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RESUMEN 
 

El folículo es la unidad funcional del ovario y lo constituyen principalmente las 
células de la granulosa (CG), las células de la teca (CT), y el ovocito. Estos tipos 
celulares mantienen una comunicación estrecha para lograr el crecimiento y 
maduración del ovocito. Esta comunicación celular es del tipo química, eléctrica y 
metabólica e implica la participación de diferentes factores por ejemplo, iones, 
neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, entre otros. 

Evidencias electrofisiologicas y de biología molecular han puesto de 
manifiesto la expresión de receptores purinérgicos en el folículo ovárico de ratón. 
Con el fin de dilucidar la participación de estos receptores en el proceso de 
foliculogénesis, en este estudio, identificamos la expresión de los mismos por 
inmunohistoquímica en el ovario de ratón. Para ello, se obtuvieron cortes de ovarios 
de ratones de la cepa C57Black en diferentes estadios del ciclo estral y se 
incubaron con anticuerpos primarios, dirigidos contra los receptores purinérgicos, y 
posteriormente con anticuerpos secundarios acoplados a rodamina o a FITC. Los 
cortes fueron analizados por microscopia de fluorescencia. 

Los resultados obtenidos, muestran la expresión de receptores P2X1 en 
folículos preantrales y en el epitelio ovárico (EO). La presencia del receptor P2X4 se 
localizó principalmente en folículos primordiales, folículos primarios y folículos 
secundarios, y con menor expresión en los folículos pre-antrales y antrales. Las 
células de la granulosa tienen un nivel mayor de expresión del receptor P2X4  en 
comparación a los ovocitos, en los diferentes folículos.  Además, el EO expresa 
abundantemente este receptor. Con respecto al receptor P2X7, la mayor 
inmunoreactividad la presentaron las CT de los folículos antrales en las últimas 
etapas del desarrollo. Las CG de estos folículos expresan en menor cantidad este 
receptor. En el EO se observó también la expresión del receptor P2X7. Por último, la 
expresión del receptor P2Y2 fue muy abundante en todas las células que conforman 
al ovario incluyendo al ovocito, aunque la más predominante se localizó en el EO. 
La expresión de estos receptores en las diferentes etapas del ciclo estral parece no 
ser modificada. La expresión de los receptores P2X2, P2X3, P2X5 y P2X6 no se pudo 
poner de manifiesto en ninguna de las células que conforman al ovario con la 
metodología empleada en este estudio.  
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 Las purinas (adenosina, ADP y ATP) y pirimidinas (UDP y UTP) tienen 

acciones en la regulación de una gran variedad de funciones en diferentes tejidos, 

tanto en vertebrados como en invertebrados, participando en diferentes procesos 

celulares, tales como el desarrollo, la proliferación y la diferenciación celular.  
 El ATP es un compuesto que se encuentra en todas las células vivas. Está 

involucrado en la captura de energía libre de procesos catabólicos y es capaz de 

transmitir esta energía libre a energía que es requerida en diversas reacciones que 

se llevan a cabo en todos los organismos vivos. El ATP es generado durante la 

glicólisis y a través de la fosforilación oxidativa en la mitocondria. La ATP sintetasa 

es la encargada de producir ATP, el cual después es transportado fuera de la 

mitocondria por medio de transportadores de nucleótidos, estos intercambian una 

molécula de ATP por una de ADP. La mayor parte del ATP es utilizado por la enzima 

ATPasa Na+/K+ que participa manteniendo el potencial de membrana de la célula. El 

ATP intracelular también provee una fuente de substrato para la ATPasa de Ca2+ de 

la membrana plasmática y para la ATPasas de Ca2+ del citoplasma, la cual libera 

Ca2+ del citoplasma permitiendo controlar el balance de Ca2+ intracelular, la síntesis 

de GTP, la actividad de proteínas G y varias proteínas cinasas, involucradas en la 

transducción de señales (ver revisión: Sperlágh & Vizi, 1996). 

En condiciones metabólicas normales, los niveles citoplasmáticos de ATP son 

de 3-10 mM, pero estas concentraciones pueden ser superiores en el caso de 

vesículas presentes en las terminales nerviosas donde su concentración puede 

llegar hasta 200 mM (Stjarne, 1989). 

 En efecto, el ATP puede actuar como neurotransmisor y ser almacenado en 

vesículas solo o junto con otros neurotransmisores como la acetilcolina (ACh) en el 

sistema nervioso central y periférico. Similarmente, la noradrenalina y el ATP pueden 

ser almacenados en terminales nerviosas. En este caso los nucleótidos vesiculares 

son nombrados co-transmisores. La proporción de ATP vesicular con otros 

neurotransmisores varía dependiendo de su localización (Sneddon et al., 1982; 

Lundberg et al., 1990; Todorov et al., 1994). 
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I.1 Liberación de ATP 
 

Como ya se mencionó, el ATP puede tener una función extracelular y existen 

evidencias que muestran que el ATP es liberado por tejidos neuronales 

(principalmente de nervios sensoriales) a partir de varios estímulos despolarizantes,  

y de tejidos no neuronales. 

Los pioneros en estos hallazgos fueron Drury & Szent-György (1929), quienes 

reportaron que las purinas extracelulares eran responsables de un efecto 

cronotrópico negativo en el corazón, ya que provocaba una dilatación de los vasos 

coronarios. Los efectos no cardiovasculares de estos compuestos fueron 

establecidos más tarde en el tejido vascular, intestino, vejiga, vagina y otros órganos 

viscerales (Burnstock, 1972; ver revisión: Ralevic & Burnstock, 1998).   

 Holton (1959) demostró que el ATP era liberado de las terminales nerviosas 

sensoriales por la estimulación del mismo nervio, estos resultados lo llevaron a 

proponer que el ATP podía tener un papel importante en la transmisión química. 

 La demostración de que el ATP era sintetizado, almacenado y liberado de 

nervios no-colinérgicos no-adrenérgicos (NCNA) estimulando al músculo liso 

intestinal y el hecho de que su adición imitaba los efectos del nervio estimulado 

sobre estos músculos, llevaron a proponer que el ATP era un transmisor liberado por 

nervios inhibitorios no adrenérgicos en el intestino. Entonces se sugirió que el ATP 

puede ser liberado como un neurotransmisor primario por nervios NCNA que 

proveen a una gran variedad de capas vasculares y órganos viscerales, los cuales 

fueron nombrados “nervios purinérgicos” (Silinsky 1973; Zimmermann 1994; Vizi & 

L´abos, 1991; Katsuragi et al., 1991). 

 Burnstock (1972 y 1978) demostró que en el sistema nervioso autónomo, el 

ATP puede actuar como co-transmisor con ACh en la vejiga y con noradrenalina en 

vasos deferentes, en arteria y aorta de rata. 

 A nivel de sistema nervioso periférico, el ATP es un neurotransmisor de 

excitación rápida en sinapsis entre neuronas asociadas con transmisión ganglionar 

en el sistema simpático, parasimpático y entérico. En el sistema nervioso central, la 

liberación de ATP no esta distribuida uniformemente. La estimulación eléctrica 

directa en la corteza motora sensorial en rata lleva a la liberación de ATP y la 

aplicación de ATP exógeno produce un efecto excitatorio. Estos hallazgos sugirieron 

que el ATP podría ser un co-transmisor con la calcitonina, generando la liberación 
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del péptido Y y la sustancia P en nervios motores sensoriales y ser parte del 

mecanismo de transmisión del dolor (ver sección I.6), (Burnstock, 1996). 
La liberación de ATP en células no neuronales, fue demostrada en los años 

60’s en estudios de músculo esquelético, cuando se encontró que estas purinas 

aparecían en la circulación en el antebrazo humano en respuesta a un esfuerzo. 

Esto sugirió que el ATP podría originarse de células musculares activas. Otros 

estudios realizados con células aisladas, demostraron que las células que estaban 

presentes en el sistema vascular tales como plaquetas, glóbulos rojos, células 

mononucleares (Sprague et al., 1998), células endoteliales (Knight et al., 2002) y 

células del músculo liso, liberaban ATP principalmente por una estimulación 

mecánica (para ver revisión: Bodin & Burnstock, 2001).  

En las dos últimas décadas, se ha demostrado que el ATP puede ser liberado 

por otros tipos celulares como son las células β pancreáticas (Hazama et al., 1998), 

astrocitos (Cotrina et al., 1998), células gliales (Queiroz et al., 1999), células de 

Sertoli (Laleveé et al., 1999), ovocitos (Aleu et al., 2003), osteoblastos (Romanello et 

al., 2001), etc. La liberación de ATP por estas células no-neuronales puede deberse 

a diversos estímulos como hipoxia, deformación, estimulación mecánica, acidosis y 

choque osmótico y el propio ATP puede inducir su liberación.  

En general, el ATP una vez liberado en el fluido extracelular, es degradado 

por ecto-enzimas localizadas en la membrana de las células y entonces los niveles 

extracelulares de ATP medidos en los tejidos reflejan no solamente la relación de la 

liberación del ATP, sino también la relación de ATP que se está hidrolizando, la cual 

es dependiente de la actividad y localización de las ecto-ATPasas en los diferentes 

tejidos. La más prominente de estas enzimas es la familia de las ecto-nucleotidasas 

5’-trifosfato difosfohidrolasa (sus siglas en inglés, NTPDase) (Lazarowski, 2003). 

 
I.2 CLASIFICACIÓN Y CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS RECEPTORES 
PURINÉRGICOS 
 
 Las purinas y pirimidinas, son moléculas señal que regulan una gran 

diversidad de efectos biológicos vía receptores específicos de membrana, llamados 

receptores de purinas o purinorreceptores. 

 El amplio rango de respuestas en tejidos blanco a adenina y ATP 

extracelulares, fue reportado por Burnstock (1978) quien además propuso la primera 
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clasificación para los receptores de estos compuestos, ubicándolos en dos grandes 

familias: receptores purinérgicos P1, que exhiben un orden de potencia de 

adenosina>AMP>ADP>ATP, y los receptores purinérgicos P2, los cuales muestran 

un orden potencial de ATP>ADP>AMP>adenosina.  

 Los diferentes efectos fisiológicos provocados por una simple molécula como 

lo es el ATP, han sugerido que varios receptores podrían estar involucrados. La 

clasificación y reconocimiento de los receptores para ATP en los diversos tejidos han 

sido difíciles, debido a que los agonistas y antagonistas para estos receptores no 

son específicos, sin embargo, actualmente se usan criterios moleculares para su 

clasificación. Esto ha permitido agrupar a los receptores P2 en dos subtipos: los 

receptores P2X que son receptores catiónicos activados por ligando (ionotrópicos) y 

los receptores P2Y que son receptores acoplados a proteínas G (metabotrópicos). 

De los primeros se han clonado 7 subtipos (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, 

P2X7) y de los últimos 8 (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14), 

(para ver revisión: Ralevic & Burnstock, 1998). 

 

I.2.a. RECEPTORES P2X 
 

Los receptores de membrana P2X, son canales iónicos activados por la unión 

del ATP extracelular.  

Existen siete genes que codifican para cada una de las subunidades de estos 

receptores. 

Las subunidades de P2X varían en cuanto al número de aminoácidos, los 

cuales van desde 384 (P2X4) a 595 (P2X7) aminoácidos. Cada subunidad tiene dos 

regiones hidrofóbicas que atraviesan a la membrana, están constituidas 

aproximadamente por 20 aminoácidos cada una y determinan la formación del poro 

iónico del receptor (Rassendren et al., 1997; North & Surprenant, 2000,). Entre estas 

dos regiones existe un dominio extracelular que posee 270 aminoácidos 

aproximadamente con una serie de 10 cisteínas distribuidas a través de este 

dominio que son muy conservadas entre las diferentes subunidades. Estos residuos 

pueden ser oxidados y entonces contribuir a la estructura terciaria de la proteína a 

través de la formación de puentes disulfuro. 

El carboxilo (COOH) y amino (NH2) terminal se encuentran del lado 

citoplasmático (figura 1). Las diferentes proteínas tienen entre sí una similitud del 
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40% al 55%, siendo la región amino terminal altamente conservada entre las siete 

subunidades, mientras que la región carboxilo terminal diverge en secuencia 

considerablemente. Aunque es menos conservada esta región poco se sabe si esta 

diferencia determina la conducta funcional de los diferentes receptores P2X.  

 Utilizando técnicas de mutagénesis, entre otras, se tiene evidencia de que la 

isoleucina (Ile) en la posición 67 está involucrada con el sitio de unión del ATP a su 

receptor (figura 1), (Lin-Hua, 2000). 

