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RESUMEN 

 

 El epitelio superficial ovárico (OSE) es una monocapa celular que recubre la 

superficie del ovario; participa en la ruptura del mismo OSE durante la ovulación y en su 

reparación postovulatoria. Estudios previos por nuestro grupo de trabajo han 

documentado la expresión de receptores purinérgicos en distintas células ováricas 

sugiriendo la importancia de la señalización purinérgica en la comunicación paracrina-

autocrina en la fisiología del ovario.  

 

En un previo reporte se demostró la presencia funcional del receptor purinérgico 

P2X7 en el OSE durante el proestro proponiendo su posible participación en la apoptosis 

de las células de los folículos antrales, requisito para que se lleve a cabo la ovulación. 

Esta evidencia sugiere la importancia de los receptores purinérgicos en este epitelio. 

 

El presente trabajo evidencia la expresión funcional de un receptor de la subfamilia 

P2Y, el receptor P2Y2 en el OSE de ratón. Mediante inmunohistofluorescencia, 

demostramos in-vitro e in-situ, la expresión durante el estro, en dos momentos 

específicos: próximo a la ovulación y en la reparación postovulación. Al estimular con 

UTP o con el agonista no hidrolizable, UTPɣS se induce la fosforilación de ERK en las 

células del OSE in-situ, la proliferación celular durante la etapa de reparación 

postovulatoria y se inducen cambios en el crecimiento de los folículos ováricos. La 

activación del receptor P2Y2 con ATP o UTP genera la movilización de calcio intracelular 

([Ca2+]i), y la respuesta se abate con el antagonista selectivo al receptor P2Y2, ARC-

118925 en cultivo primario de células de OSE y en rebanadas de ovario. 

 

La expresión funcional del receptor P2Y2 evidencia su posible participación en la 

reparación y remodelación postovulatoria del OSE. 

 

 

 

 



4 
 

SUMMARY  

 

The ovarian surface epithelium (OSE) is a cell monolayer that surrounds the 

surface of the ovary; it participates in the rupture of the OSE during ovulation and its 

postovulatory repair. Previous studies by our group have documented the expression of 

purinergic receptors in different ovarian cells, suggesting the importance of purinergic 

signaling in paracrine-autocrine communication in ovarian physiology. 

 

 Particularly in the OSE, there is evidence of the importance of purinergic receptors 

in this epithelium. In a previous report, the functional presence of the purinergic receptor 

P2X7 in the OSE was detected during proestrus, proposing its possible participation in 

the apoptosis of the cells of the antral follicles, a requirement for ovulation. 

 

 The present work evidences the functional expression of a receptor of the P2Y 

subfamily, the P2Y2 receptor in the mouse OSE. By immunofluorescence, we 

demonstrated in-vitro and in-situ, the expression of the P2Y2 receptor in the OSE during 

estrus, at two moments: close to ovulation and postovulation repair. When stimulated with 

UTP or the non-hydrolyzable agonist, UTPɣS, it induces ERK phosphorylation in OSE 

cells in-situ, cell proliferation during the postovulatory repair stage, and induces changes 

in ovarian follicle growth. Activation of the P2Y2 receptor with ATP or UTP leads to 

mobilization of intracellular calcium ([Ca2+] i), and the response is abated by the selective 

P2Y2 receptor antagonist ARC-118925 in primary OSE cell culture and ovarian slices. 

 

 The functional expression of the P2Y2 receptor evidences the possible 

participation in postovulatory repair and remodeling in the OSE. 
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INTRODUCCIÓN  

 

 

El ovario y la foliculogénesis 

 

El ovario es el principal órgano del sistema reproductor femenino, en este se llevan 

a cabo dos procesos fisiológicos principales:  1) la diferenciación de los folículos ováricos 

(foliculogénesis) y la maduración del ovocito para la fertilización, y 2) la síntesis y 

secreción de las hormonas esteroides (esteroidogénesis), esenciales para el desarrollo 

folicular, el mantenimiento del tracto reproductivo y sus funciones (Atwood & 

Vadakkadath Meethal, 2016; Edson et al., 2009; Strauss & Williams, 2018).  

El ovario está conformado de las siguientes estructuras: la corteza, la cual contiene 

a los folículos en distintas etapas de desarrollo, una lámina basal denominada la túnica 

albugínea y una envoltura externa de células epiteliales, llamada epitelio superficial 

ovárico; por otra parte, la médula, está constituida de tejido conjuntivo laxo llamado 

estroma, con la entrada de la inervación simpática y abundantes vasos sanguíneos 

(Figura 1). 

El folículo, la unidad funcional del ovario, está formado por la célula germinal, el 

ovocito, el cual se encuentra protegido por varias capas de células de la granulosa 

especializadas llamadas células del cumulus y un conjunto de células que recubren la 

superficie interna del folículo denominadas células de la granulosa mural. La superficie 

externa está rodeada por varias capas de células alargadas, de linaje fibroblástico 

llamadas células de la teca. Los folículos que aparecen en la corteza, se encuentran 

inmersos en el estroma, un tejido formado de fibroblastos, precursores de los diferentes 

tipos celulares foliculares, que funciona como tejido de sostén y como un nicho de células 

troncales para la formación del folículo. (Erickson & Chang, 2007).  

La foliculogénesis es el proceso de crecimiento y diferenciación del gameto 

femenino que culmina en la ovulación (Edson et al., 2009). 

En los roedores neonatos, el ovario contiene los ovocitos desnudos conformando 

un sincicio.  A partir de este grupo de folículos, bajo la regulación de diversos factores de 

acción paracrina-autocrina, como el ligando de Kit, el factor de crecimiento fibroblástico 
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(FGF), la proteína morfogénica ósea 4 (BMP-4), entre otras e independiente de las 

hormonas gonadotrópicas, se formarán los folículos primordiales. Los folículos 

primordiales se caracterizan por estar rodeados de una capa de células alargadas, de 

fenotipo fibroblástico, denominadas pre-granulosa; esta capa crece y prolifera para 

convertirse en células cuboidales que ahora se denominan células de la granulosa y es 

en este punto que alcanza el estadio de folículo primario (Atwood & Vadakkadath 

Meethal, 2016; Strauss & Williams, 2018). 

Las células de la granulosa continúan proliferando hasta formar, varias capas, es 

entonces cuando aparece una nueva estructura que rodea todo el folículo, la teca 

folicular, formada por células con características fibroblásticas, desarrollando así al 

folículo secundario. Durante la progresión folicular, entre las células de la granulosa de 

los folículos secundarios grandes comienzan a formarse espacios para alcanzar el 

estadio de folículo pre-antral. En esta etapa, comienza la influencia de las hormonas 

gonadotrópicas, las cuales orquestan el rápido crecimiento de los folículos hasta alcanzar 

el estadio de folículo antral, que se caracteriza por la fusión de los espacios que más 

adelante forman una cavidad denominada antro (Rajkovic et al., 2006; Richards et al., 

2010). 

Los folículos antrales producen estrógenos en respuesta al estímulo 

gonadotrópico, hormona que contribuye a sustentar el crecimiento hasta que algunos 

alcanzan el estado de folículos preovulatorios (Li et al., 2021). 

Desde el punto de vista endocrino, el control de la esteroidogénesis y la ovulación, 

se lleva a cabo a través del eje neuroendocrino: Hipotálamo-Hipófisis-Ovario (HHO). La 

hipófisis, en respuesta a la liberación pulsátil de la Hormona Liberadora de 

Gonadotropinas (GnRH) desde el hipotálamo, estimula la síntesis y la liberación de las 

hormonas gonadotropinas: la Hormona Folículo Estimulante (FSH) y la Hormona 

Luteinizante (LH). Una vez en la circulación, la FSH estimula a sus receptores localizados 

en las células de la granulosa y la LH activa a sus receptores en las células de la teca del 

folículo ovárico, estas señales desencadenan la maduración folicular, la producción de 

hormonas esteroideas, como el 17β-estradiol (E2) y la progesterona (P4) y regulan la 

ovulación. A su vez, el E2 tiene efecto en el hipotálamo ejerciendo un asa de 

retroalimentación en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Padmanabhan et al., 2018) 
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La foliculogénesis no es un proceso lineal, en cada oleada se reclutan decenas de 

folículos que sostienen mutuamente el desarrollo de toda la cohorte y, al mismo tiempo, 

algunos son eliminados a través del proceso de atresia folicular. Así, sólo algunos 

folículos antrales llegarán a la ovulación (Irving-Rodgers & Rodgers, 2006). Bajo el 

comando de un pico en la concentración plasmática de la LH, los folículos ovulatorios 

expulsan al ovocito hacia las trompas de Falopio, en un proceso que se denomina 

ovulación (Strauss & Williams, 2018). Posteriormente, las células de los folículos 

ovulantes experimentan un proceso denominado luteinización, que consiste en dar origen 

al denominado cuerpo lúteo, un complejo celular secretor de progesterona (Richards et 

al., 2010). 
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Cuerpo Lúteo Corpus albicans 

Ovocito 

Folículo 
primario 

Vasos 
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Figura 1. Estructura del ovario. El ovario está subdividido en las siguientes regiones: la corteza, 

rodeado por un epitelio cúbico simple, denominado epitelio superficial ovárico (OSE), los folículos 

ováricos en distintos estadios y cuerpos lúteos, descansando sobre la túnica albugínea. La médula 

está compuesta del estroma y recibe los vasos sanguíneos e inervación que se continúa hasta el 

hilio.  

Hilio 
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El Ciclo Estral 

 

 La ovulación es un proceso finamente regulado por las hormonas gonadotrópicas 

y esteroideas. Los cambios cíclicos en la concentración plasmática de estas hormonas 

determinan el desarrollo espacio temporal de los folículos antrales hasta culminar en la 

ovulación. 

 El ciclo estral en roedores tiene una duración aproximada de 4 a 5 días y consta 

de 4 etapas: metaestro, diestro, proestro y estro. En cada una de las etapas se muestran 

cambios definidos en los niveles séricos de las hormonas sexuales femeninas, como la 

LH, la FSH, la P4 y el E2 (Butcher et al., 1974; Juárez-Tapia & Miranda-Anaya, 2016). 

Estas variaciones se exploran y se correlacionan con la citología vaginal, la cual puede 

observarse por medio de la toma de exudados (Cora et al., 2015; McLean et al., 2012), 

donde puede apreciarse los diversos tipos celulares del epitelio vaginal característico en 

cada una de las etapas (Figura 2). 

 La etapa del proestro corresponde al crecimiento folicular definido por el 

incremento preovulatorio de los niveles de E2 que, a su vez, estimula varias regiones del 

SNC que activan a las neuronas GnRHérgicas del hipotálamo, activando a las neuronas 

responsivas ubicadas en la pituitaria anterior para liberar la LH y la FSH a la circulación 

hasta alcanzar los picos máximos. Durante esta etapa, en la citología vaginal se observan 

células epiteliales ovaladas y nucleadas.  

Cuando la FSH alcanza el pico máximo en sus niveles séricos, da inicio la etapa 

del estro. En esta etapa, los niveles de E2 disminuyen, al igual que los picos 

preovulatorios de gonadotropinas. En un frotis vaginal se observan abundantes células 

epiteliales escamosas cornificadas, irregulares y sin núcleo. En esta etapa, la ovulación 

se lleva a cabo en la mañana del estro y los procesos de reparación postovulatoria 

suceden en la tarde del estro. 

 La entrada a la etapa del metaestro coincide con el incremento continuo de la P4 

y un discreto incremento en el E2, en respuesta a la formación del cuerpo lúteo. El frotis 

vaginal se caracteriza por la presencia de abundantes leucocitos y pocas células 

epiteliales cornificadas. Finalmente, en la etapa del diestro ocurre una disminución en los 

niveles de P4 debido a la degeneración del cuerpo lúteo (luteólisis). En una muestra 
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vaginal se observan leucocitos, pero se detectan pocas células epiteliales cornificadas y 

comienza a observarse células epiteliales nucleadas iniciando la transición hacia la etapa 

del proestro. 
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Figura 2. Niveles hormonales durante el ciclo estral en roedores. El diagrama muestra el curso 

temporal de las concentraciones hormonales de P4, E2, LH y FSH, así como los cambios citológicos 

presentes en el epitelio vaginal en relación al cambio folicular durante los días (representados en 

barras blancas y negras en horas) que consta el ciclo estral. Modificado de Butcher et al, 1974; 

Juárez-Tapia y Miranda-Anaya, 2016. 

Células del 
epitelio vaginal 

Ciclo ovárico 
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El Epitelio Superficial Ovárico (OSE) 

 

El epitelio superficial ovárico (OSE, ovarian surface epithelium, por sus siglas en 

inglés) (Tabla 1) es una monocapa celular que cubre la superficie del ovario. Durante el 

desarrollo, el OSE se forma a partir del epitelio celómico derivado del mesodermo que da 

origen al celoma intraembrionario y a la gónada. Este origen le confiere características 

mesénquimales y epiteliales, siendo considerado estrictamente un mesotelio (Auersperg 

et al., 2001). De esta manera, el OSE expresa marcadores epiteliales como las 

citoqueratinas 7, 8, 18 y 19 (Auersperg et al., 2001; Gava et al., 2008; van Niekerk et al., 

1991), así como el antígeno mucinoso MUC1 (Zhang et al., 1998) y marcadores 

mesénquimales como la Vimentina y la N-Cadherina (Yi et al., 2015).   

