa de éxido nitrico
(INOS) (Genetos et al., 2011).

Por otro lado, se ha visto que la activacion de la fosfolipasa D (PLD)
inducida por la estimulacion del receptor P2X7, activa a la caspasa 1 que lleva a
cabo el corte de la pro-IL-13 en IL-1B8 madura la cual sera liberada de la célula. Se
sabe que las citocinas pro-inflamatorias a su vez regulan a la alta la expresién del
receptor P2X7 e incrementan su sensibilidad al ATP (Narcisse et al., 2005). En

este contexto, el ATP como transmisor intercelular actia como una sefial pro-
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inflamatoria durante la inflamaciéon aguda que ocurre en tejidos infectados o con
algun dafo (Corriden & Insel, 2010).

Las funciones anteriormente mencionadas para el receptor P2X7 se las han
atribuido al doble papel que ejerce, 1) como canal cationico activado por ligando y
2) como un poro citolitico (Costa-Junior et al., 2011).

El orden de potencia de diferentes agonistas, de la activacion del receptor
es: 3’-O-(4-benzoilo) benzoilo ATP (BzATP) >> ATP >> 2-metiltio ATP (2MeSATP)
> ATP, adenosina 5’-O-(3-tiotrifosfato) (ATPyS) (Ralevic & Burnstock, 1998).

Al igual que con los otros receptores P2X, los cationes divalentes inhiben al
receptor P2X7. El antagonista mas potente es el clorhidrato de 3-[[5-(2,3-
diclorofenil)-1H-tetrazol-1-il] metil] piridina (A438079) (Nelson et al., 2006). El KN-
62 (1-[N,O-bis(5-isoquinolina sulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina) con una
ICs50 de aproximadamente 12 nM. El 2’,3’-Dialdehido ATP (ATP oxidado) es un
antagonista irreversible cuyo efecto requiere de una alta concentracién (Ralevic &
Burnstock, 1998).

1.9 Apoptosis en el ovario

La apoptosis es la muerte celular programada que ocurre en las células
eucaridticas y es observada en una variedad de condiciones fisiolégicas vy
patoldgicas, por ejemplo es esencial en la embriogénesis, en el desarrollo del
sistema inmune y del sistema nervioso sin embargo, se presenta también en
condiciones de estrés, isquemia y en la neurodegeneracion. La apoptosis es un
proceso celular genéticamente regulado que interviene en la homeostasis de la
célula. Se caracteriza por la fragmentacién del material genético, la condensacion
del citoplasma en pequenas vesiculas y la aparicion de cuerpos apoptoticos (Kim,
1995).

Para que inicie un proceso apoptético, la célula debe recibir alguna sefal
extracelular (via extrinseca) o intracelular (via intrinseca), que activa la maquinaria
enzimatica constituida por las caspasas, enzimas que pertenecen al grupo de las
cistein-proteasas. Ambas vias convergen en la caspasa 3. La via extrinseca se

activa cuando el FasL se une a su receptor (Fas) y recluta a un complejo de
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proteinas adaptadoras, que permiten la unién de la pro-caspasa 8, que al ser
activada, activa a las caspasas efectoras 3, 6, 7 y a una proteina pro-apoptoética de
la familia Bcl-2 llamada Bid. Esta induce la liberacién de citocromo C y Apaf-1
(factor activador de la proteasa apoptética) de la mitocondria, formando el
apoptosoma y activando la via intrinseca (Sanchez-Torres & Diosdado-Vargas,
2003).

La via apoptdética intrinseca puede activarse cuando se modifica el potencial
mitocondrial, por ejemplo por una sobrecarga citoplasmica de Ca?', este proceso
induce la translocacion de miembros de la familia Bcl-2 como Bax a la mitocondria.
Se da con ello una liberacion de citocromo C hacia el citoplasma, donde se forma
el apoptosoma que recluta y activa a la pro-caspasa 9 que a su vez, activa a las
caspasas 3, 6 y 7, las cuales son las responsables de los cambios bioquimicos y
estructurales de las células en apoptosis que finalmente son fagocitadas
(Sanchez-Torres & Diosdado-Vargas, 2003).

Esta forma de muerte celular, que es responsable de eliminar células
dafadas, senescentes o potencialmente dafinas para el organismo, es esencial
para el buen desarrollo y funcionamiento del ovario en vertebrados e invertebrados
(Tilly et al., 2004). La apoptosis en el ovario ha sido ampliamente estudiada a
través del ciclo estral (Slot et al., 2006), en las células de la granulosa (Inoue et al.,
2011), células de la teca (Slot et al., 2006), en el OSE (Murdoch & McDonnel,
2002) y en el cuerpo luteo (Sakamaki et al., 1997), en donde se le ha asociado con
procesos como la atresia folicular, la regresion del cuerpo luteo y la ovulacion, por
lo que recibe influencia de la secrecion hormonal (Murdoch & Van Kirk, 2002).

En un estudio empleando extractos de tejido ovarico de rata se midieron a
través del ciclo estral los niveles de expresion proteica de distintas moléculas
apoptéticas y anti-apoptoéticas. Los niveles de expresion de las proteinas Fas, Bax
y la caspasa 3 se encontraron altos alrededor del diestro y bajos durante el
metaestro. En contraste, los niveles de expresion del ligando Fas y la proteina Bcl-
2 son bajos durante el diestro y altos en el metaestro (Slot et al., 2006). Esto
sugiere que el proceso de muerte celular por apoptosis se presenta durante el

diestro que precede a la ovulacion pero no en el dia del metaestro.
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Con respecto a las células del OSE, se conoce que llevan a cabo ciclos de
proliferacion y degeneracion asociados al proceso de ovulacion. Las células
epiteliales adyacentes a los foliculos preovulatorios estan expuestas a agentes
inflamatorios, condicibn que se acompafia de un aumento en la apoptosis
(Murdoch et al., 2001). Estudios in vitro sefalan la induccion de la apoptosis
mediada por Fas en células de OSE de ratdbn que han sido estimuladas con el
factor IFN-y (Quirk et al., 1997).

Durante el proestro, el ligando Fas y la proteina Bax se expresan
mayormente en las células del OSE que rodean al foliculo que sera ovulado a
diferencia del resto de las células epiteliales (Slot et al., 2006). En contraste, las
células del OSE localizadas en los limites de la ruptura folicular sobreviven y en
ellas se ha detectado la expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2.
Probablemente es un mecanismo de proteccion ante el dafio causado por la
ovulacion que podria contribuir con la posterior reparacién de la lesion (Murdoch et
al., 2001). Por otro lado, las células epiteliales que expresan a la caspasa-3 activa,
solo se encuentran en el sitio postovulatorio, sefal que finaliza el proceso de
apoptosis (Slot et al., 2006). El nivel de expresion de las distintas proteinas
apoptéticas y anti-apoptéticas en el ovario, reflejan mecanismos fisiolégicos de
supervivencia para asegurar la ovulacién de un foliculo dominante, la formacion de
un cuerpo luteo y la reparacion del OSE luego de la ovulacion (Slot et al., 2006;
Tilly et al., 2004).

1.10 El sistema purinérgico en el ovario

El desarrollo del ovario esta controlado por factores tanto endécrinos como
neuronales. Durante la embriogénesis los mecanismos neuroenddcrinos, como la
estimulaciéon por péptidos y algunos neurotransmisores (Ahmed et al., 1986),
regulan diversos procesos celulares entre ellos, la induccion de la actividad de
ciertas enzimas que posteriormente participaran en la esteroidogenesis aunque el
ovario aun sea incapaz de responder a las gonadotropinas (George & Ojeda,
1987). La inervacion simpatica del ovario ocurre antes de que los foliculos

primordiales comiencen a desarrollarse (Malamed et al., 1992) y de ella derivan
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dos vias: el plexo ovarico y el nervio ovarico superior (Lawrence & Burden, 1980).
En diversos estudios se ha mostrado que la inervacién simpatica influye sobre el
crecimiento folicular y por ende sobre la funcién ovulatoria (Burden, 1985), por
ejemplo, a través de la regulacion de la actividad de enzimas esteroidogénicas
durante la fase folicular (Delgado et al., 2010). Aunque en estos trabajos los
efectos observados son atribuidos principalmente a la norepinefrina o a la
acetilcolina, es posible que el ATP actuando como co-transmisor pudiera mediar
en estos efectos.

Como ya se menciond, el dafio celular puede incrementar la liberacion de
ATP que actua de manera local sobre los receptores purinérgicos de las células
vecinas (Saldana et al.,, 2005; Saldana et al., 2009; Boucher et al., 2010). De
manera particular, se conoce que en el foliculo ovarico de la rana Xenopus laevis
el estrés mecanico es capaz de generar corrientes entrantes rapidas de cloro (/mec)
que dependen de la apertura de canales de Cl dependientes de Ca®* (Arellano et
al., 2011), las cuales son debidas a la activaciéon de receptores purinérgicos que
se expresan en las células foliculares y que son estimulados de manera paracrina
por el ATP que es liberado a partir del ovocito (Saldafa et al., 2009). También la
liberacion continua de ATP desde el ovocito, actuando de manera paracrina en el
foliculo, provoca la apertura de canales de K™ que son activados a través de un
aumento de los niveles de AMPc en las células foliculares (Saldafa et al., 2005),
estas corrientes de K* han sido involucradas en la regulacién del proceso de
maduracién meidtica del ovocito (Wibrand et al., 1992). Ha sido postulado que la
activacion de las corrientes de K* por ATP es el resultado de la estimulacion de un
receptor heteromérico formado por subunidades P1 y P2Y en las células
foliculares (Arellano et al., 2009).

