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RESUMEN

La oligomerizacién de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), ha ganado
interés debido a que interacciones proteina-proteina de este tipo modifican las
caracteristicas funcionales y farmacolégicas exhibidas cuando los receptores actdan

de forma monomérica.

En estudios recientes, se observd que los receptores purinérgicos en el foliculo de
Xenopus presentaban interacciones funcionales que podrian ser explicadas a través
de un fendmeno de heteromerizacion de receptores. Estudios electrofisiolégicos y
farmacoldgicos en este modelo, indicaron que los receptores purinérgicos
involucrados podrian ser del subtipo P2Y8 y A2. Interacciones semejantes a la
propuesta para estos receptores de Xenopus han sido propuestas y demostradas
por Nakata y colaboradores (2001, 2010) entre el receptor de adenosina subtipo Aly
los de ATP subtipo P2Y1 o P2Y2 a través de estudios de co-localizacion in-situ y de

ensayos de transferencia de bioluminiscencia en modelos de expresion heterdloga.

En la presente tesis se propone que la interaccion heteréloga de los receptores A2B
y P2Y8 de Xenopus, podria explicar las respuestas nativas lxavpc Y Fci Observadas
en el foliculo ovérico. El objetivo fue generar y validar herramientas moleculares que
permitieran demostrar lo anterior. Para esta finalidad, fueron construidas secuencias
que codifican para el receptor P2Y8, utilizando oligonucleétidos especificos
conteniendo sitios para enzimas de restriccion. Posteriormente, estas secuencias
fueron subclonadas en el vector de expresion eucaridtica pEGFP-N1, a fin de
expresar los receptores fusionados, por la parte carboxilo terminal, con la secuencia
de la proteina verde fluorescente (EGFP). Finalmente, células HEK293 fueron
transfectadas con dichos plasmidos y el patron de expresion de las construcciones
fue analizado utilizando RT-PCR, western blot y microscopia de fluorescencia asi
como su funcionalidad mediante registros de Ca®' intracelular. Los resultados
indican que utilizando transfecciones transitorias es posible detectar el RNAm de los
receptores P2Y8-GFP, asi como su proteina, tanto por inmunodeteccion como por

microscopia confocal.

Vi
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Demostramos que, expresados de forma transitoria en células de pasaje bajo,
dichos receptores inducen la liberacibn de calcio intracelular en respuesta al
agonista y que, ante exposiciones prolongadas, posiblemente experimenten

internalizacion.

Vil
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ABSTRACT

The oligomerization of G protein coupled receptors (GPCR) has gained relevance
since it was observed that these protein-protein interactions modify the functional and

pharmacological characteristics of GPCR monomers.

Recently, pharmacological assays in the Xenopus follicle showed interactions that
could be explain by heteromerization of purinergic receptors. Electrophysiological
and pharmacological evidences from this model showed that the purinergic receptors
involved could be of the P2Y8 and adenosine A2 types. Nakata and coworkers
(2001, 2010), through the use of in situ colocalization and bioluminescence
resonance energy transfer (BRET) assays in heterologous expression models,
proposed and demonstrated similar interactions between the Al adenosine and the
P2Y1 or P2Y2 subtype of ATP receptors.

The present thesis proposes that the heterologous co-expression of the Xenopus
purinergic receptors A2 (possibly A2B) and P2Y8 could explain the native responses
observed in the ovarian follicle by the formation of heteromeric complexes between
these receptors. In order to substantiate the proposed hypothesis, sequences
codifying Xenopus P2Y8 receptor were synthesized using primers designed with
restriction sites for Sal I, Age | and Eco RI. In this way, it was possible to subclone
the constructs in the pEGFP-N1 eukaryotic expression vector in order to express the
receptors with the green fluorescence protein (EGFP) attached to the carboxyl
terminus. The resulting plasmids were transfected in HEK293 cells and their

expression patterns and functionality were analyzed.

It was demonstrated that, when transiently expressed in low passage cells, these
receptors induce the liberation of intracellular calcium when stimulated by the agonist

and that, after long-term exposure, they may possibly undergo internalization.

Vil
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l. INTRODUCCION

La gran gama de funciones fisiol6gicas de los nucle6tidos de adenina en la
comunicacion celular se comenz6 a estudiar desde principios del siglo pasado,
cuando Drury y Sent-Gyorgyi mostraron los efectos del adenosin 5'-trifosfato (ATP) y
la adenosina extracelulares sobre el corazén y los vasos coronarios; sin embargo, no
fue sino hasta la década de los 70’s cuando se acufié el término purinérgico, para
referirse a este tipo de neurotransmisién conocida originalmente como no-adrenérgica

no-colinérgica (Burnstock 2006; Ralevic & Burnstock 1998).

Existe evidencia que demuestra la liberacibn del ATP mediada por vesiculas
exocitéticas en nervios periféricos, osteoblastos, células endoteliales y uroteliales.
También se han propuesto otros tipos de mecanismos a través de los cuales el ATP
puede ser liberado de una gran variedad de tipos celulares entre los que se incluyen:
moléculas transportadoras, canales formados por conexinas y panexinas, canales
anionicos dependientes de voltaje e incluso lisosomas cuya liberacion es dependiente
de glutamato (Burnstock 2008; Zhang et. al., 2007).

Con la clonacion de los receptores involucrados en la sefializacion mediada por
nucledtidos de adenina durante la década de los 90's, fueron confirmadas las bases
estructurales para clasificar a los receptores purinérgicos en dos familias: los
sensibles a adenosina o P1 y los sensibles a ATP, llamados P2. Los receptores P1
conocidos son receptores de 7 pasos transmembranales acoplados a proteinas G
(GPCR). Mientras que los receptores P2 fueron clasificados en dos subfamilias, de
acuerdo con su estructura molecular y su mecanismo de accion. Los receptores P2X
son canales ionicos y los receptores P2Y, al igual que los P1, son receptores

acoplados a proteinas G (Burnstock 2006; Ralevic & Burnstock 1998).

Receptores purinérgicos P1

La adenosina es un regulador fundamental de multiples procesos fisiolégicos de gran
importancia en organismos, tanto animales como plantas, que abarca practicamente
toda la escala filogenética desde organismos unicelulares, invertebrados como

Drosophila, hasta mamiferos, incluido el ser humano. Como molécula de sefializacion
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extracelular, se forma por degradacion del ATP, que al ser producido
intracelularmente, es liberado al espacio extracelular por diversos estimulos, donde
es degradado hacia adenosina por accién de las ectonucleotidasas; sin embargo,
también puede ser liberada desde el interior celular por accion de transportadores
(Hasko et al., 2009; Manjunath & Sakhare 2010)

Por otro lado, se sabe que la adenosina tiene funciones antioxidantes y que juega un
papel importante en la agregacion de plaquetas, la lipdlisis, la induccion del suefio y la
neuroproteccién. Asimismo, alteraciones en sus funciones, han sido asociadas con
patologias como la taquicardia supraventricular paroxismal y el sindrome de Wolf
Parkinson White (Manjunath & Sakhare 2010).

Actualmente, se reconocen cuatro diferentes subtipos de receptores P1 mediante los
cuales la adenosina ejerce sus acciones: Al, A2A, A2B y A3. Comparando su
estructura molecular con la de otros GPCRs, el amino terminal de estos receptores es
relativamente corto (7-13 a.a.), asi como también su carboxilo terminal (32-120 a.a.).
Asimismo, se sabe que estos receptores ejercen su accion principalmente a través de
adenilato ciclasa (AC); A1 y A3 son receptores que inhiben su accion a través de la
activacion de la subunidad Gajo,, mientras que A2A y A2B, propician su activacion
actuando a través de proteinas Gas (Umapathy et al., 2009; Reshkin et al., 2000).

En general, los receptores Al, A2A y A3 se han descrito como receptores de alta
afinidad, porque se activan con concentraciones submicromolares de adenosina,
mientras que los A2B requieren niveles micromolares, que solamente se alcanzan en
tejidos que han sufrido estimulos muy estresantes como la isquemia y la inflamacion.
Por ello, han sido descritos como sensores de dafio tisular durante la respuesta
inmunoldgica, teniendo un papel no redundante en la atenuacion de la inflamacion in
vivo, e incluso con efectos sobre la funcién vascular, favoreciendo la produccion de
VEGF vy la vasodilatacion, mediante la relajacion del muasculo liso de los vasos
sanguineos (Hasko et al., 2009; Sitkovsky & Ohta 2005; Dubey 2001).

En ensayos realizados con ratones transgénicos, se observd que la expresion del
receptor A2B estaba ampliamente distribuida e involucra tejidos y Organos tan
variados como los vasos sanguineos, vejiga, colon, pulmones, rifién y masculo liso.

Igualmente, estudios en lineas celulares revelaron un fuerte nivel de su expresion en
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macrofagos, linfocitos, células dendriticas y neutréfilos (Yang et al., 2006; Hua et al.,
2007).

Aunque se conoce que el receptor A2B regula diversas vias de sefializacion, las
mejor estudiadas son aquéllas que involucran el incremento del AMPc por accion de
la proteina Gas sobre la adenilato cliclasa (AC) y la que favorece la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) y la liberacién del Ca®" intracelular, por efecto de la proteina
Gog sobre la fosfolipasa Cg (PLCpg) (Reshkin et al., 2000; Sitkovsky & Ohta 2005).

Con respecto a su farmacologia, hasta hace pocos afios no existian agonistas
selectivos para distinguirlos de los otros miembros de la familia de receptores P1. No
obstante, se sabia que el agonista 5’-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA) permitia
distinguir las acciones a través del A2B lo de otros receptores de adenosina, cuando
era co-expresado con ellos (A1, A2A 6 A3), con base en la eficiencia de respuestas
obtenidas por efecto de antagonistas selectivos como el RS-1754 y el CVT-6883
(Hasko et al., 2009; Manjunath & Sakhare 2010).

Receptores Purinérgicos P2

Como anteriormente se menciond, el ATP liberado en el espacio extracelular, ejerce
sus efectos mediante receptores P2, los cuales se han agrupado en 2 subfamilias: los
P2Xy los P2Y.