El OSE se compone de una capa de células planas a cúbicas, con 

microvellosidades en el extremo apical que se encuentra separado del estroma ovárico 

por una lámina basal ubicada sobre una densa capa de tejido conectivo rico en colágena, 

la túnica albugínea (Wong & Leung, 2007). La integridad del OSE se mantiene gracias a 

los desmosomas (Ahmed et al., 2007; Siemens & Auersperg, 1988), a las uniones 

estrechas (Zhu et al., 2004, 2010), a las integrinas (Kruk et al., 1994) y a las cadherinas 

(Wong et al., 1999).  

El OSE expresa receptores sensibles a gonadotropinas, como la FSH, la LH y la 

GnRH (Wong & Leung, 2007); receptores a hormonas esteroides como el E2, la P4, y 

ciertos andrógenos (Lau et al., 1999). Además, expresa receptores para el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) (McClellan et al., 1999), el factor de crecimiento similar a 

la insulina (IGF) (Daughaday, 1990), factor de crecimiento transformante alfa (TGF-α) 

(Jindal et al., 1995) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) (Berchuck et 

al., 1992). El OSE secreta citocinas como la Interleucina-1 (IL-1) (Ziltener et al., 1993), la 

Interleucina-6 (IL-6) (Ziltener et al., 1993) y la interleucina -18 (IL-18) (Z. Y. Wang et al., 

2002), así como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) (Kulbe et al., 2007; Wu et al., 

1993). 

El estudio de este epitelio se ha llevado a cabo en varios vertebrados, como es el 

caso del cerdo (Ryan et al., 1996), el conejo (Osterholzer et al., 1985), el bovino (Parrott 

et al., 2000), la oveja (Murdoch et al., 2001), el roedor (McNeil et al., 1998), el primate 
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(Wright et al., 2010, 2011) y el humano (Edmondson et al., 2002; Okamura et al., 2006). 

Sin embargo, al extrapolar los resultados se ha observado variabilidad en la expresión de 

proteínas estructurales y diferencias fisiológicas interespecie (McNeil et al., 1998; 

Osterholzer et al., 1985; Parrott et al., 2000). Algunas moléculas participan en la 

comunicación paracrina-autocrina en los distintos procesos fisiológicos del OSE, como 

es en la regulación hormonal, en la diferenciación celular, en la ovulación, en la 

proliferación celular y en la migración (Auersperg et al., 2001). 

Una de estas moléculas es el EGF, un factor de crecimiento que estimula la 

proliferación celular del OSE humano y de conejo (J. H. Choi et al., 2005; Rodriguez et 

al., 1991). Participa en la rápida reparación del epitelio después de la ovulación y en 

propiciar la transición epitelio-mesénquima (TEM) (Jindal et al., 1995).  

Otras moléculas regulan la fisiología del OSE, el TGFβ inhibe el crecimiento del 

OSE de humano (Berchuck et al., 1992), y de conejo (Pierro et al., 1996). El HGF estimula 

el crecimiento del OSE de humano, conejo, rata, ratón y bovino (Wong et al., 2004).  

 

Por otro lado, los datos recabados a partir de cultivos celulares de OSE, así como 

el estudio in-vivo, como in-situ del epitelio, muestran diversos resultados, debido a que el 

OSE es altamente responsivo al entorno (Ahmed et al., 2007). 
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Características del OSE 

Generales Referencias  

Transición epitelio-mesénquima 
Funciona como un mecanismo 
homeostático Dyck et al., 1996 

Morfología epitelio cúbico simple Nicosia et al., 1991 

Responsivo a señales del ambiente Alta Auersperg et al., 1994 

Mecanismos regulatorios autocrinos En la proliferación celular Berchuck et al., 1993 

  

Matriz Extracelular 

Membrana basal Presente Auersperg et al., 1994 

Colágenas estromales Presente en cultivo Auersperg et al., 1994 

Secreción de proteasas En la ovulación, en cultivo Cruet et al., 1999 

  

Adhesión 

Integrinas α-β1, α6β4 y αvβ3 Kruk et al., 1994 

Cadherinas N-cadherina Wong et al., 1999 

Otros Desmosomas Zhu et al., 2004 

  

Citoesqueleto 

Filamentos intermedio Queratinas, Vimentina Auersperg et al., 1994 

  

Moléculas de secreción 

Hormonas GnRH, Inhibina 
Kang et al., 2000; Welt et al., 

1997 

Factores de crecimiento TGFβ, TNFα Wu et al., 1992 

Citocinas IL-1, IL-6, M-CSF, G-CSF, GM-CSF Marth et al., 1996 

Otros Mucina (MUC1) Zhang et al., 1998 

  

Receptores a: 

Hormonas GnRH, Activina, FSH, LH Kang et al., 2000 

Esteroides 
Estrógenos, Progesterona, 
Andrógenos Lau et al., 1999 

Factores de crecimiento EGF, TGFβ, TNFα, HGF, PDGF Neufeld et a., 1994 

 

Tabla 1. Características generales y moleculares del epitelio superficial ovárico (OSE). La siguiente 

tabla muestra, a manera de resumen, la expresión de receptores, factores de crecimiento, 

moléculas de secreción, proteínas de adhesión y de la matriz extracelular presentes en el OSE. 

Modificado de Auersperg et al, 2001. 



18 
 

El Papel Fisiológico del OSE  

 

Se ha propuesto que el OSE es un elemento esencial en la regulación del proceso 

ovulatorio, en la ruptura del epitelio durante la ovulación (Figura 3) (Murdoch & 

McDonnel, 2002; Russell & Robker, 2007), y en la reparación postovulatoria (Singavarapu 

et al., 2010). Estos procesos que ocurren en cada ciclo ovulatorio (Figura 4), el OSE está 

involucrado y es fundamental en cada una de ellas, se dividen en 3 etapas: la fase inicial 

de la ovulación, la fase de ruptura y la fase de reparación. 

 

 La fase inicial de la ovulación (Figura 4) sucede en respuesta al pico de la LH, 

inducida por los estrógenos, la LH actúa sobre sus receptores localizados en las células 

de la teca, y en las células del OSE. Por efecto de la LH, ocurre la segunda división 

meiótica del gameto, la expansión de las células del cumulus en el folículo dominante y 

el aumento en el volumen antral, la síntesis de ácido hialurónico, la expulsión del ovocito 

y la luteinización de las células de la granulosa. Todos estos cambios en la estructura 

folicular conducen al aumento en la irrigación sanguínea en el folículo debido al 

adelgazamiento de las capas de colágena que lo rodean. A su vez, el folículo ovárico 

sobresale de la superficie ovárica y empuja a las células del OSE formando el punto de 

ruptura denominado ápice. Al romperse el sitio, se presenta la hemorragia, y con ello, la 

liberación de las prostaglandinas, la histamina, la vasopresina y al activador del 

plasminógeno urocinasa (APu), desencadenando la cascada lítica o de ruptura y la 

formación del canal ovulatorio. 

En la fase de ruptura, las células del OSE, la lámina basal donde descansa este 

epitelio, la túnica albugínea, y las distintas células ováricas que conforman al folículo 

ovárico (células de la granulosa y de la teca, así como sus respectivas láminas basales), 

presentan proteólisis y degradación. Esta fase ha sido ampliamente estudiada y 

esquematizada por Murdoch y colaboradores (Figura 3) de la siguiente manera: las 

células del OSE, secretan al activador del APu, una enzima proteolítica que degrada la 

membrana basal. Esta proteína induce un aumento de plasmina que, a su vez, activa a 

las colagenasas y promueve la liberación del TNF-α, el cual es secretado por las células 

endoteliales de los vasos sanguíneos que irrigan a las células de la teca; este factor 
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potencia la colagenólisis mediante la inducción de metaloproteasas como la MMP-1 en 

las células de la granulosa, la MMP-2 en las células de la teca y los fibroblastos, y la 

MMP-1 y MMP-9 en el OSE. La MMP-1 degrada a la teca y a la túnica albugínea, y la 

MMP-2 degrada las membranas basales, debilitando la pared folicular. La cascada 

proteolítica lleva a la muerte celular por apoptosis en las células del OSE y en las células 

que conforman al folículo ovárico (pared apical), favoreciendo la formación del estigma.  

 

  

  

 

OSE 

Membrana basal 

Túnica 
albugínea 

Teca externa 
Colágeno 

intersticial 
 MMP-1 

Fibroblasto 

Plasminógeno 

Células de la 
Granulosa 

Vénula/ 
Capilar 

Membrana basal 

Teca interna 

Plasmina 

Figura 3. Mecanismo de ruptura del OSE durante la ovulación. Desde los vasos sanguíneos que 

irrigan la teca interna (1), llega la LH a activar a sus receptores presentes en la membrana plasmática 

de las células del OSE (2), estimulando la secreción del plasminógeno urocinasa (APu) (3), el cuál 

convertirá al plasminógeno en plasmina (4), que, a su vez, activará a las metaloproteasas (5) y 

promueve la liberación del TNF-𝛼 de las células endoteliales (6). Con la finalidad de degradar las 

distintas capas celulares que conforman al folículo ovárico, la MMP-1 degradará la túnica albugínea 

y a la teca (7), y la MMP-2 degradará las membranas basales (8), y así permitir la liberación del 

ovocito (8). La cascada proteolítica inducida por la TNF-𝛼 (9), promueve la apoptosis de las células 

del OSE y la formación del estigma(10). Modificado de Murdoch y McDonnel et al, 2002. 

APu 

 MMP-2 
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Por último, en la fase de reparación (Figura 4), el cierre del punto de ruptura 

(denominado también estigma), se lleva a cabo mediante proliferación celular y 

migración. Las células del OSE de la periferia del punto de ruptura proliferan para sellar 

la superficie, mientras que otras, migran hacia el estroma y presentan la transición 

epitelio-mesénquima (TEM), contribuyendo a la formación de la nueva lámina basal y de 

la matriz extracelular estromal debido a la síntesis de novo de laminina, colágena tipo I, 

tipo III y tipo IV (Auersperg et al., 1991; Kruk et al., 1994; Ng & Barker, 2015). 

 

  

Fluido 
Folicular 

OSE 

OSE 
Enzimas 
Líticas 

Células Luteales 

Células de la Teca Células de la 
Granulosa 

Complejo cúmulo-
oocito Túnica albugínea 

(a) (b) (c) 

Figura 4. Fases cíclicas en la ruptura y remodelación del OSE. La primera fase (imagen a, fase inicial de la 

ovulación), consiste en la formación del ápice por efecto de la LH y la serie de cambios estructurales en el 

folículo que permitirán la expulsión del ovocito. La segunda fase (imagen b, fase de ruptura) involucra la 

ruptura del epitelio, la proteólisis de las distintas capas celulares que conforman al folículo ovárico, la 

liberación del ovocito durante la ovulación y la formación del estigma en la zona de ruptura. Finalmente, 

la tercera fase (imagen c, fase de reparación), comprende la reparación postovulatoria del epitelio en el 

punto de ruptura (estigma), a través de la proliferación y migración celular. Modificado de Ng y Barker et 

al, 2015. 
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Las zonas con mayor proliferación celular del OSE se encuentran adyacentes a 

los folículos grandes (Burdette et al., 2006; Singavarapu et al., 2010) y a los cuerpos 

lúteos (Burdette et al., 2006), en el punto de ruptura (Ng et al., 2014; Singavarapu et al., 

2010), y en el hilio (Flesken-Nikitin et al., 2013).  

El proceso de reparación que se lleva a cabo en el OSE es dependiente a la edad. 

Ratonas jóvenes, de 6 a 12 semanas, muestran mayor actividad proliferativa, en 

comparación con las ratonas envejecidas de 14 a 17 semanas (Mara et al., 2020). 

 Los mecanismos que subyacen a la fase de reparación no se han descritos 

detalladamente. Existe evidencia in-vitro e in-vivo que aportan información acerca de la 

dinámica de la reparación postovulatoria del OSE.  

Hallazgos recientes indican la participación de un nicho de células troncales en 

una región específica del propio epitelio en la reparación del OSE; esta propuesta fue el 

producto del trabajo de tres grupos independientes (Flesken-Nikitin et al., 2013; Ng et al., 

2014; Szotek et al., 2008). En estos reportes se describió la participación de células con 

naturaleza troncal, involucradas en la reparación del punto de ruptura en el OSE (Szotek 

et al., 2008). El nicho donde se localizan las células troncales está localizado en el hilio, 

el cual es una estructura que une al ovario con el ligamento suspensorio (Flesken-Nikitin 

et al., 2013), estas células expresan el marcador Lgr5 (Ng et al., 2014). No obstante, el 

porcentaje de células troncales del OSE ubicadas en el hilio, que expresan dicho 

marcador, es de alrededor del 10%. En líneas celulares derivadas de carcinoma ovárico 

se ha reportado que al suprimir la expresión de Lgr5, disminuye la proliferación celular y 

facilita la metástasis (Liu et al., 2018), considerándolo como un posible blanco para 

fármacos quimioterapéuticos. 

Recientemente, se ha descrito otra población celular que expresa el receptor de la 

proteína C (Procr, por sus siglas en inglés) y se expande una vez ocurrida la ovulación 

(alrededor del 20%) (J. Wang et al., 2019), independiente del linaje celular que expresa 

Lgr5. Sin embargo, al igual que la población celular Lgr5+, las células Procr representa 

el 10% del OSE. De manera interesante, cuando se abate la expresión de la población 

celular Procr+, se inhibe el cierre del punto de ruptura del OSE, afectando la integridad y 

homeostasis del epitelio (J. Wang et al., 2020). Se requieren trabajos adicionales que 
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complementen al estudio de la participación de poblaciones celulares con naturaleza 

troncal y su relación en la remodelación del OSE.  