 

      

Fig. 1 Esquema estructural de una subunidad del
receptor P2X. Estos receptores presentan dos
regiones transmembranales y una asa extracelular.
Las regiones amino y carboxilo están ubicadas
intracelularmente. Los sitios de unión al ATP son
marcados con asteriscos. También se muestra la
posición de las cisternas (C), algunos sitios de
glicosilación (Y) y un sitio de unión del Zn. (Lin-Hua,
2000). 

 

Otra característica de estos receptores es que todas las subunidades  tienen 

secuencias consenso para ser glicosiladas y estas modificaciones son esenciales 

para su transporte a la membrana celular. 

 Todas las subunidades excepto P2X6 se expresan fácilmente en sistemas 

heterólogos y se presume que forman canales homoméricos. Por otra parte, existen 

evidencias tanto funcionales como bioquímicas de la formación de receptores P2X 

heteromultímericos, por la asociación de subunidades P2X2/P2X3, P2X1/P2X5 y 

P2X4/P2X6. 

Algunas propiedades farmacológicas y datos sobre la localización de estos 

receptores se resumen en la Tabla 1. 
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SUBTIPO DE 
RECEPTOR P2X 

No. de 
AMINOÁCIDOS 

AGONISTAS ANTAGONISTAS LOCALIZACIÓN  

P2X1 399  ATP>2meSATP>

αβmeATP 

Suramina=PPADS Cerebro, cerebelo, sistemas sensoriales, ganglios autónomos, vejiga 
urinaria, vasos deferentes. 

P2X2 472 2meSATP>ATP  PPADS>suramina Cerebro, médula espinal, cerebelo, ganglio espinal coclear, sistema 
entérico. 

P2X3 393 2meSATP>ATP  PPADS>suramina Sistemas sensoriales, ganglios autónomos, cerebro, corazón, médula 
espinal. 

P2X4 389  ATP>>2meSATP>>

αβmeATP 

PPADS>suramina Cerebro, cerebelo, médula espinal, sistemas sensoriales, islotes 
pancreáticos. 

P2X5 455   ATP>2meSATP PPADS>suramina Sistemas sensoriales, cerebro. 

P2X6 379   2meSATP>ATP PPADS=suramina Sistemas sensoriales, ganglios autónomos, cerebro. 

P2X7 595    ATP>2meSATP PPADS>suramina Sistemas sensoriales, macrófagos, cerebro. 

P2X2/P2X3  2meSATP>ATP> αβmeATP PPADS Sistemas sensoriales, ganglios simpáticos y cerebro 

P2X1/P2X5 ATP>2meSATP>

αβmeATP,  

PPADS>suramina Músculo liso de vejiga urinaria. 

P2X4/P2X6 ATP>2meSATP>

αβmeATP,  

suramina Vasos deferentes.

  

     

 

Tabla 1. Propiedades farmacológicas de las diferentes subunidades de los receptores P2X, (Nörenberg & Illes, 2000) 
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I.2.b. MECANISMOS DE ACCIÓN (P2X) 
 
 Esta clase de receptores canal, son permeables a diversos cationes (Na+, K+, 

Ca2+) de manera no selectiva. Al activarse el receptor comienza un flujo rápido de 

iones a través de la membrana celular que puede conducir a un incremento en la 

concentración de Ca2+ intracelular e inducir la despolarización de las células. El flujo 

directo de este ión proporciona una cascada de señalización importante para las 

células, ya que puede activar o inactivar a diversas enzimas citoplasmáticas lo que 

puede incluso desencadenar un efecto directo sobre la regulación de la expresión 

génica (figura 2).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  
 

Proteínas efectoras 
que unen Ca2+ 

 

Fig. 2 Mecanismo de acción de los receptores P2X. Al unirse el ATP al receptor P2X, se
induce la apertura del poro  favoreciendo la entrada de Ca2+ y produce un cambio en la
polaridad de la célula, esto puede activar canales de Ca2+ activados por voltaje. El incremento
en las concentraciones de Ca2+ intracelular puede inducir la activación de diferentes proteínas
citoplásmicas y de membrana. La participación de intercambiadores Na/Ca, la bomba de Ca2+ y
las proteínas de unión regulan el aumento de Ca2+ intracelular. Por otra parte la activación de
receptores a IP3 o receptores a reanodina propician la liberación del Ca2+ que se encuentra
almacenado en el retículo endoplasmático. (Modificado de Purves, et al., 2001) 
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I.2.c. RECEPTORES P2Y 
 
 Los receptores P2Y, son activados por nucleótidos de purinas y pirimidinas.

 Este tipo de receptores tienen de 308 a 377 aminoácidos con un peso de 41 a 

53 kDa. Poseen siete dominios transmembranales (TM) y están acoplados a 

proteínas G. Estos dominios tienen aminoácidos hidrofóbicos, formando α-hélices de 

aproximadamente 21 a 28 aminoácidos. Los dominios TM son cruciales para la 

unión del ligando y son altamente conservadas entre los ocho subtipos de 

receptores, principalmente en los dominios TM2, TM3 y TM5. Estos dominios están 

conectados por tres asas hidrofílicas extracelulares y tres intracelulares de igual 

tamaño (figura 3). Estas proteínas pueden ser glicosiladas en la segunda asa 

extracelular y esta región parece estar involucrada en la conformación estable de la 

proteína, además de dar protección al ataque de proteasas y modular la función de 

la proteína. La tercera asa intracelular esta implicada en la selectividad de unión a la 

proteína G (para ver revisión: Ralevic & Bursntock, 1998; Von Kügelgen & Wetter A., 

2000). 

 La región amino terminal de la proteína esta ubicada del lado extracelular y el 

carboxilo terminal del lado intracelular. Entre las secuencias de estos receptores,  las 

regiones menos conservadas se encuentran  en la región  carboxilo terminal.  

 

              

Fig. 3 Esquema representativo de los
receptores P2Y. Están constituidos por 7
pases transmembranales (TM), un
amino terminal extracelular y un
carboxilo terminal intracelular. Parte de
esta última región esta acoplada a
proteínas G. (Modificado de Purves, et
al., 2001)  
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 Las propiedades electrofisiológicas y la localización de estos receptores, entre 

otras características, están resumidas en la tabla 2. 

 

I.2.d. VIAS DE SEÑALIZACIÓN (P2Y) 
 

 Una gran diversidad de estímulos extracelulares (neurotransmisores, 

hormonas, entre otros) tienen efectos fisiológicos por la activación de cascadas de 

señalización por segundos mensajeros que involucran la acción de proteínas G.  

 Como ya se mencionó, los receptores P2Y están acoplados a proteínas G, de 

tal manera que cuando el ligando se une al receptor purinérgico se activa a la 

proteína G. Esta proteína esta conformada por tres subunidades (α, β y γ), al ser 

activada se disocia la subunidad α que a su vez esta unida a GTP, este complejo 

interactúa con una proteína blanco o un canal iónico provocando su activación o 

inhibición. Existen tres clases de proteínas G, que se distinguen por su proteína 

efectora, sus segundos mensajeros, sus efectores tardíos y sus acciones finales. 

Estas proteínas son: Gs estimulan a la adenilato ciclasa (AC), Gq activa a la 

fosfolipasa C (PLC) y Gi inhibe a la adenilato ciclasa.  

Los subtipos de receptores P2Y tienen diferentes cascadas de señalización, 

dependiendo de la proteína G a la que están acoplados (tabla 2). 

 La activación de la fosfolipasa C está muy frecuentemente asociada con los 

receptores P2Y. Cuando esta enzima se activa hidroliza fosfolípidos de membrana 

(fosfatidil inositol bifosfato (PIP2)) produciendo inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol 

(DAG). El IP3 formado se une a receptores localizados en el retículo endoplásmico y 

provoca la liberación de Ca2+ de este reservorio al espacio citoplasmático. El 

incremento de este ión puede activar canales iónicos dependientes de Ca2+ 

presentes en la membrana celular provocando un flujo de iones a través de la 

membrana y activar a otras proteínas citoplásmicas.  

 Por otra parte, el DAG formado a través de la activación de la PLC, se puede 

unir a la Cinasa C, para activar una serie de reacciones de fosforilación, que pueden 

conducir a la regulación de proteínas de membrana o del citoplasma. La activación 

de la vía de señalización vía IP3 o DAG puede influir también sobre la regulación de 

la expresión de genes de la célula activada (figura 4).  
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RECEPTOR No. de 
AMINOÁCIDOS 

AGONISTA ANTAGONISTA SEÑALIZACIÓN LOCALIZACIÓN 

P2Y1 362   ADP>ATP>>UDP, UTP 2MeSADP>ADP>
2MeSATP>ATP 

Gq/PLC/Ca2+ + PKC Músculo liso y esquelético, endotelio, tejido 
neuronal, páncreas, bazo, cerebro y médula 

espinal. 

P2Y2 373  ATP=UTP>>ADP, UDP UTP=ATP>ATPγS Gq/PLC/Ca2+ + PKC Corazón, músculo esquelético, bazo, riñón, 
hígado y epitelio. 

P2Y4 352 UTP>>ATP, UDP, ADP UTP> UTPγS>>ATP, UDP Gq/PLC/Ca2+ + PKC Placenta, pulmón y músculo liso. 

P2Y6 379 UDP>UTP>ADP>>ATP UDP=5BrUDP>>UTP>2MeS
ADP 

Gq/PLC/Ca2+ + PKC Pulmón, corazón, aorta, bazo, placenta, timo y 
cerebro. 

P2Y11 371 ADP>ATP>>UDP, UTP ATPγS=BzATP>ATP>2MeS

ATP 

Gq/PLC/Ca2+ + PKC y 
Gs/AC/  >AMPc 

Leucocitos. 

P2Y12 342 ADP>ATP>>UDP, UTP AR-C 69931MX. 
 

Gi/AC/<AMPc; canales 
iónicos 

Plaquetas e hígado. 

P2Y13 333 ADP>ATP>>UDP, UTP reactive blue 2, suramin, 
(AR-C67085MX). 

 

Gi/AC/<AMPc; canales 
iónicos 

Vasos deferentes, cerebro, vaso. 

P2Y14 338    UDP-glucosa>>UTP,
ATP, UDP, ADP 

Gi/AC/<AMPc; canales
iónicos 

Células T. 

 
Tabla 2. Propiedades farmacológicas de los diferentes receptores P2Y y las proteínas G efectoras para cada subtipo, así como los segundos mensajeros involucrados. 

aa=aminoácidos, Gq=Proteína G que aciva a la fosfolipasa C, PLC=Fosfolipasa C, Ca2+=Calcio, PKC=Proteína cinasa C, Gs/Gi=Proteína G estimuladora (s) e inhibidora (i) 
de la adenilato ciclasa, AMPc=adenosín monofosfato-cíclico, (Dubyak, 2003; Lazarowski, 2003).
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 Fig. 4 Esquema que muestra los mecanismos de acción de los receptores P2X y P2Y al ser

activados por el ATP. El receptor P2Y al unirse a su ligando (ATP o UTP) activa a proteínas G
y estas a su vez estimulan o inhiben a la Adenilato ciclasa, pueden también estimular a la
fosfolipasa C la cual genera segundos mensajeros. El AMPc y el DAG activan a las cinasas
quienes fosforilan proteínas involucradas en la regulación de genes. El IP3 induce la liberación
de Ca2+ de almacenes intracelulares, este también posee funciones de regulación génica. Los
receptores P2X al ser activado permite la entrada de Ca2+ extracelular provocando un aumento
en las concentraciones de este ión intracelularmente. (Modificado de Purves, et al., 2001) 

 

 

 

 

 

 

La estimulación de los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 lleva a la 

activación de la fosfolipasa C (PLC) seguido de la formación de IP3 y movilización de 

calcio intracelular. Los receptores P2Y12, P2Y13, P2Y14, están acoplados a proteínas 

Gi y la estimulación de estos subtipos llevan a la inhibición de la acumulación del 

AMPc intracelular. El receptor P2Y11 es el único subtipo que activa a la proteína AC y 

a la PLC, llevando a la acumulación de AMPc y de IP3 (Sak et al., 2003). 
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I.3 DISTRIBUCIÓN Y EFECTOS BIOLÓGICOS DE LOS RECEPTORES P2 
 

Después de su liberación a los fluidos extracelulares por lisis celular, 

exocitosis o a través de proteínas transportadoras de membrana, los nucleótidos y 

los nucleósidos, pueden ejercer una gran variedad de efectos biológicos a través de 

su unión a diferentes receptores. Sin embargo, pocas funciones fisiológicas de estos 

receptores han sido firmemente establecidas, particularmente por la carencia de 

agonistas y antagonistas específicos. 

Además de su función como neurotransmisores los nucleótidos y nucleósidos, 

son potentes reguladores del crecimiento y la diferenciación celular. En células 

neuronales y del sistema inmune y en las de los sistemas cardiovascular y 

respiratorio, estos compuestos pueden actuar como reguladores fisiológicos 

modulando la proliferación y la apoptósis celular durante el desarrollo o en los tejidos 

de animales adultos (Chow, et al., 1997) o en la reparación del tejido o remodelación 

después de un trauma o isquemia, (Abbracchio, 1997; Di Virgilio et al., 2001; Choi, et 

al., 2003a,b).  
 