La subfamilia P2X esta conformada por 7 diferentes subunidades (P2X1-7), que han
sido clonadas y caracterizadas, y conforman receptores-canal triméricos.
Topoldgicamente, tienen sus extremos carboxilo y amino citoplasméticos, en los
cuales presentan numerosos sitios blanco para la accién de cinasas; ademas de 2
regiones transmembranales (TM1 y TM2) de las cuales se ha descrito que participan
en la formacion del poro. Conjuntamente, presentan una larga asa extracelular, con
10 residuos conservados de cisteina que forman varios puentes disulfuro, y una
region hidrofbica cercana al poro denominada H5, donde posiblemente esté ubicado
el sitio de unién al ATP y se lleven al cabo diversas modulaciones del canal por

cationes (Burnstock 2007).

En cuanto a los receptores P2Y, ocho subtipos de ellos han sido descritos en
mamiferos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14. A diferencia
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de otros receptores purinérgicos, sus genes no contienen intrones en las secuencias
codificantes, con excepcion del receptor P2Y11, y se sabe que varios residuos con
carga en los dominios transmembranales TM3, TM6 y TM7 son cruciales para su
activacion. Los receptores P2Y1, 2, 4, 6 y 11 se acoplan de forma preferente a la
proteina Gqq, mediante la cual estimulan a la fosfolipasa C. No obstante, se ha
observado que el P2Y11l también es capaz de estimular la adenilato ciclasa por
asociacion con una proteina Gqs. En cambio, los subtipos 12, 13 y 14, provocan la
inhibicién de la adenilato ciclasa, debido a la accion de la proteina Gy, a la cual se
acoplan de forma preferente (Abbracchio et al., 2006; Hua et al., 2007).

\ / re'cogni(ionsilc ®

Binding of
5’-substituted
agonists

Intracellular

Figura A. Estructura molecular de los receptores purinéricos (Modificado de Douglas & Burnstock,
2006)

Por otro lado, se sabe que cada subtipo de receptor P2Y responde diferente a los
nucledtidos de purina, siendo ATP el agonista mas potente para P2Y1l en
mamiferos, mientras que P2Y4 es activado igualmente por ATP o UTP, y ADP es el
mas efectivo para P2Y1, P2Y12 y P2Y13. El P2Y6 es preferencialmente activado por
UTP, mientras que el P2Y14 por UDP-glucosa (Von Kugelgen 2006, Vasquez-Cuevas
et. al., 2010).

También es bien conocido que este tipo de receptores estan involucrados en
procesos como la agregacion de plaquetas, vasodilatacion, neuromodulacion, flujo

i6nico, diferenciacion y comunicacion sinaptica, siendo notable el hecho de que las
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respuestas mediadas por los receptores P2Y tienen lugar tanto en células del sistema
nervioso como en otros tipos no neuronales ni musculares, donde también estan
relacionadas con sefalizacién cuyos efectos son a corto plazo, en fenomenos como
el metabolismos del glicbgeno, o a largo plazo, en procesos como proliferacion y
muerte celular, fertilizacion, diferenciacion durante el desarrollo y regeneracion de
tejidos. De hecho, se sabe que los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, y P2Y6 actian
incrementando el inositol trifosfato (IP3) y el Ca®* citosélico, asi como también que la
accion simultdnea de varios de estos receptores esta asociada con la activacion de la
via de las MAP cinasas. Recientes descubrimientos, parecen sugerir que podrian
estar involucrados en la modulacion de canales i6nicos dependientes de voltaje
(Sitkovsky y Ohta 2005; Montiel et al., 2006; Burnstock, 2011).

Otros receptores P2Y diferentes a los anteriormente mencionados, se consideran
ortdlogos de los descritos en mamiferos. Tal es el caso del P2Y3 de pollo, que podria
ser el ortdlogo P2Y6 de mamiferos, mientras que el P2Y8 de la rana Xenopus laevis y
el tP2Y de pavo, parecen ser los respectivos ortdlogos del P2Y4 en mamiferos. Los
P2Y5 y P2Y10 son considerados receptores huérfanos, en tanto que el P2Y9 ha sido
reportado como un posible receptor para &cido lisofosfatidico no emparentado con la
familia Edg (Burnstock 2007; Abbracchio et al., 2006).

El receptor P2Y4

El subtipo P2Y4 ha sido clonado en humano, rata y ratén. En el ser humano, su
agonista més potente es el UTP, mientras que el ATP actia como un antagonista
competitivo. En cambio, en la rata y el raton, tanto el UTP como el ATP son
agonistas, activandolo con la misma potencia, tal como sucede con el P2Y2. Por lo
anterior, en roedores, ambos receptores purinérgicos son farmacologicamente
indistinguibles. (Communi et al., 1995; Nicholas et al., 1996; Bogdanov et al., 1998b;
Webb et al., 1998; Kennedy et al., 2000; Lazarowski et al., 2001)

Por otro lado, han sido clonados sus ortlogos de pavo (Meleagris gallopavo) y de la
rana Xenopus laevis, denominados tP2Y y P2Y8 respectivamente, los cuales
responden de forma equipotencial a ATP, UTP, GTP e ITP. (Bogdanov et al., 1997;
Boyer et al., 2000; Abbracchio et al., 2006).

La activacion del receptor P2Y4 genera aumento de IP3 intracelular, no obstante esta
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respuesta es parcialmente inhibida por la toxina pertusis lo que sugiere que el
receptor P2Y4 se acopla principalmente a proteinas Gagi1 Yy adicionalmente a

proteinas Gaip. (Communi et al., 1996).

El receptor P2Y8, como ya se menciond, es el ortdlogo de P2Y4 en la rana Xenopus
laevis. Originalmente llamado XIP2Y, fue clonado de la cresta neural de embriones de
este organismo, donde se propuso que se expresa durante la neurogénesis, aunque
recientemente su expresion ha sido analizada en la rana adulta, y su transcrito se ha
detectado en ADNCcs provenientes de cerebro, de corazon y de células foliculares, de
modo tal que es muy posible que sus acciones fisioldégicas sean mas amplias y no se

limiten al desarrollo embrionario. (Bogdanov et al., 1997; Romero, 2006).

Estructuralmente, es una proteina de 532 aminoéacidos, de los cuales 26 estan
conservados en toda la familia P2Y. En su cola carboxilo terminal de 216 aa, se ha
descrito el sitio palmitoilacion presente en la gran mayoria de los GPCRs, asi como
sitios potenciales de fosforilacion para cinasas dependientes de calmodulina
(CaMKs), la cinasa glucégeno sintasa 3 (GSK3) y las proteinas cinasas A (PKA)y C
(PKC). Ademés, para esta Ultima, también se describié un sitio de fosforilacion en la
tercera asa intracelular. En cambio, su domino amino terminal contiene dos sitios
potenciales glicosilacion en asparaginas y una cisteina conservada, presente en
todos los receptores de la familia P2Y. Igualmente, en cada una de sus asas
extracelulares estan presentes las cisteinas con las cuales se conforman dos puentes

disulfuro, también propios de estos receptores. (Bogdanov et al., 1997).

Por otro lado, aunque se cree que podria estar acoplado a una proteina Gog de forma
enddgena, esto no se ha confirmado, y se sabe que, expresado de manera
heter6loga en ovocitos, responde de forma equipotencial a ATP, UTP, CTP y GTP
(Bogdanov et al., 1997).

Heteromerizacion de receptores acoplados a proteinas G

Las interacciones proteina-proteina son esenciales para la sefializacion celular. La

gran mayoria de estas vias son desencadenadas por la activacion de receptores que,


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

frecuentemente, se encuentran asociados con la membrana plasmatica.

La interaccion entre receptores con actividad de cinasa de tirosina del mismo tipo es
un fenébmeno necesario y aceptado desde hace muchas décadas; sin embargo, un
concepto trascendental y novedoso en la biologia celular es el hecho de que este tipo
de interacciones también ocurren entre los receptores acoplados a proteinas G, que
hasta poco mas de una década eran considerados como entidades exclusivamente
monomeéricas. Sin embargo, actualmente existe evidencia de que también pueden
interactuar directamente con componentes de sus respectivas cascadas de
transduccion, como sucede con el receptor de angiotensina Il, con el cual el grupo de
Ali y colaboradores (1997) observaron una asociacion directa entre el motivo YIPP del

carboxilo terminal de dicho receptor y la cinasa Jak2 (Bouvier 2001).

Las primeras evidencias de que este tipo de interacciones moleculares existen en las
células datan de los afios 80’s cuando, mediante ensayos de unidn de radioligando y
Western blot, se observaron las primeras interacciones receptor-receptor en
preparaciones de membranas de cerebros de rata y médula espinal. En esta clase de
interacciones, la estimulacién de un receptor cambiaba la afinidad del otro por
ligandos enddgenos o exdgenos. Estos cambios no dependian de componentes de la
sefializacion intracelular y sugeria algun tipo de interaccion cooperativa entre
receptores adyacentes. A principios de la década de los 80’s, tras el descubrimiento
de asociaciones funcionales del mismo tipo para neurotransmisores, fue propuesto
que el mismo mecanismo molecular podria también favorecer la formacién de

interacciones entre GPCRs de diferente tipo (Franco et al., 2007).

Actualmente se conocen numerosos GPCRS que presentan estas interacciones en la
membrana plasmética. Este fenédmeno, conocido como oligomerizacion, es llamado
homomerizacién de receptores, cuando se trata de una interaccion entre 2 0 mas
receptores iguales, o heteromerizacion cuando los receptores son diferentes. Se
piensa también que éste es uno de los fendmenos responsables de la especificidad
de las sefales, provocando que un mismo receptor tenga funciones -y efectos-
diferentes en distintos tipos celulares. De hecho, han sido descritos mas de 30 tipos
de receptores GPCR que pueden forman homdmeros mientras que, casos de

heteromerizaciones, se conocen méas de 20 (Von Kugelgen 2006; Bouvier 2001).
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Experimentalmente, han sido detectadas directamente utilizando varias estrategias
como: i) Ensayos de union de radioligandos, ii) coinmunoprecipitacion, iii)
Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) mediante ligandos
acoplados a fluoroforos, iv) Transferencia de energia por resonancia de
bioluminiscencia (BRET) por medio de receptores quiméricos acoplados a proteinas
fluorescentes y luminiscententes, v) Anticuerpos selectivos para homdémeros o
heterébmeros, y vi) Ligandos especificos que solamente pueden acoplarse a sitios de

union “alterados” en los complejos formados.