En lo que respecta a proteínas y posibles vías de señalización involucradas en el 

proceso de reparación y en el mantenimiento de la integridad del OSE, las propuestas 

son variadas. 

La ciclooxigenasa 2 (COX2) incrementa la supervivencia de las células del OSE 

durante la reparación a través del receptor 4 de prostaglandina E2 (PTGER4), activando 

así la fosforilación de AKT, molécula conocida en regular la proliferación celular y la 

supervivencia (Carter et al., 2019). 

El TGFβ1 promueve la reparación del OSE por la inducción de la TEM a través de 

la activación de la vía de COX2 (Carter et al., 2019, 2021). Sin embargo, esto se estudió 

en modelos in-vitro y al compararlo a un modelo in-vivo, la expresión temporal de COX2 

no coincide. 

La vía de señalización de Wnt se ha  propuesto ampliamente debido a que participa 

en la proliferación celular y en la TEM, procesos fisiológicos importantes para reparar la 

ruptura del OSE (Usongo & Farookhi, 2012; Xu et al., 2018). Las proteínas Wnt4 y Wnt5a 

se expresan en el OSE y son esenciales durante la ovulación, pero es la Wnt5a la 

proteína clave en regular a la Vimentina y la CD44, y en promover la TEM a través de 

una vía no canónica Ca2+-dependiente (Abedini et al., 2020). 

 Si bien se ha ampliado la información de las posibles moléculas de señalización 

involucradas en la fase de reparación, el mecanismo completo continúa sin dilucidarse. 

 Una de las vías de señalización propuestas es a través de las purinas (Vázquez-

Cuevas, et al., 2013), no sólo por la liberación de ATP a través de la inervación simpática 

(Lara & Belmar, 1991), sino por la expresión de diversos receptores purinérgicos en el 

ovario (Martínez-Ramírez & Vázquez-Cuevas, 2015), tema que se abordará en párrafos 

posteriores. 
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El Papel Patológico del OSE 
 

Aproximadamente, el 90% de los cánceres ováricos son de origen epitelial, de 

éstos un porcentaje deriva del OSE (Auersperg, 2011). La hipótesis que sugiere la 

relación entre la carcinogénesis y el OSE es la ruptura del epitelio en cada ovulación a 

través de la vida reproductiva femenina, debido a que aumenta la probabilidad de generar 

alteraciones en los mecanismos de reparación postovulatoria del epitelio. En cada 

ovulación, se generan quistes de inclusión como resultado de la reparación del OSE, 

factores como la propensión genética, la alimentación, el ambiente, entre otros, pueden 

generar displasias en estos quistes llevando a la formación de algún carcinoma ovárico 

(Auersperg, 2013). Sin embargo, esta idea continúa siendo controversial. 

 

Desde el punto de vista histopatológico el carcinoma epitelial ovárico se clasifica 

en 4 tipos: endometroide, mucinoso, de células claras y seroso. Dependiendo de su 

agresividad y velocidad de diseminación, los tumores se subclasifican en 2 subtipos: Los 

tumores tipo I abarcan los serosos de bajo grado, endometroide de bajo grado, células 

claras y mucinoso; se cree que éstos se originan en el OSE, procedente de un tumor 

benigno o limítrofe. Por otro lado, los tumores tipo II, desarrollan tumores agresivos, este 

grupo comprende los tumores serosos de alto grado, endometroides de alto grado e 

indiferenciados. Estos últimos son tumores agresivos, se descubren ya en etapas 

avanzadas debido a la metástasis, puesto que invaden el peritoneo y los órganos 

cercanos al ovario, su origen es aún incierto pero se cree que derivan de puntos de 

transformación en las trompas de Falopio  (Karst & Drapkin, 2010; Okamura & Katabuchi, 

2004).  

Aún con la controversia que existe sobre el tejido de origen del carcinoma ovárico, 

el estudio del OSE sigue siendo de interés por sus posibles implicaciones patológicas. 
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El Sistema Purinérgico 

 

Las primeras acciones de las purinas como mensajeros químicos extracelulares 

fueron descritas por Drury y Szent-Györgyi en 1929 (Burnstock, 2014a; Drury & Szent-

Györgyi, 1929); décadas posteriores, esta idea fue confirmada por las contribuciones de 

Robert Berne, Bertil Fredholm y Goefrey Burnstock (Burnstock, 2014a).  

En 1972, Burnstock propuso la hipótesis purinérgica, cuya idea sugiere que el ATP 

actúa como un mensajero extracelular (Burnstock, 1972). Actualmente, sabemos que el 

ATP, sus metabolitos y un grupo amplio de elementos como ectonucleotidasas y 

receptores específicos conforman el sistema purinérgico de comunicación intercelular 

(Burnstock, 2014c, 2018).  

El ATP se produce por diferentes rutas metabólicas como la glucólisis y la 

fosforilación oxidativa y se libera al espacio extracelular por vesículas, lisis celular, 

estimulación mecánica, cambios osmóticos, procesos inflamatorios e hipoxia (Bodin & 

Burnstock, 2001), a través de diversas proteínas membranales como transportadores 

específicos (para adenosina, SSLC29A1, SLC29A2; concentrador de nucleósido, 

SLC28A1 Y SLC28A2), canales con dominio de unión a ATP (canales ABC), hemicanales 

de conexina y panexina, canales maxi-anión y canales aniónicos activados por volumen 

(A. R. Campos-Contreras et al., 2020; Corriden & Insel, 2010) (Figura 5).  

Una vez en el espacio extracelular, el ATP es sujeto de hidrólisis por 

ectonucleotidasas pertenecientes a 4 familias principales: (1) ENTPD/CD39 

(ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasa) que convierte al ATP y al  ADP en ADP y AMP, 

respectivamente, liberando Pi  (2) ENPP (ectonucleótido pirofosfatasa) que convierte al 

ATP a AMP y libera PPi; (3) Fosfatasas alcalinas (ALP) y (4) NT5E/CD73 (ecto-5’-

nucleotidasa) que convierte AMP en adenosina y libera Pi (Al-Rashida & Iqbal, 2014), y 

la adenosina deaminasa (ADA), convierte la adenosina en inosina. (Camici et al., 2018) 

(Figura 5). 

 

El ATP y sus metabolitos (AMP y adenosina) ejercen sus acciones sobre 

receptores específicos denominados receptores purinérgicos.  
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Los receptores purinérgicos se clasifican en dos grandes familias: aquellos 

receptores activados por adenosina se denominan P1 y los receptores activados por ATP 

y otros nucleótidos, P2. Los receptores P2 se subdividen en dos subfamilias: P2X, que 

son canales catiónicos activados por ligando y P2Y que son receptores acoplados a 

proteínas G (Figura 5). 

Los receptores P2Y pertenecen a la clase A, de la superfamilia de receptores 

acoplados a proteínas G con 7 dominios transmembranales (TM) hidrofóbicos (Díaz-

Muñoz et al., 2019; Jacobson et al., 2020), conectados por 3 asas intracelulares y 3 asas 

extracelulares. Consta de un N-terminal extracelular y un C-terminal intracelular. Las 

regiones TM3, TM6 y TM7 están muy conservadas y se han asociado al sitio de unión a 

ligando (Hillmann et al., 2009; Jacobson et al., 2015). 

 En la actualidad, se han descrito 8 miembros de la familia de receptores P2Y: 

P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14. Los receptores P2Y se 

agrupan con respecto al tipo de proteína G y/o a la sensibilidad a nucleótidos. Un grupo 

conformado por los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 acoplan a proteínas G 

heterotriméricas cuya subunidad alfa es del tipo Gi (Gαi), mientras que otro grupo 

comprende a los receptores de P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 que se asocian a 

proteínas Gαq. El receptor P2Y11 acopla también a la proteína Gαs. 

En cuanto a la sensibilidad a nucleótidos (Tabla 2) (Zemskov et al., 2011), los 

receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13 son sensibles principalmente a nucleótidos de adenina; 

los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 son sensibles a nucleótidos de uridina, mientras que 

P2Y2 y P2Y14 son sensibles a ambos (Costanzi et al., 2004). 

El papel de los nucleótidos de uridina como moléculas de señalización extracelular 

se describió a inicios del año 2000 (Lazarowski & Boucher, 2001). El UTP es un ligando 

fisiológico de los receptores P2Y2 y P2Y4, y el UDP de los receptores P2Y6 (von 

Kügelgen, 2006). El mecanismo de liberación UTP ó UDP, es similar a los que promueven 

la liberación de ATP, por ejemplo, a través de estimulación mecánica, por transportadores 

y hemicanales (Anderson & Parkinson, 1997). Al igual que con el ATP las 

ectonucleotidasas de la familia ENTPD y ENPP participan en la hidrólisis de los 

nucleótidos de uridina (De Ita et al., 2016; Harden & Lazarowski, 1999; Jin et al., 2014).   
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 El receptor P2Y2 (originalmente llamado P2U por su sensibilidad a nucleótidos de 

uridina) se clonó en células de neuroblastoma de ratón (Lustig et al., 1993), y 

posteriormente en humano (Parr et al., 1994), rata, perro y cerdo (King et al., 1998).  

El receptor P2Y2 tiene una distribución ubicua: Se ha detectado en el músculo 

esquelético, el músculo liso, la vesícula biliar, el corazón, el cerebro, la médula ósea, el 

pulmón, el estómago, el páncreas, el hígado y, recientemente, en el ovario (Rafehi & 

Müller, 2018); así mismo ha sido identificado en diversos tipos celulares, por ejemplo, en 

macrófagos, linfocitos, células epiteliales y células endoteliales (Brunschweiger & Müller, 

2006).   

Su función se ha  relacionado con la inducción de la migración y proliferación 

celular, en la regulación de respuestas inflamatorias, en la modulación de la quimiotaxis 

y en procesos de reparación en epitelios (Klepeis et al., 2004). 
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P2Y RECEPTOR AGONISTA EC50 ANTAGONISTA IC50 

P2Y1 MRS 2365 0.4 nM MRS 2500 0.95 nM  

 2-MeSADP 1.2 nM MRS 2279 51.6 nM 

 ADP 8 μM MRS 2179  330 nM 

     

P2Y2 UTP 1.5-5.8 μM ARC 118925 1 μM  

 ATP 2 μM   

 2-TioUTP 0.035 μM   

 MRS 2768 1.89 μM   

 MRS 4062 640 nM    

     

P2Y4 UTP 5.9 μM PSB 16133 233 nM  

 2-TioUTP 0.35 μM   

 MRS 4062 23 nM    

     

P2Y6 UTP 350 nM MRS 2578 37 nM  

 UDP 0.3 μM   

 2-TioUTP 1.5 μM   

 MRS 2693 0.015 μM   

     

P2Y11 NF 546 5.49 μM  NF 157 463 nM  

     

P2Y12 2-MeSADP 2 nM ARC 69931 0.4 nM  

 ATP 1.9 μM 2-MeSAMP 2.5 μM  

 ADP 0.07 μM ARC 67085 30 μM  

 2-MeSATP 0.4 nM   

     

P2Y13 2-MeSADP 19 nM MRS 2211 >10 μM 

 ADP 0.06 μM   

 ATP 0.26 μM   

     

P2Y14 UDP-glucosa 0.1-0.5 μM PPTN 1 nM  

  MRS 2690 49 nM      

Tabla 2. Receptores P2Y y su sensibilidad a agonistas y antagonistas. Descripción 

detallada de los distintos agonistas y antagonistas, nativos y sintéticos ampliamente 

utilizados en receptores de la familia P2Y. Modificado de Zemskov et al, 2011. 
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Figura 5. El sistema purinérgico en la comunicación paracrina-autocrina. La imagen muestra en resumen 

la señalización purinérgica. El ATP se produce en el interior de la célula en la glucólisis o la fosforilación 

oxidativa y su liberación al espacio extracelular se lleva a cabo de distintas maneras: a través de hemicanales 

como las conexinas o panexinas, por canales activados por voltaje o por estimulación mecánica, por difusión 

facilitada con los transportadores ABC, por vesículas exocíticas o por lisis celular. Una vez en el espacio 

extracelular, las ectonucleotidasas presentes en la superficie celular, hidrolizan el ATP y otros nucleótidos 

en sus metabolitos defosforilados que activan a receptores purinérgicos expresados en la membrana 

plasmática de las mismas células que liberan el ATP o en las células vecinas. Los receptores purinérgicos se 

clasifican en dos grandes familias: los receptores P1, activados por adenosina y los receptores P2, activados 

por ATP y otros nucleótidos. También, los receptores P2 se subdividen en dos subfamilias: los P2XR, que 

son canales catiónicos activados por ligando y los P2YR que son receptores acoplados a proteínas G. Tanto 

el ATP, como sus nucleótidos, también participan como mensajeros autocrinos o paracrinos. Modificado de 

Contreras-Campos et al, 2020. 
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La señalización purinérgica en el ovario 

 

La expresión de receptores purinérgicos se ha detectado a distintos niveles del eje 

hipotálamo-hipófisis-ovario (Bjelobaba et al., 2015; Burnstock, 2014b). La región media 

lateral del hipotálamo, justo en la zona donde se encuentran las neuronas GnRHérgicas, 

muestra poblaciones equivalentes de receptores purinérgicos P2X, P2Y y de adenosina 

(Bjelobaba et al., 2015). En la región anterior de la hipófisis, donde se encuentran los 

gonadotropos, la población purinérgica que predomina, pertenece a la subfamilia P2X 

(Bjelobaba et al., 2015). Sin embargo, no se ha caracterizado con detalle el papel de 

estos receptores en dichas regiones. 