I.3.a. SISTEMA NERVIOSO 

 

Las acciones del ATP sobre células del SNC, se pueden llevar a cabo a 

través de la liberación de esta sustancia de diferentes células como se esquematiza 

en la figura 5. Las neuronas [1] (Ribeiro, 1995), o astrocitos [2] (King et al., 1996: 

Troadec et al., 1999), pueden liberar ATP junto con factores tróficos y pueden 

estimular la síntesis de DNA y proliferación de la microglía, astrocitos y células 

endoteliales [3]. La microglía al ser estimulada libera varios factores de crecimiento 

polipeptídicos y citocinas, las cuales estimulan la proliferación de células 

endoteliales de capilares en el cerebro [4] (Sawada et al., 1989) y pueden provocar 

cambios en la proliferación y reacciones diversas en astrocitos [5].  

Se ha propuesto que el ATP  puede actuar sinérgicamente con los factores de 

crecimiento polipeptídicos sobre células endoteliales y astrocitos, contribuyendo a 

los cambios plásticos de estas células en respuesta a un trauma o a  isquemia 

(Neary et al., 1996).  

 Los astrocitos se hacen reactivos en respuesta a ATP, factores de crecimiento 

polipeptídico o a una combinación de ambos, liberando neurotrofinas [6] y 
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pleiotrofinas [7]. Estas proteínas tróficas son neuroprotectores y minimizan el daño 

neuronal. También ayudan al crecimiento de neuritas [8], promoviendo la formación 

de nuevas sinapsis que pueden reemplazar las dañadas por alguna enfermedad.  

Existe evidencia de que el ATP puede también causar apoptósis [9]. Aunque 

el significado patofisiológico de este efecto aún no ha sido demostrado, este puede 

jugar un papel en el desarrollo del SNC (cuando un gran número de células sufren 

muerte celular programada) y en el remodelado de los circuitos del cerebro debido a 

trauma o isquemia (para ver revisión: Abbracchio & Burnstock, 1998).  

. 

 

 
Fig. 5 Liberación y acciones del ATP sobre las células del sistema nervioso central. 

(Abbracchio & Burnstock, 1998)  

 
 
I.3.b. SISTEMA HEMATOPOYÉTICO 
 
 La activación de receptores P2 específicos sobre células del sistema inmune 

puede modular diferentes funciones como la maduración celular y la liberación de 

citocinas, la activación de las células NK (por sus siglas en inglés, natural killer), 

además de activar funciones especializadas tales como la migración, la secreción y 

la fagocitosis. 
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I.3.b.1. RECEPTORES P2 EN CELULAS MIELOIDES. 

 Se ha observado que diversas líneas celulares de macrófagos expresan 

receptores purinérgicos activados por ATP de los tipos P2X y P2Y. Una de las 

consecuencias de la estimulación de estos receptores es que desencadenan 

incrementos reversibles en la permeabilidad de la membrana a solutos de bajo peso 

molecular. Esta permeabilidad eventualmente puede llevar a la muerte celular y 

existen evidencias de la participación del receptor P2X7, en este proceso. Los 

receptores P2 pueden también ser usados como sistema de amplificación para 

propagar la alarma para la generación de mediadores inflamatorios adicionales. En 

macrófagos, tanto de humanos como de roedores, el ATP extracelular desencadena 

la liberación del Factor de Necrosis Tumoral α (TNF-α) y de la interleucina-1β (IL-1β) 

y se ha sugerido que el ATP y otros nucleótidos funcionan como señales de alarma 

que alertan a los macrófagos ante un daño al tejido (Hanley et al., 2004). 

   

1.3.b.2. RECEPTORES P2 EN PLAQUETAS. 

 La estimulación de plaquetas con ATP y sus análogos, causan un incremento 

de Ca2+ intracelular, activación de la fosfolipasa C, inhibición de la estimulación de la 

adenilato ciclasa y activación de receptores de fibrinógeno. Estudios moleculares y 

farmacológicos han permitido caracterizar a los receptores implicados en estos 

eventos siendo el receptor P2X1  el que esta involucrado en el flujo de Ca2+, y el 

receptor P2Y1  el asociado a la activación de la fosfolipasa C, formación de IP3 y 

liberación de Ca2+ de almacenamientos intracelulares (Di Virgilio et al., 2001; Dorsam 

& Kunapuli, 2004). Además, se ha sugerido que estos receptores están implicados 

directamente con la activación plaquetaria previniendo la hemorragia y 

contribuyendo a la formación de trombina (Leon et al., 2003).  

 

I.3.b.3. RECEPTORES P2 EN ERITROCITOS 

Existen evidencias de que el ATP causa un cambio en la permeabilidad de la 

membrana del eritrocito induciendo la liberación de ATP al espacio extracelular; es 

decir, el ATP promueve la liberación del ATP y se ha sugerido que probablemente 

intervenga en este evento el receptor P2X7. La liberación del ATP de los eritrocitos 

puede contribuir a la regulación local del flujo sanguíneo por activación de los 

receptores P2Y presentes en el endotelio vascular promoviendo la vasodilatación, 

(Di Virgilio, 2001).  
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I.3.b.4. RECEPTORES P2 EN LINFOCITOS 

 El ATP es capaz de activar a la PLC en las células T y células B aisladas de 

médula ósea de pacientes con leucemia linfoblástica crónica, debido a que expresan 

receptores P2Y11. También, el UDP induce la movilización de calcio intracelular por 

medio de receptores P2Y6 en células T de sangre periférica (Sluyter et al., 2001; Sak 

et al., 2003). 

 

I.3.c. PROLIFERACIÓN Y CRECIMIENTO CELULAR  
 
 Las purinas y pirimidinas pueden estimular el ciclo celular o inhibir el 

crecimiento celular, dependiendo de sus concentraciones extracelulares, del estado 

fisiológico de las células blanco y/o de la expresión de los subtipos de receptores en 

cada tipo celular. 

 La estimulación de la síntesis del DNA y la proliferación celular por purinas ha 

sido demostrada en fibroblastos 3T3 y 3T6 (Gonzales et al., 1989; Rozengurt, 1982), 

timocitos (Sanberg & Fredholm, 1981), células hematopoiéticas (Pospisil et al., 

1993), células de músculo liso vascular (Yu et al., 1996), células endoteliales 

(Dusseau & Hutchins, 1988), astrocitos y líneas celulares de astrocitoma (Neary et 

al., 1996). En el caso de las células 3T6, el ATP puede inducir la mitosis celular a 

concentraciones de 50 µM a través de la activación de los receptores P2Y, que a su 

vez estimulan a la fosfolipasa C y promueven la liberación de Ca2+ de almacenes 

intracelulares sensibles al IP3. Por otra parte, concentraciones de ATP del orden de 

100 µM inhiben el crecimiento de estas células debido al arresto del ciclo celular en 

la fase S (Rapaport, 1983). 

         También se ha demostrado que los efectos mitogénicos del ATP son 

potenciados por factores de crecimiento polipeptídicos (Neary et al., 1994). 

 La modulación de la proliferación y el crecimiento celular por purinas y 

pirimidinas pueden jugar un papel crucial después de varias condiciones de daño 

tisular. Cuando las concentraciones de estos compuestos son incrementados 

masivamente en el sitio del daño, pueden contribuir a la iniciación de mecanismos 

de reparación llevando  a la regeneración del tejido. Esto se ha observado en el 

epitelio, cerebro y sistema cardiovascular (para ver revisión: Abracchio & Burnstock, 

1998). Los receptores relacionados con este efecto son los P2Y2, y la señal de 

transducción es regulada por proteínas Gq,  y la fosfolipasa C.  
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I.4 ATP COMO INDUCTOR DE APOPTOSIS 
 
 Como se mencionó, el ATP puede actuar como inductor de proliferación pero 

también de muerte celular. De manera particular, esta sustancia puede inducir 

muerte celular por dos vías ya sea por necrosis o por apoptosis. La apoptosis esta 

relacionada con la activación de tres receptores purinérgicos: P2X7 en macrófagos 

(Humphreys et al., 2000), y P2X1 y P2Y2 en timocitos y células T respectivamente 

(Glass et al., 2000). Por otra parte, la necrosis solo se asocia con la activación del 

receptor P2X7. Una explicación a esta función dual del receptor P2X7  es el hecho de 

que este receptor puede formar poros líticos en las células conduciendo a la muerte 

celular independiente de Ca2+, mientras que su acción como un canal iónico 

selectivo activado por ligando puede generar apoptosis debido al flujo excesivo de 

Ca2+ después de una activación prolongada y repetida del receptor. Además, la 

estimulación de este receptor también elimina el K+ intracelular y una disminución en 

ello provoca la activación de la caspasa-1 y de la maduración de la IL-1β (Chow et 

al. 1997).   

  

I.5 PURINAS Y SU PAPEL EN LA INFLAMACIÓN 
 
 La participación de las purinas en la regulación de las respuestas 

inflamatorias es compleja y en ellas parecen intervenir los receptores P1 y P2, 

además de varios mediadores inflamatorios, principalmente las prostaglandinas, el 

factor de necrosis tumoral (TNF)-α y las IL-1 y 2.  

 Las altas concentraciones del ATP, ADP y UTP generadas en sitios de 

agregación plaquetaria y de daño tisular, están involucradas  en la activación de 

fibras sensoriales y de generación del dolor, actuando como señales para la 

activación de macrófagos y la infiltración de neutrófilos en el área inflamada. Los 

neutrófilos humanos aparentemente también utilizan receptores P2Y para reconocer 

nucleótidos como quimioatrayentes (Verghese et al., 1996).  
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I.6 ATP PARTICIPA EN SEÑALES INVOLUCRADAS EN EL DOLOR  
 
 Se ha mostrado por varios años que el ATP y la adenosina pueden estimular 

terminales nerviosas sensoriales en la piel, causando intenso dolor y un marcado 

incremento en las descargas de neuronas sensoriales. Además, los receptores P2X3 

tienen una distribución altamente restringida, principalmente en un conjunto de 

neuronas sensoriales ganglionares y en base a esto, se ha propuesto que el ATP 

podría participar en la generación de las señales del dolor. Un modelo propuesto a 

partir de una serie de evidencias sugiere que el ATP liberado del citoplasma de 

células dañadas al espacio extracelular puede estimular a las subunidades P2X3, 

llevando a la despolarización de las terminales de las fibras nerviosas nociceptivas y 

entonces iniciar la señal de nociceptividad (Abracchio & Burnstock, 1998).  

 

I.7 FOLICULOGÉNESIS Y OVULACIÓN  
 

La foliculogénesis se puede definir como el desarrollo, crecimiento y 

diferenciación del ovocito así como de las diferentes células que conforman el 

folículo ovárico, figura 6 (Elvin & Matzuk, 1998, Van Tol & Bevers, 1999). 

La foliculogénesis está controlada por señales que recibe del sistema 

nervioso así como de señales locales. Algunas de estas son la GnRH (hormona 

liberadora de gonadotropinas) que se libera del hipotálamo  y llega a la hipófisis 

anterior, los gonadotrópos que están en la adenohipófisis anterior responden a 

GnRH, sintetizando y liberando LH y FSH, las cuales inducen la foliculogénesis 

ovárica, esteroidogénesis, ovulación y formación del cuerpo lúteo.  
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Fig. 6 Esquema de foliculogénesis en el ovario. La foliculogénesis es el desarrollo, crecimiento y diferenciación 
del ovocito y sus células foliculares. 1) El comienzo de este proceso es la aparición de células escamosas 
llamadas “pregranulosas” que rodean al ovocito, formando el folículo primordial. 2) Las células pregranulosas 
adquieren una forma cuboidal, llamadas ahora células de la granulosa (CG), el ovocito aumenta de tamaño y se 
forma la zona pelúcida entre el ovocito y las CG, formando el folículo primario. 3) La proliferación de CG y 
aparición de células de la teca que están rodeando al folículo marcan la formación del folículo secundario. 4) El 
folículo sigue aumentando de tamaño al igual que el ovocito. Se forman dos tipos de células de la teca: interna y 
externa. Aparecen pequeñas cavidades que se llenan de líquido folicular. En esta etapa el folículo es llamado 
folículo preantral. 5) La cavidad antral se hace mucho más prominente llevando al folículo a su máximo tamaño. 
Se pueden distinguir dos tipos de CG: las que rodean al ovocito denominadas células del cumulus y las que 
rodean a la cavidad antral llamadas CG mural. 6) Esta última etapa de la foliculogénesis culminará en la 
ovulación. (Modificado de Van Voorhis, 1999). 
 