En el foliculo ovarico de ratdn se ha caracterizado la expresiéon de diversos
receptores purinérgicos incluyendo el P2Y2 expresado en las células del cumulus
y de la granulosa. De manera similar a lo observado en las preparaciones de rana,
la aplicacion de ATP extracelular induce una respuesta despolarizante en el
foliculo de ratdbn como consecuencia de la activacion de los receptores P2Y2, los

cuales pueden generar dos tipos de corrientes, una de CI” dependiente de Cca* y
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una corriente catidnica (Arellano et al., 2002); lo cual parece indicar que los
mecanismos basicos de respuesta a substancias purinérgicas, han sido
conservados evolutivamente en los foliculos ovaricos desde anfibios a mamiferos.
También ha sido demostrada la expresion especifica del receptor P2X7 en las
células de la teca de mamifero, y que su activaciéon provoca la muerte apoptética
de este tipo celular (Vazquez-Cuevas et al., 2006). En este mismo tipo celular, la
estimulacién por UTP de receptores P2Y2 y P2Y6 induce su proliferacion a través
de una via en la que participa la PKC y las ERKs (Vazquez-Cuevas et al., 2010); la
informacion actual indica que la sefalizacion purinérgica presenta una gran
diversidad en las células somaticas del foliculo de mamifero, y que su estimulacion
parece controlar al menos dos de los principales procesos celulares implicados en

la foliculogénesis, la proliferacién y la muerte celular.
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2. ANTECEDENTES

Nuestro grupo de trabajo ha obtenido evidencias de la expresion de
receptores purinérgicos en el OSE. A través de ensayos de inmunofluorescencia,
se detectd la expresion de los receptores P2X1, P2X4, P2X7 y P2Y2 en
rebanadas de ovario de ratén (Juarez, 2006).

Para profundizar en estas observaciones se desarrollé la obtencién de
cultivos primarios de OSE de ratdn; en este modelo in vitro se han realizado
estudios funcionales evaluando cambios en la [CaZ+]i, en respuesta a agonistas
purinérgicos por microscopia de fluorescencia; nuestras observaciones han
evidenciado la expresion funcional de varios receptores P2Y y del receptor P2X7
(Lara-Mejia, 2011; Vazquez-Cuevas et al., 2006; Vazquez-Cuevas et al., 2010;
Vazquez-Cuevas et al., 2012). Las caracteristicas del receptor P2X7 sugiere que
su expresion en el OSE puede tener importantes implicaciones fisiopatoldgicas.

Sin embargo, esta informacién aun no permite integrar aspectos que
involucran al ovario completo, por ejemplo la interaccion de las células del OSE
con los compartimentos folicular, luteal o intersticial del ovario. En este proyecto
estamos interesados en analizar la regionalizacidn de la expresion de los
receptores purinérgicos de tipo P2X7 y su posible interaccién con los foliculos
adyacentes en el ovario in situ y obtener evidencia funcional de estos receptores

en preparaciones que no involucren el aislamiento de las células del OSE.
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3. JUSTIFICACION

El epitelio ovarico superficial es un participante activo en el proceso
ovulatorio, regulando la remodelacion tisular que permitira la expulsién del ovocito
y la cicatrizacion postovulatoria; del mismo modo, un amplio conjunto de
evidencias sefala que es una estructura muy importante en la carcinogénesis
ovarica. No obstante diversos aspectos de su biologia basica no han sido
entendidos por completo, especificamente los efectos celulares que diferentes
sistemas de comunicacion celular ejercen sobre él.

El interés particular del presente estudio es entender algunos aspectos de
la comunicacién purinérgica en el OSE. Nuestro grupo de trabajo ha puesto en
evidencia la expresién funcional de receptores purinérgicos en las células aisladas
del OSE; también nuestros estudios sugirieron la expresion especifica del receptor
P2X7 en esta importante capa celular. Sin embargo, aun no se cuenta con
informacion que nos indique el probable papel fisiolégico de este receptor en el
ovario y su relacién con el ciclo reproductivo.

La propuesta de este trabajo por lo tanto es la de documentar la
regionalizacién de la expresion del receptor P2X7 en el OSE, el comportamiento
de esta expresion a lo largo del ciclo estral, la posible relacidn que tiene la
expresion de P2X7 con respecto al estadio de desarrollo de los foliculos
adyacentes, asi como los efectos provocados por su activacién en preparaciones
in vivo.

La mayor parte de los estudios sobre el OSE se han generado utilizando
cultivos primarios, aunque esta informaciéon es valiosa, se ha observado que las
hallazgos observados in vitro no son consistentes con estudios in vivo, un ejemplo
muy claro es el papel tréfico de las gonadotropinas sobre el OSE humano.

Dados los antecedentes presentados, es evidente la importancia del estudio
de la comunicacion celular en el OSE, por lo que la comunicacidbn mediada por
substancias purinérgicas y la activacion de receptores tales como el P2X7 podrian
ser de importancia para comprender cabalmente la fisiologia del OSE asi como

entender los mecanismos involucrados en el desarrollo de patologias en el ovario.
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4. HIPOTESIS
La expresion del receptor P2X7 en el epitelio superficial ovarico de

mamifero varia durante el ciclo estral y esta relacionada con las caracteristicas de

la poblacion folicular adyacente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar in situ la expresion del receptor purinérgico P2X7 en el epitelio
superficial ovarico de raton y evaluar la activacion de respuestas celulares
especificas inducidas a través de la estimulacién directa con agonistas vy

antagonistas selectivos.

5.2 Objetivos Particulares

1. Determinar la expresion de los marcadores de epitelio citoqueratina y N-

caderina a través de ensayos de inmunofluorescencia en el OSE de raton.

2. Determinar la expresion del receptor P2X7 en rebanadas del ovario de raton
por medio de inmunofluorescencia y analizar el posible patrén diferencial de
expresion durante las distintas etapas del ciclo estral y en regiones

particulares del ovario.
3. A través de la inyeccién intrabursal, estimular a las células del OSE

aplicando agonistas purinérgicos selectivos para los receptores P2X7 y

analizar sus efectos sobre la apoptosis.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales y registro del ciclo estral

En este estudio se emplearon ratones hembra virgenes de la cepa
C57BLACK/6 de 30 dias de edad. Los animales fueron mantenidos bajo
condiciones controladas de luz (12 h luz/ 12 h oscuridad) y de temperatura (22°C).
Se monitored el ciclo estral de las ratonas mediante el analisis diario del frotis
vaginal realizado a la misma hora del dia (11:00 a.m.), el exudado se inici6 a los
30 dias de edad, cuando los animales presentan la apertura vaginal. Los frotis
fueron tenidos por 10 min con hematoxilina y 20 s con eosina y observados con el
objetivo 20X de un microscopio invertido de campo claro (Olympus, PA, USA).

Los animales que mostraron al menos tres o cuatro ciclos regulares de
cuatro dias cada uno, fueron anestesiados y posteriormente perfundidos durante
la mafiana de cada dia del ciclo estral a los 45-60 dias de edad. Los ovarios
fueron disecados para su posterior inclusion en parafina o en medio crioprotector

Tissue-Tek.

6.2 Reactivos

El farmaco BzATP vy el paraformaldehido se obtuvieron en SIGMA-Aldrich,
Inc. EI A438079 fue adquirido en Tocris Bioscience. Las diferentes sales (NaCl,
KCI, Na;HPO4, KH,PO,, y otras) utilizadas en las soluciones fueron de J. T. Baker,
Inc. El estuche comercial Dead End Fluorometric TUNEL System empleado en los
ensayos de fragmentacion del ADN fue adquirido en Promega, Co. El medio de
inclusiéon Tissue-Tek fue adquirido en Sakura Finetek, CA EUA.

Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon anticuerpos
primarios policlonales anti-ratén, generados en conejo: N-caderina fue adquirido
en Abcam, Inc. y P2X7 en Alomone Labs., (Jerusalem, Israel). El anticuerpo
primario monoclonal TROMA-I (citoqueratina Endo-A) generado en raton, fue
adquirido en Developmental Studies Hybridoma Bank (Department of Biology, The
University of lowa).
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Los anticuerpos secundarios anti-IlgG de conejo conjugados a un
fluorocromo y generados en cabra, fueron obtenidos de Invitrogen, Co.; uno de los
anticuerpos esta acoplado a Alexa Fluor 488 y el otro anticuerpo secundario esta
conjugado a Cy5. Un tercer anticuerpo secundario anti-lgG de ratdbn empleado,
estaba conjugado al fluorocromo fluoresceina (FITC), fue generado en cabra y
obtenido de Invitrogen, Co. El medio de montaje Vectashield se obtuvo de Vector
Laboratories, Inc. y contiene el fluorocromo DAPI. El yoduro de propidio fue
adquirido en Life technologies (NY, USA).

6.3 Obtencion de las rebanadas de ovario

Para la perfusion in vivo, los ratones fueron anestesiados con
xilacina/ketamina 1:25 mg/kg de peso corporal (administrada
intraperitonealmente). Se realizé una incisidn toracica, a la altura del esternén y se
expuso el corazon, se introdujo un catéter a través del ventriculo izquierdo, y por
gravedad se perfundié una solucion de NaCl al 0.9% (40 mL) para el drenado de la
sangre y 100 mL de sacarosa al 10% para la conservacion de las estructuras del
tejido.