Considerando que numerosas patologias estan asociadas con mutaciones y
polimorfismos en este tipo de receptores, y que son blancos de aproximadamente el
25% de los farmacos mas efectivos que existen en la actualidad, es de vital
importancia conocer el efecto de interacciones que modifican las caracteristicas
funcionales y farmacoldgicas que exhiben cuando actian de forma individual. Por
ejemplo, se han reportado casos de dimerizaciones en los cuales durante las
interacciones se forman sitios alternativos de unién del ligando, o la respuesta ante
éste se incrementa o decrementa. Igualmente, se han encontrado casos en los que el
acoplamiento a las proteinas G se inhibe o cambia por completo, activando vias de
sefalizacion diferentes. Un ejemplo de éste ultimo caso, es el descrito por Rashid y
colaboradores, quienes observaron que la heteromerizacion entre receptores
dopaminérgicos tipo D1-D2 da lugar a un cambio en el acoplamiento de la proteina
Gasair €n el receptor D1, o una Ga; en el receptor D2, a una Gaga1 Y la activacion de
la via se sefalizacion tipicamente mediada por ella (Franco et al., 2008; Rozenfeld &
Devi 2010; Rashid et al., 2007).

La forma en que estas asociaciones se llevan al cabo, aun no esta totalmente
esclarecida; sin embargo, ensayos de mutagénesis dirigida involucran a los
segmentos carboxilo terminales y los transmembranales TM7 para el caso de la
heteromerizacion de los receptores para GABAg, (George et al. 2002) y en los ultimos
afios han surgido evidencia que implica la participacion de los segmentos TM4 y TM5,
en heteromerizaciones conformadas por los receptores D2, 5-HT4 y mGIuR2 entre

otros, para dopamina serotonina y glutamato, respectivamente (Fiziola 2010).

Entre los receptores purinérgicos P1 y P2Y también se han observado este tipo de

interacciones, ya sean reciprocas o unidireccionales, y con ambos o so6lo uno de los
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receptores modulando la respuesta del otro. Estos fendmenos han sido descritos
entre receptores de adenosina (A1/A2A), con receptores de dopamina (A1l/D,) y con
otros receptores purinérgicos (Ferré et al. 2007). A éste Ultimo caso pertenece el
fendmeno reportado por Nakata y colaboradores, quienes describieron la
heteromerizacién de los receptores para adenosina Al y para ATP P2Y1 (Figura A)
(Yoshioka et al., 2002; Nakata et al., 2005) y P2Y2 (Susuki et al., 2006; Namba 2010)

Dicho grupo detecto la colocalizacion de dichos receptores en varias regiones de la
corteza cerebral de rata, asi como en el hipocampo y el cerebelo. Posteriormente
demostraron, por co-inmunoprecipitacion, la existencia de complejos heteroméricos
usando anticuerpos especificos contra ambos receptores, en extractos solubles de
membranas celulares provenientes de dichos tejidos. Adicionalmente, mediante
ensayos de expresion heterdloga y BRET en células HEK293, observaron que las
propiedades de unién del receptor Al, se modificaron significativamente después de

la cotransfecciéon con el ADNc del receptor P2Y1 (Nakata et al. 2005).

Por medio de ensayos farmacologicos, notaron que, cuando transfectaban
Unicamente el receptor Al y lo estimulaban, ya fuera con adenosina (su ligando
natural) o con un agonista (CPA), se inhibia la actividad de la adenilato ciclasa y la
produccién de AMPc. En cambio, al utilizar un antagonista (DPCPX), estas vias, se
estimulaban, indicando que el receptor Al estaba acoplado a una proteina Gaip.
(Nakata et al. 2005).

Por otro lado, al transfectar solamente el P2Y1 y estimularlo ya fuera con ATP o con
el agonista ADP(S se activaban vias de sefalizaciébn mediadas por IP3 y la liberacion
de Ca?' intracelular que, a su vez, se inhibian al estimularlo con el antagonista
MRS179. Con lo anterior se demuestra que la proteina G a la cual se acopla el P2Y1

de forma individual es una Gag;1 (Nakata et al. 2005).

No obstante, cuando ambos receptores eran co-tranfectados, independientemente de
que se fueran estimulados con adenosina, ATP o los agonistas de cualquiera de los
dos receptores, el receptor se acoplaba a la proteina Go,; provocando inhibicién de la
adenilato ciclasa (Nakata et al. 2005) en forma semejante a lo sucedido con la

activacion del receptor Al.
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En células cotransfectadas el agonista especifico para P2Y1, ADPBS, fue capaz de
activar la proteina G, produciendo de esta manera la respuesta tipica del receptor
Al, inhibicién de la adenilato ciclasa y disminucion en la sintesis de AMPc. Este
cambio dramatico en la via de sefializaciéon del receptor P2Y1 representa un efecto

fisioldgico notable (Nakata et al. 2005).

ATP
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Figura B. Modelo de heteromerizacion entre los receptores purinérgicos Al y P2Y1, propuesto por
Nakata y colaboradores (Modificado de Nakata et al., 2001).

El sistema purinérgico en el modelo del foliculo ovarico de Xenopus

laevis.
El foliculo ovérico de Xenopus laevis consiste en un ovocito que mide de 1.2 a 1.4
mm de diametro, rodeado de varias capas de células somaticas, entre las que se
encuentran una monocapa de células foliculares acopladas entre si y con el ovocito
mediante uniones comunicantes. La membrana basal de estas células esta
conformada por una capa acelular de tejido conectivo ubicada entre ellas y las capas
celulares méas externas (teca y células del epitelio interno ovarico). Se sabe que tanto
las células foliculares como las de la teca, regulan la maduracion y el desarrollo del
ovocito, respondiendo a estimulos neuronales, hormonales y humorales (Fujita et. al,
2007)

10
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Debido a la transmision eléctrica entre las células foliculares y el ovocito, es posible
medir la actividad eléctrica de este complejo insertando electrodos de registro en el
ovocito, arreglo experimental que en nuestro laboratorio ha sido utilizado para
estudiar la comunicacion entre estos tipos celulares. En mamiferos, esta interaccion
es fundamental para el desarrollo del gameto, ya que se sabe que tanto el
acoplamiento eléctrico como la comunicacion quimica, a través de transmisores
paracrinos y autécrinos, mantienen un didlogo entre estos dos tipos celulares
propiciando su mutuo desarrollo, diferenciacion y crecimiento (Eppig 2001; Matzuk et
al., 2002). Ejemplo de esta comunicacion es la generacion de las corrientes de K,
inducidas por estimulacion de la hormona foliculo-estimulante (FSH) o de la
adenosina (Ado), corrientes que pueden ser replicadas mediante el aumento

farmacoldgico del AMPc intracelular.

En esencia, el mecanismo consiste en la estimulacion de receptores especificos para
cada transmisor, que se encuentran expresados en la membrana de las células
foliculares; al estar éstos acoplados a la sintesis de AMPc a través de una proteina
Gas, se produce el aumento de AMPc, lo que en la membrana de las células
foliculares tiene al menos dos efectos importantes. Por un lado, provoca la apertura
de canales de K+ que promueven una hiperpolarizacion del foliculo y, por otro, el
nivel elevado del nucleétido ciclico parece mantener el arresto meiético del ovocito.
Esta respuesta es también estimulada por agonistas adrenérgicos,
catecolaminérgicos y varios péptidos bioactivos, generando corrientes de K* que no
se observan en ovocitos desfoliculados. La respuesta de K+ dependiente de AMPc
puede se estimulada ademas por el ATP (Saldafia et al., 2005; Arellano et al., 1996;
2009). Sin embargo, éste efecto se modifica, dependiendo de la presencia o ausencia

de todas o algunas de las capas celulares descritas, como se detallara mas adelante.

Los sistemas de sefalizacion endégenos que utilizan substancias purinérgicas como
transmisores en el ovocito, fueron reportados inicialmente por Lotan y colaboradores
(1982), quienes observaron la generacion de corrientes evocadas por adenosina y
ATP, caracterizando dos corrientes a las que designaron H (hiperpolarizante) y D
(despolarizante). Posteriormente se demostré que estas respuestas, muy semejantes
a las descritas originalmente para acetilcolina (ACh) y dopamina por el grupo de

Miledi (1977), tenian en realidad un origen mixto, ya que en su generacion estaban

11
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involucrados tanto la monocapa de células foliculares, como el ovocito. Ejemplo de lo
anterior son las corrientes oscilatorias de CI" activadas por ACh que se mantienen en
ovocitos desfoliculados, mientras que las acarreadas por K" y activadas por
catecolaminas, requieren de la integridad del foliculo. Al respecto, experimentos de
desfoliculacion demostraron que esta diseccion no solo elimina la respuesta de K*
activada por catecolaminas, sino también las generadas por diversas hormonas, y
agonistas adrenérgicos y catecolaminérgicos, junto con las inducidas por
transmisores purinérgicos como la adenosina y el ATP, lo que demuestra que son
respuestas originadas en las células foliculares y transmitidas al ovocito a través de
comunicacion eléctrica mediada por las uniones comunicantes. Ahora bien, dada la
participacion del AMP ciclico (AMPc) en su generacion, a esta respuesta actualmente
se le conoce como corriente de K™ dependiente de AMPc (I, avpc) (Woodward &
Miledi, 1989; Arellano & Miledi, 1993; Arellano et al., 1996).

