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RESUMEN 
 

El 5’-adenosina trifosfato (ATP) y sus metabolitos pueden funcionar como patrones moleculares 

asociados al daño (DAMPs) en diversos tejidos como el hígado. Ante un daño, se 

desencadenan vías de señalización pro-inflamatorias, una de las cuales es a través de los 

DAMPs. En una condición de daño crónico, la respuesta de inflamación se mantiene y la 

cicatrización se convierte en aberrante estableciendo la condición patológica conocida como 

fibrosis hepática. Existe evidencia sobre la presencia de elementos de la comunicación 

purinérgica en el hígado en condiciones fisiológicas y bajo algunas condiciones de daño pero 

aún falta por dilucidar si participa en un cuadro fibrótico. Se obtuvo cultivo primario de 

hepatocitos en un modelo experimental de fibrosis hepática, a través de la administración del 

hepatotóxico tetracloruro de carbono (CCl4), después de lo cual los cultivos recibieron la 

administración de agonistas de los receptores purinérgicos P2Y. Los resultados muestran que 

en el modelo de fibrosis hepática aumentó de manera significativa la cantidad relativa de 

transcrito de los receptores P2Y2 y P2Y6, mientras que la de los receptores P2Y13 y P2Y14 

disminuyó de manera significativa. El análisis por inmunofluorescencia confirmó un mayor nivel 

de expresión del receptor P2Y2 en el de CCl4. Lo anterior fue consistente con el resultado de la 

respuesta a los agonistas purinérgicos del grupo de CCl4, la cual fue significativamente mayor 

que el grupo vehículo. Con esto se concluye que la comunicación purinérgica está presente 

durante la fibrosis; sin embargo, es importante conocer el papel que tiene en esta patología.  
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SUMMARY 

 

The 5’-adenosine triphosphate (ATP) and its metabolites can signal as damage associated 

molecular patterns (DAMPs), in different tissues such as the liver. When damage occurs, pro-

inflammatory signaling pathways are activated and one of these pathways is through DAMPs 

signaling. In a chronic damage condition, the inflammatory response persists and scarring 

processes become aberrant, establishing the pathological condition of hepatic fibrosis. There is 

evidence about the presence of different elements of purinergic communication in the liver in 

physiological conditions and under several damage contexts, but the question of whether or not 

the purinergic system participates in fibrosis still remains. Since parenchymal cells constitute 

most of the liver tissue, we established a protocol for extracting and obtaining primary cultures of 

hepatocytes in an experimental model of liver fibrosis, through the administration of a 

hepatotoxic, carbon tetrachloride (CCl4), after which cultures received administration of P2Y 

purinergic receptors agonists. Results demonstrated that in the hepatic fibrosis model, relative 

transcript expression of receptors P2Y2 and P2Y6 significantly increased, while P2Y13 and P2Y14 

receptors significantly reduced their expression. Immunoflourescent analysis confirmed an 

increase in the expression of the P2Y2 receptor in the CCl4 group. These results were consistent 

with the response to the purinergic agonists in the group administered with CCl4, which was 

significantly higher than the response displayed by the vehicle group. With this, we conclude that 

purinergic communication is present during hepatic fibrosis; nonetheless, it is important to 

investigate its role in this pathological condition.  
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INTRODUCCIÓN 
 

El ATP es un nucleótido que funciona como una molécula de intercambio de energía en la 

fisiología celular; sin embargo, está bien establecido su papel como molécula señalizadora que 

actúa sobre su propia familia de receptores para conformar lo que se conoce como 

comunicación purinérgica. Esta señalización participa en muchos procesos tanto fisiológicos 

como patológicos, por ejemplo como patrón molecular asociado al daño (DAMP) ante una 

lesión.  

Una enfermedad en donde se puede observar esto es en la fibrosis hepática, la cual 

consiste en la acumulación excesiva de proteínas de la matriz extracelular como resultado de 

diversos tipos de daño al hígado. Ante una lesión hepatocelular, los hepatocitos y otras células 

del hígado liberan diversos mensajeros pro-inflamatorios y DAMPs, provocando un estado de 

inflamación crónica y como consecuencia una cicatrización aberrante que conduce al estado 

fibrótico (Arthur, 2000). 

 La información disponible sobre el papel de la comunicación purinérgica en los procesos 

de fibrosis no es clara, pues se han descrito efectos antifibrogénicos y profibrogénicos. Además, 

aún no se cuenta con la información completa de la presencia y papel de los diferentes tipos de 

receptores purinérgicos en los distintos tipos celulares hepáticos en un estado fibrótico. Por lo 

tanto, es importante identificar la presencia de estos receptores en un modelo de fibrosis 

hepática para entender su papel en este proceso, observando si los subtipos de receptores 

presentan o no efectos diferenciales. 

ANTECEDENTES 
 

1. Sistema purinérgico 

 

El ATP fue descubierto hace 80 años de forma simultánea en Heidelberg y Boston. Poco 

tiempo después, se describió el papel central del ATP en los procesos energéticos celulares 

(Burnstock & Verkhratsky, 2010). Drury y Szent-Györgyi (1929) describieron por primera vez las 

acciones extracelulares de los nucleótidos y los nucleósidos purinérgicos en el sistema 

cardiovascular; en su trabajo, reportaron que las purinas extracelulares eran responsables de 
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dilatación de vasos coronarios y la inhibición de la actividad espontánea del músculo liso del 

intestino. 

La primera evidencia de que el ATP podría ser un transmisor en el sistema nervioso 

autónomo surgió cuando se observó que el ATP liberado de los nervios sensoriales durante una 

estimulación nerviosa antidrómica provocaba vasodilatación en la arteria del oído del conejo 

(Holton & Holton, 1954). En 1972, Burnstock propuso la hipótesis del nervio purinérgico, con el 

ATP como la molécula responsable de la transmisión no-adrenérgica no-colinérgica en el 

músculo liso de las vísceras y la vejiga (Burnstock, 1972). Actualmente, se ha identificado que el 

ATP actúa tanto como neurotransmisor como un co-transmisor en la mayoría de los nervios 

tanto del sistema nervioso periférico como del central (Burnstock, 2007).  

Inicialmente, la investigación se centró en la señalización purinérgica a corto plazo en la 

neurotransmisión, neuromodulación y la secreción; sin embargo, estudios posteriores 

establecieron también el papel de esta señalización en efectos de largo plazo como 

proliferación celular, diferenciación, movilidad y muerte durante el desarrollo y la regeneración 

(Burnstock & Verkhratsky, 2010).  

Actualmente se sabe que el ATP se libera al espacio extracelular a través de varios 

mecanismos que pueden tanto sistémicos con locales y que incluyen la exocitosis, a través de 

hemicanales formados por conexinas o panexinas y a través de la activación de receptores 

P2X7 (Pankratov et al., 2007), en respuesta a diferentes estímulos ya sea mecánicos, cambios 

en el pH o estrés hipotónico, por ejemplo (Bodin & Burnstock, 2001). Además, diferentes tipos 

de estrés celular provocan la exocitosis de vesículas que contienen ATP (Feranchak et al., 

2010) y también puede ser liberado por células no nerviosas y actuar como mensajero 

intracelular autocrino-paracrino (Burnstock & Verkhratsky, 2010).  

Después de su liberación, el ATP y otros nucleótidos sufren una degradación enzimática 

por acción de las ectonucleotidasas, lo que es funcionalmente importante ya que los metabolitos 

del ATP funcionan como ligandos fisiológicos para varios receptores purinérgicos. Las 

ectonucleotidasas incluyen las E-NTPasas (ectonucleósidos trifosfato difosfohidrolasas), E-

NPPs (ectonucleótido pirofosfatasa y/o fosfodiesterasas), las fosfatasas alcalinas y la ecto-5’-

nucleotidasa (Zimmermann, 2006). 

Se han identificado receptores para adenosina denominados receptores P1 y para los 

nucleótidos de adenina (ATP, ADP) y pirimidina (UTP, UDP), denominados receptores P2 
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(Cieslak et al, 2015).  Los receptores P2 han sido divididos con base en su mecanismo de 

acción, farmacología e identidad de secuencia en: P2X que son canales catiónicos activados 

por ligando y P2Y, que son receptores acoplados a proteínas G (Abbracchio et al, 2008; Cieslak 

et al, 2015; Ralevic & Burnstock, 1998). 

Los receptores P2X son canales catiónicos dependientes de ligando permeables a Na+, 

K+ y Ca2+. Son canales tríméricos formados de subunidades individuales codificadas por siete 

genes diferentes (designados P2X1 al 7, de acuerdo al orden histórico de su clonación) 

(Roberts et al., 2006).  

Por otro lado, los receptores P2Y son GPCRs de 308 a 377 aminoácidos con una masa 

molecular de 41 a 53 kDa y a la fecha se han clonado 8 subtipos P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y 

P2Y11-14 (von Kügelgen & Harden, 2011).  

1.1 Receptores P2Y 

 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs por sus siglas en inglés) pueden ser activados 

por un repertorio estructuralmente diverso de ligandos y sus señales se transducen a través de 

la interacción con las proteínas G, proteínas ubicuas denominadas así por su habilidad para unir  

nucleótidos de guanina e hidrolizar GTP a GDP. Estas proteínas G están compuestas por las 

subunidades α (la cual posee la actividad GTPasa) y el dimero β/γ, por lo que se denominan 

proteínas G heterotriméricas (Syrovatkina et al., 2016).  