Las distintas funciones ováricas se regulan por el sistema neuroendocrino y por 

una serie de mensajeros locales (Atwood & Vadakkadath Meethal, 2016). Recientemente, 

se ha estudiado al ATP como mensajero intraovárico; su liberación local resultado de un 

efecto mecánico o por apoptosis (Schwiebert & Zsembery, 2003), así como la expresión 

de receptores purinérgicos en las distintas células ováricas sugiere que participa en la 

fina regulación de la función ovárica.  

Una fuente extrínseca de ATP es la inervación simpática (Aguado & Ojeda, 1984; 

Chávez-Genaro et al., 2007; Spicer, 1986). Los trabajos de Lara y colaboradores 

establecieron que, en el ovario de la gata, las terminales simpáticas coliberan 

noradrenalina y ATP en cantidades equimolares, y la denervación, lleva a la reducción 

de la concentración de ATP en el ovario, alteraciones en el ciclo estral y en la 

foliculogénesis (Lara & Belmar, 1991). 

Otra fuente de nucleótidos es el fluido folicular, en donde se han identificado 

metabolitos derivados de nucleótidos, como el guanosín monofosfato cíclico (GMPc) o la 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Así mismo, se ha estableciendo un papel en la 

maduración del ovocito (Eppig et al., 1985). Esto nos sugiere la presencia de la 

maquinaria metabólica purinérgica en el folículo.  
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Numerosos trabajos evidencian que la señalización purinérgica es un importante 

sistema de comunicación paracrina-autocrina que modula procesos celulares como la 

proliferación celular, la inducción de la apoptosis y en la esteroidogénesis en las distintas 

células ováricas (Martínez-Ramírez & Vázquez-Cuevas, 2015) (Figura 6). 

En las células de la teca se ha demostrado que se expresa el receptor P2X7 y su 

activación farmacológica puede inducir apoptosis (Vázquez-Cuevas et al., 2006). En este 

mismo tipo celular, se han identificado los receptores purinérgicos P2Y2 y P2Y6, al 

activarlos con UTP o UDP, se induce un incremento transitorio en la concentración de 

calcio intracelular. Además, se ha demostrado que la activación del receptor P2Y2 

promueve la proliferación por una vía que involucra la actividad de la proteína cinasa C 

(PKC) y de las cinasas ERK (Vázquez-Cuevas et al., 2010).  

En las células de la granulosa de humano (C. J. Tai, Kang, & Leung, 2001), al 

activar a un receptor de la familia P2Y con ATP, induce las oscilaciones de calcio 

intracelular a través de la activación de los receptores a IP3 en el retículo endoplásmico. 

En células de la granulosa-luteales, el receptor P2Y6 regula la esteroidogénesis y 

la proliferación (Bao et al., 2017). Así mismo, se ha mostrado que receptores A2A 

sensibles a adenosina, en regulación cruzada con los receptores para la LH, potencian 

la producción de AMPc (Polan et al., 1983). 

En las células luteales de murino se detectó la expresión del receptor P2X7, con 

base en manipulaciones farmacológicas se demostró que el receptor disminuye la 

proliferación celular. Tanto el ATP, como el BzATP, inhiben la expresión de la  ciclina D2 

y la ciclina E2, proteínas reguladoras del ciclo celular (J. Wang et al., 2015). 

En las células del complejo cúmulo-ovocito (COC) también se ha documentado la 

expresión funcional de receptores purinérgicos. En las células del cúmulo de ratón se 

expresa el receptor P2Y2 y su estimulación induce corrientes iónicas que se propagan 

hasta el ovocito (Arellano et al., 2002). 
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OSE 
P2X7 

Cuerpo Lúteo 
P2X7 

Células de la Teca 
P2X7, P2Y2, P2Y6 

Células de la Granulosa 
P2X7, P2Y2, P2Y4, A2B 

Complejo cúmulo-ovocito 
P2Y2, Receptor de 

Adenosina indefinido 

Figura 6. Expresión de los receptores purinérgicos en las células ováricas. En los años recientes, 

se ha descrito la participación de las purinas en procesos celulares importantes en la fisiología 

ovárica de diversas especies. En el cuerpo lúteo murino, se expresa el receptor P2X7 y participa en 

la inhibición de la proliferación celular. En las células de la teca porcina, se expresa el receptor P2X7 

y promueve la muerte celular de éstas; en el caso de los roedores, se expresan los receptores P2Y2 

y P2Y6, involucrados en la proliferación celular vía Ca++/ERK. Las células de la granulosa de 

humano, porcino y aviar se expresan los receptores P2Y2, P2Y4 y P2X7; participan en la modulación 

de la producción de progesterona, en la movilización del Ca2+ intracelular y en la apoptosis, 

respectivamente. El complejo cúmulo-ovocito porcino y murino, se expresa un receptor sensible a 

adenosina y el receptor P2Y2; están involucrados en la inhibición de la maduración del ovocito y 

en la activación de canales iónicos. En el OSE murino, se expresa el receptor P2X7 involucrado en 

la apoptosis de los folículos ováricos durante la fase del proestro previo a la ovulación. Modificado 

de Martínez-Ramírez y Vázquez-Cuevas, 2015. 
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ANTECEDENTES 

 

El OSE es una estructura que posee características particulares que, debido a la 

expresión de marcadores epitelio-mesénquimales, desempeña un papel fundamental en 

cada una de las fases de la ovulación. 

Destacando el particular interés en el proceso de cicatrización del punto de ruptura 

en el ovario en la fase postovulatoria tiene repercusiones en el contexto patológico, 

pudiendo ser un centro generador de procesos cancerosos (Auersperg, 2011; Okamura 

& Katabuchi, 2004).  

El interés de nuestro grupo de trabajo es evidenciar el posible papel de la 

comunicación purinérgica en la reparación postovulatoria de esta estructura. El objetivo 

de este trabajo es caracterizar la expresión funcional del receptor P2Y2 en el OSE 

durante la etapa del estro. 

 

En un estudio previo, demostramos que el OSE de ratón expresa al receptor P2X7. 

Mediante inmunolocalización, observamos que el nivel de expresión del receptor varía a 

lo largo del ciclo estral, siendo mayor en la etapa del proestro. Una de las respuestas 

celulares más notable fue que la inyección intrabursal de BzATP, un agonista selectivo 

de los receptores P2X7,  promovía la apoptosis de las células del OSE (Vázquez-Cuevas, 

et al., 2013).  

La caracterización funcional del receptor P2X7 (Figura 7), se realizó en cultivos 

primarios del OSE, analizando cambios en la concentración intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i) 

inducidos por ligandos purinérgicos. Así, el estímulo con 10 M de BzATP, indujo un 

incremento en la [Ca2+]i, que disminuía notablemente en ausencia de calcio extracelular 

(exCa2+) (Figura 7A). Por otra parte, el estímulo con 10 M de ATP, una concentración 

lejana a la EC50 del receptor P2X7 (EC50 = 1mM), generó una respuesta de movilización 

de Ca2+ insensible a la presencia o ausencia de exCa2+ (Figura 7B), sugiriendo que el 

OSE expresa, además de P2X7 a un receptor P2Y.  
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En un estudio posterior, también en cultivos primarios de OSE (Lara-Mejía, 2014); 

caracterizamos la movilización de la [Ca2+]i, en respuesta a otros ligandos purinérgicos. 

El estímulo con UTP, un agonista selectivo de los receptores P2Y2 y P2Y4, indujo 

respuestas transitorias de incremento en la [Ca2+]i. Adicionalmente, ambos receptores se 

detectaron por inmunofluorescencia. En conjunto, nuestras evidencias sugerían que 

receptores P2Y2 y/o receptores P2Y4 se expresan en el OSE de ratón.  

Debido a que el receptor P2Y2 es prototípico de la familia y a que, en otros tipos 

celulares, incluidas las células de la teca folicular (Campos-Contreras et al., 2019; 

Vázquez-Cuevas et al., 2010), es un mediador de la proliferación, decidimos caracterizar 

su expresión en el OSE y analizar si es capaz de promover la proliferación celular.  

 

Un aspecto fundamental del presente estudio fue que se muestra evidencia in-situ 

de la expresión funcional de P2Y2, dado que el OSE como otros epitelios, al ser aislado 

de su tejido de origen y puesto en cajas de cultivo, adquiere un fenotipo fibroblástico 

(Greenburg & Hay, 1982; Okamura et al., 2006), perdiendo sus propiedades epiteliales y 

no mimetiza las condiciones fisiológicas ováricas, debido a que las células del OSE son 

altamente responsivas al entorno, como la influencia de los elementos intraováricos 

Figura 7. Cambios en la concentración intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i) inducidos por ligandos 

purinérgicos en cultivos primarios de OSE. Registros de dinámica de calcio mediante el sensor 

fluorométrico Fluo-4AM en un cultivo primario de células de OSE. Los efectos generados por el 

agonista BzATP (A), o por ATP (B) a concentraciones equimolares, en el cambio de la [Ca2+]i 

(representado en porcentaje en intensidad de la fluorescencia basal, %IF). Ambos registros se 

llevaron a cabo en una Solución Krebs-Ringer Normal (KN, registro en gris), en comparación con 

aquellos obtenidos en una Solución Libre de Ca2+ (KZCa, registro en negro). Modificado de Vázquez-

Cuevas et al, 2013.  
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(folículos ováricos y cuerpos lúteos), y la señalización paracrina-autocrina que posee el 

ovario. 

 A partir de estas observaciones, es importante el estudio de la participación del 

receptor P2Y2 en el OSE y su implicación en la proliferación celular durante la reparación 

postovulatoria y así comprender los mecanismos celulares y moleculares involucrados 

que aportará información básica sobre una estructura importante en la fisiología del 

ovario. 
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HIPÓTESIS   

 

El receptor P2Y2 se expresa en el OSE de ratón, se encuentra acoplado a su vía 

canónica de transducción de señales (Gq/PLC/Ca2+) y su activación farmacológica 

promueve proliferación celular. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Demostrar la expresión y función del receptor purinérgico P2Y2 en el OSE y 

evaluar los efectos de su estimulación farmacológica en la proliferación celular en 

modelos murinos in-situ.  

 

 
OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1. Analizar la expresión del receptor P2Y2 en cultivos primarios de OSE e in-situ 

2. Documentar la función del receptor P2Y2 mediante el análisis de movilización de 

Ca2+ intracelular.   

3. Determinar la expresión in-situ del receptor P2Y2 en regiones adyacentes al 

folículo ovárico y al cuerpo lúteo. 

4. Analizar la funcionalidad del receptor P2Y2 in-situ la movilización de Ca2+ 

intracelular y la fosforilación de la cinasa ERK.   

5. Evaluar el impacto de la estimulación in-situ del receptor P2Y2 sobre la 

proliferación celular.  

6. Analizar el efecto de la estimulación del receptor P2Y2 in-situ sobre la población 

folicular. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Todos los procedimientos empleados en este proyecto fueron aprobados por el 

Comité de Bioética del Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma 

de México, protocolo 87.A. 

 

Animales y seguimiento del ciclo estral. 

Para este estudio, se emplearon ratonas vírgenes de la cepa C57BL6/J de 8 a 9 

semanas de edad, en condiciones de alimentación ad libitum, ciclo de 12 h de 

luz/oscuridad. 

El ciclo estral fue monitoreado mediante la toma diaria de frotis vaginales, los 

cuales fueron teñidos con hematoxilina y eosina. Los animales que presentaron ciclos 

regulares de 4 días, fueron seleccionados para realizar los experimentos. 

 

Cultivo primario de células del OSE.  

Los ovarios de ratonas cíclicas en el día del estro fueron disecados y colocados 

en medio L-15 (Sigma-Aldrich). Con ayuda de unas pinzas, a los ovarios se les retiró la 

bursa y el tejido adiposo adyacente, se colocaron en 4 mg/mL de colagenasa en Solución 

A (en mM: 137 NaCl, 5 KCl, 0.5 NaH2PO4, 0.8 Na2HPO4, 9.9 HEPES, 4.1 NaHCO3, 0.5 

EGTA y 5 Glucosa, a pH= 7.4) y fueron incubados durante 20 min a 37°C. Posteriormente, 

los ovarios se pasaron 30 veces a través de una punta de micropipeta con el diámetro 

modificado.  

Los ovarios fueron descartados y la solución enzimática fue centrifugada a 2,000 

rpm durante 5 min. El precipitado celular fu resuspendido en 20 µL de medio DMEM/F-

12 (Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Thermo 

Fisher Scientific). Con el objetivo de evitar la diferenciación del fenotipo epitelial al 

fibroblástico, se utilizó un gel que asemeja a la matriz extracelular como un medio de 

sostén en la superficie de la placa de cultivo. Para ello, las células resuspendidas fueron 

cultivadas durante un tiempo corto (6 h) en placas de vidrio tratadas previamente con 

colágena de cola de rata.  
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Transcurrido ese tiempo, las células fueron empleadas para los estudios de 

dinámica de Ca2+ o fijadas con solución de paraformaldehído al 4% (PFA, Sigma-Aldrich) 

para las inmunofluorescencias.   

 

Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR). 

 La expresión del transcrito del receptor P2Y2 en las células del OSE se analizó 

por RT-PCR. Para ello, las células de OSE fueron obtenidas de 10 ratonas cíclicas en el 

día del estro y se aislaron siguiendo el protocolo mencionado anteriormente.  

Después de 6 h de cultivo, el RNA total fue aislado con Trizol (Thermo Fisher 

Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración de las muestras 

de RNA fueron determinadas por espectrofotometría en un NanoDrop 1000 (Thermo 

Fisher Scientific) y la integridad de las muestras se analizó por electroforesis, en geles 

de agarosa. 