Con respecto a las respuestas de CI" generadas por receptores muscarinicos, se
demostré que involucran, tanto canales de ClI- localizados en la membrana del ovocito
(los cuales provocaban una corriente oscilatoria) como canales ubicados en las
células foliculares. Este Ultimo componente provocaba respuestas compuestas por
varias fases, de las cuales al menos dos son eliminadas por desfoliculacion, y que
cada una de ellas depende de la apertura de canales de CI con caracteristicas
intrinsecas diferentes. Actualmente a estas corrientes se les conoce como F¢ y Sci
(Arellano & Miledi, 1993). A diferencia de las respuestas colinérgicas, las respuestas
foliculares provocadas por el ATP son todas originadas en las células foliculares y
corresponden a las corrientes F¢ y Sci. Estas, al igual que la corriente de K*, también
cambian en amplitud dependiendo del tipo de preparacion que se utiliza para su
registro. (Arellano et al., 1996; 1998),

Es importante resaltar en este punto, que el ovocito desnudo no presenta ninguna
respuesta eléctrica a la adenosina o al ATP, lo que sugiere que en la membrana del
ovocito no son expresados receptores purinérgicos. Sin embargo, ha sido demostrado
que el ovocito tiene la capacidad de liberar ATP desde su medio intracelular, y que
este transmisor difunde hasta la membrana de las células foliculares y estimula de
forma paracrina a las células foliculares (Saldafia et al., 2005). Esta liberacién de ATP

tiene dos componentes, uno basal, asi que esta liberacion mantiene un nivel ténico de
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estimulacion, y otro que puede ser estimulado a través de perturbaciones mecénicas
(Saldafia et al., 2008). Estos experimentos muestran que el complejo formado por el
ovocito y sus células foliculares, mantienen un sistema enddgeno de comunicacion
purinérgica (i.e., liberacion del transmisor, asi como la expresion de receptores
especificos, de la maquinaria de respuesta y de los respectivos efectores). En cierto
sentido, la comunicacién purinérgica folicular tiene direccionalidad, originAndose en el
ovocito por la liberacion del transmisor hacia las células foliculares que responden al
ser estimulados los receptores correspondientes, generdndose entonces corrientes
ibnicas que son transmitidas al ovocito a través de la comunicacion eléctrica, asi
como un posible aumento en los niveles de segundos mensajeros involucrados a

través del acoplamiento metabdlico.

Finalmente, dado que se ha observado que el ATP es capaz de activar ambas
corrientes foliculares de modo similar a lo reportado para ACh, se propuso que dicho
fendmeno es mediado por un mismo tipo de mecanismo intracelular. Para la
activacion de la F¢, recientemente fue demostrado que este mecanismo corresponde
con la activacion de la fosfolipasa C, produccion de IPs, liberacién de Ca®" intracelular
y activacion de canales de CI” dependientes de Ca?*, expresados en la membrana de

las células foliculares (Robles-Martinez 2011; Arellano et al., 2011).

13
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.  ANTECEDENTES

En estudios previos relacionados con las corrientes activadas por purinas en el
foliculo de Xenopus, se observé que la regulacion de canales iGnicos por la activacion
de receptores purinérgicos es diferente en el foliculo completo (“whole follicle”; w.f.)
que en foliculos a los que se les ha removido el epitelio y la teca (“epithelium and
theca removed”; e.t.r.), pero que conservan las células foliculares. Esta diseccion
mantiene la membrana basal de las células foliculares y permite estudiar de forma
aislada la comunicacion entre el ovocito y las células que lo rodean, interaccion de

suma importancia para el desarrollo del foliculo en general.

De este modo, monitoreando eléctricamente preparaciones w.f. y foliculos e.t.r., se
demostré que la presencia de la teca y el epitelio permite la activaciéon de una
corriente saliente de K*, dependiente de AMP ciclico (CAMP) e inducida por ATP, de
la misma naturaleza que la respuesta Ik cavp la cual, como previamente se menciond,
es activada por una gran variedad de agonistas. En estos estudios se determind que
la remocion del epitelio y la teca eliminaba la capacidad del ATP de inducir dicha
corriente, es decir, el epitelio y/o la teca son requeridos para que el ATP, actuando a
través de un receptor, estimule a la adenilato ciclasa y active la corriente I cavp. ESte
efecto es especifico para receptores P2Y, dado que cuando la Ik cavp €S activada por
adenosina, no es afectada por la remocién del epitelio/teca (Figura B). (Saldafa et al.,
2005; Arellano et al., 2009). Ademas, la remocién del epitelio y la teca en los foliculos
e.t.r., no solo provocaban la eliminacién de la respuesta Ik cave SiN0 que potenciaba la
generacion de la respuesta F¢ descrita anteriormente, por lo que se demostré que la
respuesta a la aplicacion de ATP cambiaba, de un mecanismo que promovia la
sintesis de AMPc (asociada a la generacion de Ixcawp), @ Otro que provocaba la

sintesis de IP; (asociada a la generacion de la respuesta Fg).
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Figura C. A. Corrientes generadas en foliculos w.f. (arriba) o e.t.r. (abajo) ante la estimulacion con
adenosina (Ado) o ATP. Derecha: Cortes histoldgicos de foliculos w.f. (B) o e.t.r. (C).

Por lo tanto, este cambio radical en la capacidad del receptor a ATP entre las
preparaciones w.f. y e.t.r., parece ser debida a un conjunto de cambios que ocurren

de tres formas:

1. El receptor presente en el foliculo completo estimula la produccion de AMPc, y
este acoplamiento no ocurre o se ve disminuido en los foliculos sin epitelio y
teca (e.t.r.)

2. El receptor sensible a ATP en los foliculos e.t.r. se acopla de forma mas
eficiente a una proteina Gaog, que activa, en lugar de la Ik amec, @ la corriente Fg,
a través de un mecanismo que involucra la activacion de la fosfolipasa C.

3. Esta preferencia alterna en los foliculos e.t.r. por el mecanismo que activa F¢
también promueve la inhibicibn de la Ikcave. Debido al conjunto de estos
cambios, los canales de K" que generan la lxcavp en los foliculos e.t.r, no

pueden ser activados por ATP.

Estas tres modificaciones funcionales también van acompafiadas de cambios en la
farmacologia de los receptores purinérgicos involucrados. El mas importante de estos
cambios es el hecho de que en el caso del foliculo completo parece tratarse de la
expresion de un receptor que es igualmente sensible tanto a adenosina como a ATP,

y es insensible a agonistas como UTP y 2MeS-ATP (Arellano et al., 2009 ).

Hasta el momento no existe informacion de secuencias genéticas que codifiquen para
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receptores que modifiquen la actividad de la adenilato ciclasa con las caracteristicas
farmacoldgicas observadas en las preparaciones w.f. No obstante, se sabe que la
heteromerizacion entre receptores purinérgicos puede provocar cambios semejantes
en su funcion y su farmacologia, por lo que es probable que los cambios funcionales
en las respuestas purinérgicas foliculares sean provocados por la regulacion de un
heterébmero de este tipo, cuyos componentes moleculares son el motivo de estudio de

la presente tesis.

De la naturaleza de los probables receptores involucrados se conocen algunos datos
importantes, esencialmente que: en estudios utilizando RT-PCR quedd demostrado
que el receptor tipo P2Y8 es el de mayor expresion en foliculos w.f. y e.tr., la
farmacologia (sensibilidad a ATP, UTP, 2MeS-ATP y Bz-ATP) de estos receptores
concuerda, en cierto sentido, con aquélla mostrada por los receptores involucrados en
la generacion de F¢, y que la expresién de este receptor en la membrana del ovocito
propicia la activacion la fosfolipasa C. Por otro lado, ha sido documentado que la
farmacologia del receptor a adenosina es similar a aquélla demostrada para
receptores tipo A2B (Cobb et al., 2002).

16
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lIl.  JUSTIFICACION

A partir de los estudios descritos, se deriva la propuesta de que los fenbmenos
observados en preparaciones tipo w.f., es decir, la activacién de la respuesta Ik cavp
por un receptor sensible a adenosina y a ATP, son debidos a que el receptor P2Y8 se
heteromeriza con un receptor de adenosina (presumiblemente el A2B), estableciendo
un nuevo receptor heteromérico con caracteristicas farmacoldgicas y funcionales
diferentes a las presentadas por sus componentes monomeéricos. De este modo, en
las preparaciones de foliculo completo, el posible heterémero compuesto por los
receptores P2Y8 y A2B, formarian un receptor sensible tanto a adenosina como a
ATP, que generaria la sintesis de AMPc mientras que, en preparaciones de foliculos
e.t.r.,, la proporcion de este receptor heteromérico seria regulado a la baja, y los
receptores monoméricos resultantes funcionarian de forma especifica a adenosina o
a ATP. Asi, el receptor A2B continuaria promoviendo principalmente la sintesis de

AMPc, mientras que el P2Y8 lo haria a través de la fosfolipasa C.

Si lo anterior ocurriera en el sistema nativo, es posible que la clonacion de los
receptores y su expresion en un sistema heterdlogo proporcione un modelo que
permita estudiar como la asociacion entre los dos receptores se lleva al cabo, de
forma tal que fuera posible estudiar en detalle los elementos estructurales que a nivel
molecular estén involucrados. La propuesta del presente trabajo es estandarizar la
metodologia que permita estudiar la posible formacion del heterbmero entre el
receptor P2Y8 y el A2B. Para ello desarrollamos parte de las herramientas utilizando
meétodos de biologia celular y molecular, asi como microscopia de fluorescencia que
permitieron la experimentacion utilizando el receptor P2Y8 de rana, evaluando

ademas, su funcionalidad y eficiencia de expresion en sistemas heterélogos.
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IV. HIPOTESIS

La expresion heteréloga del receptor P2Y8 de Xenopus laevis fusionado a la
proteina verde fluorescente en células HEK293 serd funcional y se acoplara al

mecanismo de liberacién de Ca®" intracelular.

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Expresar el receptor P2Y8 de Xenopus laevis en un sistema heter6logo y analizar su

localizacién subcelular y su funcionalidad.

Objetivos particulares

Obtener las secuencias codificantes del receptor P2Y8 completo y truncado en el
extremo COOH’ terminal en el marco de lectura de la proteina verde fluorescente
(GFP).

Transfectar ambas construcciones en células HEK293 y evaluar su patron de

expresion

Verificar la funcionalidad de las construcciones en el sistema heter6logo mediante
registros de la movilizacién de Ca?" intracelular [Ca®']..

Analizar la localizacion celular del receptor transfectado mediante microscopia
confocal.

Evaluar el efecto de la delecion de la secuencia correspondiente al COOH terminal
sobre la distribucion y funcionalidad del receptor P2Y8.
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V. METODOS

Construccién del receptor P2Y8-GFP

Con el fin de generar un receptor que pudiera ser utilizado en estudios de
microscopia de fluorescencia se generé el receptor quimérico P2Y8-GFP,
fusionando el ADNc completo del receptor (a partir del cual se genera una proteina
537 aa) con la secuencia de la EGFP (225 aa) en a su extremo COOH terminal
(Y8.1 y ¥8.2). Ademas se disefid6 una variante del P2Y8 que carece del extremo
carboxilo terminal (321 aa), en el cual la EGFP esta fusionada al final del séptimo
pase transmembranal de P2Y8; a esta variante la denominamos P2Y8ACOOH
(YBAC).