Posteriormente los ovarios fueron disecados y limpiados del tejido
circundante e incubados por 24 h en paraformaldehido al 4% (PFA) en solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS: NaCl 136 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4, 10 mM,
KH,PO4 1.8 mM, ajustado a pH 7.4 con NaOH), a 4°C para el analisis histolégico o
incluidos en el medio crioprotector Tissue-Tek para los ensayos de
inmunofluorescencia. En este caso, el congelamiento de las muestras fue
realizado rapidamente por inmersion del bloque en 2-metilbutano y acetona
absoluta enfriada en hielo seco. Los bloques fueron almacenados a -70°C.
Finalmente se realizaron los cortes de 20 um de grosor en el criostato (Leica) a
una temperatura de -25°C. Las muestras fueron almacenadas a -25°C hasta su

uso posterior en los ensayos.
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6.4 Histologia del ovario de ratén

Los ovarios fueron fijados en PFA al 4% durante 24 h a 4°C, fueron lavados
y embebidos por 12 h en una solucion de sacarosa al 30%. Luego de un lavado
con PBS 1X, fue necesaria la deshidratacion del tejido para su inclusion en
parafina, por lo que se empled un tren de alcoholes pasando por el alcohol al 60%
(4 h) hasta el xilol (1-2 h). Posteriormente se embebié la muestra por 2 h en
parafina a 56°C y finalmente se incluyd en la misma. Los cortes de 8 um de grosor
obtenidos en un microtomo fueron incubados a 38°C durante 12 h vy
desparafinados con un tren de alcoholes de xilol a alcohol de 60%. Para la tincion
con hematoxilina y eosina se llevo a cabo la inmersion de las secciones de tejido
en un tren de alcoholes xilol-96%, luego fueron sumergidas en hematoxilina (10
min), solucién de Scott (1 min), eosina (30 s) y nuevamente deshidratadas (96%-
xilol). Las secciones de ovario fueron montadas con el medio Entellan y analizadas
mediante un microscopio de campo claro. EI mismo protocolo de tincién fue
empleado para analizar los frotis vaginales, los cuales fueron fijados en PFA al 4%

durante 20 min a temperatura ambiente.

6.5 Inmunofluorescencia

Para la deteccion de las distintas proteinas, el protocolo del ensayo de
inmunofluorescencia fue el siguiente: las secciones de ovario incluidas en Tissue-
Tek fueron fijadas durante 25 min en PFA al 4%, neutralizadas con glicina 100 mM
durante 45 min a temperatura ambiente y se permeabilizaron con acetona
absoluta fria por 5 min. Los cortes fueron lavados con PBS 1X y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con la solucion de bloqueo (leche al 5%). La
incubacion con los anticuerpos primarios (N-caderina 1:200, TROMA-I 1:50 o
P2X7 1:200) se realizé a 4°C durante toda la noche. La incubacién con el
anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488 1:100, FITC 1:200 o Cy5 1:200) en PBS-
Tween 20 0.05% se llevo a cabo durante 1 h a temperatura ambiente. Para el
marcaje de N-caderina y citoqueratina, las muestras fueron tratadas por 20 min
con ARNasa (1 pl) y yoduro de propidio (1 ul) para eliminar todo el ARN en la

muestra y marcar los nucleos (ADN), respectivamente. Para la deteccién del
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receptor P2X7 el marcaje de los nucleos se realizé con DAPI. Posteriormente para
ambos casos, las preparaciones fueron lavadas con PBS 1X y montadas con 20 pl
de Vectashield.

De manera particular, para la deteccion de la N-caderina se empled el
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor 488,
excitado con el laser de argén (488 nm) y cuya emision es cercana a los 517 nm
(senal verde). Para el marcaje de citoqueratina se utilizé un anticuerpo primario de
ratdbn dirigido contra la citoqueratina de raton (TROMA-I) y el anticuerpo
secundario de cabra anti-lgG de ratdn conjugado a FITC, que se excita con el
laser de argdén (488 nm) y su pico de emision se encuentra en 525 nm (sefal
verde).

Para el marcaje del receptor P2X7 se empled el anticuerpo secundario de
cabra anti-lgG de conejo conjugado a Cy5, fluorocromo que es excitado con el
laser HeNe (633 nm) y cuyo pico de emision se encuentra en 670 nm (sefial roja).

Para el doble marcaje de citoqueratina y P2X7 se emplearon secciones de
ovario en parafina, por lo cual se desparafiné el tejido y se rehidraté en un tren de
alcoholes (absoluto-50%). Los epitopes fueron expuestos mediante una solucién
de citrato de sodio durante 20 min en bafio maria a 100 °C. Los lavados se
realizaron en TBS 1X y el bloqueo con leche al 5% fue de una noche a
temperatura ambiente. La mezcla de los anticuerpos primarios, TROMA-I (1:50) y
anti-P2X7 (1:200), fue incubada por una noche a temperatura ambiente. Se
realizaron tres lavados de 10 min cada uno y se incub6 durante 4 h a temperatura
ambiente la mezcla de los anticuerpos secundarios, uno acoplado a FITC (1:200) y
el otro acoplado a Cy5 (1:200).

Para el marcaje de los nucleos se utilizé el fluorocromo DAPI que es
excitado con un laser multifotonico Coherent-XR de longitud de onda de 780 nm o
también se empled el yoduro de propidio excitado con el laser DPSS de longitud
de onda de 561 nm.

Para el analisis de los ensayos de inmunofluorescencia se emple6é un
microscopio confocal Zeiss Axiovert 200 LSM 510 Meta — Multifétonico. Las

imagenes fueron capturadas y procesadas mediante el software LSM 510 Meta
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(Carl Zeiss, NN, Germany) con el que se realizaron las construcciones de las
secciones oOpticas (de 3 ym cada una). Las imagenes fueron almacenadas en
formato TIFF, color RGB. Para la edicion de las imagenes se empled el programa
ImagedJ (National Institutes of Health, USA).

6.6 Microinyeccion en el espacio intrabursal del agonista y del antagonista
del receptor P2X7

Con el fin de analizar la expresion del receptor P2X7 y las respuestas
celulares que media, se emplearon ratones adultos hembra virgenes de la cepa C-
57, y se llevo a cabo un registro del ciclo estral de los ratones a través del frotis
vaginal. Los ratones anestesiados con xilacina/ketamina 1 mg/kg: 25 mg/kg de
peso corporal, fueron sometidos a una cirugia de ovario para inyectar entre la
bursa y el OSE, el agonista (BzATP 100 um) y el antagonista (A438079 10 uM)
purinérgicos selectivos. Esta prueba se realiz6 de la siguiente manera: un ovario
inyectado con el farmaco y el ovario contralateral inyectado con el vehiculo
utilizado (PBS 1X). Para el caso del antagonista, éste se aplic6 durante 3 min y
posteriormente se microinyecté el BzATP. Luego de 12 h de la aplicacion de los
farmacos se realiz6 la perfusién in vivo de los ratones en estudio para visualizar el
efecto. Los animales cuyo frotis vaginal no coincidia con la vascularizacion vy
tamano del utero fueron descartados del estudio con la finalidad de asegurar que

los ratones presentaran un ciclo estral regular.

6.7 Deteccion de la fragmentacion del ADN: TUNEL

La técnica de TUNEL, cuyo nombre en inglés hace referencia a la actividad
catalitica de la enzima transferasa desoxinucleotidil terminal del ADN (TdT), es un
meétodo directo para el estudio de la apoptosis que se basa en la deteccion de la
fragmentacion del ADN in vivo. Durante la apoptosis la fragmentacion del ADN
conduce a un aumento en el numero de los hidroxilos terminales libres 3’ del
mismo, y a estos fragmentos de ~180-200 pb (pares de bases) la enzima TdT
incorpora grupos dUTP (desoxiuridina trifosfato) marcados, que pueden ser

detectados por diferentes métodos. En el presente estudio se utilizd dUTP
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acoplado a fluoresceina (FITC). El procedimiento se realizé usando el estuche
comercial Dead End Fluorometric TUNEL System. El protocolo consistidé en fijar
las secciones de tejido incluido en Tissue-Tek con PFA al 4%, durante un minuto,
a temperatura ambiente, después se realizd un lavado de 5 min con PBS 1X vy se
volvié a fijar con PFA al 4% durante 15 min. Luego de un lavado de 5 min con
PBS 1X, se permeabilizé durante 20 min con proteinasa K (20 pg/mL).
Posteriormente se incubaron las muestras con la enzima TdT, la mezcla de
nucleétidos dUTP-FITC (sefal verde) y la solucién amortiguadora de equilibrio a
37°C por 60 min. Finalmente la reaccién fue detenida e incubada con yoduro de
propidio durante 15 min para el marcaje de los nucleos (sefal roja). Las muestras
fueron montadas con 20 pl de Vectashield y analizada a través de microscopia

confocal.

6.8 Analisis estadisticos

El nivel de expresion del receptor P2X7 y de muerte celular (fragmentacién
del ADN) indicado por la emisién de la fluorescencia, fue cuantificado a través del
ciclo estral mediante el programa ImagedJ (NIH-EUA). Por medio de este programa
los canales fueron separados y la sefial de fluorescencia de interés fue convertida
en una sefal gris. Posteriormente, empleando esta sefal se seleccionaron al azar
las areas de analisis (seis areas por imagen) mediante el traz6 de circulos en la
region de interés y se calcul6 el promedio de la densidad de pixeles (valor medio
gris dada en unidades arbitrarias de fluorescencia) por area (420 pixeles?). El valor
medio de gris es la suma de los valores de gris de todos los pixeles de la
seleccioén, dividido entre el numero de pixeles. Cada valor fue normalizado con el
promedio obtenido en el grupo de estro.