 La reacción de transcripción reversa se realizó con 2 μg de RNA tratado 

previamente con DNAsa, 0.25 mg de Oligo dT, 10 mM de dNTPs y la retrotranscriptasa 

M-MLV (200 U; Promega). El DNA complementario (cDNA) obtenido fue utilizado para 

amplificar el transcrito del gen P2ry2; Sod2 se tomó como transcrito constitutivo. La 

reacción de PCR de punto final se realizó con 2 mM de dNTPs, 10 µM de cada 

oligonucleótido, 5 U de la Taq polimerasa recombinante (Thermo Fisher Scientific) y 2 µL 

de cDNA. Los oligonucleótidos utilizados para las reacciones de PCR fueron los 

siguientes: P2yr2forward ACCTGGAACCCTGGAATAG; P2yr2reverse AGGCGGCATAG 

GAAGATATAG; Sod2forward TGGACAAACCTGAGCCCTAA y Sod2reverse 

GACCCAAAGTCACGCTTGATA. El protocolo de amplificación consistió en: una 

incubación inicial de 60 s a 95°C; 25 ciclos bajo las siguientes condiciones: 30 s a 95°C, 

30 s a 55° y 40 s a 72°C, al terminar se realizó otra incubación a 72°C durante 5 min. Los 

amplicones fueron teñidos con GelRed (Biotium) y visualizados por electroforesis de 

agarosa al 1.5%. La identidad fue confirmada por secuenciación y comparación con la 

secuencia disponible en la plataforma de BLAST. 
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Inmunofluorescencia. 

Para detectar la expresión de distintas proteínas de nuestro interés en el OSE, 

aquellos ovarios preservados en formalina al 10%, fueron deshidratados en un tren de 

alcoholes (alcohol 50%-xilol) en un protocolo de 12 h e incluidos en parafina. 

Posteriormente, con un micrótomo (RM2150, Leica Biosystems), se obtuvieron 

rebanadas de 10 µm que se recolectaron en laminillas electrocargadas. Los tejidos fueron 

desparafinizados en una incubadora a 60°C, se rehidrataron en un tren de alcoholes 

(xilol-alcohol 70%) y fueron sumergidos en una solución de citratos 10 mM durante 20 

min a 95-100°C. Una vez transcurrido el tiempo, los tejidos fueron incubados otros 20 min 

a temperatura ambiente, lavados con una solución de amortiguadora de fosfatos (PBS) y 

procesados a realizar las inmunofluorescencias. 

 

 La inmunohistofluorescencia realizada en las rebanadas de ovario fue llevado a 

cabo siguiendo el protocolo previamente reportado (Vázquez-Cuevas, et al., 2013). 

Brevemente, los tejidos fueron incubados con los anticuerpos primarios anti-P2Y2 (Novus 

Biologicals LLC), anti-CQ-18 (Thermo Fisher Scientific) o anti-ERK 1/2 fosforilada (Cell 

Signaling Technology), a una dilución 1:100 a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, 

fueron incubados con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado a Alexa Fluor-

488 o anti-IgG de ratón acoplado a Cy5, a una dilución 1:200 durante 2 h a temperatura 

ambiente. Los núcleos fueron teñidos con 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) o con Yoduro 

de Propidio (Abcam) y los tejidos fueron montados con VectaShield (Vector Laboratories). 

 Las muestras fueron observadas por microscopía confocal en el equipo Zeiss LSM 

780 DUO. Las imágenes fueron capturadas en el programa ZEN Software (Carl Zeiss) y 

analizadas con el programa ImageJ (NIH Bethesda), cuantificando la intensidad de la 

fluorescencia como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). 

 

 Las células del OSE cultivadas en placas de vidrio fueron fijadas con PFA al 4%, 

lavadas con solución PBS e incubadas con un anticuerpo contra el marcador epitelial 

citoqueratina 18 (CQ-18, Dilución 1:200; Thermo Fisher Scientific) o contra el receptor 

P2Y2 (Dilución 1:200; Novus Biologicals LLC). La contratinción de los núcleos se realizó 
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con Yoduro de Propidio (Abcam) y fueron observadas por microscopía confocal (Carl 

Zeiss). 

 

Obtención de rebanadas vivas de ovario  

Las rebanadas vivas de ovario fueron obtenidas siguiendo un protocolo 

previamente reportado (Bahena-Alvarez et al., 2019), el cual se evaluó y aprobó y por la 

comisión de bioética del INB. Las ratonas fueron sacrificadas por dislocación cervical, se 

disecaron los ovarios, se removió la bursa y el tejido adiposo adyacente y se sumergieron 

en agarosa de bajo punto de fusión al 3% disuelta en Solución Krebs Ringer (KRS) (en 

mM: 125 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 1.25 NaH2PO4, 26 NaHCO3 y 10 Glucosa; 

gasificada con carbógeno y ajustada a pH= 7.4). 

Después, el bloque de agarosa se pegó en la platina de un vibratomo (VT1000S 

Leica Biosystems), y fue sumergido en solución KRS, gasificada con carbógeno a 

temperatura a punto de congelación. En el vibratomo se obtuvieron rebanadas de 150 

µm de espesor las cuales se colocaron en una caja Petri con Solución KRS y se 

mantuvieron en una atmósfera de 95% O2, 5% CO2 a temperatura ambiente. 

 

Dinámica de calcio intracelular. 

Los registros de Ca2+ en rebanadas de ovario se realizaron siguiendo el protocolo 

previamente reportado (Bahena-Alvarez et al., 2019). Las rebanadas de ovario de ratón 

fueron incubadas con 5 μM del sensor Fluo 4-AM (Molecular Probes) y 0.1% de ácido 

plurónico en KRS durante 25 min a temperatura ambiente.  

 Transcurrido el tiempo de incubación con el sensor de Ca2+, las rebanadas fueron 

lavadas y colocadas en una cámara de registro, previamente tratada con poli-L-lisina, en 

KRS. La solución de la cámara era recirculada por medio de una bomba peristáltica 

(ISMATEC High Precision Multichannel Pump), la perfusión se realizó por gravedad. La 

cámara de registro fue colocada bajo un microscopio estereoscópico de fluorescencia 

(Leica M205FA; Objetivo Plan APO 2.0X; Leica Microsystems), las rebanadas se 

estimularon con los ligandos: ATP (Cat. No. A2383-10G; Sigma-Aldrich), UTP (Cat. No. 

U6628-100MG; Sigma-Aldrich) o con el antagonista selectivo al receptor P2Y2, ARC-

118925 (Cat. No. 4890; Tocris Bioscience) durante 30 s, de acuerdo al protocolo indicado 
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en cada experimento, y la adquisición de imágenes se llevó a cabo con una cámara digital 

(Photometrics Cool SNAP HQ2 Monochrome Camera), a una exposición de 200 ms y 

utilizando el programa Micro Manager. Las secuencias de imágenes fueron analizadas 

con el programa ImageJ (NIH-Bethesda), seleccionando cada célula del OSE como 

regiones de interés (ROI), de cada rebanada. Los valores en la intensidad de la 

fluorescencia fueron normalizados, siguiendo la siguiente formula: (F/F0) *100, donde F 

representa la intensidad de fluorescencia obtenida a cualquier tiempo y F0 representa la 

intensidad de fluorescencia mínima antes de añadir el estímulo. Las variaciones en la 

intensidad de fluorescencia fueron expresadas en unidades arbitrarias de fluorescencia 

con respecto del basal (%UAF) en función del tiempo (seg). 

 Para el registro de las células de OSE cultivadas en placas de vidrio, se cargaron 

con 5 μM de Fluo 4-AM disuelto en KRS y fueron incubadas durante 25 min a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación, las placas de vidrio fueron colocadas en 

una cámara de registro en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i, Nikon 

Corp.), con perfusión constante (2 mL/min), por gravedad. Después, las células se 

dejaron reposar durante 60 s previo al estímulo y se añadieron los agonistas o 

antagonista previamente mencionados durante 30 s en la solución de perfusión. Las 

imágenes obtenidas fueron analizadas con el programa ImageJ (NIH-Bethesda), 

siguiendo el protocolo de análisis de los datos anteriormente mencionado. Las 

variaciones en la intensidad de fluorescencia fueron expresadas en unidades arbitrarias 

de fluorescencia con respecto del basal (%UAF) en función del tiempo (seg). 

 

Inyección intrabursal. 

Con la finalidad de analizar la funcionalidad del receptor P2Y2 in-vivo, se realizó 

la inyección intrabursal de ligandos purinérgicos (Cordero et al., 2010; Vázquez-Cuevas, 

et al., 2013), en ratonas cíclicas, a las 8 h (preovulación) y a las 14 h (postovulación). 

Para esto, las ratonas fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (1 mg/Kg) 

y ketamina (25 mg/Kg), se realizó una incisión en la parte dorsal para exponer el ovario. 

Con ayuda de un sistema de inyección y bajo el microscopio estereoscópico se aplicaron 

10 µL del agonista (UTP 100 µM) o del antagonista (ARC-118925 10 µM) disueltos en 
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solución PBS 1X, en el espacio entre la bursa y el ovario. El ovario contralateral, recibió 

vehículo (PBS 1X). 

Una vez realizada la inyección de los fármacos y del vehículo, se dejó incubando 

durante 5 min, posteriormente, los ovarios fueron disecados y preservados en formalina 

al 10% para su posterior análisis por inmunofluorescencia. 

 

Análisis de la proliferación celular in-situ. 

Las ratonas recibieron una inyección intrabursal del agonista no-hidrolizable 

UTPɣS 100 µM en la tarde del proestro y el ovario contralateral recibió el vehículo. 

Después del estímulo, las ratonas se sacrificaron en la tarde del estro esperado, se 

disecaron los ovarios y se preservaron en formalina a 10% para su posterior inclusión en 

parafina. 

 Posteriormente, en cortes histológicos de 10 µm, se realizó la detección de la 

proteína proliferativa Ki67 mediante inmunohistoquímica (Hoffmann et al., 2008) con el 

kit comercial VECTASTAIN Elite ABC-HRP (Vector Laboratories), siguiendo las 

instrucciones de la casa comercial. Las muestras se incubaron con un anticuerpo contra 

Ki67 (Dilución 1:100; Cell Signaling Technology) durante toda la noche y se observaron 

por microscopía de campo claro (Leica Microsystems). Para el análisis, se tomaron 55 

áreas por cada ovario a partir de 3 ovarios de animales distintos.  

 

Población folicular. 

Con la finalidad de observar el efecto de la estimulación del receptor P2Y2 

expresado en el OSE a largo plazo (1 clico estral), las ratonas recibieron una inyección 

intrabursal de 100 µM de UTPɣS en la tarde del proestro y se sacrificaron en la tarde del 

estro del siguiente ciclo estral. El ovario contralateral recibió vehículo. Cumplido el 

periodo planteado, los ovarios fueron removidos y preservados en formalina al 10% y 

embebidos en parafina.  

Para el análisis folicular, se obtuvieron cortes histológicos seriados de 6 µm que 

fueron teñidos en hematoxilina-eosina. El análisis de la población folicular se realizó 

contando el número de folículos mayores a 70 m, en los cortes seriados (Garrido, et al.,  

2018).   
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Análisis Estadístico. 

El análisis estadístico fue realizado en el programa GraphPad Prism (GraphPad, 

Inc.). Los datos analizados fueron expresados como la media ± error estándar. Los 

grupos fueron comparados utilizando la prueba t de Student pareada y no pareada. El 

análisis comparativo del tamaño folicular se utilizó la prueba de Tukey. Se consideró 

como diferencia significativa una p < 0.05. 
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RESULTADOS 

 

La citoqueratina 18 es un marcador específico de las células del OSE. 

 

El presente trabajo se centró en el análisis de la expresión y la funcionalidad del 

receptor P2Y2 en el OSE in-vitro e in-situ. En primera instancia, nos enfocamos en 

identificar al OSE utilizando la expresión de la citoqueratina 18 (CQ-18), un marcador 

característico de este tejido (Auersperg et al., 2001). Mediante ensayos de 

inmunofluorescencia en rebanadas de ovario de ratón, de 10 µm de espesor (Figura 8A), 

pudimos observar inmunoreactividad en una sola capa de células que bordea todo el 

contorno del ovario, esta monocapa corresponde al OSE (Figura 8B, señal verde). Como 

control de estos marcajes, realizamos preparaciones en las que omitimos el anticuerpo 

primario, pero sí incubamos con el anticuerpo secundario; en estas condiciones no 

observamos ninguna señal (Figura 8C). Estas observaciones mostraron que el marcaje 

con CQ-18 es altamente específico para el OSE, además demuestra que en nuestras 

preparaciones histológicas el OSE está debidamente conservado, dado que es común 

que se desprenda por la manipulación experimental. Este resultado también sugiere que 

la expresión de la CQ-18 puede ser utilizada para corroborar la identidad de células 

provenientes de esta capa en preparaciones in-vitro. 