Para construir estas proteinas la estrategia consistio en la amplificacion por PCR del
ADNc completo del receptor o el ADNc sin la region que codifica para el COOH
terminal. Se utiliz6 como templado el ADNc de P2Y8, clonado en el vector de
expresion pXen, y oligonucledtidos en los cuales se incluyeron sitios de restriccion
que permiten su insercion en el vector pEGFP-N1. Estos oligos permitieron la
amplificacion de dos secuencias diferentes: la primera codifica un receptor P2Y8
completo y la segunda para el receptor truncado del carboxilo terminal
(P2YBACOOH).

Los productos fueron amplificados utilizando una ADN polimerasa de alta fidelidad
(High fidelity mix, Invitrogen) y se purificaron a partir de un gel de agarosa al 1%
utilizando el estuche comercial QuiaQuick PCR Purification (Quiagen).

Posteriormente, se clonaron los productos de PCR del ADNc completo del receptor
P2Y8 en un vector de clonacion directa para productos de PCR. Dado que la enzima
utilizada produce extremos rasos, recurrimos al vector pCR4-TOPO (Invitrogen), que
confiere resistencia a ampicilina. Los fragmentos de ADN en el vector pCR4-TOPO,
generaron los pladsmidos pCR4-TOPO-Y8.1, pCR4-TOPO-Y8.2 y pCR4-TOPO-
Y8AC, conteniendo los dos primeros la secuencia codificante del receptor completo y
el ultimo la del truncado del COOH" terminal. Con los insertos clonados en este
vector, se transformaron bacterias E. coli competentes, que fueron sembradas en

medio LB-agar con ampicilina.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del ADNc del receptor P2Y8.

Oligo- Sitios de .
nucledtido | complementaridad _ Temperatura Tamaro
(pb) Secuencia de alineacion del

producto

Sentido 297.950 5 GAA TTC CCA TGG CTG

AGG ACATCATGGCCACT 3

Anti- 5 ACC GGT AAG TTC TGC

sentido (1) 1803-1830 AGCTCCTTTTCTTTITC 3 1620 pb
55°C

Anti- 5 CTT TGG GAA GTT CTG
sentido (2) 1810-1834 CAGCTTT3 1600 pb

Anti- 5 CGT CGA CGC CTT TGG
sentido (3) 1814-1836 GAA GTT CTG CAG CTC 3’ 1018 pb

A fin de comprobar que el inserto estuviera en todas las colonias que crecieron, se
realiz6 una PCR para cada una de ellas, utilizando como cebadores los
oligonucledtidos empleados en experimentos anteriores para detectar la expresion
del receptor P2Y8 en diferentes tejidos de la rana Xenopus. El producto de PCR fue

analizado en un gel de agarosa al 1% para seleccionar las clonas transformadas.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de un fragmento interno del
ADNCc del receptor P2Y8

Temperatura Tamatio
Oligonuclettido Secuencia P L del
de Alineacion
producto
Sentido 5 GTT CCCTTG TCATGAGTC 3
53°C 575 pb
Anti-sentido 5 TGC TGC CGG TCTCCT ACA 3

Para extraer los insertos de interés, los plasmidos se linearizaron mediante
restricciones enzimaticas, utilizando inicialmente Sall para el plasmido pCR4-TOPO-
Y8.1; o Agel, para el pCR4-TOPO-Y8.2 y el pCR4-TOPO-Y8AC y, a continuacion
EcoRl, para posteriormente analizar los productos de las restricciones en geles de

agarosa al 1%, como control de las reacciones.
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De las colonias seleccionadas, se purificaron los plasmidos conteniendo la
secuencia del receptor P2Y8 y la version truncada, P2Y8AC y se analizo la

secuencia de ambos insertos para confirmar que no existieran mutaciones.

Clonacion del ADNc del receptor P2X8 en el vector pEGFP-N1

Dado que cada uno de los oligonucledétidos con los que amplificaron las secuencias
del P2Y8 se disefiaron con sitios de restriccion para las enzimas EcoRI (sentido),
Sall (antisentido 1) y Agel (antisentido 2 y 3), se utilizaron estas enzimas para

extraer los insertos de interés del plasmido pCR4-TOPO.

Los resultados de cada digestion fueron verificados analizando los productos en
geles de agarosa al 1%, a partir de los cuales se purificaron los insertos P2Y8
completoy P2Y8AC.

A fin de poder expresar los receptores en lineas celulares de mamifero, los insertos
extraidos se subclonaron en el vector de expresion pEGFP-N1. Para ello, el vector
fue digerido con las mismas enzimas de restriccion anteriormente utilizadas y
posteriormente fue ligado el ADN purificado. Las ligaciones fueron utilizadas para
transformar bacterias E. coli, las colonias transformadas fueron seleccionadas por
PCR utilizando oligonucledtidos disefiados para amplificar Unicamente la
construccion quimérica, pues uno de los cebadores fue disefiado en la secuencia del

ADNCc de P2Y8 y el otro en la secuencia que codifica a la EGFP.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para detectar la expresion del receptor P2Y8

fusionado a la proteina EGFP en las colonias transformadas.

Oligonucle6tido Secuencia Temperatq(a de Tamafio del producto
Alineacion
. 5" GTTCCCTTG TCA P2Y8-GFP (1665pb)
Sentido .
TGA GTC 3 50°C
Anti-sentido 5'CTT GCC GTA GGT P2YSACOOH-GEP
GGC ATC 3 (1063pb)

A partir de estas colonias se purificé 1-2 pg de cada plasmido conteniendo cada una
de las construcioness y se analizé la secuencia para comprobar que no existieran

mutaciones y que el marco de lectura era el correcto.
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De este modo, el ADNc codificante para el P2Y8 queddé ubicado con la secuencia de
la EGFP hacia el sitio correspondiente al carboxilo terminal y bajo la transcripcion del

promotor de citomegalovirus (CMV), incluido en dicho vector.

GenBank Accesgion FUSETED e ."ll.'-.!f'.lg LTI R |
ApaL |
e
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g e, S \-
S Y
Hsv T R
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Figura D. Esquema del vector pEGFP-N1, en el que se muestran la ubicacién del promotor de
citomegalovirus (CMV) y de los sitios de restriccion EcoRI (naranja), Sall (parpura) y Agel (azul).

Transfeccién de lineas celulares.

Para la transfeccion de las células con el ADNc del receptor P2Y8-GFP se utilizaron
dos métodos: Lipofectamina 2000 (Invitrogen), y fosfato de calcio (CaCly). En ambos
casos, se utilizaron células HEK293 que fueron transfectadas de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante utilizando placas de 12 pozos. Como control positivo
de la transfeccion se utilizé el vector pEGFP-N1 vacio.

El segundo método utilizado, requiri6 que las células HEK293 en cultivo fueran
privadas de suero durante 4 horas previas a la adicion de una solucién que contenia
ADN(2ug), 125mM de CaCl, y buffer HEPES 1x, en una proporcion 1/10 con
respecto al volumen total del medio de cultivo. Para su preparacion, a la solucion de
ADN+CaCl, se le agreg6 un volumen igual de solucion tampon HEPES 2x (Hepes
2.1mM, NaCl 13.7mM, KCI 50uM, Na,HPO, 75uM, dextrosa 500uM) y esto fue
afadido en el medio de cultivo a las células. A las 24 hrs. de la transfeccion, las

células se resembraron en cajas de cultivo de 10 cm de didmetro para su posterior
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lisado y extraccion de RNA u obtencion de proteinas totales, sustituyendo el medio
de cultivo por medio de seleccion (DMEM con 10% de SFB adicionado con
geneticina (GIBCO), a fin de seleccionar las células que fueron transfectadas. La

eficiencia de la transfeccion fue evaluada por microscopia de fluorescencia.

Establecimiento de colonias monoclonales estables.

Tras cuatro semanas de cultivo en medio de seleccion, las células transfectadas se
resembraron a muy baja confluencia (~5%) en una caja de cultivo de 10 cm de

diametro, con la finalidad de obtener colonias monoclonales aisladas.

Una vez que alcanzaron una confluencia de aproximadamente el 40%, se ubicaron
las colonias con mayor fluorescencia y se trataron con 50 pl de tripsina-EDTA, se
cosecharon y se resuspendieron 100 células en 10 ml de medio de seleccion. De la
suspension celular, se sembraron 100 pl en cada uno de los pozos de placas de 96
pozos y se les permitié proliferar durante 2 semanas observandolas al microscopio
cada tercer dia. Finalmente se seleccionaron las células de los pozos en los que
aparecié solamente un grupo de células, mismas que se cosecharon y se

resembraron en cajas de 12 pozos.

Analisis de las células por microscopia confocal de fluorescencia.

Para el andlisis de la distribucion de la proteina quimérica P2Y8-GFP se sembraron
50,000 células en cubreobjetos tratados con polyD-Lisina. A las 24 hrs de la
siembra, se extrajo el medio de cultivo, se lavaron con PBS 1x y se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 25 min. Posteriormente, el formaldehido fue lavado
y neutralizado con cloruro de amonio (NH4CI) durante 25 min. Tras lavar el NH.CI
las células fueron permeabilizadas con triton al 0.2% durante 10 min y a
continuacion se les tifieron los nucleos con ioduro de propidio disuelto en PBS 1x
(1:2000) durante 5 min, que fue lavado antes de montar las preparaciones en medio
Vectashield (Laboratorios Vector ®, CS USA). Todos los lavados con PBS 1x se

realizaron por triplicado.
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Finalmente las preparaciones fueron observadas mediante microscopia confocal
utilizando una longitud de onda de 536 nm y un filtro de deteccién de 617 nm, para
excitar el ioduro de propidio (ndcleos), que tiene un rango de emision méaximo de
595 nm; Para excitar la EGFP, cuya longitud maxima de emisién es de 507 nm, se

utilizé una longitud de onda de 484 nm y un filtro de 518 nm.

Analisis del transcrito por RT-PCR.