Con los datos obtenidos se realizO una comparacion entre el nivel de
fluorescencia (nivel de expresion del receptor P2X7 o de muerte celular) obtenido
para cada grupo bajo estudio, mediante el empleo de un analisis de varianza
(ANOVA) de una o dos vias (segun los grupos) con medidas repetidas seguido de
un prueba post hoc de Tukey o Bonferroni. El grado de significancia estadistica

para las pruebas corresponde a un a= 0.05, 0.01 y 0.001; el valor de P por debajo
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de 0.05 se indicacon T, P < 0.01 8y P < 0.001 *** y se considerdé como diferencia
significativa mostrado en cada grafica. Todos los datos se muestran como la
media £ error estandar. Las pruebas estadisticas se llevaron a cabo utilizando el

paquete GraphPad Prism version 5.01 (GraphPad software, Inc.).
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7. RESULTADOS

7.1 Registro del ciclo estral en ratén

A todos los animales bajo estudio se les realizé6 un exudado vaginal diario
con el fin de analizar la morfologia de los tipos celulares obtenidos en las muestras
y con ello identificar la fase del ciclo estral en el que fueron sacrificados.

En la figura 8 se muestran las células de los frotis vaginal que
corresponden a cada una de las fases del ciclo estral. La gran cantidad de células
anucleadas que se observan en la figura 8.A son células escamosas cornificadas
del epitelio vaginal que indican la entrada al estro, es decir que los animales han

ovulado.

Figura 8. Exudados vaginales obtenidos en cada dia del ciclo estral. Las muestras celulares
fueron tefiidas con hematoxilina y eosina y visualizadas en un microscopio de campo claro con el
objetivo 40X. A. Células epiteliales cornificadas caracteristicas del estro. B. Células epiteliales
cornificadas y leucocitos durante el dia del metaestro. C. Leucocitos en dia del diestro. D. Células

epiteliales nucleadas obtenidas durante el dia del proestro. Barra de escala 50 uym.
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Ademas del analisis del exudado vaginal, el utero de todos los individuos
sacrificados fue examinado con el fin de corroborar la fase del ciclo estral. En el
caso del estro, el utero se mostro vascularizado e inflamado.

Durante el dia del metaestro se observaron principalmente células
cornificadas y leucocitos, pocas células epiteliales nucleadas fueron encontradas
(fig. 8.B). En el dia del diestro se observo un gran numero de leucocitos que se
tineron intensamente con hematoxilina (fig. 8.C); en algunas ocasiones
encontramos algunas células nucleadas. En la fase del metaestro y diestro el Utero
se encontro delgado y poco vascularizado.

Las células epiteliales nucleadas que se muestran en la figura 8.D indican
la entrada al proestro y también se presentan algunas células ya cornificadas.
Durante el proestro el utero de los animales en estudio se mostré hinchado por la
gran cantidad de liquido que lo llena. Los casos en los que la morfologia del utero

y el frotis vaginal no coincidian fueron descartados del estudio.

7.2 Analisis histolégico del ovario de ratén

Con el fin de identificar anatdmicamente el epitelio ovarico superficial en los
ovarios de ratonas sin ningun tratamiento, se obtuvieron rebanadas de ovario en
parafina de 8 um, las cuales fueron procesadas como se detalla en la seccién de
material y métodos.

En la figura 9.A, se puede apreciar una secciéon de ovario completo que
muestra bien conservada su estructura y su poblacion de foliculos en distintos
estadios del crecimiento folicular, desde foliculos primordiales (FP) rodeados por
una capa de células de la pregranulosa (PG), hasta foliculos antrales (FA). Se
observan ademas los distintos tipos celulares que conforman al ovario, las células
de la granulosa (G), las células de la teca (T), el estroma ovarico (E), el ovocito
(O0) y una monocapa celular puede apreciarse en todo el contorno del ovario. En
el aumento mostrado en la figura 9.B se observa parte de las células de la teca
cuya morfologia es aplanada y rodean a un foliculo preantral con algunas células
de la granulosa subyacentes. Se puede observar también a un lado un foliculo

antral con varias capas de células de la granulosa y teca.
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Figura 9. Corte histolégico de un ovario de ratén en el dia del proestro. Corte de 8 ym de
grosor, tefiido con hematoxilina y eosina. A. Corte completo del ovario (4X), B. aumento en 40X, y
C. aumento en 100X. OO: ovocito, n: nucleo, FP: foliculo primario, FA: foliculo antral, T: teca, E:

estroma, PG: pregranulosa, G: granulosa, A: antro y OSE: epitelio superficial ovarico.

En un acercamiento de esta imagen (fig. 9.B y 9.C) se visualiza de manera
mas clara esta estructura que envuelve al ovario, como una monocapa de células
cuboidales; en ningun punto se observan estratificaciones y es claramente
identificable. Esta monocapa presenta caracteristicas morfolégicas que coinciden
con las que han sido descritas para el OSE (Auersperg et al. 2001), por lo que la
técnica empleada hasta ahora ha sido de gran utilidad puesto que nos ha
permitido mantener de manera integra la capa celular mas externa del ovario en

estas preparaciones.
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7.3 Expresion de los marcadores de epitelio en el OSE de ratén

Con la finalidad de corroborar la identidad de la monocapa de células
cuboidales observada en las anteriores preparaciones histolégicas, se prosiguio
con la deteccion de los marcadores de epitelio, N-caderina y citoqueratina, cuya
expresion en el OSE ha sido bien caracterizada en trabajos anteriores realizados
en tejido en humano (Hudson et al., 2008; van Niekerk et al., 1991). Para este fin,
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia empleando anticuerpos primarios
policlonales dirigidos contra dichos marcadores y un anticuerpo secundario
acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 488. Los nucleos en estas preparaciones fueron
marcados con yoduro de propidio visualizado en rojo. Las preparaciones fueron
analizadas mediante microscopia confocal.

La figura 10 muestra los resultados obtenidos de dichos ensayos para el
marcaje de la N-caderina. En el tratamiento control es decir, sin la incubacién del
anticuerpo primario (fig. 10.A), no fue observado el marcaje para N-caderina en
ningun tipo celular. Como se aprecia en la figura 10.B, se detectd
inmunoreactividad (sefal verde) en distintos tipos celulares presentes en el ovario,
por ejemplo, las células de la teca y algunas células del estroma, ademas se
observd que la monocapa celular mas externa también presentd el marcaje para la
N-caderina, sin embargo éste no fue homogéneo.

Un segundo marcador usado fue la citoqueratina, la sefal obtenida por el
marcado de esta proteina se observd en la capa celular mas externa del ovario. La
figura 11.B muestra la preparacion control, que fue incubada unicamente con el
anticuerpo secundario, y que mostré ausencia de inmunoreactividad por lo que no
hay inespecificidad del anticuerpo secundario. En cambio, la figura 11.C muestra
la sefal especifica detectada para esta proteina (sefial verde) a un aumento (20X),
donde fue posible discernir claramente una monocapa de células altamente
inmunoreactivas en la superficie del ovario. En la figura 11.A se muestra el mismo

marcaje de la figura 11.C en una seccién casi completa de ovario.
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Figura 10. Inmunodeteccion del marcador de epitelio N-caderina en el OSE de ovario de
raton. A. Control obtenido sin el empleo del anticuerpo primario. B. Marcaje positivo para N-
caderina empleando un anticuerpo primario especifico. El anticuerpo secundario estaba acoplado a
Alexa Fluor 488 (sefial verde); los nucleos fueron tefidos con yoduro de propidio (sefal roja).
Imagenes obtenidas con microscopia confocal, aumento 20X. T: teca, E: estroma, G: granulosa, A:

antro y OSE: epitelio superficial ovarico.

Dado el marcaje para N-caderina y citoqueratina, podemos concluir que la
monocapa celular mas externa que se observo en los cortes histologicos de
ovario, expres6 marcadores de epitelio, caracteristicos de las células del OSE
pues se sabe que este epitelio expresa las citoqueratinas 7, 8, 18 y 19 (Auersperg
et al., 2001). Por lo que, estos resultados muestran que esta estructura

corresponde al epitelio superficial ovarico.
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Figura 11. Inmunodetecciéon del marcador de epitelio citoqueratina en el OSE de ovario de
raton. A. Marcaje positivo de las células del OSE para citoqueratina empleando un anticuerpo
primario especifico, aumento 5X. B. Control obtenido sin el empleo del anticuerpo primario. C.
Marcaje positivo de las células del OSE para citoqueratina. El anticuerpo secundario empleado
estaba acoplado a Alexa Fluor 488 (sefial verde); los nucleos fueron tefiidos con yoduro de
propidio (sefial roja). Imagenes obtenidas con microscopia confocal, aumento 20X. T: teca, E:

estroma, G: granulosa, A: antro y OSE: epitelio superficial ovarico.
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7. 4 Expresion del receptor purinérgico P2X7 en el epitelio superficial ovarico
de ratén a través del ciclo estral

Dado que los antecedentes sugieren la expresion de los receptores P2X en
los diferentes tipos celulares que conforman el ovario (Juarez, 2006; Vazquez-
Cuevas et al. 2006), en el presente trabajo se planted el objetivo de analizar la
expresion del receptor P2X7 en el OSE del ovario de raton. Una vez identificado el
OSE en las secciones de ovario, se prosiguioé con la evaluacién del receptor P2X7.

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron realizados en rebanadas de
ovarios obtenidos de ratonas adultas jovenes en las distintas etapas del ciclo
estral y utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra el asa extracelular del
receptor P2X7 (sefial roja). Para estos ensayos los nucleos fueron marcados con
DAPI (sefial azul) y los controles (figuras 12.A, 13.A, 14.A y 15.A) fueron
obtenidos a partir de la incubacion con el anticuerpo secundario acoplado a Cy5
en ausencia del anticuerpo primario. El numero de ovarios analizados por dia del
ciclo estral se indican en los textos de figura.