Las proteínas G pueden ser identificadas por sus subunidades Gα. Con base en la 

secuencia y en similitudes funcionales, las proteínas Gα están agrupadas en 4 familias: Gαs, 

Gαi, Gαq y Gα12. Existe una gran cantidad de datos que han establecido los efectores de la 

señalización para las proteínas G. Tanto la familia Gαs como Gαi regulan la actividad de la 

adenilato ciclasa, Gαs estimula que la adenilato ciclasa convierta ATP en AMP cíclico (AMPc) y 

Gαi puede inhibir ciertos isotipos de las adenilato ciclasas, llevando a la reducción de los niveles 

de AMPc (Wettschureck & Offermanns, 2005).  

La familia Gαq activa las isoformas β de la fosfolipasa C (β1-4); esta enzima actúa sobre 

el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato localizado en la membrana plasmática, generando inositol 

trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 activa a sus receptores específicos localizados en la 

membrana del retículo endoplásmico liberando Ca2+ y el DAG activa a la proteína cinasa C 
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(Syrovatkina et al., 2016), una cinasa de serina-treonina con múltiples blancos celulares (Rui et 

al., 2017). Por su parte, las subunidades β y γ de las proteínas G heterotriméricas están 

fuertemente asociadas y pueden ser tratadas como una unidad funcional (Syrovatkina et al., 

2016) y ejercen importantes acciones celulares. Por ejemplo, se ha mostrado que los receptores 

P2Y2 tienen una dinámica de Ca2+ intracelular diferente de otros receptores acoplados a la 

misma subunidad Gαq (M3) por acción del complejo βγ, el cual regula la permeabilidad del Ca2+ 

en la membrana plasmática después de ser estimulado por UTP (Hu et al., 2010). 

Los GPCRs poseen siete dominios transmembranales (TM1 al TM7) conectados por tres 

asas intracelulares y tres extracelulares que están alternadas (Syrovatkina et al., 2016) y 

funcionalmente existen en un equilibrio dinámico entre estados monoméricos y 

diméricos/oligoméricos (González-Maeso, 2011). Una vez unido el agonista, los GPCRs llevan a 

cabo una serie de complejas reacciones para modular la transducción de señales (Tulapurkar et 

al., 2006). La modulación de la señalización de los GPCRs en presencia continua de agonista 

es a través de tres procesos: desensibilización, internalización y regulación a la baja (Luttrell & 

Lefkowitz, 2002). Estos procesos son iniciados a través de la fosforilación del receptor por 

cinasas activadas por segundos mensajeros o por cinasas de los GPCRs (GRKs) (Kohout & 

Leftkowitz, 2003).  

Después de la unión del agonista con el GPCR y su consecuente fosforilación, proteínas 

adaptadoras denominadas arrestinas forman un complejo para la desensibilización e 

internalización del GPCR, los desacopla de las proteínas G heterotriméricas y los marca para su 

endocitosis. Se conoce que los receptores P2Y interaccionan diferencialmente tanto a la β-

arrestina-1 como a la β-arrestina-2 (Hoffmann et al., 2008). Una estimulación prolongada o 

repetitiva de las células puede resultar en una reducción en el número de receptores en la 

membrana plasmática por internalización del receptor. En ciertas circunstancias, los receptores 

secuestrados son reciclados y relocalizados a  la membrana plasmática o degradados por 

lisosomas, siendo lo último el escenario más probable después de una exposición prologada al 

agonista (Tulapurkar et al., 2006).  

No obstante, está bien establecido que los complejos formados con las arrestinas son 

elementos importantes de señalización, que regulan la activación de diversas cinasas como Src, 

ERK y JNK (Hoffman et al., 2008). Se ha reportado la internalización inducida por agonista para 

algunos P2Y (Tulapurkar et al., 2006), así como su endocitosis dependiente de clatrina y el 

citoesqueleto de actina (Tulapurkar et al., 2005). Además, se ha mostrado que la fosforilación 
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del carboxilo terminal del receptor P2Y2 regula la desensibilización inducida por el agonista 

(Flores et al., 2005).  

La activación de la familia de los receptores P2Y depende de algunos residuos cargados 

positivamente en los TM3, 6 y 7. Estos residuos interactúan con las cargas negativas de los 

grupos fosfato de los nucléotidos (Abbracchio, 2006).  

Los receptores P2Y se pueden clasificar en dos subgrupos, de acuerdo con la subunidad 

Gα a la que están acoplados. Los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 activan Gαq y por 

lo tanto promueven respuestas robustas de la señalización de IP3 y DAG. Mientras que los 

receptores P2Y12-14 activan Gαi llevando a la disminución de la concentración citoplasmática de 

AMPc y otras cascadas de señalización llevadas a cabo por las subunidades βγ (von Kügelgen 

& Harden, 2011) (Figura 1). 

 

Figura 1. Principales vías de señalización de los receptores P2Y. (Modificado de von Kügelgen et al., 
2010). 

La activación de varios de los receptores P2Y está comúnmente asociada con la 

estimulación de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), en particular la proteína 

cinasa regulada extracelularmente (ERK) 1/2, que puede ser activada por la proteína cinasa C 

(PKC); la PI3-K también se ha encontrado que está involucrada en la señalización activada por 

receptores P2Y (Abbracchio, 2006). 
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 Algunas características de los receptores P2Y se resumen a continuación: 

 

Tabla 1. Receptores P2Y que han sido clonados y la potencia de sus principales agonistas, así 
como su mecanismo de transducción (Modificado de Burnstock, 2007). 

Receptor Principal distribución Potencia de 
agonistas 

Mecanismos de 
transducción 

P2Y1 
Células epiteliales y 

endoteliales, plaquetas, células 
inmunes, osteoclastos 

2MeSADP>ADP*>ATP
γS>2MeSATP>ADPβS

>ATP* 
Gq/G11; activación de 

PLC-β 

P2Y2 
Células inmunes, células 

epiteliales y endoteliales, túbulos 
del riñón, osteoblastos 

UTP*>ATP*>5BrUTP>
Up4U 

Gq/G11 y posiblemente 
Gi/Go; activación de 

PLC-β 

P2Y4 Células endoteliales, intestino, 
glándula pituitaria y cerebro UTP*>ITP>ATP* Gq/G11 y posiblemente 

Gi; activación de PLC-β 

P2Y6 Algunas células epiteliales, 
placenta, células T, timo, bazo 

UDP*>5BrUTP>UTP*>
ADP*>2-MeSATP 

Gq/G11; activación de 
PLC-β 

P2Y11 Bazo, intestino, granulocitos, 
cerebro 

ATPγS> 
BzATP>dATP>ATP*>A

DPβS>2-MeSATP 
Gq/G11 y Gs; activación 

de PLC-β 

P2Y12 Plaquetas, células gliales 
2-MeSATP=2-

MeSADP>ADP*>ATPγ
S> ADPβS>2CIATP 

Gαi; inhibición de 
adenilato ciclasa 

P2Y13 Bazo, cerebro, nodos linfáticos, 
médula espinal, hígado, corazón 

ADPβS=2-MeSADP=2-
MeSATP>ADP*>Ap3A>

ATP*>IDP 
Gi/Go 

P2Y14 
Placenta, tejido adiposo, 

estómago, intestino, regiones 
discretas del cerebro, bazo, 

pulmón 

UTP glucosa*>UDP-
galactosa*>UDP-ácido 
glucurónico*>UDP-N-

acetilglucosamina* 
Gi/Go 

*ligandos endógenos 
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Probablemente por su origen antiguo dentro de los receptores purinérgicos, la extensa 

gama de los P2Y está ampliamente distribuida a través de las células y tejidos (Tabla 1). Sus 

acciones fisiológicas son igual de diversas, por ejemplo, la regulación de la vasodilatación o la 

contracción de diferentes tejidos (Picher & Boucher, 2003; Hourani et al., 1991) y en el hígado la 

estimulación de la glucogenólisis (Buxton et al., 1986).  

2. ATP como patrón molecular asociado al daño (DAMP). 

 

Durante un proceso de daño tisular, las primeras manifestaciones de estrés celular dan como 

resultado la liberación de diferentes moléculas denominadas patrones moleculares asociados al 

daño (DAMPs, por sus siglas en inglés) (Burnstock et al., 2014; Ayata et al., 2012). Una vez que 

estas señales se difunden alrededor del tejido involucrado, se inician eventos celulares 

inmediatos incluyendo cambios en la forma celular, formación de actomiosina y reclutamiento de 

células inmunes (Cordeiro & Jacinto, 2013). 

Los DAMPs pueden activar complejos multi-proteicos intracelulares que censan la 

presencia de patógenos y células dañadas, llamados inflamasomas. Estos complejos inducen la 

activación de la caspasa-1, lo que resulta en la escisión, y por ende la activación, de las 

citocinas pro-inflamatorias interleucina (IL)-1β y 18 (Strowig et al., 2012). Estas citocinas 

estimulan la fiebre, la vasodilatación y el reclutamiento de células inmunes innatas hacia el sito 

de la infección, llevando a la resolución de la infección y la reparación del tejido (Santana et al., 

2016). 

La secreción de estas citocinas requiere de la activación de dos señales. La primera 

consiste en los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) que son reconocidos por 

receptores de reconocimiento de patrones (por ejemplo, los receptores llamados Toll-like o 

TLRs), cuya activación lleva a que el factor de transcripción NF-κB se trasloque al núcleo y 

promueva la transcripción de las citocinas inmaduras (pro-IL-1β y pro-IL-18) (Latz et al., 2013).  