 

 Aún cuando la LH y la FSH son fundamentales para la foliculogénesis, la 

producción local de diferentes substancias también están involucradas en este 

proceso. Por ejemplo, existen múltiples evidencias que muestran la participación de 

factores de crecimiento (FC) tanto en etapas tempranas como tardías de este 

evento. Algunos de los FCs identificados en ovocitos de mamífero son el factor de 

diferenciación del crecimiento (GDF-9), la proteína morfogenética de hueso-15 

(BMP-15/GDF-9B), los factores de crecimiento parecidos a la insulina IGF1 e IGF2 y 

los factores FGF(factor de crecimiento de fibroblastos) y EGF (factor de crecimiento 
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epidermal), (para ver revisión: Elvin J & Matzuk M, 1998; Erickson et al, 2001; Eppig 

et al, 2002). 

 Experimentos con ratones “knockout” han demostrado que en ausencia del 

GDF-9, la foliculogénesis es bloqueada en la etapa preantral primaria, por lo que 

estos ratones son infértiles. Este factor y la proteína BMP-15 son potentes 

estimuladores de la mitosis en las CG in vitro. Un aspecto importante de los efectos 

mitogénicos de estos factores es que son independientes de FSH (Epifano & Dean, 

2002).  

Otros factores reguladores que pueden llegar a ser funcionales cuando los 

folículos forman el antro son IGF1/IGF2 (factores de crecimiento parecidos a la 

insulina) debido a la aparición de receptores IGF en las CG en esta etapa. Estos 

dos factores inducen la formación de esteroides (estrógenos, progesterona, 

andrógenos), aumentan la síntesis de AMPc y él numero de receptores para la LH 

en las CG (para ver revisión: Fair, 2003).  

Las señales paracrinas entre el ovocito y sus CG pueden ocurrir a través del 

FGF (factor de crecimiento fibroblástico) y del EGF (factor de crecimiento epidermal) 

los cuales son producidos por el ovocito y cuyos receptores son expresados por las 

CG. El FGF actúa como un factor mitogénico en las CG, inhibe la síntesis de 

estrógeno y andrógenos, así como la adquisición de receptores para la LH. El EGF 

por otra parte, inhibe la expresión del gen que codifica para la enzima P450 

(involucrada en la producción de estradiol, y la capacidad de aromatización) 

inducida por la FSH en las células de la granulosa humana. Al EGF también se le 

atribuye la capacidad para estimular la maduración de los ovocitos, tanto en rata 

como en humanos. Por otra parte, el receptor c-kit está presente en el ovocito, 

mientras que su ligando (KL) se produce en las CG. Esta interacción se ha asociado 

principalmente con la estimulación del crecimiento del ovocito y el inicio del 

crecimiento de los folículos primordiales (Driancourt & Thuel, 1998). 

La IL-1 (Interleucina-1) es un potente bloqueador de la diferenciación ovárica, 

inhibe la síntesis de estrógenos, andrógenos y en el ovario de rata induce la 

apoptosis de las CG. El gen que codifica para la IL-1, se expresa solamente en el 

periodo peri-ovulatorio. Las CG, las tecas y los folículos en desarrollo sintetizan 

TGF-β. En el ovario este factor influye en la diferenciación y división celular del 
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ovocito, estimula la formación de estrógenos en las CG e inhibe la síntesis de 

andrógenos en el compartimiento teca-intersticio (Driancourt & Tuel, 1998).    

 Otros péptidos que pueden ser sintetizados y secretados por las CG son la 

inhibina, la activina y la folistatina. La activina promueve la proliferación de las CG, 

incrementa la expresión de receptores a FSH, aumenta la expresión de la aromatasa 

y la producción de estrógenos e inhibe la producción de andrógenos. Estos eventos 

conducen a la maduración del ovocito. La folistatina puede bloquear cada una de las 

respuestas inducidas por la activina. La inhibina puede aumentar la producción de 

andrógenos inducida por LH (Alak et al., 1998). Existen evidencias de que la inhibina 

pueda funcionar como un inhibidor para la unión de la FSH y puede también ejercer 

una acción de supresión sobre la maduración del ovocito (para ver revisión: Knight & 

Glister, 2001).    

 

 

 La ovulación es un evento limitante en la perpetuación de las especies y 

puede ser definido como un proceso por medio del cual un ovocito es liberado del 

ovario para que pueda posteriormente ser fertilizado, ver figura 7. 

El pico máximo de LH al ser liberado al torrente sanguíneo, llega al ovario 

desencadenando la ovulación. La ruta por la cual ejerce su efecto esta hormona es 

debido a que sus receptores son expresados en células de la teca (CT) y en el 

epitelio ovárico (EO), estimulando la secreción del factor activador de plasminógeno 

(PA), el cual convierte al plasminógeno en plasmina, la que a su vez activa a las 

colagenasas. Estas rompen la red que esta conformada por las células de la teca y 

la túnica albugínea (células intersticiales entre las CT y el EO) y promueve la 

degradación de las membranas basales que se localizan entre el EO y la túnica 

albugínea. La plasmina se une al TNF-α presente en la membrana de las células 

endoteliales, volviéndolo a su forma activa. El TNF-α activo induce la producción de 

las colagenasas que al actuar progresivamente dañan a la pared ovárica y así 

promueven la ruptura folicular, (Murdoch et al., 2001; para ve revisión: Murdoch & 

McDonnel, 2002). 
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Fig. 7 Esquema de un ovario representando el trayecto de un folículo destinado a ser ovulado. A) El
ovocito de un folículo maduro esta rodeado de células del cumulus y situado dentro del líquido folicular
(antro), estas células se disocian durante la ovulación y el óvulo es liberado en la cavidad antral. La
degeneración del tejido más notable es en la región de contacto entre la superficie del folículo y el ovario,
llevando a la formación de una marca y terminando en una ruptura. B) La pared del folículo preovulatorio
esta compuesta de 3 capas formadas por las células de la granulosa, las células de la teca interna y las
células de la teca externa. Una membrana basal separa la granulosa de la teca. La teca externa es
indispensable como tejido conectivo por inducir contracciones foliculares que propagan la expulsión del
folículo. El epitelio ovárico recubre todo el ovario delimitándolo de otros tejidos, entre estas células y el
folículo se encuentra la membrana basal y la túnica albugínea. (Murdoch & Gotsch, 2003) 
CH=Cuerpo Hemorrágico, CL=Cuerpo Lúteo, CA=Cuerpo Albugíneo. 

 

En particular el EO posee la capacidad de proliferar y diferenciarse, así como 

la propiedad de sintetizar diferentes moléculas entre las que se encuentran la GnRH 

y su receptor, también presenta receptores a FSH, LH, estrógenos, progesterona y 

andrógenos; todos ellos involucrados en la esteroidogénesis, la regulación en la 

ovulación y la foliculogénesis (Wright et al., 2002). Por otra parte, se ha demostrado 

que el EO también expresa receptores a diferentes factores de crecimiento: EGF, 

FGF, TNF-α y TGF-α, principalmente involucrados en la proliferación y 

diferenciación del EO y otros como el TGF-β, involucrado en la inhibición del 

crecimiento. Las células del EO en cultivo secretan citocinas bioactivas como la IL-1 

y la IL-6, las cuales tienen efectos reguladores sobre el crecimiento, diferenciación 

celular, ovulación y distribución de las células intraováricas del sistema inmune. Este 
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epitelio expresa también varios tipos de queratinas y produce enzimas proteolíticas, 

(para ver revisiones: Auersperg et al., 2001; Murdoch & Gottsch, 2003). Todas estas 

proteínas en concierto, promueven la ruptura del ovario durante la ovulación y su 

posterior  regeneración para cerrar la marca que dejó la salida del óvulo, (Murdoch 

et al., 2001). 

 
I.8 REGULACIÓN DE LA FOLICULOGÉNESIS POR TRANSMISORES 
 

Además de los factores discutidos anteriormente que participan en la 

foliculogénesis se encuentran los neurotransmisores (NT), otro grupo que podrían 

estar involucrados en este proceso.  

Los ovarios de humanos y de otros primates están inervados por neuronas 

simpáticas y sensoriales del sistema nervioso periférico y se ha demostrado la 

presencia de receptores muscarínicos sobre las CG de humano que están 

relacionados con un incremento en los niveles de Ca2+ intracelular, pero no con la 

producción de esteroides. Los RNAs mensajeros (RNAm) que codifican para los 

receptores muscarínicos MR1, MR3 y MR5 han sido detectados en ovarios de 

humanos y monos adultos su distribución es específica; los ovocitos expresan 

exclusivamente el subtipo MR3, mientras que las CG expresan los receptores MR1 y 

MR5. También se ha identificado la presencia de precursores de la síntesis del 

neurotransmisor ACh en las CG lo que sugiere un mecanismo de regulación 

parácrino/autócrino (Fritz et al., 1999). 

Además, se ha demostrado que en los ovocitos de primates se encuentra la 

dopamina β-hidroxilasa (DBH), una de las enzimas involucradas en la síntesis de la 

norepinefrina (NE), pero no la hidroxilasa de tirosina (TH), sugiriendo que si los 

ovocitos producen NE, su precursor que es la dopamina (DA) puede ser de una 

fuente externa, ya que al parecer son incapaces de sintetizarla. Además folículos 

aislados, responden a la DA elevando los niveles de AMPc. Ello sugiere que señales 

neuronales tanto extrínsecas como intrínsecas del ovario están involucradas en 

regular el desarrollo de la homeostasis folicular (Mayerhofer, et al., 1998). 

 También, la posible participación en la foliculogénesis de otros 

neurotransmisores como las sustancias purinérgicas es sugerida a través de 

múltiples evidencias. Por ejemplo, utilizando diferentes agentes que inhiben o 

estimulan las diferentes rutas de síntesis de las purinas (la ruta de síntesis de novo o 
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la ruta de rescate de nucleótidos) se han obtenido evidencias de que estas 

moléculas pueden participar en la maduración meiótica inducida por FSH (Downs, 

1997). Diferentes sustancias purinérgicas han sido identificadas en el líquido folicular 

(Eppig et al., 1985) 

Además, se ha demostrado a través de estudios electrofisiológicos que en el 

complejo ovocito-células del cumulus de ratón, el ATP genera al menos dos 

corrientes iónicas dependientes de la activación del receptor P2Y2 (Arellano et al., 

2002). En el mismo modelo, se ha observado que el ATP induce la movilización de 

Ca2+ en las células del cumulus y la onda de incremento de Ca2+ se propaga al 

ovocito a través de las uniones comunicantes (Webb at el., 2002). Asimismo, se ha 

observado que en células de la granulosa en cultivo el ATP activa a la proteína 

Cinasa C (Tai et al., 2001a) y la vía de la cinasa p42-p44 activada por mitógeno (Tai 

et al., 2001b).  

Actualmente nuestro laboratorio cuenta con evidencias obtenidas empleando 

técnicas de biología molecular, de la expresión de receptores P2Y2 P2Y4, P2Y6 y de 

todos los receptores P2X en las CG.  

 Otro posible papel de estos receptores en la foliculogénesis fue propuesto a 

partir de estudios que demuestran que el ATP extracelular puede inducir apoptosis 

en las CGh (Park et al., 2003). Además este estudió demostró que la HGCh 

(Hormona Gonadotropica Coriónica humana) tiene un efecto protector para impedir 

que el ATP provocara apoptosis en las CGh. Este estudio sugiere que tanto los 

receptores P2X como P2Y están involucrados en el proceso apoptótico, que como 

ya se mencionó, es un  evento esencial durante la foliculogénesis. También, datos 

obtenidos en el laboratorio empleando células de la teca de porcino en cultivo 

tratadas a concentraciones que activan al receptor P2X7, muestran que el ATP 

induce la apoptosis de este tipo celular. Ensayos de western blot, y de RT-PCR 

permitieron corroborar la expresión del receptor P2X7 en este tipo celular. Este 

mecanismo de muerte celular inducido por ATP podría ser relevante durante el 

desarrollo folicular (Vázquez-Cuevas et al., 2006). 
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II. JUSTIFICACIÓN  
 
 Con los estudios que ya se describieron en este trabajo, donde se muestran 

claras evidencias en la identificación tanto de substancias purinérgicas como de 

receptores purinérgicos funcionales en el ovario, se puede deducir que el ATP y el 

UTP extracelulares pueden activar diversos receptores P2 y estos a su vez, activar 

diferentes vías de transducción de señales que podrían inducir cambios en las 

células que componen a los ovarios (CG, CT, ovocito, células del intersticio), y de 

esa manera modular el proceso de foliculogénesis.  

Una manera de aportar más información sobre el papel funcional de estos 

receptores sería determinar la distribución de su expresión en diferentes etapas de 

la foliculogénesis durante el ciclo estral.  