Con la finalidad de establecer el cultivo primario de células del OSE, los ovarios 

fueron tratados como se describe en la sección de “Materiales y Métodos”, las células 

obtenidas se cultivaron por 6 h en superficies tratadas con colágena de la cola de rata, 

para evitar la diferenciación de las células epiteliales a un fenotipo fibroblástico, que no 

expresa marcadores epiteliales, como la citoqueratina ya que expresa marcadores 

mesénquimales, entre ellos, la vimentina (Hornby et al., 1992). En la Figura 8D, se 

observa un cúmulo de células, con un fenotipo epitelial, planas, organizadas en 

monocapa, donde la expresión de la CQ-18 resultó positiva (señal en verde), en 

comparación con el control negativo (Figura 8E). Estas observaciones confirmaron que 

las células aisladas corresponden a células del OSE. 
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Figura 8. La citoqueratina 18 (CQ-18) se expresa en el OSE de ratón. La expresión de la CQ-18 fue 

detectada en rebanadas (10 m) de ovario de ratón en el día del estro. (A) y en cultivos primarios de 

OSE (D). En ambos casos, los núcleos celulares fueron teñidos con yoduro de propidio (PI, señal roja) 

y la CQ-18 con un anticuerpo policlonal que a su vez fue detectado utilizando un anticuerpo 

secundario acoplado a Alexa Fluor-488 (señal verde). Los controles negativos de estos ensayos se 

omitió el anticuerpo primario (C y E). Las flechas en (B) señalan el OSE. Ctrl: Control, CL: cuerpo lúteo, 

FP: folículo primario, FA: folículo antral, T: teca y G: granulosa. A-C, N= 3 ratonas; D y E, n = 50 células 

de 3 ensayos independientes. 
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El receptor P2Y2 se expresa en cultivos primarios de células del OSE de ratón. 

 

Debido a que se ha demostrado que el receptor P2Y2 está relacionado con la 

inducción de proliferación y diferenciación de células de origen epitelial (Schultze-Mosgau 

et al., 2000), es de nuestro interés caracterizar su expresión en células del OSE.  

El primer paso fue demostrar la expresión del transcrito del gen p2ry2, que codifica 

para el receptor P2Y2, en cultivos primarios de OSE, mediante transcripción reversa y 

PCR. Utilizando cebadores específicos obtuvimos un producto de amplificación de ~157 

pb, como transcrito constitutivo amplificamos el gen de la superóxido dismutasa 2 (Sod2) 

(Figura 9A). Los amplicones fueron secuenciados y las secuencias fueron analizadas 

mediante alineamiento en la plataforma de BLAST, el transcrito de P2RY2 y el de SOD2 

fueron reconocidos con los números de identificador NM_008773 y NM_013671, que 

corresponden a las secuencias nucleotídicas previamente reportadas para el receptor 

P2Y2 y de la SOD2 de ratón, respectivamente. 

Posteriormente, analizamos la expresión del receptor P2Y2 en cultivos primarios 

de células del OSE por medio de inmunofluorescencia. Se observó que la 

inmunoreactividad estaba enriquecida en las regiones que rodean a las células, lo que 

sugiere que corresponde a la membrana plasmática; no obstante, en el citoplasma es 

posible identificar regiones positivas en forma de “clusters” (Figura 9B). 
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Figura 9. El receptor P2Y2 se expresa en el OSE de ratón in-vitro. Mediante RT-PCR (A) se detectó el 

transcrito del gen p2ry2, como producto de la reacción se observó un amplicón de 175 pb, el transcrito 

de Sod2 (65 pb) se amplificó como constitutivo. El producto de amplificación de p2yr2 fue secuenciado y 

su identidad confirmada en la plataforma BLAST. (B) La detección del receptor P2Y2 en el cultivo primario 

de células del OSE, se realizó utilizando un anticuerpo primario contra el receptor y un secundario 

acoplado a Alexa Fluor-488 (señal verde); los núcleos fueron teñidos con yoduro de propidio (PI, señal 

roja). n = 50 células de 3 ensayos independientes. 
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El receptor P2Y2 se expresa en el OSE de ratón in-situ. 

 

Uno de los objetivos del presente estudio fue detectar la expresión del receptor 

P2Y2 in-situ, lo cual cobra relevancia porque las células epiteliales experimentan la 

diferenciación a una morfología fibroblástica cuando se les aísla de un órgano y se les 

trata de cultivar (Greenburg & Hay, 1982; Okamura et al., 2006); por lo que consideramos 

que una caracterización de un receptor en el OSE que refleje la fisiología era necesario 

realizarla in-situ. Así, iniciamos documentando la expresión del receptor P2Y2 por 

inmunofluorescencia en rebanadas de ovario de ratón. 

 Uno de los problemas prácticos que surgen en este tipo de aproximaciones es que 

el OSE es susceptible al desprendimiento mecánico durante el procesamiento 

histológico, lo cual fue subsanado realizando los cortes sin retirar la bursa ovárica, en 

estas condiciones el OSE se preserva en toda la superficie ovárica (Figura 10).  

En las imágenes de inmunofluorescencia detectamos el inmunomarcaje del 

receptor P2Y2 en distintos elementos intraováricos, como en las células de la teca y de 

la granulosa que conforman el folículo, lo cual ya ha sido descrito recientemente en el 

ovario de rata (Campos-Contreras et al., 2019), en las células de los cuerpos lúteos, en 

distintas zonas del estroma y en el OSE.  

 

Para realizar un análisis sistemático de las imágenes de inmunofluorescencia, primero 

adquirimos una imagen panorámica de la rebanada (Figura 10A). A partir de dicha 

imagen, se adquirieron fotografías de regiones discretas del OSE adyacentes a folículos 

ováricos y a cuerpos lúteos (Figura 10B-C). Con el fin de analizar si estos elementos 

intraováricos tienen influencia en la expresión del receptor P2Y2 en las células del OSE.  

El análisis de la expresión del receptor P2Y2 se llevó a cabo en dos momentos del 

día del estro: a las 8 h, correspondiente al punto cercano de la ovulación y a las 14 h, 

posterior a la ovulación. En todas las condiciones se obtuvo una estimación del nivel de 

inmunoreactividad del receptor P2Y2.Las regiones de interés se determinaron al elegir 

cada célula y fue normalizado con respecto a las regiones de interés de las células del 

grupo control. Cada región de interés normalizado fue cuantificada como célula única y 

expresado como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) (Figura 11A-B), al 
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comparar los niveles de expresión en las imágenes. no se observó diferencia entre las 8 

y las 14 horas en regiones del OSE adyacentes a folículos (Figura 11C) (9.4 ± 1.09 vs 

7.4 ± 1.55 UAF, para 8 y 14 h respectivamente) o en regiones del OSE adyacentes a 

cuerpos lúteos (Figura 11D) (7.2 ± 1.78 vs 8.9 ± 1.30 UAF, para 8 y 14 h 

respectivamente).  

 

 

 

 

Figura 10. El receptor P2Y2 se expresa en el OSE de ratón in-situ. La imagen panorámica (A) muestra 

la rebanada del ovario con los distintos elementos intraováricos el día del estro. La bursa se preservó 

para mantener la integridad del OSE. En un acercamiento (B) se observa el OSE adyacente a un folículo 

ovárico, cuya señal en verde (Alexa Fluor-488) corresponde a la inmunodetección del receptor P2Y2. 

Las cabezas de flecha amarillas (C) señalan las células del OSE; los núcleos fueron teñidos con 4',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI, señal azul). B: bursa, CL: cuerpo lúteo, F: folículo ovárico, t: teca, g: 

granulosa, OO: ovocito. El análisis cuantitativo se llevó a cabo en ~500 células de cada una de las 

condiciones en 3 ensayos independientes.  
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Figura 11. La expresión del receptor P2Y2 en el OSE adyacente a folículos o cuerpos lúteos, es similar 

a las 8 y 14h del día del estro. Inmunodetección del receptor P2Y2 en las células del OSE adyacente a 

un folículo ovárico (A) o a un cuerpo lúteo (B) a las 8 h (preovulación) y a las 14 h (postovulación) el día 

del estro. Las imágenes fueron adquiridas a mayor magnificación. El inmunomarcaje del receptor P2Y2 

corresponde a la señal en verde (Alexa Fluor-488) y los núcleos fueron teñidas con 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI, señal azul). Las cabezas de flecha amarillas señalan a las células del OSE. La 

fluorescencia promedio fue expresada en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF), tal como se 

observa en las gráficas (C-D). El análisis cuantitativo se llevó a cabo en ~500 células de cada una de las 

condiciones en 3 ensayos independientes.  
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La estimulación de células del OSE in-vitro e in-situ induce cambios en la 

concentración intracelular de calcio.  

 

Una vez descrito que el receptor P2Y2 se expresa in-vitro e in-situ, se prosiguió en 

analizar si el receptor detectado es funcional. Para contestar esta pregunta, seguimos 2 

estrategias: (1) mediante cambios en la concentración intracelular de Ca2+ por 

microscopía de fluorescencia y (2) a través del análisis de la fosforilación de ERK, un 

efector bien descrito de los receptores P2Y2 (Campos-Contreras et al., 2019; Luke & 

Hexum, 2008; Vázquez-Cuevas et al., 2010). 

Las rebanadas de ovario (Figura 12A), fueron cargadas con un sensor 

fluorométrico, el Fluo 4-AM, donde el incremento de fluorescencia se interpretó como 

cambios en la concentración de calcio intracelular, siguiendo una escala de pseudo color: 

una señal azul (menor intensidad de fluorescencia), y la señal roja (mayor intensidad de 

fluorescencia). 

El estímulo con ATP (100 μM) indujo un incremento en la intensidad de la 

fluorescencia (señal roja), en la periferia, que corresponde al OSE (Figura 12A, línea 

punteada), dando una respuesta característica de los receptores P2Y acoplados a la 

proteína Gq y activan la vía canónica Gq/PLC/IP3/Ca2+: un rápido incremento y el 

descenso a lo largo del tiempo (2.5 minutos). Asimismo, el incremento en la intensidad 

de la fluorescencia fue observada en varias regiones del ovario como las células de la 

granulosa y de la teca. 

Para determinar la amplitud máxima de las señales y analizar su curso temporal, 

se graficaron la intensidad de la fluorescencia en función del tiempo. Las respuestas 

inducidas por ATP y UTP presentaron una cinética similar (Figura 12B): la respuesta 

alcanza su nivel máximo en aproximadamente 10 segundos y cae al nivel basal en 

aproximadamente 20 segundos.  

El receptor P2Y2 de ratón tiene una sensibilidad equiparable al ATP y al UTP 

(Tabla 2), este último, es un agonista que activa a los receptores P2Y2 y P2Y4 (King et 

al., 1998; von Kügelgen & Harden, 2011). El estímulo con 10 μM (479 ± 19% UAF del 

basal), o con 100 µM (627 ± 37% UAF del basal), de UTP en rebanadas de ovario, generó 
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una respuesta monofásica, cuya amplitud fue semejante a la que se obtiene con 10 μM 

(263 ± 31% UAF del basal), y 100 μM de ATP (574 ± 35% UAF del basal) (Figura 12C). 

 Como mencionamos, el UTP es también un agonista de los receptores P2Y4, con 

el fin de discernir su contribución en esta respuesta, utilizamos el antagonista selectivo 

de P2Y2, ARC-118925 (IC50 = 1 M) (Rafehi et al., 2017). La presencia del antagonista 

abolió la respuesta inducida por UTP, mostrando que la movilización de Ca2+ intracelular 

depende principalmente de la actividad del receptor P2Y2 (Figura 12D). 

 

Otra evidencia que respalda estos resultados in-situ, fueron los registros realizados 

en cultivos primarios de células del OSE (Figura 12E). Por estimulación con 100 µM de 

UTP, se genera la respuesta que caracteriza a los receptores P2Y (502.5 ± 56 % UAF 

del incremento basal), que previamente se ha reportado (Vázquez-Cuevas, et al., 2013), 

y mencionado en la sección de Antecedentes. 

De igual manera a lo mostrado en los registros en las rebanadas de ovario, la 

respuesta inducida por UTP en las células fue abolida por la incubación con el antagonista 

selectivo de P2Y2, ARC-118925 (Figura 12E), indicando que la respuesta se atribuye 

principalmente a dicho receptor. 

 Los experimentos anteriores demostraron que el OSE expresa receptores P2Y2 

funcionales.  
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Figura 12. La estimulación in-vitro e in-situ de las rebanadas de ovario con ATP o UTP induce el 

incremento del [Ca2+]i en el OSE. La rebanada de ovario (A) muestra una respuesta característica de 

dinámica de calcio a lo largo del tiempo. La flecha roja señala el momento de aplicación del estímulo. 

La imagen se muestra en pseudo color que corresponde a la intensidad de la señal. La línea punteada 

indica al OSE. Los cursos temporales de las respuestas generadas al estimular al OSE con ATP o UTP 

(B) son dependientes de la concentración del agonista. La barra horizontal representa la aplicación 

del agonista. Las gráficas (C) muestran la amplitud promedio de la respuesta generada por ATP o UTP 

a 10 y 100 µM. La línea punteada en azul indica el nivel basal (D) y (E): El inhibidor de los receptores 

P2Y2, ARC-118925 a 10 μM inhibe los incrementos en fluorescencia inducidos por 100 μM de UTP en 

rebanadas de ovario (D) y en cultivo primario de células del OSE (E). Para A-D, N = 6 ratonas, 50 células 

de cada rebanada de ovario; para E, N = 3 ratonas, n = 50 células de 3 ensayos independientes. Para 

A, barra de escala: 100 µm. 
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La estimulación de células del OSE in-situ induce cambios en los niveles de 

fosforilación de las ERK 

 

Con el fin de documentar si en el OSE, la activación del receptor P2Y2 induce la 

fosforilación de las ERK, efectores bien caracterizados de dichos receptores en otros 

tipos celulares (Chadet et al., 2014; Chambard et al., 2007; W. H. Li et al., 2015; Tackett 

et al., 2014; Velázquez-Miranda et al., 2020), analizamos el efecto de la estimulación 

purinérgica del OSE in-situ, sobre el estado de fosforilación de dichas cinasas, en 

aquellas células del OSE adyacentes a elementos intraováricos, como a un folículo 

ovárico o a un cuerpo lúteo, debido a que se ha reportado que existe influencia de estos 

elementos sobre las células del OSE (Gaytán et al., 2005). Así, el OSE de ratonas cíclicas 

fue estimulado con 100 µM de UTP por 5 minutos, por medio de inyecciones 

intrabursales, a las 8 h y a las 14 h durante la etapa del estro. El ovario contralateral 

recibió el vehículo.  