La segunda señal consiste en los DAMPs liberados de células dañadas y son 

reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones, entre éstos los receptores 

purinérgicos como el P2X7, lo que lleva a la formación del complejo del inflamasoma y la 

activación de caspasa-1 que permite la secreción de las citocinas maduras (Saïd-Sadier & 

Ojcius, 2012). Uno de estos DAMPs es el ATP que, después de un daño celular, es liberado de 
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las células (Tanaka et al, 2014) (Figura 2). El papel del ATP como señalizador de daño está 

evolutivamente conservado en varios sistemas de defensa biológica (Burnstock & Verkhratsky, 

2010).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación del reconocimiento de patrones moleculares asociados al daño. La 
desintegración de las células libera moléculas intacelulares al espacio extracelular y expone 
macromoléculas a enzimas hidrolíticas. Estas nuevas y deslocalizadas moléculas pueden servir como 
DAMPs que preparan a la célula vecina intacta para el reconocimiento de patógenos y reparación del 
daño (Heil & Land, 2014). 

 

La señalización purinérgica está íntimamente involucrada en la activación de la 

respuesta inmune periférica, siendo no sólo un estimulador sino un regulador preciso de la 

diferenciación y función de las células inmunocompetentes (Trautmann, 2009), así como una 

guía para la quimiotaxis de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y mastocitos (Di Virgilio et al., 

2009). El ATP y sus análogos están directamente implicados en la remodelación tisular en 

respuesta a un daño, también tienen un papel esencial en la regulación de la reparación 

subsecuente y la regeneración (Burnstock & Verkhratsky, 2010).  

Las concentraciones extracelulares de ATP son muy bajas en condiciones fisiológicas 

(en el rango nanomolar) ya que están altamente reguladas por la desfosforilación del ATP en 

sus diversos metabolitos (la Sala et al., 2003). Sin embargo, las concentraciones extracelulares 

del nucleótido pueden aumentar notablemente en condiciones de estrés celular como 
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inflamación, infección, hipoxia o trauma, debido a la liberación activa o pasiva por diferentes 

tipos celulares (Junger, 2011). 

Uno de los sistemas donde el ATP podría estar teniendo funciones de DAMP es el 

hígado durante un proceso de fibrosis hepática. En el hígado, el inflamasoma puede ser 

activado directamente a través de diversos tipos celulares hepáticos, e indirectamente a través 

de muerte celular y un aumento en la exposición a los PAMPs (Wree & Marra, 2016).  

 

3. Fibrosis hepática 

 

El hígado normal contiene un componente epitelial (hepatocitos), un recubrimiento endotelial 

(que en el hígado está caracterizado por ser fenestrado o poroso), macrófagos residentes 

(células de Kupffer) y células mesenquimales perivasculares llamadas células estelares 

hepáticas (HSCs, por sus siglas en inglés) (Arthur, 2000).  

El hígado está estructurado en lóbulos hepáticos y cada lóbulo consiste en una vena 

central y 6 tríadas portales que la rodean. Las llamadas tríadas portales están conformadas por 

los ductos biliares, una arteria hepática y una vena portal. Sangre mezclada de la arteria 

hepática y de la vena portal fluyen rodeando a los hepatocitos a través de los sinusoides, 

cubiertos por células endoteliales fenestradas, hasta la vena central. La bilis producida por los 

hepatocitos es recolectada en el canalículo biliar y fluye hacia el ducto biliar. El canal de Hering 

es la unión entre la placa hepática y los ductos biliares (Duncan et al., 2009) (Figura 3).  
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Figura 3. Representación esquemática de la estructura de los lóbulos hepáticos. (Modificado de Duncan 
et al., 2009). 

 

El espacio de Disse sub-endotelial separa al epitelio del endotelio de tipo sinusoidal. 

Este espacio contiene una membrana basal compuesta de colágena no-formadora de fibrilla 

que incluye al tipo IV, VI y XIV. Esta matriz extracelular (ME) sub-endotelial basal es crucial para 

mantener las funciones diferenciales de las células residentes del hígado (Friedman, 2008).  

La fibrosis del hígado por daño hepatocelular es una respuesta compleja, comprende 

diversos tipos celulares y mediadores, y lleva a la deposición de una cantidad excesiva de 

proteínas de la matriz en el espacio extracelular. Cuando este proceso se combina con una 

regeneración y reparación inadecuada o ineficiente (Arthur, 2000), así como infecciones, 

drogas, desórdenes metabólicos o ataques inmunes (Friedman, 2008) puede resultar en la 

Enfermedad Crónica del Hígado. Hay dos tipos generales de enfermedades crónicas del 

hígado, hepatocelular (daño a los hepatocitos, como hepatitis crónica viral y esteatohepatitis no-

alcohólica) y coleostásica (obstrucción al flujo biliar, como cirrosis biliar primaria) (Bataller & 

Brenner, 2005). Modelos experimentales de fibrosis hepática en roedores han sido 

desarrollados para estudiar estos dos tipos de enfermedades crónicas del hígado: la 

administración repetida de tetracloruro de carbono (CCl4) produce daño hepatocelular y la 

ligación del conducto biliar induce daño colestásico (Forbes & Parola, 2011). 



20 

 

Dentro de un cuadro fibrótico, hay un desbalance entre la síntesis y la degradación de 

ME, que junto con la necrosis hepatocelular llevan a la formación de conjuntos fibróticos 

(Ramadori & Saile, 2004). Además, la ME endógena sufre cambios: su abundancia aumenta de 

tres a cinco veces y pasa ser de baja densidad a ser de tipo intersticial, también llamada 

colágena fibrilar, la cual es rica en colágena tipo I, fibronectina, undulina, elastina, laminina, 

hialuronato y proteoglicanos (Albanis & Friedman, 2001; Bataller & Brenner, 2005).  

En el espacio extracelular, la degradación de la matriz ocurre normal y 

predominantemente como consecuencia de la acción de una familia de enzimas llamadas 

metaloproteasas de la matriz (MMPs, por sus siglas en inglés). Éstas son secretadas de las 

células hacia el espacio extracelular como pro-enzimas que son entonces activadas por un 

número de mecanismos específicos de escisión usualmente asociados a la superficie de la 

célula. Las enzimas activas son, a su vez, inhibidas por una familia de inhibidores tisulares de 

metaloproteasas (TIMP-1 a -4). A través de estos mecanismos la degradación de la ME está 

altamente regulada; sin embargo, durante un cuadro fibrótico la ME depositada es parcialmente 

resistente a la actividad de las MMPs; además,  aumenta la expresión de TIMP-1 y TIMP-2 

(Arthur, 2000) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación de la actividad biológica de las MMPs. El rompimiento de la matriz extracelular 
está cargo de las MMPs que son a su vez reguladas por los TIMPs, en este caso en el contexto hepático. 
Durante el establecimiento de la fibrosis, aumenta la cantidad de TIMPs lo que previene el rompimiento y 
por ende la acumulación de matriz extracelular (MMP, metaloproteasas de matriz; TIMP, inhibidores 
tisulares de metaloproteasas; ME, matriz extracelular). 
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La distribución de este material fibroso depende del origen del daño hepático. En la 

hepatitis viral crónica y los trastornos colestáticos crónicos el tejido fibrótico se localiza 

inicialmente alrededor de los tractos portales, mientras que en la enfermedad hepática inducida 

por alcohol se localiza en las áreas pericentrales y perisinusoidales (Bataller & Brenner, 2005). 

Se ha demostrado que los macrófagos residentes juegan un papel en la iniciación de las 

respuestas inflamatorias durante un daño, mientras que los macrófagos infiltrantes derivados de 

monocitos llevan a una inflamación crónica del hígado y a la fibrogénesis (Tacke & Zimmerman, 

2014).  

Durante un proceso de inflamación, la cantidad de macrófagos hepáticos se expande y 

éstos secretan rápidamente citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas, como la IL-1β y el factor 

de necrosis tumoral (TNF), resultando tanto en una activación parácrina de vías de señalización 

de hepatocitos, como en el reclutamiento de células del sistema inmunológico adicionales que 

amplificarán el daño hepático (Luedde & Schwabe, 2011), liberando factores pro-fibróticos, 

como TGF-β, que resultan en la activación de HSCs (Bansal et al., 2015). 

Las HSC quiescentes están localizadas en el espacio de Disse y almacenan retinoides 

en vesículas lipídicas; también expresan marcadores gliales como la proteína acído gliofibrilar 

(GFAP, por sus siglas en inglés) (Bataller & Brenner, 2005). Existe evidencia que les atribuye un 

papel relevante en la inducción y el mantenimiento de la fibrosis, al sufrir una 

transdiferenciación a miofibroblastos, proceso conocido como activación (Li & Friedman, 1999). 

Como consecuencia de esta transdiferenciación, las HSCs promueven el aumento de la 

secreción de colágena, fibronectina y otras proteínas estructurales (Dranoff et al., 2007). Una 

vez activadas, son las principales células que producen colágena en el hígado afectado 

(Bataller & Brenner, 2005).  

Además de las HSCs, los miofibroblastos portales y las células de origen de médula 

ósea también exhiben potencial fibrogénico (Ramadori & Saile, 2004) y pueden llegar a ser la 

principal fuente de miofibroblastos productores de colágena dependiendo del tipo de daño. Las 

HSCs quiescentes se activan principalmente en un cuadro hepatocelular, mientras que los 

miofibroblastos portales son los principales productores de colágena en un daño de tipo 

coleostático (Iwaisako et al., 2014). 
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3.1 Sistema purinérgico en la fibrosis hepática 

 

Actualmente se comienza a reconocer al ATP extracelular como un factor que tiene influencia 

sobre múltiples funciones hepáticas de forma autócrina y parácrina (Woo et al., 2010). Se ha 

reportado la expresión de diferentes subtipos de receptores purinérgicos en hepatocitos 

humanos y de rata, cuya activación ha sido asociada a diferentes funciones celulares como la 

regulación del metabolismo y la proliferación (Vaughn et al., 2012), así como la regulación de la 

secreción de bilis (Burnstock, 2014).  