Con el fin de detectar la presencia del transcrito del receptor completo (P2Y8) y
truncado (P2Y8AC) fusionados a la EGFP, se extrajo el RNA total de células
transfectadas con los plasmidos indicados. Posteriormente, se sintetiz6 ADNc
utilizando 5 pg de RNA, 1 g de oligo dT, inhibidor de RNasas y 1 pl de transcriptasa
reversa (PROMEGA). Utilizando este ADNc como molde, se realiz6 PCR utilizando

los oligonucledtidos y las condiciones descritas a continuacion.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para amplificar el ADNc del receptor P2Y8

fusionado a la proteina EGFP

. - . Temperatura de Tamafio del
Oligonucledtido Secuencia : .
Alineacion producto
. 5" GGG TCA GAA GGA TTC
Sentido , )
CTATG3 5500 B-Actina (238
Ani id 5' GGT CTC AAA CAT GAT pb)
nti-sentido GTC GG 3
Sentido 5" GA ATT CCC ATG GCT GAG P2Y8-GFP
GAC ATC ATG 3’ (1665pb)
, 59°C
Anti-sentido 5CTT GCC;‘_?J%,GGT GGC P2VEAC-GEP
(1063pb)

Como controles negativos se utilizaron células transfectadas con el vector pEGFP-
N1 vacio (V/Vy), células no transfectadas (Wt), un control de cada reaccién en los
cuales se agregé agua en lugar de la enzima retrotranscriptasa (-RT para la
retrotranscripcion) o del ADNc (para la PCR). Asimismo, como control de un gen

constitutivo se amplifico el ADNc de la 3-actina.
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Analisis de la proteina por Western blot.

Las células transfectadas con las construcciones P2Y8-GFP, P2Y8AC-GFP, el
vector pEGFP-N1 vacio (V/V,) o células no transfectadas (Wt), fueron lisadas con
RIPA-SDS (25 mM TriseHCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium
deoxycholate, 0.1% SDS), los homogenados fueron centrifugados 10 min a 10000
rpm, con el fin de eliminar fracciones insolubles. La concentracion de proteinas se
determind por el método de Lowry y el volumen conteniendo 50 pg de proteinas
totales, fue fraccionado en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% de
acuerdo con la técnica SDS-PAGE (electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida). Posteriormente, las proteinas fueron equilibradas en solucién de
transferencia (Tris base 400mM, glicina 52mM, CH3;OH 20%) y transferidas a
membranas de PVDF, incubadas a 4°C con anticuerpo primario anti-EGFP
(Invitrogen, dilucién 1:2000) por una noche y 1 hora a temperatura ambiente con
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (Zymed 65-6120, 1:15,000). La sefial de

union de los anticuerpos fue visualizada por quimioluminiscencia.

Ensayos funcionales

Tanto para los ensayos de internalizacion del receptor como para los registros de la
concentracién de Ca* intracelular, se cultivaron células HEK293 transfectadas de
forma transitoria con el método de CaCl,, en cubreobjetos redondos de cristal,
recubiertos con poly-D lisina. A las 24 horas de la transfeccion, las células se
resembraron en los cubreobjetos y al dia siguiente se extrajeron de la caja de cultivo
y se colocaron en una camara de registro con perfusién continua acoplada a un
microscopio de epifluorescencia invertido (Olympus 1X70) equipado con una lampara

de xeno6n y una camara fotogréfica de alta velocidad (Media Cybernetics Evolution®

QEi).

Para los ensayos de internalizacion de receptores, los cubreobjetos conteniendo los
cultivos celulares fueron colocados en la cdmara de registro, con perfusion continua
de solucion de Krebs (NaCl 150mM, KCI 1mM, MgCl, 1mM, glucosa 4mM y HEPES

10mM, pH 7.4); las células fueron estimuladas con 100 uM de ATP durante 1 minuto
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y los cambios en el patron de fluorescencia fueron registrados en una serie de
fotografias con una exposicién de 500 ms, cada 15 segundos, durante 15 minutos,

con el objetivo 20x.

Para el registro de la concentracion de Ca®'intracelular, al inicio de cada ensayo, las
células fueron fotografiadas tanto en campo claro como en fluorescencia.
Posteriormente, fueron cargadas con Fluo4-AM 5 pM (Molecular Probes®, OR USA
via Invitrogen Corp.) y acido plurénico al 0.1%, en solucion de Krebs con albamina al
0.05%, durante 15 min, en condiciones de cultivo. Finalmente, por medio de
perfusion continua con Krebs, las células fueron estimuladas con 100 pM de ATP
durante  aproximadamente durante 50 s. Los cambios en sus patrones de
fluorescencia fueron registrados con una camara fotografica de alta velocidad para
experimentos in vivo que capturé 250 imagenes continuas, expuestas por 100 ms
durante aproximadamente 90 s. Finalmente la intensidad de sefial de las imagenes

fue analizadas utilizando el software ImageJ.
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VIl.  RESULTADOS

Obtencidén del ADNc del receptor P2Y8.

Para obtener la secuencia codificante del receptor, fue necesario amplificarlo
mediante PCR, utilizando como templado un ADNc preexistente que habia sido
clonado en el vector de expresion en Xenopus, pXen y los oligonuclettidos descritos
en los métodos. Los productos amplificados fueron de 1.620 Kb (P2Y8) y 1.018 Kb
(P2YBACOOH) de acuerdo a lo predicho. (Figura 1).

Los productos linearizados con enzimas de restriccion fueron de 5.5 Kb (pCR4-
TOPO-Y8.1 y pCR4-TOPO-Y8.2) y 5 Kb (pCR4-TOPO-Y8AC), que corresponde con
el tamafio esperado (Figura 1). Las dobles digestiones permitieron la escision de los
insertos. En los geles de agarosa pueden apreciarse dos bandas para cada caso,
siendo las de mayor tamafio las correspondientes al pldsmido pCR4-TOPO
linearizado (3956 pb) y las de menor tamafio las correspondientes al receptor
completo (1620 pb) o truncado (1018 pb). Por otra parte el vector pEGFP-N1 fue
digerido con Sall-EcoRI o Agel-EcoRI para generar los extremos cohesivos e

introducir los insertos (Figura 2).

Los fragmentos escindidos del vector pCR4-TOPO vy el vector pEGFP-N1, fueron
ligados, generando los pldsmidos: pEGFP-N1-Y8.1, pEGFP-N1-Y8.2 y pEGFP-N1-
Y8AC.

Con los nuevos plasmidos se transformaron bacterias que generaron colonias en LB
con agar y kanamicina; su transformacion fue corroborada mediante PCR y fueron
analizados en geles de agarosa al 1% (Figura 3). Se eligieron dos colonias que
contenian el plasmido pEGFP-N1-Y8.1 (Figura 3, carriles 2 y 3); dos que contenian
el pPEGFP-N1-Y8.2 (Figura 3, carriles 6 y 7) y 2 con el pEGFP-N1-Y8AC (Figura 3,
carriles 11 y 12), todos ellos con la secuencia de la EGFP en el extremo 3.
Finalmente, se cultivaron las bacterias transformadas, se purificaron las
construcciones con las secuencias de interés y se mandaron secuenciar, para

comprobar que el ADNc de los receptores se encontrara en marco con la EGFP.
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Figura 1. Linearizacion de las construcciones. En el primer carril se cargd el marcador de peso
molecular (M) en los carriles del segundo al cuarto estan los plasmidos sin digerir y en los carriles
subsecuentes las construcciones linearizadas. El cuadro superior indica la presencia o ausencia del
COOH terminal en la construccion y la enzima de restriccion utilizada.

. pCR4-TOPO
pPEGFP-N1 . Y8.1 Y8.2 YBAC

Figura 2. Extraccion de las secuencias clonadas. Productos de la digestion del vector pEGFP-N1
linearizado (Carriles 1 al 3) y fragmentos correspondientes al ADNc del receptor completo (Y8.1 6
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Y8.2) o truncado (Y8AC), extraidos del pCR4-TOPO. En el cuadro superior se especifica la
construccidn que fue cargada y las enzimas de restriccion utilizadas.

M pEGFP-N1-Y8.1 pEGFP-N1-Y8.2 PEGFP-N1-YS8AC
Colonia - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

600 B

500
300
100

Figura 3. PCR de bacterias transformadas con la secuencia del receptor P2Y8 fusionado a la
EGFP. Productos de la amplificacién por PCR de un segmento de 575 pb del receptor P2Y8,
realizada con bacterias E. coli transformadas con los plasmidos pEGFP-N1-Y8.1, pEGFP-N1-Y8.2 y
pEGFP-N1- YBAC.

Transfeccién de célula HEK293 con las construcciones.

Con los plasmidos purificados se transfectaron células HEK293 y a las 48 horas se
observé un porcentaje de aproximadamente el 40% de células fluorescentes (Figura
4). Adicionalmente a la fluorescencia de la proteina EGFP, las células proliferaban

de manera adecuada en medio de seleccion DMEM + SFB10% + Geneticina.

En la mayoria de las células transfectadas con la construccion truncada (pEGFP-N1-
Y8AC) se observo fluorescencia, caracteristica que no se ha perdido con los pases
de resiembra. Sin embargo, durante el proceso de seleccion y de establecimiento de
colonias monoclonales estables, las células transfectadas con la construccién
completa (pEGFP-N1-Y8.1), fueron perdiéndola conforme fueron siendo
subcultivadas, desde una sefial que se detectaba exclusivamente en células
postconfluentes a las cuatro semanas de la transfeccion, hasta la casi completa

desaparicion de la sefal (Figura 5).
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Figura 4. Células HEK293 transfectadas. A y B corresponden a células no transfectadas; C y D,
células transfectadas con el vector vacio; E y F con la construccién completa (pEGFP-N1-Y8.1); G y
H con la construccion truncada (pEGFP-N1-Y8AC). Las muestras fueron observadas a una
amplificacion de 15x, las de la izquierda en campo claro y las de la derecha con fluorescencia. Barra

de escala: 50uM.
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Figura 5. Seleccion de colonias estables. A y B corresponden a células HEK293 transfectadas con
el plasmido pEGFP-N1-Y8.1; C y D, células transfectadas con el pEGFP-N1- Y8AC. Las fotografias
de la izquierda fueron tomadas en campo claro y las de la derecha con fluorescencia. Amplificacién
20x. Barra de escala: 50uM.

Con el fin de analizar el patron de expresion de ambas proteinas quiméricas se
utilizd6 microscopia confocal. Para el caso del receptor P2Y8-GFP (pEGFP-N1-Y8.1)
se observé una localizacién principalmente citoplasmica (Figura 6D1-5). Para el caso
de la proteina P2YBACOOH-GFP (pEGFP-N1-Y8AC) la localizacion es periférica,

indicando mayor probabilidad de localizacion en la membrana (Figura 6F1-5).