A partir de estos marcajes (ver figuras 12-15) determinamos la expresion
del receptor en el OSE, en las células de la teca y en los cuerpos luteos
principalmente. La intensidad de fluorescencia (IF) fue cuantificada en cada caso,
estos datos fueron normalizados con respecto a la IF en el estro y graficados
como se muestra en las figuras 16 y 17 para cada una de las etapas del ciclo
estral. También se observd un nivel bajo de inmunoreactividad en otros tipos
celulares como en la pregranulosa y en las células de la granulosa de los foliculos
preantrales y antrales, respectivamente y en el estroma (fig. 12-15). El nivel de
fluorescencia para el receptor no fue cuantificado en estas células.

Del analisis resumido en las figuras 16 y 17 se desprenden las
observaciones siguientes:

1) De acuerdo al andlisis de Tukey, las células de la teca (fig. 16.A) de los
foliculos antrales en el dia del metaestro, presentaron un nivel menor de
fluorescencia (0.67 + 0.05) para el receptor P2X7 comparado con los otros grupos

bajo estudio (estro, diestro y proestro). A lo largo del ciclo estral, las células de la
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teca antral presentaron un nivel de fluorescencia mayor al detectado en las células
del OSE.

Z

—
50 um

2

[E—
OSE ‘oo —
50 pm 50 pm

Figura 12. Inmunodetecciéon del receptor purinérgico P2X7 en el OSE de ovario de ratéon
durante el dia del estro. A. Control obtenido con la incubacién del anticuerpo secundario. B.
Expresion del receptor P2X7 en las células del OSE adyacentes a foliculos preantrales, C. a
foliculos antrales y D. expresion en las células del cuerpo luteo. Se utilizd un anticuerpo primario
dirigido contra el asa extracelular del receptor P2X7, un anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo Cy5 (sefial roja) y DAPI para el marcaje de los nucleos (sefal azul). Imagenes
obtenidas con microscopia confocal, aumento 20X. OSE: epitelio superficial ovarico. n=8 ovarios, 4

animales.
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2) El andlisis estadistico de los niveles detectados en los cuerpos luteos a lo
largo del ciclo estral (fig. 16.B), arrojo diferencias significativas entre el grupo en
metaestro y los restantes grupos bajo estudio (estro, diestro y proestro). Durante el
metaestro, las células del cuerpo luteo presentaron un nivel mayor en la sefal
detectada para el receptor P2X7 (1.5 + 0.07); esta fase que es posterior a la
ovulacién, corresponde al inicio del desarrollo de los cuerpos Iuteos que mas tarde
van a madurar y a degenerar durante el dia del diestro, dia del ciclo que presento
el menor nivel de fluorescencia (0.68 + 0.12).

3) Las células del OSE mostraron un nivel menor en la sefial detectada para
el receptor P2X7 comparado con el nivel encontrado en las células de la teca
antral y de los cuerpos luteos. El OSE proximo a los cuerpos luteos (fig. 17.A)
present6é un nivel de fluorescencia menor durante el dia del estro; en el resto de
los dias del ciclo estral el nivel cuantificado fue mayor y no mostré variaciones
importantes entre estos grupos.

4) El OSE adyacente a los foliculos preantrales (fig. 17.B) en el dia del
metaestro presentd un nivel de fluorescencia menor (0.65 + 0.07) comparado
contra el dia del proestro y del estro. Entre los demas grupos de estudio no hubo
diferencias estadisticamente significativas.

5) Las células del OSE contiguas a los foliculos antrales (fig. 17.B)
mostraron un nivel menor en la sefial fluorescente del receptor P2X7 durante el
dia del estro, metaestro (1.12 + 0.06) y del diestro (1.18 + 0.15) comparada contra
el grupo en proestro (2.54 + 0.08) dia en que la sefal cuantificada mostr6 su
maximo. Esta etapa del desarrollo folicular representa la fase previa a la ovulacién,
en donde se observan cambios estructurales indispensables para que este
proceso se lleve a cabo durante la mafiana del estro.

6) Ademas de encontrar variaciones a lo largo del ciclo estral, en el nivel de
sefal para el receptor P2X7, también se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las células del OSE con respecto a la poblacién folicular
adyacente. Durante el dia del metaestro, el nivel de la sefial fue mayor en el OSE

inmediato a los foliculos antrales comparado a lo observado en el OSE adyacente

45



a los preantrales (incremento de 72.04%) sin embargo, este aumento fue aun mas

notable en el proestro (incremento de 158.15%).
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Figura 13. Inmunodetecciéon del receptor purinérgico P2X7 en el OSE de ovario de ratéon
durante el dia del metaestro. A. Control obtenido con la incubacién del anticuerpo secundario. B.
Expresion del receptor P2X7 en las células del OSE adyacentes a foliculos preantrales, C. a
foliculos antrales y D. expresién en las células del cuerpo luteo. Se utilizé un anticuerpo primario
dirigido contra el asa extracelular del receptor P2X7, un anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo Cy5 (sefial roja) y DAPI para el marcaje de los nucleos (sefial azul). Imagenes
obtenidas con microscopia confocal, aumento 20X. OSE: epitelio superficial ovarico. n=8 ovarios, 4

animales.
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Figura 14. Inmunodetecciéon del receptor purinérgico P2X7 en el OSE de ovario de raton
durante el dia del diestro. A. Control obtenido con la incubacién del anticuerpo secundario. B.
Expresion del receptor P2X7 en las células del OSE adyacentes a foliculos preantrales, C. a
foliculos antrales y D. expresiéon en las células del cuerpo luteo. Se utilizé un anticuerpo primario
dirigido contra el asa extracelular del receptor P2X7, un anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo Cy5 (sefial roja) y DAPI para el marcaje de los nucleos (sefal azul). Imagenes
obtenidas con microscopia confocal, aumento 20X. OSE: epitelio superficial ovarico. n=8 ovarios, 4

animales.
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Figura 15. Inmunodetecciéon del receptor purinérgico P2X7 en el OSE de ovario de ratén
durante el dia del proestro. A. Control obtenido con la incubacion del anticuerpo secundario. B.
Expresion del receptor P2X7 en las células del OSE adyacentes a foliculos preantrales, C. a
foliculos antrales y D. expresion en las células del cuerpo luteo. Se utilizd un anticuerpo primario
dirigido contra el asa extracelular del receptor P2X7, un anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo Cy5 (sefial roja) y DAPI para el marcaje de los nucleos (sefal azul). Imagenes
obtenidas con microscopia confocal, aumento 20X. OSE: epitelio superficial ovarico. n=10 ovarios,

5 animales.
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Del analisis de las imagenes representativas que se muestran en las

figuras 12-15 se desprenden las siguientes observaciones:
1) Durante el dia del estro (fig. 12), metaestro (fig. 13) y diestro (fig. 14), el nivel
en la sefal detectada en el OSE adyacente a los foliculos preantrales (fig. 12.B,
13.B y 14.B) no presenté diferencias comparado con la poblacién de células de
OSE adyacentes a los foliculos antrales (fig. 12.C, 13.C y 14.C). La teca y los
cuerpos luteos (fig. 12.D, 13.D y 14.D) presentaron un marcaje mas evidente del
receptor P2X7 comparado con lo observado en las células del OSE.

2) Durante el dia del proestro (fig. 15) el marcaje para el receptor resultd
ser considerablemente mas alto en las células del OSE adyacentes a los foliculos
antrales (fig.15.C) comparado con el OSE inmediato a los foliculos inmaduros o
preantrales (fig.15.B). Durante esta etapa del ciclo, el marcaje en la teca y en los

cuerpos luteos (fig. 15.D) también fue muy evidente.
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Figura 16. Cuantificacidon del nivel de fluorescencia detectado para el receptor P2X7 en la
teca y los cuerpos luteos a través del ciclo estral. A. Deteccion de P2X7 en las células de la
teca de los foliculos antrales, diferencias significativas entre M vs. Ey P (P < 0.01 §) y D (P <0.001
***) y B. Deteccion de P2X7 en las células de los cuerpos luteos, diferencias significativas entre M
vs.E,DyP (P<0.001**)yentre E vs. D (P <0.05 T). IF: intensidad de fluorescencia, E: estro, M:

metaestro, D: diestro y P: proestro. n= ~8 ovarios por grupo.
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Figura 17. Cuantificacion del nivel de fluorescencia detectado para el receptor P2X7 en el
OSE a través del ciclo estral. A. Detecciéon en el OSE inmediato a los cuerpos Iuteos, diferencias
significativas entre E vs. My D (P < 0.001 ***)y P (P < 0.05 "). B. Deteccion en el OSE adyacente a
foliculos preantrales y a foliculos antrales. Existe diferencia significativa en la IF del OSE antral en
P vs. todos los grupos de estudio (P < 0.001 ***), asi como entre el OSE preantral en M vs. OSE
preantral en E y en P (P < 0.001 ***). IF: intensidad de fluorescencia, OSE antral: OSE adyacente a
foliculos antrales, OSE Pre: inmediato a foliculos preantrales, E: estro, M: metaestro, D: diestro y P:

proestro. n= 8 ovarios por grupo.