Se ha demostrado que los hepatocitos, las células de Kupffer, las HSCs y las células 

vasculares endonteliales expresan receptores purinérgicos funcionales (Burnstock, 2014; 

Takemura et al., 1994).  Además, se ha propuesto que la expresión de receptores P2Y tiene un 

papel en la activación de HSCs, pues las HSCs quiescentes de rata expresan los receptores 

P2Y2 y P2Y4, mientras que una vez activadas expresan al receptor P2Y6; y se ha relacionado la 

actividad del receptor con la regulación positiva de la transcripción del gen que codifica para 

pro-colágena-1 (Dranoff et al., 2004).  

La señalización purinérgica contribuye a modular las respuestas inmunes y de 

inflamación de forma que el daño al huésped sea eliminado de manera eficiente causando el 

mínimo daño a los tejidos sanos (Di Virgilio et al., 2009; Burnstock & Verkhratsky, 2010; Bours 

et al., 2006). Durante la inflamación que ocurre en la fibrosis hay una regulación a la alta de los 

receptores purinérgicos P2X, en particular del receptor P2X7, el cual tiene un papel central en 

inflamación (Burnstock, 2016). El ATP liberado de las células dañadas aumenta la respuesta 

inflamatoria a través de la liberación de IL-1β y TNF-α (Tschopp & Schroder, 2010), así como la 

síntesis de prostaglandina E2 (PGE2) a través del receptor P2X7 (Fiebich et al., 2014).  

El receptor P2X7, al activarse, forma un largo poro de conductancia en la membrana 

celular, facilitando el flujo iónico y la activación subsecuente del inflamasoma (Burnstock, 2016). 

A través de este poro permite la liberación de las citocinas pro-inflamatorias, además de 

exosomas y microvesículas relevantes para la inflamación (Idzko et al., 2014). Otros receptores 

purinérgicos han sido asociados a acciones inflamatorias, por ejemplo el receptor P2Y6 regula la 

inflamación vascular y los receptores P2Y1 y P2Y12 modulan la activación de las plaquetas 

(Burnstock, 2016). También el receptor P2Y2 ha sido reconocido como un receptor con función 

de quimiotaxis para la atracción de neutrófilos durante la inflamación (Ayata et al., 2012). 
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 Por otra parte, se ha mostrado que la adenosina, actuando a través de receptores A2B, 

puede tener un papel en la inducción de la fibrosis promoviendo un aumento en la expresión de 

colágeno I en HSCs humanas (Zhong et al., 2007). Sin embargo, de manera sistémica se ha 

demostrado que la adenosina puede revertir la fibrosis hepática inducida por CCl4 (Hernández-

Muñoz et al., 2001).  

3.1.1. El receptor purinérgico P2Y2 en el hígado 

 

Existen un buen número de evidencias que sugieren que el receptor P2Y2 es la isoforma más 

abundante de los P2Y encontrada en los hepatocitos y que su activación fisiológica favorece la 

sobrevivencia celular (Ayata et at., 2012) y se le ha atribuido un papel importante en la 

regulación de actividades fisiológicas del hígado como la secreción de la bilis, la comunicación 

del conducto biliar con los hepatocitos (Dranoff  et al., 2001) y se sabe que contribuye a la 

regulación del metabolismo de glucosa (Burnstock et al., 2014).  

Muchos efectos del ATP extracelular en el hígado son regulados por la activación del 

receptor P2Y2, que estimula la liberación de Ca2+ de las pozas intracelulares y el flujo de Ca2+ a 

través de los canales en la membrana plasmática (Dolovcak et al., 2010; Schöfl et al., 1999). Se 

ha encontrado evidencia de la presencia del receptor P2Y2 en diferentes tipos celulares 

hepáticos como hepatocitos, colangiocitos, células endoteliales, células de músculo liso 

vascular, HSCs, fibroblastos portales, células de Kupffer, linfocitos asociados al hígado y 

neutrófilos (Beldi et al., 2008a). Particularmente se ha reportado que en células de 

hepatocarcinoma (HCC) de humano existe un aumento en la expresión del receptor P2Y2 

comparado con hepatocitos de humanos sanos y que este receptor promueve la proliferación y 

migración celular (Xie et al., 2014). Asimismo, en otras líneas celulares de HCC el receptor 

P2Y2 promueve proliferación y sobrevivencia ante un reto de hipoxia (Tak et al., 2016; Carini et 

al., 2006). 

Se ha reportado también que el receptor P2Y2 contribuye en la modulación de la 

velocidad de la migración de los neutrófilos en respuesta a señales quimio-atrayentes liberadas 

por patógenos y tejidos dañados (Corriden & Insel, 2012). Por otro lado, ante un reto de 

hepatectomía parcial, se observó que hay un incremento de ATP extracelular y que el receptor 

P2Y2 induce la proliferación de hepatocitos (Graubardt et al., 2013), activando la vía de ERK 1/2 

después de 5 minutos (Tackett et al., 2014). Asimismo, después de una hepatectomía parcial, el 
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receptor P2Y2 también participa en la regulación de respuestas de crecimiento vascular, 

induciendo la fosforilación rápida en residuos de tirosina del receptor del factor de crecimiento 

vascular endotelial 2 (VEGFR2) (Seye et al., 2004), para lo cual es importante la degradación 

del ATP/UTP en sus metabolitos, a través de la acción de ectonucleotidasas que evitan la 

desensibilización del receptor P2Y2 modulando la disponibilidad del ligando (Beldi et al., 2008b). 

En el contexto del daño hepático, al receptor P2Y2 se le ha atribuido un papel importante 

en algunos modelos, como daño agudo inducido por endotoxinas en ratones (Burnstock et al., 

2014). De la misma forma, la inducción de la expresión de este receptor también se ha 

observado en modelos animales de hepatitis aguda y daño hepático por acetaminofén, en 

donde la expresión del receptor es necesaria para la infiltración de neutrófilos en el hígado y 

daño hepático subsecuente (Ayata et al., 2012). También se ha observado que activa la vía de 

otras cinasas parte de la familia de las MAPK, las cinasas JNK, que también han sido 

relacionadas con procesos de proliferación celular en otros modelos (Wang et al., 2014, 

Thevananther et al., 2004). 

Ya que la evidencia acerca de la presencia y el papel de los receptores P2Y durante un 

cuadro fibrótico es mínima y algunas veces poco concluyente, es claro que la información hasta 

ahora no es suficiente para explicar estos procesos por lo que es necesario el uso de otros 

modelos de fibrosis hepática para aportar evidencias sobre este tema. 
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JUSTIFICACIÓN 
 

La liberación de ATP endógeno hacia el compartimiento extracelular y la subsecuente activación 

de los receptores purinérgicos es cada vez más reconocida como una de las principales vías de 

señalización involucradas en la regulación de respuestas ante un daño. La modulación de la 

respuesta de estos receptores en un contexto patológico puede brindar una herramienta 

terapéutica que coadyuve en el tratamiento de padecimientos como la Enfermedad Crónica 

Hepática, la cual comienza su desarrollo con el establecimiento de fibrosis hepática, condición 

que recibió poca atención por muchos años, a pesar de que casi toda la morbilidad de las 

enfermedades del hígado puede ser vinculada a la cicatrización progresiva.  

 La comunicación mediada por nucleótidos participa en el crecimiento, proliferación y 

diferenciación celular en muchos tejidos, y estas funciones junto con la regulación de la 

respuesta al daño pueden ser las vías por las que participa en los procesos de la fibrosis 

hepática, por lo que los receptores involucrados en mediar estas respuestas podrían funcionar 

como blancos terapéuticos en esta patología. 

HIPÓTESIS 
  

Existe una expresión diferencial de los receptores P2Y en el hepatocito, durante la fibrosis 

hepatocelular y la señalización mediada por estos receptores incide en el proceso fibrótico.  

OBJETIVO GENERAL 
  

Identificar el papel de los receptores P2Y en el hepatocito durante la fibrosis hepática, tras 

determinar su expresión diferencial y funcionalidad durante un cuadro fibrótico. 

Objetivos específicos  
1. Estandarizar un protocolo de inducción de fibrosis hepatocelular con CCl4. 

2. Analizar el nivel de expresión de los transcritos de los receptores P2Y en homogenados 

de hígados de animales fibróticos y controles. 
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3. En cultivo primario de hepatocitos, analizar la integridad funcional de los receptores 

purinérgicos evaluado la fosforilación de p42/p44 ERK como respuesta inducida por un 

estímulo con agonistas. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales de experimentación 
   

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 con un peso de 20-25 g obtenidos del bioterio 

del INB, los cuales se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12:12. Los ratones se 

alojaron en cajas de acrílico en las cuales tuvieron acceso sin restricción a comida y agua. 

Todos los procedimientos descritos en el presente estudio están de acuerdo con la Guía para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, emitida por la Secretaría de Agricultura, Ganadería, 

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (NOM-062-ZOO-1999) y aprobados por el Comité de 

Bioética del INB. 

Materiales  
  

Los compuestos ATP, UTP y UDP fueron obtenidos de Sigma-Aldrich; los anticuerpos anti 

MAPK-ERK fueron de Cell signalling technology (phospho-ERK #4370, y ERK total #4695), el 

anticuerpo anti P2Y2 fue de Alomone (#APR-010), la transcriptasa reversa, la Taq polimerasa, 

los oligonucleótidos sintéticos y otros reactivos de biología molecular fueron de Invitrogen, el 

medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), el suero fetal bovino (SFB), la L-

glutamina y el antibiótico fueron de Life Technologies. 