 

 

III. HIPÓTESIS 

 

 Receptores purinérgicos del tipo P2X, así como P2Y2, son expresados de 

manera diferencial en ovarios de ratón dependiendo de la maduración folicular y del 

tipo celular. 

 

 

IV. OBJETIVOS 

 

1. Determinar el patrón de expresión de los receptores P2X y P2Y2 durante la 

foliculogénesis. 

2. Correlacionar esta expresión con las diferentes etapas del ciclo estral. 
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 V. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Las ratonas utilizadas fueron de la cepa C57black de alrededor de tres meses 

de edad. Se les realizó un exudado vaginal para identificar la etapa estral en la que 

se encontraban. Las muestras se colocaron en portaobjetos y se tiñeron con 

hematoxilina y eosina de la siguiente manera: se dejaron en xileno por 5 min, 

alcohol absoluto 3 min, alcohol al 96% 3 min, alcohol al 80% por 3 min, agua 

destilada 10 min, hematoxilina 20 seg, agua destilada 10 min, solución 

diferenciadora (50 ml de agua y 15µl de hidróxido de amonio), agua destilada 10 

min, alcohol al 80% 1 min, eosina 1 min, alcohol al 96% 3 min, alcohol absoluto 3 

min y xileno 3 min. Al final se deja con una capa de permount (Fisher Scientific, 

SP15-500), para fijar la muestra por tiempo indefinido. Las láminas fueron 

observadas en microscopio de campo claro. 

 

V.1. GELATINIZACIÓN DE PORTAOBJETOS. 
 

 En 100 ml de agua destilada se colocaron 2 g de gelatina y se dejaron 

alrededor de 4 horas para que se hidratara. Aparte en 140 ml de agua destilada se 

disolvieron 0.2 g de cromoalúmina y se calentaron entre 40°C y 60°C. Después se 

adiciona la gelatina previamente hidratada, manteniendo tibia la solución hasta que 

se disolviera la gelatina. Se adicionaron 160 ml de etanol y se mezclo bien. 

 Por otra parte, los portaobjetos fueron tratados 24 horas antes con etanol 

absoluto y se limpio cada uno con una gasa. Después fueron colocados en una 

canastilla y se sumergieron en la solución de la gelatina con cromoalúmina, durante 

3 min, manteniéndolos en movimiento durante este tiempo. Se escurrieron y se 

dejaron secar por 24 horas. Pasado este tiempo se volvieron a sumergir durante 

otros 3 min moviéndolos ligeramente mientras transcurre ese tiempo. Se escurrieron 

para quitar el exceso de solución y se dejaron secar durante 24 horas.  Se 

almacenaron a temperatura ambiente. 
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V.2 DISECCIÓN DE OVARIOS 
 
 Las ratonas fueron anestesiadas con cloroformo y perfundidas 

transcardiacamente con PBS 1X (142mM NaCl, 1.8mM Na2HPO4, 0.6mM NaH2PO4, 

pH=7.4) y después con paraformaldehído (PFA) al 4% (Sigma, P-6148) en PBS 1X. 

Se disecaron los ovarios  y fueron limpiados para quitar grasa y el exceso de tejidos 

conectivos, después se dejaron 4 horas mínimo en PFA al 4% en PBS 1X a 

temperatura ambiente y se dejaron toda la noche en solución de PBS 1X con 30% 

de sacarosa a 4°C. 

 Al día siguiente cada ovario se colocó en Jun Tissue freezing medium (Leica, 

No. Cat. 020108926) y se congelaron a –20°C para después ser seccionados en 

cortes secuénciales de 10µm en un crióstato (Leica CM1850).  

Los cortes se recolectaron en portaobjetos gelatinizados como se describió 

anteriormente. Esos cortes fueron almacenados a –80°C. 

 

V.3 INMUNOHISTOQUÍMICA 

La técnica de inmunohistoquímica consiste en detectar la presencia de un 

péptido o proteína en una célula o tejido, utilizando un anticuerpo (monoclonal o 

policlonal, IgG o IgM) específico contra él. La técnica esta basada en la reacción 

antígeno–anticuerpo y por ello el anticuerpo primario que se utiliza debe ser 

generado en una especie diferente a la que se está estudiando. Existen dos tipos de 

métodos inmunohistoquímicos: directo e indirecto. Para este trabajo se empleo el 

método indirecto, en este la señal del anticuerpo se amplifica con la incubación de 

anticuerpos secundarios acoplados a un marcador, en este caso se utilizaron dos 

marcadores fluorescentes: rodamina o FITC, que al ser excitados dan un una 

fluorescencia roja o verde, respectivamente. Este método nos permite identificar la 

localización de las proteínas en un tejido en particular (figura 8). 
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Figura 8. Esquema de la técnica de inmunohistoquímica. A) Representación de un anticuerpo (Ac)
primario, con sus cadenas ligeras (L), sus cadenas pesadas (P) y un sitio conservado (Fc). B) El  Ac
primario reconoce a la proteína, ya sean receptores P2X o P2Y. C)Proteína, específicamente en este
caso receptores purinérgicos (azul), Ac primario que reconoce a las proteínas anteriores y por último
un Ac secundario (verde) acoplado a rodamina (rosa) que reconoce a su vez al Ac primario. D) El
microscopio de fluorescencia excita a la rodamina y permite observar una fluorescencia roja en el
tejido que expresa receptores purinérgicos. 

 

Los tejidos congelados, se dejaron un mínimo de una hora a temperatura 

ambiente. Después se fijaron con PFA 4% en PBS por 7 minutos y se realizaron 2 

lavados de PBS 1X, 3 minutos cada uno. Después se bloqueó con suero de cabra 

normal (SNC) al 4% en PBS (solución bloqueadora = SB) por espacio de una hora y 

luego se lavaron dos veces con PBS 1X, 3 minutos. 

 

Los tejidos fueron incubados toda la noche a 4°C con anticuerpos policlonales de 

conejo para los purinoreceptores: P2X1, P2X2, P2X3 (Chemicon, reconoce del 

aminoácido 383 al 397 del carboxilo terminal), P2X4 (Chemicon y Alomone, reconoce 

parte del carboxilo terminal del aminoácido 370 al 388), P2X5 y P2X6 (Santa Cruz), 

P2X7 (Alomone y Santa Cruz, reconocen parte del carboxilo terminal del aminoácido 

576 al 595) y P2Y2 (Chemicon). Los anticuerpos fueron diluidos (1:200) en SB. En 

los controles negativos el anticuerpo primario fue omitido y reemplazado por SB. Se 

dejó toda la noche en una cámara húmeda a 4°C. 

Al día siguiente, los tejidos fueron lavados 3 veces con PBS 1X 3 minutos y 

posteriormente incubados con un segundo anticuerpo de cabra anti-conejo acoplado 

a rodamina (IgG-R) en una dilución 1:200 por una hora a temperatura ambiente y en 

oscuridad, luego se retiró el exceso y se lavó 3 veces con PBS 1X 3 minutos. Las 
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muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia el mismo día en 

que se realizó la segunda incubación (IgG-R). El tiempo de excitación para las 

muestras variaba de 2.5 seg a 3 seg, para el control la exposición fue de 6 seg. 

 

Para cada subtipo de receptor purinérgico se utilizaron dos ratonas por cada 

etapa del ciclo estral. 

 

Para las colocalizaciones de P2X4 y P2X7 con el epitelio de ovario o con las 

células de la teca, la segunda incubación con el anticuerpo secundario acoplado a 

rodamina (1:200) se dejó por media hora a 37°C y posteriormente se incubó con el 

anticuerpo monoclonal TROMA-1 (University of Iowa)  específico del epitelio de 

ovario o para las células de la teca P450 ssc (Chemicon). Posteriormente se realizó 

una tercera incubación con otro segundo anticuerpo que reconociera a TROMA-1 o 

a P450 ssc, acoplado a fluoresceína. Ese mismo día se hicieron los lavados con 

PBS. 

La cuarta incubación fue con anticuerpos secundarios que reconocieran a los 

anticuerpos anteriores, estos estaban acoplados a fluoresceína ya que la segunda 

incubación con los anticuerpos secundarios que reconocían a P2X4 y P2X7 estaban 

acoplados a la rodamina. 

Para mantener la fluorescencia de los segundos anticuerpos, se cubrieron las 

láminas con DABCO (SIGMA, 1, 4-Diazabicyclo [2.2.2] ocatane, D-2522) y un 

cubreobjeto para ser visualizado en el microscopio de fluorescencia. 

 

Las imágenes obtenidas fueron analizadas en Adobe Photoshop versión 7. 
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VI. RESULTADOS 
 
VI. INMUNODETECCIÓN DE RECEPTORES P2 EN OVARIO 
 
 La determinación de los subtipos de receptores purinérgicos P2 (P2X1-7 y 

P2Y2) en ovarios de ratón se obtuvo por medio de inmunohistoquímicas, con 

anticuerpos policlonales dirigidos contra estos receptores, así como de anticuerpos 

específicos para dos tipos celulares en particular: células de la teca y epitelio 

ovárico. 

 Los controles que se emplearon para corroborar que los anticuerpos estaban 

reconociendo a los diferentes receptores P2 fueron hechos en cortes de cerebelo, ya 

que la mayoría de estos receptores han sido encontrados en cerebro (Hervás et al., 

2003; Deuchars et al., 2001; Rubio & Soto, 2001). 

 

VI.1 OVARIOS TRATADOS CON HEMATOXILINA Y EOSINA 
 

 Antes de iniciar la detección de los receptores correspondientes se realizaron 

tinciones de hematoxilina y eosina sobre cortes de ovario para identificar la anatomía 

del mismo, las muestras fueron observadas en  microscopio de campo claro. 

La imagen 9 muestra un corte de ovario de 10µm, en la que se alcanzan a 

apreciar diferentes folículos en varias etapas, inclusive desde los primordiales 

(ovocito rodeado de una sola capa de CG cuboidales) (1) hasta folículos antrales, 

que corresponde a la última etapa de desarrollo antes de ser ovulados (2). También 

se logran apreciar algunos cuerpos lúteos, que se distinguen fácilmente por su gran 

tamaño (3), las células del estroma (4) que son las que separan a cada uno de los 

folículos, cuerpos lúteos y al epitelio ovárico (EO), este último tiene la característica 

de formar una monocapa que envuelve a todo el ovario. 
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Fig 9. Histología de un corte de
ovario de 10µm en campo claro,
teñido con hematoxilina y eosina
(4X). (1)folículo primordial (FPr),
(2) folículo antral (FA), (3) cuerpo
lúteo (CL), (4) células del estroma
(CE), (5) epitelio ovárico (EO). 

 
 
 
 

Para poder distinguir mejor las estructuras de cada uno de los folículos con 

esta tinción, se obtuvieron imágenes a un mayor aumento donde se puede apreciar 

la morfología de cada folículo en sus diferentes etapas. En la figura 10A se muestra 

la fotografía de una región del ovario donde se pueden distinguir dos folículos 

primordiales rodeados de sus CG cuboidales. Como se puede observar la mayoría 

de los folículos en etapas tempranas se encuentran en la periferia del ovario y 

siempre están cerca del EO. La figura 10B es la fotografía de folículos primarios (FP) 

y preantrales (FPA), en donde se puede observar como el ovocito alcanza un 

tamaño mayor. Comienza un incremento en el número de las CG, así como la 

diferenciación de las CT, las cuales empiezan a rodear al ovocito. La figura 10C  

muestra un folículo antral (FA), en donde se distingue muy bien el antro, el ovocito 

rodeado de sus células del cumulus y se distinguen varias capas de las CT, 

alargadas y planas rodeando al folículo mientras que las CG son redondas, más 

abundantes y rodean tanto al folículo como al líquido antral; en la misma imagen se 

muestra un cuerpo lúteo (CL). 
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Fig 10. Cortes de ovario de 10µm en campo claro, teñidos con
hematoxilina y eosina. A) folículos primordiales (FPr). B) folículos
preantral (FPA) y primario (FP). C) folículo antral (FA) y un cuerpo
lúteo (CL). 
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VI.2 IDENTIFICACIÓN DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2X1 EN OVARIO 

 

Una vez identificadas las características morfológicas de los folículos 

ováricos, se procedió a estudiar el patrón de expresión de los receptores 

purinérgicos P2X por inmunohistoquímica en cortes de ovario.  

Para todos los ensayos en la identificación de los receptores P2X, se 

emplearon controles en los cuales se omitió la incubación con el primer anticuerpo y 

solo se incubó con el anticuerpo secundario acoplado a rodamina para descartar que 

este anticuerpo se estuviera uniendo inespecíficamente a otras proteínas del tejido.  