Hasta aqui, los datos obtenidos confirman la expresiéon del receptor
purinérgico P2X7 en el OSE de ovario de ratén asi como en otros tipos celulares
que conforman al ovario. El receptor muestra un patrén diferencial de expresion en
los distintos compartimentos celulares del ovario. Los datos ademas sugieren que
la expresion del receptor P2X7 fue regulada a lo largo del ciclo estral y dependi6
del contexto celular, ya que la intensidad de la sefal fue diferencial entre el OSE
adyacente a los foliculos preantrales y el OSE que inmediato a los foliculos

antrales.
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7.5 Co-localizacion del receptor purinérgico P2X7 y la citoqueratina en
el epitelio superficial ovarico de raton

Con el fin de corroborar la identidad de las células marcadas con el
anticuerpo  anti-P2X7 se realizaron ensayos de co-localizacion por
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra la citoqueratina y el
receptor P2X7. El anticuerpo empleado para marcar a la citoqueratina que es una
proteina del citoesqueleto caracteristica del epitelio, fue TROMA-I que detecta una
secuencia consenso presente en varias citoqueratinas. Los anticuerpos
secundarios utilizados se encuentran acoplados al fluorocromo FITC (sefal verde)
y Cy5 (sefial roja).

El ensayo de la inmunofluorescencia se muestra en la figura 18 y pone de
manifiesto la co-localizacién de ambas proteinas en el OSE del ovario durante el
dia del proestro. En la figura 18 se muestran los canales separados para la
citoqueratina (senal verde, fig. 18.A), el receptor P2X7 (sefial roja, fig. 18.B) y el
marcaje de los nucleos (sefial azul, fig. 18.C). En la figura 18.D se muestra el
empalme de los tres canales y se puede observar la sefial de fluorescencia en
naranja, lo que indica que ambos anticuerpos marcan el mismo tipo celular, es
decir su expresion co-localiza. Por lo que, el marcaje del receptor P2X7 en la
monocapa celular externa del ovario indica su expresion especifica en el epitelio
superficial del ovario.

Dado que la intensidad de la fluorescencia detectada para el receptor fue
mayor durante el dia del proestro, etapa del ciclo donde las células del OSE tienen
que sufrir apoptosis y ser removidas antes de que el ovocito sea ovulado, nos
surgieron dos preguntas: 1) ¢La expresion del receptor P2X7 es funcional? Y si
fuera funcional 2) s Su expresion esta relacionada con el ciclo estral? Por ello, nos
planteamos el objetivo de evaluar la funcién del receptor sobre la muerte celular

por apoptosis a través del ciclo.
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Figura 18. Co-localizacién del receptor P2X7 y citoqueratina en las células del OSE de ratén
en el dia del proestro. A. Marcaje para citoqueratina empleando un anticuerpo primario anti-
pancitoqueratina y un anticuerpo secundario acoplado a FITC (sefial verde). B. Marcaje para el
receptor P2X7 empleando un anticuerpo primario dirigido contra el asa extracelular del receptor
P2X7 y un anticuerpo secundario acoplado a Cy5 (sefal roja). C. Marcaje de los nucleos con DAPI
(sefal azul). D. Imagenes sobrepuestas de A, B y C que muestra la co-localizacién del receptor
P2X7 y citoqueratina en el OSE del ovario. Barra de escala: 20 ym. Aumento 40X. E. Aumento 80X

de la co-localizacion que se muestra en D.
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7.6 Induccion in vivo de la apoptosis en el OSE a través del ciclo estral
por la activacion del receptor P2X7

Los datos mostrados anteriormente indican que el OSE de raton expresa
receptores de tipo P2X7. Con base en dicha evidencia, en este estudio fue
evaluada la funcionalidad del receptor in vivo, para lo cual se realizaron
inyecciones en el espacio intrabursal de BzATP, un agonista especifico del
receptor P2X7. El BzATP (2 nmol) fue aplicado en las distintas etapas del ciclo
estral (estro, metaestro, diestro y proestro), a través de la inyeccion de 20 ul de
solucion (PBS 1X) conteniendo el farmaco, en los ovarios de ratonas adultas
jévenes. Como control, el ovario contralateral fue inyectado con el mismo volumen
del vehiculo. El frotis vaginal se continu6 realizando de manera sistematica para
evaluar la posible alteracion del ciclo estral debida a la manipulacion durante la
inyeccion o como efecto de la droga. Los animales inyectados intrabursalmente
presentaron continuidad en su ciclo. Tomando en cuenta que la activacion de los
receptores P2X7 induce muerte celular por apoptosis en distintos sistemas
celulares (e.g., Vazquez-Cuevas et al. 2006; Kim et al., 2010), se evalu6 de
manera particular, la muerte celular apoptética a través de la técnica de TUNEL a
las 24 h de haber realizado la inyeccion del agonista.

Imagenes tipicas de estos analisis se muestran en las figuras 19 a la 23.
La deteccidon de la apoptosis, en las secciones de ovario, utilizando esta técnica
fue evidenciado por la sefial verde proveniente de moléculas dUTPs-FITC
incorporadas al ADN fragmentado, para contrastar fueron tefidos también los
nucleos con yoduro de propidio (sefial roja). En general puede observarse que en
los ovarios inyectados con BzATP en el dia del estro y del metaestro la apoptosis
inducida fue de menor intensidad (ver figura 19 y 20 respectivamente)
comparado con los otros dos grupos de estudio, el diestro y el proestro (ver figura
21 y 22 respectivamente); asi mismo, en estos dos ultimos estadios del ciclo, la
apoptosis producida en los ovarios inyectados con BzATP fue mayor a la
observada en sus respectivos controles inyectados con el vehiculo; el incremento

observado en estos grupos fue de un 451.88%.
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Figura 19. Deteccion de la apoptosis en el ovario de ratén inyectado con 2 nmol de BzATP
en el dia del estro. El ensayo de TUNEL muestra el marcaje para los dUTPs-FITC (sefial verde)
incorporados al ADN fragmentado; los nucleos fueron tefidos con yoduro de propidio (sefial roja).
Se muestran las construcciones de las secciones Opticas obtenidas a través de microscopia
confocal con el objetivo 5X (A 'y B) y 20X (C y D) en el grupo control, inyectado con vehiculo (A'y C)
y en el grupo inyectado con BzATP (B y D). OSE: epitelio superficial ovarico. n= 4 ovarios por

grupo, 4 animales.

El aumento de la marca apoptética es relativamente clara principalmente en
dos tipos de estructuras, los cuerpos luteales y en la superficie del ovario,
especificamente en la capa celular mas externa del ovario, que corresponderia al

OSE (e.g., fig. 21-23). Con estas imagenes fue realizado un analisis de intensidad
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de fluorescencia (IF), similar al realizado para la expresion del receptor P2X7, el
cual permitié evaluar cuantitativamente la muerte celular en la region del OSE (fig.
25) para cada uno de los ovarios en los diferentes estadios del ciclo estral, la IF en
cada caso fue también normalizada con respecto a lo observado en la etapa del
estro. El analisis estadistico (ver métodos) de estos resultados arrojaron
diferencias significativas entre el grupo en el dia del proestro y los restantes
grupos estudiados. El nivel de muerte celular en las células del OSE durante el dia
del diestro también fue estadisticamente diferente con respecto al grupo del estro
y el metaestro. En cambio, no se encontraron diferencias significativas entre el
grupo en el estro y el metaestro.

Para apoyar la idea de que la induccion de apoptosis en el OSE por la
inyeccion de BzATP fue debida a la activacion especifica del receptor P2X7,
realizamos experimentos similares en los que el agonista fue co-inyectado con
A438079 un antagonista especifico del receptor (Nelson et al., 2006). Los efectos
observados en los ovarios co-inyectados con 0.2 nmol de A438079 y 2 nmol de
BzATP en el dia del proestro se muestran en la figura 24. El analisis estadistico
(fig. 25) de estos experimentos mostré claras diferencias entre el grupo
microinyectado solo con el BzZATP y el grupo co-inyectado con el antagonista. Este
grupo presentdo una disminucion del 98% en el nivel de la sefial apoptética
comparado con la sefial del grupo inyectado solo con BzATP, un resultado que
sugiere que la apoptosis generada por la inyeccion del agonista fue debida
principalmente a la activacion especifica del receptor P2X7. Ademas, la intensidad
de la apoptosis detectada en el OSE cuando fue bloqueado el receptor P2X7 fue
significativamente mas baja que en el grupo control. Este ultimo resultado sugirié
que el receptor P2X7 podria ser responsable de la apoptosis basal que se observa
en esta etapa del ciclo.

Todos los controles (inyectados con vehiculo) analizados hasta ahora para
cada grupo, presentaron un nivel basal de fragmentacién del ADN, esto parece
corresponder con la muerte celular basal que ha sido reportada anteriormente en
el ovario (Slot et al., 2006) y que es el producto de fendbmenos como la atresia

folicular (Rolaki et al., 2005), la degeneracién del cuerpo luteo (Rolaki et al., 2005)
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y el recambio del OSE (Bjersing & Cajander, 1975; Gaytan et al., 2005; Slot et al.,
2006).