31


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Figura 6. Patron de expresion de las construcciones P2Y8-GFP y P2Y8AC. Los paneles
superiores (Al-4y B1-4) corresponden a cortes Opticos de 1uM de grosor en células HEK293 Wt; los
paneles de en medio (C1-4 y D1-4) son células transfectadas con la construccion P2Y8-GFP y los
inferiores (E1-4 y F1-4) corresponden a las transfectadas con la construccién P2YBAC-GFP. Las
tomas fueron hechas con una amplificacion de 63x con un objetivo de inmersion, con luz transmitida
(paneles A, C, E) y con fluorescencia (paneles B, D y F). Las fotografias de la derecha (D5 y F5) son
amplificaciones de las areas enmarcadas en los rectangulos blancos. En verde se muestra la sefial
de la EGFP y en rojo los nucleos tefiidos con ioduro de propidio. Barra de escala=20uM.
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Analisis de la expresion de las construcciones.

Clonas con expresion estable

Con el fin de documentar la presencia del transcrito de ambas construcciones, se
decidio extraer RNA total de colonias monoclonales transfectadas con los plasmidos
pEGFP-N1-Y8.1 y pEGFP-N1-Y8AC, para sintetizar ADNc y amplificar un segmento
de los transcritos de las construcciones, utilizando un oligonucle6tido sentido que se
une al inicio de la secuencia del P2Y8 y un oligonucledtido antisentido
complementario al inicio de la secuencia de la EGFP. Los tamafios de los productos
de PCR fueron de 1670 pb para el pEGFP-N1-Y8.1 y de 1068 pb para el pEGFP-
N1-Y8AC; sin embargo, al analizarlos por electroforesis en gel de agarosa al 1% se
observé que, la construccién truncada presentaban alta expresion, y que las

secuencias completas tenian un nivel de expresion muy baja (Figura 7).

2000
1500

1000

pEGFP-N1-Y8.1 (~1670 pb)
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b

3

100

e wXs NAmEm s 2 ARM

TERATIAFWT TS WAL TR LR W Mo

B-Actina (238 pb)

Figura 7. Expresion de las construcciones transfectadas. Panel superior, de Izquierda a derecha:
En el primer carril se carg6 el marcador de peso molecular (M); del segundo al octavo los productos
amplificados por PCR de las células transfectadas con el pEGFP-N1-Y8.1, el pEGFP-N1-Y8AC, no
transfectadas (Wtly Wt2), y controles negativos de la retrotranscripcion con células Wt (-RT) y de las
PCR (W). Panel inferior: Expresion del gen constitutivo actina (238 pb).
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A fin de confirmar que la fluorescencia observada en las células que si expresan la
secuencia truncada correspondia con la presencia de la proteina quimérica, se
analizaron por Western blot proteinas totales extraidas de cinco colonias
monoclonales de células HEK293 transfectadas de forma estable, que fueron
incubadas con un anticuerpo anti-EGFP. Sin embargo, la banda esperada, de
aproximadamente 60 kDa, no se observé. En cambio, se observaron dos bandas
muy evidentes con pesos de aproximadamente ~25 KDa, que corresponde al de la
proteina EGFP (Figura 8).

wit PEGFP-N1 . . PEGFP-N1-YSAC

KDa

100

I

50

37

25

Figura 8. Inmunodeteccion de las proteinas quiméricas. Andlisis de la expresion de la proteina
quimérica pEFGP-N1-Y8AC realizado mediante Western blot, a partir de extractos de proteinas
totales de colonias transfectadas estables de origen monoclonal, incubadas con anticuerpo anti-
EGFP.

Transfecciones transitorias

Nuestros datos indicaron que las células transfectadas con el plasmido pEGFP-N1-
Y8.1 y pEGFP-N1-Y8.2 habian perdido la expresion de las construcciones
completas, por ello tomamos la decision de volver a transfectar —transitoriamente-
células HEK293. En los nuevos cultivos transfectados se observé la expresion de
ambas proteinas utilizando microscopia de epifluorescencia (Figura 9), ademas se
extrajo RNA y proteinas totales, para analizar la expresion de las construcciones

mediante RT-PCR y Western blot, como se habia hecho anteriormente.
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Para el Western blot se esperaban bandas de aproximadamente 85 KDa, que se
observan muy débilmente. Buscando eliminar las sefiales inespecificas del Western
blot, se modificaron las condiciones de la inmunodeteccion; aln asi no fue posible
observar la sefial a 85 KDa, puesto que solamente se detecté una con un peso

molecular aproximado de 150 KDa (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de la expresiéon de las
construcciones transfectadas
transitoriamente.

Izquierda. Células transfectadas con los
plasmidos pEFGP-N1-Y8.1 (A, B y E) y
pEFGP-N1-Y8.2 (C y D). La amplificacion en
las imagenes de la izquierda (A-F)
corresponde a 63x, mientras que las de la
derecha (A1-F1) son amplificaciones 100x de
las é&reas enmarcadas en los recuadros
azules. La fluorescencia verde corresponde a
la EGFP, mientras que la roja a los nicleos
tefiidos con ioduro de propidio. Barra de
escala: 25 pM.

Derecha. Inmunodetecciones en geles de
acrilamida al 10% (Arriba) y al 8% (Abajo) de
la proteina quimérica P2Y8-GFP (pEFGP-N1-
Y8.1 y pEFGP-N1-Y8.2) realizadas mediante
Western blot, a partir de extractos de
proteinas totales de colonias transfectadas
transitoriamente.
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Sin embargo, en la PCR se observan bandas que corresponden al tamafio esperado
en las células tranfectadas tanto con las construcciones completas, como con las

truncadas (Figura 10).

1500
1000

100

Figura 10. Expresion transitoria de las construcciones transfectadas en células HEK293. En el
primer carril de cada gel se cargd el marcador de peso molecular (M); del segundo al quinto, los
productos amplificados por PCR de las células HEK293 transfectadas con los plasmidos pEGFP-N1-
Y8.1, pEGFP-N1-Y8.2 y pEGFP-N1-Y8AC. Panel inferior: Expresion del gen constitutivo actina
(238pb).

Funcionalidad de las construcciones

Un mecanismo general de regulacién de los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) es la internalizacion. Se sabe que, una vez ocupado por su agonista, los
receptores son fosforilados en aminoécidos de serina y treonina en su extremo
carboxilo terminal por cinasas especificas de los GPCR, y esta fosforilacion sirve
como reconocimiento para las arrestinas, proteinas que inician la internalizacion del
complejo en vesiculas recubiertas de clatrina (Shenoy y Lefkowitz 2011). Con
relacién al receptor P2Y8, este mecanismo no ha sido estudiado, por lo que
diseflamos experimentos dirigidos a determinar si este receptor se internaliza y a
través de este fendbmeno determinar la funcionalidad del receptor clonado. Para ello,
las células células HEK293 transfectadas transitoriamente con el receptor completo

(PEGFP-N1-Y8.1 y pEGFP-N1-Y8.2), se colocaron en una camara con perfusion
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constante en donde fueron estimuladas con ATP 100 uM vy fueron fotografiadas

antes y después de estimulo.

Como puede observarse en la figura 11, la estimulacion de las células transfectadas
parece inducir un cambio en la localizacién celular de la sefal fluorescente,

sugiriendo que el P2Y8 se podria internalizar en respuesta al agonista.

pEGFP-N1-Y8.1.

pEGFP-N1-Y8.2.

Figura 11. Efecto del ATP en la localizacion del receptor P2Y8. Cambios observados en células
HEK293 transfectadas con las construcciones pEGFP-N1-Y8.1 y pEGFP-N1-Y8.2, ante la exposicion
al agonista (ATP 100 uM). El subindice numérico ubicado junto a las letras “T” hace referencia al
namero de toma correspondiente. Imagenes tomadas en un microscopio de epifluorescencia, con un
objetivo de aire 30x.

Se ha descrito que el receptor P2Y8 esta acoplado preferencialmente a la via de
fosfoinositidos-Ca®* (Bogdanov et al. 1997 y Romero 2006). Con el fin de confirmar
la funcionalidad de estos receptores quiméricos se realizaron registros de la
liberaciéon de Ca?" intracelular en células HEK293. La estimulacion con ATP de las
células transfectadas con la construccion pEGFP-N1-Y8.1 produjo un incremento
transitorio de la concentracion de [Ca®'], de 160% del basal, mientras que las células
transfectadas con el vector vacio no generaron respuesta. Las respuestas se
observaron cuando las células tenian menos de 8 pases en cultivo (Figura 12). Este
resultado sugiere que la construccion pEGFP-N1-Y8.1 transfectada en células
HEK293 sintetiza de forma adecuada el receptor y éste es insertado en la membrana
de las células, en donde pueden ser activados por la union de ATP, lo que provoco

el aumento en los niveles de Ca®' intracelular.
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Figura 12. Liberaciéon de Ca2+ intracelular en células transfectadas. Paneles superiores: Graficas
representativas de la liberacién Ca”" intracelular en células HEK293 Wt (A) o transfectadas con el
P2Y8-GFP C3 (B) ante la estimulacion con el agonista. Paneles inferiores: Tomas representativas de
los registros a partir de los cuales se obtuvieron los datos graficados. Las flechas azules indican el
momento en el que comenzd la estimulacion y los nimeros que aparecen en la esquina superior
izquierda de las fotografias el tiempo (s) transcurrido desde el inicio del registro. UAF: Unidades

arbitrarias de fluorescencia.
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VIIl. DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se realizaron construcciones del receptor P2Y8 de
Xenopus laevis completo y truncado en la region carboxilo terminal, fusionados a la
proteina EGFP que posteriormente fueron transfectados en células HEK293. El
receptor completo, expresado heter6logamente de forma transitoria, induce la
liberacion de calcio intracelular en respuesta al ATP, lo que permitid sugerir que es

funcional.

El receptor purinérgico P2Y8 ha sido involucrado en las respuestas eléctricas nativas
inducidas por ATP en el foliculo de X. laevis (Romero, 2006; Arellano et al., 2009).
Algunos datos generados en nuestro laboratorio sugieren que dicho receptor podria
funcionar estableciendo interacciones con otros receptores purinérgicos acoplados a
proteinas G como una hetero-oligomerizaciébn con un receptor A2 de adenosina
(Arellano et al., 2009). Estos mecanismos de regulacién de funcién, han sido

previamente descritos para otros receptores purinérgicos.