En la figura 11 se muestran imágenes obtenidas con un microscopio de 

florescencia de cortes tratados con el anticuerpo anti-P2X1 y después incubadas con 

un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. La figura 11A muestra la imagen de 

un segmento en la periferia del ovario donde se distingue la marca del anticuerpo del 

EO. En esta fotografía también se observa un FPr que como los mostrados en la 

figura 11B presenta una expresión abundante de este receptor en la membrana del 

ovocito. 
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 Fig 11. Localización de receptores purinérgicos P2X1 en ovarios de ratón. A y B)

Los cortes fueron incubados con un anticuerpo anti-P2X1 e incubado con un
segundo anticuerpo acoplado a rodamina, C) Control, incubando el tejido solo
con el segundo anticuerpo y con doble tiempo de exposición. 
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Al analizar otras zonas del ovario, se encontró que este anticuerpo marca 

también vasos sanguíneos (VS) tal como se aprecia en las figuras 12A y 12B.  
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Fig 12. Localización de receptores purinérgicos P2X1 en vasos sanguíneos en el ovario. A)
Cortes de ovario donde se distinguen vasos sanguíneos (20X). B) Amplificación de la imagen
A (100X). C) Control, solamente incubado con el anticuerpo secundario acoplado a rodamina y
con doble tiempo de exposición. 

 
 
 
 
 
 
VI.3 IDENTIFICACIÓN DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2X4 EN OVARIO 
 
  Para la identificación de receptores P2X4 se procedió 

metodológicamente como con la identificación de los P2X1. 

La figura 13A muestra la fotografía de una muestra control, donde no se 

observa ninguna fluorescencia lo que indica que el anticuerpo secundario es 

específico en el reconocimiento del anticuerpo primario (anti-P2X4). La figura 13B 

muestra una fotografía (40X) de un corte de ovario similar al de la foto 13A incubado 

con el  anticuerpo dirigido contra el receptor P2X4 y un anticuerpo secundario 

acoplado a rodamina. En la imagen se observa una marca muy importante en el EO, 

y una marca de menor intensidad en los FPr, en ovocitos y en las CG de los FP y de 

los FS. Aunque también se alcanza a observar una ligera inmunoreactividad en las 

células del estroma. 

La marca de los anticuerpos se observan en la membrana de las células así 

como en la región citoplasmática, este patrón se repite en casi todos los resultados 

que se presentan en este trabajo. 
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 Fig 13. Localización de receptores P2X4 empleando inmunohistoquímica en cortes de ovario. A)

Control, solamente incubado con el anticuerpo secundario acoplado a rodamina. B) Muestra incubada
con anticuerpo anti-P2X4 y posteriormente con un segundo anticuerpo acoplado a rodamina.
EO=epitelio ovárico, FPr= folículo primordial, FP=folículo primario y FS=folículo secundario. 

 
 
 
 
 
 
 

Con el fin de analizar con más detalle la distribución del marcaje, se 

obtuvieron fotografías a una mayor amplificación. En la figura 14, 15 y 16 se 

muestran las fotografías obtenidas en estas condiciones. Como se puede apreciar 

en la figura 14A donde se hizo una amplificación a nivel del EO, la inmunoreactividad 

es muy evidente solamente en la membrana de las células de este epitelio. La figura 

14B, muestra una región del ovario en donde se aprecian varios FPr. Los FPr 

siempre aparecen en grupos cercanos al EO. La distribución de la marca sobre 

estos folículos sugiere que los receptores P2X4 se localizan en la membrana del 

ovocito y/o en la membrana de las CG que en este momento del desarrollo del 

folículo son planas. En la figura 15, donde se muestra más amplificada la imagen de 

un FPr muy próximo al EO, se vuelve a apreciar la distribución de estos receptores 

sobre la membrana de las células del EO y alrededor del ovocito del FPr. Sin 

embargo es difícil determinar si la marca también se distribuye sobre las células de 

la granulosa, las cuales se observan claramente sobre el corte teñido con eosina-

hematoxilina (figura 15B). Este patrón se repite en todas las muestras y regiones 

donde se encuentra el EO y los FPr. 
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Fig 14. Amplificación de algunas regiones del ovario para identificar la localización celular de los
receptores P2X4. A) Amplificación de la región del EO. B) Amplificación de FPr. Las imágenes fueron
amplificadas al doble con el programa AdobePhotoshop versión 7.0. 
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Fig 15. Amplificación del EO y 
FPr. A) Corte marcado con un 
anticuerpo anti P2X4 y un 
segundo anticuerpo acoplado a 
rodamina. B) tinción con 
hematoxilina y eosina de la 
misma muestra. 
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Con respecto a los FP, también se obtuvieron imágenes amplificadas de 

regiones donde se apreciaban estas estructuras. En la figura 16 se observan dos 

FPr y un FP. La localización de los receptores P2X4 en los FP se ubica sobre los 

ovocitos y a diferencia de lo que ocurre con los FPr,  la monocapa de las CG que en 

este estadio son cuboidales, se marca perfectamente.  

En este estudio también se analizó la distribución de los receptores sobre 

folículos en etapas más avanzadas del desarrollo, y se observó que los ovocitos de 

folículos preantrales y antrales no presentan marca alguna, aunque las CG de todos 

los folículos se marcan ligeramente (datos no mostrados). 

En resumen, las evidencias obtenidas por inmunohistoquímica en relación a la 

distribución de los receptores P2X4 sobre cortes de ovario de ratón muestran que los 

receptores P2X4 se expresan en los folículos a partir de etapas muy tempranas de la 

foliculogénesis. Sin embargo, la densidad de estos receptores disminuye sobre la 

membrana de los ovocitos a medida que estos avanzan en su desarrollo, siendo 

imperceptible en los ovocitos de los folículos preantrales y antrales. En el EO, estos 

receptores son muy abundantes. 
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Fig 16. Amplificación de FP y FPr,
expresando receptores purinérgicos
P2X4 en sus ovocitos (OO) y CG. 
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VI.4 IDENTIFICACIÓN DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2X7 EN OVARIO 
 
 En la figura 17 se observa el patrón de marcaje de cortes de ovario con al 

anticuerpo anti P2X7. 
 En la figura 17A, se observa el control donde no se distingue ninguna marca, 

lo que indica que el anticuerpo secundario reconoce de manera específica al 

anticuerpo primario. En la figura 17B se muestra la fotografía de un corte de ovario 

incubado con el anticuerpo anti P2X7 y donde se observa que los receptores  P2X7 

se distribuyen principalmente sobre el contorno del ovario y sobre los folículos en 

etapas avanzadas de la foliculogénesis. 
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Fig 17. Identificación de receptores purinérgicos P2X7 en ovarios de ratón. A) Control, solo se 
incubó con el segundo anticuerpo acoplado a rodamina, B) Cortes de ovario incubado con un 
primer anticuerpo dirigido contra el receptor P2X7 e incubado con un segundo anticuerpo 
acoplado a rodamina. Las imágenes fueron tomadas a 4X. 

 

 

 

 

 Para poder identificar mejor las diferentes estructuras donde se distribuye la 

marca, se tomaron imágenes amplificada de diferentes zonas del ovario. En la figura 

18 se muestra la fotografía del EO y donde se puede observar que todo el epitelio 

expresa este receptor de manera muy abundante y exclusiva sobre la membrana 

celular independientemente de las características estructurales de las células  

(compare A, B y C). 
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Fig 18. Identificación por inmunohistoquímica de receptores purinérgicos P2X7 en ovarios de ratón. 
A,B y C) Los cortes  fueron incubados con un primer anticuerpo dirigido contra el receptor P2X7 e 
incubados con un segundo anticuerpo acoplado a rodamina.  

 

 

 

 Por otra parte y con el fin de estudiar con más detalle la distribución de estos 

receptores sobre los folículos se obtuvieron imágenes a diferentes amplificaciones, 

en donde estos folículos eran evidentes (figura 19 y 20). 

 La figura 19A muestra una imagen de un corte de ovario completo, donde se 

pueden observar varios folículos en diferentes etapas de desarrollo. En el recuadro 

se muestran dos folículos en etapa antral y en la figura 19 los mismos folículos 

observados con un microscopio de fluorescencia con una amplificación. Como se 

observa, el marcaje para el receptor P2X7, se ubica preferentemente en el EO y en 

las CT, aunque también se distingue marca en algunas CG pero la intensidad de la 

fluorescencia es menor. 
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Fig 19. Identificación de receptores purinérgicos P2X7 en folículos antrales (FA). A) Cortes
de ovario completo en campo claro, en donde se muestran en el recuadro dos folículos
antrales B) La Imagen del recuadro es una muestra incubada con un anticuerpo anti-P2X7 y
con un segundo anticuerpo acoplado a rodamina.  

 

 

 

 

 

Las figuras 20A y 20C muestran la distribución de los receptores P2X7 sobre 

folículos antrales, la figura 20B representa algunos folículos secundarios. Como se 

puede observar, la marca se localiza preferencialmente en los límites de los 

folículos, es decir en el lugar donde se sitúan las células de la teca. También se 

puede observar un marcaje ligero sobre las CG y sobre las células del estroma. Con 

respecto al ovocito, no se observa ninguna marca sobre estas células 

independientemente de la etapa de desarrollo del folículo. Los folículos primarios 

presentaban una marca muy baja, debido quizá a que en estas etapas apenas 

comienzan a formarse las CT (datos no mostrados). 

En este estudio se trató de identificar también la expresión de los receptores 

P2X7 sobre los folículos en las primeras etapas de desarrollo y no se pudo distinguir 

ningún marcaje en ningún tipo celular.  

Estas imágenes mostraron tres tipos celulares que expresan receptores 

purinérgicos del tipo P2X7: el EO >las CT > y las CG. Este marcaje se  observa 

desde folículos secundarios hasta folículos antrales. 
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Fig 20. Identificación de receptores 
purinérgicos P2X7 en folículos en 
diferentes etapas de desarrollo. Todas 
las muestras fueron incubadas con un 
primer anticuerpo dirigido contra el 
receptor P2X7 e incubadas con un 
segundo anticuerpo acoplado a 
rodamina. A y C) folículos antrales. B) 
folículos secundarios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En este estudio se analizaron varios cortes de ovario provenientes de 

diferentes animales en diferentes estadios del ciclo estral encontrando 

consistentemente los mismos resultados. La expresión de los receptores 

purinérgicos P2X1, P2X4 y P2X7 no muestran ninguna diferencia en el patrón del 

marcaje entre las cuatro etapas del ciclo estral (diestro, proestro, estro y metaestro), 

y esto podría sugerir que la expresión de los receptores no está siendo regulada por 

las hormonas gonadotrópicas FSH y LH.  
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VI.5 CO-LOCALIZACIÓN DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2X4 Y P2X7  CON 
LA CITOQUERATINA ENDO-A EN EL EPITELIO OVÁRICO. 
 
 Para corroborar la identidad de las células que expresan receptores P2X4 y 

P2X7 se realizaron ensayos de co-localización por inmunohistoquímica  empleando 

anticuerpos específicos contra los receptores P2X7 y P2X4 y otros que marcan a las 

células del EO o a las CT, como se describió en Material y Métodos. El anticuerpo 

empleado para marcar el EO fue TROMA-1 dirigido contra la citoqueratina Endo-A, 

una proteína del citoesqueleto que solo es expresado en el epitelio ovárico. El 

anticuerpo empleado para marcar a las células de la teca fue el anti-P450scc que 

reconoce a la enzima P450scc que se encuentra en el citoplasma de las CT. Como 

anticuerpos secundarios se emplearon dos, uno acoplado a rodamina y otro 

acoplado a fluoresceína.  

 Los resultados que se obtuvieron con los anticuerpos anti-P2X4 y TROMA-1 

se muestran en la figura 21. En esta figura se observan  dos segmentos de dos 

ovarios diferentes donde se localiza el EO. En las figuras 21A y 21D se muestra la 

expresión de los receptores P2X4 (en rojo) y en las figuras 20B y 20E la expresión 

de la citoqueratina  Endo-A (en verde). Las figuras 21C y 21F fueron obtenidas a 

través del empalme de las imágenes A-B y D-E respectivamente. Como se aprecia, 

al hacer el empalme la fluorescencia observada es amarilla lo que indica que ambos 

anticuerpos marcan el mismo tipo celular y que su expresión co-localiza. Estos 

resultados permiten  confirmar que el receptor P2X4 esta expresándose en el EO. 
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Fig 21. Inmunohistoquímica con doble marcaje en cortes de ovario de ratón. A y D) Marcaje con
el anticuerpo anti-P2X4 (anticuerpo secundario acoplado a rodamina - fluorescencia roja). B y E)
Marcaje con el anticuerpo TROMA-1 (anticuerpo secundario acoplado a FITC - fluorescencia
verde). C ) muestra a las imágenes A y B sobrepuestas y F) las mágenes D y E sobrepuestas.  
La localización de ambas proteínas (P2X4 y citoqueratina) en un mismo tipo celular, se
demuestra con la combinación de ambos fluoróforos resultando una fluorescencia amarilla (C y
F). G) Representa un control incubado con dos segundos anticuerpos acoplados a rodamina y a
FITC, respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Para la co-localización de los receptores P2X7 y la citoqueratina endoA se 

siguió el mismo procedimiento que para los receptores P2X4, y los resultados son 

mostrados en la figura 22. En las figuras 22A y D se observa el marcaje con el 

anticuerpo anti-P2X7, en las figuras 22B  y E el marcaje con TROMA-1 y en C y F la 

co-localización a través del empalme de las imágenes A–B y D-E respectivamente. 