BzATP 2 nmoles

100 pm

$
g OSE

50 pm i 50 um

Figura 20. Deteccion de la apoptosis en el ovario de ratén inyectado con 2 nmol de BzATP
en el dia del metaestro. El ensayo de TUNEL muestra el marcaje para los dUTPs-FITC (sefial
verde) incorporados al ADN fragmentado; los nucleos fueron tefiidos con yoduro de propidio (sefial
roja). Se muestran las construcciones de las secciones 6pticas obtenidas a través de microscopia
confocal con el objetivo 5X (A 'y B) y 20X (C y D) en el grupo control, inyectado con vehiculo (Ay C)
y en el grupo inyectado con BzATP (B y D). OSE: epitelio superficial ovarico. n= 4 ovarios por

grupo, 4 animales.
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Figura 21. Deteccion de la apoptosis en el ovario de ratén inyectado con 2 nmol de BzATP
en el dia del diestro. El ensayo de TUNEL muestra el marcaje para los dUTPs-FITC (sefal verde)
incorporados al ADN fragmentado; los nucleos fueron tefiidos con yoduro de propidio (sefal roja).
Se muestran las construcciones de las secciones Opticas obtenidas a través de microscopia
confocal con el objetivo 5X (A 'y B) y 20X (C y D) en el grupo control, inyectado con vehiculo (Ay C)
y en el grupo inyectado con BzATP (B y D). OSE: epitelio superficial ovarico. n= 4 ovarios por

grupo, 4 animales.
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Figura 22. Deteccion de la apoptosis en el ovario de ratén inyectado con 2 nmol de BzATP
en el dia del proestro. El ensayo de TUNEL muestra el marcaje para los dUTPs-FITC (sefial
verde) incorporados al ADN fragmentado; los nucleos fueron tefidos con yoduro de propidio (sefal
roja). Se muestran las construcciones de las secciones 6pticas obtenidas a través de microscopia
confocal con el objetivo 5X (A'y B) y 20X (C y D) en el grupo control, inyectado con vehiculo (Ay C)
y en el grupo inyectado con BzATP (B y D). OSE: epitelio superficial ovarico. n= 4 ovarios por

grupo, 4 animales.
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Figura 23. Deteccion de la apoptosis en el ovario de ratéon inyectado con 2 nmol de BzATP
en el dia del diestro y del proestro. El ensayo de TUNEL muestra el marcaje para los dUTPs-
FITC (sefal verde) incorporados al ADN fragmentado; los nucleos fueron tefidos con yoduro de
propidio (sefal roja). Acercamiento de las imagenes anteriores obtenidas a través de microscopia

confocal con el objetivo 40X. OSE: epitelio superficial ovarico.

Las observaciones durante el dia del diestro y el proestro nos sugieren
fuertemente la activacidén especifica del P2X7R que se expresa preferencialmente

en estas etapas, y que su expresién es funcional in vivo.
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Figura 24. Deteccion de la apoptosis en el ovario de raton inyectado con 2 nmol de BzATP y
0.2 nmol de A438079 en el dia del proestro. El ensayo de TUNEL muestra el marcaje para los
dUTPs-FITC (sefal verde) incorporados al ADN fragmentado; los nucleos fueron tefidos con
yoduro de propidio (sefial roja). Se muestran las construcciones de las secciones Opticas obtenidas
a través de microscopia confocal con el objetivo 5X (A y B) y 20X (C y D) en el grupo control (A'y
C) y en el grupo inyectado con los farmacos (B y D). OSE: epitelio superficial ovarico. n= 3 ovarios

por grupo, 3 animales.
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Figura 25. Cuantificacion de la muerte celular en el OSE a través del ciclo estral en ratones
inyectados con 2 nmol de BzATP y 0.2 nmol de A438079. El BzZATP fue microinyectado en cada
etapa del ciclo estral y la coinyeccion de A438079 y BzATP fue realizada durante el dia del
proestro. Diferencias significativas entre P vs. todos los grupos restantes (P < 0.001 ***) y D (P <
0.01 §) y entre D vs. todos los grupos restantes (P < 0.001 ***). IF: intensidad de fluorescencia, E:
estro, M: metaestro, D: diestro y P: proestro. n= 4 ovarios por grupo control y tratado con BzATP,

16 animales.
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8. DISCUSION

Mediante ensayos de inmunofluorescencia en el presente estudio se
evidencio la expresion del sistema purinérgico in situ en el ovario de ratén, de
manera particular la expresion del receptor P2X7 en las células de la teca y en los
cuerpos luteos y la expresion funcional en el epitelio superficial ovarico a través
del ciclo estral.

El patron de expresion diferencial del receptor P2X7 en el OSE y en los
demas compartimentos celulares del ovario a través del ciclo estral, podria indicar
que el sistema purinérgico esta influenciado por las concentraciones hormonales
de las gonadotropinas y de los esteroides ovaricos, al mismo tiempo la mayor
expresion observada en el OSE en la vecindad con foliculos antrales sugiere
ademas un control ejercido a través de mecanismos locales. Todos estos
resultados sugieren también que el receptor P2X7 podria jugar un papel

importante sobre la regulacion de procesos especificos de la funcion ovarica.

8.1 ATP como mensajero extracelular en el ovario

El papel que desempefan la adenosina y sus nucleétidos en los sistemas
fisiol6gicos como moléculas mensajeras ubicuas de accion extracelular (Emmelin
y Feldberg, 1948; Holton, 1959; Jarvis y Williams, 2000; Burnstock, 2009) ha sido
bien establecida principalmente en el sistema nervioso (Burnstock, 2007).
Considerando que: 1) la inervacién simpatica del ovario influencia el crecimiento
folicular y por ende la funcion ovulatoria (Burden, 1985), 2) que esta influencia esta
mediada principalmente por noradrenalina (Les Dees et al.,, 1995) y acetilcolina
(Mayerhofer et al., 1998), neurotransmisores que en el sistema nervioso central
son co-liberados con ATP (Burnstock, 1976) y, 3) que practicamente todas las
células eucariotas liberan ATP y expresan receptores purinérgicos (Corriden &
Insel, 2010), es posible sugerir que el ATP podria actuar como un modulador

extracelular en la fisiologia del ovario.
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8.2 Expresion del sistema purinérgico en el ovario

El papel del ATP en la funcion ovarica no habia sido explorado hasta hace
algunos anos (e.g., Arellano et al., 1996, 1998). El grupo de Janssens aporto las
primeras evidencias sobre la expresion del sistema purinérgico en el ovario de
mamifero. Mediante un analisis por Northern blot detectaron el ARNm del receptor
P2Y1 en el ovario de humano (Janssens et al., 1996). Para el afio 2000 Burnstock
et al. realizaron ensayos de inmunohistoquimica para determinar la expresion de
receptores P2X en el aparato reproductor femenino de rata. En este estudio, no
se encontraron evidencias de la expresion de receptores P2X en los ovarios de
ratas sacrificadas durante el dia del proestro y estro (Bardini et al., 2000),
incluyendo el receptor P2X7 motivo del presente estudio.

Contrario a lo anterior, estudios electrofisiolégicos, asi como ensayos por
RT-PCR, Western-blot e inmunofluorescencia realizados en nuestro laboratorio,
han demostrado la expresién de diversos receptores de tipo P2X y P2Y en los
distintos compartimentos celulares que conforman el ovario de ratén (Arellano et
al., 2002; Morales-Tlalpan et al., 2005; Vazquez-Cuevas et al., 2006; Vazquez-
Cuevas et al.,, 2010; Juarez, 2006). Las células del cumulus expresan
funcionalmente receptores P2Y2 (Arellano et al., 2002), las células de la teca de
foliculos antrales de cerdo y de ratdn expresan receptores del tipo P2X7
(Vazquez-Cuevas et al., 2006), la teca de ratén ademas expresa receptores P2X4,
P2Y2 y P2Y6 (Juarez, 2006; Vazquez-Cuevas et al.,, 2010). Las células de la
granulosa de foliculos antrales expresan receptores P2X4, P2X7 y P2Y2 (Arellano
et al., 2002; Juarez, 2006), mientras que el OSE expresa P2X1, P2X4, P2X7 vy
P2Y2 (Juarez, 2006). Los resultados obtenidos en este estudio apoyan y

complementan la informacién generada en trabajos previos.

8.3 Expresion del receptor P2X7 en OSE de ratén a través del ciclo estral

En el presente estudio corroboramos la expresion in situ del receptor P2X7
en el OSE, teca y células de la granulosa de los foliculos preantrales y antrales del
ovario de ratén adulto. A diferencia del estudio realizado por Juarez (2006),

analizamos la expresion del receptor durante las distintas fases del ciclo estral y
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encontramos un nivel de expresion mayor del P2X7 en las células de la teca y el
cuerpo luteo que en el OSE. No habian sido descritas los niveles de expresion del
receptor en las distintas etapas del ciclo estral; en el presente trabajo aplicamos
métodos de andlisis de imagenes para cuantificar el nivel de expresion del
receptor y encontramos que aumentaba hasta tres veces en el OSE adyacente a
foliculos antrales durante el dia del proestro y con respecto a la expresion en el
OSE inmediato a foliculos preantrales, no encontramos variacién en el curso del
ciclo estral. EIl OSE mantiene el mismo nivel de expresiéon del P2X7 a lo largo del
ciclo estral y a lo largo del desarrollo folicular, excepto cuando rodea a los foliculos
antrales durante el dia del proestro.

Con respecto a la teca Juarez (2006), encontré una mayor expresion del
receptor P2X7 en etapas avanzadas de la foliculogénesis, en el presente estudio
no se evalud el nivel de expresion en las células de la granulosa, ni en la teca de
los foliculos preantrales, pero si en la teca de foliculos antrales en donde las
diferencias a través del ciclo estral no fueron muy marcadas. Por el contrario en el
cuerpo luteo se encontré que durante el dia del metaestro habia un nivel mayor
del receptor, dicha fase corresponde al desarrollo inicial del cuerpo luteo, que
durante el diestro tardio degenerara. Al igual que Juarez (2006), en el ovocito no
se detectd la expresion del receptor y en las células de la granulosa se detecté un
nivel menor de expresiéon que no fue cuantificado.