Inicialmente, nos propusimos evaluar si además de detectar un aumento en el nivel 

de fosforilación de las ERK, las cinasas se translocaban al núcleo. Según lo observado 

en la proyección ortogonal (Figura 13A), la línea verde que corresponde a la proyección 

ortogonal 1 (PO1), cruza con la línea anaranjada correspondiente a la proyección 

ortogonal 2 (PO2), dando la colocalización de ambas señales (p-ERK, señal en verde; 

núcleo, señal en rojo), debido al estímulo con UTP promoviendo así que una fracción de 

las ERK fosforiladas se transloca al núcleo (Figura 13, cabezas de flecha amarillas), 

poniendo en evidencia su posible papel en la expresión de genes. 

El nivel de fosforilación de las ERK fue cuantificado a las 8 y a las 14 h durante la 

etapa del estro, en respuesta al estímulo con UTP (100 M) en las células del OSE 

adyacentes a un folículo ovárico (Figura 14) y adyacentes a un cuerpo lúteo (Figura 15), 

estableciendo cada célula como una región de interés con respecto al control, 

normalizado y expresado en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF).  

En células del OSE adyacentes a un folículo ovárico (Figura 14A) la inyección de 

UTP indujo incrementos significativos en las ERK fosforiladas en ambos momentos 

evaluados (Figura 14B) (4.6 ± 0.54 vs 19.3 ± 5.3 UAF a las 8h para los vehículos y 

estimulados con UTP, respectivamente, p < 0.05; y 1.04 ± 0.48 vs 23.9 ± 5.85 UAF a las 
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14 h para los vehículos y estimulados con UTP, respectivamente, p < 0.05), comparado 

con el control (Figura 14C). Entre las 8 y las 14 h, no se encontraron diferencias en la 

magnitud de los incrementos.  

Aunque los niveles de fosforilación de ERK inducidos por UTP fueron mayores en 

regiones del OSE adyacentes a un cuerpo lúteo (Figura 15A), el patrón fue el mismo que 

el descrito anteriormente (Figura 15B) (10.8 ± 2.7 vs 21.6 ± 3.01 UAF a las 8 h para los 

vehículos y estimulados con UTP, respectivamente, p < 0.05; y 8.6 ± 2.32 vs 24.9 ± 3.42 

UAF a las 14 h para los vehículos y estimulados con UTP, respectivamente, p < 0.05), 

comparado con el control (Figura 15C). 

 

Nuestras observaciones demuestran que el receptor P2Y2, además de inducir 

cambios en la concentración de calcio intracelular, también es capaz de activar a las 

cinasas ERK, sugiriendo que la maquinaria molecular se encuentra lista para utilizarse 

en un momento dado, durante un evento fisiológico en el OSE.  
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Figura 13. La administración intrabursal de UTP induce la fosforilación de ERK en las células del OSE. La 

imagen (A) corresponde a la inmunolocalización de la proteína ERK fosforilada (p-ERK, señal verde). Las 

proyecciones ortogonales (PO1 y PO2) evidencian la translocación de la proteína ERK (cabezas de flecha 

amarillas) en el núcleo (señal en rojo), como se observa en la amplificación de la imagen inferior. El análisis 

cuantitativo se llevó a cabo en ~500 células de cada una de las condiciones en 3 ensayos independientes.  
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Figura 14. El UTP genera un incremento de la señal de ERK fosforilado en las células del OSE adyacente 

a folículos ováricos. La imagen (A) muestra la señal de la presencia de ERK fosforilado (p-ERK, señal 

verde) de los ovarios estimulados con UTP a 100 μM durante 5 min. a las 8 h (preovulación) y a las 14 h 

(postovulación) el día del estro, en comparación con la señal emitida por los vehículos. Las cabezas de 

flecha amarillas señalan a las células del OSE. Los núcleos fueron teñidos con 4',6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI, señal azul). En el control negativo se omitió el anticuerpo primario (C). La gráfica (B) muestra el 

promedio de la fluorescencia expresada en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) de ~500 células 

del OSE adyacentes a los folículos ováricos de cada condición de 3 experimentos independientes. *p < 

0.05, prueba t de Student, pareada.  
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Figura 15. El UTP genera un incremento de la señal de ERK fosforilado en las células del OSE adyacente 

a cuerpos lúteos. La imagen (A) muestra la señal de la presencia de ERK fosforilado (p-ERK, señal verde) 

de los ovarios estimulados con UTP a 100 μM durante 5 min. a las 8 h (preovulación) y a las 14 h 

(postovulación) el día del estro, en comparación con la señal emitida por los vehículos. Las cabezas de 

flecha amarillas señalan a las células del OSE. Los núcleos fueron teñidos con 4',6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI, señal azul). En el control negativo se omitió el anticuerpo primario (C). La gráfica (B) muestra el 

promedio de la fluorescencia expresada en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) de ~500 células 

del OSE adyacentes a los cuerpos lúteos de cada condición de 3 experimentos independientes. *p < 0.05, 

prueba t de Student, no pareada.  
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La activación del receptor P2Y2 induce la proliferación celular en el OSE. 

 

Una vez establecido que el receptor P2Y2 se expresa y es funcional en las células 

del OSE, exploramos su papel en eventos celulares. Se ha reportado que el receptor 

P2Y2 está involucrado en diversos procesos celulares, entre ellos, la proliferación de 

diversos tejidos (Vázquez-Cuevas et al., 2010; Vázquez-Cuevas, et al., 2013), así como 

en líneas celulares derivadas del OSE (K.-C. Choi et al., 2003; Schultze-Mosgau et al., 

2000).  

Para explorar un posible papel del receptor P2Y2 en la proliferación celular del 

OSE in-situ, se realizó la inyección Intrabursal de UTPɣS a 100 µM, este ligando es un 

análogo no hidrolizable del UTP, por lo que se previene su posible degradación. El 

agonista se administró durante la tarde de la etapa del proestro y 24 h post inyección, se 

evaluó mediante inmunohistoquímica la expresión de Ki67, una proteína asociada a la 

proliferación celular en cortes histológicos de ovario.  

En los cortes histológicos de ovario (Figura 16A), se aprecia inmunoreactividad a 

la proteína Ki67 en las células del OSE que recibieron el estímulo de UTPɣS. Las cabezas 

de flecha rojas indican la señal en la periferia del ovario, comparado con el control. 

También, podemos observar inmunoreactividad en los folículos ováricos y en cuerpos 

lúteos, así como en algunas regiones del estroma.  

En estos experimentos, pudimos observar que la administración de UTPɣS induce 

claramente un incremento en la expresión de Ki67 (23.5 ± 2.0 % de células del OSE 

positivas a Ki67), comparado con el ovario control (6.0 ± 0.9 % de células del OSE 

positivas a Ki67) (Figura 16B), indicando así que la estimulación farmacológica de 

receptor P2Y2 puede promover la proliferación celular in-situ.   
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Figura 16. La estimulación farmacológica del receptor P2Y2 induce la proliferación celular a 

corto plazo en el OSE. En ratonas cíclicas recibieron una inyección intrabursal de UTPɣS en la 

tarde del proestro. La imagen (A) muestra los cortes histológicos donde en los acercamientos 

señalan inmunoreactividad a Ki67 en algunas células del OSE (cabezas de flecha rojas), 

comparado con el control. La gráfica en (B) muestra el porcentaje de células del OSE positivas 

al marcador de Ki67 de 55 áreas por ovario de 3 ensayos independientes. *p < 0.05, prueba t 

de Student, pareada,  
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La estimulación del receptor P2Y2 a largo plazo induce cambios en la población 

folicular. 

 

La información acerca de la relación entre la señalización purinérgica y la fisiología 

ovárica es limitada, la relación entre la influencia purinérgica como un posible mecanismo 

paracrino-autocrino entre el OSE sobre la fisiología ovárica no se ha abordado. 

Para conocer el posible papel fisiológico del receptor P2Y2 sobre el desarrollo 

folicular, realizamos la estimulación farmacológica del ovario a través de la administración 

intrabursal del agonista no hidrolizable UTPɣS (100 µM) o el antagonista selectivo del 

receptor P2Y2, ARC-118925 (10 µM) en la mañana del estro y se dejó transcurrir un ciclo 

estral (4 días). Al ovario contralateral se le administró el vehículo como control. 

Transcurrido los 4 días, se realizaron cortes histológicos seriados para observar la 

distribución del tamaño de los folículos ováricos y el efecto de la administración 

farmacológica en la población folicular. Se cuantificaron al microscopio, todos los folículos 

mayores a 70 m. 

Al estimular con UTPɣS, se observó un incremento significativo en el tamaño 

medio de los folículos ováricos (169 ± 9 vs 203 ± 14 µm de diámetro para los controles y 

los estimulados con UTPɣS, respectivamente, p =0.018). Por otra parte, en los ovarios 

que recibieron ARC-118925 el tamaño medio de los folículos disminuyó 

significativamente (150 ± 7 vs 203 ± 14µm de diámetro para los tratados con ARC-118925 

y estimulados con UTPɣS, respectivamente, p =0.0009) (Figura 17). 

Este análisis refleja el impacto de la estimulación purinérgica en el crecimiento 

folicular, como un primer enfoque en la fisiología ovárica.  
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Figura 17. La estimulación farmacológica del receptor P2Y2 genera cambios en la población 

folicular durante un ciclo estral. En ratonas cíclicas recibieron una inyección intrabursal de UTPɣS 

(100 μM) ó de ARC-118925 (10 μM) en la tarde del estro. Transcurrido un ciclo estral (4 días), se 

obtuvieron los ovarios y se analizó la población folicular en cortes seriados. La gráfica muestra el 

incremento en los folículos ováricos mayores a 70 μm de los ovarios de aquellas ratonas 

estimuladas con UTPɣS, comparado con el control. Sin embargo, el tamaño de la población 

folicular disminuye en aquellas estimuladas con ARC-118925. *p < 0.05, prueba de Tukey, N= 5 

ratonas controles; 3 ratonas estimuladas con UTPɣS ó ARC.  
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Con la finalidad de explorar la distribución de la población folicular de los ovarios 

con cada tratamiento (UTPS, ARC-118925 y control), se ajustaron los datos de los 

tamaños de los folículos a una distribución normal (Figura 18).  

 

 La gráfica muestra la distribución de los tamaños de los folículos ováricos en 

animales tratados con UTPɣS (gráfico azul) y ARC-118925 (gráfico rojo), en comparación 

con el grupo control (gráfico negro). En aquellos animales tratados con UTPɣS (203 ± 14 

µm de diámetro folicular medio), se observa una población de folículos ováricos >400 μm 

(gráfico azul, región color rosa), comparado con el control (169 ± 9µm de diámetro 

folicular medio). Sin embargo, la población de folículos ováricos de ratonas tratadas con 

ARC-118925 (150 ± 7µm de diámetro folicular medio), disminuye y se mantiene en la 

región >200 μm (gráfico rojo, región color malva), comparado con los tratados con 

UTPɣS.  

Este análisis refleja el impacto de la estimulación purinérgica en el crecimiento 

folicular y sugiere que la actividad del receptor P2Y2 regula positivamente el crecimiento 

folicular favoreciendo la formación de una cohorte de folículos preovulatorios >400 m. 

Este resultado puede ser el inicio de la descripción de un nuevo mecanismo de regulación 

del crecimiento folicular mediado por nucleótidos extracelulares. 
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Figura 18. La estimulación farmacológica del receptor P2Y2 altera la distribución de la 

población folicular durante un ciclo estral. En ratonas cíclicas recibieron una inyección 

intrabursal de UTPɣS (100 μM) ó de ARC-118925 (10 μM) en la tarde del estro. Transcurrido 

un ciclo estral (4 días), se obtuvieron los ovarios y se analizó la distribución de los tamaños 

de los folículos ováricos en cortes seriados. La gráfica muestra el incremento de la población 

de folículos ováricos >400 μm en las ratonas estimuladas con UTPɣS (gráfico azul, región 

rosa), comparado con el control (gráfico negro). Sin embargo, en las ratonas estimuladas con 

ARC-118925 (gráfico rojo), la población folicular disminuye y se mantiene en un tamaño >200 

μm (región malva), comparado con los tratados con UTPɣS.   
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DISCUSIÓN 
 

Los procesos intraováricos son regulados primordialmente por el sistema 

neuroendocrino y por una compleja red de factores locales como, citocinas, factores de 

crecimiento y neurotransmisores (Atwood & Vadakkadath Meethal, 2016; Strauss & 

Williams, 2018), en este contexto se ha comenzado a describir efectos reguladores de 

las purinas extracelulares en células del folículo ovárico (Martínez-Ramírez & Vázquez-

Cuevas, 2015).   