Las imágenes muestran claramente que el EO se marca con los dos anticuerpos y 

además ambas marcas co-localizan lo que confirma que el EO expresa receptores 

P2X7.   
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Fig 22. Inmunohistoquímica con doble marcaje en cortes de ovario de ratón. A y D) Marcaje con el 
anticuerpo P2X7 (marcaje rojo). B y E) Marcaje con el anticuerpo TROMA-1 (EO) (marcaje verde). 

C ) A y B empalmadas, F) D y E empalmadas (marcaje amarillo).  

 
 
VI.6 CO-LOCALIZACIÓN DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2X7 y P450scc  
EN CT 
 
 El receptor P2X7 además de expresarse en el EO, también se expresa en las 

CT. Para corroborar la localización de la marca de estos receptores sobre las TC se 

realizaron co-localizaciones de este receptor y de la proteína P450css que como ya 

se mencionó anteriormente se expresa de manera muy abundante en el citoplasma 

de las CT. Para este ensayo, se utilizaron anticuerpos anti-P2X7 que fueron 

identificados con anticuerpos secundarios marcados con rodamina (marca roja) y 

anticuerpos anti-P450scc que fueron detectados con anticuerpos secundarios 

marcados con FITC (marca verde). 

 En la figura 23A se muestra la distribución del receptor P2X7 sobre un folículo 

antral. La figura 23B muestra al mismo FA marcado con un anticuerpo anti-P450scc. 

Cuando ambas imágenes son empalmadas, se observan regiones de color amarillo 

(figura 23C), lo que indica que existe una co-localización entre el anticuerpo contra el 

receptor P2X7 y el marcador de teca P450scc. Sin embargo, la marca amarilla no es 
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uniforme debido a que la marca que distingue al receptor P2X7 se localiza en la 

membrana de las CT, mientras que la marca para la P450-scc se ubica 

principalmente en el citoplasma. Es por ello que, inclusive se logran observar varias 

CT y algunas células del estroma con fluorescencia verde dentro del folículo. 
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Fig 23. Inmunohistoquímica con doble marcaje en cortes de ovario de ratón. A)
Marcaje con un anticuerpo anti-P2X7 (marcaje rojo). B) Marcaje con el anticuerpo
anti-P450scc (CT) (marcaje verde). C) A y B empalmadas, (marcaje amarillo). 

 
 
 
 
 
 

En la figura 24 se muestra una región del ovario donde se observa el  EO y 

las CT marcados con el anticuerpo contra el receptor P2X7 (figura 24A) y con el anti-

P450scc (figura 24B). En la figura 24C se muestra el empalme de las imágenes 

anteriores. Se puede observar que las CT del FS empiezan a mostrar marca para los 

dos anticuerpos, aunque la marca más abundante es del receptor purinérgico tanto 

en las CT como en el EO. Con estas observaciones podemos decir que a partir de 
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folículos secundarios cuando comienzan a formarse las primeras capas de las CT, 

estas ya expresan tanto al receptor P2X7 como a la enzima citocromo P450scc. 
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Fig 24. Inmunohistoquímica con doble marcaje de FS y EO en cortes de ovario de ratón (40X).
A) Marcaje con el anticuerpo P2X7 y un anticuerpo secundario acoplado a rodamina (marcaje
rojo). B) Marcaje con el anticuerpo anti-cP450scc y un anticuerpo secundario acoplado a FITC
(marcaje verde). C) Montaje de las imágenes A y B. 

 
 
 
 
 
 
 
 
VI.7 IDENTIFICACIÓN DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2X2-3-5-6 EN OVARIO. 
 

Las inmunohistoquímicas realizadas con los anticuerpos dirigidos contra los 

receptores P2X2-3-5-6  en cortes de ovario no mostraron ningún marcaje lo que 

sugiere que estos receptores no son expresados en este tejido. 

Sin embargo, en el laboratorio,  empleando la técnica de la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR), se han obtenido evidencias de que estos cuatro 

subtipos de receptores son expresados en cultivos primarios de CG. Para descartar 

que los resultados obtenidos por inmunohistoquímica son debidos a algún problema 

inherente a los anticuerpos empleados, entonces el siguiente paso fue emplear 

muestras donde ya ha sido reportado por ensayos de inmunohistoquímica,  la 

expresión de receptores de estos tipos. 
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VI.8 IDENTIFICACION DE RECEPTORES PURINÉRGICOS EN CORTES DE 
CEREBELO 
 

Con el fin de corroborar la eficiencia y pertinencia de los anticuerpos anti-

P2X2-3-5-6  se realizaron inmunohistoquímicas sobre cortes de cerebelo de rata, 

donde se sabe que estos receptores se expresan de manera abundante. 

Primero, para poder identificar las estructuras principales que constituyen a 

este tejido,  se obtuvieron cortes sagitales de cerebelo y se tiñeron con hematoxilina 

y eosina. La figura 25A muestra la fotografía de una imagen en la que se observan 

los lóbulos que constituyen al cerebelo y donde se puede apreciar la presencia de la 

sustancia blanca central (SBC) y la sustancia gris periférica (SGP). 

 La figura 25B es una región de la imagen anterior donde se distinguen las 

tres capas que constituyen a la corteza: 1) La capa externa o molecular (M), gruesa, 

con pocos cuerpos neuronales pequeños y dispersos; 2) una capa simple de células 

de Purkinje grandes y separadas (P), y 3) una capa granular interna (G) de células 

pequeñas agrupadas muy estrechamente.  

 

 

Fig 25. Cortes sagitales de cerebelo de rata
teñidos con hematoxilina y eosina. A) Se
observa la sustancia gris periférica (SGP) y
la sustancia blanca central (SBC). B) Una
amplificación del corte anterior muestra la
capa molecular (M), la capa granulosa (G) y
la capa de células de Purkinje (P). 
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Una vez identificadas dichas estructuras, se procedió a realizar el marcaje con 

los anticuerpos contra los receptores P2X2-3-5-6. 

 La figura 26A muestra el control de las inmunohistoquímicas, en donde se 

omitió el primer anticuerpo y solo se incubó con el anticuerpo secundario acoplado a 

rodamina.  

La imagen 26B representa los resultados obtenidos con el anticuerpo anti-

P2X2 e incubado con un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. El patrón de 

marcaje es principalmente en las células de Purkinje y con menor intensidad en las 

células de la capa granular, como ya ha sido reportado previamente (Rubio & Soto, 

2001; Hervás et al., 2003). 

En la figura 26C se muestra el marcaje obtenido empleando el anticuerpo 

anti-P2X3 y el anticuerpo secundario acoplado a rodamina. El marcaje como se 

esperaba (Deuchars et al., 2001; Rubio & Soto, 2001; Hervás et al., 2003), se 

observa únicamente en las células de Purkinje. 

Con estos resultados se pudo comprobar que los anticuerpos que estaban 

dirigidos contra los receptores purinérgicos P2X2 y P2X3 pueden reconocer a estas 

proteínas de manera específica en el cerebelo y que por lo tanto son eficientes. 

Estos resultados indican  que la ausencia de marcaje en el ovario se debe muy 

probablemente a que estos receptores son expresados en este tejido a muy baja 

concentración y que la limitante de la técnica empleada no permite ponerlos de 

manifiesto. 
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Fig 26. Cortes sagitales de cerebelo de 10µm. A) Histología de un corte de cerebelo en
campo claro, teñido con hematoxilina y eosina. B) Se muestra un corte de cerebelo incubado
con el anticuerpo anti-P2X2 y en C) se muestra un corte de cerebelo incubado con el
anticuerpo anti-P2X3.  

 

 

Con respecto a los cortes de cerebelo incubados con los anticuerpos P2X5 y 

P2X6 no se observó ningún marcaje lo que demuestra que los anticuerpos dirigidos 

contra estos receptores no son funcionales y esto podría explicar porque la 

expresión de estos receptores no pudo ser identificada en el ovario.  

 
 
VI.9 IDENTIFICACION DE RECEPTORES PURINÉRGICOS P2Y2 EN OVARIO 
 
 Además de estudiar la expresión de los receptores purinérgicos P2X se 

realizaron inmunohistoquímicas con anticuerpos anti-P2Y2 para la identificación de 

estos receptores en el ovario.  

 Las figuras 27A y B muestra dos diferentes cortes de ovario  donde se 

observa el patrón de expresión de los receptores P2Y2. En estas imágenes se 

observa que la marca se distribuye en todo el ovario. Las células del estroma, las 

CG, las CT, el EO y el ovocito se marcan con este anticuerpo. Sin embargo, la 
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marca es más abundante en el EO, y en el ovocito de los FP. En estos últimos la 

marca se localiza tanto en el citoplasma como en la membrana. Un marcaje 

importante, también se observa en la membrana del ovocito de los folículos 

secundarios aunque también se aprecia algo de fluorescencia en el citoplasma 

alrededor del núcleo. La presencia de este receptor también se percibe en los 

folículos preantrales y antrales. 

 La imagen 27C representa el control para la inmunohistoquímica, en la cual 

fue omitido el primer anticuerpo (anti-P2Y2) y únicamente se incubó con el 

anticuerpo secundario acoplado a rodamina. Con esta imagen podemos afirmar que 

el marcaje es específico para este subtipo de receptor purinérgico. 

 
 
 

Fig 27. Localización de receptores purinérgicos
P2Y2 en ovarios de ratón. A y B) Los cortes fueron
incubados con anticuerpo anti-P2Y2 e incubado
con un segundo anticuerpo acoplado a rodamina.
C) Control, incubado solo con el anticuerpo
secundario acoplado a rodamina. 
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Los resultados que se obtuvieron en este trabajo sobre la expresión de receptores purinérgicos en el ovario de ratón por 

inmunohistoquímica son resumidos en la siguiente tabla. 

 

Tabla 3. Expresión de receptores purinérgicos en el ovario de ratón.  

                       FPr                     FP           FS        FPA       FA 
 CG OO CG OO CT CG OO CT CG OO CT CG OO EO CE 

P2X1 +++   +++ --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- +++ ---

P2X2 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  ---

P2X3 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  ---

P2X4 ++               ++ ++ +++ --- ++ +++ + ++ --- + ++ --- +++ +

P2X5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  ---

P2X6 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  ---

P2X7 --- --- +         --- +++ + --- +++ + --- +++ + --- ++++ +

P2Y2 ++++ ++++ ++       +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++++ ++ 

 
 EO=epitelio ovárico, CE=células del estroma, CT=células de la teca, CG=células de la granulosa, OO=ovocito, FPr=folículo primordial, FP=folículo primario, FS=folículo 
secundario, FPA=folículo preantral y FA=Folículo antral. Las líneas punteadas (---) indican que los receptores purinérgicos no fueron evidenciados con la técnica  empleada en 
este trabajo. 
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VII. DISCUSIÓN 
 Este trabajo tuvo el propósito de evidenciar, a través de un estudio por 

inmunohistoquímica, la expresión de los receptores purinérgicos en los folículos 

ováricos durante su desarrollo así como en los diferentes tipos celulares que 

los conforman.  

La información que se obtuvo apoya y amplía la información previamente 

obtenida haciendo uso de la técnica de RT-PCR y electrofisiología en nuestro 

laboratorio (Vázquez-Cuevas et al., 2006), y la reportada por Webb et al. 

(2002), Tai et al. (2000, 2001a, 2001b y 2004), Schultze-Mosgau et al. (2000) y 

Parck et al. (2003), quienes sustentan que en cultivo las CG, así como las 

células del EO, expresan receptores purinérgicos. El estudio que presentamos 

aquí permitió además definir los sitios de expresión de estos receptores en el 

ovario. Aún y cuando un trabajo previo realizado también con métodos 

inmunohistoquímicos por el grupo de Burnstock (Bardini et al., 2000), no logró 

identificar la expresión de receptores del tipo P2X en el ovario, nuestros 

resultados, por el contrario  muestran sin lugar a dudas la expresión de estos 

receptores no tan solo en las CG sino en otros tipos celulares que conforman el 

ovario. Es por ello que los resultados presentados en esta tesis son de una 

relevancia importante pues aportan la primera evidencia de la localización in 

situ de los receptores purinérgicos en el ovario, tanto del tipo P2X como del tipo 

P2Y. La localización específica de algunos tipos sugiere que estos receptores y 

su ligando, el ATP, podrían tener un papel importante en la fisiología del ovario.  