Aislamiento y cultivo de hepatocitos 
  

La purificación de hepatocitos de hígado de ratón utilizada en este trabajo está basada en un 

protocolo previamente establecido para la extracción y el aislamiento de HSCs (Mederacke et 

al., 2015), con algunas modificaciones. El protocolo se divide en dos etapas principales 

secuenciales: 1) Perfusión del hígado in situ con colagenasa a través de la vena porta hepática, 

lo que permite que la solución salga a través de la vena cava y 2) Separación basada en 
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gradiente de densidad de los hepatocitos de otras poblaciones hepáticas; el principio que 

subyace es que el parénquima hepático puede ser separado fácilmente de otras células basado 

en su peso considerablemente mayor con respecto a otros tipos celulares en el hígado 

(Mederacke et al., 2015).  

Brevemente, los ratones fueron anestesiados con xilacina/ketamina (1:25 mg/kg de peso 

corporal). Una vez que los reflejos nociceptivos desaparecieron, se realizó una incisión ventral y 

se localizó el hígado, la vena porta hepática y la vena cava. Utilizando un catéter se canuló la 

vena porta y se perfundieron 50 ml de una solución anticoagulante, EGTA (NaCl 137 mM, KCl 5 

mM, NaH2PO4-H2O 500 µM, Na2HPO4 800 µM, HEPES 9.9 mM, NaHCO3 4.1 mM, EGTA 500 

µM, Glucosa 5 mM, pH 7.4) a 37°C.  

Posteriormente se perfundieron 50 ml de una solución de colagenasa (1 mg/ml) (# 4189, 

Worthington) disuelta en solución de enzima (NaCl 137 mM, KCl 5 mM, NaH2PO4-H2O 500 µM, 

Na2HPO4 800 µM, HEPES 9.9 mM, NaHCO3 4.1 mM, CaCl2 3.8 mM pH 7.4). 

El hígado fue disecado y dispersado en medio de Williams E, la suspensión celular 

obtenida fue fracccionada en un gradiente de Percoll al 10% en solución de Hanks pH 7.4. Los 

hepatocitos vivos, acumulados en el botón celular fueron separados utilizando una pipeta 

serológica para ser cultivados. 

Una vez aislados, se cuantificó el número de células viables por exclusión de azul de 

tripano. Los hepatocitos se colocaron en cajas de 12 pozos y en cada uno se colocaron  5x104 

células en medio DMEM adicionado con SFB al 10% inactivado, una combinación del antibiótico 

estreptopenicilina y L-glutamina. Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmósfera de 5% 

de CO2 por 24 horas antes de retarlos con el agonista purinérgico en las diferentes condiciones.  

Western blot 
 

El análisis de la fosforilación de ERK 1/2 se realizó por Western blot. Con este fin, los cultivos 

de hepatocitos fueron lisados en solución de Laemmli (TrisCl 125mM, SDS 350 mM, Glicerol 

200 mM, β-mercaptoetanol 20 mM, azul de bromofenol 0.03mM, ddH2O), las muestras hervidas 

por 5 min y centrifugadas a 5000 g por 5 min. Los extractos celulares fueron fraccionados en 

geles de poliacrilamida al 10% mediante electroforesis de acuerdo a protocolos ya publicados 

(Vázquez-Cuevas et al., 2010). 



28 

 

Brevemente, los geles fueron transferidos a membranas de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF) aplicando 200 mA por 105 min en una cámara de transferencia húmeda (Biorad). Las 

membranas fueron bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente en solución TBS-T (Tris 20 

mM pH 7.4, Tween 20 0.05%) con 5% de leche descremada y lavadas con TBS-T. 

Posteriormente fue incubada toda la noche a 4°C con el primer anticuerpo específico (Cell 

Signaling Technology #4370 o #4695), en este caso para la proteína p42/p44 MAPK en su 

forma fosforilada (dilución 1:1000).  

Posteriormente, las membranas se lavaron e incubaron por 2 horas, a temperatura 

ambiente, con anticuerpo secundario (cabra anti IgG de conejo) acoplado a la peroxidasa de 

rábano (HRP) en dilución 1:5000 y detectadas por quimioluminiscencia y autoradiografía. 

Inducción de fibrosis hepática por la administración de CCl4 
 

Con el fin de estudiar los cambios en la expresión de los receptores P2Y en la fibrosis 

temprana, se utilizó un modelo de daño hepatotóxico bien caracterizado (Mortezaee et al, 2015; 

Hernández-Muñoz et al., 2001). Se inyectaron intraperitonealmente ratones macho de la cepa 

C57BL/6 de 6 semanas de edad con CCl4 (0.5 ml/kg) tres veces por semana, durante 4 

semanas. Como vehículo se utilizó aceite de maíz, el cual es un agente emulsionante que 

permite la disolución del CCl4 y no presenta toxicidad u otra actividad biológica o farmacológica 

con respecto al daño hepático. Este protocolo modela el curso natural de la Enfermedad 

Crónica Hepática; inicialmente se observa hepatitis crónica que conduce a fibrosis para 

posteriormente desarrollarse el proceso canceroso (Novo et al., 2015); sin embargo, para fines 

de este proyecto sólo se administra durante cuatro semanas para obtener muestras en etapa de 

fibrosis. 

Para confirmar que el modelo de CCl4 es capaz de inducir fibrosis hepática en los 

animales, se tomaron muestras de ambos grupos experimentales y se hicieron cortes del tejido 

para posteriormente ser teñidos mediante Hematoxilina y Eosina. Después, se llevó a cabo la 

técnica de Tricómica de Masson, la cual permite visualizar claramente las fibras de colágena 

tipo I. Brevemente, después de teñir con hematoxilina, se trata al tejido con la solución de ácido 

fosfomolíbdico-fosfotúngstico y azul de anilina, ya que estos ácidos proveen de medio de unión 

entre el colágeno y el azul de anilina, por lo que las fibras de colágena se teñirán de dicho color 

(Nayagam et al., 2013).  



29 

 

Se llevó a cabo también una RT-PCR de punto final para analizar la presencia de los 

indicadores de fibrosis como son los transcritos de COL-1 y α-actina de músculo liso (SMA), 

éste último como un indicador de HSCs activadas. Para este procedimiento se utilizó GAPDH 

como transcrito consitutivo. 

Análisis de la diversidad de receptores purinérgicos expresados en un cuadro fibrótico 
por reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) 

 

Con el propósito de caracterizar la expresión de algunos receptores purinérgicos P2Y en el 

hígado de los ratones con fibrosis inducida por CCl4 y comparadas con muestras control, se 

utilizó la técnica de PCR cuantitativa. Con este fin ratones intactos, inyectados con aceite de 

maíz o CCl4, fueron perfundidos a través de la vena porta hepática; una vez drenada la sangre, 

un trozo de 3 mm² fue disecado y colocado en solución RNA later (Promega, Fitchburg, WI) y 

posteriormente se obtuvo el RNA total de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Todos los 

RNAs tuvieron un cociente de absorbancia 260/280 de 1.9 a 2.1; por cada individuo se utilizó 1 

µg de RNA para llevar a cabo la reacción de transcipción reversa, para lo cual se utilizó el 

estuche comercial Reverse Transcription System (Promega, Fitchburg, WI) siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

Brevemente, el RNA total fue tratado con DNasa I de alta pureza, la cual fue inactivada 

por calentamiento a 65°C por 10 min, a continuación se agregó como cebador oligo dT, mezcla 

de hexanucleótidos al azar y la enzima reverso trascriptasa. La reacción fue incubada 1h a 

42°C. El análisis de la abundancia relativa de cada transcrito se realizó utilizando como 

transcrito de referencia el de la superóxido dismutasa 2 (SOD2) debido a que presenta una 

secuencia genética altamente conservada entre especies debido a que su expresión es 

necesaria para la supervivencia de las células (Zelko et al., 2002). Se utilizaron oligonucleótidos 

específicos y se amplificaron fragmentos de los receptores de interés utilizando como patrón los 

cDNAs sintetizados previamente (Tabla 2). 
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Tabla 2. Descripción de la secuencia de los cebadores utilizados en la RT-qPCR 

Receptor Acceso NCBI Oligos Base 
blanco 

Longitud 
(pb) 

P2Y1  NM_008772.5 
 
NM_008772.5 

Forward:  
TCCAAGAGTGAAGAAATGACTC 
Reverse: 
GCTTCTTCTTGACCTGTGTAT 

1711-1731 
 
1886-1846 

175 

P2Y2 NM_001302347.1 
 
NM_001302347.1 

Forward: 
ACCTGGAACCCTGGAATAG 
Reverse: 
AGGCGGCATAGGAAGATATAG 

302-320 
 
476-456 

174 

P2Y4 NM_020621.4 
 
NM_020621.4 

Forward: 
CCTGGACTGGACTAAGGAA 
Reverse: 
TCAGAGGCAACAGGATGA 

268-286 
 
406-389 

138 

P2Y6 NM_183168.2 
 
NM_183168.2 

Forward: 
TCTGGCACTTCCTCCTAAA 
Reverse: 
CTTGAAATCCTCACGGTAGAC 

323-341 
 
475-455 

152 

P2Y12 NM_027571.3 
 
NM_027571.3 

Forward: 
CAGTCTGCAAGTTCCACTAAC 
Reverse: 
TGGGTGATCTTGTAGTCTCTG 

286-306 
 
448-428 

162 

P2Y13 NM_028808.3 
 
NM_028808.3 

Forward: 
GAGCTAGTAACTGCCACAAC 
Reverse: 
CAGGAAGACCACAGTATAGAGA 

12-31 
 
181-160 

169 

P2Y14 NM_001287124.1 
 
NM_001287124.1 

Forward: 
CGTGAAGGAGTTCATGTAAGG 
Reverse: 
TGGTTTGGAGGGTCTGT 

186-206 
 
328-312 

142 

Análisis de la expresión del receptor P2Y2  por inmunofluorescencia 
  

Se llevó a cabo una inmunofluorescencia para la detección de la expresión del receptor P2Y2 en 

tejidos de animales inyectados con vehículo (aceite de maíz) o CCl4. Brevemente, todos los 

animales fueron perfundidos con solución amortiguadora de fosfatos (PBS: NaCl 136 mM; KCl 

2.7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) a través de la vena porta hepática. Se 

disecaron los hígados y se fijaron en solución de formalina al 10%. Después se embebieron en 

parafina y se obtuvieron cortes de 5 µm de grosor en un microtomo (Leica). Estos cortes fueron 

montados en portaobjetos de vidrio gelatinizados. Posteriormente las muestras fueron 

desparafinizadas colocándolas en un horno a 60°C por 20 minutos.  