La señalización purinérgica ovárica se ha descrito en los últimos años como un 

importante sistema de comunicación paracrina-autocrina (Díaz-Muñoz et al., 2019; 

Martínez-Ramírez & Vázquez-Cuevas, 2015). Aunque aún no se entiende con claridad 

su papel fisiológico, diversos reportes han evidenciado la expresión de receptores 

purinérgicos en las células somáticas que conforman el folículo ovárico; su modulación 

farmacológica ha revelado la capacidad de regular diversos procesos celulares. Así, se 

sabe que los receptores P2Y2 ejercen acciones anti-gonadotrópicas, modulando la 

formación de AMPc inducido por la LH en células de la granulosa luteinizadas (Tai et al., 

2001). Por otra parte,  nuestro grupo de trabajo ha mostrado que las células de la teca 

expresan receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6, y que su activación induce la fosforilación de 

las ERK y promueve proliferación celular (Vázquez-Cuevas et al., 2010). Además se ha 

de mostrado la expresión de receptores purinérgicos en células de la granulosa-luteales 

(Bao et al., 2017; C.-J. Tai et al., 2001; C. J. Tai, Kang, Choi, et al., 2001), células del 

cúmulo (Arellano et al., 2002) y en el OSE (Vázquez-Cuevas, et al., 2013). 

Dado que el OSE despierta un gran interés biológico, debido a su papel en la 

ruptura y reparación de la superficie del ovario durante el proceso ovulatorio (Ng & Barker, 

2015), y la importancia  biomédica debido a su susceptibilidad a desarrollar neoplasias, 

ya que el 90% de los cánceres ováricos son de origen epitelial (Auersperg, 2011).  

Resultó de nuestro interés caracterizar con detalle la expresión del receptor P2Y2, 

un receptor que ha sido relacionado con la proliferación celular en distintos tejidos 

(Brunschweiger & Müller, 2006; Rafehi & Müller, 2018), y que, además, se sabe que 

regula la transición epitelio-mesénquima (TEM), subyace al proceso metastásico en 

células de cáncer epitelial de diferentes orígenes como próstata (Li et al., 2015), 
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estómago (Reyna-Jeldes et al., 2021) y ovario (Martínez-Ramírez et al., 2016). Es en este 

contexto que consideramos pertinente la caracterización de los receptores P2Y2 en el 

OSE. 

 

En un estudio previo, se caracterizó al receptor P2X7 en el OSE (Vázquez-Cuevas, 

et al., 2013); como resultado colateral, en dicho trabajo se observó la posible expresión 

de un receptor responsivo a ATP extracelular en una concentración relativamente baja 

(10 µM), cuyo cambios en la concentración Ca2+ intracelular no era afectado a la 

presencia o ausencia de Ca2+ extracelular, sugiriendo la expresión de un receptor 

purinérgico de la subfamilia P2Y, acoplado a la vía de señalización Gq/PLC/IP3. Por otra 

parte, en estudios realizados en cultivos primarios de OSE de ratón, documentamos que 

el estímulo con UTP inducía respuestas vigorosas de incremento en la [Ca2+]i (Lara-Mejía 

2014). Considerando nuestras evidencias dedujimos que el OSE expresa receptores 

P2Y2 ó P2Y4 acoplados a su vía canónica de señalización. 

El estudio de los epitelios es complejo, debido a que el contacto con superficies 

rígidas y poco laxas de las placas de cultivo, induce la transición epitelio-mesénquima 

(TEM), un proceso donde las células epiteliales se transforman en un fenotipo 

mesénquimal similar a los fibroblastos (Greenburg & Hay, 1982). Aunque existen estudios 

previos analizando respuestas relacionadas con el receptor P2Y2, estos se han realizado 

en células transformadas probablemente derivadas del OSE, tales como OVCAR-3 

(Popper & Batra, 1993), SKOV-3 (Batra, Satish; Fadeel, 1994), EFO-21 y EFO-27 

(Schultze-Mosgau et al., 2000) y IOSE-29 (Choi, K.-C., et al., 2002). Estas líneas 

celulares muestran distintos niveles de transformación y no reflejan la fisiología del OSE. 

El presente estudio analizó la expresión espacio-temporal del receptor P2Y2 en el OSE 

durante la etapa del estro in-situ, con la finalidad de tener un acercamiento experimental 

más cercano a la fisiología. 

Inicialmente, analizamos la expresión del receptor P2Y2 en cultivos primarios de 

OSE de ratón. Para este experimento, se sembraron células de OSE de un cultivo 

primario en una matriz de colágeno durante 6 h para prevenir la diferenciación celular. 

De manera consistente, la expresión del receptor P2Y2 en este modelo fue detectado por 

inmunofluorescencia, la presencia del transcrito p2yr2 por RT-PCR y la funcionalidad se 
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demostró por los cambios en la dinámica de [Ca2+]i al estimular con agonistas 

purinérgicos. Estos hallazgos confirman la presencia funcional del receptor P2Y2 en las 

células del OSE cultivadas.  

Posteriormente, se procedió a analizar la expresión de este receptor en el OSE in-

situ, para tal fin, se obtuvieron preparaciones en las que se mantenía la integridad del 

ovario. Mediante inmunofluorescencia, se observó la señal consistente de la presencia 

del receptor P2Y2 en la monocapa correspondiente al OSE. Las respuestas de Ca2+ 

presentaron las siguientes características: 1) Fueron inducidas con potencias similares 

por ATP y UTP, 2) fueron dependientes de la concentración, 3) La cinética de las 

respuestas obtenidas es similar a las observadas en cultivos primarios de OSE, un 

incremento rápido y robusto, pero transitorio, 4) La pre incubación de las rebanadas de 

ovario con ARC-118925 abolió las respuestas inducidas por UTP. En resumen, los 

registros de Ca2+ en las rebanadas de ovario apoyan la idea de que la respuesta es 

mediada por el receptor P2Y2. 

Por otro lado, utilizamos inyecciones intrabursales con el fin de estimular 

específicamente a las células del OSE, la inyección de UTP (100 M) durante 5 min, 

induce la fosforilación de ERK en el OSE, un conocido efector del receptor P2Y2 

(Vázquez-Cuevas et al., 2010). El análisis de las proyecciones ortogonales en imágenes 

obtenidas por microscopía confocal, se observó que una proporción significativa de las 

ERK fosforilada se transloca al núcleo. 

 Continuando con el análisis de la funcionalidad del receptor en el OSE, también 

observamos el inmunomarcaje del receptor P2Y2 en las células de dicho epitelio en 2 

puntos de la etapa del estro: a las 8 h (cercano a la ovulación), y a las 14 h (después de 

la ovulación), con la idea de detectar cambios en la expresión o en la función del receptor 

P2Y2 en el OSE durante el día de la ovulación. Trabajos recientes señalan la peculiar 

plasticidad de las células del OSE que rodean al ovario en respuesta a la influencia de 

estructuras intraováricas (Flesken-Nikitin et al., 2013; Ng et al., 2014), como los folículos 

ováricos y el cuerpo lúteo. La inmunodetección del receptor P2Y2 en el OSE adyacente 

a un folículo ovárico o adyacente a un cuerpo lúteo a las 8 h o a las 14 h, no mostró 

cambio en el nivel de expresión. De igual manera, no se observó diferencias significativas 

en el nivel de fosforilación de ERK dependiente a UTP en las horas de inyección durante 
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el día del estro. Estos resultados revelan que el receptor P2Y2 no parece estar 

regionalizado en función de las estructuras adyacentes y que el receptor está disponible 

a ser activado en el día del estro. 

 Para analizar si, de acuerdo a sus acciones en otros tejidos, la actividad de P2Y2 

puede regular la inducción de proliferación en el OSE, nos dispusimos a realizar 

inyecciones intrabursales con el agonista no-hidrolizable, UTPɣS [100µM] en uno de los 

ovarios, mientras que el ovario contralateral sería el control del experimento, la inducción 

de proliferación la evaluamos por el marcaje inmunohistoquímico de la proteína Ki67. Al 

activar el receptor P2Y2, el agonista UTPɣS promueve la proliferación celular. La 

proliferación celular contribuye en el proceso de reparación y su ventana de acción 

durante la reparación postovulatoria comprende un periodo de 12 h a 72 h (Burdette et 

al., 2006; Tan & Fleming, 2004), en ovarios jóvenes (Mara et al., 2020). Nuestros 

resultados coinciden con la inducción de la fosforilación de ERK indicando así que vías 

proliferativas reguladas por P2Y2 son funcionales en inducir la proliferación al activar 

selectivamente al receptor en el momento indicado. Esta observación podría implicar que 

el ATP liberado en la lisis de las capas de células que forman el canal de expulsión del 

ovocito podrían rápidamente contribuir a activar los mecanismos de reparación de la 

superficie ovárica, induciendo la proliferación celular a través del receptor P2Y2. 

El siguiente aspecto a analizar fueron los efectos a largo plazo (un ciclo estral = 4 

días) de la activación o bloqueo del receptor P2Y2, en la población folicular. 

De manera interesante, el estímulo con UTPɣS indujo incremento en la población y en el 

tamaño de folículos >250 y >400 μm, caso contrario al bloquear el receptor con ARC-

118925, donde se observó una disminución en el tamaño de folículo >250 μm. Aunque la 

explicación del mecanismo involucrado en estas respuestas es compleja, proponemos 

que el receptor P2Y2 en el OSE, inicia una cascada de señalización que se amplifica y 

propaga en el ovario. En efecto, esta posibilidad podría sustentarse en la capacidad de 

las purinas extracelulares de modular las acciones gonadotrópicas (C.-J. Tai et al., 2001) 

o en la retroalimentación entre las integrinas y el receptor P2Y2 que permite transducir 

las señales a través de la lámina basal (Liao et al., 2007). Por otra parte, mecanismos de 

regulación similares en la dinámica folicular, han sido reportados al inyectar en la bursa 
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fosfato de esfingosina-1 (Pietro et al., 2017) o el factor de crecimiento vascular endotelial 

(VEGF) (Abramovich et al., 2010). 

 

 El receptor P2Y2 podría ser un regulador de la proliferación celular que participa 

en la remodelación postovulatoria al ser activado por las propio ATP que se libera por 

lisis celular cuando se forma el canal de expulsión del ovocito. Además, podría estar 

regulando señales de crecimiento en los folículos que podría relacionarse con la 

selección y dominancia de folículos ovulatorios. Sin embargo, el papel en la fisiología 

ovárica continúa sin elucidarse.  
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CONCLUSIONES 

  

Los receptores P2Y2 se expresan en el epitelio superficial ovárico (OSE) en 

ratonas durante el día del estro y son funcionales dado que su estimulación farmacológica 

in-situ promueve la proliferación celular a través de un mecanismo dependiente de 

Ca2+/ERK. 

La activación del receptor P2Y2 sugiere una participación importante en el 

crecimiento de los folículos ováricos durante la ovulación.  

Estos hallazgos contribuyen en la posible participación de la señalización 

purinérgica en el OSE durante la ovulación y en los procesos de reparación postovulatoria 

y abre nuevos enfoques en el papel de las purinas en la fisiología del ovario. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

exCa2+: calcio extracelular 

[Ca2+]i: Concentración de calcio intracelular 

ADA: Adenosina deaminasa 

ADP: Adenosina difosfato 

AKT: Proteína cinasa B 

ALP: Fosfatasas alcalinas 

AMP: Adenosina monofosfato 

APu: Activador del plasminógeno urocinasa 

ARC-118925: Carboxamida-2-furan(2H-tetrazol-5-il)-N-[metil[5-(6,13-dimetil-2-

triciclo[9.4.0.03,8]pentadeca-1(11),3(8),4,6,9,12,14-heptaenil)-2-oxo-4 

sulfailidenepirimidin-1-il] 

ATP: Adenosina trifosfato 

AUF: Unidades arbitrarias de fluorescencia 

BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoilbenzoil) adenosina-5’-trifosfato 

Ca2+: ión calcio 

cDNA: Ácido desoxirribonucleíco complementario 

CL: Cuerpo lúteo 

COX2: Cicloxigenasa 2 

CQ-18: Citoqueratina 18 

DAPI: 4’, 6-diamino-2-fenilindol 

DNAsa: Desoxirribonucleasa 

dNTPs: 2'-desoxinucleósido'trifosfatos 

E2: Estradiol 

EGF: Factor de crecimiento epidermal 

ENPP: Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 

ENTPD: Ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasa 

ERK: Cinasa regulada por señales extracelulares 

FO: Folículo ovárico 

FSH: Hormona folículo estimulante 
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GMP: Guanosina monofosfato 

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas 

HGF: Factor de crecimiento hepático 

IGF: Factor de crecimiento similar a la insulina 

IL: Interleucina 

IP3: Inositol trifosfato 3 

KRS: Solución de Krebs-Ringer 

Lgr5: Receptor 5 acoplado a proteína G con repeticiones de leucina 

LH: Hormona luteinizante 

MAPK: Proteínas cinasas activadas por mitógenos  

M-MLV: Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney 

MMP: Metaloproteasa 

MUC1: Mucina 1 

NT5E: Ecto-5’-nucleotidasa 

OSE: Epitelio superficial ovárico 

P1: Receptores sensibles a Adenosina 

P2: Receptores sensibles a ATP 

P2X: Receptor purinérgico canal iónico activado por ligando 

P2Y: Receptor purinérgico acoplado a proteínas G 

P4: Progesterona 

PBS: Solución amortiguadora de fosfatos 

pERK: ERK fosforilado 

PFA: Paraformaldehído 

Pi: Fosfato inorgánico 

PI: Yoduro de propidio 

PKC: Proteína cinasa C 

PLC: Fosfolipasa C 

PPi: Pirofosfato inorgánico 

Procr: Receptor de Proteína C 

PTGER4: Receptor de Prostaglandina E subtipo 4 

RNA: Ácido ribonucleico 
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RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa con reverso transcripción  

SNC: Sistema Nervioso Central 

SOD2: Superóxido dismutasa 2 

TEM: Transición epitelio mesénquima 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 

UTP: Uridina trifosfato 

UTPɣS: Uridina-5’-(ɣ-tio)-trifosfato  

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 
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