 

VII.1 ATP EN EL OVARIO 
 

El papel del ATP como una molécula de señalización extracelular ha 

quedado  establecido sin lugar a duda (Burnstock 1972, 1997, 1999, 2002; 

Kennedy & Burnstock 1985). Sin embargo el papel que pudiera jugar en la 

fisiología del ovario no ha sido explorado. Teniendo en cuenta que el ovario es 

un órgano donde se ha identificado la presencia de otros neurotrasmisores, 

tales como la dopamina (DA), la noradrenalina (NE) (Les Dees et al., 1995) y la  

acetilcolina (ACh) (Mayerhofer, et al., 1998; Fritz et al., 1999, 2001), hace 

posible pensar que el ATP podría estar presente en este órgano como otra 

molécula de señalización extracelular y que podría ser importante para regular 
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la fisiología del ovario. Las fuentes de ATP extracelular podrían ser varias pero 

tomando en cuenta que la DA y NE pueden ser sintetizadas en el ovario, es 

posible sugerir que como estas moléculas, el ATP podría ser liberado por las 

mismas células que conforman este órgano, lo cuál sería un mecanismo 

semejante al reportado en el folículo de la rana Xenopus laevis por nuestro 

grupo y otros autores (Saldaña et al., 2005; Vázquez-Cuevas et al., 2006; 

Moroto & Hamill, 2001). 

 En células de la granulosa humana el efecto que tiene el ATP 

extracelular al unirse a sus receptores purinérgicos (P2) es activar a un grupo 

de cinasas activadoras de mitógeno, quienes están involucradas en convertir 

estímulos externos en internos. Algunas de estas enzimas están involucradas 

con su función a nivel nuclear en donde pueden activar cascadas de 

señalización, siendo relacionadas principalmente con la activación de genes 

tempranos involucrados en la diferenciación y crecimiento celular (Tai et al., 

2004). 

 

VII.2 RECEPTORES PURINÉRGICOS EN OVARIO 
 
VII.2.a   Receptores P2X1 

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que los vasos 

sanguíneos que están irrigando al ovario y en particular los que se encuentran 

cerca de los folículos antrales (FA) y folículos preantrales (FPA) en cercanía 

con las células de la teca (CT), expresan receptores P2X1.  

 En otro trabajo ya han sido evidenciados estos receptores en vasos 

sanguíneos del ovario y en otros tejidos del sistema reproductor en ratas 

(Bardini M. et al., 2000). Esto demuestra que el anticuerpo que se empleó es 

eficaz para reconocer la expresión de estas proteínas.  

 Existe evidencia desde los 70’s (Pearson & Gordon, 1979) indicando que 

pequeños vasos sanguíneos que han sido sujetos a un trauma o que son 

expuestos a enzimas proteolíticas tienden a liberar ATP. También se conoce 

que la activación de los receptores purinérgicos (P2X y P2Y) en el endotelio 

vascular desencadena una gran diversidad de acciones fisiológicas, 

principalmente se ha observado un incremento en la concentración de calcio 

citosólico que puede desencadenar a su vez la secreción de oxido nítrico, ATP, 
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prostaciclinas, endotelina y otras sustancias (Ramirez & Kunze, 2002). Además 

se ha observado que el ATP es liberado de las células endoteliales en estado 

de estrés y esta liberación se ha relacionado con proliferación y migración 

celular (Dubyak 2002, 2003). 

El marcaje con el anticuerpo anti P2X1 no se limitó a los vasos 

sanguíneos y también es notorio el inmunomarcado específico en los FPA. Aún 

y cuándo no es por el momento fácil de determinar con exactitud la localización 

debido a la morfología del FPA, el marcaje parece indicar que tanto las células 

pregranulosas (por su morfología plana y su adosamiento al ovocito) como la 

membrana del ovocito expresan receptores P2X1. El hecho de que el marcado 

de P2X1 se encuentre de forma específica en folículos de este tipo abre la 

posibilidad de que la señalización purinérgica tenga un papel importante 

durante esta etapa de definición del desarrollo folicular o en el de la 

diferenciación de las propias células de la granulosa. Sin duda, una mayor 

cantidad de estudios deberán de realizarse para conocer más acerca de los 

posibles papeles de P2X1 en los comienzos de la foliculogénesis. 

 

VII.2.b   Receptores P2X4 

 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la expresión de los 

receptores P2X4 en varios tipos celulares del ovario. Las CG de todos los 

folículos, es decir, desde los folículos preantrales hasta los folículos antrales 

expresan este receptor en sus membranas, mientras que los ovocitos de los 

folículos preantrales, folículos primarios y folículos secundarios mostraban 

expresión de este receptor. Además, se pudo distinguir que las células del EO, 

también expresan el receptor P2X4, así como las células del estroma, aunque 

estas últimas mostraron una mucho menor immunoreactividad.  

Es importante mencionar que el receptor P2X4 es el que tiene una mayor 

distribución en los diferentes tejidos de mamíferos hasta ahora analizados. Este 

tipo de receptor ha sido localizado por mencionar solo algunos ejemplos en el 

cerebelo, cerebro, intestino, páncreas, hígado, testículos, vagina, útero, ovario 

(células folicuares de folículos preantrales) (Bo et al., 2003). 

El papel principal de los receptores P2X en la fisiología celular es la 

transmisión de señales rápidas. También, se ha demostrado que la expresión 
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de receptores P2X4 en las células HEK 293 provoca un aumento de calcio 

intracelular. Este aumento podría inducir la activación de otros canales que son 

dependientes de calcio o que son dependientes de voltaje, con consecuencias 

tan importantes como la regulación de la expresión génica (Bo et al., 2003). 

La observación de que casi todos los tipos celulares que conforman al  

ovario expresan estos receptores sugiere que éstos podrían estar participando 

en algún proceso general y esencial para la sobrevivencia celular. 

 

VII.2.c   Receptores P2X7 

 

 Los receptores P2X7 fueron localizados en las CT de folículos 

preantrales y antrales, células del EO y con baja inmunoreactividad en las CG 

de todos los folículos. 

 Estos resultados confirmaron en parte los ya obtenidos en nuestro 

laboratorio a través de estudios de RT-PCR a partir de RNA de células de la 

granulosa y de la teca mantenidas en cultivo. Pero además, el estudio por 

inmunohistoquímica permitió identificar la expresión de estos receptores en las 

células del EO y mostrar que la expresión de este receptor es muy fuerte en las 

CT, en claro contraste con las demás células del ovario.  

Debido a la alta especificidad del marcaje observado en las CT, en el 

laboratorio decidimos realizar una serie de estudios que nos permitieran ayudar 

a definir el papel que estos receptores podrían jugar en este tipo celular. Los 

resultados obtenidos hasta el momento muestran que la activación de los 

receptores P2X7 inducen un aumento de Ca2+ intracelular  y promueven la 

apoptosis de las CT (Vázquez-Cuevas et al., 2006). La inducción de apoptosis 

a través de receptores P2X7 también ha sido documentada para las células del 

epitelio cervical (Gorodeski, 2002), células dendríticas (Nihei et al., 2000, 

Ferrari et al., 2000), neuronas corticales, monocitos y macrófagos (Humphreys 

et al., 2000, Hanley et al., 2004) solo por mencionar algunos ejemplos.  

 Aunque la apoptosis es un mecanismo clave en el ovario donde el 

receptor P2X7 podría estar participando, otros eventos importantes que 

estimulan la inflamación son desarrollados durante la ovulación y en estos el 

receptor P2X7 también podría tener algún papel. Diversas evidencias muestran 

que la activación de receptores P2X7 en macrófagos, estimula la producción de 
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la IL-6, plasminógeno y óxido nítrico, moléculas clave en el proceso de 

inflamación (Inoue et al., 1998; Hide et al., 2000; Inoue, 2002, Hanley, 2004). 

Como los macrófagos, las células del epitelio ovárico también producen estas 

moléculas durante el proceso de ovulación, por lo que es factible pensar que su 

producción podría también ser regulado a través de receptores P2X7 presentes 

en su membrana y de esta manera participar en fenómenos de este tipo. 

  

VII.2.d Receptores P2Y2 

  

 En los resultados que se presentaron se aprecia inmunoreactividad para 

los receptores P2Y2 en casi todas las células que conforman al ovario (CG, CT, 

ovocitos, EO y algunas células del estroma). La expresión de este receptor no 

presentó diferencias en las diferentes etapas de desarrollo de los folículos.  

La marca más abundante la presentaron las células del EO y el ovocito 

de los folículos primarios y secundarios, al parecer el ovocito expresa 

receptores P2Y2 tanto en su membrana como en el citoplasma. El que este 

receptor se exprese en todas las células que conforman al ovario, sugiere que 

puede tener un papel esencial para el funcionamiento celular.  

 Los receptores P2Y2 son proteínas que se encuentran acopladas a 

proteínas G que activan a la PLC y a la PLD, aunque también podrían activar a 

la PLA2 y activar la cascada de ácido araquidónico con la producción de sus 

metabolitos, como lo son la síntesis de prostaglandinas, leucotrienos 

tromboxanos, entre otros. Los receptores P2Y2 están presentes en varios tipos 

celulares que presentan un incremento en los niveles de IP3 y de Ca2+ 

intracelular al ser expuestas a ATP (para ver revisión: Ralevic & Burstock 1998; 

Communi et al., 2000).  

 De manera particular, evidencias previas obtenidas en nuestro 

laboratorio y en otros han demostrado que los receptores de este tipo son 

expresados en las CG y que además son funcionales tanto en humano, porcino 

y roedores (Kamada et al., 1994; Lee et al., 1996; Tai CH-J et al., 2000, 2001a, 

2001b; Webb et al., 2002., Arellano et al., 2002, Garay et al., 2002). También 

existen evidencias que muestran que los receptores P2Y2 son expresados en  

células inmortalizadas del EO y que su activación promueve la división celular. 

Por esta razón se ha sugerido que si existe alguna alteración en la expresión 

 55 



de los receptores  P2Y2 en las células del EO, esto podría contribuir a 

desencadenar una proliferación celular sin control, que conduciría al desarrollo 

de cáncer de ovario (Choi et al., 2003). 

Los efectos mitogénicos del ATP a través de los receptores P2Y2 han 

sido observados también  en otros tipos celulares como células de glioma C6 

(Tu et al., 2000), células glomerulares, células del músculo liso (Erlinge, 1998) 

entre otros.  

 

VII.3 Interacción de purinas y pirimidinas con factores de crecimiento  
 
 Un gran número de experimentos, principalmente en cultivos de 

astrocitos demuestran que los efectos de las purinas y las pirimidinas pueden al 

menos en parte ser regulados por interacciones con algunos factores de 

crecimiento (Zafra et al., 1992). El sinergismo entre el ATP y los factores de 

crecimiento polipeptídicos aumentan la mitogénesis en astrocitos primarios y 

células de neuroblastoma. Por ejemplo, la incorporación de timidina tritiada 

aumenta 52 veces en el núcleo de los astrocitos cuando son expuestos a ATP 

y FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), mientras que la incorporación de 

timidina tritiada es de 2 veces cuando solo se aplica ATP y 14 veces cuando 

solo se adiciona el FGF. Esta interacción parece ser altamente específica ya 

que con otros factores de crecimiento no se observaban estos incrementos en 

la síntesis del DNA.   

En el ovario se produce también el FGF y muchos otros factores de 

crecimiento como los factores  de crecimiento semejantes a la insulina (IGF) I y 

II, el factor de crecimiento Transformante (TGF), el factor de crecimiento 

epidermal (EGF), etc. La existencia de receptores purinérgicos en las diferentes 

células que conforman al ovario, y la presencia de todos estos factores de 

crecimiento que regulan la foliculogénesis podrían estar actuando en sinergia 

para controlar la proliferación, el crecimiento y la apoptosis en el ovario. 
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VIII. CONCLUSIÓN 
 

En resumen, en este estudio hemos mostrado que los receptores 

purinérgicos de los subtipos P2X1, P2X4, P2X7 y P2Y2 son expresados de 

manera diferencial en las células que conforman al ovario. Esto podría sugerir 

que estos receptores actúan de manera activa y diferencial en el crecimiento 

folicular, en la ovulación, además de su probable participación en la atresia 

folicular, eventos importantes para la reproducción de la especie. 
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PARTICIPACIÓN EN EL CONGRESO NACIONAL DE FISIOLOGÍA 

Juárez B, Garay E & Arellano RO (2003) Expresión de receptores purinérgicos 

durante la foliculogénesis en el ovario. XLVI Congreso Nacional de Ciencias 
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