31 

 

A continuación los cortes fueron lavados y rehidratados pasándolos por un tren de xilol, 

alcohol y agua, tras lo cual fueron lavados con TBS-T (Tris 20 mM pH 7.4, Tween 20 0.05%) y 

hervidos en solución amortiguadora de citratos (Citrato de Na 0.3mM, Tween 20 0.1%, ddH2O). 

Para realizar el marcaje, el tejido fue incubado a temperatura ambiente en una solución TBS-T 

con 5% de leche descremada por 1 hora con el fin de bloquear sitios de unión inespecífica. El 

tejido fue incubado con el anticuerpo primario (anti P2Y2 1:50, desarrollado en conejo, Alomone, 

Jerusalem) durante toda la noche a 4°C y luego con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 

1:300 acoplado a la molécula fluorescente Alexa fluor 488 (Life Technologies) por 2 horas a 

temperatura ambiente. El control negativo se realizó omitiendo el anticuerpo primario. Para 

capturar las imágenes se utilizó el software Image-Pro Plus; los tiempos de exposición se 

mantuvieron constantes para todas las condiciones. 

Análisis estadístico 
  

Todos los datos numéricos se expresaron como la media ± el error estándar. Los datos fueron 

sometidos a pruebas de homogeneidad de varianzas y de normalidad para determinar si tenían 

una distribución normal. En los experimentos de Western Blot, se cuantificaron las bandas 

obtenidas por densitometría y se normalizó al valor del basal. Posteriormente, los valores se 

analizaron por una prueba de ANOVA de una vía. Se utilizó el programa GraphPad Prism para 

la realización de las pruebas estadísticas. Se consideró un valor de p ≤ 0.05 como 

estadísticamente significativo.  
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RESULTADOS 

Inducción de fibrosis hepática por la administración de CCl4. 

 

En primer término establecimos un modelo in vivo de fibrosis hepática a través de la 

administración de CCl4 durante 4 semanas. Para determinar el estado estructural del tejido se 

llevó a cabo una tinción con hematoxilina-eosina en rebanadas de hígado de ambos grupos 

experimentales (n=3). En estas tinciones se observó que el tejido hepático de los animales a los 

que se les administró el hepatotóxico presentó hepatocitos con forma irregular, núcleos 

picnóticos e infiltración de células inmunes alrededor tanto de las zonas portales como de las 

zonas centrales (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tinción de hematoxilina-eosina de tejidos hepáticos de ambos grupos. Imágenes 
representativas de la tinción de hematoxilina-eosina de tejidos del grupo Control (Control) y del grupo 
experimental que fue administrado con el hepatotóxico (CCl4), tanto de una zona central como de una 
zona portal. Nótese la pérdida de estructura del parénquima hepático en el grupo tratado con CCl4, así 
como los agregados de células del sistema inmune infiltrados (flechas) al lobulillo hepático en ambas 
zonas. (CV= vena central, PT= tracto portal). 
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En las preparaciones a las que se les realizó la tinción de Tricrómica de Masson (Figura 

6A) se observaron abundantes fibras de colágena en las muestras del grupo tratado con CCl4, 

teñidas de color azul alrededor de las venas portales y centrales en el tejido hepático (n=6). 

Para determinar el tipo de colágena teñida por la técnica anterior se llevó a cabo un análisis por 

RT-PCR semicuantitativo del transcrito de colágena-1, característico de un estado de fibrosis 

(Figura 6B y C).  

Asimismo se analizó el transcrito de α-actina de músculo liso (α-SMA), éste último como 

marcador de HSCs activadas (Inoue et al., 2016), principal fuente de matriz extracelular en un 

estado fibrótico, ambos transcritos fueron regulados a la alta en los hígados de animales 

tratados (Figura 6B y C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Establecimiento de fibrosis hepática. A. Se observa un corte de hígado representativo de un 
ratón control y uno al que se le administró CCl4 durante cuatro semanas. Nótese las fibras de colágena 
(flechas) teñidas de azul entre el parénquima y alrededor de las venas centrales y portales. B. Imágenes 
representativas de un gel de agarosa y C. Análisis de RT-PCR de punto final de la expresión de los 
mRNAs de COL-1 y α-SMA, GAPDH como transcrito constitutivo (n=6).  
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Análisis de la expresión de receptores P2Y por qPCR 

Con el fin de analizar si el proceso fibrótico modifica la expresión de los receptores P2Y, 

analizamos por RT y qPCR la expresión de los transcritos de dichos elementos. Los cDNAs 

utilizados fueron sintetizados a partir de RNAs obtenidos de homogenados de hígado de 

animales intactos, animales inyectados con  CCl4  o con vehículo.  

Previo al análisis por qRT-PCR; en todos los casos, los amplicones fueron secuenciados 

y analizados con la herramienta BLAST (NCBI) para corroborar su identidad, siendo positiva 

esta confirmación. El receptor P2Y11 no fue analizado ya que está bien establecido que no se 

expresa en roedores (Dreisig & Kornum, 2016).  

Las reacciones de PCR diseñadas para detectar los transcritos de los receptores P2Y1 y 

P2Y4 no fueron eficientes por lo que no se incluyen en los resultados. 

Nuestros resultados mostraron que los receptores P2Y2 y P2Y6 aumentaron 

significativamente su expresión en los animales tratados con CCl4 en comparación con animales 

intactos, y que el receptor P2Y6 aumentó en comparación con animales a los que se les 

administró vehículo (Figura 7A y B). Esto concuerda con reportes previos sobre el aumento del 

receptor P2Y2 en un contexto de HCC (Xie et al., 2014).  

Por otro lado, se observó que los receptores P2Y12, P2Y13 y P214 al contrario de los 

anteriores, disminuyeron su expresión en los animales administrados con CCl4, aunque en el 

caso del P2Y12 esta disminución no fue significativa (Figura 7C). El receptor P2Y13 disminuyó su 

expresión en el grupo tratado en comparación con ambos grupos (Figura 7D). En el caso del 

receptor P214, éste disminuyó su expresión significativamente tanto en el grupo que sólo fue 

administrado con aceite como en el de CCl4, en comparación con el grupo intacto (Figura 7E). 
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Figura 7. Análisis de la expresión relativa de los transcritos de los receptores P2Y. Los receptores 
purinérgicos A. P2Y2, B. P2Y6, C. P2Y12, D. P2Y13 y E. P2Y14 amplificados de cDNAs de animales 
intactos, inyectados con vehículo (aceite de maíz) o tratados con CCl4. Todos los transcritos fueron 
normalizados contra un transcrito constitutivo, el cual fue la superóxido dismutasa (SOD)2. Las barras 
representan medias ± EEM (n=6, *p < 0.01 Intacto vs CCl4; #p < 0.05 Vehículo vs CCl4; ***p < 0.001 
Intacto vs CCl4; +p < 0.05 Intacto vs Vehículo, ANOVA de una vía). 

 

Expresión del receptor P2Y2 en rebanadas de hígado 
 

Tras observar los resultados de los experimentos de qRT-PCR y observar la expresión 

diferencial de algunos receptores purinérgicos, se realizaron experimentos exploratorios para 

observar la distribución de los receptores P2Y (n=3).  

En primera instancia nuestro interés se dirigió al receptor P2Y2, debido a que en reportes 

previos se obsevó que este receptor está implicado en procesos tanto fisiológicos como 

patológicos del hígado, entre ellos la inducción de proliferación celular, (Ayata et al., 2012; Xie 

et al., 2014; Graubard et al., 2013) por lo tanto, esta función podría estar regulada de forma 

aberrante en este modelo. 
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Se realizó una inmunofluorescencia en cortes de tejido hepático de animales a los que 

se les administró el hepatotóxico o sólo el vehículo. Se tomaron imágenes, con la ayuda de un 

microscopio de epifluorescencia, de ambos grupos de las zonas central y portal (Figura 8). Se 

puede observar que la expresión del receptor P2Y2 en animales inyectados con vehículo se 

mantiene delimitado a la zona central, mientras que la exposición al hepatotóxico promueve la 

pérdida de esta zonación y el aumento de la expresión de forma generalizada en el tejido 

hepático. 

Figura 8. El receptor P2Y2 en rebanadas de hígado. Detección del receptor P2Y2 por 
inmunofluorescencia en rebanadas de hígado de animales inyectados con vehículo o CCl4. El anticuerpo 
secundario se encuentra acoplado a Alexa fluor 488 (verde). Se muestra una imagen representativa de un 
tejido con (+) y sin (-) anticuerpo primario, éste último como control negativo de la detección del receptor. 
Esto tanto para la zona peri-central y peri-portal del lobulillo hepático de ambos grupos. 