Con el fin de estudiar estos mecanismos se decidio iniciar el desarrollo de una
estrategia fundamental basada en la fusion de estos receptores con proteinas
fluorescentes y su expresion en modelos heterélogos. Para estudiar su dinamica y
sus interacciones con otras proteinas por métodos de microscopia. En los estudios
de la oligomerizacion, el acoplamiento de los GPCR con proteinas fluorescentes es
una técnica directa que permite monitorear en tiempo real la formacion de complejos
dinAmicos de estos receptores en ceélulas vivas y, a diferencia de otras
aproximaciones bioguimicas como la coinmunoprecipitacion, no requiere de la
solubilizacion de las membranas con detergentes, lIo que en ocasiones puede
provocar la destruccién de estas asociaciones proteicas (Pfleger & Eidne, 2005),

ademas de que su resolucion de la localizacién subcelular es menos limitada.

Las proteinas quiméricas formadas por los receptores fusionados a proteinas
fluorescentes pueden utilizarse para métodos de alta resolucion tales como la
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). Esta técnica ha

sido ampliamente utilizada, no sélo para estudiar la oligomerizacion entre GPCRs,
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sino también para monitorear el acoplamiento de dichos receptores con las proteinas
G, su asociacion con otras proteinas intracelulares involucradas en su funcién y
regulaciéon, como la adenilato ciclasa y el reclutamiento de la [-arrestina,
interacciones que permiten elucidar las funciones celulares de estos receptores
(Overton & Blumer 2002; Bohme & Beck-Sickinger, 2009). Con base en lo anterior, y
dado que usualmente en su medio nativo no se expresan en cantidad suficiente para
caracterizarlos de forma adecuada, determinar la funcionalidad de los GPCRs en

modelos heterdlogos es fundamental.

El primer paso de este proyecto consistié en el disefio y construccion de los ADNcs
para las proteinas quiméricas, P2Y8-GFP y P2Y8AC-GFP. Experimentalmente, se
ha observado con otros GPCR que la fusion de la EGFP en el extremo COOH
intracelular no interfiere con la unidon del agonista y en la mayoria de los casos
mantiene un acoplamiento correcto a la proteina G (Bader & Beck-Sickinger, 2004).
En consecuencia se tomé la decisién de realizar las fusiones por el extremo

carboxilo terminal.

Inicialmente, las construcciones realizadas, fueron analizadas utilizando enzimas de
restriccion y mediante andlisis in silico de la secuencia. Los patrones de restriccion
fueron los esperados. Respecto a la secuencia se observdé que no existieran
cambios de nucleétidos con respecto a la secuencia esperada, que no hubiese
pérdida o ganacia de nucledtidos y que el marco de lectura fuera el correcto. Los
resultados obtenidos indican que los ADNcs codificantes del receptor, tanto
completo (P2Y8-GFP) como truncado (P2X8ACOOH-GFP), quedaron en el marco
de lectura correcto con la EGFP y que no presentaban ningin cambio con respecto

a la secuencia esperada.

A continuacion se llevd al cabo la expresion de dichas construcciones en células
HEK293. Utilizamos este modelo celular porque estd plenamente caracterizado que
la eficiencia de transfeccion y la capacidad de expresion son de las més adecuadas
para este tipo de estudios (Ramsay et al., 2002; Holmes et al., 2006). El analisis de
la expresion se realizé por microscopia de fluorescencia, RT-PCR y Western blot,

sobre clonas de expresion estable y células con expresion transitoria.

El andlisis de la presencia de los transcritos mediante RT-PCR indic6 que las células

transfectadas con estas construcciones tienen un buen nivel de expresién, durante
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los primeros dias post-transfeccion (expresion transitoria). Sin embargo, las células
transfectadas con las construcciones completas del P2Y8 acoplado a la proteina
EGFP, perdieron la expresion del receptor durante el proceso de seleccion; los datos
obtenidos por Western blot y microscopia confocal confirmaron estas observaciones,
por lo que no fue posible obtener clonas que expresaran de manera estable la
proteina P2Y8-GFP.

Es posible que la expresion del receptor P2Y8 tuviera efectos citotoxicos sobre
células de mamifero. Asi, aquellas células en las que su secuencia se hubiera
integrado eficientemente en el genoma celular, pudieron haber muerto, a diferencia
de otras células en las cuales el vector hubiera sido abierto en algun sitio de dicha
secuencia, truncéndola y evitando su expresion, las cuales, al conservar el casette
de resistencia a la Geneticina, se seleccionaron. Sin embargo, lo anterior tendria que
comprobarse mediante métodos experimentales especificos, por ejemplo cultivar las
células transfectadas en presencia de antagonistas de los receptores P2Y o de
apirasa, una potente nucleotidasa (Handa & Guidotti, 1996; Wu et al., 2007;

Lazarowski & Schwarzbaum, 2009).

Por otra parte, el receptor P2Y8 truncado se expresa eficientemente. Dada la
ausencia del carboxilo terminal en las construcciones, esta variante pudo haber
provocado que el P2Y8 no fuera funcional. Al carecer de funcionalidad, las células
que lo hubieran integrado eficientemente en su genoma pudieron expresarlo,
proliferar eficazmente y haberse seleccionado, como se muestra en el andlisis de la
localizacién celular de ambas proteinas por microscopia, donde se observa que el
P2YBAC-GFP presenta una localizacion periférica, sugiriendo que podria ubicarse

en la membrana plasmatica.

Hasta este punto nuestros datos sugirieren que al menos en las transfecciones
transitorias es posible detectar la expresion de P2Y8-GFP. El analisis de la
distribucion de las proteinas quiméricas por microscopia de fluorescencia permitio
determinar que P2Y8-GFP se expresa con una localizacion principalmente
citopldsmica, pero en algunos casos es posible detectarla presumiblemente en la
membrana y formando clusters (Figura 9 D). Esto sugiri6 que la proteina podria ser

funcional.
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Para identificar la proteina recombinante realizamos Western blot utilizando
anticuerpos dirigidos contra la EGFP, con esta estrategia identificamos una proteina
de =140 kDa en los extractos de células transfectadas, aunque el peso de la
proteina recombinante deducido de su secuencia de aminoacidos es de 85 KDa, la
banda detectada puede estar reflejando modificaciones postraduccionales que
afectan su migracion electroforética. Esta informacién debe ser corroborada, por
ejemplo realizando la inmunodeteccion en extractos que han sido tratados con

glicosilasas y/o fosfatasas.

No obstante, los registros de la concentracion de Ca?' intracelular, indican la
presencia de receptores funcionales tipo P2Y en las células HEK293 transfectadas,
gue no se encuentra en las células Wt puesto que, ante la estimulacion con ATP, en
las primeras se observo una respuesta tipica y de gran amplitud, que no se presenté

en las segundas.

En el mismo sentido, los andlisis de internalizacion parecen indicar que en algunas
células transfectadas se observan cambios que sugieren una posible internalizacion
del P2Y8 en respuesta al agonista, fendmeno de desensibilizacion ampliamente
descrito es este tipo de receptores. AUn asi, para corroborar esta posibilidad, es
necesario realizar ensayos mas especificos ya que la cantidad de células

fluorescentes en las que se observaron cambios fue muy baja.

Pese a ello, la mayor parte de la sefial correspondiente a los receptores quiméricos
se observaba en el citoplasma, por lo que puede ser que este receptor necesite de la
presencia del receptor A2 para que su maduracién y transporte desde el reticulo
endoplasmico a la membrana se lleve al cabo, como se ha demostrado que sucede
con otros oligébmeros de GPCRs (Reddy & Corley, 1998; Issafras et al, 2002;
Overton & Blumer, 2002; Terrillon et al, 2003;). Asi al no estar presente el receptor
de adenosina, el incorrecto plegamiento del P2Y8 pudo haber activado respuestas
de estrés celular en el reticulo endoplasmico, como la UPR (Unfolded Protein
Response) o la HSR (Heat Shock Response) que, al no poderse resolver, traerian

consigo el procesamiento del receptor o la induccién de la apoptosis.

Al respecto, la gran mayoria de los estudios realizados con proteinas fusionadas a
péptidos fluorescentes que se reportan en la literatura aluden a casos exitosos; no

obstante, existen algunos ejemplos, como los reportados por O'Malley y
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colaboradores (2009), quienes analizaron la expresion y la localizacion subcelular de
doce GPCRs expresados de forma heter6loga en levadura, de los cuales solamente
uno logr6é ser finalmente expresado en la membrana celular donde, ademas,
demostré ser funcional. Estas observaciones sugieren que es necesario continuar

buscando un sistema de expresion idoneo.

Datos generados en nuestro laboratorio muestran que cuando esta construccion es
expresada en ovocitos de Xenopus laevis es funcional, como lo demuestra su
capacidad para inducir una corriente denominada Fc de manera semejante a
receptores P2Y8 Wt, esta evidencia sugiere que una de las posibles opciones para
obtener una expresion eficiente de P2Y8-GFP seria utilizar lineas celulares de
Xenopus o de algun organismo filogenéticamente mas cercano, por ejemplo de pez

cebra.

En resumen nuestros datos indican que las construcciones P2Y8-GFP vy
P2YBACOOH-GFP se realizaron adecuadamente y que es posible expresarlas
heter6logamente en células HEK293; no obstante que las células HEK293 no
resultaron el sistema de expresion idéneo para la proteina de fusion P2Y8-GFP, los
resultados obtenidos empleando este modelo sugieren que los receptores son

funcionales.
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IX. CONCLUSIONES

Por medio del uso de técnicas de biologia molecular fue posible obtener las
secuencias codificantes del receptor P2Y8 de Xenopus laevis completo y truncado
del COOH- e insertarlas en el vector pEGFP-N1, en marco con la proteina verde
fluorescente (EGFP).

Asimismo fue posible transfectar con ellas células HEK293, resultando las
transfecciones transitorias de mayor utilidad que las estables para evaluar su patron

de expresion en un sistema heterélogo.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal permitieron observar la
fluorescencia emitida por la proteina P2Y8-GFP principalmente en el citoplasma y
una pequefa fraccién aparentemente en la periferia celular; sin embargo, con base
en los resultados obtenidos, no es posible asegurar con total certeza que parte de

las proteinas quiméricas se ubicaban en la membrana plasmética.

Finalmente, los ensayos de liberacion de Ca®' intracelular en respuesta a la

estimulacion con ATP, indican que el receptor expresado es funcional.
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