Hasta aqui, los datos obtenidos ponen de manifiesto la expresion del
receptor purinérgico P2X7 en el OSE de ovario de raton. El receptor muestra un
patrén diferencial de expresion a través del ciclo estral, lo que sugiere que su nivel
de expresion podria estar influenciado por las concentraciones hormonales de las
gonadotropinas y/o esteroides ovaricos que varian y que determinan dicho ciclo.
Una observacion importante también es el hecho de que este patrén de expresion
en el OSE podria depender no sélo de la fase del ciclo estral (factores sistémicos),
sino también de la poblacién folicular adyacente, por lo que la expresion del
receptor podria a su vez estar regulado por factores locales que inducen cambios
regionalizados en el OSE, este control dependiente del contexto celular ha sido

también evocado como importante durante el proceso de ovulacion (e.g., Gaytan
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et al., 2005), lo cual refuerza la idea de que el receptor P2X7 tiene relevancia en la

funcion ovarica.

8.4 Induccion de la apoptosis en OSE mediante la activacion del receptor
P2X7 en las distintas fases del ciclo estral

Los resultados obtenidos sobre la induccién de la muerte celular por
apoptosis en el OSE de raton durante el dia del diestro y del proestro sefialan que
la expresion del receptor P2X7 es funcional en el modelo in situ. Esto corrobora
los resultados anteriormente obtenidos en nuestro laboratorio, en cultivos
primarios de OSE en donde la estimulacion con BzZATP genera un aumento en la
concentracion intracelular de Ca®* dependiente del influjo de Ca?* que no muestra
desensibilizacién y por otro lado, aumenta la permeabilidad en la membrana (a
moléculas >700 kDa) por la formacién de un megaporo (Vazquez-Cuevas et al.,
2012).

El nivel de muerte celular encontrado durante el dia del proestro coincide
con el nivel de expresion del receptor P2X7 en dicha fase del ciclo estral. Todos
los controles analizados, tanto inyectados con vehiculo, como ovarios intactos,
presentaron un nivel basal de apoptosis, la cual podria corresponder a la muerte
celular que ocurre durante la atresia folicular (Slot et al., 2006; Yang et al., 2012),
la degeneracién del cuerpo luteo (Guo et al., 1998; Slot et al., 2006) y el recambio
del OSE (Gaytan et al., 2005; Slot et al., 2006). No se encontraron diferencias en
la apoptosis con respecto la poblacién de foliculos subyacentes al OSE.

Nuestros resultados concuerdan con los estudios de expresion de las
proteinas apoptoticas y anti-apoptoéticas analizadas en las distintas etapas del ciclo
estral (Slot et al.,, 2006) y en particular, con los estudios realizados en el OSE
(Quirk et al., 1997; Slot et al., 2006). En ellos se sefala, que proteinas apoptbticas
como Fas y la caspasa 3 presentan un nivel de expresion alto alrededor del diestro
y bajo durante el metaestro. Durante el proestro, el FasL es abundante en las
células del OSE que rodean al foliculo preovulatorio (Slot et al., 2006).

Las diferencias en la apoptosis del OSE encontradas a lo largo del ciclo

estral, sugiere nuevamente una regulacion hormonal, de hecho se sabe que la P4
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y E2 modulan la apoptosis en el OSE, sin embargo no se ha estudiado por
completo el mecanismo por el cual estas hormonas ejercen influencia sobre la

muerte celular in vivo (Murdoch y van Kirk 2002; Ho, 2003).

8.5 P2X7 y su relacién con el proceso de ovulacion

La ovulacion ha sido descrita como un proceso de inflamacion, en éste
ocurre primero la apoptosis de la pared apical del foliculo, lo que da lugar a la
formacion del estigma y posteriormente que ocurra un proceso de necrosis y la
subsecuente expulsidon del ovocito (Murdoch & McDonnel, 2002). Durante la
ovulacion el OSE secreta MMP-9 (Rae et al., 2009), expresa ademas la COX-2
(Papacleovoulou et al.,, 2011) y diferentes citocinas como la IL-1 (Marth et al.,
1996; Papacleovoulou et al., 2011), IL-6, la IL-18 y el TNF-a (Marth et al., 1996).
En diversos tipos celulares se ha demostrado la induccién de estos factores
mediante la activacidon del receptor P2X7 (Gu y Wiley, 2006; Yiangou et al., 2006;
Wiley et al., 2011), ya que induce la translocacion del factor de transcripcion NF-
kB al nucleo (Genetos et al., 2011), el cual promueve la transcripcion de genes
involucrados con la respuesta inflamatoria, como la COX-2 (Barakat et al., 2009) y
las diferentes interleucinas (Papacleovoulou et al., 2011).

Se sabe que la IL-18 se expresa en el ovario y que la inyeccion de un
anticuerpo neutralizante reduce significativamente el niumero de ovocitos liberados
en respuesta a la ovulacion inducida con gonadotropinas (Tsuji et al., 2001),
evidenciando que la IL-18 ejerce un efecto regulatorio sobre la ovulacion. Estos
datos indican que el receptor P2X7 expresado en el OSE potencialmente podria
participar en el proceso ovulatorio, probablemente contribuyendo a la etapas
iniciales que involucran inflamacién a través de la liberacion de la IL-18, entre
otros factores.

Con base en esto, podemos sugerir que la estimulacién de los receptores
P2X7 en el OSE del ovario de ratén podria tener un papel diferencial en la
induccion de la apoptosis y/o en la modulacion del proceso inflamatorio durante
eventos especificos de la fisiologia del ovario, como lo es la ovulacion. Los

resultados obtenidos en el presente trabajo abren una nueva vertiente en el
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estudio de los moduladores de la reproduccion, enfocando el posible papel de un
transmisor con un amplio espectro de accién como lo es el ATP en acciones
especificas, las cuales contribuirian a la modulacién intraovarica fina de la

foliculogénesis.
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9. CONCLUSIONES

El epitelio superficial ovarico de ratdbn expresa receptores P2X7 que son
funcionales dado que su estimulacion in situ fue capaz de inducir apoptosis en
este epitelio durante el dia del diestro y el proestro.

Los resultados sugieren que la expresion del receptor P2X7 en el OSE de
ratdbn dependi6é tanto de la poblacion folicular adyacente como del ciclo estral,
dado que, el nivel de expresion del receptor fue mayor en las células del OSE
cercanas a los foliculos antrales durante el dia del proestro.

El patron de expresion del receptor P2X7 en el OSE vy los efectos de su
activacion a través de ciclo estral sugieren que el receptor tiene un papel central

en la induccion de la apoptosis durante el proceso de la ovulacion.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A438079: Clorhidrato de 3-[[5-(2,3-diclorofenil)-1H-tetrazol-1-il] metil] piridina
AC: Adenilato Ciclasa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

Ado: Adenosina

ADP: Difosfato de Adenosina

AH: Acido Hialurénico

AMP: Monofosfato de adenosina

AMPc: AMP ciclico

APt: Plasmindgeno de Tejidos

APu: Plasminégeno Urocinasa

ARNasa: Ribonucleasa

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero

ATP: Trifosfato de Adenosina

ATP oxidado: 2’,3’-Dialdehido ATP

ATPyS: Adenosina 5’-O-(3-tiotrifosfato)

bFGF: Factor de Crecimiento de Fibroblasto Basico
BzATP: 3’-O-(4-benzoilo) benzoilo ATP

COX-2: Cicloxigenasa 2

Cy5: Cianina 5

DAG: Diacilglicerol

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol

dUTP-FITC: Desoxiuridina trifosfato conjugado a fluoresceina
E: Estroma ovarico

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

E2: Estradiol

FA: Foliculo Antral

FasL: Ligando de Fas

FITC: Fluoresceina

FP: Foliculo Primario
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FSH: Foliculo Estimulante

G: Células de la Granulosa

GABA: Acido gamma-aminobutirico

GnRH: Hormona Liberadora de las Gonadotropinas

HGF: Factor de Crecimiento Hepatocitario

IL: Interleucinas

iINOS: Sintetasa de Oxido Nitrico

IP3: Inositol trifosfato

KGF: Factor de Crecimiento de Queratinocito

KN-62: 1-[N,O-bis(5-isoquinolina sulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina
LH: Hormona Luteinizante

LPS: Lipopolisacarido

MMP: Metaloproteasas de Matriz

NANC: neurotransmisiéon No Adrenérgica No Colinérgica

NF-kB: factor nuclear de la cadena ligera kappa de las células B activas
OO0: Ovocito

OSE: Epitelio Superficial Ovarico

Panx1: Panexina 1

PBS: Solucién amortiguadora de Fosfatos

PDGF: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas

PG: Células de la Pregranulosa

PI3K: Cinasa de Fosfolipidos

PKA: Proteina Cinasa A

PKC: Proteina Cinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PLD: Fosfolipasa D

P1: Receptores a adenosina

P2: Receptores a ATP

P2X: Receptor canal activado por ligando

AzfP2X4: Mutante de P2X4 de pez cebra (delecion del amino y carboxilo)

P2Y: Receptor acoplado a proteina G
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P4: Progesterona

RE: Receptores a Estrogenos

RP: Receptores a Progesterona

SNC: Sistema Nervioso Central

T: Células de la Teca

TBS: Solucién amortiguadora Tris

TdT: Enzima Transferasa Desoxinucleotidil Terminal del ADN
TEM: Transicion Epitelio-Mesénquima

TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante beta

TM1: Dominio transmembranal 1 del receptor P2X

TM2: Dominio transmembranal 2 del receptor P2X

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

TUNEL: Marcaje de los dUTPs mediante la enzima Transferasa Desoxinucleotidil
Terminal

2MeSATP: 2-metiltio ATP
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