 

Estandarización de cultivos primarios de hepatocitos 

 

Dado que los cambios en la expresión del receptor P2Y2 son claramente observables en 

hepatocitos, aunado a que este tipo celular comprende cerca del 80% del total de células que 

conforman el hígado y, como parte del tejido parenquimal del órgano, se encargan del 

metabolismo de toxinas, pueden ser de los primeros tipos celulares afectados durante un daño, 
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decidimos estudiar las respuestas purinérgicas en hepatocitos aislados; por tanto, nos 

enfrentamos a la necesidad de estandarizar un método eficiente de obtención de hepatocitos 

del hígado de ratón. Para obtener dichos cultivos utilizamos como base el método de extracción 

de HSCs, en cual se perfundió el hígado por la vena porta y se administró colagenasa 

(Mederacke et al., 2015) y aislamos los hepatocitos utilizando un protocolo de separación de 

células parenquimales bien establecido (Vázquez-Victorio et al., 2015). Finalmente obtuvimos 

preparaciones de hepatocitos con un 99% de viabilidad. 

 

Caracterización de la respuesta 3 y 24h post-aislamiento 
 

Al realizar varios experimentos exploratorios y con la finalidad de evitar cualquier efecto 

inherente al proceso de purificación, se estableció un tiempo de 3 horas de reposo para las 

células, tras lo cual recibían el estímulo con el agonista. Se utilizaron tres agonistas 

purinérgicos: ATP, UTP y UDP.  

El primer agonista que se utilizó fue el ATP. Debido que existe una gran diversidad de 

receptores purinérgicos con diferentes afinidades por el agonista, se realizó primeramente una 

curva concentración-respuesta de concentración desde 100 nM hasta 1 mM, con un tiempo de 

exposición al estímulo de 5 min para todas las concentraciones, tiempo reportado en otros 

sistemas para observar la respuesta de inducción de fosforilación de la proteína p42/p44 ERK 

(Figura 9).  

Se observaron diferencias significativas al comparar la respuesta basal (100.7±1.202 

Densidad Óptica, D.O.) con las respuestas a las concentraciones de 1 mM y 100 µM 

(175.7±25.06 y 118.7±3.712 D.O., respectivamente). Sin embargo, el nivel basal elevado 

impidió observar diferencias en concentraciones menores a 1 mM, lo cual no hizo factibles estas 

condiciones para los experimentos. 
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Figura 9. Curva concentración-respuesta a ATP en cultivos primarios de hepatocitos. En la parte superior 
se observa un Western-Blot representativo de la respuesta a este agonista a nivel de la fosforilación de la 
proteína MAPK p42/p44. La gráfica muestra la proporción de la Densidad Óptica (D.O.) calculada 
semicuantitativamente de la forma fosforilada de la proteína con respecto a su forma total, tras un 
estímulo de ATP a concentraciones: 1x10-3, 1x10-4, 1x10-5, 1x10-6 y 1x10-7 log M durante 5 minutos. 
Las barras representan la media±error estándar de la media (EEM). (n=6, *p<0.05 vs Basal, prueba t; 
**p<0.01 vs Basal, prueba ANOVA). 

 

Posteriormente se llevó a cabo un curso temporal para observar el tiempo en el que 

ocurría la mayor respuesta al estímulo de ATP. Para ello se utilizó la concentración de 100 µM 

del agonista y cada pozo de células estuvo expuesto al estímulo un período de tiempo diferente: 

1, 3, 5, 15, 30 y 60 minutos, ya que se ha reportado que a estos tiempos se puede observar la 

fosforilación de p42/p44 ERK; aunque en estos datos no se observaron diferencias 

significativas, se observó una tendencia de una respuesta mayor a los 5 minutos comparado 

con otros tiempos, lo cual es consistente con estudios previos (Vázquez-Cuevas et al., 2010) 

(Resultados no mostrados). 

 Otro agonista utilizado para observar la respuesta purinérgica fue el UTP, ya que existen 

receptores que responden a este nucleótido. Se realizó un curso temporal para observar la 

respuesta de este agonista a una concentración de 100 µM a tiempos de 1, 3, 5, 15 y 30 min de 

estimulación y una curva de concentración, como se había realizado para ATP. Aunque no se 



39 

 

observaron diferencias significativas, se observó una tendencia a una mayor respuesta a 1 y 3 

minutos, misma que regresa al basal conforme al tiempo (Resultados no mostrados).  

En resumen, el análisis de las respuestas que obtuvimos utilizando hepatocitos a las 3 

horas post-aislamiento nos llevó a sugerir que los valores basales de fosforilación de p42/p44 

ERK eran muy elevados; además, los resultados de los experimentos no fueron consistentes. 

Con este fundamento ampliamos el periodo de cultivo post-aislamiento a 24 horas.  

Con estas nuevas condiciones se realizaron experimentos exploratorios de tiempo y 

concentración de los tres agonistas utilizados. Se determinó, tras estandarización, la 

concentración de 100 µM y 5 minutos de estimulación de los agonistas. Observamos que 24 h 

fueron suficientes para reducir el valor de fosforilación de p42/p44 ERK basal (100±46.22 D.O.) 

de tal forma que se pudieran hacer comparaciones subsecuentes después de un estímulo con 

ATP, UTP y UDP (242.4±108.4, 385.4±291, 475.5±349.8 D.O., respectivamente) (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Respuesta generada por ATP, UTP y UDP en cultivos primarios de hepatocitos. En la parte 
superior se observa un Western-Blot representativo de la respuesta a este agonista a nivel de 
fosforilación de la MAPK p42/p44. La gráfica muestra la proporción de D.O. de la forma fosforilada de la 
proteína en relación a su forma total, tras un estímulo de cada uno de los tres agonistas a una 
concentración de 100 µM durante 5 minutos. Las barras representan la media±error estándar de la media 
(EEM) (n=3).  
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Respuesta purinérgica inducida por UTP o UDP en hepatocitos aislados de animales 
inyectados con CCl4 o vehículo 

 

Los datos referentes a la abundancia de los receptores P2Y sugieren que el tratamiento con 

CCl4 induce cambios importantes, debido que la mayor parte de los antecedentes existentes se 

han centrado en el papel de los receptores P2Y2 decidimos analizar funcionalmente, en 

hepatocitos aislados las respuestas a nucleótidos de uridina.  

 En este contexto sabemos que los receptores P2Y2 y P2Y4 son activados por UTP y los 

receptores P2Y6 son responsivos a UDP. Así, analizamos la respuesta inducida por dichos 

agonistas sobre la fosforilación de la proteína p42/p44 ERK, efector bien caracterizado de los 

receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 (Vázquez-Cuevas et al., 2010, Tackett et al., 2014). 

Se obtuvieron cultivos primarios de hepatocitos de animales tratados con CCl4 y con el 

fin de comparar la respuesta se colocó el mismo número de células en cada pozo de cada 

experimento. De manera macroscópica, estos hepatocitos se encontraban sanos y viables.  

En experimentos exploratorios previos se estandarizó el tiempo de 24 h de reposo 

posterior a la extracción para obtener niveles basales adecuados de p42/p44 ERK, después de 

lo cual fueron sometidas a condiciones de privación de suero durante 4 horas en medio DMEM. 

Transcurrido ese tiempo las células fueron  estimuladas con los agonistas ATP, UTP o UDP 

durante 5 minutos a una concentración saturante (100 µM). La respuesta de fosforilación de la 

proteína p42/p44 ERK fue medida por Western Blot (Figura 11). 
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Figura 11. Respuesta de ambos grupos a agonistas purinérgicos en cultivo primario de hepatocitos. En la 
parte superior se observan Western-Blots representativos de la proteína MAPK p42/44 en su forma 
fosforilada. En la gráfica se observa la D.O. de la forma fosforilada de esta proteína en respuesta a 
diferentes estímulos: ATP, UTP y UDP durante 5 min (100 µM). Las barras representan medias±EEM 
(n=5, p < 0.0001 ** ATP Vehículo, UTP Vehículo vs Basal Vehículo; ++ ATP CCl4, UTP CCl4 vs Basal 
CCl4; *** UTP Vehículo vs UTP CCl4; + UDP Vehículo vs UDP CCl4, ANOVA de una vía). 

 

Resulta evidente que en hepatocitos provenientes de animales inyectados con vehículo 

el UTP induce un aumento en la fosforilación de ERK, mientras que el UDP no tiene efecto 

(227.6±30.85 y 84.14±14.13 D.O., respectivamente). En hepatocitos provenientes de animales 

tratados con CCl4 la respuesta con UTP alcanza 5 veces el basal (505.2±146.2 D.O.) y la 

respuesta alcanzada con UDP es 3 veces el basal (84.14±14.13 vs 383±105 D.O., 

respectivamente) (Figura 11). Estos cambios revelan que las diferencias de expresión 

detectadas por qPCR (para P2Y2 y P2Y6) y por inmunofluorescencia (para P2Y2) implican una 

respuesta exacerbada, haciendo a los hepatocitos fibróticos muy responsivos a la estimulación 

purinérgica. 
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DISCUSIÓN 
  

En el presente trabajo se inició el estudio de la posible contribución de los receptores P2Y en la 

fibrosis hepatocelular. Dado que información creciente vincula la señalización mediada por 

purinas en la respuesta al daño tisular, consideramos pertinente analizar su papel en el contexto 

hepático.  

En primera instancia establecimos exitosamente la inducción de fibrosis hepática a 

través de la administración de CCl4, la administración de este hepatotóxico es un modelo bien 

establecido de inducción de fibrosis hepática (Novo et al., 2015) que nos permite estudiar desde 

el inicio la Enfermedad Crónica Hepática. La presencia de fibrosis en los hígados de estos 

animales se corroboró con base en el análisis histológico, por medio de las tinciones de 

hematoxilina-eosina y de tricrómica de Masson. Además documentamos, utilizando RT-PCR, 

que los transcritos de col-1 y αSMA se encuentran aumentados en la condición fibrótica. Estas 

observaciones, en conjunto, confirman que la inducción de fibrosis fue efectiva con nuestro 

protocolo. 

 Cabe mencionar que no existen estudios previos que indaguen sobre el papel de los 

receptores P2Y en el daño hepatotóxico. Como paso inicial del proyecto se decidió hacer un 

análisis completo de la expresión de los transcritos de los receptores P2Y por qPCR en 

muestras de animales intactos, tratados con CCl4 o administrados sólo con vehículo.  

Con estos experimentos se observó que los transcritos de los receptores P2Y2 y P2Y6 

aumentan significativamente su expresión en condiciones de fibrosis hepática, mientras que los 

receptores P2Y13 y P2Y14 disminuyen de manera significativa en esta condición (Figura 7). 

Estas observaciones sugieren que el sistema purinérgico se modifica en el proceso fibŕotico. 

La información disponible sobre las acciones de los receptores P2Y en el hígado se 

centra principalmente en el receptor P2Y2, ya que se ha reportó que este receptor es la 

isoforma más abundante de los P2Y encontrada en hepatocitos (Beldi et al., 2008a); además, 

su activación fisiológica favorece la sobrevivencia celular y regula la quimio-atracción de 

neutrófilos al hígado durante la inflamación después de un daño (Ayata et al., 2012); por lo tanto 

proponemos que ocurre un aumento en su expresión como parte de la respuesta ante un daño, 



43 

 

que favorece la proliferación celular, durante el proceso fibrótico, y que participa en la respuesta 

inflamatoria inherente al daño hepatocelular.  

Así, el siguiente paso en este estudio fue analizar en rebanadas de hígados fibróticos la 

expresión del receptor P2Y2 por medio inmunofluorescencia. Nuestras primeras observaciones 

indican que en los animales del grupo vehículo, la expresión del receptor se encuentra cerca de 

la zona peri-central del lobulillo hepático, mientras que en los animales a los que se les indujo 

fibrosis, en concordancia con los datos de la qPCR, parece expresarse en mucha mayor 

cantidad y que esta delimitación de zonas se pierde y se expresa de forma generalizada en todo 

el tejido, por lo que podemos afirmar que el receptor P2Y2 aumenta su expresión en el hígado 

fibrótico (Figura 8). De estos análisis concluimos que la variación en la expresión de P2Y2 es 

claramente observable en los hepatocitos; aunque debe llevarse a cabo un análisis detallado 

para entender los cambios en los otros tipos celulares hepáticos. 

Para observar si, en el hepatocito, este aumento en la expresión del receptor P2Y2 

correlaciona con una mayor respuesta celular, realizamos experimentos en hepatocitos 

aislados, observando los niveles de fosforilación de p42/p44 ERK (Figura 11). 

Observamos que la estimulación de hepatocitos fibróticos con UTP, un agonista selectivo 

de los receptores P2Y2, induce una respuesta casi cuatro y seis veces mayor de la observada 

en hepatocitos de animales vehículo. Esta observación es muy relevante debido a que existen 

abundantes evidencias que relacionan al receptor P2Y2 con procesos de proliferación y 

sobrevivencia celular, tanto en líneas celulares de HCC (Xie et al., 2014), ante un reto de 

hipoxia (Tak et al., 2016; Carini et al., 2006), así como en modelos de hepatectomía parcial 

(Graubardt et al., 2013). Este receptor podría promover procesos de proliferación en el 

parénquima hepático en etapas tempranas de la Enfermedad Crónica Hepática como es la 

fibrosis, y podría ser una posible explicación para su regulación a la alta. 

Otra de las observaciones interesantes del estudio es el aumento en la expresión del 

transcrito del receptor P2Y6, efecto que correlacionó con el aumento en la fosforilación de 

p42/p44 ERK en respuesta a UDP, el agonista más potente de este receptor (von Kügelgen et 

al., 2011). Se observó que los niveles de expresión del receptor fueron bajos en el tejido y la 

respuesta a UDP fue indetectable en hepatocitos de animales vehículo; estas observaciones 

sugieren que el receptor P2Y6 es un elemento característico de respuesta al daño y que 

participa en los eventos iniciales del proceso fibrótico. Al respecto se reportó que monocitos 
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producen quimiocinas como la IL-8, en respuesta a este nucleótido, a través de la activación de 

este receptor (Warny et al., 2001) por lo que puede tener un papel en la señalización del inicio 

del daño.  

También se ha observado que, a través del receptor P2Y6, el UDP funciona como factor 

de crecimiento en células de músculo liso de aorta de rata (Hou et al., 2002), y promueve la 

proliferación celular en células de la teca del ovario (Vázquez-Cuevas et al., 2010) lo que podría 

darnos una pista sobre su posible función al aumentar su expresión. 

A pesar de que estas observaciones son iniciales podemos proyectar nuevos estudios 

bajo la premisa de que el receptor P2Y6 es un marcador del daño hepatocelular, lo cual podría 

tener repercusiones clínicas. 

Los receptores P2Y13 y P2Y14 pertenecen a otra subdivisión de la familia de receptores 

P2Y, los cuales están acoplados a proteínas Gαi, por lo que señalizan inhibiendo a la enzima 

adenilato ciclasa y promoviendo otras respuestas de señalización celular, mientras que los 

receptores P2Y2 y P2Y6, están acoplados a proteínas Gαq/11 (von Kügelgen et al., 2011).  

El receptor P2Y13 está relacionado de forma fisiológica con el metabolismo del 

colesterol, permitiendo la endocitosis de lipoproteínas acarreadoras de colesterol de alta 

densidad dentro de los hepatocitos y su posterior excreción en el conducto biliar (Lichtensten et 

al., 2015). Se sabe que los componentes de la vía del metabolismo del colesterol, entre los que 

se encuentra el receptor P2Y13, actuando a través de factores de transcripción y proteínas 

reguladoras que se unen a elementos de respuesta en el DNA, pueden modular la 

diferenciación y la expansión de células del sistema inmunológico tanto innato como adaptativo, 

su respuesta a mediadores inflamatorios, sus efectos sobre funciones de los macrófagos y la 

migración de células inmunes (Spann & Glass, 2013). Esta función fisiológica, que podría 

contribuir a una resolución exitosa del daño, podría estar alterada en un cuadro fibrótico, al 

disminuir la presencia del receptor P2Y13 en este contexto. 

El receptor P2Y14, al igual que el receptor P2Y6, puede activarse con el nucleótido UDP; 

sin embargo, tiene una afinidad mayor para los azúcares de UDP (UDP-glucosa, UDP-

galactosa, UDP-N-acetilglucosamina, entre otros) (Lazarowski & Harden, 2105). Se ha 

encontrado que este receptor se expresa en muchos tejidos epiteliales y que las respuestas 

inflamatorias en estos tejidos involucran la activación del receptor P2Y14 para la liberación de 
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citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, quedan por establecerse sus funciones tanto 

fisiológicas como patológicas en otros sistemas como el hígado (von Kügelgen et al., 2001). 

En este trabajo también se comprobó que los receptores purinérgicos se encuentran en 

los hepatocitos, aislados en cultivos primarios, y que responden a estímulos purinérgicos (ATP, 

UTP y UDP). De la misma manera, existe evidencia de que los receptores P2Y están 

involucrados en la producción y liberación de especies reactivas de oxígeno (Díaz-Vegas et al., 

2015) y estos compuestos pueden comenzar a desencadenar la lipoperoxidación de las 

membranas de las células (Weber et al., 2003) y dar inicio al daño hepático. Es importante 

investigar a través de herramientas farmacológicas la acción que tienen los receptores 

purinérgicos presentes en un cuadro de fibrosis hepática.  

Uno de los aspectos más importantes es que los resultados obtenidos en este estudio 

abren diversas interrogantes que serán investigadas y permitirán aportar para conocer el papel 

del ATP extracelular en el proceso fibrogénico. 

CONCLUSIONES 
 

• El modelo de administración de CCl4 es efectivo para inducir fibrosis hepática, 

comprobado con la realización de varias técnicas histológicas y de biología 

molecular.  

• La expresión de los transcritos de los receptores receptor P2Y se modifica de 

manera importante en el proceso fibrótico, siendo P2Y2 y P2Y6 regulados a la alta 

y P2Y13 y P2Y14 a la baja. 

• En el tejido hepático el receptor P2Y2 presenta zonación, característica que se 

pierde en el tejido fibrótico y su nivel de expresión aumenta notablemente. 

•  La fosforilación de ERK 1/2 en respuesta a los agonistas purinérgicos es de 

mayor magnitud en los hepatocitos que provienen de un contexto fibrótico. 

• En conjunto, nuestras observaciones indican que la comunicación mediada por 

los receptores P2Y2 y P2Y6 está exacerbada en el tejido fibrótico. 
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• Resulta evidente que la comunicación purinérgica se reconfigura durante la 

inducción de fibrosis y es necesario ahondar en el significado fisiopatológico de 

estos cambios. 

PERSPECTIVAS 
 

Las observaciones generadas en el presente proyecto, aunque iniciales, abren un amplio 

panorama; a continuación se enlistan algunas perspectivas generales que deben ser abordadas 

experimentalmente. 

• El receptor P2Y2 puede ser un mediador de proliferación que contribuya a la inducción y 

el mantenimiento de la fibrosis hepatocelular. 

• Dado que el receptor P2Y6 en el tejido sano se expresa en un nivel muy bajo y no es 

responsivo y en el tejido fibroso su nivel de expresión y sus respuestas son claramente 

detectables, el receptor P2Y6 puede representar un marcador de daño hepático con 

valor clínico. 

• La actividad fisiológica mediada por la activación de los receptores P2Y13 y P2Y14 en el 

hígado puede estar comprometida en un estado fibrótico. 
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